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Seznam pouzitych zkratek

Bp par bazibase paiy
CD diferenciani antigen ¢luster of differentiation

cDNA  komplementarriettzec deoxyribonukleové kyselinyikizci kyseliny
ribonukleové&e¢py DNA

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleosidtrifosfat

EDTA  disodnad kyseliny etylendiaminotetraoctove, dihydrat
FISH fluorescetni in situ hybridizace

GD; disialogangliosid

HPCs hematopoetické progenitorovékyu

MACS magnetické&idéni burek (magnetic cell sorting)

MHC Major Histocompatibility Complex

MOPS  kyselina 3 — morfolin propansulfonova

MRI zobrazeni magnetickou rezonamsé@netic resonance imaging
MRD minimalni zbytkova choroban{nimal residual diseae

MuLV  reverzni transkriptaza z mySiho leukengic& viru (murine leukemia virus
reverse transcriptase)

MmRNA  mediatorova ribonukleova kyselina

NBL neuroblastom

PBPC  progenitorova blia periferni krvegeripheral blood progenitor céll
PBS fosfatovy pufphosphate buffer salipe

PCR polymerazov@tzova reakce folymerase chain reactiypn



QBT vyvazovaci pufrequilibration buffe)

QC promyvaci pufmash buffey
QF vymyvaci pufrglution buffe)
RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina

RT PCR reverzhtranskrigni polymerazovéetézova reakce

SCID tZzky kombinovany defekt imunitysévere combined immunodeficiency)
TBE pufr Tris-borat-EDTA

Tris hydroxymethyl aminomethan



1. UVOD

Jednou z metod vyuZivanych experimentalni medicijgoprikaz gFitomnosti
malého mnozstvi odlidnych bélv hostitelské tkaniCasto se jedna o detekci lidskych
burgk v mySich tkanich po xenotransplantacich. Xenspkmtaty lidskych nador
imunodeficitnim zwviatim jsou v experimentalni onkologiasto vyuzivany hlavhjako
model pro testovani protinadorovychéilé Proto jsme se rozhodli zavést u nas
v laboratdi citlivou metodu s jejiz pomoci jsme schopni detekt minimalni mnozstvi
burgk obsahujicich lidskou DNA ve zécich tkdnich. Zavedli jsme metodu popsanou
BECKEREM (2002), ktera je zaloZena naikazu proclovéka specifické sekvence
DNA nachéazejici se na satelitu 17. chromozomu. Kikazu této sekvence DNA
vyuzivdme polymerazovoiettzovou reakci. Poprvé jsme &@ili, Ze tato sekvence se
krom& mySi nevyskytuje ani v tkanich opidéldcacus rhesus)psa, kralika, maete a
laboratorniho potkana.

Tuto metodu jsme pak vyuZili v pokusu, ktery se yxzab moznosti zlepSeni
reparace mozkovych l1ézi aplikaci hematopoetickyaggnitorovych bugk. V tomto
experimentu jsme sledovali migraci lidskych CD34kmenovych buék
implantovanych do hlod&ich mozki s druhostrannou fotochemickou lézi. Zggani
piitomnosti lidskych kmenovych begk jsme provadi ve vzorkcich zéiznych mist
mozkové tkaa hlodavd. V izolatech DNA jsme pomoci PCR hledali 850 bputiou
sekvenci vyskytujici se pouzeiloveéka.

Druhou oblasti naseho zajmu jeikaz burk mySiho neuroblastomu na zakiad

detekce mRNA pro mysi tyrozin hydroxylazu metodauHCR.

Cilem mé diplomové prace bylo:
1) Zavést a optimalizovat metodu PCR amplifikujici @tovéka specifickou

sekvenci a metodu RT PCR k detekci mySi tyrozinrbygazy



2) Owerit specificitu této metody na zi¥@nych druzich nepsgji vyuzivanych
k pokusim

3) Prowiit citlivost metod v dilénich experimentech

4) Vyuzit tyto metody v experimentch

5) Detekce experimentalni nadorové choroby v pokusazydgatech



2. LITERARNI RREHLED

2.1. Minimalni zbytkova choroba

MRD (z anglického minimal residual disease) definujefako pritomnost
Zivotaschopnych nédorovych hiknv organizmu v mnozstvi, které nelze detekovat
obvyklymi metodikami, tedy v obdobi takzvané klkéckompletni remise (vymizeni
piiznali a projevi onemocsni, nikoliv nemoci samotné). Mluvime o ni zpravidla
prabéhu nebo po ukafeni onkologické l&y. Pokud po minimalni zbytkové nemoci
patrdme v kostnit@ni, coz je ne&jastjsi, Ize morfologicky detekovatiipomnost asi 2-
5 % nadorovych butk mezi normalnimi bikami punktatu kostnirgné (JANOSSYet
al. 1988). Ri tomto zastoupeni nadorovych klnv kostni deeni to i difuzni infiltraci
znamena zhruba 1Dnedetekovatelnych nadorovych Bknv lidskémorganizmu. Za
minimalni nadorovou chorobu povazujeme teéiyomnost nadorovych bgk v kostni
dreni v mnozstvi mensim nez 5 nadorovychduma 100 (ECKSCHLAGER a PRUSA
2002). Nutnost zvysit citlivost metod kiazu nadorovych bwk v sowasnosti
stoupad se zavédim novych léebnych postujp jako je megachemoterapie a
transplantace progenitorovych hematopoetickychébugenové terapie nebo pouziti
modifikatori biologické odpowdi. Detekce MRD se v so¢asnosti stava nedilnou
souwasti diagnosticko t&bnych protokdl nejen u leukemii a lymfoiy ale i u
n¢kterych solidnich nadér(FUKUDA et al.2001, SUMERAUERet al.2001). Zvlas
dulezity je pfikaz i minimalniho mnoZstvi nadorovych kn ve Stpech
hematopoetickych progenitorovych kilnprotoze pouziti 8pt obsahujicich nadorové
buiiky by mohlo genést recidivu onemoéni (BRENNER 1996, SUMERAUERt al
2002)

Pro hodnoceni dynamiky MRD nebo vyvoje nadorovéltiate po zahajeni
protinadorové terapie stoupa vyznam kvantitativmietod ptikazu nadorovych bui.
Tyto metody wuji nejen pitomnost, ale i mnoZstvi nadorovych Bknve
vySefovaném materidlu. Mezi kvantitativni metody fbapnitokova cytometrie,
imunocytochemie a fluorescéni in situ hybridizace. V posledni dofsou zavadny i
kvantitativni nebo alespiosemikvantitativni metody PCR a RT PCR (SEEGERl
2000)



Diagnostika minimalni zbytkové nemoci je zaloZemapmkazu odliSnosti mezi
nadorovymi a zdravymi hkikami. Tento rozdil je nutné zjistit v debzachytu
onemocgni, kdy mame pro vyS&ni k dispozici dostatek nadorovych BlinPatrani
po MRD bez ,vstupniho* vySsgni v dolé zjevného onemoeni je malokdy Usgsné.
Proto je nutné provést v délstanoveni diagn6zgo nejpodrobsi imunologicke,
cytogenetické a molekul&frbiologické vyseeni nadoru (VICHA a ECKSCHLAGER
2005). Hlavnimi pedpoklady usgsnosti detekce MRD je volba vhodného znaku, ktery
je skutén¢ specificky pouze pro kiky daného nadoru a v§bnejvhodrijSi metody
pro pttikaz toho znaku.

Metoda vhodna k vySini MRD musi spgilovat nasledujici poZzadavky:
Detekce subklinického relapsu onemé&tinpo ukortené |€be.
Monitorovani odpow¥di na protinadorovou &bu.

Minimalni zatz pacienta (mnozstvi vzorku, bolest, celkova asesttd.).

Vysoka specifita.

a bk 0N

Technicka a fina¢ni dostupnost.

Molekularre biologickymi metodami prokazujeme chromozomalnérabi nebo
expresi specifickeho genu na urovni RNA, imunol&gini metodami pitomnost pro
nador specifického proteinu- antigenu netastji jejich specifické kombinace. U
imunologické i molekulard biologické detekce seéasto jedna pouze o "specificitu
relativni”. Tim minime, Ze dany imunofenotyp nepedafickh mMRNA se nevyskytuje
ve zkoumané tkani pokud v ni nejsatitgmny nadorové hiky. Nagiklad pro detekci
MRD u neuroblastomu vyuzivametigazu mRNA genu pro tyrozin hydroxylazu, ktera
je piitomna nejen v hikdch neuroblastoi ale i v jinych bukach produkujicich
katecholaminy, nikoliv vSak v normalnich iikéch kostni tené nebo periferni krve
(NAITO et al1991, MATTANOet al 1992, MIYAJIMA et al. 1994).

V nasledujici tabulce 1 je uveden fehled citlivosti jednotlivych metodik
pouzitelnych k detekci minimalni zbytkové chorobydfe literarnich 0d& a
zkuSenosti laboratbkliniky détské hematologie a onkologie (HAGENBEEK 1992,
GRIBBEN 1994). Tato iehled® udavana citlivost jednotlivych metod je pouze
orienta&ni a plati pro optimalni situaci. V experimentegtiobprokazano, Zze v detekci
neuroblastomovych bgk na zaklad amplifikace onkogenu N-myc je fluores¢ei in
situ hybridizace citli¥jSi nez diferencialni PCR i kdyZz vestgine situaci je PCR
nejmért o jedenrad citlivejSi nez FISH (ECKSCHLAGER a MCCLAIN 1996).



Jest etSi citlivosti Ize dosadhnoutkkombinaci metod, néjklad separaci
burgk na zaklad imunofenotypu pitokovym cytometrem (sorterem) nebo
imunomagnetickymi partikulemi s néslednou detekadarovych buék molekulars
biologickou metodou (BEROIS8t al 1997). Velké natje se vkladaji rov&z do metod
kultivacnich, které mohou byt dale dophy metodou imunologickou nebo
molekulari biologickou (GERHARTZ a SCHMETZR 1990, KASIMIR-BAER et
al. 2001). Jejich velkou vyhodou je to, Ze detekuji sproliferace schopné iky.
Ostatni metody mohou prokézat i nezivotaschopmé&ypa PCR dokonce pouze DNA
z rozpadlych bukk (CAMPANA et al 1992). U RT PCR je riziko pkazu
nezivotaschopnych bgk mensi. RNA nutna kvySeni RT PCR je totiZ
v poskozenych hik&ch velmi rychle enzymaticky degradovana.

Metoda Citlivost Podstata
Morfologie * 1:100 morfologické odliSnosti nadewbuiky
Konvertni

cytogenetika *+ 1:100 ptikaz specifické chromozomalni aberage

prikaz specifické sekvence DNA-

Southern blot ** 1:100 g
chromozomalni aberace nebo mutace

FISH 11000 prikaz specifické sekvence DNA -

' chromozomalni aberace
Imunologické 110000 prakaz pro nador specifického antigenu
metody ' nebo kombinace antigén

. prikaz specifické sekvence DNA -
PCR 1:100000 chromozomalni aberace nebo mutace
RT-PCR 11000 00Opn‘ikaz specifické sekvence RNA -

chromozomalni aberace nebo mutace

Tabulka 1. Citlivost jednotlivych metod k detekciimimalni zbytkové choroby
(HAGENBEEK 1992)

* morfologické hodnoceni je konveémi metoda, pikaz nadorovych buk citlivéjSi
metodou je povaZzovan za minimélni nddorovou chorobu

** tyto metody nejsou podstatreitlivéjSi nez morfologické hodnoceni



V experimentalni medicénse detekce MRD vyuziva reptji k prikazu burk
xenotransplantét i syngennich nadorovych btkn Tyto modely jsou vyuZivany
k oweiovani &innosti novych postup protinadorove &y in vivo, které pedchazeji
klinickym studiim (FICHTNERet al. 1999).

2.2. Diagnostika pomoci PCR

2.2.1. Historie polymerazové retézove reakce

~Pravek" molekularré biologickych technik mizeme spdbvat v druhé polovi&
19. stoleti. Nevyznangsi patin k dalSimu rozvoji se udal roku 1869, kde se el
Miescherovi povedla izolace DNA. V nasledujicichetdn se d&dicnost a vlastnosti
geonomu studovali zejména pomoci tzv. ,mendelovglarietiky. Velkého rozvoje se
molekularni genetika d@ala ve 20. stoleti. Za zminku stoji W. T. Astbuktery jako
prvni ziskal difrakni obrazce DNA a navrhl prvni moznou strukturu DNRoku 1953
publikovali Francis Crick a James Watson trojrémmy model DNA. Po té v druhé
polovireé 20. stoleti z&al rychly rozvoj molekularé biologickych technik swtujici
k vyvinuti a zdokonaleni polymerazovétzové reakce. Pro RT PCR byl vyznamny
rok 1970, kdy byla Howardem Teminem a Davidem Badtiem objevena reverzni
transkriptaza fepisujici molekulu RNA na cDNA. Roku 1973 zdokohalozeph
Sambrook DNA elektroforézu na agar6zovém gelu aalizaci fragmerit ethidium
bromidem (BOEHRINGER 1995).

Patatky vyuzivani PCR, tak jak ji zname dnes, se daiijroku 1985, kdy Karry
B. Mullis popsal vyuziti termostabilni DNA polymerapro PCR (SAlKlet al. 1985,
MULLIS a FALOONA 1987).
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2.2.2. Princip polymerazové fetézové reakce

PCR umo#uje mnohonasobné pomnoZeni (teoreticRykeat, kdy n je poet
cykla, ktery se zpravidla pohybuje mezi 15- 40 &sv paet cykli jiZ nevede ke
zvySeni citlivosti) specifickych Uusékzkoumané DNA o velikosti dkolika stovek az
tisich bazi. Takto ziskany produkt PCR lze prokazat edédtézou. Podstatou této
reakce je opakovana enzymaticka syntéza DNA v ckélireakci o iech fazich:
v prvni fazi je dvouvlaknova DNA denaturovana, veh# fazi hybridizuje s primery
(oligonukleotidové - 18 az 28 nukleaddiddlouhé sondy, které specificky hybridzuji
pouze na obou stranach cilového Useku DNA) aeté probiha syntéza dvadetzca
DNA komplementarnich ke sledovanym U&ek Tyto faze jsou zaji®vany znénou
teploty v cyklerech- fistrojich, které umaiji rychlé cyklické zniny teploty podle
zadaného programu. Denaturace je zajiteplotou 9%, optimalni teplota pro vazbu
primeri je individualni pro kazdou dvojici priméra pohybuje se zpravidla v rozmezi
42°C- 70C. Syntézu katalyzuji termostabilni DNA polymerakyeré maji readni
optimum kolem 72C. Kromg tohoto enzymu a prim&rjsou v reakni smsi jest
deoxynukleosid trifosfaty (,stavebni kameny DNAPUfr s ionty nezbytny préinnost
polymerazy a vzorek vydewvané DNA (SAIKlet al. 1985, MULLIS a FALOONA
1987). Hlavni problém zavédi nové reakce je vyhledat vhodné primery tak aby s
nevazaly i na jinou oblast genomu, aby se nevamalysebe navzajem a abylqn
priblizné stejnou teplotu vazby. DalSi problém - vyhledartiodné vazebné
(anealingove) teploty jiz odstranily gradientovékleyy, které umoiuji sowasné
provedeni reakci aizné vazebné teplattakze optimalizaci reakcetbeme zvladnout
najednou.

Jako vzorek |ze také pouzit RNAgpsanou pomaoci reverzni transkrip&eRr
PCR na cDNA. K reverzni transkripci jsou vyuzivaeyerzni transkriptazy coz jsou
enzymy retrovii (HOOBERMAN 1992). Na cDNA Izeippsat bd’ celou RNA
metodou nahodnych hexamearebo poly T, fipadré pouze vybranodast za pouziti
specifickych primel. Metoda specifickych primérzvysuje citlivost, ale protoze

negrepisSe celou MRNA na cDNA umitdje piikaz pouze jedné sekvence.

11
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Obr 1: Princip PCR. (R.R$a a kol.. Multimedialni ¢ebnice molekularni biologie, UK
2:LF, http://www.If2.cuni.cz/Projekty/prusa-dna/nieak/defa6.htm).
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2.2.3. Vyuziti polymerazové retézové reakce

V diagnostice MRD lze vyuzit PCR a RT PCR k detedpzcifickych translokaci
a RT PCR umaluje piikaz specifické mRNA. Citlivos&thto metod je vysokd. PCR
umo#iuje prokazat 1 nadorovou itku na 16az 10 a RT PCR je jesto 1 aZ 2ady
citlivéjsi (HAGENBEEK 1992).

Citlivost a specificitu Ize je&tzvysit tak zvanou ,nested” PCR nebo RT PCR
(PETERet al. 1995. Podstatou je pouziti dvou PCRige@mz ve druhé reakci jsou
pouzity primery lezici uvnitproduktu prvni reakce a jako vzorek se pouzivéalykod
prvni reakce. Citlivost také santepr¢ ovliviiuje mnozstvi DNA respektive cDNA
piidané do reakce tedy i celkovy objem reakce.

DalSiho vyrazného zvySeni citlivosti RT PCR Ize itibézolaci pouze mRNA
pomoci poly T navazaného na magnetické partikulessdngerova RNA obsahuje na
svém koncirettzec rekolika adeniri (tzv. poly Afetzec),éehoz lze vyuzit k vazbna
polymer slozeny z thymidin( tzv. poly T). ProtoZze mRNA t¥dpouze 1- 2 % celkové
burg¢né RNA, Ize do jedné reakce pouzit vSechnu mRNAizamou z 5 ml krve nebo
kostni dere.

Pro &ely detekce MRD jetasto dilezité kvantitativni hodnoceni. Toho Ize
docilit nekolika postupy. V sotasnosti Ize provad semikvantitativni hodnoceni za
pouZziti denzitometrie nebo metodou limitnifedni. Podstatou denzitometrické
metody je ndfeni intenzity fluorescence odpovidajici produktakee a porovnani
s fluorescenci standardu. K tomu je nezbytfiétjové vybaveni a vhodny software.
Metoda limitnihofedéni je zaloZzena ngad PCR reakci, ) kterych se jako vzorek
pouZzije sestupnéadaiedného vzorku nafiklad 1: 10, 1: 100, 1: 1 000 atd. a gjife
metodiky zaloZzené na srovnani dvou reakci- metodarriiho kompetitoru nebo
diferencialni PCR. Qbtyto metody jsou zaloZzeny na srovnani dvou progukdnim
je zkoumana oblast a druhou jedha jiny gen - diferencidlni PCR nebdigany
kompetitor coz je zpravidla shodny Usek DNA, zer&ho byla ufita sekvence
vystpena, takze vysledny produkt PCR je menSi (FREYEL 1989, HELFRICHet
al. 1997).

13



V sowasné dob je vyuzivana kvantitativni PCR v realnétase, ktera je
zaloZzena na fibézné fluorescetni detekci produktu PCR (HELFRICEL al. 1997).
Detekce je provésha fluorescetné znaenou sondou, kterd se navazuje na produkt
reakce. Mnozstvi vznikléeho produktu PCR reakce gk frimo un®rné intenzig
fluorescence (HOLLANDet al. 1991). K tomu jsou vyuZivanyiistroje, které krorm
cyklickych znen teploty, stejy jako konvekni cyklery, umo#uji navic excitovat
fluorescenci a rftit jeji intenzitu. Koncentrace hledané DNA je vyjéda pdtem
cykla, které jsou nezbytné ke vzniku takového mnoZstddpktu, které protne
»nhulovou“ hranici. Princip fluorescence a vysledkyivky detekujici GD2 syntazu
uzivanou k pikazu MRD u neuroblastomu na klinicétské hematologie a onkologie
ukazuje obrazek aa b.

14



T — 5
5 ¥
- —_—
2 R Q
e ._k L 7
r 5
b . I
- 5
L
— H —
3 , 70N o
> - T :
X —
L K4
- =y
1.7 ‘
4 ROl
/Ny
-
' >
.
5
-t 5

Obr 2a: Princip fluoreceimi detekce produktu. Sonda s navazanymi fluorochirém
(reporter) a Q (quencher) neemitujéerd, protoZze z@&ni produkované reporterem je
guencherem pohicené. Po ag&ni (DNA syntetaza ma i endonukleadzovou aktivitu)

guencheru, reporter emitujeieai.
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Obr 2b: Vysledky vySéeni PCR v realnértase.
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2.3. Sledovani lidskych kmenovych bun  ékv
xenotransplantacich

Hlavnim divodem pro vyzkum kmenovych btk je moznost jejich pouziti
v klinické terapii. Implantace terapeutickych Blkinpacienim vyZaduje detealni
techniky, které mohou neinvaz&nmonitorovat jejich osud, chovani a pohyb
v hostitelském organismu. Jednou z moZnosti jeuiaybnavazat dostateé mnozstvi
superparamagnetické kontrastni latky do dkyunumoziujici jejich detekci in vivo
pouzitim zobrazeni magnetickou rezonanci (MRI hgliakého magnetic resonance
imaging). V takovém uspgadani MRI pedstavuje neinvazivni metodu pro sledovani
implantovanych bukk. Pro syntézu kontrastnikimidla je pevazri vyuzivano malych
krystali magnetitu FgOsFeO. Krystaly jsou pokryty makromolekularni s&pkou,
ktera mize byt chemicky nebo biochemicky modifikovana (YiEHal 1993, 1995,
WEISSLEDER et al 1997, WANG et al 2001). KdyZ jsou specifické protilatky
navazany na sképku, kontrastni latka setire specificky vazat na tkdaDoposud bylo
popsano #kolik typi kontrastnich latek s nadésticemi o polorru v rozmezi 20 az
150 nm. Nkteré z nich jsou komeéné vyuzitelné.

CD34 buiky — ¢ast bugk kostni dent a periferni krve — jsou znamy jako
hematopoetické progenitorové ity (HPCs) (CIVIN a GORE 1993). Tyto bky,
které mohou byizolovany Miltenyi MACS porterem, jsou Vv klinick&gxi pouzivany
pro obnoveni krvetvorby. (HANDGRETINGER al 2001, 2002, LANGet al 2003).
CD34 buiky jsou dilezitym nastrojem v klinické mediafn protoze jsou sausti
n¢kterych transplantmich protokol. Navic se krvetvorné kmenové ity mohou
diferencovat v neuroektodermalni iy, které produkuji neurotrofni cytokiny
(GOOLSBY et al 2003). Proto mohou byt HPCs alternativhim zdrojera I&eni
defekti CNS.
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2.4. Neuroblastom

Neuroblastom je maligni embryonalni nadétsééého ¥ku odvozeny z nezralych
a nediferencovanych bék neurdlni liSty osidlujicich paravertebralni symige
ganglia, den nadledviny a paragangliiiiina jeho vzniku neni znama. Neuroblastom
je negasgjSi extrakranialni solidni nadorétského ¥ku s incidenci - frekvenci
vyskytu no¥ vzniklych onemocéni v dané populaci v titém casovéem obdobi (usti
zpravidla na 1 000 00Cet/rok), udavanou v rozmezi 8 - 9/ milio&tid Tvoii tedy asi
7- 10 % vSech nadordétského ¥ku Primérny vk v dok¥ stanoveni diagndzy se
pohybuje kolem dvou let. Z celkovéhodho pacient je 36% pacierit je mladSich 1
roku, 79% mladsSich 4 let a 97% paciennemocni do 10. roku zivota. Velmi vzécn
se neuroblastom vyskytne i u déggh. Nekteré studie prokazuji bifazickou distribuci
v zavislosti na ¥ku s prvnim vrcholem do 1 roku a druhym mezi 2.fragkem Zivota
(BRODEUR a MARIS 2002). Jiz BRESLOW a MC CANM71)se domnivali, Ze
vék vzniku onemocéEni je i vyznamnym prognostickym faktorem. Z hlediskista
vzniku je nefastjSi dutina BiSni, kde vznika asi 70 % primarnich natloZ nich
polovina vychazi zigné nadledviny a polovina z paraganglii a viscerélnich
sympatickych ganglii #8nich, @t procent je lokalizovdno do panevni oblasti a
zbyvajicic¢tvrtina vynista z ganglii kimi a hrudni oblasti.

Pro neuroblastom je charakteristicka @wvea biologicka variabilita (GOT@t al.
2001). Nadory nizce rizikové formyasto samovokaregreduji, nebo se spont&nii
pii lécb¢ diferencuji v ganglioneuroblastom nebo dokoncaidid ganglioneurom,
ktery je tvden pouze diferencovanymi fikami. Vysoce maligni forma se vyzhge
mimoradre agresivnim pibéhem s neovlivnitelnou progresi, nador rychle restasre
metastazuje -fedevsim do kosti, kostniet®, miznich uzlin a u nejmenSickttido
kuze a jater (VAN NOESEIet al. 2005). V dols stanoveni diagndzy maji &vietiny
pacienfi metastazy, které jsou mnohdy prvnitiizpakem (WEINSTEINet al 2003).
U vysoce maligni formy se dosud vyznaimmepoddilo zlepSit geziti pacieni i kdyz
do I&ebnych schémat byla izenaiada novych postupvéetne megachemoterapie
s naslednou autologni transplantaci hematopoetickymrogenitorovych busk
(BRODEUR a MATIS 2002).

V experimentélni onkologii je vyuzivane@kolik mySich modal neuroblastomu.
Syngenni modely jsou nezbytné hlayro moznost sledovani protinadorové imunity,
coz xenotransplatace imunodeficitnimiztfim neumo#uji (LODE et al. 1998 . NaSe

18



pracovist pouziva k experimein buréénou linii NXS2. Jedna se o mysi hybridni
neuroblastomovou bgtnou linii, vytvorenou fizi mySi neuroblastomove linie
s mySimi ganglionalnimi bikami zadnich kieni miSnich. Tato hybridni bgtnd linie
exprimuje MHC tidy | syngenni k A/J mySi a GIJLODE et al. 1997). Bugc¢nou linii
UKF-NB4 odvozenou od lidského vysoce rizikovéhainablastomu a bustnou linii

NXS2 — model mySiho neuroblastomu ukazuji obréa3kya 3b.

Obr 3a: Bugéna linie odvozena od lidského neuroblastomu.
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Obr 3b: Bur¢na linie NXS2
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3.1. Vzorky

3. MATERIAL A METODIKA

K dispozici jsem nil vzorky lidské krve, lidské kostnirerg, izolované
lymfocyty, neuroblastomovou linii, bétnou linii odvozenou od
Ewingova sarkomu, vzorky tkani geptji pouzivanych laboratornich
zvirat - mysi, laboratorniho potkana, kralika, opidéa¢acus rhesys
psa, motete, tkaw mysi, kterym byl transplantovan syngenni
neuroblastom, mozkové tka&rpotkar z mista vpichu a z mista leze a
vzorky kam byly dodany lidské hematopoetické pratgeavé buky i

kontrolni vzorky, kam nebyly progenitorovériiy podany.

3.2. Metodika

3.2.1 Izolace RNA

3.2.1.1. Princip: Bunky jsou lyzovany, fenol-chloroformovou extrakci separuji

faze vodni a organicka, z vodni faze se RNA pregg

isopropylalkoholem.

3.2.1.2 Material:

chemikélie: TRIZOL® Reagent (GIBCO BRL), chloroform
isopropylalkohol (Fluka), ethanol 99% (Merck),
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roztoky:
1) 0,5M EDTA pH 8,0 ; sterilni:

HO.........ocoeievee i v .do 80ml
PH upravit pomoci NaOH na 8,0
nasleds autoklavovat

skladovat pi laboratorni teplat

2) 10x TBE a 500ml:

TRIS .o 54g
Kyselina boritd ...................... 27,59
0,5M EDTApPH8,0.......ccuvnnn.. 20ml
destilovana HO.............. doplnit do 500ml

skladovat pi laboratorni teplat

spt#bni material: Spky (1000ul, 200ul, 10ul), mikrocentrifu¢yai
zkumavky (1,5ml)

( vSe sterilizovat v autoklavu )

ffistroje: vortex, chlazena centrifuga, mikropipegppendorf)

3.2.1.3. Postup: I1zolaci celkové RNA jsem provedl modifikovanmetodou podle
CHOMCZYNSKEHO a SACCHIHO  (1987). Abych
minimalizoval moznost jfgnosu RNACi cDNA z jednoho vzorku
do druhého¢i kontaminaci vzorlk produkty gedchozich reakci,
provadl jsem jednotlivé metody v odbbnych prostorech:
v mistnosti 1 - zpracovani b&ka izolace RNA (laminarni box),
v mistnosti 2 - gelova elektroforéza a reverzningkaipce,
v mistnosti 3 - fprava smisi pro reverzni transkripci a
amplifikaci — tzv. master mixu (laminarni box), Jsmosti 4-
piidani RNA do RT smsi a cDNA do amplifikani snesi.
V laminarnim boxu v mistnosti 1 jsem ke 150 ul wopridal
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1000 pl lyz&niho ¢inidla Trizol® a za obasného praepani
nechal fsobit cca 1-1,5 h dokud se tk&i bunky Uuplne
nerozpadly. Poté jsentigal 200 ul chloroformu a prigpaval na
Vortexu minimalg 15s. Vzorky jsem inkuboval 5 minfip
pokojové teplat. Zkumavky jsem poté ipnesl do centrifugy
piedem vychlazené na 4 °C a centrifugoval 15 mif p
135000t/min. Suspenze se rélld na 3 faze: spodni fenol-
chloroformovou proteinovou fazi, interfazi obsabu[PNA a horni
vodni fazi s RNA. Vodni fazi jsemignesl do sterilni zkumavky a
precipitoval RNA pidanim 500 pl isopropylalkoholu. Vzorky
jsem nechal inkubovat 16 mirfigpokojové teplat a poté jsem je
centrifugoval 20 min $ 12000 ot/min. Supernatant jsem slil a po
piidani 1ml 70% ethanolu pro promyti RNA pelety jsem
centrifugoval dalSich 5 min fp 12000 ot/min. Po odstr&ni
supernatantu jsem nechal RNA pelety suSit 5 nfinppkojové
teplo€. Po vysusSeni jsem pelety rozpustil v 40 ul steniody ve
vodni lazni pi 55°C. Z kazdého vzorku jsem odebral 4 pul RNA a
piidal 6 pl TBE pufru do sterilni zkumavky a ponechal na
elektroforézu. Zbytek jsem zamrazii p80°C.

3.2.2. Priikaz pfitomnosti RNA metodou gelové elektroforézy.

3.2.2.1. Princip: Nukleové kyseliny migruji diky svému negativnimubop
v elektrickém  poli sgrem ke katod. Rychlost pohybu molekul
NK zavisi na koncentraci gelu a na velikosti a konfaci
nukleové kyseliny. Po obarveni gelu se vzorky étindbromidem
je mozné RNA vizualizovat pod UV #idem. Hodnotime

piitomnost dvou pruinrRNA viz obr 4
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Obr 4: Elektroforéza RNA- patrné jsou dva pruhy iRN
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3.2.2.2. Material:

Roztoky: 1) TBE pufr 10x kont@vany:

TriS....c.ooivev i ... 54,09
3BOz. o 27,59
EDTA pH 8,0.............20m|
Doplnit 860ml........ dest KO
Uchovavat$4°C
2) PBS pufr:
NaCl............................8,0g
KClei i, 0,29
NaHPO, krystal............... 2,169
HO......cooevvveveve@ad 1000m1
pH 7,2-7,4

3) Agarosa (GIBCO BRL, Life technologies) Ultrapure
vihkost...< 10,1%
sulfat.....< 0,351%

skladovat v temnu u suchu

4) Ethidium bromid

Ristroje: digitalni vahy (Scaltec), mikrovinna thay aparatura pro
horizontalni elektrofavéBio-Rad Power Pac 300 s nadobou
Mini-sub® cell Giikropipety, transiluminator s moznosti

fotodokumentace
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3.2.2.3.Postup:

Elektroforézu jsem provédv mistnosti 2 (viz.3.2.1.3.). Navazil
jsem si 0,3g agarosy a 20ml TBE pufru,ésmozvail a nalil na
nost gelu, vlozil hieben a nechal 30 min ztuhnout. Nogem
vlozil do elektroforetické vany napiné TBE tak, aby jamky pro
vzorky jim byly gevrstvené. 10ul vzorku jsem smichal s 3ul
vklddaciho pufru a 11ul sfsi nanesl na gel. Vzorky jsem
separoval cca 15 mintip70V. Gel jsem barvil 15 min v roztoku
ethidium bromidu. Po oplachnuti vodou jsem analgtov

piitomnost RNA na transiluminatoru pod UV s vyuzigoftwaru.

3.2.3. Prevod RNA na cDNA metodou reverzni transkripce.

3.2.3.1. Princip: Fi reverzni transkripci se obvykle vychdzi z mRNAd[e které se

3.2.3.2.Material:

pripravi fettzec cDNA (komplementarni DNA) pomoci RNA
dependentni DNA polymerazy. S vyuzitim nahodnychtirch
primert vznik& hybridni molekula DNAXRNA. RNA lze odstrani
od DNA denaturaciipzvysené teplat

10x koncentrovany PCR pufr
25 mM Mggfinalni koncentrace 5,5mM)
dNTP mix (500 MrNTP)
Random HexametS|{a1)
RNase Inhibitor4@/pul)
MuLV reverzni tekmiptasa (3U/ul)
RNase freeCH

led

Spotebni material: mikrozkumavky pro PCR, &pji (sterilizované v autoklavu)

Ristroje: mikropipety, cykler GeneAmp Systém 2408rkh Elmer)
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3.2.3.3.Postup: V mistnosti 3 (viz.3.2.1.3.) jsem digravil v laminarnim boxu sgs
pro reverzni transkripci — tzv. master mix. Reagensem
pipetoval do sterilni zkumavky (1,5ml) untisé ve stojanku na
ledu a doplnil sterilni vodou na pozadovany objem.{abulka 2).
Smes pro reverzni transkripci jsem rozplnil do stddm PCR
mikrozkumavek po 17ul.
V mistnosti 4 jsem ke sfsi piidal 3pl izolované RNA nadné na
vysledné mnozstvi cca 0,2- Oy ve 3ul. Do kazdého pokusu
jsem zaadil negativni kontrolu (misto 3ul RNA stejné mnois
sterilni vody) a pozitivni kontrolu (3 pl leuko@yt .

Reverzni transkdp probihala v mistnosti 2, kde jsem

mikrozkumavky se vzorky vlozil do cykleru a zadabgram pro
konkrétni pokus:

Podminky amplifikace: 1. 10min/25Y2aturace a

annealing fipojeni nahodnych
primeri)

2. 60min/37°C (enzymaticka syntéza
DNA podle RNA)

3. 5min/95°C (odstrami RNA
z DNAXRNA hybridu denaturaciip
vysoke teplat)

4. 4°C (zastaveni reakce)

Po provedené transkripci jsem cDNA pouzil do PQibo
kratkodolk uchovaval i 4°C.
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Objem 1 vzorek

Objem 8 vzorkl

Slozka

[] 1]
25mM MqgCl, 4 32
RT PCR Buffer 2 16
dNTP (10mM) 8 64
RNAase inhib (20U/ul) 1 8
Random hexamers (50 uM) 1 8
MuLV Reverse Transcriptase 1 8
(50U/ul)
Mezisoucet 17 136

24
RNA vzorek 3
(21 RNA+3H,0%)

Celkovy objem 17 150

Tabulka 2. Realni snes pro 8 vzork (RT)

* H,0 jako negativni kontrola
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3.2.4. Izolace DNA ze zvi feci tkan & (mysi linie)

Princip: Buiky jsou traveny Proteinazou K. Po vysrazeni pratgnDNA

vysrazena v izopropanolu.

3.2.4.1. 1zolace DNA pomoci QIAGEN Genomic DNA PFigation Kit

3.2.4.1.1. Material QIAGEN Genomic-tip 20/G
QIAGEN Genomic-tip 100/G
QIAGEN Genomic-tip 500/G

QBT pufr
NaCl......oooiiii 43.85¢g
MOPS.........coveiievieeeene.... 10,469
Destilovana voda....................... 800 ml

pH upravit pomoci NaOH na 7.0
piidat 150ml izopranolu a 15 ml 10% roztoku TritonlgO

Destilovanou vodou doplnit objem na 1 litr

QC pufr

NaCl......oooiii 58.449
MOPS.........oeviiieiiiieeeennn... 10469
Destilovana voda....................... 800 ml

pH upravit pomoci NaOH na 7.0
piidat 150ml izopranolu.

Destilovanou vodou doplnit objem na 1 litr

QF pufr

NaCl......oooiiii 73.05¢g
Tris........ ...6.06g
Destilovana voda....................... 800 ml

pH upravit pomoci HCI na 8.5
piidat 150ml izopranolu.

Destilovanou vodou doplnit objem na 1 litr
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3.2.4.1.2. Postup:

Destilovana voda

Izopropanol

70% ethanol

QIAGEN Proteaza a Proteinaza K

K bugené linii jsem pidal 25 pl (95 ul, 200 pl) QIAGEN
Proteazy nebo Proteinazy K a inkuboval§0°C 60 min. Pokud
jsem izoloval ztka® pridaval jsem 0.1 ml (0.5ml, 1.0 ml)
QIAGEN Proteasy nebo Proteindzy K a inkubace trzatendiny
i déle az do Uuplného natraveni. Vyrovnal jsem QIAGE
Genomic-tip 20/G (100/G, 500/G) pomoci 2 ml (4 md ml)
pufrem QBT a nechal ho prokapat skr QIAGEN Genotipic-
Vzorek jsem praepal 10 sekund a aplikoval do vyrovhaného
QIAGEN Genomic-tip, ktery jsem po prégni promyl 3 x 1 ml
(2 x 7.5 ml, 2 x 15 ml) pufrem QC. Vymil jsem nadobky pod
QIAGEN Genomic-tip a vyplavil DNA 2 x 1 ml (1 x 8, x 15)
pufrem QF. DNA jsem vysrazefigdnim 1.4 ml (3.5ml, 10.5 ml)
izopropanolu do vyplavené DNA. Pokud bylo vlaknalitgIné,
pienesl jsem ho do zkumavky, pokud ne, centrifuggsam
DNA pii 5000 ot a tepl@t 4°C 15 minut. Slil jsem supernatant.
Centrifugovanou DNA jsem pak promyl 1 ml (2ml, 4 )ml
chladnym 70% ethanolem, prepal a opt centrifugoval pi
5000 ot. a teplet4°C 10 min. Slil jsem supernatant. Peletu jsem
susil na vzduchu 5 — 10 minut a po vyschnuti ethapiadal 100
pul (podle velikosti pelety) destilované vody. DNAsem
rozpoustl na tepace @ 55°C 1 hodinu a pakips noc p
laboratorni tepl@t Kvalitu a koncentraci izolované DNA jsme

kontrolovali spektrofotometricky n&igtroji Biomate 3.
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3.2.4.2. Izolace DNA pomoci Wizard Genomic DNA Purificatiliit

3.2.4.2.1. Material = 1.5 ml mikrocentrifugéni zkumavky

3.2.4.3.2. Postup

= 15 ml centrigugéni zkumavky
= maly tkdiovy homogenizér (Fischer Tissue Tearor, Cat.#15-
338-55)

= trypsin (pouze proifsedle rostouci tkéové bureéné kultury)
* PBS

= vodni laze&, 37°C

= izopropanol pokojoveé teploty

= 70% ethanol pokojové teploty

= vodni lazé, 65°C (volitelné; pro rychlé uschnuti DNA)

* 0.5M EDTA (pH 8.0) (pro mysi linii)

» Proteindza K (20mg/ml ve védPromega Cat.# V3021)

Pro kazdy zpracovavany vzoesk jgidal 120ul 0.5M EDTA
roztoku (pH 8.0) k 50Ql jaderného lyzéniho roztoku
v centrifug&ni zkumavce. fdal jsem 0.5-1 cmcerstvé nebo
rozmrazené mysi linie nebo tkado 1.5 ml mikrocentrifugani
zkumavky. Pak jsemifal 600ul EDTA/jaderny lyz&ni roztok
do zkumavky. Nésledovalofigani 17.5ul 20mg/ml Proteindzy
K. Inkuboval jsem fes noc @ 55°C s mirnym fepanim.
Straveni vzorku jsem napomahal cabnym tepanim. Edal
jsem 3ul RNAase roztoku k jadernému lyzatu a mixoval ekor
2-5 krat invertovdnim zkumavky. Inkuboval jsem ésnil5-30
minut @i 37°C. Nechal jsem vzorek zchladnout na pokojovou
teplotu 5 minut ped pokr&ovanim. Ridal jsem 200ul cinidla
sraziciho proteiny a vortexovabldadne pri vysoke rychlosti 20
sekund. 5 minut jsem pak vzorek chladil na ledunt@feigoval
jsem 4 minuty g 13,000-16,000 ot /min. Srazené proteiny

vytvoii pevnou bilou peletu. Blévé jsem genesl supernatant
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obsahujici DNA a fenesl docisté 1.5ml mikrocentrifugai
zkumavky obsahujici 60l izopropanolu v pokojoveé tepkat
Abych pedeSel mozné kontaminaci, nechaval jsem ve zkumavce
malé mnozstvi supernatantu. Mirnjsem mixoval roztok
pievracenim dokud nebylo viditelné bilé viakno DNA.
Nasledovala centrifugace 1 minutti {t3,000-16,000 ot/minip
pokojové teplat. DNA byla viditelna jako mala bila peleta.
Pe&liveé jsem slil supernatant.tidal jsem 600ul 70% ethanolu

z pokojové teploty a dkolikrat mirné prevracel zkumavku
k promyti DNA. Centrifugoval jsem 1 minutdipl3,000-16,000
ot/min pi pokojové teplat. Pelivé jsem odsal ethanol pipetou.
Prevratil jsem zkumavku néisty savy papir a susil na vzduchu
10-15 minut. Fidal jsem 100ul DNA rozpouséciho roztoku a
rozpoustl DNA inkubaci g 35°C 1 hodinu a daleies noc p
pokojové teplat.DNA jsem uskladnil fi 2-8°C Kvalitu a
koncentraci izolované DNA jsme kontrolovali

spektrofotometricky naifstroji Biomate 3.

3.2.5. Detekce cilové lidské sekvence ve zvi Feci tkani metodou
polymerazové retézové reakce

3.2.5.1. Princip

Polymerazovéaiettzova reakce umaiije mnohonasobné

pomnozeni specifickych Usiékzkoumané DNA o velikosti
nékolika stovek az tisicbazi. Podstatou této reakce je opakovana
enzymaticka syntéza DNA v cyklické reakci #tedh fazich:
v prvni fazi je dvouvlidknova DNA denaturovana, vele fazi
hybridizuje s primery (oligonukleotidové- 18 az A8kleotidi-
sondy, které specificky hybridzuji pouze na obouarsich
cilového Useku DNA) a verdti probiha syntéza dvoitettzci
DNA komplementarnich ke sledovanym U&ek Syntézu
katalyzuji termostabilni DNA polymerazy.
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3.2.5.2.Material MgGl (2 mM)
10 x PCR Buffer 1l
dNTP mix
dva primery (250 nM)
Taq GOLD DNA polymeraza (Perkin Elmer)
destilovana voda
led

spt#bni material: Spky (1000ul, 200ul, 10ul), mikrocentrifu¢yai
zkumavky (1,5ml), zkumavky pro PCR

( vSe sterilizovat v autoklavu )

fistroje: vortex, mikropipety (Eppendorf), cykler @&Amp Systém
2400 (Perkin Elmer)

3.2.5.3.Postup

V mistnosti 3 (viz.3.2.1.3.) jsem siipravil v laminarnim boxu
smés pro PCR. Reagencie jsem pipetoval do sterilnimeuky
(1,5ml) umistné ve stojanku na ledu a doplnil sterilni vodou na
pozadovany objem (viz.tabulka 2). &mpro PCR jsem rozplnil do
sterilnich PCR mikrozkumavek po 24pl.
V mistnosti 4 jsem ke sisi pridal 1ul izolatu DNA. Do kazdého
pokusu jsem zadil negativni kontrolu (misto 1ul DNA stejné
mnoZstvi sterilni vody) a pozitivni kontrolu (1 lgukocyt) .

PCR probihala wtmosti 2, kde jsem mikrozkumavky se vzorky

vloZil do cykleru a zadal program pro konkrétnikea
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Podminky amplifikace: 0. 10min/95Y&Katurace veskeré
piitomné DNA)

Cykly (35x)

1. 1min/95°C (denaturace DNA)

2. 1min/56°C (annealingripojeni
primeri)

3. 1min/72°C (enzymaticka syntéza
DNA)

4. 10min/72°C (kompletni

dosyntetizovantetézci)

5. 4°C (zastaveni reakce)

Po provedené amplifikaci jsem vzorkkephovaval kratkodab
(do 15 hodin) v teplét4°C a nebo je okamZipo skoreni

amplifikace pouzil ke gelové elektroforéze.
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2 x objem

SloZzka objem 1 vzorek [ul] | Objem 8 vzorkd [ul] 8 vzorka [ul]
MgCl, 2 16 32
10xPCR Buffer Il 25 20 40
dNTP mix 2 16 32
Primery 2x0.25 2X2 2x4
;S‘l‘i'/ GO DNA 0.125 1 2
H,O 16.875 135 270
Mezisoucet 24 192 384
DNA vzorek 1 8 (7x1 + 1 H,0%) | 16 (7x2+2 H,0%)
celkovy objem 25 200 400

Tabulka 3: Readni snes pro 8 vzork v zakladnim a dvojitém objemu

* H,O jako negativni kontrola
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3.2.5.Priikaz pritomnosti DNA metodou gelové elektroforézy.

3.2.5.1. Princip:  Nukleové kyseliny migruji diky svému negativnimubop
v elektrickém poli sitrem ke katod. Rychlost pohybu molekul
NK zavisi na koncentraci gelu a na velikosti a konfaci
nukleové kyseliny. Po obarveni gelu se vzorky etmud

bromidem je mozné DNA vizualizovat pod UVig@m.

3.2.5.2. Material:

Roztoky: 1) TBE pufr 10x kont@vany:

TrS....cooiiiii ... 54,09
3BO3. i 27,59
EDTA pH 8,0.............20ml|
Doplnit 860ml........ dest KO
Uchovaviitp4°C
5) PBS pufr:
NaCl............................8,0g
KClLii i 0,29
NaHPO, krystal............... 2,169
HO................oe....@d 1000ml
pH 7,2-7,4

6) Agarosa (GIBCO BRL, Life technologies) Ultrapure
vlihkost...< 10,1%
sulfat.....< 0,351%

skladovat v temnu u suchu

7) Ethidium bromid
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Ristroje: digitalni vahy (Scaltec), mikrovinna thay aparatura pro

3.2.5.3.Postup:

horizontalni elektrofovéBio-Rad Power Pac 300 s nadobou

Mini-sub® cell GT, knopipety, Gel- Doc transiluminator

s moznosti fotodokumentace a €ip@ovym zpracovanim

Elektroforézu jsem provédv mistnosti 2 (viz.3.2.1.3.). Navazil
jsem si 0,3g agarosy a 20ml TBE pufru,ésmozvdil a snes nalil
na nost gelu pak jsem vlozilieben a nechal ztuhnout 30 min.
Nosk jsem vlozil do elektroforetické vany napiré TBE tak, aby
jamky pro vzorky jim byly pevrstvené. 25 pul vzorku jsem smichal
s 20ul vkladaciho pufru a 15ul 8sh nanesl na gel. Vzorky jsem
separoval cca 35 mintip70 V. Gel jsem barvil 45 min v roztoku
ethidium bromidu. Po oplachnuti vodou jsem analgtov

piitomnost DNA na transiluminatoru pod UV s vyuZitsaftwaru.
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4. VYSLEDKY

4.1. Metoda PCR amplifikujici lidskou specifickous  ekvenci

4.1.1. Optimalizace metody

Metoda detekce lidské specifické sekvence je zalZema opakované
enzymatické syntéze 850 bp dlouhé sekvence, vyg&iytse pouze nar satelitu
lidského 17. chromozomu. K optimalizaci metody jseouzival DNA vyizolovanou z
lidské tkar nebo buncnych linii odvozenych odiznych lidskych nadar Pouzil jsem
vzorky: IARC (linie odvozena od Ewingova sarkombR 1 (leukocytylidské kostni
direrg zdravého dobrovolnika), DR 2 (leukocytidské kostni #ené od pacienta
s pode#enim na leukemii, kter4d se neprokézala), F VCRsKEd neuroblastomova
linie), DR 38 (lidska neuroblastomova linie) ask& leukocyty z periferni krve

zdravého dobrovolnika. Vysledky PCR ukazuje obrézek
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Obr 5: Gekavané potvrzeniffpomnosti lidské sekvence v lidskych vzorcich

Vyswvétlivky: M = marker (velikostni standart), 1 - 1AR(linie odvozena z Ewingova sarkomu), 2 —
DR1 (leukocyty lidské kostnitdng), 3 — DR2 (leukocyty lidské kostnfehs), 4 — F VCM (lidska
neuroblastomova linie), 5 — DR38 (lidska neuroldasiva linie), 6 — negativni kontrola (PCR voda}; 7

pozitivni kontrola (lidské leukocyty periferni kive

4.1.2. Testovani citlivosti metody

NaSim cilem bylo zjistit i otestovat citlivost mdio K testu citlivosti jsem
pouzil tzv. dileni test (BECKERet al. 2002) (Obr , kdy jsem v konstantnim objemu
pienaSel lidské leukocyty do koncentratu &ummysi linie. Postuph dochazelo
k snizovani koncentrace #ypdni 1 : 1, na 1 : 10, 1 : 100 atd. Z jednottiry
koncentraci jsem vyizoloval DNA a v ni pak pom®&g<ZR hledal lidsky specificky
usek. Vysledky PCR reakce ukazuje obr 6. Bilutest ukazuje, Zze jsme schopni
detekovat 1 lidskou hiku mezi 10.
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Obr 6: Potvrzeni éekavané citlivosti 1:10 000

Vysvétlivky: M = marker (velikostni standart), 1 - komteace 1 : 10, 2 — koncentrace 1 : 100, 3 —
koncentrace 1 : 1 000, 4 — koncentrace 1 : 10 B80koncentrace 1: 100 000, 6 — koncentrace 1 :
1 000 000, 7 — pozitivni kontrola (lidské leukogyt® — negativni kontrola (PCR voda)

4.1.3. Testovani funk €énosti metody

Testovani funknosti metody jsem provdd na DNA izolované ze zvat
nej¢astji pouzivanych k laboratornimu vyzkumu.éMsem k dispozici vzorky tkani
krélika, laboratorniho potkana, mysi, opidéaCacus rhesyspsa a maete. Prokazali
jsme, ze PCR amplifikujiai satelit lidského 17. chromozomu neamplifikuje Z&gné
sekvence DNA vySe uvedenych zZ¥&nych druli a Ize ji proto vyuZzit k fikazu

lidskych xenograft na €chto modelovych organizmech.
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Obr 7: Detekce lidské DNA ve Zatech

Vyswvétlivky: M = marker (velikostni standart), 1 — kgl — laboratorni potkan, 3 — mys$, 4 — opice, 5 —
pes, 6 — mawre, 7 — negativni kontrola (PCR voda), 8 — pozitkmtrola (lidské leukocyty)

4.1.4. Detekce p Fitomnosti lidské DNA v mysSich mozcich

Buriky byly separovany z lidskych PBPC a koncentrovmgstednictvim
imunomagnetické selekce pouzitim CliniMACS systéfiliitenyi). Stejny systém se
pouziva i pro zpracovaniégti hematopoetickych progenitorovych kn(kostni den
nebo periferni progenitoroveé tky) v klinické praxi. Mikrokuléky Microbeads byly
navazany na bwdiny povrch pes komplexy antigen/protilatka. Tyto iiky byly

injikovany do hemisféry mySim, kterym byla vyvol&isaochemické léze v druhostrané
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hemisfée s cilem prokazat jejich migraci do mista leze.slédovani osudu
implantovanych buk bylo vyuZito rekolik metod — MRI, imunohistochemie a PCR.
Na obrazcich z magnetické rezonance mozku s fomoickeu 1€ézi a kontralater&in
injektovanymi bukami byly burgéné implantatycisté viditelné 24 hodin po injekci
jako slal intensivni oblast u mista injekce. Slaba intensitgplantatu se migh
snizovala Bhem prvniho tydne a pakigtala bez podstatnych Zmpro celou dobu
méteni. Béhem druhého tydne byl pozorovan slaibtensivni signal v lézi, ktery
pietrvaval dal$i dva tydnyCtyii tydny po implantaci ukézalo histologické barveni
pruskou mod pozitivni signal potvrzujici jitomnost magneticky zdanych lidskych
burgk vlézi. Mnoho zn&nych busk bylo také detekovano v corpus callosum,
piredstavujici migraci z kontralateralni hemisférysem k 1ézi.

Z davodu nezvrtaného potvrzenitipmnosti lidskych bugk  byly casti
mozkové tkaa z mista vpichu, z mista leze testovany pouzitinRRCdetekci pro
¢lovéka specifického 850 parbazi dlouhého fragmentu alfa satelitu DNA z lidské
chromosomu 17. Lidskd DNA byla detekovana v mozk&dati z mista vpichu pouze
ve zviatech zabitych 2 tydny po transplantackdai v ¢asti z mista leze byla lidska
DNA detekovana ve ziatech dva, stefntak jako ctyii tydny po transplantaci. Ve
zvitatech bez transplantace nebyla lidska DNA detekavan

V sowasnosti je dokaten novy experiment, kde jsme épletekovali lidské
progenitorové biky v mistech vpichuasré po aplikaci a pozfji v mistech léze.

V souwasné dob provadime jeho vyhodnoceni a interpretaci vysiedk
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Fotochemicka leze

Progenitorove buiky

y
Imunomagneticka k

purifikace CD34" ) “i N

bunék

Obr 8: Usp#adani experimentu

43



Obr 9: Potvrzeniifitomnosti lidské DNA v hlodaiich mozcich

Vyswvétlivky: M = marker (velikostni standart), 1 — negaf kontrola (PCR voda), 2 — leze kontrola,

3 —leze, 4 — vpich, 5 — vpich kontrola, 6 — paztikontrola (lidské leukocyty)
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4.2. Metoda RT-PCR k detekci mySi tyrozin hydroxyla  zy

4.2.1. Optimalizace metody

Metoda detekce mysSi tyrozin hydroxylazy je zaloZzeagpfikazu mRNA genu
pro mysi tyrozin hydroxylazu vyskytujici se villidch NBL. Tyrozin hydroxylaza je
enzym podilejici se na syntéze katecholamita detekci mySi tyrozin hydroxylazy je
nutné pouzivat jiné primery nez na lidskou, protede neni mezidruhova homologie.
Z neuroblastomové linie jsem vyizoloval RNA, metad@verzni transkripceigved|

na cDNA a v té pak hledal sekvenci genu pro tyrd¢gidroxylazu.

4.2.2. Testovani citlivosti metody

Citlivost metody jsme oft owfili dilu¢nim testem. Jako vySewvany vzorek
jsme genaSeli bitky mySiho NBL do koncentratu leukodytidské kostni ters.
Z jednotlivych koncentraci bgh jsem vyizoloval RNA a metodou RT-PCR ziskal
produkt. Vysledky PCR reakce zobrazuje obr 11. &iluest ukazuje, Ze jsme schopni
detekovat 1 lidskou hiku mezi 10.

0,5 0,5
ad, 5 4.5 45 :4t 5
= | 7 _|__ & &

B,

Vysetfovany 1:10 1:100 1:1000 1:10 000 1:100 000
vzorek

0,5 0,5 0,5
5 45 4 :
, B , II'

Obr 10: Schéma ditiniho testu
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Obr 11: Dili&ni test potvrzujici citlivost 1 : 100 000

vyswétlivky: M = marker (velikostni standart) , 1 — kadrace 1 : 10, 2 - koncentrace 1 : 100, 3 -
koncentrace 1 : 1 000, 4 - koncentrace 1 : 10 B80koncentrace 1 : 100 000, 6 — negativni kontrola
(lidské lymfocyty), 7 — pozitivni kontrola (mysSi NUB, 8 — negativni kontrola (PCR voda)
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5. DISKUZE

Detekce lidské specifické sekvence

V experimentélni medicén jsou zavadny metody umoiujici prokazat
piitomnost minimalniho mnozZstvi béln odliSnych od hostitelské tkdnl u nés
v laboratdi jsme se zasfili na detekci xenotransplantat Castym Ukolem je
detekovani lidskych bwk xenotransplantovanych zZeti. Pro testovani metody jsme
pouzili tkhré zvirat casto vyuzivanych v xenotransplantacich. Metodu jsejeive
optimalizovali pouzitim gradientového termocyklerlagdy jsme hledali optimalni
anealingovou teplotu pro hybridizaci priliek sekvenci alfa satelitni DNA 17.
chromozomu. Po optimalizovani jsme testovali aitivmetody diltnim testem. Tento
test je standarth vyuzivan k hodnoceni citlivosti metod v molekuladoiologii a
imunologii (CAMPANA et al. 1992). Podélo se nam prokazat citlivost 1 : 100 000,
coz jeSt ofad pekratuje obecy udavanou citlivost metody 1 : 10 000 (BURCHIEL
al. 2001). Otazkou je, zda by se zvySenim objemuceealezdglo jeS€ dale zvysit
citlivost.

Pro potvrzeni funénosti metody jsme provedli testovani vybranych Kiah
vzorka, predstavujiciiznorodou skupinu sloZzenou ze zdravé lidské kosenedale i
z tkani nebo buftnych linii odvozenych od malignich nadowe vSech fipadech
bylo potvrzeno nalezeni lidské specifické sekveaceotvrzeni funénosti metody
detekujici lidskou specifickou sekvenci tak, jakvrhl a otestoval BECKER (2002).
Presto se domnivame, Ze zviagtxenotransplantatlidskych nadak je nezbytné ostit
piitomnost této sekvence pro kazdy nador zvldgako prvni jsme otestovalgtginu
laboratornich zwat pouzivanych v laboratornim vyzkumu (opice, pésalik,
laboratorni potkan, moée, myS) coz dosud nebylo s vyjimkou mysSi v litefatu
uvedeno (BECKERet al. 2002). V tkanich zadného &chto zviat nebyla prokadzana
piitomnost lidské specifické sekvence alfa sateMMA 17. chromozomu. Proto se
domnivame, Ze tato metoda je vyuzZitelnd ke sledox@notransplantatu vSech vyse
uvedenych laboratornich Zaf. Ri pouziti jinych laboratornich zkdt by vSak bylo
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piredem nutné otestovat zda vyeeana sekvence alfa satelitni DNA 17. chromozomu
této sekvence u Sesti Ziidnych druli véetn® opice nepovazujeme zafilB
pravdpodobné.

Nasim poslednim cilem bylo nejen metodu zavéstkatmiat jeji funknost na
laboratornich zwatech a vybranych lidskych vzorcich, ale také pitkses nalézt jeji
mozné uplaténi v konkrétnim vyzkumu. Ve spolupraci s RNDr. Jeoslou, PhD z
Ustavu neurodd UK 2.LF jsme se za#ili na sledovani lidskych CD34kmenovych
burgk implantovanych do hlod&ich mozk s cilem posoudit jejich migraci do lozZiska

fotochemické léze.

Sledovani lidskych CD34 * bun ék

V experimentu jsme ukézali, Ze technika zobrazeagnetickou rezonanci,
imunohistochemie a PCR mohou byt pouzity k mooiani osudu transplantovanych
kmenovych buék v hostitelském organismu. \rgdeslych studiich byly monitorovany
kmenové biiky kostni derg a mysi embryonalni kmenovéitky znaené kontrastnim
¢inidlem Entoderm transplantovanych do hlodave mozkovym nebo misSnim
porarénim (JENDELOVA 2003, JENDELOV/et al 2004). Podob$ nékolik jinych
vyzkumnych skupin oznamilo, Ze je mozné zobrazdgneticky zn&né buiky
v mozku nebo miSe po transplantaci (BULEEal 1999, 2002, FRANKLINet al
1999, HOEHN et al 2002, LEE et al 2004). Microbeads pouzité pro
imunomagnetickou separactistanou po selekci navazany na povrchikyu Takto
selektované hiky byly bezpeén¢ transplantovany pacigith s iznymi hlavrg
hematologickymi onemoeénimi (HANDGRETINGERet al 2001, 2002). V nasi studii
jsme potvrdili, Ze mikrdastice mohou byt pouzity jako magnetické éard. Dale jsme
potvrdili, Ze mikr@astice prokazuji dostatey MR kontrast, &oli pramérny obsah
Zeleza na hitku byl viadové hodnetniZzsi, nez v fipadt buné¢ného zn&eni pouzitim
jinych kontrastnich¢inidel, které vstupuji do hiky. Data ziskana z MR déb
odpovidaji histologickym nalém a vysledkm PCR.

Alternativni zdroje kmenovych btk mohou mit praktické vyhody ve srovnani

s embryonalnimi kmenovymi Bkami a byly navrZzeny pro uZziti v autolognich
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transplantacich. Hematopoetické progenitorovékipucharakterizované ifiomnosti
CD34 antigenu jsou ve fisdu zajmu v satasnosti probihajicich vyzkum
(WEISSMAN 2000, GOOLSBet al. 2003). Tyto biiky maji kapacitu pro rozsahlou
sebeobnovu a pluripotentni diferenciacici a jsowZdeany l€ebre k zajiséni
dlouhodobé obnovy kostnitehd u lidskych pacienit (AGUILA et al. 1997).

V sowasné dob se uvazuje o jejich &&bném vyuziti i mimo oblast hematologie
(HAMANO et al 2001, TAGUCHIet al. 2003). V sotiasné dob probiha Ceské
republice klinicka studie zatfena na regionalni autologni transplantaci HPCs
pacientim s poskozenim michy (SYKOVA, osobnigkahi). Tato studie byla zahajena
na zaklad predchozich kasuistickych zkuSenosti (VALBONESIal 2004).

Lidské CD34 buiky mohou byt jednodu3e ziskany z pépigové krve pi
narozeni a z periferni krve po uvei cytokini. V nasi studii jsme transplantovali
lidské CD34 progenitorové bitky do hlodavich mozk: s lézi. U mista vpichu byly
buiky detekovany pouze 10 @inpo transplantaci. Zadné iy nebyly nalezeny
v draze jehly ¢tyfi tydny po transplantaci. Tyto bhky putovaly do léze a
subventrikularni zény, kder@zivaly ginejmensim jeden #sic. NaSe vysledky jsou
v souladu nalezy ASHEUERA (2004), ktery zjistil puéni lidskych CD34burgk do
mozku po infizi CD34" burgk my3im se SCID. GOOLSBY (2003) prokazal lidské
CD34 buiky Sest nisici po implantaci do dogpého mysiho mozku. TAGUCHI
(2004), ktery nitrozild aplikoval lidské CD32 buiky mysim s fokalni mozkovou
ischemii, nepozoroval zadnou kolokalizaci transigieanych CD324 burgk. Nase
nalezy, Ze lidské CD34buiky prezivaly pouze v Iézi a subventrikularni 2émohou
podporovat TAGUCHIHO hypotézu (2004), Zze CD3uiky mohou hrét pozitivni roli
Vv neuroregeneraci, budici neovaskularizaci ischiegnizony a poskytuji fijznivé
prostedi pro neurogenezu. Zeti studie nazraiji, Ze transplantace kmenovych Bkn

muze byt vyuZita v terapii [€zi centralniho systému.

Detekce mysSi tyrozin hydroxylazy

Druhou oblasti naSeho zajmu byla detekce minimdadorové choroby
v modelu mysiho neuroblastomu. Tento modelovy n@beyuzivan v experimentalni

onkologii pro svoji podobnost s neuroblastomem kijgs. Na rozdil od
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xenotransplantatjsou u syngennich modekachovany imunitni mechanizmy. NaSim
Ukolem bylo zavést metodu kiwazu mysi tyrozin hydroxylazy. Metodu jsme
optimalizovali pomoci gradientového termocyklerugdykjsme hledali optimélni
anealingovou teplotu pro hybridizaci primiek cDNA genu pro tyrozin hydroxylazu
mySiho neuroblastomu. Po optimalizovani podminekodye jsme prowftili citlivost
metody. Stejd jako v gipad PCR detekujici lidskou sekvenci, jsme i tentokrat
provedli dilwni test. Zjis¢né citlivost RT PCR byla naSim testem stanovend na
100 000, coz koresponduje s vysledky ostatnichraytm detekci MRD metodou RT
PCR (HAGENBEEK 1992) .

V sowasnosti probiha na Klinice ¢tské hematologie a onkologie pokus
s experimentélni terapii mySiho neuroblastomu &any na pikaz ®&innosti
kombinace inhibitor histon deacetylazy valproatachterych cytosatik (ellipticinu a
antracyklinu). V nedavnych letech byl prokazan ipaatorovy @inek antiepileptického
léku valproatu. Jednim z mechanisigho protinadorovéhocinku je i inhibice histon
deacetylazy. Nyni se provadi fet pracovi¥ experimentalni i klinické studie s timto
lékem (BLAHETA et al. 2005, NORIYUKI et al 2004) V tchto pokusech bude
metoda detekce mySi tyrozin hydroxylazy pomoci RTRP vyuzita k piikazu
mikrometastaz i k gikazu vitality nadorovych buk v reziduu nadoru po terapii
protoZe RNA vznikajicich hikach je rychle roz8pena endogenimi RNazami.
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1)

2)

3)

4)

6. SOUHRN

Zavedli jsme a optimalizovali metodu detekce DNAwvance specifické pro
¢lovéka umoauijici specificky ptikaz lidskych busk.
Jako prvnijsme tuto metodu otestovali n&4m¢ pouzivanych laboratornich

zviratech s negativnim vysledkem (nenfizkna pozitivita).

Prokézali jsme vyuzZitelnost metody detekce lidskéctické sekvence na
experimentu s xenotransplantaci  lidskych ~ CD34hematopoetickych
progenitorovych butk. Dokazali jsme, ze CD34buiky implantované do

mozku migruji do mista leze.
Zavedli jsme a vyzkouSeli detekci experimentalninimialni nadorové choroby

na modelu mySiho neuroblastomu. Vyuziti této mddpadi experimentech se

planuje do konce tohoto roku.

51



7. SEZNAM RRILOH

Jendelova P, Herynek V, Urdzikova L, Glogarova KahRatova S, Fales |,
Andersson B, Prochazka, Zame&nik J, Eckschlager T, Kobylka P, Hajek M,
Sykova E:
Magnetic resonance tracking of human CD3% progenitor cells separated by
means of immunomagnetic selection and transplantadto injured rat brain

Cell Transplant. 2005;14(4):173-82.

Jendelova P, Herynek V, Urdzikova L, Glogarova KahRatova S, Fales |,
Andersson B, Prochazka, Zame&nik J, Eckschlager T, Kobylka P, Hajek M,
Sykova E:

MR tracking of human CD34" progenitor cells separated by means of
immunomagnetic selection and transplanted into injued rat brain

3. Celostatni konference o genové adsae terapii, Praha 3. 12. 2004

52



8. SEZNAM LITERATURY:

Aguila H. L., Akashi K., Domen J., Gandy K. L., lagse E., Mebius R. E., Kortison S.
J., Shizuru J., Strober S., Uchida N., Wright D.\Beissman I. L.: From stem cells to
lymphocytes: biology and transplantation. ImmunelVR157:13-40; 1997

Asheuer M., Pflumio F., Benhamida S., Dubart-Kugpkmitt A., Bouquet F., Imai Y.,
Auburg P., Cartier N.: Human CD34+ cells differatdi into microglia and express
recombinant therapeutic protein. Proc Natl AcadlB& A. 101:3557-62; 2004

Becker M., Nitsche A., Neumann C., Aumann J., Jahghl., Fichtner | : Sensitive
PCR metod for the detection and real-time quaatibcn of human cells in
xentransplantation systems. Br J Cancer. 87:1322{3%

Berois N, Varangot M, Osinaga E, Babino A, Caighdul Muse I, Roseto A.:
Detection of rare human breast cancer cells. Cosgarof an immunomagnetic
separation method with immunocytochemistry and ERPAnticancer Res. Vol. 17:
2639-46; 1997

Blaheta R. A., Michaelis M., Driever P. H., CindtlEvolving anticancer drug valproic
acid: Insights into the mechanism and clinical EsdJ Med Res Rev. 2005 Jan 6;
[Epub ahead of print]

Boehringer Mannheim: PCR application mannual, Boger Mannheim GmbH,
Biochemica 194; 1995

Brenner M. K.: Gene transfer to hematopoietic céllsw Engl J Med, 335; 337- 339,
1996

Breslov N., Mc Cann B.: Sattistical estimation ofognosis for children with
neuroblastoma. Cancer Res 21:2098-2103; 1971

Brodeur G. M., Maris J. M.: Neuroblastoma. in. BizPA, Poplack DG (eds.)
Principles and practice of pediatric oncology. liujgot, Williams and Wilkins,
Philadelphia, 2002

Bulte J. W., Duncan I. D., Frank J. A.: In vivo magc resonance tracking of
magnetically labeled cells after transplantatiorCeleb Blood Flow Metab. 22:899-
907; 2002

Bulte J. W., Zhang S. C., van Gelderen P., Herwigklordan E. K., Duncan I. D.,

Frank J. A.: Neurotransplantation og magneticallyeled oligodendrocyte progenitors:
magnetic resonance tracking of cell migration angelmation. Proc Natl Acad Sci

USA. 96:15256-15261; 1999

53



Burchill S. A., Lewis I. J., Abrams K. R., Riley Rmeson J., Pearson A. D., Pinkerton
R., Selby P.: Circulating neuroblastoma cells detbcby reverse transcriptase
polymerace chain reaction for tyrosine hydroxylas@NA are an independent poor
prognostic indicator in stage 4 neuroblastoma ifmdmm over 1 year. J Clin Oncol.
Vol. 15;19:1795-801; 2001

Campana D., Coustan-Smith E. a Behm F.G.: The inmhogical detection of minimal
residual disease in acute leukemia. Blood, 76, 1892

Civin C. I., Gore S. D. Antigenic analysis of hepytiesis: a review. J Hematother.
2:137-44;1993

Eckschlager T. a McClain K. L.: Comparison of flescent in situ hybridization and
the polymerase chain reaction for detetction ofidied neuroblastoma cells.
Neoplasma, 43,s5.301; 1996

Eckschlager T, RSa R: Laboratorni vyS@mni v onkologii. Triton, Praha 2002

Fichtner I., Goan S. R., Becke M.., Baldy C, Borgm&, von Stackelgerg A., Henze
H.: Transplantation of human haematopoietic or é&mkic cells into NOD/SCID mice.
In Relevance of tumor models for anticancer drigettgoment, Vol 54, 207-217; 1999
Freiberg

Franklin R. J., Blaschuk K. L., Bearchell M. C.eBtoz L. L., Setzu A., Brendle K. M.,
ffrench-Constant, C.. Magnetic resonance imagingtrahsplanted oligodendrocyte
precursors in the rat brain. Neuroreport. 10:3961999

Freye C., Benz C. a Liu E.: Detection of amplifi@hcogenes by differential
polymerase chain reaction. Oncogene, 4, s.1153 198

Fukuda M, Miyajima Y, Miyashita Y, Horibe K: Diseasutcome may be predicted by
molecular detection of minimal residual disease bione marrow in advanced
neuroblastoma: A pilot study. J.Pediatr.Hematolc@nVol. 23: 10-13; 2001

Gerhartz H. H. a Schmetzer H.: Detection of minimegidual diease in acute myeloid
leukemia. Leukemia, 4, s.508; 1990

Goolsby J, Marty M. C., Heletz D., Chiapelli J.,sh&o G., Yarnell D., Fishman P.S.,
Chin-Jalbut S., Bever C. T. Jr., Pessac B., Trifder Hematopoietic progenitors
express neural genes. Proc Natl Acad Sci USA 1028-81; 2003

Goto S, Umehara S, Gerbing RB,.: Histopathologyte¢imtional Neuroblastoma
Pathology Classification) and MYCN status in paewith peripheral neuroblastic
tumors: a report from the Children's Cancer Grdigmcer, Vol. 92:2699- 2708; 2001

Gribben J.G.: Attainment of Molecular Remission: A&Vorthwhile Goal?
J.Clin.Oncol.,12,5.1532; 1994

54



Hamano K., Nishida M., Hirata K., Mikamo A., Li TS., Harada M., Miura T.,
Matsuzaki M., Esato K.: Local implantation of awtpbus bone marrow cells for
therapeutic angiogenesis in patients with ischeh®sart disease: clinical trial and
preliminary results. Jpn Circ J. 65:845-7; 2001.

Handgretinger R., Klingebiel T., Lang P., Schumm Neu S., Geiselhart A., Bader P.,
Schlegel P. G., Greil J., Stachem D., Herzog R.Niethammer D.. Megadose
transplantation of purified periferal blood CD34(progenitor cell from HLA-
mismahced parentel donors in children. Bone Naifaamsplant 27:777-83; 2001

Handgretinger R., Lang P., Ihnm K., Schumm M., Gbmse¢ A., Koscielniak E., Hero
B., Klingebiel T., Niethammer D.: Isolation nad risplantation of highly purified
autologus peripheral CD34(+) progenitor cells: pugg efficacy, hematopoietic
reconstitution and longterm outcome in childrenhwliigh-risk neuroblastoma. Bone
Narrow Transplant 29:731-6; 2002

Hagenbeek A.: Minimal residual disease in leukersiate of the art 1991. Leukemia,
6,s.12; 1992

Helfrich W, ten Poele R, Meersma GJ, Mulder NHMilies EG, de Leij L, Smit EF. A
guantitative reverse transcriptase polymerase chaattion-based assay to detect
carcinoma cells in peripheral blood. Br J Cancel. V6:29-35; 1997

Hoehn M., Kustermann E., Blunk J., Wiedermann Dapp T., Focking M., Arnold H.,
Hescheler J., Fleischmann B. K., Babrle C.: momitpof implantedstem cell migration
in vivo: A highly resolved in vivo magnetic resomanimaging investigation of
experimental stroke in rat. Proc Natl Acad Sci U%680:1073-1078; 2002

Holland PM, Abramson RD, Watson R, Gelfand DH. [Batan of specific polymerase
chain reaction product by utilizing the 5'-3' exolease activity of Thermus aquaticus
DNA polymerase.Proc Natl Acad Sci U S A. Vol. 18;BR76-80; 1991

Hooberman A.L.. The use of the polymerase chaircti@a in clinical oncology.
Oncology, 6, s.25; 1992

Chromczynski P., Sacchi N.: Single-step method MARsolation by acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal. &iem., 156-159, 1987

Janossy G, Campana D, Amlot PL. Leukaemia and Igmgh treatment with
autologous bone marrow transplantation:preclingtablies. Cancer Detect Prev. Vol.
12:597-604; 1988

Jendelova P., Imaging the fate of implanted boneramastroma cells labeled with
superparamagnetic nanoparticles. Magn Reson M&88;

Jendelova P., Herynek V., Urdzikova L., Glogarova Kroupova J., Bryja V.,
Anderssson B., Burian M., Hajek M., Sykova E.: Miacking of transplanted bone
marrow and embryonic stem cells labeled by irordexnanoaricles in rat brain and
spinal cord. J Neurosci Res:in press; 2004

55



Kasimir-Bauer S., Oberhoff C., Sliwinska K., Neumdr., Schindler A. E., Seeber S.:
Evaluation of different methods for the detectidmonimal residual disease in blood
and bone marrow of patients with primary breastceanimportance for clinical use?
Breast Cancer Res Treat. Vol. 69:123-32; 2001

Lang P., Handgretinger R., Niethammer D., SchidgelG., Schumm M., Greil J.,
Bader P., Engel C., Scheel-Walter H., Erich M. nigkbiel T., Inm K., Geiselhart A.,
Koscielniak E., Hero B., Neu S., Stachem D., HerRogl., Transplantation of highly
purified CD34+ progenitor cells from unrelated donan pediatric leukemia. Bood
101:1630-6; 2003

Lee I. H., Bulte J. W., Schweinhardt P., Douglas Trrifunovski A., Hofstetter C.,
Olson L., Spenser C.: In vivo magnetic resonarmeking of olfaktory enshealting glia
grafted into the rat spinal cord. Exp Neurol. 18B46; 2004

Lode H. N., Xiang R., Varki N. M., Dolman C. S.,lli&s S. D., Reisfeld R. A.:
Targeted Interleukin-2 Therapy for Spontaneous blastoma Metastasesto Bone
Marrow, J Natl Cancer Inst, Vol. 89, No. 21:1588451997

Lode H. N., Xiang R., Dreier T., Nissi M., Varki N1., Gillies S. D., Reisfeld R. A.:
Natural Killer Cell-Mediated Eradication of Neurastoma Metastase to Bone Marrow
by Targeted Interleukin-2 Therapy. Blood Vol. 919.18,1706-1715; 1998

Mattano L., Moss T. J. a Emerson S. G.: Sensitiegeation of rare circulating
neuroblastoma cells by the reverse transcriptaBgn@oase chain reaction, Cancer
Res., 52, s.4701; 1992

Miyajima Y., Kato K., Numuta S., a kol.: Detectiaf neuroblastoma cells in bone
marrow and peripheral blood at diagnosis by thens transcriptase-polymerase chain
reaction for tyrosine hydroxylase mRNA, Cancer,s.2757; 1995

Mullis K. B; Faloona F. A.:. Specific synthesis ofNB in vitro via a polymerase-
catalyzed chain reactioMethods in Enzymology55:335-50; 1987

Naito H., Kuzumaki N., Uchino J. a kol.: Detectiohtyrosine hydroxilase nRNA and
minimal neuroblastoma cells by the reverse trapson-polymerase chain reaction,
Eur. J. Cancer, 27, s.765; 1991

Noriyuki T Norihiko K Dorina G Jonathan W. S Isao ¥ Phillip K Human Ovarian
Carcinoma Cells: Histone Deacetyldmfibitors Exhibit Antiproliferative Activity and
Potently Induce Apoptosis Can@04;101: 2760-2770

Peter M, Magdelenat H, Michon J, Melot T, OberlinZncker JM, Thomas G,
Delattre O. Sensitive detection of occult Ewingiscby the reverse
transcriptase-polymerase chain reaction. Br J Gangel. 72:96-10; 1995

Saiki R., K., Scharf S., Faloona F., Mullis K. Blorn G. T., Erlich H. A., Arnheim N.:

Enzymatic amplification of beta-globin genomic seqces and restriction site analysis
for diagnosis of sickle cell anemi@cienceVol. 20, 230:1350-4; 1985

56



Seeger RC, Reynolds P, Gallego R: Quantitative tuceti content of bone marrow
and blood as a predictor of outcome in stage I\ral@astoma: A Children’s Cancer
Group study. J.Clin.Oncol., Vol. 18: 4067-4076; @00

Sumerauer D., Vicha A., Kerova H., Kavan P., Eckschlager T.: Detection afimal
bone marrow infiltration in patients with localiseshd metastatic Ewing’s sarcoma
using RT-PCR. Folia Biol-Prague, 47: 206- 210: 2001

Sumerauer D, Majckova S, Hruba A, Eckschlager T: Manipulace seépyst
hematopoetickych progenitorovych kilra jejich pouziti v klinické praxiCas lékces.,
141:411-416, 2002

Taguchi, A., Ohtani M., Soma T., Watanabe M., Kite$l.: Therapeutic angiogenesis
by autologous bone-marrow transplantation in a gen®spital setting. Eur J Vasc
Endovasc Surg. 25:276-8; 2003

Taguchi A., Soma T., Tahala H., Kanda T., NishimdraYoshikawa H., Tsukamoto
Y., Iso H., Fujimori Y., Stern D. M., Naritomi HMatsayama T.: Administration of
CD34+ cells after stroke enhances neurogenesiangagenesis in a mouse model. J
Clin Incest. 114:330-8; 2004

Valbonesi M., Giannini G., Migliori, F., Dalla CastR., Dejana A. M.: Cord blood
(CB) stem cells for wound repair. Preliminary repof 2 cases. Transfus Apheresis
Sci. 30:153-6; 2004.

van Noesel M. M., Versteeg R.: Pediatric neuroblasts: genetic and epigenetic
‘Danse Macabre’ Gene 325, 1 —-15; 2004

Vicha A., Eckschlager T.: Metody molekuldrnytogenetického vysni v klinické
onkologii, Prakticky lékg 2005, pijato do tisku

Wang Y. X., Hussain S. M, Krestin G. P.: Superpagnetic iron oxide contarst
agents: physicochemical characteristics and agitain MR imaging. Eur Radiol.
11:2319-31 2001

Weinstein J. L., Katzenstein H. M., Cohn S. L.: Adees in the diagnosis and
treatment of neuroblastoma. Oncologist 8:278-99320

Weissleder R, Cheng H. C., Bogdanova A., BogdanodrAMagnetically labeled cells
can be detected by MR imaging. J Magn Reson Imagdir2$8-63; 1997

Weissman I. L.: Translanting stem and progenitdr lwelogy to the clonic: barriers
and opportunities. Science. 287:1442-6;2000

Yeh T., Zzhang W., lldstad S. T., Ho C.: Intracalullabeling of T-cells with
superparamagnetic kontrast agents. Magn Reson 30e6ll 7-625; 1993

57



Yeh T., Zhang W., lldstad S. T., Ho C.: In vivo dynic MRI tracking of rat T-cells
labeled with superparamagnetic iron-oxide particdagn Reson Med. 33:200-208;
1995

58



Priloha 1

59



60



61



62



63



64



65



66



67



68



Priloha 2

69



70



