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ABSTRAKT

Pfijmeni a jméno: Kasparkova Adriana

Katedra: Katedra zachranafstvi, diagnostickych oboru a vefejného zdravotnictvi

Nazev prace: Aplikace lab-on-a-chip technologie v 1é¢bé nadorovych onemocnéni
Vedouci prace: Dr. Ing. Pavel Fikar, Ph.D.

Pocet stran: ¢islované 52, necislované 21

Pocet priloh: 2

Pocet tituli pouzité literatury: 53

Kli¢ova slova: Lab-on-a-chip technologie, 2DEP cytometrie, chronicka B-lymfocytarni

leukémie, apoptdza

Tato prace je zamétfena na aplikaci lab-on-a-chip technologie v 1éEbé nadorovych
onemocnéni. Blize popsanym onemocnénim je chronickd B-lymfocytarni leukémie.
Teoreticka ¢ast se zabyva 1éCbou hematoonkologickych malignit a s ni Casto spojenou
rezistenci k 1ékim. Dale se prace zabyva apoptéozou a vybranymi metodami Kk
jejimu prikazu, jelikoz cilem chemoterapeutické 1€cby je navozeni apoptézy malignich
bunck. V posledni kapitole teoritické casti je popsdna distribuovand dielektroforeticka
cytometrie (2DEP  cytometrie), lab-on-a-chip technologie, jez byla pouzita
v experimentalni ¢asti. Prakticka ¢ast se vénuje méefeni B-lymfocytl izolovanych z krve
pacientii s prokazanou chronickou B-lymfocytarni leukemii a jejich reakci na lécbu.
Utinnost 1é¢by byla v podobé sledovani progrese apoptoézy monitorovana 2DEP
cytometrii. Vysledky naméfené pomoci 2DEP cytometrie byly porovnavany s konven¢nimi
metodami (Alamar blue, 7-Aminoaktinomycinem D a barvenim trypanovou modii).
Vysledky prace poukazuji na potencial 2DEP cytometrie konkurovat konvencnim
metodam pro méfeni bungk, jejich vlastnosti a identifikaci dulezitych biomarkerd, a to 1

bez nutnosti barveni ¢i jiného znaceni bunék.



ABSTRACT

Surname and name: Kasparkova Adriana

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health

Title of thesis: Application of lab-on-a-chip technology in the treatment of cancer
Consultant: Dr. Ing. Pavel Fikar, Ph.D.

Number of pages: numbered 52, unnumbered 21

Number of appendices:2

Number of literature items used: 53

Keywords: Lab-on-a-chip technology, 2DEP cytometry, B-cell chronic lymphocytic
leukemia, apoptosis

This thesis is focused on the application of lab-on-a-chip technology in the treatment of
cancer. The disease described herein is chronic B-cell leukemia. The theoretical part deals
with the treatment of haemato-oncological malignancies and the corresponding drug re-
sistance that is often associated with them. Furthermore, the thesis deals with apoptosis and
with selected methods for its detection, as the goal of chemotherapeutic treatment is to
induce apoptosis of malignant cells. The last chapter of the theoretical part describes dis-
tributed dielectrophoretic cytometry (2DEP cytometry), lab-on-a-chip technology, which is
used in the experimental part. The practical part deals with the measurement of B-
lymphocytes isolated from the blood of patients with confirmed chronic B-cell leukemia
and their response to treatment. Treatment efficiency was monitored by 2DEP cytometry
and corresponds to the progression of apoptosis. 2DEP cytometry results were compared
with conventional methods (Alamar blue, 7-aminoactinomycin D and trypan blue dying).
The results of the work show the potential of 2DEP cytometry to compete with conven-
tional methods for measuring cells, their properties and identifying important biomarkers,

even without dying or other labeling of the cells.
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UvVOoD

Kazda bunka podléhd kontrolam v riznych fazich bunééného cyklu. Jestlize
kontrolni body funguji spravné, mozné chyby piepisu DNA jsou bud’ opraveny, nebo je
buiika odsouzena k fizené bunécné smrti. Pokud néjaky z kontrolnich bodt selze, hromadi
se vnovych bunikach abnormality zpusobujici napiiklad inhibici apoptdzy. Takto
mutované bunky se nekontrolovatelné mnozi (proliferuji), na ukor bunék zdravych a je
nutno zahajit protinadorovou 1écbu.

Jednim z nejcastéjSich malignich onemocnéni krve je chronicka B-lymfocytarni
leukémie (B-CLL). Standardni 1é¢bou tohoto onemocnéni je chemoterapie. Lécba zalozena
na indukci apoptdézy malignich bunék bohuzel neni vzdy uspésna, a to i diky vzniku
rezistence K uréitému druhu chemoterapeutik. Uginnost 1é&by neni u kazdého pacienta se
stejnym onemocnénim stejnd a nese s sebou fadu obtizi.

Existuje mnoho laboratornich metod, jimiz lze prokézat hematologické malignity,
stanovit prognosticky vyznamné biomarkery, detekovat zménu metabolické aktivity nebo
pfimo rizna stadia apoptdzy bunck. Tyto metody s sebou nesou fadu kladli i zaporu,
vyuzivaji riznych barviv interagujicich s buitkami, zaméfuji se na rizné body v procesu
apoptozy a jsou Casové ¢i finanéné narocné. In vitro testovani vlivu chemoterapeutik
na nadorové buiky pacienta dosud neni béZznou praxi, ptestoze 1€¢iva, podavajici se v fade
1ékatskych oborti, byvaji pfed podanim testovana pacientovi na miru. Méfenim bunck
v pribe¢hu chemoterapie miizeme ziskat informace o reakci bunék na 1écbu, o mife
progrese apoptozy ¢i 0 rezistenci k lé¢ivim. Takové testovani muze pomoci zvysit
efektivitu 1é€by a vyhnout se nckterym komplikacim. V této praci se vénujeme
monitorizaci u¢innosti 1é¢by pomoci lab-on-a-chip technologii.

Lab-on-a-chip systémy jsou velice zajimavym feSenim miniaturizace
a automatizace biologickych a chemickych testti. Méfeni probiha v mikrofluidnich Cipech
a umoznuje provadét experimenty s velice malymi objemy vzorki a ¢inidel. Mikrofluidni
Cipy se skladaji ze siti mikrokanalli o priméru od deseti do né€kolika set mikrometra.
Do ¢ipu jsou vhanény vzorky o nano — az pikolitrovych objemech, se kterymi je spojeno
miniméalni mnozstvi reagencii. I pres malé pouzit¢ objemy je dosahovdno vysoké
vytéZnosti metody, a to za podstatné niz$i naklady. Lab-on-a-chip technologie umoziuji

méfeni rozptylu populace, rozliSeni bunééné viability ¢i tfidéni bunécénych populaci.
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Mikrofluidni systémy jsou téz aplikovany v genovém sekvenovani nové generace.
Miniaturizace, paralelizace a integrace metod otevird v biologii zcela nové pirilezitosti.
Umoziuje rozsifené poznavéani, hodnoceni a manipulovani s buitkami ¢i jednotlivymi
molekulami.

Novou metodu, vyuzivajici mikrofluidni zafizeni k méfeni bungk, je distribuovana
dielektroforetickd cytometrie (2DEP). Tato metoda miize byt atraktivni alternativou
pritokové cytometrie. 2DEP poskytuje informace o struktuie a objemu bunék,
o heretogenité bunééné populace i o expresi intracelularnich a povrchovych biomarkeru.
Na rozdil od priatokové cytometrie nevyzaduje k rozpoznani biomarkerti znaceni pomoci
protilatek, s ¢imz souvisi znatelné nizs§i provozni naklady. Podstatou 2DEP cytometrie je
mapovani chovani bunék v elektrickém poli odrézejici bunécné zmény. Mapovani tohoto
chovani umoziuje méfit nativni buiikky neinvazivné a v kratkém case.

Ptestoze metoda 2DEP mitiZze detekovat celou skéalu novych biomarkeri, neni zatim
brana za bézny nastroj k identifikaci bun¢k a jeji potencial je tfeba plné prozkoumat.

Nasim cilem je pomoci této lab-on-a-chip technologie zaznamenat Uc¢innost
chemoterapeutik v 1é€bé chronické lymfocytarni leukémie a porovnat vysledky s vystupy

konvenénich metod.
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TEORETICKA CAST

1 CHRONICKA B-LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

Chronicka B-lymfocytarni leukémie (B-CLL) je klondlni maligni onemocnéni
zralych  B-lymfocyti s charakteristickym  imunofenotypem.  Pomér  maligné
transformovanych bunék ke zdravym postupné vzrustd diky nekontrolované klonalni
proliferaci a zfejmé i diky zvySené expresi genu BCL2 odpovédnému za poruchu

apoptozy.

1.1 B-lymfocyty

1.11 Lymfopoéza

Vyvoj krevnich elementi u dospélych probiha za fyziologickych podminek v kostni
dfeni plochych kosti, u déti ve vSech kostech. Zékladni krvetvornou buiikou je
pluripotentni kmenova bunka (PKB), schopna nekonec¢né sebeobnovy, proliferace (déleni
se) a diferenciace (odliSeni bun€k do riznych vyvojovych linii). DalSim stadiem je
progenitorova kmenova buika (specifi¢téjsi a s omezenym poctem déleni). Vlivem
humoralnich ptsobkt se PKB diferencuje v lymfoidni progenitorovou buiku a ta dale
v lymfoblast. Maturaci lymfoblastu vznikne prolymfocyt a pozdé€ji zraly naivni lymfocyt.
Zraly naivni lymfocyt opousti kostni dien a dokoncuje sviij vyvoj v sekundéarnich
lymfatickych tkanich, kde probihd selekce vysoce reaktivnich ¢i malo reaktivnich klont
a prvni setkani s antigeny. Buiikky musi byt pfisné kontrolovany mechanismy zpusobujicimi
apoptozu defektnich bunck. Patologicky pozménéné buitkky mivaji schopnost abnormalni
proliferace, zvySenou schopnost sebeobnovy, neodpovidaji adekvatné na proapoptotické
stimuly. Tyto zmény mohou za vznik a rozvoj patologické krvetvorby, kdy produkce

autonomniho maligniho klonu za¢ne utlacovat zdravou krvetvorbu (Klener, 2011).
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1.1.2 Morfologie vyvojovych stadii B-lymfocyta

Kmenova lymfocytarni bunika v kostni dieni maturuje v lymfoblast. Lymfoblasty
jsou men$i builky nez myeloblasty, jen suzkym lemem bazofilni cytoplazmy. Jadro
lymfoblastu je kulaté, bazofilni, zabirajici vétSinu burky, s hutnym chromatinem. Viditelné
byvaji jen 1-2 jadérka. Dal§im vyvojovym stddiem jsou prolymfocyty - jsou mensi
nez blasty a maji hutnéj$i hrudkovity chromatin, v centru jadra byva zietelny nukleolus.
Zralé naivni lymfocyty jsou morfologicky i funkéné rizné, rozliSujeme vsak dva typy —
maly a velky lymfocyt. Maly lymfocyt mé lehce vpacené jadro a hutny chromatin, jeho
cytoplazma byva nepatrna. Velky lymfocyt ma ve svétle modré cytoplazmeé nespecificka
granula a ma vtlatené ovalné ¢i kulaté jadro obsahujici hutny chromatin (Penka

a Tesafova, 2011).

1.1.3 Funkce B-lymfocytu

B-lymfocyty jsou nedilnou soucasti specifické imunity. V bunééné membrané maji
ukotveny molekuly imunoglobulini (protilatek) typu IgM, zndmé jako BCR receptory
s vazebnymi misty vné buriky. Specifita BCR receptort se u kazdého lymfocytu lisi ( diky
preskupovani subgent pro imunoglobulin). Po navazani antigenu na receptor je informace
0 navazani prenesena pomoci imunoglobulinovych fetézcl Iga a Igp do bunky. Lymfocyt,
ktery dosud nereagoval s antigenem, nazyvame naivni nebo panensky. Ten je pfipraven
reagovat se specifickou strukturou antigenu. Navézdnim antigenu na BCR receptor
prechazi B-lymfocyt za pomoci kostimulacnich signali Th2 lymfocytd do dal§iho stadia
vyvoje. Dochazi k pomnoZeni daného B-lymfocytu a pfeméné na plazmatické (efektorové)
buiiky, produkujici do plazmy protilatky stejné specifity, jako byl BCR matetského
lymfocytu. Pokud se antigenni struktura pasujici k vazebnému mistu BCR receptoru v téle
nevyskytne, B-lymfocyt dale pretrvava v nativni formé. Jestlize se na BCR receptor
antigen navaZze, ale B-builka nedostane signal od Th-lymfocytu, po nékolika hodinach
zacne misto tvorby protilatek proces apoptozy (Jilek, 2014).

Tvorba protilatek neni ani zdaleka jedinou funkci B-lymfocytt. B-lymfocyty jsou
antigeny prezentujici bunky, pohlcujici antigeny s naslednym vystavenim antigennich

peptidd spole€né se svymi MHC (major histocompatibility complex) glykoproteiny
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II. tfidy na povrchu buiiky. Komplex antigenniho peptidu a MHCgpll rozeznava TCR
(T-cell receptor) a iniciuje T-bunéfnou imunitni odpovéd’. B-lymfocyty produkuji
imunomodulaéni cytokiny ovlivitujici funkce T-lymfocytl, dendritickych bunck, reguluji
neogenezi a organizaci lymfatickych tkani, ovliviiuji hojeni ran. Jsou buiitkami schopnymi
odmitnout transplantovanou tkan. (LeBien a Tedder, 2008) Interleukin-6 (IL-6)
produkovany B-bunikami ovliviiuje diferenciaci CD4 pomocnych lymfocytd do Thl
a Th2 (Diehl a Rincon, 2002).

1.2 Priciny, priznaky

Incidence v Evropé je 3 nové piipady na 100 000 obyvatel za rok. V Evropé tvoii
25 — 30 % vsech leukemii (Adam a Vorlicek, 2007). Chronicka lymfocytarni leukémie se
jen ziidka objevuje u osob mladsich padesati let (Simkovi¢ a Smolej, 2013; Adam
a Vorlicek, 2007).

Etiologie B-CLL neni znama, vyloucena byla i piima souvislost s expozici
ionizujicimu zafeni, jak je tomu napiiklad u chronické myeloidni leukémie. Ptestoze
u vétSiny nemocnych jsou popsany genetické aberace, neni spolehlivé prokazatelné, ze tyto
genetické mutace jsou primarnim podnétem pro vznik B-CLL (Klener, 2011).

Neékteré formy chronické leukémie mohou pretrvavat v bezptiznakové formé roky —
odhali se pfi prohlidkach ¢i pfi podezieni na jinou chorobu. Jiné formy mohou mit
agresivnéjsi prubch. Typické ptiznaky B-CLL jsou infekce zpiisobené nedostatecnou
protilaitkovou imunitou, kterd neni schopna opsonizace bakterii a jejich néslednému
odstranéni dal$imi sloZkami bun&fné imunity. Snizen je na ukor B-lymfocytl i pocet
lymfocytd T a je taktéZ sniZena i aktivita NK bunck. Vzhledem k takovému zéisahu
do imunity jsou u nemocnych B-CLL bézné infekce viry, bakteriemi i infekce oportunni.
Mezi dalsi typické ptiznaky patii tvorba autoprotilatek proti erytrocytiim a trombocytim,
majicich za nésledek hemolytickou anémii a trombocytopenii. Anémie, trombocytopenie
nebo aplazie muZze byt zplsobena taktéz vlivem utlaku fyziologické hematopoézy
malignim klonem akumulujicich se leukemickych bunék. V pozdéjSich stadiich jsou
u nemocnych typickym projevem ztrata hmotnosti, svalové hmoty a zvySeny katabolismus
(Adam a Vorlicek, 2007). U pacientli s B-CLL je mozny zvrat v Richteriiv syndrom,

pfi transformaci bunék v agresivnéjsi formu, nazyvanou difuzni velkobunéény B-lymfom.

19



Tento stav je pozorovan u 5 - 10 % pacientl s B-CLL a medidn pteziti je piiblizné

10 mésict (Jain a O’Brien, 2012).

1.3 Diagnostika a vySetfeni

1.3.1 Stanoveni diagnozy

Stanovit diagn6zu B-CLL je mozné z periferni krve na zékladé vySetteni krevniho
obrazu s diferencialnim rozpo¢tem a z prutokové cytometrie, kde je nalezeno vice
nez 5.10%1 klonlnich lymfocytlh s imunofenotypem typickym pro B-CLL. Pacientim
s nejednoznacnym nalezem ¢i pfi podezienim na agresivnéjsi lymfoproliferaci je udélano
vySetfeni kostni diené nebo piipadné lymfatickych uzlin. Prognosticky vyznamna jsou

napiiklad cytogeneticka vysetieni (Hadrabova, 2015).
1.3.2 Morfologicky nalez v periferni krvi

Z morfologického hlediska délime B-CLL na dvé formy - na typickou a atypickou.
Lymfocyty typické formy jsou malé a dosahuji velikosti maximalné dvojndsobku
erytrocytu. Maji spiSe kulaty tvar, mirn¢€ excentricky poloZené kulaté jadro bez viditelnych
nukleold a pouze uzky lem svétlé cytoplazmy, ve které nejsou granula. V cytoplazmé
vzacné nalézdme vakuoly. Jaderny chromatin je kondenzovany, hutny, uspotfédany
do tmavSich a svétlejSich blokl. Tuto strukturu nazyvame mozaikovitou. Pacienti
stypickou formou leukémie maji morfologicky uniformni populaci lymfocytd
a maximalné 10 % vSech lymfocytl tvoti prolymfocyty.

Nalez typicky pro B-CLL jsou v natéru Gumprechtovy stiny, které vznikaji
mechanickym poskozenim fragilnich lymfocytl pfi zhotovovani natéru. Jde tedy o hola
lymfocytarni jadra. Znamky anémie, retikulocytozy, hemolyzy ¢i trombocytopenie mohou
poukazovat na autoimunitni onemocnéni ¢asto doprovazejici B-CLL.

Atypické formy chronické leukémie byvaji agresivnéjsSiho razu. Tuto formu,
znamou také jako smiSenou bunécnou leukemii, je mozné dale délit na dvé varianty. Prvni
varianta je dimorfni a najdeme v ni bunky B-CLL/PL (¢ili bunky chronické lymfoidni
leukémie spolecné s bunikami prolymfocytarnimi). Malé lymfocyty a prolymfocyty tvori
10 — 55 % vSech lymfocytarnich bunék periferni krve. Druhou variantou je nalez
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pleomorfnich bun¢k — lymfocyty jsou riizné velké, s riznym tvarem i velikosti jadra a lisi
se 1 pomérem jadra k cytoplazmé. Jadro byva tvarové nepravidelné, rizné preskladané,
s nekondenzovanym chromatinem. Prolymfocytl je u pleomorfni varianty méné nez u

varianty dimorfni a obcasn¢ v nich mohou byt viditelnd jadérka (Kacirkova a Campr,
2007).

Obrazek 1 Natér periferni krve B-CLL s jadernymi stiny
d € \
@ ¢

& oV

Prevzato z Kacirkova a Campr, 2007

Na obrazku jsou malé lymfocyty (), majici vétsi pomer jadra k cytoplazmé,
kondenzovany chromatin mozaikovité struktury. V Sedomodré cytoplazmé jsou
ojedinéle vakuoly. Ddle jsou na obrazku dva Gumprechtovy stiny (b), neutrofilni

segment (c) a erytrocyty (d).

1.3.3 Nalez v kostni dfeni

V kostni dfeni pacienta s B-CLL je castym nalezem infiltrace lymfocytarnimi
buitkami. Lymfocytarni elementy tvoii 5-20 % bunék v kostni dieni za fyziologickych
podminek. Lymfocyty pacient s B-CLL zaujimaji minimalné 35 % bunék v kostni dfeni,
utlacuji ostatni krvetvorbu a to ma za nasledky anémii, granulocytopénii a trombocytopénii
v periferni krvi. Usporadani bunék infiltratu v dieni ma také prognosticky vyznam.(Klener,
2011) V nadorové tkani kostni dieni jsou lymfocyty malé, stejné jako v periferni krvi,

Sriznou piimési prolymfocyti stiedni velikosti. V prolifera¢nich centrech jsou vétsi
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paraimunoblasty. Kostni dfen je vySetfovana dale imunohistochemicky (Kacirkova
a Campr, 2007).

1.3.4 Imunofenotypizace

Imunofenotypizace slouzi kromé jiného k odhaleni klonality bun¢k a diky expresi
povrchovych antigenti i k zafazeni do stadia jejich vyvoje. Charakteristicka pro bunky
B-CLL je pozitivita antigenu CD19, CD23 a znaky CD20 a CDS52, vyuzivané k 1écbé
monoklondlnimi protilatkami, které jsou namifeny proti témto antigenim. Dale je
na bunkach pfitomna koexprese antigenu CDS, ktery je jinak bézny pro T-lymfocyt,
a slaba exprese znaku CD79b. Exprese lehkych fetézct typu kappa nebo lambda poukazuji
na klonalitu bunék. Pritokova cytometrie je krom¢ diagnostiky hojné vyuzivana ke zjisténi
prognostickych faktorti a kK monitoraci minimalni rezidualni nemoci. (Panovska, Doubek,
2013, str. 118) Na bunkach B-CLL muze byt exprimovan protein ZAP-70, ktery se
na zdravych B-lymfocytech nevyskytuje. Stanovenim tohoto proteinu je mozno prokazat
mutaci 1gVy, majici znaény vliv na prognézu onemocnéni. Dal$im cennym biomarkerem
pro prognézu onemocnéni mize byt pozitivita znaku CD38 (Schroers et al., 2005; Adam
a Vorlicek, 2007).

1.3.5 Geneticka vySetieni a prognosticky vyznamné biomarkery

Klasické metody pro analyzu karyotypu jsou u B-CLL obtizn€ proveditelné
z divodu jejich $patné mitogenni odpovédi in vitro. Standardni metodou pro prukaz
aberaci je Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH), diky které je mozno odhalit
chromozomové aberace az u 80 % pacientii s B-CLL a to na chromatinu v interfazi.

Nejvyznamnéjsi z hlediska prognézy B-CLL je gen kodujici variabilni Cast té¢Zkého
fetézce imunoglobulinu. Mutace pro IgVH byva nalezem u pfiblizné poloviny pacientl
s B-CLL a je spojena s lepsi progndzou projevujici se napiiklad pomalejsi progradaci
onemocnéni. Nejcastéjsi aberaci je u B-CLL del(13)(q14), ktera pokud je jedinou aberaci,
je spojena s lepsi progndzou, nez maji pacienti s normalnim karyotypem. Dal§im pomérné
Castym nalezem je del(11)(q22-3) provazena Spatnou reakci na 1é€bu vyraznym zvétSenim
uzlin a celkové horsi prognozou.(Kozak 2008) Tato aberace zahrnuje gen pro ATM, ktery

ma schopnost zastavit bunéény cyklus a aktivovat cesty opravy ¢i spustit apoptdzu.
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Se $patnou prognodzou je spojovana téz del(6)(q21) charakteristicka pro Non-Hodgkinské
lymfomy (Leyden, 2008). Né&které studie uvadéji vyrazné horsi prognézu u karyotypu
lymfocytl s trizomii chromozomu 12. Pfesto byva zafazena mezi mutace s intermedidrni
progndzou. Aberace s nizsi frekvenci vyskytu a se Spatnou prognozou je del(17)(pl14).
Postihuje gen TP53, tudiz je spojena s vyraznou progresi a chemorezistenci.

Prikaz ZAP-70 (Zeta chain-associated protein) je mozny napiiklad pomoci
molekularné genetickych metod PCR, Western blotu ¢i pritokovou cytometrii. Nizka
exprese odpovida mutovanym a vysoka exprese nemutovanym IgVH. Nezavislym
prognostickym faktorem je pifitomnost povrchového antigenu CD38 prokazatelného
pritokovou cytometrii, ktery byval spojovan s nemutovanym genem pro IgVH. Vysledky
vsak plné nekoreluji (Kozak, 2008).
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2 LECBA

Postup 1é¢by pacientii s diagnézou B-CLL se odviji od jejich zpusobilosti
podstoupit cytotoxickou lé¢bu. Podstatnym faktorem je vék, celkovy stav nemocného
(PS - performance status), funkce ledvin a dalsi probihajici onemocnéni (Simkovi¢
a Smolej, 2013).

2.1 Chemoterapie

Chemoterapie je podavana za ucelem navozeni apoptdézy nadorovych bunék
a to hlavné navozenim genotoxického stresu. Genotoxicky stres plisobi zastavu replikace,
transkripce, zlomy v DNA a tim zasadni poSkozeni buiiky. Chemoterapie vede bunku
Kk apoptoze drahou p53, spusténim mitochondrialni i receptorové apoptdzy. Dal$i moznosti
je aktivace stresovych kinaz, usnadnujicich spusténi apoptoézy snizenim apoptotického
prahu mutované builky. Pokud neni funk¢ni signdlni draha p53, je alternativni cestou
likvidace bun€k nekrdza, autofagie ¢i mitotickd katastrofa, kdy pro velkou kumulaci
mutaci DNA neni bunka schopna Zivota a zanika.

Mezi klasicka genotoxicka cytostatika zptisobujici inhibici replikace a transkripce
jsou fazeny alkylacni a interkalacni latky, latky pulsobici rozst€épeni molekuly DNA
a inhibitory DNA-topoizomeraz. Alkylaéni latky, které jsou pouzivané nejcastéji, jsou
schopny tvofit kovalentni vazby s cytosinem, guaninem a adeninem, ¢imZz zamezuji
separaci vlaken DNA potiebné pro replikaci. Zastupcem alkyla¢nich cytostatik pro 1écbu
chronické lymfocytarni leukémie je chlorambucil. Interkala¢ni latky ptsobi interkalaci —
tedy nekovalentni vazbu cytostatika s dvousroubovici DNA. Tam se molekuly cytostatik
navazou na vodikové mustky a brani replikaci, transkripci 1 syntéze RNA. Mezi
interkalaéni cytostatika patii naptiklad antracyklinova antibiotika — i pfes kardiotoxické
ucinky jsou hojné uzivana pii kombinované chemoterapii hematoonkologickych malignit.
Latky rozstépujici molekuly DNA oznacované jako radiomimetika, navozuji zlomy v DNA
a inhibuji opravné machanizmy DNA. Topoizomerdzy, které zodpovidaji za rozpojeni
a spojeni dvousroubovice pii replikaci DNA, a tak 1 za pribéh mitézy pii separaci
chromozomi, jsou blokovany inhibitory DNA-topoizomeraz.

Zesileni uC€inku genotoxickych cytostatik je dosaZeno inhibici opravnych

mechanismit DNA. Za inhibici priichodu bunéénym cyklem jsou odpovédnd antimitotika
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zpusobujici naruseni mitozy, aktivaci kontrolnich bodi a bunécné smrti. Svou funkci
v 1écbé plni také inhibitory proteosyntézy a inhibitory degradace proteint (Klener Jr.
a Klener, 2013).

2.1.1 Bortezomib

Bortezomib je cytostatikum patfici mezi takzvané inhibitory proteazomu.
Proteazom je komplex proteini zodpovédny za degradaci nefunkCnich, starych,
patologicky mutovanych proteint a jejich vystaveni spolecné s molekulami HLA 1. tfidy
na povrchu bunék. Kromé¢ dalsich funkei je té€Z zodpovédny za regulaci exprese mediatorti
proliferace, bunééného rdstu ¢i apoptozy. ZvysSeni aktivity proteazomu ma zpravidla
za nésledek inhibici apoptdzy anebo zrychleny bunéény cyklus. Bortezomib inhibici
proteazomu tedy nepiimo indukuje stabilizaci stéZejnich  antiproliferacnich
a proapoptotickych molekul, jako je napfiklad protein p53, BAX a dalsi. Blokaci
proteazomu se téz hromadi aberantni proteiny v buiice, coz indukuje stresovou reakci
endoplazmatického retikula. Mezi klady bortezomibu patii téz fakt, Ze jeho ucinek neni
zavisly na bodu bunééného cyklu, ve kterém se buiika nachazi. Nezadoucim ucinkem
bortezomibu je ¢asty vznik 1ékové rezistence, hematologicka toxicita a periferni neuropatie

(Klener Jr. a Klener, 2013).

2.2 Imunoterapie — monoklonalni protilatky

Protilatky anti-CD20 pouzivané v imunoterapii se skladaji ze dvou Fab
specifickych pro vazbu k povrchovym antigenim nadorové builky a zjednoho Fc
fragmentu pro vazbu a aktivaci imunokompetentnich bun¢k (cytotoxickych T-lymfocyti,
NK bunék, makrofagli). Navazanim protilatky na specificky antigen nadorové buiky se
takto oznacena bunka stava terCem imunitniho systému, byva fagocytovana anebo je
indukovana jeji apopdza cytotoxickymi ptisobky (perforinem a granzymem B) NK bunék a
T-lymfocytii. Tato imunitni odpovéd’ je nazyvdna bunénd cytotoxicita zavisla na
protilatkach (ADCC - antibody-dependent cell mediated cytotoxicity). Vazba protilatky s
bunéénym antigenem je spoustééem kaskddy komplementového systému atakujiciho
membranu a usmrceni buniky. Tento mechanismus je oznacovan jako cytotoxicita zavisla

na komplementu (CDC - complement-dependent cytotoxicity) (Klener Jr. a Klener, 2013).
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2.3 Kombinované 1é¢ebné rezimy

Diive byli pacienti s diagnézou B-CLL léceni monoterapii ¢i kombinaci
alkylacnich cytostatik. Vzhledem k postupujicimu vyzkumu a novym terapeutikim je
idedlni 1éc¢iva kombinovat — S ohledem na jejich schopnost zasahovat do specifickych
signalnich drah a s ohledem na stav pacienta (Adam a Vorli¢ek, 2007).

Zavedeni monoklondlnich protilatek v imunochemoterapeutickém rezimu,
nazyvaném FCR a sestaveném z fludarabinu, cyklofosfamidu a rituximabu (monoklonalni
anti-CD20 protilatka), vede ke zvySeni u¢inku 1é¢by, avSak ne u kazdého pacienta je
vhodné tuto kombinaci pouzit. Tato terapie je standardné brana za 1écbu 1. linie u pacient
bez mutace TP53, ktefi jsou v dobrém stavu, ale u ¢asti znich je schopna navodit
kompletni remisi. Pacientim s mutaci TP53 je podana vrezimu FCR monoklondlni
protilatka anti-CD52 (Obrtlikova, 2013; Hadrabova, 2015). Komorbidnim pacientim je
podavan chlorambucil a anti-CD20 protilatka. Méné Casto je indikovan fludarambinovy
rezim se snizenymi davkami (Hadrabova, 2015; Simkovi¢ a Smolej, 2013). Lécba pacienti
s B-CLL je stejn¢ jako 1écba pacientt s jinymi nadorovymi onemocnénimi komplikovana.
Mnohdy je provazena relapsy s refrakternimi onemocnénimi projevujicimi se rezistenci
K purinovym analogim (fludarambin) a progresi onemocnéni do 6 mésici po dosazeni
castecné C¢i uplné remise. Vznik rezistence k rliznym lé¢ebnym piipravkim je dén
zpravidla aberacemi TP53, mutacemi genu ATM regulujicim p53 a deregulaci exprese
proteini souvisejicich s BCL2 (Hadrabova, 2015). I pfes snahu individualizovat 1é¢bu
a prodlouzit dobu pteziti pacientli, je stale B-CLL povazovano za nevylécitelné

onemocnéni (Obrtlikova, 2013).
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2.4 Nezadouci ufinky chemoterapie

Chemoterapie s sebou nese mnoho nezadoucich u¢inka jako jsou zazivaci potize,
nevolnosti, zvraceni a prajmy, které byvaji potlacovany mnozstvim dalSich 1éCiv.
Ptrechodnym stavem je padani vlasii a ochlupeni zavisejici na pouzitém cytostatiku.

Zanéty sliznic tykajici se ustni dutiny a pokracujici celym travicim traktem az
po konecnik jsou zplisobeny vysokou citlivosti bunék sliznice k cytostatikim. Poskozeni
sliznice se projevuje vznikem aftli, bolestmi st pfi polykéni a prijmy.

Zavaznd komplikace, ke které dochazi vlivem cytostatické 1écby, je znacné snizeni
poctu a porusSeni funkce leukocytd. Tento stav trva jesté n¢kolik tydnli po chemoterapii.

Cytostatiky je naruSena také erytrocytarni a trombocytarni fada. Anémie s sebou
nese slabost, unavu, bledost, dusnost a dalsi obtize. S trombocytopenii je spojena zvySena
krvacivost. Nékdy je nutno piistoupit k podani krevnich ptipravki, se kterymi jsou spojena
dalsi rizika (Brychtova a kol., 2016).

S nedostacujicim poctem a funkénosti krevnich elementii je spojena problematika
infek&nich komplikaci. Jakakoli, byt mensi infekce, musi byt neprodlen¢ a velice radikalné
lécena Sirokospektrymi antibiotiky. Pacient s chronickou lymfocytarni leukemii by
z ambulance nemél odchazet bez zméfeni pulsu a krevniho tlaku. Snizeni tlaku a zrychleni
pulsu miiZze byt znamkou septického stavu. Podezieni na herpes zoster je podnétem k 1écbé
antivirotiky. Pfi nelé¢eni mize tato infekce u pacientl s cytostatiky vyvolanou leukopenii

zpusobit velice zavazné herpetické encefalitidy (Adam a Vorlic¢ek, 2007).
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3 LEKOVE REZISTENCE

Lécbu nadorovych bunék komplikuje velice Casto rezistence k chemoterapeutikiim.
Tato rezistence muze byt primarni nebo sekunddrni. Primarni rezistence je dana
histopatologickym typem buniky a neni zavislda na predchazejicim kontaktu bunky
s lécivem. Sekundarni neboli ziskand rezistence se objevuje mnohem castéji a to
v priabéhu cytostatické 1écby. Builky ptivodné dobfe reagujici na 1é¢bu snizuji ucinnost

1é¢by vlivem rtznych bunéénych mechanizmu (Klener a Klener Jr., 2009).

3.1 Obecné mechanismy vzniku rezistenci k chemoterapiim

Rezistence bunék k 1é¢bé jsou zplsobeny vétsinou komplexnéj§imi zménami jako
jsou zmeény farmakokinetiky, cytokinetiky nebo zamezenim priniku chemoterapeutika
membranou buiiky, zvySenim vypuzovani cytostatik z bunky, schopnosti rychleji opravit
DNA, poruchou v procesu apoptozy a faktory mikroprostiedi. Zménou farmakokinetiky je
mysleno snizeni resorpce farmaka, jeho zvySené vylu€ovani z organismu, omezeni enzymil
schopnych konverze cytostatik v G€innou latku nebo zvySena aktivita, ¢i koncentrace
enzymi degradujicich ucinné latky. Zmény cytogenetiky byvaji spojeny s rozristajici se
populaci naddoru. V rozriistajici se populaci vétSina nddorovych bunék ptechazi do Gy faze
bunécného cyklu, kde je omezena citlivost k terapii. Proliferace mutovanych bun¢k dava
téZ vzniknout rezistentnim bunéénym klontim. (Klener a Klener Jr., 2009) Zvysenou
expresi bunéénych transportérovych proteini je dosazeno zvySené¢ho efluxu
chemoterapeutik z buniky. NaruSeni procesu apoptdézy je zplsobeno inaktivaci
proapoptotickych efektori (napt. p53) nebo zvySenou expresi molekul s antiapoptotickymi
ucinky jako je BCL2 (Klener Jr. a Klener, 2013).
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3.2 Mnohocetna lékova rezistence

Véznou piekazkou v 1é¢bé malignit je mnohocetna 1ékova rezistence (MDR). MDR
je charakterizovéana zkfizenou rezistenci na mnozstvi 1é¢iv rizné struktury. S MDR uzce
souvisi nadmérna exprese membranovych transportnich proteini zrodiny ABC
(ATP-binding casette) (Labeed et al., 2003). JelikoZ MDR zahrnuje $iroké spektrum 1é¢iv,
je mozna rezistence jiz pred prvnim podanim 1é¢iva (Pechandovd a kol.,, 2006).
Nejznaméjsim proteinem rodiny ABC je produkt genu MDR1/ABCB1/CD263,
P-glykoprotein (P-gp). Gen MDR1 je mozno za pouziti PCR amplifikovat a odhadnout tak
stupen rezistence, coz muze byt pomoci pii planovani 1écby (Klener Jr. a Klener, 2013).
Do roku 2006 bylo nalezeno vice nez 50 polymorfizmi MDR1 genu. P-glykoprotein je
za fyziologickych podminek zapojen do distribuce endogennich latek jako naptiklad
kortizol a cholesterol. Dalsi jeho funkci je spolutcast na syntéze steroidnich hormoni.
Nadmeérnou expresi P-gp, slouziciho mimo jiné k obran¢ organismu proti xenobiotikiim,
se P-gp stavd vysoce vykonnou efluxni membranovou pumpou schopnou pumpovat
podavana chemoterapeutika z nddorové bunky, ¢imz zamezuje jejich u€inku. Nadmérnou
expresi genu MDRI1 zptsobuji kromé chemickych latek a 1é¢iv také rentgenové a UV
zéateni a v neposledni fadé fyzicky stres a tepelny Sok.

Moznou strategii 1é¢by MDR je vyuziti inhibitord P-glykoproteinu zamezujici
exportu chemoterapeutik ven z buiiky. Prvni generaci inhibitora P-gp jsou cyklosporin,
verapamil (inhibitor kalciového kanalu) a amidaron. Kvili nizkému potencidlu inhibice
bylo potteba podavat vysoké davky, jez jsou toxické pro organismus. Toxicitu bylo nutné
kompenzovat snizenim davkovani chemoterapeutik. Inhibitory druhé generace (valspodar,
biricodar) jsou mnohonasobné vice uc¢inné a méné toxické, ale stale je tfeba znacné
redukovat davku chemoterapeutika (Pechandova a kol., 2006). Nad&nymi latkami
v zamezeni MDR se v kombinaci s chemoterapeutiky stavaji inhibitory tfeti generace
(tariquidar). Léciva tieti generace (narozdil od prvnich dvou) jsou vysoce UCinna a

specificka, inhibuji jen P-gp, coz snizuje jejich cytotoxicitu (Amin, 2013).
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4 APOPTOZA

Apoptdza je definovana jako programovand bunécnéa smrt, probihajici podle jasné
danych pravidel. Fyziologicky probiha apoptéza bunék ve prospéch organismu pro jeho
obranu. Nadmérné indukce ¢i inhibice apoptdzy jsou jednou z pifi¢in mnoha onemocnéni
jako jsou autoimunitni choroby, nadory, diabetes mellitus, Alzheimerova choroba, rejekce
transplantovanych $tépu (Pethig a Talary, 2007). Zasadnim ukolem apoptozy je udrzeni
homeostdzy ve tkanich obménovanim pozménénych, poskozenych nebo nepotfebnych
bunék (Otova a Mihalova, 2012). Morfologické zmény charakterizujici apoptdzu jsou
smr§téni bunék bez rozpadu jednotlivych organel, kondenzace jaderné¢ho chromatinu
pii okraji jadra (nazyvana jako pyknoza), dale rozvolnéni cytoplazmatické membrany
(blebbing) a separace apoptotickych télisek. Apoptoticka téliska jsou ohrani¢ena
cytoplazmatickou membranou obsahuji organely, jaderné fragmenty a za jejich odstranéni

jsou odpovédné fagocyty (makrofagy, parenchymalni buiiky).
4.1 Apoptoza versus nekroza

Na rozdil od nekrézy apoptotické bunky nevyvolavaji zanétlivou odpovéd’ (Savill a
Fadok 2000). Apoptoticka téliska jsou fagocyty rozpoznavana diky zvySené expresi
fosfatidilserinu na vné&j§im listu jejich bunééné membrany (Klener jr. a Klener, 2013).

Nekroza mé od apoptdzy odlisSny pribch a je povazovana za toxickou. Nekroza
neni zavisld na pifisunu energie a podle Zaisse sdili urCité biochemické drahy
s apoptotickymi drahami. Tak je mozné, Ze pii probihajici apoptdoze a vyCerpani ATP
buriky, za¢ne apopto-nekroticky proces (Zeiss, 2003). Nekrotické bunky jsou casto
vakuolizované, maji naruSené organely, zvétSuji svllj objem. Povrch cytoplazmatické
membrany tvoii bleby a je naruSena jeji integrita. NaruSenim cytoplazmatické membrany
unikad obsah buiiky do okolni tkané a vyvolava obsahujicimi chemickymi plisobky zanét

(Elmore, 2007).
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4.2 Cesty apoptozy

Iniciace apoptézy miize byt zahajena riznymi cestami. Zakladnimi cestami spusténi
apoptézy je cesta extrinzickd  (receptorova), intrinzickd (mitochondridlni)
a perforin/granzymova cesta A a B. Kazda zcest, krom& granzym A cesty, vede
kaskadovitym procesem Kk aktivaci kaspazy-3. VSechny tyto cesty vSak vedou
k charakteristickym znakum, aktivaci endonukleaz, degradaci chromosomalni DNA,
aktivaci protedz, degradaci jadernych a cytoskeletalnich proteinti s celkovou reorganizaci
vyvolavajici cytomorfologické zmény popsané vyse (Elmore, 2007). Dal$i moznosti je
draha endoplazmatického retikula, koncici stejnym osudem bunky (Klener jr. a Klener,
2013).

Obrazek 2 Schéma priibéhu apoptézy

Extrinzicka cesta Intrinzicka cesta Perforin/granzymova

zareni, hypoxie, toxiny, atd. cesta

cytotoxické T-lymfocyty

smrtici ligand =

smrtici receptor ===»

* mitochondrialni zmény perforin \
agregace receptor( aktivace CASP9 granzym B granzym A
ik DIS% / ‘l’
vzni .
3 J(tivace CASPg — aktivace CASP9 ; aktivace SET komplex
(spole€na cesta) CASP10

aktivace endonukledz = degradace chromozomalni DNA degradace DNA

aktivace proteaz - degradace jadernych a cytoskeletalnich proteina

\ 4

cytomorfologycké zmény:
Kondenzace chromatinu, fragmentace jadra

vznik apoptotickych télisek

Elmore, 2007, upraveno
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4.2.1 Intrinzicka (vnitfni/mitochondrialni) cesta

Signalizace vedouci K apoptdze intrinzickou cestou je zprostfedkovana na zaklade
pozitivnich ¢i negativnich intracelularnich stimult. Negativni signaly jsou reakci
na nepfitomnost urcitych rastovych faktort, cytokinl, hormont, které mohou potlacovat
bunéénou smrt (pii jejich chybéni mize byt spusténa apoptoza). Mezi jedny z pozitivnich
faktori indukujicich apoptozu, patii zafeni, hypoxie, hypotermie, toxiny, virové infekce
a volné radikaly. Pozitivni 1 negativni stimuly puasobi na integritu mitochondrialni
membrany a vedou kotevieni mitochondridlnich pord. Mitochondrie ztraci
mitochondrialni transmembranovy potencial (AW,,) a pro-apoptotické proteiny rodiny
BCL2 uvoliuji z intermembranového prostoru proapoptotické proteiny a reaktivni
kyslikové radikaly (ROS) do cytosolu buriky (Saelens et al., 2004). Tyto proteiny aktivuji
na kaspazach zavislou i nezavislou drahu. Mezi proapoptotické proteiny patii cytochrom
C, indukujici tvorbu apoptosomu St€penim prokaspazy-9 (Hill et al., 2004). Aktivni
kaspaza 9 (CASP9) spusti Stépeni efektorovych kaspaz (CASP3 a CASP7). Timto
momentem je zahajena aktivace spole¢né ireverzibilni apoptotické drahy.(Klener jr.
a Klener, 2013) Kromé¢ cytochromu C se do cytosolu uvoliuji proteiny indukujici apoptozu
AIF (apoptosis-inducing factor) a endonukleaza G, fragmentujici jadernou DNA

nekaspazovou cestou (Susin et al., 2000).

4.2.2 Extrinzicka (receptorova) cesta

Extrinzickd cesta je spouSténa agregaci smrticich receptorti (death receptors),
rodiny TNF (tumor necrosis factor), ve vazb¢é se smrticimi ligandy (death ligands).
Zastupci ligandu spolecné s receptorem, jsou napiiklad FasL/FasR, TNF-a/TNFRI.
(Ashkenazi a Dixit 1998) Vazbou trimerniho ligandu na death receptory dochazi k agregaci
receptortl a pfesunu agregatu dovnitf buniky. Vznika tak multiproteinovy komplex zvany
DISC (death inducing signaling complex), ve kterém jsou autoaktivovany apikalni kaspazy

CASP8 a CASP10, dale stépici efektorové CASP3 a CASP7 (Klener jr. a Klener, 2013).
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4.2.3 Perforin/granzymova cesta

S perforin/granzymovou cestou jsou spojeny T-lymfocyty. Jedenim zpisobem,
kterym cytotoxické T-lymfocyty (CTL) zabijeji cilové burky, je navazani svého FasL
na FasR burnky santigenem. Druhym zpisobem je pouziti cytoplazmatickych granul
obsahujicich serinové proteazy — granzym A a granzym B, kterym je perforinem umoznén
vstup do cilové bunky (Brunner et al. 2003). Granzymy jsou spoustéci apoptotickych drah
na kaspazach zavislych i1 nezavislych, coz je vyhodou, pokud je v buiice zvySena exprese
gend inhibitord kaspaz. CTL-indukovana apoptoza perforin/granzymovou cestou je
hlavnim mechanismem zabijeni transformovanych ¢i virem infikovanych bunék (Trapani
a Smyth, 2002).

Granzym B miiZe ptimo aktivovat kaspdzu-3 (CASP3) a vyuziva mitochondridlni
drahu uvolilyjici cytochrom C do bunky pro amplifikaci proapoptotickych signalt. Déle
aktivuje prokaspazu-10 a je schopen stépit faktory inhibujici DNazu (Elmore, 2007).

Funkce granzymu A je nezavisla na kaspazach. Granzym A S§tépi proteinovy
komplex SET, ktery inhibuje tumor-supresorovy gen NM23 H1. Produktem genu NM23
H1 je deoxyribonukleaza stépici DNA. Komplex SET ma, (kromé inhibice NM23 H1)
ulohu pfi ochrané¢ chromatinu a struktury DNA. Disfunk¢énost SET tedy také piispiva
k apoptoze (Lieberman a Fan, 2003).

4.2.4 Draha endoplazmatického retikula

Endoplazmatické retikulum (ER) je organela ve které dochazi k tvorbé
disulfidickych mustkt, ke skladani proteinii zlinearni do prostorové konformace
a k Gpravam nové translatovanych proteind. Stresové signaly, jako jsou oxidativni Stres,
nedostatek glukozy, virové infekce, cytostatika (inhibitory proteazomu), jsou pfi€inou
nahromadéni Spatné slozenych ¢i nesloZzenych proteini a indukce stresové drahy UPR
(unfolded protein response). Stresem endoplazmatického retikula jsou uvolnény
transmembranové proteiny zastavujici transkripci. Pfi pfekroceni hladiny stresu je
uvolnéno z ER mnozstvi Ca** s nasledkem aktivace proapoptotickych proteinil. Postupnd
jsou aktivovany 1 proapoptotické proteiny BCL2, inhibovany antiapoptotické proteiny
a Stépeny apikalni kaspazy (CASP2, CASP8 a CASP9) zapocinajici nevratnou
apoptotickou fazi (Klener jr. a Klener, 2013).
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4.2.5 Spolecna draha

Drahy =zavislé na kaspazdch maji spolecnou konecnou ¢éast apoptéozy a to
od momentu aktivace efektorovych kaspaz. Efektorové kaspazy jsou CASP3, CASP6
a CASP7 a zpusobuji zmény pozorované¢ u apoptotickych bunéck, jako je Sté€peni

Cytokeratintl, cytoskeletalnich, jadernych proteini, PARP (poly-ADP-riboza-polymeraza)

vvvvvv

.....

kaspaza-3 aktivuje endonukleazovou DNazu (CAD - caspase activated DNAse).
V proliferyjicich buiikdch vytvoti CAD komplex sICAD (inhibitorem CAD).
V apoptotickych buiikkach kaspaza-3 stépi ICAD. CAD se stava aktivni a degraduje
jadernou DNA. Dochazi ke kondenzaci chromatinu, indukci cytoskeletalni konformace

a k rozpadu bunky v apoptoticka téliska (Enari et al., 1998).

4.3 Testy apoptozy

Apoptoza je slozity komplexni proces souhry signaliza¢nich kaskad a regulacnich
inhibi¢nich mechanismt. Pivodné bylo studium apoptézy zalozeno na transmisni
elektronové mikroskopii, pomoci niz byla zkoumana morfologie apoptotickych bunék.
Srozvojem biochemickych, molekularné genetickych a genetickych metod je moZno
detekovat kromé poctu apoptotickych bunék rizné body apoptdzy, vyhodnotit aktivitu
pfisluSnych proteinii. Ke sledovani apoptozy je vyuZivano kromé mikroskopie napiiklad
elektroforézy pro posouzeni fragmentace DNA, fluorescencnich barviv s pritokovou
cytometrii pro rozpoznani ¢asného a pozdniho stadia apoptotickych bun¢k, RT-PCR
procesy, jiné na pozdgsi stddium apoptdézy. Kazdy test ma fadu vyhod a nevyhod,
ke kterym je tfeba piihlizet pti vybéru vhodné metody (Otsuki et al., 2003).

Doba od iniciace po skonceni apoptdzy miize trvat 2-3 hodiny, buiiky mohou tedy
zemfiit a zmizet pomérné rychle a test mize mit faleSné negativni vysledky, pokud je
proveden piili§ brzy ¢i pozd€. Moznost rychlého zjistovani stavu buiiky by mohla byt vice
nez piinosnou.

Testy apoptéozy mohou byt podle Elmorové rozdéleny do Sesti hlavnich skupin.

Jsou to testy prokazujici cytomorfologické zmény, DNA fragmentaci, alterace membran,
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detekce rozsahu apoptozy ve vzorku, mitochondrialni testy a posledni skupinou jsou testy

k detekci kaspaz, St€penych substratti regulatord a inhibitort (ElImore, 2007).

4.3.1 Trypanova modi

Pouziti trypanové modfi patfi k nejjednodussim testim viability bunék i pies
moznosti vyuziti priutokové cytometrie, kde jsou nahrazena bézna barviva fluorochromy,
jako je propidium jodid, fluorescein-di-acetat, ¢i akridinova oranz (Hornicek a Malinin,
1998). Barveni trypanovou modii slouZi k zji$téni Zivotaschopnosti bunék, at’ uz pro ucely
implantace bunck pacientlim, ovéfeni vhodnych rustovych podminek kultivace ¢i zjisténi,
zda prodlouzeni kultivace nevede ke smrti bun¢k. Trypanova modi je barvivo se zapornym
nabojem, stejné¢ jako bunéna membrana u viabilni builkky, nemuize tedy prostoupit
do buiiky. Pokud je membrana poskozena, zdporny naboj ztraci a barvivo projde do bunky
(Al-Sabah et al., 2018). Obarvené zivotaschopné bunky jsou malé, zabalené, refrakéni,

zatimco mrtvé bunky byvaji nabobtnalé a tmavé modré (Jain et al., 2018).

4.3.2 Alamar blue

Alamar blue je vysoce citlivy indikator metabolické aktivity bun€k. Vyhodou této
latky je minimalni toxicita na buiiky, nevyhodou miZe byt pomérné dlouh4 doba inkubace
(od jedné do nékolika hodin). Aktivni slozkou ¢inidla je resazurin, ktery je schopen projit
bunéénou membranou do cytozolu buiky. Resazurin ma modrou barvu a prakticky
nefluoreskuje. Pokud je buiika Zziva, udrZzuje v cytozolu redukéni prostiedi diky
cytoplazmatickym a mitochondridlnim reduktdzam, coz plsobi degradaci resazurinu
na resorufin. Resorufin je cervena vysoce fluoreskujici barva. Buiky Zivotaschopné
udrzovanim redukéniho prostiedi prevadéji resazurin na resorufin, ¢imz je zvySena celkova
fluorescence a dojde ke zméné barvy média obklopujiciho buriky. Vysledna fluorescence je
zavisla na poctu bunék a jejich metabolické aktivit¢ (Rampersad, 2012). Doporucena
inkubace je 2-4 hodiny, v zavislosti na zkoumanych bunkach muze byt doba inkubace
I 24 hodin. S delsi inkuba¢ni dobou byva dosahovano vyssi citlivosti metody. Vysledky
jsou ziskany méfenim fluorescence za vyuziti fluorescenéniho spektrofotometru

(Eilenberger et al., 2018).

35



4.3.3 7-Aminoaktinomycin D

7-Aminoaktinomycin D (7-AAD) je fluorescen¢ni barvivo schopné se selektivné
vazat na C-G oblasti DNA. Pritokovou cytometrii pak 1ze rozlisit barveni Zivotaschopnych
Casné apoptotickych a pozdné apoptotickych mrtvych bunck na zdkladé zmén bunécné
membrany. Mira poSkozeni membrany je pfimo imérna intenzité namétené fluorescence.
Membranou zivych bunék barvivo neprojde. Vyhodou barveni 7-AAD je mozZnost
kombinace testu s fluorescenénimi monoklonalnimi protilatkami, coz ale zvySuje finan¢ni
naro¢nost metody. V uvahu je také tieba brat fakt, ze samotné barveni ovliviiuje procento

apoptotickych bun¢k (Zembruski et al., 2012).

36



5 LAB-ON-A-CHIP TECHNOLOGIE

Lab-on-a-chip systémy vyuzivaji k méfeni mikrofluidni Cipy, které umoziuji
miniaturizaci a automatizaci biologickych a chemickych testti. Mikrofluidni Cipy jsou
tvofeny soustavou mikrokanali o priméru od deseti do nckolika stovek mikrometra
do kterych jsou vhanény vzorky nano- az pikolitrovych objema. Vyuziti minimalnich
objemt reagencii snizuje naklady a nema vliv na dosazeni vysoké vytéznosti metody.

Lab-on-a-chip technologie umoznuji méteni bunééné viability a rozliseni ¢i téidéni
bunéénych populaci (Vyawahare et al., 2010). Aplikace mikrofluidnich systému je hojné
vyuzivana Vv genovém sekvenovani nové generace. Zcela nové prilezitosti v analyze jsou
zajistény diky miniaturizaci a paralelizaci metod. Prace s mikrofluidnimi ¢ipy umoziuje
roz$ifené moznosti v poznavani, hodnoceni a manipulovani s buitkami ¢i jednotlivymi
molekulami (Blow, 2007). Mezi nové metody vyuzivajici mikrofluidni ¢ipy k méfeni
bunck patii distribuovana dielektroforeticka cytometrie (2DEP). 2DEP cytrometrie muize
byt do budoucna alternativou pritokové cytometrie. Zpracovava informace o heretogenité
bunééné populace, o objemu a struktute bunék i 0 expresi povrchovych a intracelularnich
biomarkeri. Na rozdil od pritokové cytometrie 2DEP cytometrie nevyzaduje k rozpoznani
biomarkerdi znaceni pomoci protilatek. S identifikaci buné€k bez potieby znaceni
se znateln¢ snizuji provozni naklady (Fikar, 2016). Metoda 2DEP cytometrie ma potencial
detekovat celou Skalu novych biomarker, avSak neni zatim brana za b&Zny néstroj

K identifikaci bunék. Jeji potencial je tieba plné prozkoumat.

5.1 Distribuovana dielektroforeticka cytometrie (2DEP cytometrie)

Distribuovana dielektroforetickd cytometrie (2DEP cytometrie) probiha
na mikrofluidnim ¢ipu a vyuziva k méfeni bunék elektrického pole. Vystupem 2DEP
cytometrie jsou dielektrické (DE) podpisy bunécnych populaci, které mohou pomoci
identifikovat spolehlivé biomarkery bunéénych stavli a intracelularnich procesid. 2DEP
cytometrie tak miize poskytnout zZadanou alternativu standardnim analytickym metoddam
(Fikar et al., 2018).

Diky rozdilnosti DE podpisit bun€k lze nepfimo méfit rizné fyziologické
a intracelularni procesy bunék. Prikladem muze byt prikaz mnohocetné 1ékové rezistence

u leukemickych bun¢k (Demircan et al., 2014). DEP metodami je také mozno detekovat
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apoptozu projevujici se zménou permeability plazmatické membrany se zménou hladiny
iontl v cytoplazmé (Duncan et al., 2008). 2DEP cytometrie umoznuje rychlé, vysoce

vykonné neinvazivni hodnoceni bunék bez potieby jakéhokoli barveni ¢i znaceni.

5.1.1 Princip metody

Buiiky resuspendované v isotonickém nizkovodivostnim médiu  vstupuji
do mikrokanalu ¢ipu. Na bunky pii prichodu mikrokanalem ptisobi sedimenta¢ni sily dané
polomérem a strukturou burky, gravitatnim zrychlenim a hustotou a viskozitou média.
Elektricka sila pisobici na bunky je pak déna jejich dielektrickymi vlastnostmi
a dielektrickymi vlastnostmi média. Rychlost buiiky je dana vyskou, ve které se buika
v mikrokandlu ustali. Laminarni proudéni v mikrokanalu zptisobuje, Ze buiiky plujici u dna
se pohybuji nizs8i rychlosti a bunky plujici uprostted mikrokanalu jsou unaseny rychleji.
Rychlost bunék je méfena cCasticovou velocimetrii (PIV, particle image velocimetry).

Pohyb bunék je znazornén na obrazku 3.

Obrazek 3 Proudéni bunék mikrokanalem
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Pro zmazorneni jsou na obrazku dva typy bunék vstupujici do mikrokandlu stejnou
rychlosti. Buniky po urcité vzdalenosti sedimentuji ke dnu. Vlivem elektrického pole ziskaji
prislusnou vysku levitace, kazda bunka podle svych DE vlastnosti. Jeden typ miize levitovat

niz a druhy vys, coz zpusobi rozdily v jejich rychlostech.
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Me¢éieni rychlosti bunky je tedy nepfimym meéfenim vysky, ve které bunky
proplouvaji mikrokanalem. Ta je ddna kombinaci sedimentacnich a elektrickych sil, které
odpovidaji tzv. dielektrickému (DE) podpisu bunék. Tento DE podpis métenych bunék
muze pomoci identifikovat spolehlivé biomarkery bunécnych stavii a intracelularnich
procest a poskytnout tak atraktivni alternativu standardnim analytickym metodam nejen
V protinadorové 1éCbé.

Mg¢fteni je spusténo ve chvili, kdy je v mikrokandlu ustdleny tok a buiky maji
ustalenou vysku levitace. Nejdiive jsou po urcity ¢as sbirany podpisy bunék bez plisobeni
elektrického pole. Tyto hodnoty slouzi jako reference méfeni a odrazi velikost a strukturu
bunky. Nasleduje spusténi generatoru elektrického pole. Méfeni probiha pfi napéti 2V a pii
8 ruznych frekvencich. Generované frekvence jsou rovnomérné, ale v logaritmickém
méfitku rozlozeny v rozsahu od 300 kHz do 10 MHz.

V tuto chvili jsou stéZzejnimi dielektrické (DE) vlastnosti plazmatické membrany a
elektrickd vodivost bunécné cytoplazmy. DEP sily vyvolané priletem elektrickym polem
nad elektrodami se kombinuji s jiz zminénou sedimentaéni silou a ovliviuji vysku levitace
bunék. V1iv DEP sil na bunikku se méni v zavislosti na frekvenci a napéti elektrického pole.

N-DEP (negativni dielektroforetické) sily plisobi proti sedimentaci a zvedaji buiiku
ode dna mikrokanalu. Naopak P-DEP (pozitivni dielektroforetické) sily podporuji
sedimentaci a ptitahuji buniky ke dnu. S kazdou zménou frekvence se meni rozloZeni bunék
v mikrokanalu. Zmény rozloZeni bun€k v mikrokanalu jsou vztahovéany k referenci méteni
(méfeni bez elektrického pole) a po zpracovani softwarem jsou zaneseny do grafu. Kiivky
nachazejici se pod osou X odpovidaji pievazujici N-DEP sile a hodnoty nad osou X

ptevazujici P-DEP sile. Se zvysujici se frekvenci rostou P-DEP sily (Fikar et al., 2018).
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5.1.2 Popis ¢ipu

Mikrofluidni €ip (viz. Obrazek 4) ma velikost 75x25 mm a sklada se ze tii vrstev.
Spodni sklenéna vrstva slouzi jako mechanicka opora Cipu, tvoifi dno mikrokanalt a je
podkladem pro druhou vrstvu. Druhou vrstvou je pole interdigitalnich (ID) elektrod,
generujici uvnitt mikrokanaltl elektrické pole. Tteti vrstvou je polydimethylsiloxan
(PDMS) (Fikar et al. 2018), coz je flexibilni kifemikovy polymer vhodny pro
biomedicinské vyuziti. Tento polymer je netoxicky, stabilni, biokompatibilni,
nepodporujici adhezi bun¢k a jeho priuhlednost poskytuje dobré optické vlastnosti
(Subramaniam a Sethuraman, 2014).

Vrstva PDMS tvofi ¢tyfi mikrokanaly (I-1V). Kazdy mikrokanal je Siroky 1 mm a
vysoky 75 um. Do této vrstvy jsou vyvrtany shora vstupni a vystupni otvory. PDMS
nepiekryvd postranni kontakty, které umoznuji propojeni elektrod s generdtorem

elektrického pole.

Obrazek 4 Schéma ¢ipu
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Fikar et al., 2018, upraveno s povolenim autora
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5.1.3 Schéma 2DEP systému

ID elektrody jsou pies kontakty ptipojeny ke generatoru elektrick¢ého pole.
Generator vytvari elektrické pole v pribéhu méfeni a ovliviiuje jim chovani bunék
Vv méticim mikrokandlu. Béhem jednoho méfeni je mozné vystiidat i 20 riznych frekvenci
a sledovat odezvu bunék. Plynuly priichod vzorku mikrokandlem je zajistén pumpou
pripojenou ke konci mikrokanélu. Nastavenim pumpy je mozno regulovat rychlost pritoku
vzorku mikrokanalem. K detekci pohybu proudicich bunék je pouzita casticova
velocimetrie (PIV). PIV méfeni je realizovano pofizenim dvou snimkd v kratkém
definovaném ¢asovém intervalu (napt. 60ms) (Fikar et al., 2018).

Pro pouziti metody PIV je nutné mit vhodnou koncentraci bun€k. Vzdalenost
mezi buitkami musi byt vétsi, neZ je naméfeny posun stejné buniky na dvou po sobé
jdoucich snimcich. Aby se zamezilo elektrostatickym interakcim mezi buiikami, jejich
rozestupy musi byt vétsi nez je trojnasobek priméru buiiky. Vhodna koncentrace bunék
zamezuje mezibunénym interakcim a zaroven vyhovuje sbéru mnozstvi dat (Gascoyne
a Shim, 2014).

Obrazek 5 Schéma 2DEP cytometru
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Fikar et al., 2018, upraveno s povolenim autora
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Mikrokanal s proudicimi bunikami je sniman v oblasti tésn¢ za elektrodami CCD
zaznamovou kamerou V kombinaci se systémem inverzniho mikroskopu. Zorné pole
musi byt dobie osvétlené. Snimky jsou ptfendSeny do pocitace. Vyfocené bunky jsou
ve dvou po sobé jdoucich snimcich rozpoznany a sparovany pomoci dedikovaného
softwaru. Rychlost bunky je vypoctena z drahy a ¢asové prodlevy mezi snimky. Proces
zpracovani dat ze snimka trva nékolik milisekund a tak miize probihat méfeni témét
V realném case. Timto zpisobem je mozné zachytit kazdou minutu ptes 5 tisic bunék

(Fikar, 2016).

5.1.4 Vynaseni vysledki do grafi

Proces vynaseni DE podpisi do grafi miizeme rozdélit do tfi krokd. Prvnim
krokem je vypocet hustoty pravdépodobnosti (PDF — Probability Density Function).
Ve vypoctu je pocitano s vySkami levitaci bunck ode dna mikrokandlu, které se vztahuji
k jednotlivym frekvencim a napétim pouzitym v prubéhu méfeni (Obrazek 6a). Druhym
krokem je vypocet distribuéni funkce (CDF — Cumulative Distribution Function),
znazornéné na obrazku 6b. Ttetim krokem je odecteni referenéni CDF ziskané méfenim
bun¢k bez vlivu elektrického pole od distribuénich funkci méfenych za pisobeni
elektrického pole na bunky. Vysledné hodnoty jsou oznaCovany jako obohaceni E(X)
(E — enrichment) a jsou znazornény na obrazku 6¢. Kladné hodnoty E(x) odpovidaji
zvySeni koncentrace bunék v daném sektoru mikrokanalu vlivem piisobeni elektrického
pole (elektrické pole vtahuje prochdzejici buniky blize k elektroddm). Naopak zaporné
hodnoty E(x) odpovidaji snizeni koncentrace bun¢k v daném sektoru mikrokanélu
vytlaceni bunék dale od elektrod (Fikar et al., 2018).

Obrazek 6 Proces vynaseni vysledku do grafu
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Fikar et al., 2018, prevzato s povolenim autora
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5.1.5 Princip identifikace biomarkert

Za ucelem identifikace biomarkertt ve 2DEP cytometrickych datech byl autory
metody navrZzen obecny zpusob vyhodnoceni vahy biomarkeru zvolenim ¢ty
jednoduchych parametrii:

1 Frekvence f;
2 Frekvence f,
3. Pozice v mikrokanalu x;
4 Pozice v mikrokanalu X,

Frekvence f; a f, definuji frekvenéni rozsah, ve kterém dochazi vlivem
pozorovaného déje k vyrazné zméné DE podpisu zkoumaného souboru bunék. Pozice x; a
Xz pak definuji sektor mikrokanalu, ve kterém se tyto zmény projevi nejvice.

V prvni fazi ohodnoceni vahy biomarkeru je vyjadien rozdil mezi obohacenim E(x)
ziskané¢ho na zvolenych frekvencich v definovaném sektoru mikrokanalu pro kontrolni i

zkoumany vzorek nasledujicim zptisobem:
X2
5= | BCuf) - BGuf)ldx
X1

Hodnotu S vyjadienou z DE podpisu kontrolniho vzorku oznacujeme S a hodnotu
S vyjadienou z DE podpisu zkoumaného vzorku oznacujeme Ss. Hodnota vahy biomarkeru
M je vyjadrena jejich rozdilem:
M =S, —Ss
Hodnota M vyjadiuje rozdil v obohaceni E(x) bunék v definovaném sektoru mikrokanalu
Vv zavislosti na pouzité frekvenci.
Hodnota vahy biomarkeru M muze byt pouzita naptiklad k porovnani DE podpisu

zdravych, mutovanych nebo apoptotickych bunék.
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Obrazek 7 Ilustrace postupu pii vyhodnoceni biomarkeru progrese apoptozy
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Zdroj: viastni

5.1.6 Dielektroforeticka cytometrie a apoptoza

Jak bylo psano jiz v kapitole 4, uvnité apoptotickych bun€k dochazi k naruseni
mitochondrialnich membréan. Z mitochondrii jsou uvolfiovany proapoptotické proteiny a
kyslikové radikaly do cytosolu bunky. (Saelens et al., 2004) Kyslikové radikaly vedou
k pfechodnému zvySeni transmembranovych potenciald (AWn). V pozdéjsich stadiich
apoptozy A¥ny vlivem depolarizace membran klesaji a z mitochondrii jsou vyplavovany
Ca®* ionty. (Labeed et al., 2006) Pii piekrodeni stresového limitu uvolni do cytoplazmy
mnozstvi Ca®" jontd také endoplazmatické retikulum. (Klener Jr. a Klener 2013) Procesem
apoptozy jsou deregulovany iontové kanaly (Na*/H"; CI'/HCO3) a je zvySena permeabilita
cytoplazmatické membrany. K* ionty jsou odéerpavany z buiiky a je redukovan objem
bunék.(Labeed et al.,, 2006) Apoptéza je provazena i morfologickymi zménami
charakterizovanymi mimo jiné tvorbou membranovych blebl a apoptotickych télisek.
(Savill a Fadok, 2000) Burika je schopna apoptoticky zemtit béhem 2-3 hodin a zmizet.
Tento fakt miZe pro mnoho testll apoptézy znamenat faleSné negativni vysledky, at’ uz
kvuli dlouhé inkubacni dobé barveni nebo nizké citlivosti pouzité metody. (Elmore, 2007)
Apoptotickd bunka podstupuje zmény objemu a tvaru, méni se plocha buné¢né membrany

a hladiny iontd v cytoplazmé¢. Zminéné zvraty vedou ke zméné kapacity cytoplazmatické
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membrany, elektrické vodivosti cytoplazmy a zna¢né modifikuji DE podpisy bunck
Vv zavislosti na pouzité frekvenci (Fikar et al., 2018).

Progrese apoptozy byla jiz nc¢kterymi dielektroforetickymi metodami testovana.
V praci Nikolic-Jaricové bylo popsano sledovani apoptdzy bunék z linii ovarii ¢inského
kiecka s vyuzitim dielektroforetické cytometrie v kombinaci s elektronickym detektorem,
tedy bez potteby mikroskopu (Nikolic-Jaric et al., 2013).

Dalsi praci zabyvajici se dielektroforetickou metodou je studie Labeedové.
K méfeni bylo pouzito primitivni experimentalni zafizeni, kdy experiment neprobihal na
mikroCipu, ale na Petriho misce mezi dvéma elektrodami generujicimi elektrické pole
v rozsahu od 10 do 20 MHz a napéti 20 V. Mezi elekrody byl napipetovan vzorek a po
dobu jedné minuty byl pro kazdou frekvenci nahrdvan videozaznam z mikroskopu. Zpétné
byly ze zaznamu rucné pocitdny zachycené buiky. V jeji studii byly zachyceny a
porovnany rozdily v DEP odezvach bunéné linie K562 a k lé¢ivim rezistentni linie
K562AR (Labeed et al., 2003).

Dielektroforetickou metodou pracujici na mikrofluidnim ¢ipu je kromé 2DEP
cytometrie také metoda OxDEP cytometrie. Touto metodou byly proméfovany bunécné
linie karcinomu prsu pfi frekvencich od 50 kHZ do 1 MHz a napéti 80 V. Vyuziva principu
zachyceni bun¢k na elektrodach pii dosazeni kiizové frekvence. Pii této frekvenci byl
pocitdn pomér zachycenych ku celkovému poctu proméefenych bunék. OnDEP cytometrii
byly rozliSeny dvé buné¢né linie karcinomu prsu, LCC1 a LCC9 a byla zaznamenéna jejich

citlivost k 1ékiim projevujici se iniciaci apoptozy (Soltanian-Zadeh et al., 2017).
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PRAKTICKA CAST

6 CILVYZKUMU A VYZKUMNY VZOREK

6.1 Hypotéza

Zmapovanim patologickych bunécnych déji a priikkazem vlivu terapeutik na dané
bunky Ize docilit zvySeni efektivity 1é€by nddorovych onemocnéni. Neinvazivni mapovani

stavu bun¢k umoziuje 2DEP cytometrie bez potfeby znaceni a asoveé narocné piipravy.

6.2 Cil prace

Cilem této prace je:

1. Za pomoci 2DEP cytometrie ziskat DE podpisy bunék chronické
B-lymfocytarni leukémie a zaznamenat jejich zmény po pfidani
chemoterapeutik.

2. Porovnat standardni metody meétfeni apoptéozy s 2DEP cytometrii
ve smyslu citlivosti a charakteru detekovatelnych fyziologickych

zmén naddorovych bunék vlivem aplikace chemoterapeutik.

Cilem pavodniho =zadani této prace bylo méfeni standardizovanych
imortalizovanych bunéénych linii (AML, CML, BL), ale moznost prace s realnymi
klinickymi vzorky v kombinaci s jejich omezenou casovou dostupnosti vedla
k jeho ptehodnoceni. Data namétena s realnymi klinickymi vzorky maji v klinické praxi

dalekosahlejsi dopad a mnohonasobné vyssi vypovidajici hodnotu.

6.3 Soubor pacienti

Pfedmétem zkoumani byly B-lymfocyty z periferni krve pacienti s potvrzenou
chronickou B-lymfocytarni leukemii (oznacené jako vzorek 1-5). Izolace byly provedeny
pred zahajenim 1écby pacientil. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas K izolaci
a testovani nadorovych bungk. BliZ§i informace o souboru pacientl a pfesnych diagnézach

jsou uvedeny v piiloze.
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7 METODY VYZKUMU

7.1 Material, reagencie a pristroje

Material:

Reagencie:

spotiebni material: zkumavky Eppendorf (0,2 a 1,5ml), centrifuga¢ni
zkumavky (15 a 50ml), Pasteurovy pipety, nastavitelné pipety,
jednorazové Spicky

zkumavky 12x75mm (BD Bioscience, USA)

zryozkumavky 1,8ml (NUNC, USA)

magnetické LS colony a magneticky stojan (Miltenyi, USA)
Biirkerova komiirka

kultiva¢ni desti¢ky 12-jamkové (TPP, Svycarsko)

Kultivaéni desticky 96-jamkové, Cerné pro méfeni fluorescence

(NUNC, USA)

Ficoll-Pague (GE Healthcare, USA)

Hybridoma médium (Gibco, USA)

CLL izolaéni kit (Miltenyi, USA)

PBS (Gibco, USA)

DMSO (Wak-Chemie, Némecko)

FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco USA)

RPMI médium (Gibco, USA)

IL — 2 (Proleukin, Novartis, Svycarsko)

ATB ( Gibco, USA, 100x koncentrované, finalni koncentrace
antibiotik je 100UI/mL penicilinu, 100ug/mL streptomicinu a
0,25ug/mL Amphotericinu B)

Bortezomib (Velcade, Janssen-Cilag, finalni koncentrace 10nM)
Alamar Blue (Life Technologies)

Trypan Blue (Life Technologies)
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- nizkovodivostni médium (deionizovana voda, 8,5 g/l sacharézy,
0,3 g/l glukozy)

- BSA (Gibco, USA)

- protilatky CD5-PE a CD19-PECy7 (Beckman Coulter, USA),
CD45 — BriliantViolet 510 (Biolegend, USA), 7-actinomycin (7-
AAD, Exbio, CR)

Ptistroje:

- CO; inkubator (Thermo, USA)

- PCR box (ESCO)

- desti¢kovy reader Synergy HTX (Biotek, USA)

- centrifugy

- pratokovy cytometr ARIA Fusion (BD Bioscience, USA)

- DEP cytometr

7.2 Separace mononukleari pomoci hustotniho gradientu

Do 50 ml zkumavky se ptenese 9 ml heparinizované krve, pfida se k ni a fadné
pomicha 9 ml PBS. Do pfipravenych 15 ml zkumavek se ptida ptiblizné 5 ml Ficoll-Pague
separacniho roztoku. Separacni roztok se za pouZiti Pasteurovy pipety opatrné pifevrstvi
suspenzi krve s PBS. Nasleduje centrifugace 15 minut, pii 1000g a pii teploté 20°C,
za pomalého rozbéhu i1 brzdé. Ptipravi se nové 50 ml zkumavky, do kterych se pomoci
Pasteurovy pipety pifenesou frakce mononukledrnich bunék ze zcentrifugovanych
zkumavek. 50 ml zkumavky s mononukleary se doplni roztokem PBS a centrifuguji se
8 minut, pifi 300 g za teploty 20 °C, za standardniho rozb&hu a brzdé. Supernatant
ze zcentrifugovanych zkumavek se slije a sedimentované mononukledry se rozvolni

ve 40 ul RPMI.

7.3 Magneticka izolace bunék

Do zkumavky s resuspendovanymi buiikami se pfida 15 ul smés protilatek Biotin
Antibody z CLL izola¢niho kitu (Miltenyi, USA), ktera oznaci vSechny ne CLL bunky
(napt. T-lymfocyty, monocyty, granulocyty). Po dikladném promichani se inkubuje
pfi 2-8 °C po dobu 5 minut a poté se pfida 30 ul RPMI média a 30 pl magnetickych
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mikroc¢astic. VSe se promicha a inkubuje 10 minut pii teploté 2—8 °C. Po inkubaci se
k suspenzi bun¢k piida 500 ul PBS a pienese se do magnetické kolony, kde probiha
samotnd magnetickd separace oznacenych bunck. Kolona se na zavér dvakrat promyje 3 ml
PBS. Bunécnd suspenze, ktera proSla kolonou obsahuje lymfocyty, se sbira

do centrifugacni zkumavky.

7.4 Kultivace a zamrazeni bunék

Separované buiky se centrifuguji 6 minut pii 300 g a 20 °C. Po centrifugaci
se buiiky rozvolni v hybridoma médiu obsahujicim smés antibiotik a 10 % FBS. Objem
média odpovidd vysledné koncentraci 3-5e6 bunck/ml. Mald ¢ast vzorku se odebere
pro stanoveni &istoty populace . Buiiky se dale kultivuji v kultiva¢nich lahvich 75 cm?
po dobu 3-5 dnu, pii 37 °C a 5 % CO,. Po kultivaci nasleduje centrifugace bunék
pii 20 °C, 300 g, 8 minut. Slije se supernatant a peleta se rozvolni v takovém objemu FBS,
aby vysledna koncentrace byla 30e6 bunék/ml. Do pfipravené kryozkumavky se pienese
0,5 ml bunécéné suspenze a 0,5 ml vychlazeného kryomédia (20% DMSO a FBS)
a neprodlen¢ se vlozi na led. Bunky se mrazi za pomoci zamrazovace, ktery kontrolované

snizuje teplotu kazdou minutu o 1 °C, dokud teplota nedosahne -80 °C.

7.5 RozmrazZeni a aplikace chemoterapie

Pro samotné testovani se pouzije kratkodobé kultivacni médium slozené z PMI,
10 % FBS, antibiotika a antimykotika. Médium a vodni lazen se vytemperuje na 37 °C.
Kryozkumavky s buiikami se vyjmou z tekutého dusiku a vlozi se do vodni 1azné — dokud
neroztaje veskery led ve vzorku (cca 4 minuty). K rozmraZzenému vzorku se pomalu
pfikape 1 ml vytemperovaného kultivaéniho média. Nasledné se cely objem vzorku
pifevede do ptredem ptipravené 15 ml zkumavky obsahujici 4 ml kultivacniho média.
Kryozkumavka se vyplachne 1 ml média a obsah se ptida ke vzorku.

Vzorek se dale centrifuguje 6 minut, pii 300g a 20°C. Po centrifugaci
se supernatant slije a peleta se rozvolni v 1 ml média. K rozvolnéné peleté se ptida dalSich
11 ml média a 12 pl IL-2 stimulujiciho bunééné déleni. Tato suspenze se rozdéli po 1 ml

do jamek 12-jamkové desticky.
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Do Sesti jamek s bunécnou suspenzi se prida 10 pl prediedéného bortezomibu
(999 ul kultivaéniho média + 1 pl bortezomibu, finalni koncentrace 10nM), dalSich Sest
jamek s bunécnou suspenzi bez terapeutika slouzi jako kontrola pro porovnani u¢innosti

1é¢by. Buiiky jsou kultivovany v inkubatoru se 37 °C a5 % CO,.

7.6 Meéreni odezvy chemoterapie — Vlastni experiment

Pro testovani metody 2DEP cytometrie byly zvoleny vzorky B-lymfocytt
chronické lymfocytarni leukémie. Kazdy vzorek byl rozdélen na dvé ¢asti, z nichz jedna
byla vystavena pisobeni bortezomibu (10 nM) a druhd, bez ptidani jakychkoliv cytostatik,
slouzila jako kontrola. Paralelné s méfenim na 2DEP cytometru probihalo méteni vzorkl
konvencni priitokovou cytometrii pro moznost ovéreni namétenych vysledki.

Pro sledovani stavu bun€k v pribéhu lécby byly k prutokové cytometrii (Viz
Kapitola 6.3.3) pfidany dvé dopliikové metody. Viabilita bun¢k byla stanovena barvenim
trypanovou modii (viz Kapitola 6.3.1) a mira metabolické aktivity byla méfena pomoci
fluorescenéniho barviva Alamar blue (viz Kapitola 6.3.2). Po celou dobu prace s buiikami
byl pouzivan sterilni PCR box pro zamezeni kontaminace bun€k. Vzorky byly méfeny
tiikrat — hned po aplikaci terapeutik, po 24 hodinach a po 48 hodinach. Spole¢né se vzorky

byly méfeny kontroly — jednalo se 0 stejné vzorky bunék, ale bez terapeutika.

7.6.1 Alamar blue — test metabolické aktivity

Pro métfeni metabolické aktivity byla pfichystana ¢erna 96-jamkova desticka,
do které bylo napipetovano 15 pl Alamar Blue se 150 pl bunck v kultivaénim médiu.
Kazdy vzorek se zpracoval v tripletu pro moznost eliminace nahodilé chyby pipetovanim.
S barvivem Alamar Blue se pracovalo taktéz v laminarnim boxu pfti zhasnutém svétle kvili
nestabilit¢ fluorescenc¢nich barviv. Barvivo s buiitkami bylo potiepanim desticky fadné
promichédno a desticka byla ddna do inkubatoru se 37 °C na 4 hodiny. Po uplynuti doby
inkubace byla méfena fluorescence na prednastaveném readeru s filtry excitace 540/35

a filtry emise 590/20. Na zavér byla vypocitana priimérnad hodnota tripletu.
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7.6.2 Trypanova modr — test viability

K méfeni viability bun¢k bylo pouzito 50 pl bunék v kultivaénim médiu a 50 pl
trypanové modii. Tato smés byla promichdna a po 5 minutich zni bylo pfevedeno
ptiblizné 10 pl do Biirkerovy komirky tak, aby roztok nepietékal do postrannich zlabku.
Biirkerova komurka byla vlozena do svételného mikroskopu a byl pocitin pomér
bezbarvych (zivych) bunc¢k k buitkdm modrym (mrtvym). Z kazdého vzorku bylo
napo¢itano minimalné¢ 100 bunék. Byly pocitany ve ¢tvercich 1xImm (podle pravidel
pocitani buné€k v Biirkerové komurce). Z napocitanych bun¢k byl vypoéten procentudlni

podil mrtvych bunék.

7.6.3 7-Aminoaktinomycin D a stanoveni Cistoty populace

Ke 100 pl bun¢k bylo ptfiddno 5ul 7-AAD pro rozliSeni zivych a mrtvych bunék.
Nasledovalo 15 minut inkubace bez pfistupu svétla, dale proplach pfidanim 4 ml PBS
a centrifugace pii 350 g po dobu 5 minut. Supernatant byl slit a pelet bun¢k rozvolnén
v 300 pul PBS. Buniky byly méfeny pritokovym cytometrem FACS ARIA Fusion, analyza
probihala v softwaru FlowJo. Buiky 7-AAD pozitivni odpovidaji zastoupeni mrtvych

bunék.
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7.6.4 2DEP cytometrie

Mikrofluidni ¢ip byl pfed méfenim 10 minut naplnén nizkovodivostnim médiem
se 3% piimési BSA pro zamezeni adheze bunék ke dnu mikrokanalu a poté proplachnut
médiem bez BSA. Ze vzorku kultivovanych bunék bylo napipetovano 700 pl do zkumavky
Eppendorf a nasledné centrifugovano po dobu 5 minut pii 450 g pii jemném rozjezdu
1 brzd¢. Supernatant byl opatrné odséat a pelet rozvolnén ve 400 pl nizkovodivostniho
média. Takto pfipraveny vzorek byl nanesen na mikroCip, odkud byl nasdvan
do mikrokanalu konstantnim pritokem 60nl/s. Po 4 minutach, kdy buiiky prochazely
mikrokanalem mikroCipu a doslo k ustaleni vysky levitace bun¢k, bylo spusténo méfeni.
Nejdiive bylo méfeni provadéno bez pusobeni elektrického pole a nésledné pii vSech
predem definovanych frekvencich (jak je detailnéji popsano v kapitole 5.1).

Obrazek 8 2 DEP cytometr a ¢ip

Zdroj: viastni
1 PC, 2 generdtor, 3 mikroskop, 4 CCD kamera, 5 pumpa, 6 cip, 7 sklo, 8 PDMS,
9 kontakty, 10 vstupy do mikrokandli, 11 vystupy, 12 pole elektrod
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8 VYSLEDKY

8.1 Izolace a kultivace bunék

Me¢ftenim zastoupeni CD5+ a CD19+ bunék v jednotlivych vzorcich byla stanovena
Cistota populace izolovanych bun¢k — pohybovala se v intervalu 90 — 100 %. V prib&hu
prvni kultivace byla sledovana viabilita buné¢k pomoci 7-AAD. Viabilita v prubéhu

kultivace mirn¢ klesala, ale nikdy nebyla niz8i nez 80 %.
8.2 Viabilita bunék - Trypanova modr

Viabilita bunék prokazovana barvenim trypanovou modii byla po rozmrazeni
u Ctyfech vzorkl vyssi nez 80 % a u jednoho dosahovala jen 64 %. U kontrolnich vzork
byl zaznamenan mirny nérGst zastoupeni apoptotickych bunck v pribéhu 48 hodin.
Vzorky, na néz bylo pusobeno bortezomibem, vykazovaly nardst mnohem vé&tsi.

Po 24 hodinéach byl zaznamenan rozdil poméru apoptotickych bunék ve vzorku pod vlivem

po 24 hodindch u vzorku 2, kde €inil 7 %, naopak nejvyssi byl 19 % u vzorku 5.

v v

Po 48 hodinach byl nejnizsi rozdil byl zaznamenan u vzorku 1 (35%) a nejvyssi 54 % u
vzorku 4.

Graf 1 Trypanova mod¥ — narist zastoupeni apoptotickych bunék ve vzorcich
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8.3 Viabilita bunék — 7-Aminoaktinomycin D

Viabilita bunék méfena na pratokovém cytometru po barveni 7-AAD ukazuje
na nartst apoptotickych bunék vlivem pisobeni chemoterapie. V grafu 2 je od kazdého
vzorku odectena kontrola bez 1é¢by pro zaznamenani Cistého vlivu terapie. Zastoupeni
apoptotickych bunék v kontrolach podle pritokové cytometrie nedosahuje 20 % ani
po 48 hodinach kultivace. Ve vzorcich s chemoterapii po 24 hodinach neni narst mrtvych
bungk ani 25 %. Znatelny rozdil v pomérech zivych a mrtvych bunék je az po 48 hodinach,

kdy nejvetsi rozdil mezi kontrolou vzorku a vzorkem lécenym je 66 % u vzorku 2

v

Obrazek 9 Vystup cytometrického méreni vzorku 1 po 24h a 48h

SSC-A

Graf 2 7-AAD — Narist zastoupeni mrtvych bunék ve vzorcich
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8.4 Metabolicka aktivita — Alamar Blue

U vSech vzorkti byl sledovan nariist nebo pokles metabolické aktivity méfenim
fluorescence. Fluorescence kontroly vzorku bez chemoterapeutika byla odectena
od fluorescence vzorku s chemoterapeutikem. U &tyf vzorka byla naméfena po pridani
chemoterapeutika zvySena metabolicka aktivita. U patého vzorku byla metabolicka aktivita
srovnatelna s kontrolou. Po 24 hodinach se metabolicka aktivita vzorkt sniZila (nejvice
u vzorku 2). Nejvétsi pokles metabolické aktivity byl po 48 hodinach zaznamenan

u vzorku 3.

Graf 3 Zména metabolické aktivity 1é¢enych bunék oproti kontrolam bez léku
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8.5 Distribuovana dielektroforeticka cytometrie

Vysledky méifeni DE podpisi na dalSich stranach ukazuji rozlozeni bunék
v mikrokanalu pfi pisobeni elektrického pole za pouziti 8 frekvenci v rozmezi od 300 kHz
do 10 MHz. Vysledky jsou pro piehlednost rozd€leny po pacientech, kdy v prvnim fadku
jsou tii grafy kontroly vzorku bez 1é¢by a v druhém tadku vzorek s chemoterapii. Prvni
graf viadku je vzdy zméfeni v c¢ase 0, druhy po 24 hodinach a tfeti ziskany
po 48 hodinach.

DE podpisy vzorku ihned po ptidani chemoterapeutika byly podobné kontrolam.
Se snizujici se frekvenci rostl pocet bunc¢k odpuzovanych elektrodami ode dna
mikrokanalu.

Odpuzovani bun¢k od elektrod se v grafu promitlo nejvice pii frekvenci 0,3 MHz
(vyznacené modrou kiivkou), kdy byl zaznamenam nejvétsi pokles koncentrace bunék
ve vySce 0kolo 25 um a to u vzorki i kontrol.

Koncentrace bunék odpuzovanim od elektrod klesala, jelikoz burky, které jsou
blize ke stfedu mikrokandlu, jsou unaSeny rychleji, tudiz jsou v PIV zorném poli kratsi
dobu a jsou zaznamenany ménékrat.

Pii vysokych frekvencich (znac¢enych Zlutou barvou) nebylo bunék odpuzovanych
ode dna mikrokanalu tolik. U kontrol vSech vzorkl, kromé kontroly vzorku 4, byl
zaznamenan ndrlst koncentrace bunék ve vysce piiblizné¢ 5 pm. Stejny trend jsme
pozorovali i u vzorkli 2 a 5 ihned po ptfidani chemoterapeutika. Nartst koncentrace bunék
Vv této vySce byl naméfen pii frekvenci 10 MHz a odpovida prevazujicim P-DEP silam
podporujicim sedimentaci bunék.

Po 24 hodinach byly pozorovany zmény v podpisech vSech vzorkd. U bunék
podléhajicim apoptotickym zméndm pievladaly N-DEP sily a byly vice odpuzovany
elektrodovym polem.

Stejny trend byl pozorovan po 48 hodinach od pfidani chemoterapie. Reakce bunék
na vysoké frekvence se Vv €asti mikrokanalu do vysSky 20 pm bliZily reakcim bunék na

nizké frekvence. Mezi kontrolami a vzorky byl markantni rozdil.
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8.5.1 Marker apoptozy
DE podpisy se po pfidani chemoterapeutik ménily a snizoval se jejich rozptyl.

Pozorovany trend byl u vSech vzorkl stejny a byly z n¢j odvozeny parametry markeru
apoptozy. K hodnoceni byly vybrany kiivky obohaceni E(X) dvou frekvenci. Prvni
(fi=10MHz) dosahujici nejvyssich hodnot E(X) a druha (f,=0,3MHz) dosahujici nejnizsich
hodnot E(x). Rozdily obohaceni E(x) na téchto frekvencich byly hodnoceny v sektoru
mikrokanalu od 0 do 20 um (x3=0 um, x=20 um). Sektor i frekvence byly vybrany tak,
aby rozdily E(x) mezi kontrolou a vzorkem byly v daném sektoru co nejvyssi. Parametry
markeru apoptozy byly tedy pro shrnuti definovany nasledovné (viz. kapitola 5.1.5):

1. Frekvence f; =10 MHz

2 Frekvence f,=0,3 MHz

3. Pozice v mikrokanalu x1 =0 um

4

Pozice v mikrokanalu x2 = 20 pm

Vyhodnocené hodnoty biomarkeru apoptozy M byly vyneseny do grafu 4.
Apoptdza byla znatelna u vSech vzorkt a s delsi dobou puisobeni chemoterapeutik progrese
nariistala. U Ctyf z péti vzorkl bunék v procesu apoptdzy rovnomérné piibyvalo. U vzorku
2 byl nejvétsi rozdil mezi 0 a 24 hodinami od zac¢atku chemoterapie a jen maly mezi 24 a

48 hodinami. Nejvétsi odezva na chemoterapii byla zpozorovana u vzorku 4.

Graf 4 Progrese apoptézy dle 2DEP cytometrie
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8.6 Vysledné grafy metod

Vysledky viability bun¢k, které byly vyznaceny v grafech 5 a 6, mély po 24 hodinach od
pridani terapie podobny trend a rozdily mezi nimi nebyly tak zasadni. Markantni rozdily
nastaly po 48 hodinach, kdy vétSina vzorkti zacala vykazovat vétsi progresi apoptdzy
s barvenim 7-AAD a to az o 30 %. Metabolicka aktivita zachycena barvenim Alamar blue
byla vynesena do grafu 7. Po pfidani terapie ve vétSiné piipadech narostla a po 24
hodinach byl zaznamenan pokles oproti kontrole bez 1é€by. Vysledky markeru progrese
apoptdézy naméeiené pomoci 2DEP cytometrie jsou po 24 a 48 hodinach podobné

vysledkiim metabolické aktivity.

Graf 5 Viabilita - Trypanova mod¥ Graf 6 Viabilita - 7-AAD
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DISKUZE

B-lymfocyty ze vzorkii krve pacientli s prokdzanou B-CLL jsme izolovali a poté

kazdy rozdélili do dvou jamek kultivacni desticky. Polovina vzorku zlstala nelécena
a slouzila jako kontrola a ke druhé poloving vzorku bylo pfidano chemoterapeutikum.
Pro porovnani citlivosti 2DEP cytometrie k progresi apoptdzy jsme vybrali metody Alamar
blue, Trypanovou modf a 7-AAD. Vzorky byly témito metodami méfeny ihned po piidani
chemoterapie, po 24 a 48 hodinach. Ve stejnych casovych intervalech byly méfeny
kontroly. Pfestoze $lo o stejné vzorky, vysledky mezi metodami se riiznily.

Barveni trypanovou modii 1 7-AAD zalozend na prtniku barviva do bunc¢k
s porusenou integritou bunétné membrany detekuji viabilitu bunék. Barvivo 7-AAD je
fluorescenénim interkalacnim barvivem se silnou afinitou k C-G oblastem, po prichodem
porusenou membranou se tedy zachyti na DNA. Trypanovd modi obarvi modie celou
apoptotickou buiiku. Mezi témito barvenimi nebyly po 24 hodindch podstatné velké
rozdily. Po 48 hodinach ale vykazovalo barveni trypanovou modii i o 20 % mrtvych bun&k
mén¢ nez vysledky barveni se 7-AAD. Tento rozdil mohl byt zplGsoben samotnym
barvivem, kdy makromolekuly trypanové modfi vyzaduji znacnéji naruSenou membranu
mrtvych bunék. Naopak barveni pomoci 7-AAD je schopno detekovat jiz casné
(Zembruski et al., 2012). Jelikoz bunky barvené trypanovou modii byly odecitany
mikroskopicky, byl pomér mrtvych a zivych bunék pocitan ze sta odeCtenych bunék.
Pii barveni 7-AAD byl pomoci pritokového cytometru proméfen vys$si pocet bunék
prispivajici K piesnosti vysledku. Jediny vzorek, kde bylo odecteno vice mrtvych bunék
S barvenim trypanovou modii, byl vzorek 4.

Vysledky ziskané z barveni Alamar Blue poukazuji na metabolickou aktivitu
bunék. Principem barveni je schopnost vitalnich bun¢k udrZovat redukéni prostredi a tim
pfeméiovat v buiice barvivo na fluoreskujici produkt. Doba inkubace umoZznila odecitani
metabolické aktivity az po ¢tyfech hodinach od ptidéani terapie. Hodnoty 1é¢enych vzorkl
po odecteni nelécenych kontrol ukazuji, ze po pfidani chemoterapie metabolicka aktivita
u Ctyf z peti vzorki reakcei na terapeutika vzrostla. U jednoho ze vzorki byla srovnatelna
s kontrolou. Po 24 hodinach jsme zpozorovali nartist aktivity jen u vzorku 5 a u ostatnich
metabolicka aktivita klesla pod hodnotu kontroly. Po 48 hodinach se pokles metabolické
aktivity jesté vice prohloubil. Toto znaci ztratu schopnosti bunék udrzovat intracelularni
reduk¢ni prostredi a odpovida progresi apoptdzy.
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Vysledky 2DEP cytometrie stejné jako Alamar blue neukazuji jen pomér zivych ku
mrtvym bunkam, ale komplexnéjsi stav bunck. U ctyfech z péti vzorki jsme hned
po pfidani terapie zaznamenali vyrazné zmény v reakci na pfidani lé¢iva. Zmény se
s dobou tucinku terapeutik zvyraziovaly a jiz po 24 hodinach byly mezi kontrolami
a vzorky markantni rozdily. Vysledky z 2DEP cytometrie s vyjimkou vzorku 4 znaéné
korelovaly s vysledky metabolické aktivity, pficemz byl minimalizovan ¢as potiebny
k méteni a nebylo tieba barviv, coz je jednozna¢né vyhodou 2DEP cytometrického méfeni.

Vzorek 4 nesplnil pln¢ naSe o¢ekavani, jelikoz mira apoptozy ve vzorku se podle
cytometrie poukazuje na nejvyssi progresi apoptdzy praveé u tohoto vzorku. Labeed et al.
vSak udavaji, ze také naméfili vice apoptotickych/nekrotickych bunék pomoci DEP
Vv porovnani s pritokovou cytometrii. Zdivodiluji to jemnou manipulaci s buiikami
pifi méfeni DEP. Pritokovd cytometrie totiz vyuzivd smykovych sil, které miiZzou
fragmentovat pozdné apoptotické buiikky a ty pak nejsou pritokovym cytometrem
identifikovany (Labeed et al. 2006). Tvrzeni Labeedové odpovida i barveni trypanovou
modii, pfi kterém je s butkami manipulovano minimalné a vykazuje vétsi pomér mrtvych
bunck. Vysledky métfeni metabolické aktivity ve vzorku 4 mohou byt vysvétleny dvéma
populacemi bunck ve vzorku, kdy ¢ast bunck jiz podlehla apoptoze a €ast se snazi udrZet
pii zivoté. 2DEP cytometrie pak zachytila obé tyto populace. Uvedené tvrzeni vSak
nevysvétluje vysledky vzorku 2, u kterého byla naméfena vyssi hodnota progrese apoptozy
pritokovou cytometrii. Uplné objasnéni téchto souvislosti by tak vyzadovalo dalsi
zkoumani, dodate¢nd méteni a porovnani dat z 2DEP 1 pratokové cytometrie.

Pfi métfeni byl identifikovdn marker apoptdézy pro 2DEP cytometrii, ktery se
podafilo definovat nad rdmec vyty€enych cilii bakalarské prace. Diky tomu jsme dosahli
zkraceni doby pro méfeni progrese apoptozy, jelikoz k detekci apoptotického markeru jiz
neni nutné prozkoumat celé frekvencni spektrum, ale pouze dvé s markerem spojené
frekvence. Parametry definujici marker apoptozy jsou frekvence f; a f, (f; = 10MHz,
f, = 0,3MHz) a pozice v mikrokanalu x; a X3 (X3 = 0 um, X2 = 20 pm). Proméfeni celého
frekvenéniho spektra o osmi frekvencich trvalo 24 minut véetné Casu k ustaleni levitace
bunék pred zacatkem méfeni. Progresi apoptozy jsme nyni schopni vyhodnotit do deseti
minut od vstupu bunék na Cip, bez jakéhokoli barveni a bez doby potiebné k inkubaci.
Doba odezvy 2DEP cytometrického meéteni apoptozy je tedy oproti ¢asu potiebnému

k inkubaci a méfeni Alamar blue o 94 % kratsi.
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Identifikaci dalSich markeri odrazejicich bunééné procesy a stavy by mohlo vést
k sestaveni obsahlé databaze markerd. Tato databaze by mohla zahrnovat DE podpisy
riznych bunéénych linii — od lidskych bun€k imunitniho systému a jejich malignich
homologti az po v biotechnologiich hojné¢ vyuZivané kvasinky. Proméfenim stéZejnich
frekvenci by bylo mozné porovnat charakteristické DE podpisy s definicemi markert
ulozenych v databazi a urcit, o jaké bunky jde, ¢i urcit jejich stav a podstatu procesi, které
se V nich odehravaji.

Lékova rezistence jiz byla pomoci dielektroforetickych (DEP) metod odhalena.
Za rezistence jsou odpoveédé proteinové transportéry, jako multirezistentni proteiny (MRP)
a P-glykoproteiny vylucujici chemoterapeutika z buniky. Se zvysSujicim mnozstvim téchto
transportéri v bunce se stava buiika rezistentnéjsi k 1ékim (Khamenehfar et al., 2013).
Pfi nasem testovani péti pacientskych vzorkd chronické lymfocytdrni leukémie vSechny
vzorky vykazovaly dobrou odezvu na 1é€bu. K odhaleni 1€kové rezistence jsme tedy zatim
nedosli. Vzhledem k malému mnozstvi testovanych vzorkd nemtzeme urcit, zda bychom
S nyngj$im nastavenim metody pfipadnou rezistenci bunék odhalili, anebo by bylo tfeba
upravit ncktery z parametrii metody. 2DEP cytometrie vSak ma k takovému vyuziti
potencial a je tfeba se na néj pfi dal§im testovani zaméfit.

Velmi zajimavé je porovnani 2DEP cytometrie s dal§imi metodami vyuZivajici
dielektroforézu. Rozdily v cytoplazmatické vodivosti citlivych a rezistentnich bunék byly
Labeedovou dielektroforeticky prokazany v bunéénych liniich chronické myeloidni
leukémie K562 a K562AR na pomérné primitivni experimentalni soustaveé. Méfeni
probihalo ve frekvenénim rozsahu od 10 do 20 MHz, pfi napéti 20 V a s relativné nizkou
propustnosti (Labeed et al., 2003). Soltanian-Zadehova OxDEP cytometrii rozlisila dvé
buné&cné linie karcinomu prsu (LCC1 a LCC9) a ziskala zaroven vysledky progrese
apoptozy pii frekvenénim rozsahu od 50 kHz do 1 MHz a napéti 80 V (Soltanian-Zadeh
et al., 2017). Obé zminéné metody funguji na principu zachytavani bunék elektrickym
polem na hranach elektrod. Zachytavani bunék v elektrickém poli s sebou nese vzdy
nevyhody. Méfeni na tomto principu probihad ptrerusované a shlukovani bunék v regionu
kolem elektrod vede Kk jejich interakcim a snizeni piesnosti méfeni (Sancho et al., 2010).
Ob¢ metody navic vyzaduji mnohanasobné vyssi elektrické napéti (konkrétné 10 — 40x
vy$§i) a neni mozné je zcela automatizovat. Nikolic-Jaric et al. (2013) ve své praci
prezentuji laboratof na Cipu schopnou mapovani progrese apoptdzy ovarialnich bunck

¢inského kiecka. Vyhodou feSeni, které kombinuje dielektroforézu s integrovanym
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elektronickych sniménim, je fakt, ze méfeni nevyzaduje mikroskop. Princip metody vSak
neumoznuje zvysit propustnost na vic nez 60 bun¢k za minutu (Nikolic-Jaric et al., 2013).
Se svoji schopnosti proméfit nad 5 000 bun¢k za minutu nabizi 2DEP cytometrie
Vv porovnani s uvedenymi dielektroforetickymi metodami nejvyssi propustnost. Dalsi
vyhodou je méfeni kontinualnim pratokem, které umoziuje plnou automatizaci sbéru dat.
Takovy stupeni automatizace neni u metod zaloZzenych na koncentraci bunék v okoli
elektrod mozny. Vyse zminéné metody se navic vénovaly vyluéné méteni bunéénych linii.
Kladem nasi prace bylo mimo jiné pouziti pacientskych bunék majicich vyssi vypovidajici

hodnotu pro klinickou praxi.
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ZAVER

Cilem této prace bylo s vyuzitim lab-on-a-chip technologie detekovat odezvu lécby
leukemickych bunék.

Z lab-on-a-chip technologii jsme pouzili pro testovani bun¢k 2DEP cytometrii.
2DEP cytometrie nevyzadovala znaceni bun¢k, coz vylouc¢ilo mozny vliv barviv na buiky
a snizilo finan¢ni naro¢nost. Zména chovani bunky v elektrickém poli, na jejimz principu
metoda funguje, je odrazem bunééné struktury, objemu, povrchovych i intracelularnich
markerti. Diky testovani na mikrofluidnim c¢ipu byly minimalizovany objemy vzorka
1 reagencii potiebné k méfeni, pfiCemz bylo mozné proméiit tisice bunék za minutu.
Z téchto davodi se 2DEP cytometrie jevila vhodnou metodou pro testovdni vlivu
terapeutik na bunky pacienta. In vitro testovani by zaroven mohlo pomoci k predikci
ucinnosti a moznosti zvySeni efektivity 1écby nadorovych onemocnéni ¢i k odhaleni
vznikajici rezistence k 1ékiim.

Detekci ucinnosti chemoterapie 2DEP cytometrii jsme zkoumali na vzorcich
B-lymfocytii izolovanych z krve péti pacientd s prokazanou B-CLL.

Pomoci 2DEP cytometrie jsme ziskali DE podpisy buiiek B-lymfocytarni leukémie
zaznamenavajici chovani téchto bun€k v elektrickém poli. Proméfenim bunék
v danych ¢asovych intervalech po piidani chemoterapie jsme zaznamenali DE podpisy
odpovidajici odezvé bunék na lécbu.

Ackoliv se 2DEP cytometrie jiz v zakladu fadi mezi Casové spiSe nenirocné
metody, podafilo se ndm nad ramec cili prace identifikovat vhodné parametry
apoptotického markeru. Diky tomu se ndm podafilo sniZit ¢as od vstupu bunck na Cip
po vysledek métfeni na méné nez 10 minut. Pro detekci apoptotického markeru neni tudiz
frekvence.

Nas$im dalSim cilem bylo srovnani citlivosti 2DEP cytometrie s konvencnimi
metodami. Jelikoz chemoterapeuticka 1écba zahajuje apoptotické procesy, vybrali jsme tii
metody odrazejici progresi apoptézy. Prvni dvé sledovaly viabilitu a byly postaveny
na priniku barviva do builky poruSenou membranou, z ¢ehoz jedno se dale vézalo
na DNA. Tieti metoda vyuzivala barviva a schopnosti udrzovat vné buiiky redukéni
prostiedi, odrdZela metabolickou aktivitu. VSechny metody vykazovaly u vzoki progresi

apoptozy, avSak vysledky se mezi metodami raznily. OdliSnost vysledkti konvencnich
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metod jsme ocekavali, protoze metody nedetekuji stejné apoptotické procesy a jsou
zaméteny na riznou fazi apoptozy.

Stejné¢ jako méfeni metabolické aktivity pomoci barveni Alamar blue zachycuje
1 2DEP cytometrie komplexnéjsi zmeény bunck, nez je jen pomér mrtvych ku zivym
bunikam. Narozdil od metody Alamar blue, kterd vyzaduje nékolikahodinovou inkubaci,
jsme diky 2DEP cytometrii a identifikaci apoptotického markeru schopni naméfit
srovnatelné vysledky do 10 minut.

Dle vysledki dosazenych v této praci se jevi, ze 2DEP cytometriec ma velky
potencial najit uplatnéni v medicinském prostredi. Ten je vSak tfeba pted SirSim zavedenim
metody do bézné praxe vice prozkoumat. Ocekavame, ze s pfibyvajicimi experimenty,
zachycenim dalSich markerti, optimalizaci metody a se zjednoduSenim uzivatelského
rozhrani, bude 2DEP cytometrie nastrojem k detekci Siroké Skaly biomarkerti a bude
schopna v urcitych piipadech konkurovat pratokové cytometrii S vyhodami v mnoha
ohledech.
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musi byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dob# Vasi, Skolou schvalené, odborné praxe a ped pfimym

vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je pan doc. MUDr. Daniel Lysak,
Ph.D., vedouci lékai HOO FN Plzefi.

Po zpracovani Vami zjisténych (daji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice i organizatnimu
celku FN Plzefi zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zéjem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledki Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich
poradanych FN Plzefi.

Toto povoleni nezakladd povinnost zdravotnickych pracovniki sVémi spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naru$ovala pin&ni pracovnich povinnosti zaméstnanc(. Spoluprace zaméstnanci
FN Plzefi na Vasem Setfeni je dobrovolna.

Pieji Vam hodné Gspéchi pfi studiu.

Magr. Bc. Svétluse Chabrova
manoZerka pro vzdéldvani a vyuku NELZP
zdstupkyné néméstkyné pro of. péci

Utvar ndméstkyné pro oi. pééi FN Plzeii

tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz

26.2.2019



