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Abstrakt v anglickém jazyce

Leukemia is the most common malignant childhoo@alg, which occurs in Czech Republic
every year in about 100 cases. That’s why has deeoted over the last 5 decades much
attention and funding to this research and thedotml with leukemia have a high chance for
achieving complete remission. Nevertheless, fouatt0% of patients leukemia still remains
lethal and these cases are subjects of curreniestudeukemia is a complex disease in its
pathology involving lots of aberrations, which pathgically manifest at the DNA, mRNA
and protein level. Nevertheless some symptomsisfdisease are only at the protein grade
(and not DNA or mRNA). Since a broad part of thetein profile in leukemic cell changes, it
is necessary to develop newer, more sensitive apdcally more efficient methods, which
are able to follow up changes in large sets ofginstand detect prognostic and diagnostic
markers.

Within diploma study a new method - multiplex aotlly array - has been tested. Our
laboratory tests this method in collaboration wathNorwegian laboratory (Rikshospitalet
University Hospital, University of Oslo) under leag by Dr. Lund-Johansen, who is the
author of this method. Antibody array presentstao$d 152 latex bead populations labeled
with fluorescent dyes in different concentrationshwantibodies against different antigens
that are expected to be associated with childheokidmias.

The result of my diploma study is an optimized avalidated protocol through the
comparison of classical flow cytometric immunophgpong of 11 leukemic cell lines. In the
next step of protocol validation the protein p@fdéhanges on 4 cell lines with or without
presence of drug imatinib mesylate (Glivec) wereigeined.

The last step of the diploma study is researchvatidation of new prognostic markers, for
example the lkaros protein on cell lines NALM-6 aB8t/P-B15, because its monalelic

deletions on DNA grade dramatically increase ristetapse. (In Czech)



Abstrakt v ¢eském jazyce

Leukemie je nejastjsi nadorové onemoeéni u diti, které se réné vyskytuje vCeské
republice piblizné ve 100 pipadech. Proto se tomuto vyzkumu poslednich 50detje na
celém s¥té tolik pozornosti a financi aétbti pacienti s leukemii maji obrovskou #jdha
upiné vyl€eni. Pro cca 10% paciénvSak leukemie staleigtava smrtelna a préwna tyto
piipady se za®fuji sowasné studie. Leukemie je komplexni onendoénprojevujici se
patologicky na arovni DNA, mRNA i protein Nicméré nekteré patologické projevy této
nemoci jsou pouze na uarovni proteifa ne DNA¢ mRNA). Vzhledem k tomu, Ze se u
leukemickych bu#k meéni i zna&na c¢ast proteinového profilu, jefdba vyvijet nowjsi,
citlivgjSi a fredevsim GinngjSi metody, které jsou schopny sledovagmgnu velkych soubdr
proteini a tak detekovat prognostické a diagnostické znaky.

V diplomové praci byla testovdna nova metoda, mlgkini sada protilatek. Ve spolupréaci
nasSi laboratite s norskym pracovi@n (Rikshospitalet University Hospital, University o
Oslo) testujeme tuto metodu pod vedenim dr. Lurthdsena, ktery je autorem této metody.
Sada protilatek iedstavuje soubor 1152 populaci latexovych deldi ozn&enych
fluoresceknimi barvikami v tiznych koncentracich s navazanymi protilatkami priathym
antigerim, u nichz se f@dpoklada asociace stdkou leukemii.

Vysledkem diplomové prace je optimalizovany a vaiany protokol ve srovnani s klasickou
imunofenotypizaci 11-ti leukemickych btimych linii na pétokovém cytometru. DalSim
krokem validace metody bylo studium &mproteinovych profilt na 4 bug¢nych linii po a
bez pouziti |éiva imatinib mesylatu (Glivecu).

Poslednim krokem diplomové prace je zkoumani algaé novych prognostickych protéjn
nag. proteinu lkaros na bgtnych liniich NALM-6 a SUP-B15, protoZetippmnost jeho

monoalelickych deleci na Urovni DNA vyrazavySuje riziko relapsu leukémie.
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1. Uvod

1.1. Zakladni charakteristikagtdkych leukemii

Leukemie je nejasgj$i nadorové onemoéni u diti, tvori asi tetinu ditskych nadai.’
Pojem leukemie pochaziieckého ,leukos haima“ (coz wgkladu znamena bila krev) a
ozn&uje nadory krvetvornych neboli hematopoetickychntkéHematopoeticky systéem u
zdravého jedince je tven nediferenciovanymi pluripotentnimi kmenovymiikami v kostni
dieni, které proliferuji, diferencuji a zraji do dvburecnych linii: myeloidni a lymfoidni.
Myeloidni buiky diferencuji a zraji déervenych krvinek, monoc#t granulocyt a krevnich
desttek. Lymfoidni buiky diferencuji a zraji do B-lymfocgta T-lymfocyti. U leukemii je
poSkozena normalni hematopoéza, leukemickéypjsou zablokovany v ditém vyvojovém
stadiu a mohou se ro#$ido krve, lymfatickych uzlin, sleziny, jater, defniho nervového
systému i do jinych orgérf Takové biiky jsou charakterizované, poddabiako jiné
nadorové bikky, abnormalni aktivaci intracelularnich signalnidrah, aberantni regulaci
bunséného cyklu a utlumenim apoptoSy.eukemie je heterogenni onemeéch dli se na
mnoho ty@ a podtyd, jejichZz klasifikace je zaloZzena na typu Bkinu kterych doSlo ke
zvratu na nador, a na stupni jejich diferenciat&ékladni rozdleni je podle pibshu
onemocgni na akutni a chronické a podle tdyfrvetvornych budk, ve kterych doslo
k nadorovému zvratu, na lymfoblastické a myeloidkutni leukemie, coz je onemadm, na
které se v diplomové praci z&mji, je rychle postupujici onemogmi, které postihuje
piedevsim nezralé, nediferenciovanéily které pak nejsou schopny plnit svoji funkei.
Chronickad leukemie je pomaleji postupujici onemdoén které postihuje zralé a vice
diferenciované hiky, které jsou schopny plnitkteré své funkce, uéti vSak tvdi pouze cca
4% diagnostikovanych leukentif. Akutni myeloidni (AML) a akutni lymfoblastické
leukemie (ALL) se dli dale na gkolik podtypi podle chromosomalnich translokaci (vznik
fuznich gef), zmén pastu chromosom a bodovych mutaci a deléciFrancouzsko-
Americko-Britsky (FAB) systém z roku 1976 raddje leukemie na zakla&dmnikroskopického
obrazu: akutni myeloidni leukemie (AML), které zalji pouze 15-17% diagnos u bilé
populace, na osm podtygMO0-M7) a wtSinové akutni lymfoblastické leukemie (ALL) na t
podtypy (L1-L3) (viz Tabulka 1.1., str.2)*?



Tabulka 1.1. Roztleni akutnich lymfoblastickych leukemii (ALL) a akich myeloidnich
leukemii (AML) podle busk, u kterych doslo k malignimu zvratu podle systéFAB,
pievzato z Pui, 2006

Podtyp ALL Typ burk Podtyp AML Typ bugk Podtyp AML Typ bugk
Malé lymfoblasty, nejastji Nezralé
L1 MO M4 Myelomonocyty
odvozené od B-prekurzir myeloblasty
VEtSi lymfoblasty, nejast;i Nezralé
L2 M1 M5 Monocyty
T-lymfoblasty myeloblasty
Velké lymfoblasty, obvykle Zralé
L3 M2 M6 Erytrocyty
zralé B-lymfocyty myeloblasty
M3 Promyelocyty M7 Megakaryocyty

Détské akutni leukemie se velmi liSi od délgph leukemii, dosglé leukemie maji vyrazn
horSi prognozulento jev je vysetlovan izré: (i) do vyvoje I€ebnych protokal a podgrné
p&e se dtskym pacientm vénuje vyrazg vice pozornosti nez je tomu u deékgh pacient,

(ii) leukemie u dti je obvykle diagnostikovana sasném stadiu nemoci acba je tedy
vyrazre inngjSi, (iii) déti se lépe vyrovnavaji, pravdodobré diky své lepSi vitalni
regenerdni kapacit tkani, s toxickymi vedlej$imidinky terapie’ Kromg toho jsou subtypy
leukemii u dti jiné nez u dosych (nag. fuzni genTEL/AML1 se vyskytuje vyhradnu dti,
BCR-ABL1 naopak mnohem vice u débjch)®

V dobs diagnosy mohou mitati s leukemii aZ 1% leukemickych buek v jednom mililitru
krve (normalni poet bilych krvinek je do 1@ml krve)® DileZitym znakem pro predikci
mozného relapsu (t.j. nadvratu onem&d) a uteni optimadlni léby je sledovani tzv.
minimalni rezidualni nemoci (MRN), kter&quistavuje p&et malignich leukemickych bk,
které jsou detekované v periferni krvi nebo v kodtani v piibéhu l&by nebo pi remisi (t.].
Ustupu onemoami).’ Oznaieni MRN negativni znamena, Ze v kostignd bylo detekovano
mére leukemickych buék nez je citlivost metody (obvykle mé&mez 0,01%). Negativni
MRN nazn&uje vysokou chemosenzitivitu leukemického klonueaspojovand s dobrou
prognézou® Stanoveni MRN je velmi ideZité pro pacienty s dobrou prognézou, kde je
mozné zmensSit expozici toxickym chemoterapeutickiatkam, steja jako pro pacienty
s hor§i progn6zou, kde je stanoveni MRRBledité pro naasovani transplantace kostni

diens.®1°

1.1.1. Genetické abnormality

Genetické abnormalitystskych AL mohou byt dvojiho typu — numerické a ktewélni**



1.1.1.1. Numerické chromosomalni abnormality

Numerické chromosomalni abnormality zahrnuji hyp#aidii (vice nez 50 chromosoima
buiku), hypodiploidii (még nez 45 chromosoinna buiku) a ztratu heterozygosity (LOH
z angl. loss-of-heterozygositylOH miZe byt dvojiho typu — detei a kopie-neutréini.
Delecni LOH spaiva v jednoduché deleci jednoho chromosomu. Kopigndlni LOH
vznika deleci a naslednou reduplikaci nedeletovandromosomu (tzv. ziskana
uniparentalni disomie):

Hyperdiploidie fisobi jako pozitivni prognosticky faktor, prajmbdobré proto, Zze zvySuje
senzitivitu leukemickych butk k DNA-cilené chemoterapii. Mezi pozitivni progtické

faktory patf nagf. trisomie chromosofn4, 10, 17 nebo 18

1.1.1.2. Strukturalni chromosomalni abnormality
Strukturalni abnormality davaji za vznik depzenym (aberantnim) gém, coZ nasledh
vede k expresi zaménych proteii a nekontrolovatelné be#né proliferaci.K tomuto jevu
muze dojit déma cestami:

a) fuzi geni (spojenim exoin dvou normala odliSnych gefi)

b) juxtapozici buséného onkogenu s promotorem genu specifickym pé&ayubunécny

typ (B nebo T bu&ny) 3

Samotny vznik takovychto géra transkripi nemusi nuté iniciovat vznik leukemie a fiZe
byt pozorovan jiz &olik let pied jejim vznikemNap. frekvence detekovaného transkriptu
TEL-AML1 pii narozeni je 100x vysSi nez frekvence ALTE_-AML1. Na experimentalnich
modelech bylo dokazéano, Ze pro vznik leukemie jermkr vzniku aberantnich transkript
nutné i utité kooperativni poskozeni (ndklad nespecificka sekundarni mutagenéze).

1.1.2. Imunofenotypova identifikace leukemickych boék

VySeteni povrchovych i intracelularnich antigerburéek krve a kostni teré pomoci

pratokové cytometrie (imunofenotypizace) patpole&né s morfologickym a cytochemickym
vySetenim mezi zékladni vySeni pi diagnose leukemié. K detekci jednotlivych

povrchovych a cytoplasmatickych proteirpomoci péitokové cytometrie se pouzivaji
monoklonalni protilatky konjugované s fluoreseimi znakami*

Leukemické biiky jsou vSak charakterizovany kombinaci povrchovychintracelularnich

znali, které jsou &asti typické pro ufité stadium vyvijejiciho se blastu g&hem zrani se



meéni, ale navic nesou znaky, jeZ jsditgmné jen na hikach malig® zménénych (aberantni
znaky) a tudiz se lii od zdravych Blrkrve nebo kostniigns.>'® V ngkterych gripadech
jsou na leukemickych blasteckitomny znaky nejislusné blastu v odpovidajicim stadiu
vyvoje (asynchronni znaky). Imunofenotypizace uinge identifikaci leukemické buné
linie (myeloidni nebo lymfoidni) a Groe¥nzralosti bugk.? Rozdleni leukemii podle
imunofenotypu bylo stanoveno skupinou EGIL. Totedeni se pouziva i ¢eské republice
v rdmci BFM (Berlin — Frankfurt — Miinster)débnych protokal. ***°

1.2. Akutni myeloidni leukemie (AML)

AML je charakterizovana nekontrolovanyrmistem myeloidnich nediferenciovanych Bkin
(myeloblast), coz je zfisobeno pedevsim zablokovanim difereném drahy myeloidnich
prekurzofi nebo &asnych progenitdr a zahrnuje cca 20% akutnich leukemii &ti.8"
Molekularni mechanismus vedouci k zablokovani diferace je #Sinou neznamy,
piikladem popsaného mechanismuize byt typ AML-M3, ktery je zfisoben translokaci
mezi chromosomy 15 a 17 (t(15:17)) a naslednoubtworfuzniho proteinu PML-RAR?
Tento fuzni protein naruSuje normalni funkci PMLlafmyelocytarni leukemicky gen), ktera
je nutna pro spravny b&ény vyvoj a indukci apoptosy a interaguje s jadernkamepresory a
s deacelytasami histdncoZ vede k inhibici transkripcé.

Incidence této formy je 1/15000@Hem ditstvi, kdy se newni, a dospivani, kdy dosahuje
vrcholu!U novorozent je AML &astjsi nez ALL, narozdil od ALL, AML postihuje stejn

obe pohlavi?

1.2.1. Genetické abnormality

Cytogenetické vys&eni burtk krve a kostni tbre pati mezi zakladni vySetni @i diagnose
leukemie a je velmi WeZité pro ukeni odpovidajici terapie a progndzy® Genetické
abnormality ovliwuji klicové reguléni procesy, maji vliv na kontrolu normalni proldee,
vedou k zablokovéani diferenciace a ke vzniku repis¢é na apoptotické signaly.ckiera
geneticka poskozeni maji pouze jeden efekt, jinéamyji vice efekt.'® Narozdil od CML,
kde vSechny fipady z&inaji se stejnou chromosomalni abnormalitBCR-ABL1), AML

vykazuje fadu Kiznych genetickych aberatiMezi nefasgj$i abnormality paf t(8;21),

t(15;17) inverze 16, translokace 11923 a trisorhimmosomu &:*°



1.2.3. Imunofenotyp akutnich myeloidnich leukemiiAML)
AML je
myelomonocytarnich znédk MPO (myeloperoxidasa), CD13 (z angl.
differentiation, coZz znamena diferenmma skupina), CD33, CD65 a CD117 (Tabulka 1.2.).
Klasifikace podle fenotypu leukemickych blagjisttného pfitokovou cytometrii (tzv. EGIL

imunofenotypo¢ definovand expresi dvou nebo vice uvedenych

cluster of

- European Group for the Immunological Charactéionaof Leukemias - klasifikace) byla
navrZena tak, aby odpovidala systému FAB (TabulRa étr. 6)'°

Tabulka 1.2. Rehled imunofenotypovych znalakutni myeloidni leukémie (AML)

Antigen Znakéeho? / Funkce Vyskyt Reference
MPO o - o 20
] - znak myeloidnich buk vétSina myeloidnich bufk
(myeloperoxidasa
CD13 - ektopeptidasa myeloidniiky 20,21
- vazba lipopolysacharid
- interakce s toll-like receptory o1
CDi14 ) ) obvykle monocyty
- indukce aktivace buik, fagocytosy a sekrece
zaretlivych cytokini
CD15 - vazbatiznych proteif neutrofily =
- adhezivni molekula v interakcichitka- _ 20 21
CD33 myeloidni buiky '
buiika
CD65 - vazbaitiznych proteif neutrofily 21
D117 - receptor faktoru kmenovych bln granulocyty, monocyty) a 20,2122
- paki mezi imunoglobuliny Zirné buiky

Tabulka 1.3. Behled podtyp akutni myeloidni leukémie (AML) podle skupiny EGIL
Pievzato z Bene et al, 199%

Podtyp AML

Exprese antigenu

myelomonocytarni

MPO

Casné/nezralé
Erythroidni, M6 <:

Pozdni/zralé

Neklasifikovatelna imunologickymi znaky

glykoforin A

Megakaryocytarni, M7

CD41 a nebo CD61 (cyto/mem)

Casna myeloidni, MO

Fenotyp stejny jako ostatni myelcytarni AML, ale




negativni cytochemie (fuzni geny) a lymfoédn
specifické znaky: CD3, CD79a, CD22

TdT" AML TdT

Ly" AML

AML — akutni myeloidni leukemie LyAML - AML s expresi lymfoidnich antiggn MPO — myeloperoxidasa,

cyto - cytoplasmaticka exprese, mem - membranopéese, TdT — terminalni deoxynukleotidyl transfaras

1.2.4. Progn6za akutni myeloidni leukemie (AML)

Jako nejusgsrejsi 1&ba AML se ukazuje transplantace kostigrd od histokompatibilniho
darce. MezkasgjSi priciny smrti po transplantaci pgatspiSe reakce &iu proti hostiteli nebo
rozptylend intersticialni pneumonititida neZ relapisstni leukemié. Specialni skupinu
pacienfi s AML tvori pacienti s Downovym syndromem, ktery je povazowan jednu
z nefastjSich chromosoméalnich abnormalit v USA, tito patienaji nejwtsi predispozici
k vyvoji akutni leukemie ze vSech skupin padienktei nemaji predispozici pro pevné
nadory. Riziko vzniku akutni leukemie je u paciestDownovym syndromem 20krat vyssi

neZ u zbytku populace a daftjsi forma je pray AML. 3

1.2.5. Fi¢iny akutni myeloidni leukémie (AML)

Détska AML byla studovana mnohem méénez ALL, pesto je znamo vice fakir které
mohou zvysit riziko vzniku AML2* Ve &tSins piipadi vSak neni znamaifma picina
zpasobujici tuto formu onemoéni’?> Mezi zndmé faktory zvySujici riziko AML pit
expozice DNA alkylujicim chemoterapetitik, benzenu, epipodophyllotoxinu, pestioid a
, ionizujicimu z&enil®?* Prestoze nebyl podan jasnyikdhz, existuji studie, které nastiji
spojitost mezi konzumaci alkoholu matkyshatenstvi a vyskytem AME?S vyskytem AML
je spojovdano mnoho onemagn nag. Downiv syndrom, vyskyt monosomie 7 v rodia

piislusnost k Hispanské populdcf

1.3. Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL)

NejcastjSi formou leukémie u di je ALL (postihuje kolem 80 % vSech pacigént
s leukemii’® Tato forma leukemie je charakterizovana klonalndliferaci a akumulaci

nezralych lymfoblast v kostni deni a periferni krvf® Maze se jednat o T-lymfocyty (T-



ALL) i o B-lymfocyty (B-ALL). %> Obs formy ALL se déale dli podle EGIL, viz dale Tabulka
1.5. (str.11) a Tabulka 1.7. (str.12)

1.3.1. Genetické abnormality
Priblizné jednactvrtina détskych ALL nevykazuje Zadné genetické abnormalityaekularni
zaklad &chto ipadi je neznamy?! Nasledujici seznam ilustrujeiklady, kdy byla popséana

asociace s genetickou abnormalitou.

B-bunétna fada
Hypodiploidie
<45 chromozomi

Hyperdiploidie
=50 chromosormil
25%

BCR-ABL

MLL prestavby
nap¥ t(4;11),t{11;19),

TEL-AML1
{1221
2%

Ip32 i L‘ \—‘

7% Hoxil MYC

10q24 E24-PBX1 t{8;14),1(2;8),

0.7% MLL-ENL 1(1;19) t(8:22)
03% 5% 2%

T-bunéina fada

Obr. 1.1. Vyskyt chromosomalnich abnormalit u BF-ALL, pievzato z Pui et al, 2004
Abnormality vyskytujici se pouze u T-ALL jsou ozeay fialow. Abnormality, které se
vyskytuji prevazré nebo vyhradéu B-ALL jsou ozné&enycerre.

Fuzni genTEL-AML1

Translokace mezi chromosomy 12 a 21 (t(12;21)) Jexezniku fuzniho gen@EL-AML1,
co? je nejastjsi fuzni gen dtskych B-prekurzorovych ALL (BCP-ALL)"*® Oba proteiny
(TEL i AML1) jsou dilezité regulani faktory, které jsou odp@dné za formovani a migraci
hematopoetické progenitorové ity do kostni #ens.'® Fuzni genTEL-AML1 je spojen s
dobrou odpo¥di na I&bul® Leukemické lymfoblastgasto exprimuji antigeny asociované
s myeloidni linii (CD13 a CD33Y.

prestavby genMLL( mixed lineage leukemia)



Translokace chromosomu 11923 se objevuji u ccan®%rozeneckych leukemii a u cca 5%
ALL u starSich dti. Ozn&eni ,MLL ptestavby” zahrnuje vznik vice jak 25 znamych fuznich
geni, naff. MLL-AF4, MLL-ENL nebo MLL-AF9.*" Leukemické biiky, které maji MLL
prestavby, exprimuji, podoknjako TEL-AML1 pozitivni buiky, antigeny asociované
s myeloidni linii — tedy CD15, CD33 a CD65eHpoklada se, ZBILL je inny onkogen,
ktery vyZaduje jen velmi malo kooperativnich mutatiy mohlo dojit k maligni transformaci
burgk. Vzhledem ktomu, Ze MLL festavby secasto vyskytuji u novorozefica Ze u
identickych dvojat byla objevena té#h 100% shoda v MLL festavbach, da séqupokladat,

Ze k leukemogenesi dochazi jia utero a metastase mohou prochazeéespplacentu od
jednoho plodu k druhénfd.

Fuzni gerMLL-AF4

Translokace t(4;11)(g21;923) je ta$tjSi ze vSech MLL pestaveb, vyskytuje se u cca 5%
v8ech dtskych ALL a u 70% novorozeneckych ALLVede ke vzniku fuzniho genMLL-
AF4, ktery je asociovanaSinou s BCP-ALL®Y" Vznik fuzniho proteinu MLL-AF4 indikuje

horsi odpovd’ na l&bu®

Fuzni gerE2A-PBX1

Translokace t(1;19)(q23;p13.3) vede ke vzniku chického fuzniho gen&2A-PBX1, ktery

se vyskytuje u 25% pre-B ALL (5% z BCP-ALL). Vznitohoto fuzniho proteinu ma
pravdépodobré za nasledek népnerenou expresi v lymfoidnich fikach a pozrnénou
transkrigni aktivitu PBX1.}” Vznik fuzniho proteinu E2A-PBX1 indikuje dobroupmm&d na
lécbu

Fuzni gerBCR-ABL1

V roce 1960 popsali P.C.Nowell a D.Hungerford ttakaci chromosomu 9 a 22, ktera vede
ke vzniku tzv. Filadelfského (Ph) chromosomu. Bylprvni gen, u kterého bylo zj&to, ze
piimo zpisobuje rakovind? Ph chromosom vznika uskterych ALL a CML a je zfisoben
translokaci (9;22)(q34;q1%j. Cast chromosomu 9 se spoji s chromosomem 22 za wznik
chromosomu der22 (= Ph chromosom), zatimco zbytek chromosomu 22 speji

s chromosomem 9 za vzniku chromosodes9.>° Ph chromosom, ktery je m&mbvykly u
détskych (3-5%) nez u doslych ALL (25%), nasled& kéduje aberanth exprimovanou
tyrosinovou kinasu BCR-ABL1 (BCR = breakpoint ckrstegion):"?®3°5" konechcr tGseku
DNA na chromosomu 22911 je spojer-8bl sekvenci na chromosomu 9934 za vzniku

chimerického transkripttf. Na chromosomu 22 se nachazi lokus gesnuu nsho? miZe dojit



ke zlomu d¢éma zpisoby: majoritniM-bcr mezi exony 12 a 16 a minoritniber v prvnim
intronu ber. Zlom na chromosomu 9 se nachazi pouze v introlakdsu genwabl.?® Pokud
dojde ke zlomw-bcr, vznika protein o velikosti 210kDa (p210), kteeygharakteristicky pro
CML a rskteré ALL u dosplych pacieni.!”?° Zlomem m-ber vznik& protein o velikosti
190kDa (p190), u ¢kterych bugénych linii vznika protein o velikosti 185kDa (p18®ba
tyto proteiny se vyjiméné nachazi u CML, jsou viak charakteristické pro AP MSechny ti
aberantd exprimované proteiny maji zvySenou tyrosin-kinasovaktivitu v porovnani
k samotné ABL1 a transformuji hematopoetické preéry in vitro, p185 ma vsak vyssi
transformujici kapacitfi’’ Ve zdravych biikdch je aktivita ABL1 kinasy regulovana
v zavislosti na dstovych faktorech a jinych stimulech. Spojenim $B€e ABL1 stava
konstitwené aktivni, aktivuje intracelularni signalni drdhyphaRas/MAPK, Jak/Stat a PI-3
kinasovou drahu. Inhibice konst#ue aktivni ABL specifickymi kinasovymi inhibitory jak
je imatinib, nilotinib a dasatinib vede k zastavenkogenniho potencialu BCR-ABL1. Mé&n
znamy a prozkoumany je vznik reciprokého fuznihotginu ABL1-BCR, ktery je kddovan
chromosomender9. Opst mohou vzniknout 2 proteiny @zné velikosti, p40 a p940 byl
detekovany v 65% pacients CML, p96 byl detekovany ve 100% vy&stanych pacietit
s m-becr ALL. Zatimco p vzniku BCR-ABL1 dochazi ke zémé v aktivit¢ ABL, pii vzniku
ABL1-BCR dochazi ke zem¢ aktivity BCR. BCR je negativni regulator prolifes a
onkogenni transformace. ABL1-BCR je schopny, stejako BCR-ABL1, vyvolat
leukemicky fenotypn vitro.?

V porovnani se zdravymi kkami kostni dené exprimuji BCR-ABL1 pozitivni leukemické
buinky mére B-lymfoidnich (IKZF1, E2A, IL7R«, RAGL, RAG2 a TdT) a vice myeloidnich
(hag. MLF1, AML1, CD4, CD11A atd.) specifickych zndk®* Vznik fuzniho proteinu BCR-
ABL1 indikuje hor$i odposd’ na I&bu a je spojovan se vznikem pre-B At1'’ Data
z mySiho modelu ukazuji, Ze samotna exp®E&-ABL1 v hematopoetickych kmenovych
buikach indukuje myeloproliferativni onemagn podobné CML. Ke vzniku vlastni
leukemie je ovdem zagebi i jiné onkogenni zemy.?® V sowasné dob se mnoho skupin
zabyva otazkou, které dalSi onkogenniéagnse mohou vyskytovat u Ph pozitivhich ALL.
Byly objevenycasté mutace gérkodujicich transkrigni regulatory vyvoje B lymfocyt, jako
jsou PAX5, EBF1 nebo IKZF1.3> Pra delece posledniho zn#mého genulKZF1 se
vyskytuji u vice nez 80% Ph pozitivnich APE.Proto se ve své diplomové praci zabyvam
mimo jiné i expresi transkrigpiho faktoru lkaros, ktery je kodovan geneldZF1,

v leukemickych liniich.



1.3.2. Imunofenotyp akutnich lymfoblastickych leukenii (ALL)

Imunofenotyp ALL velmi podoba fenotypu normalnigmfoidnich progenitar.®®

1.3.2.1. Imunofenotyp T-lymfoblastickych akutnielukemii (T-ALL)

T-ALL sestava z nezralych T-lymfoadyt které se ve zdravém organismu vyskytuji pouze
v thymu®® Prekurzory T-lymfocyi jako jediné dozravaji vthymu, prekurzory ostatnic
krevnich buik dozravaji v kostni igni'* Identifikace leukemickych T-lymfocitspasiva
tedy v identifikaci nezralych T-lymfoct v kostni deni nebo periferni krviNejcasgji
aplikovana kombinace antigépro identifikaci leukemickych T-lymfocytje koexprese CD3

a TdT (termindlni deoxynukleotidyl transferasa) meBD5 a TdT (funkce jednotlivych
antigerii viz Tabulka 1.4., str.1T} Podle klasifikace EGIL je T-ALL definovana expresi
CD3 v cytoplasns nebo v membrén(viz Tabulka 1.5., str.1%f.

Tabulka 1.4 Rehled imunofenotypovych znakT-lymfoblastickych akutnich leukemii (T-
ALL)

Antigen Znakéeho? / Funkce Vyskyt Referencge
CD2 - znak zralejsich T-lymfociyt T-lymfocyty, myelocyty | %
- negasrEjsi diferencigni znak T-lymfocyt
CD3 - pohyb T-bugéného receptoru na povrch zralého [TT-lymfocyty 0
lymfocytu
CD5 - znaksasné diferenciace T-lymfoayt T-lymfocyty 2
CcD7 - znak zralejsich T-lymfociyt T-lymfocyty, myelocyty | *°

Tabulka 1.5. Rehled podtyp T-lymfoblastickych akutnich leukemii (T-ALL) podkkupiny
EGIL. Prevzato z Bene et al, 199%

Podtyp T-ALL Vyvojové stadium leukemickych bt Exprese antigenu




VSechny T-ALL Cyto/mem CD3
I Pro-T-lymfocyty CDh7
Il Pre-T-lymfocyty CD2 a/nebo CD5 a/nebo CO8
1] Kortikalni T-lymfocyty CDla
\ Zralé -T-lymfocyty Mem CD3
a a/B-T-lymfocyty Anti-TCR o/B
v/3-T-lymfocyty Anti-TCRy/3

cyto - cytoplasmatické exprese, mem - membranopéese , TCR - T-bu&ny receptor

1.3.2.2. Imunofenotyp B-prekurzorovych akutnichkiemii (BCP-ALL)
NejcastjSimi formami leukemickych B-lymfocyt jsou B-lymfocytarni progenitory (B-cell
progenitor, BCP), které se ve zdravém organismiytyg v kostni deni. Takové nemaligni
progenitory se hop vyskytuji ve vzorcich kostnifdre malych dti, nebo v kostni ini,
ktera aktivig proliferuje po chemoterapii nebo transplantaciahou se vyskytovat v malych
mnozstvich i v periferni kni® Imunofenotyp BCP-ALL fipomina imunofenotyp
nemalignich BCP? Identifikace leukemickych B-lymfocftje tedy vyrazs sloZitjsi oproti
identifikaci T-lymfocyii, opirda se zejména o molekuly, u kterych selhaefulace, pop
aberantni expresi ehem leukemogenese. Aberantnim znakem byvé&ilkdlag molekula
CD66c, ktera je exprimovana u jedriétiny BCP-ALL3*3* Dal$imi znaky umaiujicimi
identifikaci BCP-ALL jsou CD45RA, CD11a, CD44, kqeese CD21, CD19 a CD34, vyssi
exprese CD19, CD10, CD34 a nizSi exprese CD45 a 8CD3z Tabulka 1.6.).
V diagnostickych laboratich se pouZziva vice tzv. pafiekombinujicich uvedené i dalSi
antigeny pro diagnostiku B-ALL. #? monitorovani MRN je nutné z#ht vice €chto
kombinaci, protoze imunofenotyp leukemickych #8uise ntize znénit behem |€by a (i
postupu nemoct Skupina EGIL definuje ifisludnost k B-ALL expresi minim&indvou

z chto ti casnych B-bu&nych znak: CD19, CD79a nebo CD22 (viz Tabulka 1.7., str.
12)1°

Tabulka 1.6. Behled imunofenotypovych zn&akB-lymfoblastickych akutnich leukemii (B-
ALL)

Antigen Znakéeho? / Funkce Vyskyt Referenge
- znak kmenovych busk B-lymfocyty, myeloidni biiky,

HLA DR . Y ) y yfy Y Y 20
- HLA antigen II. tidy aktivované T-lymfocyty

IgM t&Zky retszec |- cytoplazmatick& vs membranovd]  B-lymfocyty 12




exprese dlezitym kritériem pro
zatazeni BCP-ALL
TdT (terminalni BCP ‘ Tolymfocyt,
, prekurzory T-lymfoc
deoxynukleotidyl | - oprava DNA p . y, Y 14.20
nekteré myeloidni biiky
transferasa)
CD10 - znak nezralych B-lymfoayt B-lymfocyty, rskteré T-lymfocyty | 4%
cD19 - ¢asny diferenciéni znak B- B-lymfocyty, ntkteré myeloidni 14,20
lymfocyti bunky
- aktivace a proliferace B- 14
CD20 B-lymfocyty
lymfocyti
CD22 - ¢asny diferenciéni znak B- B-lymfocyty, nskteré basofily, 14,20
lymfocyth dendritické a zirné hiky
Kmenové biiky (B-, T-lymfocyty,
CD34 - znak nezralosti o A Y yty 14,20
myeloidni buiky)
CD58 - interakce hitka-buika B-lymfocyty, T-lymfocyty 12
- ¢asny difrenciani znak B-
lymfocyti 1490
CD7%a i B-lymfocyty, rekdy T-lymfocyty '
- pohyb B-bugéného receptoru ng
povrch B-lymfocytu

Tabulka 1.7. Rehled podtyp B-lymfoblastickych akutnich leukemii (B-ALL) podikupiny
EGIL. Prevzato z Bene et al, 199%

Podtyp B-ALL Vyvojové stadium leukemickych biln Exprese antigenu

VSechny B-ALL Exprese min. dvou &dhto antigefi; CD19, CD79a a CD22

I pro-B-lymfocyty X
Il common B-lymfocyty CD10
i pre-B-lymfocyty Cyto IgM

v zralé B-lymfocyty Cyto nebo mem kappa nebo lambgd

cyto.... cytoplasmaticka exprese, mem.... membréeeprese, x... zadny dalSi antigen

1.3.3. Prognoza akutnich lymfoblastickych leukemiALL)

Za poslednich 60 let se vyrazavysila UspSnost |éby déti s ALL. V 50. letech byly &ti
s leukemii prakticky odsouzeny k snfitiNa paétku tohoto tisicileti dosahne remise (t.|.
Ustupu nemoci) kolem 90% paciérit Upiného vyléeni dosahne vice neZ 80% pacierit

Intenzita |€by by mela byt Unerna riziku relapsu a proto je pro @Spou I€bu nutné spravn



zarazeni pacienta do débné skupiny®>**V Ceské republice jsoust s ALL léseny podle
mezinarodniho k&ebného protokolu BFM. Podle tohoto protokolu jsagipnti stratifikovany
do 3 skupin (low-risk, intermediate, high-risk) p@dizika vzniku relapsu. Pragdodobnost
preziti pacienta bez jakékoli udalosti (hapelaps, smrt, druhéa leukemie atd.) je asi 72% a
pravdspodobnost celkovéhoigziti 80%° Ve vice studiich za poslednich 15 let bylo
dokazéano, Zeiftomnost nebo absence genetickych abnormalit fimypefekt na prognézu
pacienta? Nekteré abnormality jsou spojovany s dobrou, jinépskos horsi prognézadd.

V souwasné dob se mnoho skupin zabyva hledanim novych prognogtitknak — & uz na
arovni expresniho profilovani DNA& RNA nebo na urovni proteinov8ylo nalezeno vice
nez 50 znak B-ALL, jejichZz mutace ovliviuje vyvoj B-lymfoidnifady a leukemogenesi.
Mezi r¢ pati nag. regulatory lymfoidniho vyvoje RAX5, IKZF1 a EBF1), transkrigni
faktory (TEL, ERG), lymfoidni signalni molekuly ETLA, CD200, BLNK, VPREB1),
regulatory buaéného cyklu a tumor supresorové gerGDK2NA/CDKN2B, ATM, RBL,
PTEN) atd. Obvykle se jedna o mutaci pouze jedné &lely.

1.3.4. Nové potencialé prognostické znaky

1.3.4.1.Pax5

Pax5 je jednim z nejastji modifikovanych gefi u BCP-ALL. Byly objeveny delece,
intragenni amplifikace, mnokietné translokace a mutace sekvence, které rmyjliklicové
casti DNA vazebné i transkipé-regulani domeény proteinu Pax®lnohé studie naziaiji,
Ze modifikacePax5 hraje dilezitou roli v samotné leukemogenesi. AvSak v odpona I&bu

se zd4, Ze mutad®ax5 nehraje vyznamnou roli.

1.3.4.2CRLF2

Mutace genuCRLF2 se vyskytuji az u 7% B-ALL. Tento gen kéduje fak@ podobny
cytokinovému receptoru (CRLF2 z angl. cytokine ptoe like factor 2), ktery vytvd
heterodimer s receptorern interleukinu 7’ Prestavby genuCRLF2 jsou spojovany
piedevsSim s Hispanskou populaci a mohou vést ke mey&xpresi nebo naopak deleci
CRLF23%37yysena exprese CRLF2 je pozorovanadzsiou frekvenci u B-ALL v zavislosti

na podtypu. Nebyla zatim nalezena u jinych lymf@tmalignit®

1.3.4.3.1KZF1 (Ikaros Zinc finger-1)



Pro imunitni systém je velmiatezitd gitomnost rodiny transkrimich faktofi Ikaros, které
jsou produktem gen IKZF.*® Modifikace genulKZF1 je asociovana s velmi $patnou
prognézou Ph pozitivnich a dokonce i Ph negativiittekych BCP-ALL?’ Priblizng 25%
BCP-ALL ma delece nebo sekvan mutace genuKZF1, které vedou k aberantni expresi
raznych isoforem proteinu Ikaros (napKe6), které sice obsahuji dimertzd doménu, ale
postradaji zinkové prsty, které uniofi vazbu na DNA (obr. 1.2., str. 18).Exprese
takovych isoforem proteinu lkaros, které stale moklimerizovat s ostatnimileny rodiny
Ikaros, ale na DNA se jiz vazat nemohou, ma dramegi vliv na vyvoj hematopoetickych
bursk nez kompletni deledéZF1.> Ikaros je exprimovany v hematopoetickych kmenovych
buinkach, ve vSech lymfoidnich a wkterych myeloidnich hikach a je dlezity v mnoha
vyvojovych procesechdhem hematopoézy:**

Ikaros se vaZe k DNA v poddihomo- nebo heterodimeftilkaros zastavuje betny
cyklus a tim zabtaje dsleni a proliferaci bugk, které nasledh mohou diferencovat:
Strukturré podobné proteiny rodiny lkaros (Ikaros, Aiolos,liBig) ovliviuji, regulaci BCR,
resp. TCR, diferenciaci B-lymfoaytdo folikularnich busk marginalni zony a diferenciaci T-
lymfocyti z CD4CD8" dvojits pozitivnich bugk do CD4 nebo CD8 burtk.>>** Zatim je
znadmo pouze malé mnoZstvi gerkteré Ikaros mo reguluje®® Mezi mozné mechanismy
regulace pdt kompetice s aktivatory transkripce, aktivace rfikdtora chromatinu a
prostorova kompartmentace v ramci jatfta.

Ikaros v prekurzorech B-lymfocytii
Signalizace fes pre-B bu&ny receptor (pre-BCR) potiaje proliferaci Ph pozitivhich BCP-
ALL bunék diky zvySeni aktivity proteinu Ikaros a nasledmé&astaveni butného cyklu
(viz Obr. 1.3., str.16). Pre-BCR se skladézkéhoiettzce imunoglobulinu IgM|{ fetzec),
ktery je spojen s nahradnimi lehkyrietzci slozenymi z protein VpreB aA5. Aby byl
exprimovan funkni u fettzec, ktery je spojen s transmembranovymi signéiirai ietzci
lga a Ig3, musi dojit k pestavl¥ genmi pro imunoglobulinyVy aDJy. Tyto komponenty
stabilizuje protein SLP65 (nazev SLP65 pochazi gl.aBH2-domain-containingelukocyte
protein of 6%Da, tedy protein o velikosti 65kDa, ktery obsah8}¢2 doménu a vyskytuje se
u leukocyt), jehoz absence #pobuje zastaveni vyvoje na urovni pre-B lymfacyiktivace
SLP65 (fosforylace na Y96) e byt spusha signalizaci f&s pre-BCR nebo kinasou BCR-
ABL1.** SLP65 niize byt aktivovan i proteinem Ikaros, mechanismusvage viak dosud
neni znamy° Ve vSech fipadech SLP65 inhibuje STAT5-JAK3 signalind drahu a
zastavuje buseny cyklus® Ikaros a Aiolos (vaZici se ke stejné sekvenci DIdkoj Ikaros),



piimo tlumi expresi genh5, coz vede ke snizeni exprese pre-BCR. ExpresB@Re spousti

a reguluje proliferaci, ktera je zavisla na reguléth buséného cyklu — na cyklinu D3 a c-
Myc. Bylo dokazano, Ze se Ikaros a Aioldsnmo vazi k promotoru c-Myc a tim inhibuji jeho
expresi, coz je kiovy krok pro inhibici bua¢ného cyklu (pro indukci p27 a snizeni exprese
cyklinu D3). Exprese proteinu c-Myc je asociovanpresB lymfocyty, u kterych aktivh
probihd buaény cyklus, zatimco sniZzeni jeho exprese se vyskytujklidovych pre-B
lymfocyta. DalSimi kitovymi hr&i vyvoje B-lymfocyti jsou reguléni faktory interferonu 4

a 8 (IRF4 a IRF8). IRF4 a IRF8 jsou transkrip faktory specifické pro imunitni systém,
které jsou nutné pro spravny vyvoj a funkci B-lymyti, T-lymfocyti i myeloidnich buik.*°
IRF4 a IRF8 indukuji expresi protéinkaros a AiologimzZ negativl reguluji proliferaci pre-

B lymfocyti, a zprostedkuiji signal mezi SLP65 a proteinem Aiol&s'
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Obr. 1.2. Jednotlivé isoformy proteinu IkarogeW¥ato z lacobucci et al, 2008VIevo DNA
vazebna doména skladajici se u dlouhé isoformy) @kTtyi zinkovych prsi (F1-F4), které
mohou chybt u kratSich isoforem (Ik2-1k8). Vpravo dimertzd doména vyskytujici se
v neznénéné podob u vSech uvedenych isoforem proteinu lkaros. Isoéoikl je tvdena

osmi exony (Ex1 — Ex8)
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Obr. 1.3. Schéma signalizace proteinu Ikaros vyaikech B-lymfocyi. Vytvoreno podle
publikaci 32°4%4! Drahy aktivace zelen(+), drahy inhibicecervert (-). Drdha ozn&na
gervenou tekovanou linii s otaznikem byla nalezena pouze mdedtudii®*, zatim v&ak
nebyla potvrzena.i®ruSovanou linii naziana draha, kterd je inhibici zastavena. IRF4/8 =
regulani faktory interferonu 4 pdpinterferonu 8, pre-BCR = pre B-bimy receptor, SLP-
65 = protein o velikosti 65kDa, ktery obsahuje S##ménu a vyskytuje se u leukokyt
BCR-ABLL1 = aberanttexprimovana kinasab, u a VpreB = komponenty pre-BCR

1.3.5. Fi¢iny akutnich lymfoblastickych leukemii (ALL)

Priciny détskych leukemii nejsou stalggsre znameé. Mezi znamé faktory piat ionizujici
z&eni (n utero nebo v postnatalnim obdobi) a s nim souvisejinetieke alterace, ale tyto
faktory jsou odpo¥dny pouze za 5-10%¢tskych nadal. Vyskyt ditskych ALL je obeca
spojovan s vyssim socioekonomickym statutem. Né&jvygskyt ALL, o 20 az 30 % vySSi
nez ve vysplych zemich (mezi které stadi i CR), se nachazi napv Costa RiceByl
zaznamenan vist vyskytu ALL, ktery probihal s@asré s istem ekonomiky? V CR se
zvySila incidence ALL Bhem 80. a 90.let uéti mezi jednim atyimi roky 1,5krét, tento
vzrist byl markantni fedevdim u divef® Mnohé studie se zabyvalyiznymi druhy
patogennich organisima viri (varicella, H. influenza, Epstein-Barr virus) jakeoznymi
faktory napomahajici vzniku ALL, ale ?a4dn& spofitade nebyla nalezefa.Naproti tomu
existuje teorie, Ze ALL vznikd diky nadmé odpowdi imunitniho systému naébnou
infekci. Tato teorie fedpoklada, Ze diky stale se zvySujici Urovni ostiygieny a odklonu



od krmeni novorozericmatégskym mlékem sniZuje vystaveni novorozéhéznym infekcim
v raném ¥ku a jejich imunitni systém tedy neni modulovananémcase. Nemodulovany
imunitni systém jedince, kteryihe mit utité genetické predispozice nebo nachylnostzen
piehnar reagovat nad¥nou infekci a tim zvysi riziko pro vznik leukenfieObecné faktory
spojované s vyssim vyskytem ALL jsou: muzské pohbatk mezi d¥ma a @ti lety, vysoky
socioekonomicky status,figlusnost k ,bilé populaci, expozice X papisk in utero,
postnatalni terapeuticka radiace a Déwsyndront’

1.4. Proteomické profilovani bgk akutnich leukemii

V poslednich letech se stéle vicisfupuje k proteomické analyze diagnostickych viaork
akutnich leukemii, protoZe pouze analyza d&uneho proteomu je schopna reflektovat
skuteny fyziologicky stav buik.*® Urovei mRNA nemusi vzdy korelovat s Grovni
exprimovanych proteih a izné exprimované geny nemusi byt vzdy zahrnuty v patege
onemocgni. Navic expresni profilovani na urovni DN& mRNA nedokaze postihnout
posttransidni modifikace a aktivace protdiri Proteomika porovnava Uroveexprese
proteini i stav aktivace, coz eie pomoci vyvinout cilenou terapii paciérg rakovinou. Pro
vlastni realizaci tohotoifstupu je vSak zapiwbi novych, vysoce vykonnych technologii,
které budou schopny analyzovat a nastedninterpretovat velké soubory protéinu
pacientskych vzork*® Dnes se v diagnostickych labordah hojré vyuZivaji 2 techniky
analyzy proteii pomoci tzv. ,microarrays”. planarni ,microarray aarray* na
mikrokulickach (tzv. bead-based arrays). Planarni ,mikroarjsyu vyborné pro sledovani
velkého mnozstvi cilovych proteinale tato aplikace je limitovana nizkou rychlastiizkym
poitem mtenych vzork.*® Kornblau a kol. v8ak vyvinuli novou metodu plariarn
~,microarray”, tzv. ,Reverse Phase Protein Microgfr&terou jsou schopni rychle analyzovat
velké mnozstvi protein u velkého mnozstvi primarnich vzaérkldentifikovali takto 50
proteimi a jejich fosforylovanych forem, které jsou asoeiog s bu&nym cyklem a
apoptosou u AML. Velmi zajimavou alternativou se jevi analyza prute pomoci
mikrogastic, obzvl&s v pifpadech, kdy stanovujeme mensi mnoZstvi prot&ifato metoda
ma své keéeny v 70. letech minulého stoleti, kdy bylo objewebe mikr@astice, na které je
navazan antigen, e slouzit jako pevna podporé pychytavani protilatek z krve. Stasré
Ize detekovat vice anafytpokud jsou pouzity mikistice o #iznych velikostech, které jsou
od sebe odliSitelné podle rozptyluéda. V 80. a 90. letech se tato aplikace rlESina



mikrogastice s navazanymi protilatkami, DNA a lipifyNejcastji se pouZivaji opticky
kédované kuliky - fluorescetini, infra¢ervené, nebo stlo rozptylujici kuliéky. Na takové
kulicky Ize kovalentd navazat proteiny, népprotilatky, zmisoby této vazby mohou byt
raizné. Castym pistupem je tzv. ,sandwichové* us@olani, kde se na kutku vaze
monoklonalni protilatka proti cilovému proteinu a pridani analyzovaného vzorku se do
smssi pridava deteni protilatka proti jinému epitopu stejného detekoého antigentf
Takto nap. Weerkamp a kol. stanovovali expresi proteinu BEBR-1 v Ph pozitivnich ALL

a CML> Detekéni protilatka je obvykle biotinylovanad a detekceolgiha pomoci
streptavidinu, ktery je konjugovany s fluoress®im phycoerythrinem (PEJ. Sousasné
protilatkové sady (komeéné dostupné od firem Luminex, lllumina, BenderMed®wss, BD
Biosciences,...) jsou schopny detekovat max. l@hych antigef (cytokini, hormori,
signaliz&nich molekul, znak malignity,...), kdy p&etni limitace je danaipdevsim nutnosti
vyvoje paf deteknich protilatek. Protilatkové technologie sarifeae nejsou vhodné pro
odhalovani novych molekul, protoze je vZzdyipbia specifické protilatky proti zkoumanému
antigenw’? K odhalovani novych molekul je vhodné pouZit jinmetodu, nap hmotnostni
spektrometrii. Hofmann a kol. takto identifikovaiice jak 300 novych povrchovych molekul
na AML bursénych liniich®® Presto se, diky velkému ro#éhi piitokové cytometrie
v diagnostickych laborattch, protilatkové ,bead-based arrays” — tedy sadwptilatek
kotvenych na kutikdch - zdaji byt slibnou technologii pro komplé&gh stanoveni
imunofenotypu leukemickych begk. V laboratdi dr. Lund-Johansena vyvinuli novou
cytometrickou sadu protilatek, kterou jsou schopeiekovat az 1728uznych proteid

v jednom vzorku sisi burtk (nag. periferni krve, kostnii@ng) bez nutnosti pouzivat péary
deteknich protilatek (viz kapitola 3.3. Multiplexni sadprotilatek). Jednim z dil
predkladané diplomové prace bylo validovat tuto sphtilatek v imunofenotypizaci beh
détskych akutnich leukemii a porovnat tuto metoddiasikkym v klinické praxi standardn

uzivanym stanovenim imunofenotypuifmkovou cytometrii.



2. Cil prace

Cile diplomové prace byly:
1) Optimalizovat protokol fipravy burénych lyzati pro multiplexni sadu protilatek
2) Validovat zvolenou multiplexni sadu protilatek riati bungénych liniich
— Porovnanim standardni imunofenotypizace s mukiglsadou protilatek
3) Stanovit proteinovy profil pouzitim 1152 ptétek
— Validace metody na 4 bagnych liniich po a bezijani I&iva imatinib mesylatu
(Glivecu)
— Proteinovy profil primarnich leukemickych vzaérkdebranych b diagnéze
onemocini

4) Detekovat protein Ikaros klasickymi proteonyick metodami



3. Material a metody

3.1. Zpracovani buik

Uvedené postupy této podkapitoly, krérsentrifugovani a zdfvani ve vodni lazni, je
potreba prova& ve sterilnim mikrobiologickém boxu, aby nedoSle kontaminaci busk

mikroorganismy z prosedi.

3.1.1. Buréené kultury
B-ALL linie:
« NALM-6 (chromosomalni translokadeeL-PDGFRB)
« REH (chromosomalni translokag¢&L-AML1)
+  NALM-24 (chromosomalni transloka&CR-ABL1)
«  SUP-B15 (chromosomalni translokeB€R-ABL 1)
«  TOM-1 (chromosomalni translokaBE€R-ABL1)
+ RS4,11 (chromosomalni translokadeL-AF4)
T-ALL linie:
« Jurkat
- CEM



AML linie:
« NB-4 (chromosomalni translokaB®dL-RAR«x)
«  MV4,11 (chromosomalni translokabél_L-AF4)
« Kasumi-1 (chromosomalni transloka&kiL1-ETO)
CML linie:
« K562 (chromosomélni translokaBER-ABL1),
« BV-173 (CML v blastické krizi B-ALL, chromosoméltrianslokaceBCR-ABL 1)

Linie NALM-24 pochazi z Fujisaki Cell Center (Jagkn), ostatni linie jsme ziskali
z German National Resource Centre for Biologicatévlal (DSMZ, SRN).

3.1.2. Kultivace burgk

Bunky kultivujeme v 12ml média v kultivmich lahvich (TPP, Svycarsko) v inkubétorii p
37°Ca 5% CQ.

3.1.2.1. Biprava média pro buiné kultury
Kultivaé¢ni médium michame v nasledujicim pam
500ml RPMI-1640 s L-Glutaminem a 25mM HEPES

5ml smesi penicilinu (koneéna koncentrace 100y/ml) a streptomycinu (kokaa koncentrace

100ug/ml)
50ml inaktivovaného fetalniho hé&ziho séra (FBS,)

3.1.2.2. Inaktivace fetalniho hégiho séra ( FBS)

Zasobni FBS nejprve rozpustime ve vodni lazni°C37 inaktivujeme fi 56°C po dobu
30min, rozdlime po 50ml a skladujeme v mrazakiiteplot -20°C.

3.1.2.3. Rozmrazovani béin

Buiiky rozmrazime ve vodni lazni (32), smisime s 10ml média, centrifugujeme (243g,
5min, 25°C, centrifuga Universal 320R, rotor 16H&ttich, SRN), supernatant odstranime,
sediment resuspendujeme ve 12ml médideastime do kultivénich lahvi o objemu 75ml
(TPP).



3.1.2.4. Pasazovani hikn

Béhem kultivace je pdeba dodaterstvé médium a odstranit pouzité médium s mrtvymi
bunkami. Tomuto procesu sgka pasazovani a &o by byt provadno giblizné 2x tydre.
Bunky centrifugujeme (243g, 5min, 25°C), vznikly seéimh resuspendujeme ve 12ml média
a buiky umistime zgt do inkubatoru (37°C, 5% G

3.1.2.5. Skladovani bghk

Sediment, tvieny [iblizné paoitem 10 miliori burgk, resuspendujeme v lmierstw
pripraveného 10% dimethylsulfoxidu (DMSO) v inaktiamém FBS mediu. Vzhledem
k toxicitt DMSO premistime zamrazovaci zkumavky ihned na led. Poogme v nadob
Mr. Frosty (Wessington Cryogenics, Velkd Britani® teploty -80°C a po 24h zkumavky
piremistime do baks tekutym dusikem pro dlouhodobé skladovani.

3.1.3. Izolace lymfocyh ze vzorku periferni krve (PK), kostni dfené (KD)
nebo krevniho preparatu (,buffy coatu®, BC) pomocicentrifugace
s vyuzitim hustotniho gradientu Ficoll-Hypaque

V nasi laboratfi izolujeme lymfocyty z PK, KD nebo BC dwma zmisoby. Ri prvnim
zpasobu izolujeme ze vzorku vSechny druhy lymfacgt monocyty. B druhém zgsobu,
s vyuzitim sady RossetteSepifeme izolovat pouze CD19 pozitivni B-lymfocyty neBbB3
pozitivni T-lymfocyty. Ficoll-Hypaque je cukerny ztok, ktery oddluje jednotlivé slozky
krve na zaklad jejich hustoty v sestupném iaali v centrifugani zkumavce: (i) plasma, (ii)

prstenec lymfocyt a monocyi, (iii) roztok Ficollu a (iv) sediment ostatnictozek krve.

3.1.3.1. Izolace lymfocyta monocyi

Vzorek PK nebo KD jeieba n&edit 1:1 s PBS (fosfatovy pufr, pH 7,4), B€dime 1:2

s PBS. N&dny vzorek navrstvime na 20ml roztoku Ficoll a cémgujeme (675g, 20min,
25°C, nulova brzdici rychlost). Prstenec lymfdcyidebirame opaténpomoci Pasteurovy
pipety do 20ml PBS a znovu centrifugujeme (1000gin5 25°C). K dikladnému odstrami
granulocyli a erythocyii cely postup izolace tps Ficoll opakujeme 2x. Po odstéan
supernatantu sediment resuspendujeme v 9mémyaa roztoku na erythrocyty a inkubujeme
5min @i 25°C na vykyvné ploSih Smes poté opt centrifugujeme (1000g, 5min, 25°C) a



sediment promyjeme ve 20ml PBS. Na &aenkiime na piitokovém cytometru podil

granulocyi, ktery by ideala nentl piesahovat 5 %.

3.1.3.2. Izolace B-lymfocytnebo T-lymfocyl pomoci RossetteSep sady
Roztoky RossetteSep obsahuji protilatky vazajiaikpukrve, které je pdeba pi isolaci
lymfocyta odstranit. Nezadouci blky jsou €mito protilatkami zesovany a pi centrifugaci
sedimentuji na dno zkumavky.

Do 1ml ngedéného vzorku nejprvetame 5@l piislusného roztoku RossetteSep (CD19+
nebo CD3+), vzorekadreé promichame a inkubujeme 20miti @5°C na vykyvné ploSin
Poté vzorek nadime 1:1 (v fipadt BC 1:2) s PBS a naneseme na 20ml roztoku FicallSiD
postup je identicky s postupem uvedenyedehozi kapitole.

3.2. Pitokova cytometrie a cytometricka analyza

Pritokova cytometrie je hofnvyuZzivana laboratorni metoda, ktera utg2 méfeni mnoha
parameth zarovei na velkém mnoZstwastic> Jeji vyhodou je velké mnoZstvi sledovanych
parametii — jako je odrazené &to v pravém uhlu (optické vlastnosti), fluorescenatd.
Dali vyhodou je rychlost analyzy — obvykle se jdn10 000 a vice bgk za minutu®®
Nejcastji vyuzivanymi parametry jsou rozptyl &la v gimém uhlu, tzv. Forward Scatter
(FSC), ktery je gimo umerny velikosti burk, rozptyl s¥tla v uhlu 90°, tzv. Side Scatter
(SSC), ktery je ovliven komplexitou membran uviitastic a dale fluorescencéznych
vinovych délek. Mienécastice (suspenze béknoznaenych protilatkami konjugovanymi s
fluorescekini znakou, tzv. fluorochromem, nebo fluores¢aimi prébami) jsou unaseny
laminarnim proudem nosné kapaliny velmi tenkoukioysdo silr€jSi kapilary, kterou proudi
nosna tekutina. To usimi ¢astice do tenkého proudu. Jedna za druhou postotpkovou
komarkou, v niz protinaji laserovy paprsek. Laserovgrpak excituje na hikdch navazané
konjugaty protilatka-fluorochrom nebo samotné fesmekni préby, které emituji s¥elné
signaly o vinové délce tené typem fluorochromu, které jsodepedené na elektrické
impulsy fotonasolsiem>? Prittokovy cytometr BD LSRII nAm umabje zapojenim 4 lasér
excitovat az 13tznych fluorescetnich zngéek zarové. Ke grafické analyze zaznamenanych
Flow Cytometry Standard (FCS) dat pouzivame sofiviowJo (TreeStar, USA), ¥mzZ se
provadi vykr (,gating”) podskupin bugk na zaklad piitomnosti uéitého znaku a ktery



umoziuje hledani vztahu mezi libovolnymi n&enymi parametry &etnosti jednotlivych

typt burék pro nasledné statické zpracovani.

3.3. Multiplexni sada protilatek

3.3.1. Schéma multiplexni sady protilatek

Multiplexni sada protilatek je t¥ena souborem polymethylmethakrylatovych &eki o
praméru 6um, z nichz kazda populace je jednoamacharakterizovana 5-ti fluorescammi
barvivy v fiznych koncentracich. Toto oZmi ndm umaiuje vytvait kombinaci s vice nez
tisici riznych fluorescetnich populaci (obr. 3.1). Na kazdé populaci jfgpgen 1 typ
protilatky proti lidskym proteifim (obr. 3.2., str. 26), iZeme tedy najednou detekovat vice
nez tisic tiznych proteif. V této diplomoveé praci byl pouzit soubor 1152oflescefinich

populaci kuléek, na kterych jsou navazany protilatky proti zirakasociovanym sdatiskou
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Obr. 3.1. Rozdeni kulicek podle fluorochrorin Alexa 750, Alexa 488, Alexa 647, Pacific
Blue a Pacific Orange.
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Obr. 3.2. Schéma jedné fluoreséenpopulace kutiek a navazanymi protilatkami.

Pripravené sady skladujeme v roztoku PBS s 50% (vél)alosou a roztokem neimmunich

mysSich a kozich gamma globuiie koncentraci 40 mg/ml v PBS v -80°C.

3.3.2. Kiprava bunéénych lyzata

Pro gipravu bug¢nych lyzat pouzivdme &kolik postum s vyuZzitim fiznych detergeiito
raznych koncentracich. By nejprve dvakrat resuspendujeme ve studeném RESlsdnou
centrifugaci (243g, 5 min, 4°C)

Mezi jednotlivymi kroky udrzujeme hiky, pog. burgéné lyzaty na ledu.

3.3.2.1. Celkovy lyzat s pouzitim detergentu Twe¥ho cilové koncentraci

0,1% (v/v) a laurylmaltosidu (LM) o vysledné kont@ai 1% (w/v)

Sediment promytych béhk (obvykle 10-30 miliod) resuspendujeme ve 3d0lyzacniho
pufru (TLB) s detergentem Tween 20 o koncentra&P®,(w/v), okamzi& zamrazime na
suchém ledu aipmistime do -80°C. Po rychlém rozmraZeni ve voémiil (37°C) pidame
do suspenze 30roztoku 10% (w/v) LM , 1kl 2.8M NaCl a sonikujeme po dobu 10s ve 4
cyklech (300W, amplituda 30, model 150V/T, BiolagitJSA). Po inkubaci 10min na ledu
ziskdme bezbuiny lyzat v supernatantu po centrifugaci (21255gnitQ 4°C).



3.3.2.2. Lyzat roz#leny na membranovou (a DNA vazebnou) a cytosolarni
frakci s pouzitim detergentu Tween 20 o finalni ¢@miraci 0,1% (v/v) a LM o
cilové koncentraci 1% (w/v)

Bunéény sediment resuspendujeme ve d0ULB, okamzig¢ zamrazime na suchém ledu a
piremistime do -80°C. Po rychlém rozmrazenfikyucentrifugujeme (21255g, 5min, 4°C).
Odebrany supernatant znovu centrifugujeme (2125bgjn, 4°C). Takto ppraveny
supernatant obsahuje cytosolarni proteiny (CYTOxceqr Oba sedimenty bék spojime
resuspendovanim v 1ml TLB a dvakrat promyjeme padroectrifugace (21255g, 1min, 4°C)

v TLB. Bunky v sedimentu resuspendujeme ve [850LB s 1% LM a 280mM NaCl a
sonikujeme v cyklech 4x10s (300W, amplituda 30). Bamin inkubaci na ledu lyzat
centrifugujeme (21255g, 10min, 4°C), vyfeay supernatant obsahuje membranové a DNA

vazebné proteiny (MEM frakce).

3.3.2.3. Lyzat rozeleny na 4 frakce s pouZzitim detergentu Escin o edrsé
koncentraci 0,03% (w/v) a 0,1% (w/v), detergentuniet-P40 (NP-40) o
finalni koncentraci 0,02% (w/v) a LM o cilové komteaci 1% (w/v)

Bunéény sediment resuspendujeme ve85dyzac¢niho pufru (pufr A) s Escinem o
koncentraci 0,03%. S¥8 inkubujeme 10min na ledu, kazdé 2minnlu jemnre
resuspendujeme a po inkubaci centrifugujeme (5@0gn, 4°C). Supernatant odebereme
jako frakci Escin 1 (E1). Sediment resuspendujem85£ul lyzacniho pufru A s escinem o
koncentraci 0,1%. S&s inkubujeme 10min na ledu, kazdé 2min jémasuspendujeme a
nakonec fipravime centrifugaci (500g, 5min, 4°C) supernatamaeny jako frakci Escin 2
(E2). Ziskany sediment dvakrat promyjeme v tyden pufru A (bez detergentu) a naslédn
ho resuspendujeme ve 380dyzacniho pufru A s detergentem NP-40 o koncentraci 0,2%
Smeés inkubujeme 5min na ledu, kazdou minutu j€mesuspendujeme, centrifugaci (5009,
5min, 4°C) pipravime supernatant oztemy jako frakce NP-40 (NP). Sediment promyjeme
v 50Qul lyza¢niho pufru A s 0,2% NP-40 a resuspendujeme veil3y@acniho pufru A s 1%
LM a 280mM NaCl a sonikujeme v cyklech 4x10s (300®nplituda 30). Poté s
centrifugujeme (500g, 5min, 4°C) a supernatant ed®he jako frakci LM. Rehled obsahu
jednotlivych frakci je uveden v Tabulce 3.1.(st}).28



Tabulka 3.1. Roz#leni proteiri do frakci E1-LM.

oznaeni frakce obsah frakce
Escin 1 (E1) cytosolarni proteiny
Escin 2 (E2) cytosolarni proteiny a proteiny zagl (mitochondrie, Golgiho aparat atd.)
NP-40 (NP) proteiny vnihich membran
LM proteiny vrgjSich membran a DNA vazebné proteiny

3.3.3. Fedisténi bunéénych lyzatd pomoci proteinu G

Protein G selektivivaZze Fc konec v&ech peidt imunoglobuliri G °°, které v tomto kroku
odstranime z lyzatu bgh.

10Qul nosie Sepharose-Protein G promyjeme dvakrat v islysného lyzéniho pufru (pro
lyzaci 3.3.2.1. a 3.3.2.2. vTLB, pro lyzaci 3.3.2.v lyzanim pufru A) a nésledn
resuspendujeme ve @0 tohoto lyz&niho pufru. Do bu&ného lyzatu pdame 3@l
promytého nosie a smis inkubujeme na rotaim inkubatoru (Labroller I, Labnet, USAJip
4°C. Po 15-ti minutach st centrifugujeme (21255g, 1min;@) a supernatant uskladnime

na ledu

3.3.4. MEreni koncentrace proteini pomoci BCA sady

Kazdy vzorek jeieba charakterizovat stanovenim koncentrace cellkkopyoteiri. K tomu
pouzivame komené dostupnou BCA sadu. Tato sada obsahuje roztokaQ8s, NaHCQ,
(HO,CCgHsN), - bicinchoninova kyselinaBCA, Na,C4H4Og — tartrat sodny v 0,1M NaOH) a
roztok B (4% CuS®5H0), které smichame v pam A/B = 1/50 (v/v). Tato metoda
kombinuje redukci Ctf na Cu v alkalickém progedi pomoci proteiina detekci Clipomoci
BCA.>® Cu' chelatuje 2 molekuly BCA za vzniku fialowbarveného komplexu, ktery siin

absorbuije sitlo o vinové délce 562nnf.



Vzorek ¢i standardiedime ¢inidlem 10-krat do 96-ti jamkové desty. Ke kalibraci
pouzijeme jednotkovouredici fadu s poéateni koncentraci BSA 2mg/ml a kofreou
koncentraci 0,031 mg/ml. Jako slepy vzorek pouzjemmotné&inidlo. Po inkubaci 10 min
pri teplot 37°C stanovime koncentraci spektrofotometricky r&stmiji ELISA-READER
(Molecular Device, USA).

3.3.5. Biotinylace proteini

Biotin je vAz&n na-aminoskupinu lysinu, pdpna N-terminalni aminokyseliny protéin’>®

Schéma reakce protéin s kometné dostupnym biotin-(polyethylen glykaiN-
hydroxysukcinimid esterem (biotin-PE®IHS) je uvedeno na Obr. 3.3
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Obr. 3.3: Schéma reakce primarnich aimpnoteini s pouzitym biotin-(polyethylen glykap
N-hydroxysukcinimid esterem (biotin-PEG4-NHSjefzato a upraveno podig

K lyzatu burgk o koncentraci celkovych protéilmg/ml a vice pdame biotin-PEGNHS o

e

1mg/ml, gidame biotin-PEGNHS o cilové koncentraci 0,5mg/ml. Po inkubaci &ma
ledu vzorky centrifugujeme (53149, 5min,G) ve zkumavkach eppendorf s Q@2 filtrem
(Millipore, USA) a gefiltrované biotinylované lyzaty tpmistime do zkumavek FACS-

micronic (Micronic, Nizozemsko).



3.3.6. Frakcionace proteiri na FPLC (fast protein liquid chromatography,
AKTA, GE Healthcare Bio-Sciences)

Vzorky frakcionujeme na kola@ns noséiem Superdex 200 10/300 GGE Healthcare Bio-
Sciences) isokratickou eluci, mobilni fazi (PBS,G506 (v/v) Tween 20 a 1mM EDTA),
s piitokem 0,5ml/min, detekci absorbancé p80nm a nanaskou 280 Kazdy vzorek je
rozcklen na 24 frakci (fiblizné odpovidajici velikosti proteinv rozsahu 700kDa - 10kDa)
sbiranych do 96-ti jamkové dedty. Na kolonu nanaSime mnozstvi vzorku odpovid&jjé2
mg proteinu (CYTO frakce) nebo 0,14 mg proteinu (WHrakce) a ziskané frakce
uskladnime v -80@C nebo pimo pouzijeme k imunoprecipitaci.

3.3.7. Imunoprecipitace sady protilatek s frakcemz FPLC, znaeni
streptavidinem a méreni na prnitokovéem cytometru

Aliquot pripravené sady protilatek vyjmeme z -80°C, promyjemgromyvacim roztoku
(PBS, 1% Tween 20, 1mM EDTA) centrifugaci (1177qir2, 4°C), resuspendujeme v 1ml
kaseinového blokaiho pufru s 18,21g/ml neimmunich mySich a kozich gamma glohulin
inkubujeme na rotaim inkubatoru 1hip 4°C. Do 96 jamkové desky odebereme 30 od
kazdé z 24 FPLC frakci, fidame 1@l sady protilatek v blokaim pufru a 150l
promyvacihaoztoku, destiku opatime vicky a inkubujeme na rotaim inkubatoru fes noc
pii 4°C. Biotinylované proteiny se vazi na protilathgeré jsou vazany na fluores¢aich
kulickach. Po inkubaci centrifugujeme (1177g, 2minC@¥ a supernatant odstranime.
Sediment 2x promyjeme v promyvacim roztoku s naslaccentrifugaci (11779, 2min;@).
Do kazdé jamky fidame 1@l fluorescerné znaeneho streptavidinu (finalni koncentrace 2
ug/ml) (Streptavidin-PE), promichdme a inkubujemenR0 pti 4°C. Kazdych 5min sis
promichame, aby doSlo k homogennimu ¢ama biotinylovanych protein streptavidinem
(obr. 3.4., str. 31). Sés 2x promyjeme promyvacim roztokem s naslednouribegaci
(11779, 2min, 4C), sediment resuspendujeme vedl2promyvaciho roztoku a &ime na
pratokovém cytometru BD LSR Il modulem HTS (high thgbput screening, BD
Biosciences, USA).

Streptavidin je protein pochazejici z bakte®eeptomyces avidinii a je homologni
s avidinent® Streptavidin tvéi B-barel, do kterého se vaZe biotin a tim dojde kefdwnasni

zmeng streptavidinu a vytv@ni silné vazby charakterizované disoniakonstantou 4 x It
M.59’60



Pritokovy cytometr zaznamenava pozice jednotlivych ybag kulcek v 5-ti
fluoresceknich parametrech a zaravsignal z fluorescemé znaeného streptavidinu, ktery

uréuje kvantitu navdzaného proteinu.

fluorescerini sekundarni protilatka : : -
barvivo kozi proti mysi protein/antigen mastek vytvdgeny

sitovacimeinidlem

protein G \"‘“w--- i,
polymethyl- .
methakrylatova kutka
primarni protilatka mysi biotin —
proti lidskému antigenu streptavidin-PE

Obr. 3.4. Schéma zdeni kulcek s navazanymi biotinylovanymi proteiny fluoressign

konjugovanym streptavidinem.

3.3.8. Analyza dat pomoci softwaru R-workspace

Vzhledem k velkému mnozstvi dat, kterd ziskame espéls kazdym experimentem, bylo
nutné vyvinout nove ifistupy k vlastni analyze dat (Stuchly, nepublikayarSoftware R-
workspace Bead-Analysis importuje data @tpkového cytometru, nachazi barévn
kédované kuliky a odeita fluorescetni signal PE, jeZz odpovida mnozZstvi
imunoprecipitovaného proteinu a automaticky vyivabulky (tabulka 3.2., str. 32)&rové

grafy (obr. 3.5., str. 33), jak je ukazano kladu p2-mikroglobulinu (B2M).



Tabulka 3.2. Tabulka znazaije mediany intensity fluorescence (MFI) ze strejpiau-PE,
ktery kvantifikuje p2-mikroglobulinu (B2M) pro jednotlivé FPLC frakce dvou bur¢nych

linii (SUP-B15 a RS4:11)

Hodnoty MFI streptavidinu-PE

I

FPLC frakce| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
m 13 | 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 2
B2M-0L(SUP-B15) | 400 | 6642| 10384l 11190 1377p 18702  246p8 30008 27266992 | 19419| 835

404 | 5893| 10572] 10184 12454 17792  247p6 30071 287924898 | 19670| 7327
B2M-01(RS4,11) | 181 | 1219| 1965| 1888 243 301 616l 11100 1265 74233035 | 886
177 | 1230| 1977| 1689 1893 3030 | 4446 | 9644 | 11301 6766| 2644 80

treptavidinu-PE

populace fluorescenich kuliéek s navdzanym proteineg-mikroglobulinem

>

00 05 10 15 20

MFI streptavidinu-PE pro fraked8 buréné linie RS4;11
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Obr. 3.5.Céarovy graf zobrazujetené formy vyskytup2-mikroglobulinu (membranovy
komplex HLA antigenu l.ifdy, cytosolarni komplex HLA antigenu Fidy a monomernp2-
mikroglobulin) imunoprecipitovaného z btimych linii SUP-B15 (A <erverg, B - oranZo¥

a zlug,) a RS4;11 (A - zIw B - zeler acerng). Na ose x FPLC frakce 1-24, na ose y log
median intensity fluorescence (MFI) streptavidirti-A) pog. MFI streptavidinu-PE (B).
Algoritmus poloautomatické detekce proteinovychefor (tzv. piki), ktery je souasti
softwaru R-workspace Bead-Analysis, detekogighiky (nahde — pik 1, pik 2 a pik 3), které

odpovidaji jednotlivym formam tohoto proteinu viiah

Data mizeme pro lepSi vizualizaci zobrazit i ve fartav. ,heat-maps” (obr. 3.6.) softwarem
MEV (MEV, USA).
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Obr. 3.6. Ukézka tzv. ,heat-map“ neboli ,kobercowérafu“ zobrazujici mediany intensity
fluorescence (MFI) ze streptavidinu-PE navazanéh@2amikroglobulin (B2M), ktery byl
imunoprecipitovan z FPLC frakci (1-24) gnych linii SUP-B15 a RS4;11, kazda je

uvedena v duplikatuCerveré nejvy3si hodnota MFIgerrg sttedni hodnota MFI, zelén

e

Autory analyzaniho softwaru jsou Karel FiSer (bioinformatik vtabtai CLIP) a Jan
Stuchly (postgradudlni student 2.LF UK a MFF UK).n&sledné analyze dat ze sady
protilatek vyuzivame vyhody rozkbni snési proteiri podle jejich molekulové hmotnosti (24
frakci z FPLC). Vyneseni hodnot mnozstvi proteitedy MFI streptavidinu-PE) ve vSech
FPLC frakcich vede k utweni profilu pro kazdy z detekovanych proteivrcholy na kivce
takového profilu odpovidaji proteinovym formam fmony, monomery, komplexy, obr. 3.5.,
str. 40). Tyto vrcholy jsou pak definovatelné jakget FPLC frakci, kterymi jsou t¥eny a
souwet hodnot zd&chto FPLC frakci je ugrny celkovému mnozstvi dané formy proteinu (a
odpovida ploSe podiikkou daného vrcholu). KZeme tak porovnavat expresi jednotlivych

proteini, respektive forem protein mezi jednotlivymi vzorky.

3.4. Inhibice buék imatinib mesylatem

Imatinib mesylat (Glivec) je pouzivané antileukekéicl&ivo, které inhibuje aberanin
aktivovanou kinasu BCR-ABLY: Fuzni protein BCR-ABL1 vznikd chromosomalni
translokaci mezi chromosomy 9 a 22, kterad nasléddukuje leukemogene$i. Inhibici
BCR-ABLL1 specifickym inhibitorem (jako je napimatinib mesylat) dochazi k defosforylaci
a inhibici kinasové aktivity BCR-ABLL1 a k apoptoselkemickych busk.®*

Pro gipravu vzorku na sadu protilatek vezmeme 2 d&i#té burcné kultury,
obsahujici 20 miliofa burgk, rozctlime do 2 jamek 24 jamkové desty. Do jednoho vzorku,
kontrolniho (ctrl), pidame 3u sterilniho DMSO, do druhého vzorkdiggme 3 10mM

v



roztoku imatinib mesylatu v DMSO (vysledna konceo& imatinib mesylatu je i). Po
24hod kultivace ve sterilnim inkubatorui B87°C a 5% CQ buiky 2x promyjeme ve
studeném (4°C) PBS, resuspendujeme wBJAB, rychle zamrazime na suchém ledu a
piremistime do -80°C. Po rozmrazeni postupujeme poéledu viz 3.3.2.1. Celkovy lyzat
s pouzitim detergentu Tween 20 o cilové koncen®atdo (v/v) a laurylmaltosidu (LM) o
vysledné koncentraci 1% (w/v).

Pro gipravu vzorku na gfeni apoptosy vezmeme 500c¢isté burgcné kultury,
obsahujici 4 miliony butk, do 2 jamek 24 jamkové dedty. Do jednoho vzorku, kontrolniho
(ctrl), pridame 0,2f steriiniho DMSO, do druhého vzorkdiggdme 0,251 10mM roztoku
imatinib mesylatu v DMSO (vyslednd koncentrace imatmesylatu je 10M). Po 24hod
kultivace ve sterilnim inkubatorutip37°C a 5% CQ buiiky promyjeme ve studeném (4°C)
annexinovém pufru (0,1M HEPES, 1,4M NaCl, 25mM Ga@H 7,4) a mifime apoptosu

(navod uveden nize, viz 3.5.¢k&ni apoptosy).

3.5. Méfeni apoptosy

Apoptosa (programovana hbitma smrt) je fyziologicky proces charakterizovanyatu
meziburgénych spojeni, ztratou asymetrie Boné membrany, kondenzaci cytoplasmy a
jadra. Jednim z prvnich znakapoptosy je translokace membranového fosfolipidu
fosfatidylserinu (PS) z vritti na vijSi stranu bu&né membrany, ktery je tzv. ,eat-me“
signalem pro makrofagy. Antikoagulant Annexin Vézkionjugovany s fluorochromem) se
vaze na zapornnabité fosfolipidy, jako je PS apoptotickych blkncoz umo#uje jejich
identifikaci na pitokovém cytometr§® Annexin V pouzivame v kombinaci s DNA vazebnou
fluorescekini prébou - propidium jodidem (PI), ktery prochdan burgk az po poruSeni
membranové integrity a tudiZ je znakem pazapoptotickych a mrtvych bak.®*

Bunéény sediment (obsahujicifiplizné 4 miliony burgk) po promyti ve studeném
annexinovém pufru (0,AM HEPES, 1,4M NaCl, 25mM Ga@H 7,4), resuspendujeme
ve 10Qul annexinového pufru afgdame Sl Annexinu V-Dy647, Tl Pl a ful anti-CD19-
FITC protilatky (klon J3-119). Po inkubaci 30min w&¢ pii 4°C odmyjeme nadbyteé
proteiny, protilatky ¢i barviva (523g, 5min, 25 °C) a po resuspendovaai 2bQul
annexinového pufru siiime na piitokovém cytometru BD LSR Il. Rozbtbni burgk do stadii
apoptosy podle zgani AnnexinemV a Pl je znaz@émo na obr. 3.7 naifkladu TOM-1
burgk po inhibici Glivecem po dobu 24h.
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Obr. 3.7. Rozdeni burgk TOM-1 po 24h inhibici Glivecem podle zteni Annexinem V a Pl
do riznych stadii apoptosy, procento z celkové poputacek je uvedeno v zavorce. Na ose

x median intensity fluorescence (MFI) Annexinu \Dy647, na ose y MFI propidium jodidu.

3.6. Imunofenotypizace leukemickych linii

Bunéény sediment (cca 200 tisic hik) resuspendujeme ve 3ml PBSi&dpvkem 0,5% (w/v)
BSA a centrifugujeme (295g, 5min, 25°C). Odstrani2y@ml supernantu a do zbyvajiciho
roztoku gidame sedmiiznych kombinaci fluoresceén¢ znatenych protilatek dle dopogani
vyrobce (do kazdé zkumavky specifickou kombinaa dlabulky 3.3. (str.37) a kratce
promichame. Ve siésich protilatek nejsou v tomto krokiigény v Tabulce 3.3.(str.37)dm
zvyrazréné protilatky (t.j. protilatky proti cytoplasmatigin antigeim), protoZze tyto
protilatky jsou pidany az po fixaci a permeaci htkn

Tabulka 3.3. Rehled fluorescein¢ konjugovanych protilatekiglavanych do jednotlivych (1
az T-ALL) zkumavek. PB, PO atd. jsou jednotlivédilachromy.



Fluorochromy
PB PO FITC PE PerCp(Cy5,8) PE-Cyf APC Alexa7p0 APIC
Zkumavk:

1 CD20 CD58 CD66¢c CDA45RA CD10
2 CD27 CD45| cyMPO CD33 CD34 CDh7
3 CD9 cyTdT CD13 CD117 CD24
4 CD21 CD15 NG2 CD123 Cb81
5 CD44 CD56 CD99 DR IgM CD38
6 KAPPA cylgM cyCD79a CD19 CDh22 LAMBDA
7 CD8 CD5 CD2 CDla CD3 CD4

cy — protilatka proti cytoplasmatickému antigenu

Zkumavky inkubujeme 15min ve tmpii teplo& 25°C. Do zkumavek, které obsahuji
protilatky pouze proti povrchovym antigem, gidame 3ml PBS a centrifugujeme (5min,
295¢, 25°C). Sediment resuspendujeme WRBBS a ndtime na plitokovém cytometru BD
LSR II. Do zkumaveks. 2, 3 a 6, ve kterych budou stanoveny cytoplasik@tantigeny,
piidame 10Ql roztoku FIX A (z FIX-PERM sady). Po inkubaci 15mve tn& pii 25°C
piidame 3 ml PBS a centrifugujeme (523g, 5min, 25%&diment resuspendujeme v ub0
roztoku PERM B a fidame protilatky proti cytoplasmatickym antigem dle doporgeni
vyrobce. Po inkubaci 30min ve &pii 25°C gidame 3ml PBS a centrifugujeme (523g, 5min,
25°C) . Sediment resuspendujeme vi2FPBS a ndfime na piitokovém cytometru BD LSR
.



3.7. Detekce transkrimiho faktoru Ikaros u leukemickych linii
NALM-6 a SUP-B15 pomoci elektrd@nosu na membranu (Western
blot

3.7.1. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pitomnosti SDS (SDS-
PAGE)

Elektroforetické dleni proteii  jednotlivych vzork provddime na plochych
polyakrylamidovych gelech v prastdi dodecylsulfatu sodného (SDS) v elektroforetické
sousta¥ firmy Bio-Rad. Koncentrace polyakrylamidu ¥litim gelu je 10 % a rozény geli

83 x50 x 0,75 mm.

3.7.1.1. Fiprava gel

Nejprve gripravime 10% gel (sloZzeni viz Tabulka 3.4., str.a9%hned ho nalijeme mezi 2
ethanolem odma&ta skla v aparata na elektroforézu tak, aby gel sahal do vySkyZcan
pod okraj skel. Po ipvrstveni destilovanou vodou nechame gel 45 miyrpefovat. Po
zpolymerovani gél dokonale odstranime vodu. Zaost@acim gelem vyplnime jim zbyvajici
prostor mezi skly a zasuneméehinek pro vytvieni 10 vzorkovych jamek. Gel po 25 min

polymerace Ize ihned pouZzit.



Tabulka 3.4. SloZeni 10% a zawostaciho polyakrylamidového gelu

Objem [ml]
Chemikalie
10% gel Zaosbvaci gel

Destilovana HO 4 2,7

30% (w/v) akrylamid 3,3 0,67
Tris-base (1,5M, pH 8,8) 2,5 (0,5 M, pH 6,8) 0,5

10% (w/v) SDS 0,1 0,04
10% (w/v) APS 0,1 0,04
TEMED 0,004 0,004

TEMED...tetramethylethylendiamin ((GHNCH,CH,N(CHy),

3.7.1.2. Fiprava vzork na SDS-elektroforézu

Bunéény lyzat gipravime podle uvedeného postupu 3.3.2.1. Celkox@atl s pouzitim
detergentu Tween 20 o cilové koncentraci 0,1% (@Maurylmaltosidu (LM) o vysledné
koncentraci 1% (w/v).

Ke 10Qul vzorku lyzatu pidame ekvivalentni mnoZstvi redukujiciho (Laemmkpo
neredukujiciho vzorkového pufru, 5 min péivae ve vodni lazniip 100°C a zchladimeip
pokojové teplat. Takto gipraveny lyzat mizeme nanést nafipraveny 10% gel nebo
skladovat p teplot -20°C.

Priprava IP kulicek
12Qul noske Sepharose-Protein G promyjeme v PBS s 0,05% Tw&@efv/v), k sedimentu
piidame 2ug protilatky anti-lkaros (klon H-100) a inkubujeriehod v rot&nim inkubatoru
Labroller Il @i 4°C. Kulicky nasleds promyjeme centrifugaci v PBS s 0,05% Tween 20 a
sediment resuspendujeme ve 12PBS s 0,05% Tween 20.

Imunoprecipitace | P kulicek se vzorkem
Ke 40Qul vzorku burgecného lyzatu idame 2@l ptipravenych IP kuliek a inkubujeme ies
noc v rot&nim inkubéatoru Labroller 11ip 4°C. Poté vzorek 4x promyjeme centrifugaci v PBS
s 0,05% Tween 20 (v/v) (500g, 1min, 25°C). Ke vimiku sedimentu ijdame 6@ PBS



s 0,05% Tween 20 a ekvivalentni mnozstvi redukupicizorkového pufru (Laemmli) nebo
neredukujiciho vzorkového pufru a 5min ptivae ve vodni lazni i 100°C. Vzorek
centrifugujeme (5590¢g, 1min, 4°C), supernatant same na fipraveny 10% gel.

Do kazdé jamky naifpraveném 10% gelu nanesemel®zorku, do posledni volné
jamky naneseme 4 standardu (Page Ruler Prestained Protein Laddgektroforéza
probihala po dobu 80-ti minuti;mastaveném omezujicim riipl20V

3.7.2. Renos proteini na nitrocelul6zové (NC) membrany (Western Blot)

Po skokeni elektroforézy skla s gelem vyjmeme, skla odsétna, odizneme zaosbvaci gel

a ponechame si jen gel sepamia Poté sestavime sendivioro elektropenos (obr. 3.8.),
sendvé musi byt neustale navdén v blotovacim pufru. Send& zasuneme do vany pro
elektrogenos (stejna jako pro elektroforézu) spates ledem a zalijeme blotovacim pufrem.
K vans pripojime stabilizovany zdroj naf (PowerPal! Basic, Bio-Rad) a nastavime
pienosové podminky:

proud: 70mAgas: 100 min

kazeta

+ polsta&ek
blotovaci papir

NC membrana (Bio-Rad)
gel

kazet:

Obr. 3.8. Schéma sloZeni sen@vpro elektropenos.

Po skoweni elektropenosu vanu odpojime od zdroje a rozebereme jedéatiinduie.
NC membrany viozime do 5% BSA v kaseinovém bioka pufru (1% kasein v PBS) a
nechame fes noc p 4°C.



3.7.3. Imunodetekce a vyvolani signél(zesilena chemiluminescence - ECL-
enhanced chemiluminescence)

Membranu opatrh vyjmeme z blokéniho roztoku, oplachneme v PBS s 0,05% Tween 20
(v/v) a ngezeme naistém filtranim papfe podle potu detekovanych antigéra pouzitych
primérnich protilatek. Jednotlivéasti membran inkubujeme s odpovidajicimi primarnimi
protilatkami na@edinymi v PBS s 0,05% Tween 20 podle dopgeni vyrobce. Po 1 hod
inkubace primarni protilatky odlijeme ackstem membranitigame PBS s 0,05% Tween 20.
Po 5 min promyvaci roztok odlijeme a nahradimecistym promyvacim roztokem. Takto
membrany promyjeme celkendtgrat a gidame pislusné sekundarni protilatky konjugované
s k'enovou peroxidasou (HRP — horse radish peroxidaséle doporteni vyrobce. Po 45
min ¢asti membran 3 krat promyjeme PBS s 0,05% TweerNaQpotravinové folii slozime
dohromady c¢asti membran. Na membrany rovnogmé naneseme roztok luminolu
smichaného s peroxidovym pufrem (ImmunotaHRP Substrate sada). Pondin roztok
luminolu bun&inou lehce osusime, membranu zabalime do félieaivie do vyvolavacich
desek. V temné kontie poloZzime na membranu vyvolavaci film (X-OMAT Blue XB-1,
Kodak, USA) a po 1 mirvlozime do vyvolavaciho stroje (OPTIMAX, SRNYyvolané
fotografie nalezit popiSeme a vyziéme molekulové hmotnosti jednotlivych proteiwve
standardu.

3.8. Detekce transkripiho faktoru Ikaros u leukemickych linii
NALM-6 a SUP-B15 pomoci SDS-PAGE, Western blotu a

hmotnostni spektrometrie

3.8.1. Elektroforéza v prostedi SDS a Western blot

Postup pipravy vzorki na elektroforézu je identicky s 3.7. Detekce tkaipgniho
faktoru lkaros u leukemickych linii NALM-6 a SUP-Blpomoci elektrofgnosu na

membranu (Western blot)

Vzorky nanaSime na gel v duplikatu, po ukeni elektroforézy gel régizneme v polovia

tak, aby byly ob poloviny Wetrg nanesenych vzoikidentické.



Proteiny z jedné poloviny gelurgneseme na NC membranu podle vySe uvedeného postupu
abychom pesre zjistili, kde se protein lkaros na gelu nachazi.

3.8.2. Obarveni gelu v roztoku Coomassie BrillianBlue R250 a odbarveni
gelu

Druhou polovinu gelu oplachneme v destilované &vad vlioZzime do barviciho roztoku
s Coomassie Brilliant Blue R250. Po 1 hod inkubge¢ vyjmeme, oplachneme dvakrat
v destilované voéa vloZzZime do odbarvovaciho roztoku. Po odbarvedibgrvujeme f&s noc
pii 25°C) gel uchovavame v roztoku 1% kyseliny octové

Identifikaci proteinu lkaros pomoci hmotnost provigdSulc.

3.9. Material

3.9.1. Slozeni roztol

PBS (fosfatovy pufr)

127 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM N&PO, - 2 HO, 1,76 mM KHPQ,, pH 7,4

Lyzani roztok na erythrocyty

155mM NH,CI, 11,9mM NaHCQ, 0,1mM EDTA, pH 7,2

Lyzahi pufr s Tweenem 20 (TLB)

50mM HEPES, 10mM MgGJ 10mM NacCl, 0,1% Tween 20, pH 8,0

Pred pouZzitim pidavame do TLB tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP)fimalni koncentraci
2uM, inhibitory proteas (Proteas Inhibitor Coctail) iahibitory fosfatas (Phosphatase
Inhibitor Coctail) dle doporteni vyrobce.

Pufr A

30mM HEPES, 140mM NaCl, pH 8,0

Pred pouzitim fidavame do pufru A tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCE® finalni koncentraci
2uM, inhibitory proteas (Protease Inhibitor Coctad) inhibitory fosfatas (Phosphatase
Inhibitor Coctail) dle doporteni vyrobce.

Redukujici vzorkovy pufr Laemmli



4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 10% (v/v) 2-mepteethanol, 0,004% (w/v)
bromfenolova moij 0,125M Tris HCI, pH 6,8

Neredukujici vzorkovy pufr

0,15M Tris-base, 10% (v/v) glycerol 2,5% (w/v) S04/ (w/v) bromfenolova maod
Annexinovy pufr

0,1M HEPES, 1,4M NaCl, 25mM CafpbH 7,4

Elektrodovy pufr (10x koncentrovany):

0,25M Tris-base , 1,9M glycin, 0,01/% (w/v) SDS

Blotovaci pufr

0,025M Tris-base, 0,15M glycin, 20% (v/v) methanol

Barvici roztok s Coomassie Brilliant Blue R250

0,001% (w/v) Coomassie Briliant Blue R250, 10% JWyselina octova, 40% (v/v) methanol
Odbarvovaci roztok (po obarveni proteiiCoomassie Brilliant Blue R250)

10% (v/v) kyselina octova, 20% (v/v) methanol

3.9.2. Protilatky

Tabulka 3.5. Rehled pouzitych protilatek, jejich kléra vyrobd

Klony protilatek pouzitych na imunofenotypizaci

Protilatka Klon Vyrobce Protilatka Klon Vyrobce




Anti-CD19-FITC, klon JS-119

BCA sada

Biotin-PEG-NHS

Bromfenolova motl

Immunotech, Francie

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Sigma-Aldrich, USA

IgM APC G20-127, BD Bioscienceg iIGM FITC Dako polycl Dako
CD7 APC eBio1241D1 Bioport Europe CD99 FITC Tul2 BD Biesces
CD22 S-HCL-1 eBioscience KAPPA PB A8B5 Exbio
CD10 APC HI10a BD Bioscienceg CD44 PB MEM-85 Exbio
Lambda APCH7 1-155-2 BD Biosciences CD27 PB LT-27 Exbio
CD3 APCHY7 SK7 Fisher Scientifig CD8 PB MEM-31 Exbio
CD38 APCH7 HB7 BD Biosciences CD45 PO HI30 Invitrogen
CD4 APCH7 SK3 BD Biosciences CD34 PC5.5 8G12 BD Bioscente
CD5 FITC BLla Beckman Coulter ~ HLADR PC5.5 L243 Exbio
CD58 FITC AICD58 Beckman Coulter CD19 PC7 J3-119 Immeciot
iTDT FITC HT-6 Immunotech CD2 PE 39C15 Immunotech
CD99 PE Tul2 BD Bioscienceg CD66C PE KOR-SA354 Immuhote
CD4 ALEXA700 MEM-241 Exbio CD33 PE D3HL60.251 Beckm@aulter
CD20 PB LT20 Exbio CD21 PB LT21 Exbio
CD56 FITC MEM-188 Biolegend CD117 APC 104D2 BD Biosciesic
cyMPO FITC MPO-7 Dako CD123 APC AC145 Biohem
CD15 FITC MMA BD Biosciences CDla APC H1149 BD Biosciesice
CD13 PE WM15 BD Biosciencesg CD24 APCHT ML5 BD Biosciences
NG2 PE 7.1 Immunotech CD81 APCHY JS-81 BD Bioscienc¢es
cyCD79a PE HM57 Medesa CD3 ALEXAT700 MEM-57 Exbio
CD45RA PE-Cy7 HI100 BD Bioscienceg CD9 PB MEM-61 Exbio
CD44 PB MEM-85 Exbio
Protilatky pouzité na imunodetekci proteini na NC membranach
Ikaros H-100 .Santa Cruz. Aktin AC-40 Sigma-Aldrich
Biotechnologies
2° protilatka kozi 2° protilatka kozi
proti kraligi ) proti mysi )
Konjugovand Polyclonal Bio-Rad Konjugovand polyclonal Bio-Rad
s HRP s HRP
3.9.3. Rehled pouzitych chemikalii a jejich vyrobdi
akrylamid, 30% (w/v) Bio-Rad, USA
Annexin V Exbio,CR
Annexinovy pufr Exbio,CR



BSA

Coomassie Brilliant Blue R250
EDTA

Escin
fenylmethylsulfonylfluorid
Fetalni ho¥zi sérum
Ficoll-Hypaque
FIX-PERM sada
Glycerol

Glycin

HEPES

Imatinib mesylat (Glivec)

Immunostar HRP substrate sada

Kaseinovy blokani roztok
Kyselina octova

Laemmli

Lauryl maltosid

Lyzacni roztok na erythrocyty
methanol

MgCl,

NacCl

Neimunni kozi gamma globuliny

Neimunni mySi gamma globuliny

Nonidet-P40

PBS

Penicilin

Persulfat amonny
Propidium jodid (PI)
RPMI-1640

Sada RossetteSep

SDS

Sepharose-protein G nosi

Smes inhibitor fosfatas 2

Sigma-Aldrich, USA
Amresco, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Hyclone, USA

GE-Healthcare, Svédsko

ADG, SRN
Sigma-Aldrich, USA
MERCK, SRN
Sigma-Aldrich, USA
Novartis, Svycarsko

Bio-Rad, USA

Thermo Scientific, USA

PentaCR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lékarna FN Motol
PentaCR
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Jackson ImmunoResearch, USA

Jackson ImmunoResearch, USA

Sigma-Aldrich, USA
Lékarna FN Motol
Lonza, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Exbio, CR

Lonza, Svycarsko

STEMCELL Technologies, Kanada

Sigma-Aldrich, USA

GE-Healthcare, Svédsko

Sigma-Aldrich, USA



Sn¥s inhibitorfi proteas Sigma-Aldrich, USA

Standard molekulovych hmotnosti Page Rule Prest&netgin Ladder Thermo Scientific, USA

Streptavidin-PE Jackson ImmunoResearch, USA
Streptomycin Lonza, Svycarsko

TEMED Bio-Rad, USA

Trehalosa Sigma-Aldrich, USA
Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP) Sigma-Aldrich, USA

Tris-base Sigma-Aldrich, USA

Tween 20 Sigma-Aldrich, USA

4. Vysledky

4.1. Optimalizaceipravy burénych lyzat pro multiplexni sadu

protilatek




V ramci své diplomové prace jsem testovala a vahti novou cytometrickou techniku
detekce proteiln pomoci multiplexni sady protilatekrgustavujici soubor 1152 populaci
fluoresceknich kulicek s navazanymi protilatkami protiianym burénym antigedm.
Takovy p@et sodasre testovanych antigénvyznané prevysSuje poty testovanych znak
standard#& pouzivanymi metodami diagnostiky. Vzhledem k toonptitu lze gedpokladat
zvySeny vyskyt nespecifickych interakci (haprotein-protein, antigen-protilatka). Sasti
postupu je separace celého proteomu do 24 frakdie pmolekulové hmotnostifiplizné
v rozsahu 10-700kDa pouzitim gelové chromatogiaieC zachovavajici protein-proteinove
interakce. Tento sepawa krok by ng&l potlacit nespecifické interakce antigen-protilatka
v dalSim postupu imunodetekce.
Bunéény proteom byl fipraven a separovan podté tiznych protokai:
1) priprava celkového bwiného lyzatu (viz metody 3.3.2.1., str. 26)
2) rozctleni burg¢ného lyzatu na 2 subcelularni frakce (viz meto®y232., str. 27)

» CYTO frakce obsahujici cytosolarni proteiny

» MEM frakce obsahujici membranové a jaderné (DNAebaz) proteiny
3) rozctleni burg¢ného lyzatu na 4 subcelularni frakce. (viz meto®y233., str. 27)

» E1 frakce obsahuijici cytosolarni proteiny

» E2 frakce obsahuijici cytosolarni proteiny a protarburé¢nych organel (z Golgiho

aparatu, mitochondrii atd.)
> NP frakce obsahujici proteiny viriich membran

» LM frakce obsahujici proteiny ¥jgich membrany a jadra (DNA vazebné)

4.1.1. Rozdleni bunééného proteomu na 2 subcelularni frakce

Bunéény lyzat jsme rozélili na 2 subcelularni frakce

a) na frakci obsahuijici proteiny z membran a DNaekmé proteiny (MEM frakce)

b) na frakci obsahuijici proteiny z organel a z sgta (CYTO frakce)

pouzitim detergeiit Tween 20 o cilové koncentraci 0,1% (v/v) a lauiimsidu (LM) o
vysledné koncentraci 1% (w/v).

Porovnani vysledk plného buaéného lyzatu (TOTAL) a cytosolarni frakce je ukazareo
obr. 4.1. (str. 49) n8CR-ABL1 pozitivni linii SUP-B15 (exprimuje protein ABL1 fuzni
protein BCR-ABL1) a linii NALM-6 (exprimuje pouzerptein ABL1). Protilatkou proti
ABL1 (klon 8E9) detekujeme v CYTO frakci b&imé linie SUP-B15 dva vrcholy (prvni ve 3.
FPLC frakci odpovidajici fuznimu proteinu BCR-ABL& druhy v 6. FPLC frakci



odpovidajici kinase ABL1). Vifpad pouziti celkového buigného lyzatu bukk SUP-B16
vrcholy splyvaji (5.FPLC frakce a jeji okoli), poohelze jednozrmé urtit a kvantifikovat
jednotlivé detekované proteiny. R@&kehi proteomu na dvsubcelularni frakce tedy zlepSuje
rozliSeni mezi proteinem BCR-ABL1 a proteinem ABhlusnaduje naslednou detekci a
kvantifikaci exprese proteinu ABL1. Vyrazné rozdityozliSeni signdl vidime i u jinych
testovanych protein (nag. p27 (CDKN1B) - 10. FPLC frakce, PKBk -14. FPLGKce,
PRKCA - 14. FPLC frakce).

V celkovych bugénych lyzatech jsou signaly nejednoZnd, dochazi kigkryti dvou
signafli, pripadre ke sniZzeni intenzity signalu. Razeni proteomu na dvsubcelularni frakce
zlepSilo kvalitu signdlu, snizilo nespecifické irstece a umoznilo kvantifikovat jednotlivé
proteiny. Proto je vhodijsi proteom rozéit. na min. d¥ subcelularni frakce.



avidin-PE

A CELKOVY LYZAT CYTOSOLARNI FRAKCE
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Obr. 4.1. Porovnani signalproteini ABL1, p27, PKBK, PRKCA z neroztenych lyzah
(vlevo) a CYTO frakce (vpravo) linii NALM-6 (Zlgy a SUP-B15 derverg). Na y ose log
MFI streptavidinu-PE, na x ose FPLC frakce 1-24.

Rozcklenim proteomu na d@vsubcelularni frakce navic dokazemeitutokalizaci
proteinu v buice (viz obr. 4.2.).



A CD3 zeta (klon 4A12-F6) TRIM (klon TRIM-04) beta-actin (polyclonal, Sigma-Aldrich)
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Obr. 4.2. Exprese a lokalizace protei@D3 zeta, TRIM g-aktin v CYTO a MEM frakci
burgcnych linii CEM a NALM-6. Na y ose log MFI streptaivu-PE, na x ose FPLC frakce
1-24.

Exprese antigenu CD3 je spojovana s membréanouctrdistymfocyti.® U linie CEM
(T-ALL) byla molekula CD3 detekovand v MEM frakarnzow), v CYTO frakci vidime
pouze nespecificky signal (3. FPLC frakce, &utU linie NALM-6 (BCP-ALL) nebyla
nalezena exprese CD3 ani v jedné frakci. Tyto pibgnae shoduji s jiz idlve popsanym
vyskytem antigenu CD3, ktery je u zralych T-lymftcwazdn na membranu a tudiz ho
nedetekujeme ani v B-lymfocytarni linii NALM-6, ani cytosolarni frakci linie CEM.
Transmembranovy protein TRIM (z anglcé&ll receptor_mteracting_rolekule) se vyskytuje
vyhradré v membran T-lymfocyti a tvai komplex s TCR a CD3 zeta, coz vede k indukci
mobilizace C4' iontii po aktivaci T-lymfocyd.?® Protein TRIM byl u linie CEM detekovan
v MEM frakci (8. FPLC frakce, oranze), v CYTO subcelularni frakci byl nalezen pouze
nespecificky signal (1. FPLC frakce, autU B-lymfocytarni linie NALM-6 nebyl detekovan
Zzadny signal proteinu TRIM ani v jedné frakci, aodpovida jiz popsanému jevu vyhradni
exprese molekuly TRIM na T-lymfocytech. Protoz& RIM protein v komplexu s molekulou
CD3 zeta, maji #ivky obou proteii podobny piibéh (vrchol o podobném tvaru ve stejné
FPLC frakci v membranach T-ALL linie CEMp-aktin patici do rozsahlé rodiny akiinje
cytosolarni protein, ktery se po polymerizaci vyshg v cytoskelet§! p-aktin se dastni
mnoha buiénych proces (pohyb, fagocytosa, cytokineze a mitosa) a je iexpvan napic
riznymi tkarémi.®” Praw proto je velmicasto vyuzivan i detekci rozlénych proteit jako
kontrola metody¢i nanasky. U linii CEM i NALM-6 byl p-aktin detekovan v CYTO



MFI streptavidin-PE

subcelularni frakci (17. FPLC frakce, &l ¢erverg) V MEM frakci byl zaznamenan pouze

nespecificky signalu protilatky (2. FPLC frakceyté| oranzo¥, cerverg i ¢errg).

Jelikoz @i subcelularni frakcionaci ziskavame kronoytosolarni frakce i frakci
membran a DNA vazebnych protéjrnbyl studovan i vliv iontové sily pouzitého Iyrdaho
pufru. Optimélni podminky pro interakce DNA - priotgsou (¥ nizké iontové sile (10mM-
40mM fosfatovy pufr), zvySenim iontové sily dochkziaruSenidchto vazeb a k efektiwsi
extrakci DNA vazebnych proteirf® Po lyzaci butk v lyzasnim pufru s pidavkem 130mM
NaCl dochéazi k vyraznlepsSi extrakci DNA vazebnych protéifObr. 4.3.) oproti pouziti
lyzaéniho pufru s 10mM NacCl.

HOX-AT (klon 2F2) DNA-PKCs (klon 7A4) PARP (klon 4C10-5)
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Obr. 4.3. Porovnani izolace DNA vazebnych pratettOX-A7, DNA-PKCs a PARP
pomoci lyz&niho pufru s 130mM NacCl (zlgt a 10mM NaCl {ervert) burgcné linie NB-4.
Na y ose MFI streptavidinu-PE, na x ose FPLC frak@4.

Pouzitim lyz&niho pufru s 130mM NaCl déale prajgbdobré doslo k potlaeni
nespecifickych interakci antigen — protilatka (msklmaxima signalu v 3. FPLC frakci
proteinu HOX-A7). HOX-A7 (14. FPLC frakce) gatmezi DNA vazebné transkipi
faktory, které hraji kifovou roli v hematopoéze a diferenci&tDiferencialni expreselOX
geni maze odrazet genetické subtypy akutnich lymfoblagtibkleukemii, je tedy velice
daleZité pouZivat experimentalniigtup zachycuijici jejich expre®l.Protein kinasa DNA-
PKCs (6. FPLC frakce) je také DNA vazebny enzynerktpisobi jako senzor zlomu na
dvojvlaknové DNA a svou katalytickou aktivitou napaha poskozenou DNA opravoVat.
Enzym poly(ADP-ribosa) polymerasa (PARP, 7-9. FPir@kce) katalyzuje poly(ADP-
ribosyl)aci fady jadernych protein jako substrat vyuZivd NAD? Tento DNA vazebny



enzym je aktivovan vazbou na DNA nebo na zlomy eféla pedpoklada se, Zetippiva
k burs¢né smrti &penim NAD a ATP’? VSechny uvedenéifklady DNA vazebnych
proteini ukazuji, Ze teprve zvySenim iontoveé sily (hampuZzitim 130mM NaCl) ip lyzaci
burgk jsme schopni zachytit fjomnost &chto diagnosticky #@lezitych znak v MEM

subcelularni frakci.

4.1.2. Rozdleni proteomu na 4 subcelularni frakce s pouzitim etergenti
Escin, Nonidet P-40 a Laurylmaltosid

Protoze se frakcionaci b&mého lyzatu na dv subcelularni frakce kvantitatigni
kvalitativné  zlepSila identifikaci jednotlivych prognostickyclznali, rozsfili jsme
predseparaci tohoto lyzatu na 4 subcelularni frakce:

a) na frakci obsahujici pouze cytosolarni protéid)

b) na frakci obsahuijici proteiny z organel jakajjsoitochondrie, Golgiho aparat atd. (E2)
c¢) na frakci obsahujici proteiny z vimtch membran (NP)

d) na frakci obsahuijici jaderné proteiny a protewejSich membran (LM)

Takové rozdleni lyzatu by bylo vhodné zejména pokud souvisiolpgie jednotlivych
proteini s jejich subcelularni lokalizaci. fiRlady proteirii, které jsou po frakcionaci
lokalizovany v jednotlivych busgnych frakcich, jsou uvedeny na obr. 4.4. (str. P83stoze
se nam poddo lokalizovat rekteré proteiny pouze v &itych, pro r¢ typickych, bugenych
kompartmentech (nap Bcl-x protein z mitochondridlni membrdiy- 11. FPLC frakce,
jaderny lamin Bi* — 5. FPLC frakce), celk@vfrakcionace proteomu na 4 frakce Fiepsla

n®’, které by se My vyskytovat

ocekavané vysledky. Cytosolarni proteiny ABL. ] p-akti
pouze ve frakci E1¢ervere) byly nalezeny ve frakci E2 (Zkjt Protein p27 lokalizovany
v burséném cytosol(P, jade’ a endosomedh se nevyskytuje v jaderné (LMéerrs) ani

v cytosolarni (E1l¢ervert) frakci. Na zaklad téchto neuspokojivych vysledkbyl pro dalsi
experimenty pouZzit postup, kteryeulseparoval buginy lyzat pouze na dvsubcelularni

frakce.
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Obr. 4.4. Rozdeni proteomu linie NALM-6 na 4 frakce (Ekrverg, E2 Zlug, NP zeles,
LM cerrg). Na y ose MFI streptavidinu-PE, na x ose FPLRdeal-24.

4.2. Validace multiplexni sady protilatek

Vzhledem k tomu, Ze je multiplexni sada protilatetomto rozsahu novou metodou, bylo
potreba ji validovat. K tomu byly pouzity dva agoby:

a) Porovnanim dat z naSi multiplexni sady protdase imunofenotypizaci #ienou na
praitokovém cytometru (FC), ktery je standa¥gouzivan v klinické praxi. Tuto validaci jsme
provedli na 11-ti leukemickych liniich (viz kapitol4.2.1.).

b) Sledovanim zgn v expresi proteiinctyi BCR-ABL1 pozitivni bugcnych linii po inhibici
fuzniho proteinu BCR-ABL1 maly molekularnim inhiliem, &Zn¢ pouzivanym lé&vem,

imatinib mesylatem (Glivecem) (viz kapitola 4.2.2).



4.2.1. Porovnani imunofenotypu stanovenym piitokovou cytometrii (FC) a

multiplexni sadou protilatek

4.2.1.1. Data z multiplexni sady protilatek pro kynasociované s T-bgtinou
vyvojovou linii

Mezi diferencigni znaky T#ady pati zejména antigeny CD3, CD4, CD5 a CD8¢OB-ALL
burgcné linie (Jurkat i CEM) exprimuji molekulu CD3 sewnatelnou expresi, jak ilustruji
vysledky imunofenotypizace na FC (Obr. 4.5., sh). iGmultiplexni sady protilatek (Obr. 4.6.,
str. 55). Pitomnost znaku CD3 prokazana vazbou protilatky mékyp je na FC vyjatkena
ziskem hodnoty MFI (median intenzity fluorescené) u obou buinych linii. Pozitivni
vyskyt molekuly CD3 nasi technikou ilustruji vyskytnaxima v 8.FPLC frakci u obou
burgcnych linii. je Ani jedna zé&chto linii neexprimuje antigen CD8, coZ prokazujeomst
obéma metodami. Antigen CD8 jsme naifmkovém cytometru ®fili protilatkou ani-CD8
konjugovanou s fluorochromem Pacific Blue, ktery eraisni maximum ve fialovéasti
swtelneho spektra (450nm). V této oblasti mafiremé buiky vysSi autofluorescenci, proto
jsme obdrzeli signal MFI aZ blizko i(vyjadreno jako MFI anti-CD8 - Pacific Blue) (Obr.
4.5., str. 55), coz odpovida absenci molekuly CBignal ziskany nasi metodou (Obr. 4.6.,
str.55 ) dosahuje hodnot stovek MFI streptavidiliuve vSech FPLC frakcich, coZz odpovida
signalu pozadi a tudiz niéfmmnosti antigenu CD8. Metoda FC i na8stup tak potvrdil
absenci CD8 na obou btimych liniich. Burcna linie CEM, narozdil od linie Jurkat,
exprimuje molekulu CD4, coz &p potvrdili obs pouZzité metody imunofenotypizace. ©b
burg¢né linie se také liSi expresi molekuly CD5, &tma linie CEM exprimuje CD%adow
vice nez bu&na linie Jurkat. FC zachytila signifikantni rozdiddrzeného signalu (MFI anti-
CD5: (i) CEM: 1d, (ii) Jurkat: 5x18), podobss jako nase metoda (MFI streptavidin-PE: (i)
CEM: 5x1d, (ii) Jurkat: 5x16). Na zaklad ziskanych vysledklze konstatovat, Ze vysledky
nasi metody kvantitativni kvalitativné odpovidaly ziskanym hodnotam na FC.

podil bunék [%]
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Obr. 4.5. Exprese diferen¢igich znak T-fady (CD3, CD4, CD5 a CD8) na T-ALL
buréénych liniich CEM (oranZzo¥) a Jurkat (Zluf) stanovena imunofenotypizaci na
pratokovém cytometru. Na x ose MFI fluoresée® konjugovanych protilatek proti znék
CD3, CD4, CD5, CD8, na y ose podil lskrv %.
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Obr. 4.6. Exprese diferen¢@ch znak T-frady (CD3, CD4, CD5 a CD8) na T-ALL
buréénych liniich CEM (oranzas) a Jurkat (Zluf) stanovend pomoci multiplexni sady
protilatek. Na y ose MFI streptavidinu-PE, na x B&.C frakce 1-24.

4.2.1.2. Data z multiplexni sady protilatek pro kynasociované s B-bgtinou
vyvojovou linii

Mezi diferencig&ni znaky Bfady pati zejména CD10, CD19 a povrchovy nebo intracelillarn
imunoglobulin M (IgM). Znak CD10 exprimuje pouzaik NALM-6, na vysledku standarén
uzivané FC imunofenotypizace (obr. 4.7., str. ®6yifkt pozitivni signal MFI u NALM-6
kolem 2x10, ostatni linie vykazuji signal MFI kolem 8x40resp. 5x1¢ ktery odpovida
autofluorescenci buk, tedy negativé pro dany znak. PodoBbmase metoda (Obr. 4.8., str.
57) vykazuje maximum pouze pro kadnou linii NALM6 (log MFI streptavidinu-PE 1,5)

oproti hladir® pozadi ziskané u ostatnich testovanychééych linii. Buré¢na linie NALM-



6 exprimuje nejvice IgM, nizZSi expresi IgM vykaziyeniéna linie SUP-B15 a bitina linie
RS4;11 IgM neexprimuje tbec, jak opt ilustruji vysledky ziskané pomoci obou
imunofenotypovych metod. P intracelularnim zn&ni antigedt pomoci FC vykazuji
pouzivané protilatky vyssi nespecifickou vazbu,t@ro linie RS4,11 (Obr. 4.7., oranZzgv
vyjadiuje absenci proteinu IgM signal MFI o hod&dD® (vyjadieno jako MFI anti-intra IgM

- FITC). Pozitivni signal je vyjaeén hodnotou 10- 10 u burgenych linii NALM-6 a SUP-
B15. NaSe metoda tedy poskytuje hodnoty, které tibedivné i kvalitativné odpovidaji
standard#a pouzivané FC imunofenotypizaci. VSechny BCP-ALhidi (RS4;11, NALM-6 i
SUP-B15) maji vysokou expresi znaku CD18femého pomoci FC (Obr. 4.7.) s pouzitim
protilatky anti-CD19 (klon J3-119). Vysledky naSetody (multiplexni sady protilatek) jsou
v tomto gipact téZko interpretovatelné (viz vysoka hladina pozadiQia. 4.8., 57). To je
pravdépodobré zpasobeno nizkou afinitou protilatky anti-CD19 (kloriB49). Experiment
identifikace znaku CD19 na vSech testovanychébuoych liniich bude nutné zopakovat

s pouzitim protilatky anti-CD19 (klon J3-119).
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Obr. 4.7. Exprese diferen¢izich znak B-fady (CD10, intracelularniho IgM a CD19) na B-
ALL bunéénych liniich RS4;11 (oranzéy, NALM-6 (¢erverg), SUP-B15 {errg) a na T-

ALL linii Jurkat (Zlut) stanovena imunofenotypizaci naifmkovém cytometru. Na x ose
MFI fluoresceriné konjugovanych protilatek proti znéak CD10, IgM, CD19, na y ose podil

burgk v %.
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Obr. 4.8. Exprese diferen¢i@ch znak B-fady (CD10, intracelularniho IgM a CD19) na B-
ALL bunéénych liniich RS4;11 (oranzéy, NALM-6 (¢erverg), SUP-B15 {errg) a na T-
ALL linii Jurkat (Zlut) stanovena pomoci multiplexni sady protilatek. Nase log MFI

streptavidinu-PE, na x ose FPLC frakce 1-24.

4.2.1.3. Data imunofenotypizace pro znaky asociévamyeloidni vyvojovou

linii a znaky nezralosti

Jednim z hlavnich diferenciaich znak myeloidni fady je antigen CD33. Znak CD33
exprimuji ol& pouzité myeloidni linie MV4;11 i NB-4, coZz &pprokazaly ob pouZzité
metody imunofenotypizace (Obr. 4.9., str. 58 a @hbt0., str. 58). Qbmetody také shoan
kvantitativre vyjadrily rozdilnou expresi CD33 u obou myeloidnich linlinie MV4;11
(zeler) ma vysSi expresi CD33 nez linie NB-4 (nied

povrchovy membrénovy glykoprotein CD34, ktery jeakem nezralych buwk.”""®
Pritomnost antigenu CD34 v b&me linii SUP-B15 jsme aft prokazali pomoci obou metod
imunofenotypizace (hodnota signélu zjii¢ho pomoci FC: MFI anti-CD45-PC5.5 = 2%10
hodnota signalu zji8hd pomoci multiplexni sady protilatek: log MFI stravidinu-PE = 0,8).
VSechny ostatni linie byly negativni ngitpmnost tohoto antigenu. Rozdil mezi ziskanymi
hodnotami u butné linie RS4;11 (3-f) a u bukenych linii NALM-6 a Jurkat (18
stanoveny FC je dan vysokou autofluorescencédych linii NALM-6 a Jurkat ve srovnani
s burgénou linii RS4;11. Jak je vid na Obr. 4.10. (str. 58), u naSi metody lze, diloZnosti
pouziti semi-automatického otteni pozadi, normalizovat ziskané vysledky a tekzpdusit

interpretaci
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Obr. 4.9. Exprese diferenc¢igich znak myeloidnitady (CD33) a znaku progenito(CD34)

na myeloidnich liniich MV4;11 (zeléh NB-4 (mode), BCP-ALL burénych liniich RS4;11
(oranzov), NALM-6 (¢erverg), SUP-B15 {errg) a na T-ALL linii Jurkat (Zlu) stanovena
imunofenotypizaci na ptokovém cytometru. Na x ose MFI fluoresée& konjugovanych
protilatek proti znakm CD33 a CD34, na y ose podil urv %.
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Obr. 4.10. Exprese diferenéidch znak myeloidnirady (CD33) a znaku progenitofCD34)

na myeloidnich liniich MV4;11 (zeléh NB-4 (mode), BCP-ALL burénych liniich RS4;11
(oranzov), NALM-6 (¢erverg), SUP-B15 {errg) a na T-ALL linii Jurkat (Zlu¥) stanovena
multiplexni sady protilatek. Na y ose log MFI sti@pdinu-PE, na x ose FPLC frakce 1-24.

Na Obr. 4.11. (str. 59) je vyjéeha korelace deviti diagnostickych zaakérenych na FC

s daty ziskanymi naSi technikou. Body kolem regregimky predstavuji antigeny u dané
linie, kde okt metody detekovaly stejrvysokou Urove exprese. Data ziskana pomoci obou
pouzitych metodickych postipszajemré dolre koreluji. Nicmén nekteré protilatky v nami
pouzité multiplexni sad protilatek maji vysokou nespecifitéi nizkou afinitu, jak jsme
prokazali nagiklad u anti-CD19 (klon HIB19), a bude peba je nahradit jinymi klony.
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Obr. 4.11. Korelacexprese znakCD33, CD34, CD38, CD44, CD45, CD58, CD7, HLA-DR
a IgM stanovené imunofenotypizaci a pomoci mulkipiesady protilatek na bgtnych
liniich REH, NALM-6, SUP-B15, TOM-1, Jurkat, KS6 ZEM, RS4;11, NALM-24, NB-4,
MV4;11. Na y ose log MFI fluorochromu konjugovanénadanou protilatkou, na x ose log
MFI streptavidinu-PE (data zpracoval K. FiSer).

4.2.2. InhibiceBCR-ABL1 pozitivnich bunék imatinib mesylatem
(Glivecem)

DalSim cilem validace metody multiplexni sady pévék bylo zjistit, zda metoda citlv
zachycuje zrény prognostickych znakv proteomu leukemickych bgk. K tomuto @elu

bylo vybrano I€ivo imatinib mesylat (Glivec) o finalni koncentrdduM, se znamym
zpasobem dinku. Glivec se reverzibithvaze na fuzni protein BCR-ABL1, tato kinasa je
nasledg defosforylovana, inhibovana, bitmy cyklus se zastavuje atky snetuji do
apoptosy’> Zmény proteomu po inhibici Glivecem byly studovanydgiech bugenych
liniich (BV-173, K562, SUP-B15 a TOM-1), u nichdbjstyto znény popsany a mohou tak
slouzit pro dislednou validaci nasi metody. Po inkuba¢iMa s bug¢nymi liniemi po dobu
24h v 37°C a 5% C&sme stanovili procento apoptotickych a Zivych #upomoci
fluorescekiné znateného Annexinu V. a propidium jodidu (PI). Jedniraggntovanym
grafickym gikladem je nezinéné procentualniho zastoupeni Zivych a apoptotickyotik
po inhibici Glivecem bugené linie TOM-1, ktera je na pouZit&leo rezistentni (Obr. 4. 12.).
Linie BV-173, K562 a SUP-B15 reaguji ha inhibicevétem vyraznym sniZzenim procenta
Zivych burgk a vzifistem procenta bk v apoptose. Podélasreé apoptotickych bugk mezi
kontrolnim a Glivecem inhibovanym vzorkem se uddmych liniich BV-173 a SUP-B15



nelisi, zvysuji se pouze podily hikwv pozdni apoptotické fazi. U béné linie K562 byl po
inhibici Glivecem zachycen procentualniimiirpopulace bufk v ¢asné apoptotické fazi
spol&né se zvySenim procenta hiknv pozdr apoptotické fazi (Tabulka 4.1., str. 61). Jak jiz
bylo fe¢eno u buwcné linie TOM-1 se procentualni zastoupeni Zivyapaptotickych bugk

po inhibici Glivecem nezgnilo a tato linie je naijsobeni Glivecu rezistentni (Obr. 4. 12.,
Tabulka 4.1., str. 61).

mrtvé bufky
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Obr. 4.12. Detekce apoptosy u TOM-1 Bkinpo 24h inhibici Glivecem (vpravo) a
kontrolnich TOM-1 bu&k (vlevo). Na ose x MFI Annexinu V-Dy647, na os®il PI.

Tabulka 4.1. Procento Zivyckasré apoptotickych, pozdnapoptotickych a nekrotickych
burgk linii BV-173, K562, SUP-B15 a TOM-1 po 24h inhibfuzniho proteinu BCR-ABL1

Glivecem.

o podil casré podil pozds i L
oo podil zivych o o podil nekrotickych
Bung¢na linie apoptotickych apoptotickych
burgk [%] burgk [%]
burgk [%] burgk [%]




Kontrola 51,7 4,45 42,9 0,89
BV-173
Glivec 38,8 4,67 55,2 1,4
Kontrola 54,7 1,85 42,8 0,64
K562
Glivec 19,1 9,27 67,5 4,06
Kontrola 52,1 6,88 39,6 1,38
SUP-B15
Glivec 37,2 4,26 57,4 1,12
Kontrola 72,7 1,6 24,8 0,89
TOM-1
Glivec 72 2,21 24,9 0,81

Po detekci utenych apoptotickych zén pisobenim l&iva Glivec na bu&né linie jsme nasi
metodu validovali stanovenim 2m v expresi¢i posttranslani modifikaci (fosforylaci)
proteini ziastrénych v signalizéni draze pod kinasou BCR-ABL1, apoptose a mezitnuh
adhezivit. Po inhibici Glivecem se sniZila celkova tyrosiao¥osforylace bu&ného
protecomu u vSech pouzitych hinych linii a fosforylace protein (nag. SLP-76)

v signaliz&ni draze kinasy BCR-ABL1 (Tabulka 4.2., str.62ikjady na Obr. 4.13., str.63)
Protein. SLP-76 (LCP2, lymphocyte cytosolic prot)nse nachazi v signalias draze pod
BCR-ABL1 kinasou, jeho {sobenim dochézi k remodelaci aktinu a naslednémasmwi
membrany?® Pasobenim I&iva Glivec je také &pen enzym PARP (poly(ADP-ribosa)
polymerasa). U bugnych linii K562, BV-173 a SUP-B15 (na rozdil od k&meé linie TOM-
1) dochéazi k ndistu koncentrace &eného PARP (Obr. 4.13., str.63)g@iny PARP je
znakem apoptotizujicich bék’? Bunséna linie TOM-1 je rezistentni na inhibicidigéem
Glivec, data jsou v souladu stanim nezrminéné apoptosy pomoci Annexinu V. a PI (Obr.
4.13., str.63). Mechanismenigpbeni DNA vazebného enzymu PARP, ktery stanovujgne
vazba a detekce zlamna DNA s naslednym vyslanim signalu a k aktivapara&niho
programu nebo apopto&yV pozdsijsich stadiich apoptosy je PARRg®n caspasou-3 nebo
caspasou-7 na dva fragmenty o velikosti 89kDa aD24které obsahuji aktivni centrum,
respektive DNA vazebnou doménu, a tim je inaktaro'#® Toto $&peni zabrauje nekrose
bchem apoptosy, aby nedo$lo k z&ar® Mezi dalsi proteiny, u kterych seé&ni hladina
exprese po inhibici Glivecem, pahag. CD18, LAT2 a CDKN1A (Tabulka 4.2., Obr. 4.13.,
str. 63). Antigen CD18 jeudezita adhezivni molekula, ktera giatio rodinyp2 integrin.
Integriny  jsou heterodimerické transmembranové @uowé receptory, které
zprostedkovavaji mnoho interakci (napinterakce biika-buika nebo bitka-matrix)®*
Takoveé interakce jsouitkzité v fiznych procesech, jako je rapmnunitni funkce, trombosa a
morfogenez&' LAT2 (neboli NTAL) je transmembranovy adaptoropgotein, ktery hraje

klicovou roli v signalizaci povrchovych recepioB-lymfocyti, monocyt a NK burgk.®?



Poslednim zmignym proteinem je molekula CDKN1A (p21), ktera inhib cyklin
dependentnich kinas gobuje zastaveni b&mného cyklu ve fazi @G.% Ve vsech
sledovanych liniich doSlo po inhibici Glivecem keygZeni exprese tohoto proteinu, ktery
zastavuje buktnou proliferaci. V Tabulce 4.2. jsou uvedenyény expresesi fosforylace
dalSich proteifi, které se ¢&astni bumiéné proliferace (CDKN2D, FOS atd.), maji
proonkogenni &inek (AFF1) nebo jsou sdéasti dalSich intracelularnich signélnich drah,

nag. Wingless signalizai drahy (LEF1)

Tabulka 4.2. Rehled protein, jejichz expresed( fosforylace) se zinila 2krat (vyznaeno
tuéné) alesp@ u dvou pouzitych linii po inhibici fuzniho proteinBCR-ABL1 imatinib
mesylatem (Glivecem), v pravém sloupci uvedenébam proces, kterého se dany protein

Uc¢astni. (data zpracoval T.Kalina)

protein TOM-1 K562 BV-173 | SUP-B15 ¢eho se dastni?
phospho-tyrosinel DOWN DOWN DOWN DOWN BCR-ABL1 signalizéni drdha
SLP-76_pY128 | DOWN DOWN DOWN DOWN BCR-ABL1 signalizéni draha
RASA1 DOWN DOWN DOWN DOWN BCR-ABL1 signaliz&ni draha
PARP1_cleaved| unchanged UP upP upP apoptosa
CD18( ITGB2) DOWN | unchanged DOWN DOWN adheze
LAT2 unchangedq DOWN upP DOWN Adaptorovy protein
CDKN1A uUpP upP uUP uUpP proliferace
CDKN2D unchanged DOWN uUP DOWN proliferace
E2F1 DOWN DOWN UP DOWN proliferace
FOS DOWN DOWN DOWN DOWN proliferace
TTK DOWN upP upP unchanged proliferace
AFF1 DOWN UP DOWN | unchanged protoonkogen, transkrgni faktor
LEF1 DOWN uUP UP DOWN | WNT/Wingless signalizai drdha

UP - zvySena exprese/fosforylace, DOWN - snizen@rese/fosforylace, unchanged - beze émyn

v expresi/fosforylaci

Vysledky tohoto experimentu jednozima prokazaly, Ze metoda multiplexni sady protilatek
je schopna zachytit z¥ny expreseci posttranslani modifikace (nap fosforylace)
jednotlivych protei pii bunécném dji. Zmeény exprese & posttranslani modifikace)
jednotlivych proteifi navic mizeme studovat v multiplexnim provedenhbm jednoho
experimentu, coz poskytuje zZmeou vyhodu aplikace této metody. Takovyrtikadem
komplexniho pohledu na zZmy celého proteomu je chovani iné linie TOM-1

v pritomnosti I€iva Glivec. RestoZe je buitna linie TOM-1 rezistentniu¢i apoptotickému



MFI streptavidin-PE

signalu, jak ukazuje nezinéna hodnota expreseipeného PARP proteinu (Tabulka 4.2., str.
62), po fisobeni léiva Glivec se jeji proteinovy profil émi a mohou tak byt zachyceny dalSi
probihajici bua¢né procesy. Tyto zémy postihuji pedevSim proteiny asociované se
signaliz&ni drahou kinasy BCR-ABL1, zény v buré¢ném cyklu a zrny souvisejici

s adhezivitou bu¥k, které nejsouitsledkem Sipeni proteid pii apoptose.
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Obr. 4.13. Fklady proteirt, jejichz exprese (nebo fosforylace) seénita 2krat alespd u
dvou pouzitych linii po inhibici fuzniho proteinudR-ABL1 imatinib mesylatem (Glivecem).
Kontrolni vzorkycerrg, Glivecem inhibované vzorkyerveré. Na y ose MFI streptavidinu-
PE, na x ose FPLC frakce 1-22arové grafy vytveil J. Stuchly, v hranaté zavorce uveden

klon protilatky.

4.3. RozliSeni tyd leukemii pomoci multiplexni sady protilatek

Jelikoz se nam potito GspSre validovat pomoci dvou fstupi nasi metodu multiplexni
sadu protilatek, pouzili jsem ji nasledik imunofenotypové charakterizaci 33 pacientskych
vzorki, u wtSiny z nich byla pravdiagnostikovana leukémie. Jednalo se o0 21 BCP-fd L
toho dvakrat relaps),sp T-ALL, jednu CML, gt AML a jeden B-buteny lymfom. Ctyii



pacientské vzorky byly zéteny v duplikatu, vikznych experimentech. Pro &eni kvality
multiplexni sady protilatek jsme data pacientskyzbarki porovnali s daty leukemickych linii
(n=11, 5x duplikat, 2x triplikat, 1x tetraplikaty.Sechna data byla zpracovana K. FiSerem,
véetre normalizace na kontrolni proteiff mikroglobulin) s naslednou poloautomatickou
detekci vrchal nagarovém grafu, které byla pouzita ke kvantifikadteinové expresé€isla
vyjadtujici plochu pod Kvkou jednotlivych vrchal pak byla pomoci programu MeV
zobrazena na tzv. ,heat-map“ (podéljako DNA-expresni profily) a pomoci tzv. Pearson
korelace byly jednotlivé vzorky sléany do korespondujicich skupin (anglicky cluster
analysis).Pomoci nami validované metody debodliSime jednotlivé typy leukemii (Obr.
4.14., str. 65). Do jednotlivych skupin se podlasitkych imunofenotypovych kritériadi
pacientské vzorky a leukemické linie BCP-ALL, T-ALB myeloidnimi leukemiemi.
Vzhledem k tomu, Ze jsmedh k dispozici pouze jeden pacientsky vzorek CML 3R C) a
jednu CML leukemickou linii (K562, L_28 C), tato igkina se neoddila od ostatnich
myeloidnich leukemii. Vzorky myeloidnich leukerjéko jediné exprimuji myeloidni znaky
(nap. CD33). Vzorky T-ALL se vyznauji expresi znak CD2, CD3, CD4 a CD7.
Vzorky BCP-ALL se odliSuji tim, Ze neexprimuji amispecifické ani myeloidni znaky a
exprimuji rekteré z B-specifickych znak jako jsou nap B-specificky transkrigni faktor
Pax5, CD72 nebo CD19. Na zakiadéchto vysledk miZzeme konstatovat, Zze nami
validovand nova metoda - multiplexni sada protdateje vyuzitelnd i pro zpracovani
klonickych vzorki a tedy i pro diagnostiku a vyzkum leukemii. Vyhadeami validované
metody je zvySeni moznosti automatizace ¥ndpPLC) ¢i semi-automatizace (nap

zpracovani vysled® postupu s moznosti detekce 1152 Znladhem jedné analyzy.
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Obr. 4.14. ,Heat-map“ zobrazujici v§bdat z MEM frakci pacientskych vzarkn=37) a

leukemickych linii (n=22). Horizont&tnjsou zobrazeny jednotlivé vzorky (P-pacientsky

vzorek, L-vzorek bu&né linie, N-vzorek lymfocyt a monocyi krve zdravého darce, #h

anonymizaci jsou vzorky pouzecislované), vertikalé jsou zobrazeny vybrané éhené

diagnostické znaky. Zelena barva udava, Ze dank emiisluSném vzorku neni detekovan,

cervend barva znamena pozitivitu daného znaku. Br{iaeskupina) = BCP-ALL, C = CML,
T (modr& skupina) = T-ALL, M (oranZova a Zluto-aeh skupina) =AML, BM = hybridni
leukemie B-myelo, TM = hybridni leukemie T-myeldnBm = B-burg¢ny lymfom.

4.4. Detekce proteinu Ikaros




Poslednim fkladem aplikace metodickehaigtupu multiplexni sady protilatek sledovani
exprese proteinu Ikaros. V poslednich letech seujkaZe delece v genkZF1 a nasledna
exprese kratkych isoforem mRNA a proteinu Ikaresyyznamnym prognostickym znakem
leukemickych buek.®* Kratké isoformy, které nemaji DNA vazebnou domésminésledh
nedostanou do jadra a nemohdisqbit jako transkrigni faktor. Protoze je planovan projekt
sledovani exprese proteinu Ikaros u primarnichikizakutnich leukemii pomoci multiplexni
sady protilatek a korelac&chto dat s vysledky zém na Urovni DNA a RNA (laborato
molekulani genetiky, Jana Volejnikova) bylelia ov¥fit, zda naSe metoda je schopna tyto
zmeny detekovat. Vzhledem k tomu, Ze mame k dispog@ize jeden imunoprecipitujici
klon protilatky proti proteinu Ikaros (klon H-100)e nutné pomoci jinych proteomickych
metod o¥fit, zda pomoci multiplexni sady protilatek skirt& sledujeme protein Ikaros a
nejedna se pouze o nespecifitu dané protilatky.

Pomoci multiplexni sady protilatek jsme byli schogetekovat protein Ikaros ve vybranych
burgénych liniich akutnich leukemii. Jednalo se o d&mé linie exprimujici protein lkaros
v rozdilné fornd: (i) bez deleci DNA vazebnych domén (NALM-6, REH)) s delecemi
DNA vazebnych domén (SUP-B15, NALM-24arovy graf (obr. 4.15.) ukazuje MEM

frakce (které obsahuji i DNA vazebné proteiny) ¥8karecnych linii.

Ikaros_H-100
A
w 2 SUP-B15 delece exonu 4-7
o @ e NALM-6 bez delece...vazba na DNA
& — m— NALM-24 delece exonu 4-7
5 S—| — REH bez delece...vazba na DNA
= =
£ | &7
o | &7
"‘7'-) -
b =
= T RAASS RERES
5 10 15 20
FPLC frakce

Obr. 4.15. Exprese proteinu lkarogtyi leukemickych linii v MEM subcelularnich frakcich
(obsahujici i DNA vazebné proteiny). SUP-B15 @utNALM-6 (oranzo¥), NALM-24
(Cervert) a REH €errg). Tetkovana linie vyjaduje hladinu signalu iigd normalizaci dat,
plna linie vyjaduje hladinu signalu po normalizaci. Na y ose MFégtavidinu-PE, na x ose
FPLC frakce 1-24.

Pro burcné linie NALM-6 a REH, které skute¢ exprimuji formy proteinu lkaros

schopné vazby DNA (Volejnikova, nepublikované vgg&ld, nalézame maximum v 11.FPLC



frakci. Proto jsme pouzili protilatku anti-lkaroklgn H-100) na imunoprecipitaci a izolaci
proteinu Ikaros z bugtnych lyzati dvou BCP-ALL bugcnych linii NALM-6 (bez delece
IKZF1) a SUP-B15 (s dele¢KZF1). Ziskané vzorky jsme ro#lili na akrylamidovém gelu
pomoci SDS-PAGE a naslefin(a) penesli na nitrocelulézovou (NC) membranu a
vizualizovali pomoci ECL nebo (b) obarvili pomoad@nassie Brilliant Blue R250

U linie SUP-B15 (obr. 4.16., str. 68) byl ziskanziioni signal imunodetekci NC
membrany po elektr@pnosu proteinu o0 molekulové hmotnosti 40-45kDa uripprecipitatu
z celkového lyzatu., ktery, podle vyrobce protijaidonu H-100, odpovida proteinu Ikaros
Dale vidime signal odpovidajici 60kDa, ktery jespé$ protein G z precipitujich kaék a
vice drobwjSich signdl s molekulovou hmotnosti 100-150kDa, které odpgvida
imunoprecipitujici protilatce anti-lkaros klon HQ.@ jejim gipadnym fragmerim. V celém
burgcném lyzatu bez imunoprecipétaiho kroku byla pozorovana vysoka nespecifita digna
ktera mize byt zisobena i velkou nanaskou na SDS-PAGE a tedy Spatidgmim proteitd.
Naproti tomu buina linie NALM-6, kter4 exprimuje proteiny lkaros daleleci DNA
vazebnych domén, byl nalezen 8ilpozitivni signdl odpovidajici molekulové hmotnosti
70kDa. Pro obaifpady byla provedena i detekce protejpomoci protilatky proti aktinu,
ktera prokazaldast&nou kontaminaci imunoprecipitatu timto proteinem.
Barveni gel pomoci Coomassie Brilliant Blue R250 detekujerstegignaly, pouze v nizsi
miie, nez vizualizace imunodetekci (obr. 4.16. A,&8). V celkovém lyzatu bwk SUP-B15
vidime nejsilijSi signaly kolem 43kDa, v celkovém lyzatu BrNALM-6 jsou nejsilr&]Si
signaly detekované kolem 70kDa. Prouzky vizualiz@&/@omoci Coomassie Brilliant Blue

R250 budou nasledranalyzovany na hmotnostnim spektrometru.

SUP-B15
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Obr. 4.16. Porovnani barveni g§ebztokem Coomassie Brilliant Blue R250 (A) s ECL
vizualizaci (B) u dvou linii SUP-B15 (naie) a NALM-6 (dole). (A) — gel barveny v roztoku
Coomassie Brilliant Blue R250, (B) — ECL vyvolanatdatkou anti-lIkaros (klon H-100), (C)
— ECL vyvolana protiladtkou anti-aktin (polyklon&jgma-Aldrich). 1-standard molekulovych
hmotnosti, 2 — imunoprecipitat z celkového lyz&w, celkovy lyzat. P&tesni mnozstvi

burgk v kazdé jamce: 200 milidin

5. Diskuze

Hlavnim tématem mé diplomové prace bylo testovamalaovani multiplexni sady
protilatek na leukemickych vzorcich. Leukemie jg¢astjSi nadorové onemoéni u dti,
negastjSimi formami této nemoci je akutni lymfoblastickbhukemie (ALL) a akutni
myeloidni leukemie (AML) a proto jsem se ve svécpréantiila predevSim na tyto dv
formy. Leukemie je neolégjné¢ komplexni onemoacmi, leukemické biiky obsahuji znéné
mnoZstvi aberaci ve svém genomu a tudiZ i ve svestegmu. Vyzkum a diagnostika
détskych leukemii na urovni DNA, pép mRNA, jsou dnes schopny zachytit rozsahlé
mnoZstvi zmin na Grovni genetické informace (DN&py, expresni profilovani atd).

V poslednich letech se vSak stale vice sledujérgmv proteomu leukemickych beik,

protoZze pra¥ samotna exprese, posttraggliamodifikace a aktivace protéinsou klicovymi



diji ve vlastni patologii nemoci.Sady protilatek p#t mezi metody, které jsou schopné tyto
stavy detekovat. Nd&jklad Kornblau a kol vytvili tzv. ,Reverse phase protein array”
pomoci které proteomicky profilovali 320 vzérRAML. 3
Multiplexni sada protilatek je metodderou jsme zavedli névv naSi laboratio

(CLIP-Cytometrie, KDHO 2.LF UK a FNM, Praha) ve §garaci s pracovigm dr. Lund-
Johansena (Rikshospitalet, Oslo, Norsko). Prighdylo nutné otestovat postugipravy
burg¢nych lyzafi. Testovanim lyzétburgénych linii, které nebyly rozdeny na subcelularni
frakce, slyzaty, které byly rozny na d¥¢ subcelularni frakce (cytosolarni a
membranovou), jsme zjistili, Ze raddni lyzatu na d¥& subcelularni frakce zvysuje kvalitu i
kvantitu signalu skterych protilatek. Experimenty jsme provedli nambdeukemickych
bungénych liniich (giklady na obr. 4.1., str. 49), Zinebdu kapacity pedklddané diplomoveée
prace, ukazujemeiklady pouze na dvou bagnych liniich (SUP-B15 a NALM-6).
U nerozdéleného lyzatu se vyskytuje vyrazrvySSi pozadi a vlastni signakkterych
protilatek, nap. PKBK, je v tomto SumwEko odliSitelny. Navic u gkterych proteid, které
se vazi v ufitém komplexu, jehoz hydrodynamicky poldnse jen mélo liSi odgwodniho
proteinu, dochazi ke sjednoceni dvaieditych signai, nag. ABL1 a BCR-ABL1. K ¢mto
jevam dochazi prawpodobré diky tomu, Zze se snizuje schopnost dané protilatkyat
piislusny antigen v prosdi, kde se vyskytuje z&i@@ mnoZstvi ostatnich antigenProto
jsme se rozhodli pro nasledujici testy na primdrméckemickych vzorcich pouzivat protokol
piipravy bugéného lyzatu roz&leného na 2 frakce (cytosolarni a membranovou)d&eai
proteomu na dv subcelularni frakce je vhodné i diky tomu, Ze jssohopni sledovat
subcelularni lokalizaci (membranova a jaderna lakak vs. lokalizace v cytosolu a
v organelach) jednotlivych protéinTa se miZze nenit nagF. po aktivaci nebo vazbou s jinymi
proteiny. Vyhodou nasSehdiptupu je také schopnost detekovatlky proteini s podobnym
praibéhem, coz naziaje tvorbu komplexu, ktery lze nasledstudovat pomoci jinych
proteomickych metod (imunoprecipitace, Western,iatotnostni spektrometrie)tikladem
takového komplexu mohou byt proteiny CD3 a TRIM (Oh2., str.50%° ProtoZe jsou vSak
naSe experimenty na primarnich leukemickych vzardimitovany mnozstvim dostupného
materialu, v gkterych dilezitych malobui¢nych vzorcich (pod 5mil bwk) pouzijeme plny,
nerozaleny lyzat.

DalSim moznym &enim burkcného proteomu je roztkni na 4 subcelularni frakce.
Toto rozaleni zatim neni optimalni, proteiny s charakteskgiu subcelularni lokalizaci, nap
ABL1, detekujeme v jinych frakcich nez Ize dled#@riry aGekavat. ProtoZze se nam vSak zda

rozkleni proteomu na 4 subcelularni frakce vhodnou dwioke sledovani lokalizace a



vnitroburé¢ného transportu jednotlivych protéinna protokolu dale pracujeme s pouzitim
jinych detergent. Dilezité ale bude zaji&i reprodukovatelnosti a zabggnd nahodné
kontaminace jedné frakce jinoujpadre nalezeni optimalnich internich kontrol.

Potvrdili jsme, Ze ktiovym krokem pro usggnou extrakci DNA-vazebnych enzym
nag. PARP, je zvySeni iontové sily. Tento jev byl\yifiterature vicekrat pops&ha my jsme
ho v naSem postupu Gsie aplikovali.

Pro moznost dalSiho vyuziti multiplexni sady péigk (& uz se jedna o klinické,
vyzkumnéci publikacni moznosti) bylo nutné tuto metodu validovat. Mktgsme validovali
(i) porovnanim imunofenotypovych dat ziskanych kdesu technikou pomoci ptokové
cytometrie s daty ziskanymi multiplexni sadou pabek u 11-ti leukemickych linii a (ii)
sledovanim zrm proteomu BCR-ABL1 pozitivnich linii po inhibici imatinib mesylatem.

Imunofenotypova data ziskana pomociitpkové cytometrie jsme porovnali s daty
z multiplexni sady protilatek pro diagnostickyileZité znaky : znaky asociované s T-
bunéénou, B-burcnou a myeloidni vyvojovou linii a dale znaky nepsdl. Zjistili jsme, Ze
obecrg data zé&chto dvou metod ddb koreluji, existuji vSak protilatky proti titym
znalkim, které v multiplexni sadprotilatek funguji Spath (neimunoprecipituji nebo maji
nizkou afinitu k antigenu). Takovou protilatkourjeg. anti-CD19, ktera je v sadrotilatek
zastoupenaemi klony (3H1083, H-300, HIB-19), z nichz ani jedeebyl schopen detekovat
tento znak s dostateou afinitou. DalSi protilatka, kterd vykazuje migkafinitu ke svému
antigenu, je anti-CD34 (klon 4H11). Ostatni prakia jako jsou nap anti-CD3, anti-CD4,
anti-CD10, anti-IgM nebo anti-CD33, detekuji damdigeny na leukemickych kkach ve
stejné ¢ velmi podobné) nie, jaka byla zji&na pomoci klasické imunofenotypizace na
priatokového cytometru (i za pouZziti jinych klin Validace probih& postupnvSechny klony
protilatek, moZznosti jejich vyuziti i pouzité vadithi metody zaznamenavame v &ov

vytvoiené databazi hftp://www.bioinformin.nex Pouziti validovanych protilatek je tedy

nasledd mozné i nap v klinickych aplikacich, jako je diagnostika azkgm leukemii.
Limitujicim faktorem nize byt procento leukemickych blagii diagnéze. V pipact vétSiny
détskych akutnich leukemii se ale procento llapbhybuje kolem 90%, 10%fimés
zdravych leukocyt v pacientskych vzorcich nijak neovlivnilofazeni pacientskych vzark
podle klasickych imunofenotypovych kriterii.

Imatinib mesylat (Glivec) je d&o, které inhibuje aberantnexprimovanou kinasu
BCR-ABL1, ktera indukuje leukemogené&8iTento komplikovany proces byl jiZz v jinych
studiichc¢asto sledovan a v dostupné literatye detaild popsan. Diky tomu se nam tento

model jevil jako idedlni pro vlastni validaci nagchniky. Nejprve jsme pomoci ztemi



burgk Annexinem V. a propidium jodidem sledovali, zda&livec spousti apoptosu
inhibovanych bu&nych linii. Zjistili jsme, Ze linie TOM-1 (jako jeda z pouZzitych linii) je
rezistentni na apoptoticky signal vyvolany Gliveceiento jev byl popsan jiz v jinych
publikacich, nap Montiel-Duarte et el, 2008:%” Proteomické zrmy bursené linie TOM-1
tedy souvisi pouze s inhibici signakina drahy pod BCR-ABL1 a ne s degradaci praigi
apoptose. BCR-ABL1 je konstitutivni kinasa, po jejhhibici doSlo ke sniZeni celkové
tyrosinové fosforylace protein(Phosphotyrosine-klon 6d12) a fosforylace prateikteré
jsou v signalizani draze spushé aktivaci BCR-ABL1. Mezi takové gatnag. SLP-76, u
ktereho bylo jiz dive prokdzano, Ze se nachazi v signahizaekaskad pod BCR-ABL1
vedouci k remodelaci aktinfd. Dale jsme zjistili snizeni adhezivity inhibovanytlursk
(snizeni exprese adhezivni molekuly CD18 bylo fipgano v publikaci van der Kuio et al,
200P¥), zastaveni butného cyklu (zvySeni exprese inhibitoru bémého cyklu CDKN1A
demonstrovali Keeshan et al, 2693a indukci apoptosy @&peni PARP jako znaku
apoptotickych bugk popsali Moehring et al, 2085. Pomoci multiplexni sady protilatek
muzeme specificky i kvantitativndetekovat zrény na Urovni proteiin, ke kterym dochazi po
inhibici/stimulaci ugitym Ié¢ivem. Multiplexni sada protilatek tedy bude, s @alfridanymi
antigeny, vhodna i pro sledovani odpdivna I&bu u dtskych pacient s akutni leukemii.

Nasledg jsme stanovili asgsné validovanou technikou proteinovy profil primarnich
leukemickych vzorik détskych pacienit odebranych z kostni feiné v doke diagndzy.
PredevSim nas zajimalo, zda-li jsme schopni odkglhptlivé typy leukemii podle klasickych
imunofenotypovych kriterii (tedy podle jiz pouziwah diagnostickych linio¥ specifickych
znali) a nasled& pak vyhodnocovat expresi novych antigekteré jsme vybrali z literatury
a z dostupnych DNA-expresnich préff® Multiplexni sada protilatek ndm takovou moZnost
dava, T-ALL, BCP-ALL a AML vzorky (diagnostickeé weky i leukemickeé linie) byly velmi
dohe slokeny do odpovidajicich diagnostickych podskupin.

Multiplexni sada protilatek navic detekuje vysokyocet diagnostickych a
prognostickych prvi (v multiplexni sad protilatek pouZzité v této diplomové praci asp
proslo validaci celkem 400 protilatek)imz zvySuje moznost celkového pohledu na stav
burgk (viz nag. I&ivo Glivec u bugcné linie TOM-1). Tato technika navic uninge
automatizaci¢i semi-automatizaci jednotlivych krék ¢imz se vyznamh usnaduje a
urychluje cely postup. Multiplexni sada protilatigktedy vhodnou analytickou metodou k
detekci zn&ného mnozZstvi antigén diky ¢emuz se nabizi aplikace ve vyzkumu i v klinické

praxi.



Dulezita pozorovani, nd@pexprese prognostického znaku lkaros, musimewi®vat
dalSimi metodami (Western blot, hmotnostni spekéti®). Protein lkaros je v séasné
dok® hlavnim kandidatem #ad novych prognostickych znak V poslednich letech se
ukazalo, Zze monoalelické delece genu pro lkatigK1) na urovni DNA ma prognosticky
vyznam, tyto delece totiz predikuji zvySenou pematiobnost relapsu leukenfie®
V laboratdi CLIP-Cytometrie, kterd zarovieslouzi jako diagnosticka laborataltskych
hematologickych malignit iedevSim leukemii), planujeme detekovat proteindkgyomoci
multiplexni sady protilatek u néwiagnostikovanych pacientVhledem k tomu, Ze mame
v sad protilatek pouze jeden klon (H-100) protilatky ialkros (ostatni nejsou vhodné
k imunoprecipitaci), je nutné eékit specifitu tohoto klonu jinymi metodami. Jako redardni
ovérena metoda pro vlastni detekci proteinu lkaros teylalena metoda Western blot a
nasledna analyza proteinu lkaros separovaném porS@$-PAGE na hmotnostnim
spektrometru. Protein Ikaros jsme detekovali u dB@P-ALL linii (SUP-B15 a NALM-6)
pomoci metody elektrdpnosu proteiln na nitrocelulosové membrany s néaslednou
imunodetekci. Protilatka anti-lkaros H-100 detekavaroteiny pouze v neredukujicich
podminkéach. U linie SUP-B15 (linie s deleci gdiZF1) byl ziskan signal o molekulové
hmotnosti 45kDa, tedy ve vySce, kde signal dekdakyjrobce protilatky. U linie NALM-6
byl monitorovan signal o molekulové hmotnost 70kMahledem k tomu, Ze jsme tento
signél detekovali ve stejném n#st linie NALM-6 ve tech nezavislych experimentech a tato
velikost na SDS-PAGE gelu jiZ byla v uvedena v kati He et al, 200%, miZzeme vylouit
nespecifitu protilatky. Prawgodobré se jedna o jinou isoformu proteinu Ikaros. Vzorky
z SDS-PAGE byly odeslany na testovani M. Sulcowdbg@ratd charakterizace molekularni
struktury MBU AV CR).



6. Zaver

V piedkladané diplomové praci jsme testovali a valitiavavou metodu multiplexni
sadu protilatek, pomoci niz chceme nastesladovat expresi vybranych protéi(nag. now
objevené prognostickeé faktorygtdkych akutnich leukemii.

Nejprve jsme na leukemickych hbigmych liniich otestovali 3 tzné protokoly
piipravy burcnych lyzat pro multiplexni sadu protilatek. Nejvhoggim bylo rozdleni
bunééného lyzatu na dv subcelularni frakce, tento postup jsme aplikovatia primarni
diagnostické vzorky.

ProtoZze je multiplexni sada protilatek novou tekbnj bylo nutné ji dkladn
validovat. Validaci jsme provedli dma zgisoby:

1) Srovnanim imunofenotypu 11-ti leukemickych Beémych linii stanoveného naSi
multiplexni sadou protilatek s klasickou technikwaiptokovém cytometru, ktera se
standarda pouziva pro imunofenotypizaci. Zjistili jsme, ZétSina diagnostickych
znalki mezi olgma metodami dadle koreluje a multiplexni sadu protilatekiheme
dale pouzivat pro imunofenotypizaditskych leukemii.

2) Pomoci multiplexni sady protilatek jsme sledovatiémy v expresi / fosforylaci
proteini po inhibici burk ¢ty leukemickych linii BZn¢ pouzivanym l&ivem
imatinib mesylatem, u kterého je debpopsan vliv na tyto linie. Nasi technikou
detekované zmy proteomu odpovidaly jiz itbe popsanym zgmam a proto
multiplexni sadu protilatek Ize pouzivat pro sledloivznén intracelularnich protein
po inhibici / stimulaci leukemickych bgk.



Pomoci &chto dvou pistupi validace jsme prokazali spravnost nasi technikyoali jsme ji
aplikovat na primarni diagnostické vzorky s cilenr¢emi typu leukemie u iz
diagnostikovanych pacieit Zjistili jsme, Ze multiplexni sada protilatek hdz jednotlivé
typy leukemie (BCP-ALL, T-ALL nebo AML) a nami stamena diagndza vetsing pripad
korelovala s klinicky stanovenym obrazem diagndagignti. Na rozdil od klasickych metod,
nami validovana metoda testuje mnohonasob¥tSi paet znaki. Pokud bychom chl
vSechny tyto znaky stanovit, je naSe technika uyraychlejSi nez standardni metodika.

Jednim ze zkoumanych prognosticky vyznamnych prbte protein lkaros. Pomoci
multiplexni sady protilatek jsme zjistili expreshibto proteinu ve dvou leukemickych liniich,
nasledg jsme ji potvrdili i pomoci Western blotu. Vzhledekitomu, Ze je nutné @it
specifitu pouzité protilatky, budou signaly detekné pomoci Western blotu dale
analyzovany hmotnostni spektrometrii a porovnanyyskytem mutaci, SNP i
exprimovanych isoforem, abychom ziskali nové pdanab funkci proteinu Ikaros
v leukemickych biikach.

Biologické chovani a odpeéd leukemickych buk na l&bu je tfizeno interakci
mnoha proteifi zapojenych do furidnich celki (drah), které kontroluji zasadni hkigné
funkce (proliferaci, aktivaci, apoptosu atd.) Jdytéieba vyvijet nové nastroje, které jsou
schopny detekovat zti@é mnozstvi aberaci vzniklé v leukemickychikéch a které bude
mozno aplikovat v zakladnim vyzkumu. Validovana tipléxni sada protilatek je slibnou
technikou pro detekci imunofenotypu nc¢i zmeén v intracelularnich signalnich drahach po
inhibici burgk cilenou terapii, kterou jsme schopni rychle sled@ozsahlé zgmy proteomu
leukemickych buek détskych pacient. V kombinaci se saiasré pouzivanymi metodami
slibuje ginéstfadu prakticky vyuZzitelnych pozndiks hematologii a v souvisejicich oborech

(imunologii, onkologii)
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