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ABSTRAKT
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Pocet titull pouzité literatury: 46

Kli¢ova slova: chemosenzitivita, chemoterapie, CLL, metabolicka aktivita

Chronicka B-lymfocytarni leukémie (B-CLL) je onemocnéni s klonalni proliferaci
B-lymfocyti. Standardni 1écbou je chemoterapie, na kterou vS§ak mohou pacienti reagovat
ruzné.

Cilem této prace bylo zjistit chemosenzitivitu leukemickych bunék na dva druhy

testovanych chemoterapeutik.

CLL bunky byly kultivovany v médiu s aktivacnimi latkami (Pokeweed, PMA,
IL-2, DSP30) 72 hodin. Nasledovala aplikace chemoterapeutik fludarabin (1 uM; 2 uM)
acytarabin (1 pM; 5 uM; 10 uM). Bunky byly kultivovany dalSich 48hod. Po inkubaci

byla stanovena metabolicka aktivita a viabilita bunék.

Nejveétsi ucinek jsme zaznamenali u cytarabinu o koncentracich 5 uM a 10 uM, kde
doslo k poklesu metabolické aktivity o 18,2% resp. 21,1% (p < 0,05). U obou zminénych
koncentraci doslo také k lehkému nartistu mrtvych bun€k. Ostatni aplikace nevykazovaly

vyznamné zmény.

Pacienti mohou reagovat na aktivacni latky i chemoterapii rozdilng. In vitro
testovani mize v budoucnu slouzit jako predikce reakce in vivo, ale vyzaduje dukladngjsi

stanoveni vice parametru.
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Chronic B-lymphocytic leukaemia (B-CLL) is disease with clonal proliferation
of B-lymphocytes. Standard treatment is chemotherapy, but the patients can respond

differently.

The aim of this work was evaluation of CLL chemosensitivity for two

chemotherapeutic agents.

CLL cells were cultured with activation reagents (Pokeweed, PMA, IL-2, DSP30)
for 72h. Then, chemotherapeutics fludarabine (1 pM; 2 uM) and cytarabine (1 puM; 5 uM;

10 uM) were applied for next 48h. Metabolic activity and viability were evaluated.

The greatest effect was observed in cytarabine at concentrations of 5 uM and
10 uM, where the metabolic activity decreased by 18.2%, respectively 21.1% (p <0.05).
Both these concentrations also resulted in a slight increase in dead cells. Other applications

didn’t show significant changes.

We found that individual patients responded to both activation and chemotherapy
differently. In vitro testing may serve as a prediction of in vivo reaction but requires more

detailed study of several parameters.
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Uvod
Maligni hematologické malignity vznikaji onemocnénim krevnich bunék. Podle
pribé¢hu je lze délit na chronické a akutni. Mohou vznikat na rGznych urovnich

diferenciace bunky.

Chronickd lymfocytarni leukemie je maligni onemocnéni krevnich bunék,
kdy se lymfocyty kumuluji v krvi, kostni dieni, lymfatickych organech a uzlinach. Toto
onemocnéni ma pomaly pribéh a mlze probihat po mnoho let. Progndza pacienta
je zavisla na vzniklé mutaci bunék. Jde 0 jedno z nejcastéjSich onemocnéni krvetvroby,
které vSak diky dale se rozvijejici se terapii nebyva Casto fatalni. I pies pokroky v terapii
se vSak najdou pacienti, kteti vyzaduji pokrocilej$i moznosti terapie zalozené naptiklad

na imunoterapii v kombinaci se standardni 1é¢bou.

Standardni 1é¢bou chronické lymfocytarni leukemie je chemoterapie. Z klinickych
aplikaci je znamo, ze kazdy pacient mize na stejnou chemoterapie reagovat riizné, a stejné
tak se vyskytuji pacienti zcela rezistetntni na urcité typy chemoterapie. Testovani vlivu
chemoterapeutik na buiniky Vv in vitro systému neni v soucasnosti béznou praxi, i kdyz
testovani a vybér vhodného terapeutika by mohl pomoci pii vybéru nejvhodnéjsi terapie.
Zaroven muze byt nizkodavkova chemoterapie pouzitd pro ovlivnéni (zviditelnéni)
leukemickych bunék pro imunitni systém a slouzit jako chemosenzibilizace nadorovych

bunék pro buné¢nou imunoterapii.
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TEORETICKA CAST

1  Burka jako stavebni kAmen organizmi

Burika je zékladni stavebni jednotkou vSech zivych organizmi. Je schopna rastu,
reprodukce, mezibunééné komunikace, tvorby energie i metabolické aktivity. Kazda bunka
organizmu nese stejnou genetickou informaci, genova exprese je vSak u riznych bunck

jina a slouzi ke specializaci buiiky v organizmu.

Pro obor hemato-onkologie je buiika hlavnim pfedmétem zkoumani. V nasem
ptipad¢ jde hlavné o leukocyty, které za normadlnich okolnosti plni funkci imunitniho
dohledu. OvSem pfinaruSeni regulace genové exprese mohou vznikat maligné
transformované bunky, které organizmus ohrozuji a mohou zapii¢init jeho smrt. Tyto

bunky vznikaji v kostni dieni (Pospisilova, Dvordkova, Mayer, 2013, str. 70).

1.1 Kostni diefi a vyvoj krevnich elementu

Kostni dfeil je organ, ve kterém se tvoii vSechny typy krvinek. Kazdy den vznikaji
Vv kostni dieni miliardy novych krevnich desticek, cervenych a bilych krvinek. Ty nahrazuji
staré a opotiebované krvinky v krevnim systému. Obnova je velmi dtlezitd pro spravnou
funkci bunék. Staré opotiebované buiky podléhaji bunééné smrti, apoptéze. Apoptdza

a obnova jsou ve fyziologickém stavu vzdy v rovnovaze.

Krev je télni tekutina, kterou tvoii nebunécné (plazma) 1 buné¢na slozka sloZena
z ¢ervenych krvinek-erytrocytl, bilych krvinek-leukocyti a krevnich desti¢ek-trombocyti.
Pfi onemocnéni se Casto zastoupeni téchto bunék meéni. Pokud se hodnoty cervenych
krvinek snizi, mluvime o anemii. KdyZ dojde ke sniZeni bilé fady krvinek, nastava
leukopenie. Ta vznika naptiklad pfti infekcich Cipti nezadoucim pusobeni 1ékd, jako jsou
napi.chemoterapeutika. Pokud se ale hodnota leukocyti naopak zvysi, mluvime

wrwe

bunék. Casto dochazi i ke snizeni poétu krevnich desti¢ek, pak vznika trombocytopenie.

1.1.1 Vyvoj krevnich bunék
Vsechny krevni buiikky se vyvijeji v kostni dfeni z pluripotentni hematopoetické
kmenové bunky, ktera se mize sama obnovovat. Dal§im vyvojovym stadiem V kostni dfeni

je multipotentni bunka, ktera se déli dvoji cestou na lymfoidni a myeloidni prekurzory.
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Tyto cesty jsou na sob& zcela nezavislé. Z multipotentnich bun¢k dale vznikaji bunky
progenitorové, z kterych se nakonec vyvijeji prekurzorové bunky az finalni stadia bunék,
které se dale de€li. Multipotentni kmenové buiiky maji na svém povrchu rastové faktory.
Ty pomahaji k pfeméndm v buiikky prekurzorové. Z myeloidni multipotentni buiky
vznikaji buiikky myeloidni fady, jako jsou granulocyty, monocyty, bazofily, eozinofily,
trombocyty a erytrocyty. Z lymfoidni linie se vyvijeji lymfocyty (B i T, NK bunky). Vétsi
¢ast bun¢k této vyvojové linie nedokonCuje svij vyvoj V kostni dieni, ale pfesouvaji
se do sekundarnich lymfatickych organt, kde sviij vyvoj dokoncuji (Navratil a kol.,
2008, str. 201-206). Po dozrani prekurzorové buiky vznikaji zralé krvinky.

Obr. 1 Vyvoj krevnich bunék
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Zdroj: Haferlach, 2014, str. 14-15

1.1.2 RozliSeni typi lymfoidnich bunék

Z lymfatické pluripotentni kmenové buiiky se diferencuje nejprve prekurzorova
kmenova buika lymfoblast, pak prolymfocyt a zraly lymfocyt. Lymfoblast je 10-18 um
velky s kulatym az ovalnym jemnym chromatinem a jednim nebo vice jadérky. Jeho
cytoplasma je bazofilni bez granulace a tvofi uzky okraj kolem jadra. Dalsi
difererencovanou butikou je prolymfocyt. Ten je taktéz 10-18 um velky s kulatym

nebo ovalnym jadrem. Na rozdil od lymfoblastu ma hrudkovity chromatin a jedno jadérko.
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Cytoplasma byva tmavsi modrd bez granuli. Konecnym stadiem vyvoje je lymfocyt.
RozliSujeme dva druhy, maly a velky lymfocyt. Maly lymfocyt méd velikost 8-12 um,
trochu vtlacené kulaté jadro s hutnym chromatinem. Cytoplasma nemusi byt viditelna
nebo je uzka, svétle modré barvy. Velky lymfocyt je velikostné 12-16 um velky s kulatym
I ovalnym vpacenym jadrem a hutnym sto¢enym chromatinem. Cytoplasma je u tohoto

lymfocytu svétle modra s nespecifickymi granuly (Penka, Slavickova a kol., 2011, str. 24).

1.1.3 CD klasifikace

Na povrchu vsech leukocytli se nachazeji molekuly, ty nazyvame CD znaky.
s monoklonalni protilatkou. Dnes jsou pomoci téchto znakli oznaCovany témef vSechny
molekuly nachdzejici se na povrchu buiiky. Pojmenovani molekul nemd zadny systém,
byly pojmenovéavany podle potfadi objeveni. Pro pojmenovani jednoho druhu molekuly
mize byt pouzita klasifikace CD znaku nebo jeho druhy nazev, ktery blize urcuje jeho
opravdovou funci nebo strukturu. Je ureno kolem c&tyfset druhl a jejich podskupiny
se oznacuji doplnkovymi pismeny za potfadovym c¢islem objeveni. Klasifikace byla
prehledné sepsana v tabulkach, ve kterych mizeme blize najit, o jaky druh a funkénost
molekuly se jednd. Jsou i povrchové molekuly, pro které vSak neméame oznaceni podle

CD Kklasifikace. (Beare a kol., 2008,supl. 80)

Tab. 1 Piiklady typickych znakl pro dané leukocytarni subpopulace

Populace CD znaky

Leukocyty Pan specificky CD45
T-lymfocyty CD3, CD2, CD7, CD5, CD4, CD8
B-lymfocyty CD19, CD20, CD79b, CD22

NK buiiky CD56, CD16, CD161

Monocyty CD14, CD64

Granulocyty CD15, CD11

Zdroj: upraveno z Beare a kol., 2008,supl. 80, tab. A.4A.1
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2  Hematologické malignity

Jedna se o skupinu onemocnéni, ktera vznikaji z krevnich bun¢k. Kli¢ova mutace
mize vzniknout v rizném stadiu bunky a tato mutace pak dava vyhody v rustu svym
dcefinym bunikam. Tyto buniky maji vétSinou poruseny proces apoptdzy a déliciho cyklu.
Diky svym vyhodam utlacuji zdravé buiiky, proto vznikne maligni onemocnéni. Zdravé
bunky se nemohou dale vyvijet a jsou omezovany bunkami mutovanymi (Penka,

Slavickova a kol., 2011, str.289-290).

2.1 Déleni hematologickych malignit — myeloidni, lymfoidni,

chronické a akutni

Hematologické malignity lze rozd¢lit také na chronické a akutni. Nazvy téchto
onemocnéni nam fikaji 0 jeho prib&hu. V piipadé akutni leukemie je prabéh velmi rychly.
Projevuje se vysokym poctem nezralych bunck, blastl. Pokud neni tato forma casné
lé¢ena, dochazi ke smrti pacienta, a to do tydnt az mésici od vzniku onemocnéni.
Na rozdil od akutniho je chronicky pribéh pomaly. Dochazi pouze ke zmnozeni bunck.
Pacient zprvu ani nevi, Zze onemocnénim trpi. I po pozd¢jsi diagnostice a zahajeni 1écby
se pacient doziva mnoho mésici i n€kolika let (Penka, Slavickova a kol., 2011,
str.289-290).

Hematologické myeloidni malignity vznikaji poruchou myeloidni pluripotentni
kmenové bunky ¢i monocytd a granulocyti. Nezralé myeloidni bunky se dale
nediferencuji, jen se nekontrolovatelné déli. Lymfoidni malignity vznikaji poruchou
pluripotentni bunky, ktera dava vznik lymfocytarni linii bun€k. Mohou také vznikat

pfeménou vyzralejSich lymfatickych bunék.

2.2 B-lymfocytarni malignity

Lymfoidni malignity 1ze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou je prekursorova
B-lymfoblasticka leukemie. Do druhé skupiny muzeme zaradit zralé B-lymfomy. Jsou
to napiiklad folikuldrni lymfom, chronickd lymfocytarni leukemie, malobunéény
B-lymfom, lymfoplasmocytdrni lymfom, lymfom plastovych bunék, nodéalni lymfom
marginalni zony, splenicky lymfom marginalni zoény, difuzni velkobunéény B-lymfom
nebo Burkittiv lymfom. VSechny tyto lymfomy mohou mit indolentni nebo agresivni
formu. Agresivni lymfom velmi rychle roste a vyzaduje v€asnou 1écbu, kterd stale miize

vést k uzdraveni. Naopak indolentni forma je pomald, dlouho nemd Zzadné napadné
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Slaby,2014,str. 109-110).

2.2.1 Vyvoj B-lymfocyti

Vyvoj B-lymfocyta jde ruku v ruce s vyvojem specifického BCR receptoru, ktery
je tvofen imunoglobulinem. Nejmlad$im stddiem B-lymfocyti je pro-B-lymfocyt,
u kterého se zahajuje preskupovani gent kodujici BCR receptor. Toto preskupovani
zajistuje vysokovou variabilitu imunoglobulinii. Prvni preskupeni se déje na tézkém
fetézci (H) mezi D a J segmentem (struktura imunoglobulinu viz kap. 2.2.2)),
kdy je vystépen isek DNA a tim se dostanou useky DJ k sob&. Poté dojde k pieskupeni
mezi V segmentem a DJ segmentem a vznika pre-B-lymfocyt, ktery ma na povrchu tézky
fetézec s nahradnim lehkych fetézcem, ktery se teprve zacina preskupovat (Parham a kol.,
2015, str 149-155). Po tomto pieskupovani vznika nezraly B-lymfocyt, ktery ma na svém
povrchu IgM molekulu. Po navazani antigenu dozravani B-lymfocytu pokracuje dal$imi
zménami v genech kodujici variabilni useky lehkého a tézkého fetézce, ¢imz se zajisti
specifita a afinita receptoru a protilatky a vznika zraly B-lymfocyt. Zaroven dochazi
k izotopovému presmyku, kde se méni tiida protilatky (Abbas et al., 2015, str. 184 — 189).
Po aktivaci receptoru antigenem se spusti signalizaéni kaskada, kdy dochazi
az K rozdilnému vzniku transkribovanych gend nebo k rozdilnému bunétnému déleni

a vyvoji B buniky v bunku plasmatickou produkujici protilatky (Horejsi, 2013, str. 61-63).

2.2.2 Imunoglobuliny

Protilatky jsou globularni protieny, které na povrchu B-lymfocytt tvofi jejich
specificky receptor, avSak mohou byt také produkovany plasmatickymi builkkami jako
volné molekuly plnici nékolik funkei a to neutralizace, opsonizace, aktivace komplementu
(tab. 2) (Jilek, 2005, str.41-48 ). Maji tvar pismene Y a skladaji se z variabilni a konstaktni
¢asti. Variabilni ¢ast je zodpoveédna za specifitu k danému antigenu, na ktery se navazuje.
Konstaktni ¢ast urcuje, do jaké tfidy dany imunoglobulin patii (Bartinkova a kol.,
2011,str. 23-24). Rozlisujeme pét tiid imunoglobulint — IgM, IgG, IgA, IgE, IgD. Kazda

Z t&chto tfid ma svou urcitou funkci.
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Tab. 2 Prehled lokalizace a funkce imunoglobulinovych tid

Trida | Lokalizace Funkce
19G sérum, intersticialni piestup pies placentu,
tekutina sekundarni odpovéd’

IgM sérum aktivace komplementu,
povrch B - lymfocyta primarni odpovéd

IgE sérum, povrch sliznic ochrana proti parazitim

IgD sérum, receptor pro antigen
povrch B - lymfocyta

IgA sérum, sliny, slzy, mléko ochrana sliznic, opsonizace

Zdroj: Bartankva a kol, 2011 str.24

2.3 Malignity z B-lymfocyti
Malignity z B-lymfocytti se mohou vyvinout v riznych stupnich vyvoje B-bungk.
Podle toho, v jakém vyvojovém stavu se preméni B-lymfocyt v maligni buniky, mizeme

dané malignity Clenit a charakterizovat.

Akutni leukemie vznika pfeménou hematopoetické kmenové bunky, tj. nezralé
buiky. Preménéné bunky V Girovni blastli zastavi svlij vyvoj a nekontrolovateln¢ se déli.
Takovéto buiky se shromaZzd’uji v kostni dfeni a utlacuji zdravé hematopoetické kmenoveé
buniky a dochazi k poruse krvetvorby. V laboratornim vysledku je vysoky pocet blastl

a nizky pocet zralych segmentti nebo ptiznaky anemie (Faber a kol, 2012, str.153-155).

Akutni B-lymfoblasticka leukemie je jednou z nejcastéjSich malignich onemocnéni
u déti. Vzniké bez vlivu vnéjsiho prostiedi. Hlavni zménou je pocet chromozomi a vznik
translokaci a pfestavba MLL genu (lokus 11g23). Pokud je pocet chromozomt vice nez 47,
nazyvame tuto leukemii hyperdiploidni. Pfesdhne-1i pocet 50ti chromozomii, mluvime
uz 0 vysoce hyperdiploidni leukemii, byva vSak nej€astéjsi. Onemocnéni uz mize zacinat
Vv prenatalnim véku, kdy vznika preleukemicky klon, ktery se pii dal$i mutaci miize
vyvinout v leukemii. Hyperdiploidni forma ma Spatnou prognézu. Mutace MLL genu
je nejcastéji u déti kojeneckého véku a prognoza je velmi nepiizniva. (Foretova, Svoboda,

Slaby, 2014, str. 101-102).

Dalsi lymfocytarni malignitou je chronicka lymfocytarni leukemie. Chronicka
lymfocytarni leukemie je jednou z nejcastéjSich forem maligniho onemocnéni krvetroby

u dospé€lych. VyznacCuje se pomalym pribéhem a chronickou formou. Lymfocyty
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se mohou hromadit v kostni dieni, krvi I lymfatickych uzlinach (Adam, Krej¢i, Vorlicek,

2010, str.311). Tomuto onemocnéni se dale budeme vénovat v kapitole 2.4.

2.3.1 Folikularni lymfom

V piipadé folikularniho lymfomu jde o nehodgkinsky lymfom, ktery postihuje
pacienty stifedniho véku a to spiSe Zeny nez muze. Onemocnéni ma velmi proménlivy
prubéh. Vyznacuje se agresivni formou nebo naopak tlumenou formou. Patii mezi jedny
z nejéastdjsich nehodgkinskych lymfomt v Ceské republice (Janikova a kol., 2011,
str. 323-329). Vétsina nemocnych nepocituje zadné symptomy, jen drobné nebolestivé
zvétSeni uzlin. To vSak muze utlatovat okolni tkan. U malé ¢asti nemocnych mohou byt
B-symptomy, jedna se o nespecifické ptiznaky nemoci. To vSak nemusi znamenat
pii prvotni diagnostice nutnost vyskytu folikularniho lymfomu. Castym vyskytem

je zasazeni lymfomu do kostni dfené, ale utlum krvetvorby je v tomto ptipadé vzacny.

V natéru periferni krve mizeme vidét atypické lymfocyty, jaddrem pfipominajici
malé kédvové zrno s velmi tzkou cytoplasmou. Konecnou diagnézu lze urcit az pomoci
histologického vySetfeni a prutokové cytometrie, kdy stanovujeme imunofenotyp.
Typickymi CD znaky pro folikularni lymfom jsou CD10+, CD19+, CD20+, CD22+ a silné
vyrazné povrchové imunoglobuliny. V soucasnosti stale neni dobrd progndza lécitelnosti.
Nemoc se jevi spiSe jako nevylécCitelnd, 1 kdyz dneSni medicina dokiZe nemocnému

prodlouzit Zivot i o par let (Faber a kol., 2012, str. 197-199).

2.3.2 DLBCL

DLBCL je zhoubny nador, celym nazvem difuzni B-velkobunécny lymfom (zkratka
z angli¢tiny Difuze Large B-Cell Lymphoma). Ten vznika zvelkych B-lymfocyti.
Je to velka skupina lymfoidnich nadori, které vznikly pfeménou B-lymfocyti. Pocatecnim
ptiznakem nemoci byva nebolestivé zvétSeni uzlin v oblasti hlavy, krku a tfisel. U méné
nez poloviny pacientll se zvétSuji uzliny v duting bfisni a nitrohrudi. Takto zvétsené uzliny
maji vliv na funkci blizkych organt. Také se objevuji nespecifické ptiznaky, B-symptomy.
Ty se vyskytuji u tfetiny nemocnych. U malého poctu pacientl miize byt postiZzena i kostni

dfen (Roth and Reichard, 2012, str. 113-118).

V perifernim natéru mizeme vidét neobvyklé lymfocyty pochézejici z nadorové
tkdn¢ s tzkou cytoplasmou kolem bazofilniho jadra. Takto zménéné lymfocyty jsou
az 2X vétsi nez zdravé a normalni lymfocyty. V nétéru Ize vidét mnoho mitoticky délicich

se lymfocytl, nazyvame je mitotické figury (Faber a kol., 2012, str. 194-196).
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2.3.3 Vlasatobunécna leukemie

Mezi druhy nizce agresivniho indolentniho lymfomu z B-fady patii vlasatobunécna
leukemie Je tvofena malymi lymfocyty s typickou cytoplasmou, kdy vybézky pfipominaji
vlas. Jeji vyskyt neni v populaci Casty. VétSinou postihuje pacienty, pfevazné muze,

sttedniho véku.

Nemocni vétSinou trpi unavou a celkovou slabosti. Dochazi u nich ke zvétSeni
sleziny avzniku anemického syndromu Vv pokrocilejsich stadiich nemoci. U pacienta
dochazi obvykle k pancytopenii, coz je celkovy pokles Cervenych 1 bilych krvinek
a krevnich desti¢ek. To pfispiva ke vzniku anemického syndromu a krvaceni z nedostatku

krevnich desti¢ek (Faber a kol., 2012, str. 219-221).

Tato leukémie je snadno diagnostikovatelna z natéru periferni krve. V natéru
barveném May Griinwald-Romanovski jsou viditelné typické vybézky bledé¢ modré
cytoplasmy a ovalné fazolovité jadro. K uréeni konecné diagnézy je nutné vySetieni
histologické a vySetfeni pomoci prutokového cytometru.. Mezi silné vyrazné CD znaky lze
zatadit znak CD11c+, CD 20+, CD22+, CD 103+, protilatka proti vlasatobunééné leukemii
DBA-44+, protilatka detekujici antigen zralych B-buiiek FMC-7. MiZeme prokazat
I Annexin Al, ktery je dulezity pii rozliSeni od lymfomu bun¢k marginalni zony. Prognéza
této nemoci je velmi dobra. Vice nez tii Ctvrtiny pacientd se zcela vylééi (Vorlicek, 2012,
str. 196-199).

2.3.4 Lymfom z plastovych bunék

Lymfom z plastovych bunék je onemocnéni bunék lymfocytl plastové zony
vznikajici v lymfatické uzlin€. Pribéh této nemoci je velmi agresivni, nebo ma utlumeny
pribéh. Vyskytuje se velmi ziidka, a to Castéji u muzi sttedniho véku nez u zen (Faber
a kol., 2012, str. 200-202).

Diagnoza se stanovuje pomoci histologického rozboru lymfatické tkang,
cytogenetického vySetfeni pomoci FISH metody, nebo uréeni imunofenotypu pritokovou
cytometrii. Typicky imunofenotyp pro toto onemocnéni jsou pozitivni CD znaky-CD19,
CDS5, avsak bez koexprese CD23 a CD200 typické pro chonickou lymfatickou leukemii.
Dale byva pozitivni FMC-7 (Vydra, Cetkovsky a kol, 2015, str. 221-225).
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2.4  Chronicka B-lymfocytarni leukemie

Chronicka lymfocytarni leukemie je maligni nadorové onemocnéni, pii kterém
se nekontrolovatelné¢ déli lymfocyty a kumuluji se v kostni dieni, lymfatickych uzlinach,
Vv jinych organech, ale i v periferni krvi (Vokurka, 2008, str.43). Je to nizce agresivni forma
leukemie. Transformované B-lymfocyty nepodléhaji tak snadno apoptdze jako zdravé
B-lymfocyty. To muze byt zplisobeno zvySenou expresi genu Bcl 2 (Adam, Krejci,

Vorli¢ek, 2008, str.177), (Klener, 1996, str. 445-450).

2.4.1 P¥iciny, priznaky a pribéh onemocnéni
Hlavni pfi¢inou vzniku chronické lymfocytarni leukemie je nadorovd mutace
lymfocytu. Takto pfeménény lymfocyt je zivotné zvyhodnén. Jeho delsi zivotnost

a hromadéni v lymfacickych uzlinach utlacuje zdravé burky.

Klinické ptiznaky se projevuji az Vv pokroc¢ilém stadiu onemocnéni. Typické jsou
teploty neinfek¢niho ptivodu. K tomu se pridruzuje zvétSeni miznich uzlin, dale pak pocit
plnosti. Dochazi také ke snizeni poctu Cervenych krvinek, anemii. Ta zptsobuje snizeni
vykonu pacienta, ¢astou unavu a celkovou slabost organismu. Pacienti jsou nachylni
k infekcim plic a dalSich komplikacim spojenych s dysfunkénosti imunitniho systému

(Adam, Krej¢i Vorli¢ek, 2008, str. 178-180).

Lymfocytarni leukemie probiha v nékolika stadiich. To podle Kanti Raie znamena,
ze ve stadiu 0 se objevuje pouze zvySeny pocet lymfocyti v krvi a kostni dfeni. V tomto
stadiu  jest¢ pacient nezahajuje Zadnou 1éCbu, pouze je sledovan I€kafem.
Ve stadiu | se pfidavaji dal$i symptomy, mezi nimi i1 zvétSeni lymfatickych uzlin.
Stadium II je podobné jako stddium I. Dochdzi ke zvétSeni dalSich organii v bfi$ni dutiné,
jater asleziny. Obvykle pii stadiu III zacina pacient 1é¢bu. Nebot dochazi k anemii,
to je snizeni pocétu Cerveného krevniho barviva, hemoglobinu. Ve stadiu IV se dostavaji

desticky pod hodnotu 100x 10%1 (Mayer, 2016, str. 101).

2.4.2 Diagnostika a vySetieni

Zakladni diagnostikou je morfologické vySetfeni kostni dieng, histologické
vySetieni, cytometrické vySetfeni a geneticka vySetfeni (molekularni genetiky,
cytogenetiky FISH), kterd nam vedle prikazu typickych mutaci déavaji také informaci

0 prognodze (Panovska, Doubek, 2013, str. 119, vydani 7).
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2.4.3 Morfologické vySetieni kostni diené

V aspiratu kostni dfen¢ obvykle nachdzime vysoké zastoupeni zralych lymfocytt
s izkym lemem cytoplazmy bez zietelné viditelného jadérka. Bunky jsou velmi uniformni
(obr. 2).
Opr. 2 Bunk C& , v mikroskopickém nat

w b ogy S
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éru kostni diené

Pievzato z http://www.webpathology.com/image.asp?case=763&n=8

244 Cytometrické vySetfeni

CLL bunky maji charakteristické znaky, které usnadnuji jejich diagnostiku.
Typickym imunofenotypem je koexprese CD19, CD5 a CD23 a zaroven negativita CD10
(viz obr. 3). Donedavna se také vysetfovaly znaky ZAP-70 a CD38, které slouzily k urceni
prognozy (Schroers a kol., 2005, 750-758), ale snastupem molekularné genetickych

vySetieni se jiz od téchto znaki upustilo.
Obr. 3 Ukazka detekce CLL bunék
Pro ty je typicka koexprese CD5/CD19 a zaroven CD23

s | CDS+CD19 5 | CD10+ Q2
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Comp-PE-Cy7-A :: CD19 Comp-FITC-A :: CD23
(vlastni data Hematologicko-onkologického oddé€leni, FN Plzei)
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245 Geneticka vySetieni

Pti CLL dochazi k chromozomalnim zméndm ve vzniklych nadorovych bunikach,
nejcastéjSi zmeénou je delece. To je chybéni Casti chromozomu v ¢asti nebo v celém
raménku chromozomu. Tato chromozomalni zména se pii CLL nejcastéji vyskytuje
na chromozomu 13 (del 13q). Tato abnormalita je spojena s dobrou progn6ézou nemoci
CLL. Dalsi abnormalita je trizomie chromozomu 12, kdy je jeden nadbytecny
chromozom 12, u Downova syndromu. Tato zména je spojena se stfedni progndzou
nemoci. Dal$i zména se tyka stiedni a horsi progndzy, to je delece dlouhého raménka

chromozomu 11 (del 11q) (Pospisilova, Dvotakova, Mayer, 2013, str. 38-39).

2.4.6 Podskupiny na zaklad genetickych mutaci

Miuzeme definovat dvé podskupiny na zakladé rizikovosti. Podle toho, jestli doslo
k mutaci IgVH (,,gen kddujici variabilni cast tézkych retézcu imunoglobulinii*) nebo
nedoslo k mutaci v genu IgVH (Vokurka, 2008, str. 46). Diky mutaci variabilni ¢asti
imunoglobulinového fetézce (IgVH) rozd€lujeme pacienty na dvé hlavni skupiny.
A to pacienty s mutovanou a nemutovanou formou IgVH genu (Vorli¢ek, 2012, str. 168).
Mutovana forma buiky znacéi lepsi prognézu. Laboratorni vysledky 1é¢by jsou dobré
anemoc ma mirngj§i prabéh. Pacienti s mutaci IgVH se doZivaji déle, az 25 let
po propuknuti nemoci (Vokurka, 2008, str. 46). Pacient s nemutovanou formou nemoci
ma horsi predikci. Mohou byt s nemoci spojeny i dal3i rizikové faktory. Casto byva i nizsi
senzitivita 1é¢by. Tito pacienti se dozivaji maximalné 8 let od zacatku nemoci (Vokurka,
2008, str. 46).

Existuji dals$i znaky, které ukazuji na horSi predikci a horSi vysledky lécby
U pacientll. Jednim ze znaki je delecni zména na chromozomu 11 a 17. Dal§im znakem
muze byt defekt genu p53. Gen p53 je velmi dilezity tumor-supresorovy gen. Produkuje
protein p53, ktery je transkripénim faktorem a funguje jako receptor pii poSkozeni DNA
(Zilfou a Lowe, 2009, str. 1-12). P53 udrzuje celistvost genomu a brani Sifeni vzniku
bunék s abnormalni DNA. O monoalelickou deleci se jedna u 7-10 % pacientd s B-CLL,
je pravidelné nachazena v oblasti 17p13. (Pfiloha 2: Prognoza podle mutaci, souhrny
ptehled) Delece je vzdy spojena s horsi progndzou nebo odolnosti viici chemoterapii. Dalsi
genetickou abnormalitou je gen ATM, ktery je umistény Vv oblasti 11922, a to u 20%
pacientl s B-CLL. Objevuje se spiSe u pacientti v mladSim véku a v pokrocilej§im stadiu
choroby. V obou pfipadech to ma vliv na progndézu onemocnéni a tézkou 1éCbu

(Pospisilova, Dvorakova, Mayer, 2013, str. 47).
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3  Chemoterapie

Pokud clovék onemocni nadorovym onemocnénim, jednim z lécebnych postupt
je chemoterapie. Chemoterapie je podavani latek chemického puvodu s cytotoxickym
ucinkem. Tento ucinek omezuje bunécné déleni a buiiky zaniknou. Tento 1éCebny proces
spociva v podavani chemickych latek do organismu, nejCastéji cytostatik, ktera toxicky
piisobi na nemocné buiiky. Uéinek téchto latek piisobi i na zdravé tkané. Casto poskozenim

zdravych bun¢k mohou vznikat nezddouci G€inky, které se po terapii projevuji.

Mechanismy u¢inku chemoterapie 1ze rozdélit do né€kolika hlavnich skupin. Prvni
skupinou jsou latky akrylaéni, ty pevnou vazbou navazi cytostatikum a DNA. DNA se tim
poskodi a dale se nereplikuje. Druhym mechanismem je interkalace, kdy se cytostatikum
zafadi mezi DNA a vznik4 nekovalentni vazba. Tato vazba plsobi poruchu transkripce
a dalsi replikace. Funkci DNA lze také porusit blokaci topoizomerdz. Ty zajistuji spravné
rozmotavani DNA a jeji zamotavani, aby se moc neutdhla a $la znovu rozmotat. Také
kontroluji riziko vzniku zlomut. Blokace topoizomeraz se muze vztahovat na jeden nebo

oba fetézce DNA, kdy se inhibitor navadze na jeji fetézec.

Dal§im mechanismem mulze byt roz$tépeni DNA. Tento uCinek nazyvame
radiometricky uc¢inek. Cytostatika také mohou pilisobit na nékteré zenzymu, které
se podileji na replikaci DNA a buné¢ného déleni. Cytostatika tohoto druhu jsou nazyvana
antimetabolity. Vys$§itho lécebného uc¢inku Ilze dosdhnou kombinaci cytostatik.
Kombinujeme latky sriznym mechanismem cytotoxického ucinku. Prvni aplikace
chemoterapeutik je velmi U€inna. Pied dalSi aplikaci je nutno stanovit dostatecné dlouhou
dobu K regeneraci pacienta. Zdravé buiiky se obnovuji mnohem rychleji nez bunky
nadorové. Po aplikaci dalSiho cyklu chemoterapie se pocet nddorovych bunck opét snizuje.
Po kazdé aplikaci je nutna doba k regeneraci organismu. | kdyz se zda, ze nador je zcela
vylécen, je nutné pokracovat v 1écbé. Pacient se nachdzi pouze v remisi, kdy nador neni

patrny, snizi se pocet ptiznakt, ale pacient zcela vylécen neni (Klener,2011,str.38-40).

3.1 Vyznam chemoterapie v 1é¢bé nadori

Lécba onkologického onemocnéni je obtizna, vétSinou nestaci jedna lécebna
metoda. Je potieba komplexniho pfistupu a kombinace terapeutickych metod. Lécba
solidniho nddoru vétSinou zacind chirurgickou lécbou a pokracuje jinymi lé€ebnymi
postupy jako je chemoterapie, radioterapie nebo hormonalni 1é¢ba. Dilezita je téz 1écba

podptirnd, tj. uzivani vitaminovych dopliki a psychologicka 1é¢ba. Cilem je snizit pocet
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nadorovych bun¢k. Pti chemoterapii je dilezité se zaméfit na postizené nadorové bunky
a podporovat bunky zdravé. Cytostatika pouzivame ke snizeni proliferace nadorovych

bunék. Ovsem néktefi pacienti jsou k této 1é¢bé imunni. (Klener,2011,str.38-41).

3.1.1 Faktory ovliviiujici u¢innost chemoterapie
Dilezitym faktorem je velikost a intenzita davky. Vztah mezi uUCinkem
chemoterapie a uc¢inkem nadoru je evidentni. S pfibyvajicim poctem nddorovych bunék

se muze stat chemoterapie mén¢ uc¢inna.

Mnozstvi podaného cytostatika pii jedné aplikaci lze oznacit jako velikost davky,
to je maximalni tolerovana davka pii klinické zkousce ve II. fazi testovani (Klener, 1996,
str. 132). Pii druhé fazi se podava zpravidla maximalné tolerovana davka.
Je to pro pacienty, ktefi pfestali odpovidat na konvenéni 1écbu (Klener, 1996, str 42).

Dilezita je téZ intenzita davky podana v ¢asové jednotce, naptiklad mg/m? za tyden.

Dalsimi ovliviiujicimi faktory jsou projevy toxicity, tj. toxické poskozeni zdravych
bunék. Podstatnou roli hraje i v€k nemocného, nebot s pfibyvajicim vékem se zhorsuje
vylucovani 1€kd, zvysuje se riziko poskozeni srdecni Cinnosti a téz celkovy zdravotni stav
nemocného ovliviluje vysi davky. Pacienti v dobré 1écebné kondici mohou pfijimat vyssi
davky v kratSich intervalech. I prodélané a probihajici choroby znemoziuji podévani

vysSich davek chemoterapie, nebo zmensuji jeji ucinek (Klener, 1996, str.136-139).

Jednim z dulezitych faktori pfed zahajenim chemoterapie je doba od vzniku
nemoci. Cim dfive je 1é¢ba zahdjena, tim snaze a diive mohou byt nadorové buiiky
zniCeny. Druhou dulezitou véci pii 1écbé je kombinace cytostatik. Kombinovanim
cytostatik se zlepsi ucinek a snizuje se vznik tolerance pacienta na chemoterapii. Lécba
také musi probihat v danych cyklech. Pauzy mezi cykly jsou dilezité pro regeneraci bunck
a vylouceni cytostatik z téla. Pfed¢asné podani dal§iho cyklu chemoterapie miize poskodit
pacienta a zcela nezregenerované zdravé buinky. AvSak pozdni aplikace zvySuje

pravdépodobnost vzniku dalSich nadorovych bun¢k (Klener,2011,str.41).

3.1.2 Fludarabin a cytarabin

Purinové analogum fludarabin ma nejvétsi vyuziti v hematologické a onkologické
1éc¢be. Jeho funkcei je blokace transkripce a translace tim, ze se zac¢lenuje do RNA a jeho
metabolity inhibuji DNA polymerazu a ribonukleotidreduktazu, kterd je diilezita
pro pifeménu ribonukleotid na deoxynukleotidy. Proto pak dojde k apoptdze bunky (Ricci
a kol., 2009, str. 187-207). Metabolit je z téla vylouc¢en moci. Tento 1ék je pouzivan hlavné
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k1écbé chronické lymfatické leukemie. Do téla je aplikovan v fedénych infuzich
fyziologickym roztokem. Nezadouci GCinky mohou vést az k renalnimu selhani nebo

pusobit neurotoxicky (Klener, 1996, str.291-292).

Analogem cytosinu je cytosin arabinosid neboli cytarabin, kde riboza je nahrazena
arabindézou. V lidském téle se rychle pfeménuje na cytosin arabinosid-3-P
(cytosin arabinosid tri fosfat), ten blokuje DNA polymerdzu a tim bunéény cyklus
(de Vries a kol., 2006, str. str. 912-919). Jeho uCinek v téle je velmi kratky, dochazi
k odstépeni aminoskupiny od jeho metabolitu a pfeménu na derivat uracylu v jatrech
(Klener, 2010, str.37). Jeho ucinek trva maximalné 1-2 hodiny od podani, proto je G¢innost
lé¢iva velmi omezena. Nezadouci G¢inky tohoto 1éCiva jsou zavislé na velikosti davky.
Je pouzivané pro 1écbu chronickych hematologickych malignit, v remisi akutnich leukemiti
nebo v nizkych koncentracich pii 1é€bé myelodysplastického syndromu. Podava

se injek¢éné do podkozi a i nitrozilné (Klener, 1996, str.296-297).

3.1.3 Nezadouci u¢inky chemoterapie

Velky vliv na nezadouci ucinky chemoterapie ma druh a mnoZstvi davky cytostatik.
Pro snizeni nezadouciho ucinku 1écby se obvykle pouziva kombinace cytostatik, proto
tuto 1écbu muizeme oznacovat jako kombinovana cytostatickd 1écba. Této metody
se vyuziva hlavné v ptipadech, kdy je tfeba zvysit Uc¢inek cytostatik. Mezi podanymi
davkami chemoterapie je dilezité dodrzet urcity Casovy interval. Pacientovo télo musi

mezi cykly regenerovat a vyloucit podana cytostatika, aby mohl podstoupit dalsi 1écbu.

Mezi nejcastéjsi nezaddouci GCinky patii zvraceni, prijmy, nevolnost, nadymani.
Dale vypadavani vlasi a ochlupeni, tento stav vSak byva ptechodny. Po ukonceni
chemoterapie se rhst vétSinou obnovi. Bunky traviciho traktu jsou velmi citlivé
k cytostatikiim, proto dochazi k jejich naruseni po celém travicim traktu a to muze vést
ke vzniku afti i bolestivosti pii odchodu stolice. Nejrizikovéjsim nezadoucim u¢inkem
je ztrata bilych krvinek-leukocytd, které chrani télo pfed infekcemi. Dalsim zasadnim
projevem cytostatické 1écby je pokles poctu cervenych krvinek a vzniku anemického
syndromu. Ten ma za nasledek tinavu pacienta, buseni na hrudi, celkovou slabost a bledost
sliznic. Mlze dojit také k poklesu krevnich desticek-trombocytt, v disledku cehoz
se zvySuje riziko krvacivosti. Pfi 1é€bé CLL jsou nezddouci U¢inky nizké a jsou mozné

fesit pouze ambulantné. Mezi nejCastéjsi pouzivana chemoterapeutika patii naptiklad
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fludarabin, chlorambucil, cyklofosfamid, bendamustin, vinkristin, rituximab, doxorubicin
a cytarabin (Brychtova, Panovska, Doubek, 2016, str. 19-20).

Cytostaticka chemoterapeutika poskozuji jak bunky nadorové, tak i bunky zdravé.
Mutagenni U¢inek na zdravé bunky je zavisly na chemoterapeuticky podavané davce.
Cim vy$si davka chemoterapeutika, tim je vys$8i riziko vzniku nového nadorového

onemocnéni a jinych komplikaci (Adam, Krejéi, Vorlicek, 2011, str.146).

3.1.4 DalSi 1é¢ebné postupy

Radioterapie vyuziva ionizujiciho zafeni, které zastavuje riist nadorovych bunék.
Je vyuzivana jako doplikova metoda k1écbé lymfocytarni leukemie, zejména pak
pii extrémnim zvétSeni sleziny. Tato terapie se provadi na oddéleni radia¢ni onkologie.
Kortikoterapie se vyuzivd zejména v piipadech, kdy télo vytvari nepfiméfené mnozstvi
protilatek-autoprotilatek, to jsou protilatky zaméfené proti vlastnimu télu pacienta.
Imunoterapie kombinuje ucinky kombinované chemoterapie, vyuziva vlastni imunitni
systém pacienta k ni¢eni nddorovych bunék. Jednd se zejména o monoklonalni protilatky
zacilené proti specifickému antigenu, které dokéazi zaktivovat protinadorové slozky imunity
(komplement, NK bunky) (Farsa, 2013, str. 464-470). V soucasné dobé je tato metoda

velmi moderni.

Transplantace krvetvorné tkan¢ je zfidka vyuZivand metoda u chronickych
lymfocytarnich malignit a je provadéna jen ve specializovanych pracovistich. V ptipadé
transplantace od pifibuzného 1 nepiibuzného darce 1ze progndzu zlepsit, ba i nemoc vylécit.
Transplantace kostni diené je vhodna spiSe pro mladSi pacienty v dobré kondici.
Na vyzkum dalSich druhi cytostatik se velmi intenzivné pracuje, ovSem ani nové léky
alécebné kombinace nejsou bez neZadoucich ucinkd a zatim nedokdZou nemoc zcela

vylécit (Panovska, Doubek, 2013, str. 119, vydani 7).
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PRAKTICKA CAST

4 Cil vyzkumu a vyzkumny vzorek

4.1 Hypotéza
Nédorové buiiky pacientll se mohou liSit nejen z hlediska jejich chovani, ale také jejich
reakce na nizké davky chemoterapi. Nizké davky chemoterapie sice nemusi bunky zabit,

ale mohou ovlivnit jejich metabolickou aktivitu.

4.2 Cil prace

Cilem této prace je zjistit:

1) zda existuji rozdily vreakci CLL bunc¢k pacienti na nizké davky aplikované
chemoterapie

2) zda je méteni metabolické aktivity senzitivni pro stanoveni ovlivnéni bunék

4.3  Soubor pacientu
VSichni pacienti byli zatazeni na zakladé podepsani informovaného souhlasu, ktery
byl schvalen, stejné jako projekt zabyvajici se timto zkoumanim, etickou komisi Lékarské

fakulty v Plzni.

Vsichni testovani pacienti méli prokazanou diagné6zu CLL minimalné dvéma metodami,
a to cytologickym a flowcytometrickym vysetfenim. Kritériem pro zatazeni byla infiltrace
periférni krve, ze které byly leukemické buniky izolovany. VeSekeré izolace bun€k byly

provedeny pted léEbou pacienta. Blizsi informace o souboru pacientll uvadime v pftiloze.
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5  Metody vyzkumu

5.1 Material a reagencie
Material
12-ti jamkova kultivaéni desti¢ka(TPP, Svycarsko)
Kryozkumavky 1,8ml (NUNC, USA)
Bézny spotieni material: nastavitelné pipety a jednorazové Spicky, Eppendorf zkumavky
0 objemu 0,2 a 1,5 ml, centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15ml a 50ml, pasteurovy pipety,
sérologické pipety
Zkumavky 12x75mm (BD Biosciece, USA)
Magnetické LS colony, magneticky stojan (Miltenyi, USA)
96-jamkové ¢erné desticky pro méfeni flourescence (NUNC, USA)

Reagencie:

Ficoll-Paque (GE Healthcare, USA)

Hybridoma médium (Gibco, USA)

FBS (Fetal Bovine Serum; Gibco USA)

DMSO (Wak-Chemie, Némécko)

RPMI médium (Gibco, USA)

PBS (Gibco, USA)

ATB (100x koncentrované, Gibco, USA; finalni koncentrace antibiotik je 100Ul /mL
penicilinu, 100 pg/mL of streptomycinu a 0,25 pg/mL Amphotericinu B)

fludarabine (25mg/ ml) a Cytarabine (100mg/ml)

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

CLL izolacni kit (Miltenyi, USA)

CST kalibra¢ni kulicky (BD Bioscience, USA)

DSP30 oligonukleotid (TIBMolBiol, Némecko)

pokeweed mitogen (Sigma Aldrich, USA)

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; Sigma Aldrich, USA)

IL-2 (Proleukin, Novartis, Svycarsko)

27



Piistroje:

PCR box s Hepa-filtrem (ESCO)

CO2 inkubator (Thermo, USA)

Prttokovy cytometr ARIA Fusion (BD Bioscience, USA)
Destickovy reader Synergy HTX (Biotek, USA)

Centrifugy, stripetor, vortex

5.2 Izolace mononuklearnich bunék

Nejprve se pienese 9ml plné heparizované krve do 50-ti ml zkumavky. K materialu
se piida 9ml PBS a dukladné promicha. Pripravi se 15-ti ml zkumavky, do kterych se ptida
5ml separac¢niho roztoku Ficoll-Paque. Do ptfedem piipravenych zkumavek pomoci
Pasteurovy pipety se opatrné navrstvi 9ml nafedéné suspenze krve. Zkumavky
se centrifuguji pfi 1000g 15 minut pii teploté 20°C, pifi pomalém rozbéhu a brzdé.
Po centrifugaci se odebere Pasteurovou pipetou do nové 50-ti ml zkumavky frakce
mononuklearnich bun¢k. Zkumavky se doplni do 50ml roztokem PBS a znovu centrifuguyji,
tentokrat pti 300g po dobu 8 minut pii teploté 20°C, standardni rozb&éh a brzda.
Po centrifugaci se slije supernatant, usazena peleta na dné zkumavky se rozvolni
ve 40ul RPMI.

5.3 Magneticka izolace CLL bunék

K resuspendované peleté¢ se piida 15ul z Biotin Antibody protilatky, mix
se diikladn¢é promichd a necha se 5 minut pfi chladni¢kové teploté 2-8°C. Poté se ptida
30ul RPMI a 30ul antibiotinovych magnetickych mikroc¢astic. Dostateéné se vSe promicha
a inkubuje se 10 minut pii chladnickové teploté 2-8°C. Nasledné se pokracuje magnetickou
separaci bunek. Po inkubaci bunék se piida k suspenzi 500ul PBS a pienese se na
magnetickou kolonu, ktera se nasledné 2x promyje 3ml PBS. Sbira se prtutok bunck
obsahujici neznacené burnky, které predstavuji B buiky. Po izolaci buiky se centrifuguje
pii 300g/ 6min/ 20°C.

5.4 Kultivace bunék a zamrazeni bunék
Po centrifugaci se bunky rozvolni v Hybridoma médiu s 10% FBS a smési
antibiotik tak, aby byla koncentrace bun¢k v rozmezi 3-5x10e6/ml. Odebere se mala ¢ast
vzorku na stanoveni Cistoty populace (barveni a znafeni bunck viz kapitola pritokova
cytometrie 5.9). Buiiky se kultivuji 3-5 dnt na kultiva¢nich ldhvich 75cm?. Po uplynuti
doby kultivace se bunky centrifuguji 300g/8min/20°C. Peleta se rozvolni v FBS tak,
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aby byla koncentrace bun¢k 30x10e6/ml. Do jedné kryozkumavky se aplikuje 0,5ml
suspenze aptida se k ni 0,5ml vychlazeného kryomédia (FBS+20% DMSO) a ihned
sevlozi na led. Builkky se okamzit¢ mrazi pomoci programovatelného zamrazovace

na programu zajist'ujici postupné klesani teploty (1°C za 1min) az po -80°C.

5.5 Rozmrazeni bunék

Pfed rozmrazenim bunék se nejprve vytemperuje vodni lazen a kultiva¢ni médium
na 37°C. Kultivatni médium se sklada z RPMI, 10% FBS a antibiotika-antimykotika.
Vyjmou se aliquoty s buitkami z tekutého dusiku a vloZzi se na cca 5 minut do vodni 14zné
anechaji se rozmrazit, dokud nezmizi veskery led v kryozkumavce. V prabéhu
rozmrazovani Se odebere S5ml vytemperovaného kultivaéniho média do 15-ti ml
centrifugacni zkumavky. Po rozmrazeni se pomalu pfikapava po kapkéach 1ml kultivaéniho
média z 15-ti ml centrifuga¢ni zkumavky. Pienese se obsah z kryozkumavky do 15-ti ml
centrifugacni zkumavky a kryozkumavka se vyplachne 1ml kultivaéniho média a opét
se prenese do centrifugacni zkumavky. Bunky se centrifuguji pii 350g po dobu 5 minut
pii 20°C. Po centrifugaci se slije supernatant, usazena peleta na dné zkumavky se rozvolni

Vv 6-ti ml kultiva¢niho média. Pfenese se na 12-ti popi. 24-jamkovou destic¢ku.

5.6 Aktivace bunék

Pti pribéhu re-kultivace bunék bylo zjiSténo, ze builkky vyzaduji obnoveni
proliferace a tudiz byly aktivovany. Pro sledovani Gc¢inku chemoterapie je nutné nejprve
u kryokonzervovanych bunék obnovit proliferaci. Pro navozeni proliferace byly testovany

nasledujici kombinace aktivacnich latek:

Tab. 3 Aktivacni latky a jejich kombinace

Pokeweed Pokeweed + IL-2 Poks\'/\v/leAed * PMA PMA + IL-2
Pokeweed + DSP30 +PMA + DSP30 +
PMA + 112 DSP30 DSP30 +IL2 IL2 pokeweed + IL-2

Pokeweed vzdy v koncentraci 10ug/ml, PMA vzdy v koncentraci 2uM, IL-2 vzdy
v koncentraci 200UI/ml a DSP30 vzdy v koncentraci 10ug/ml.
Buniky byly kultivovany po dobu 48hod a 72hod. Jako zékladni marker aktivace bun¢k

byla testovana metabolicka aktivita bunék pomoci Alamar Blue (viz. kapitola. 5.8).
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5.7 Testovani chemoterapie

Pro testovani uc¢inku chemoterapie byly zvoleny dvé standardné uzivané
latky fludarabine (1uM a 2uM) a cytarabin (1uM, 5uM, 10uM). Ob¢ latky zasahuji
do bunééného cyklu bunky a jejich ucinek byl méfen pomoci stanoveni metabolické
aktivity bun€k S vyuzitim Alamar Blue a detekce mrtvych bun€k pomoci priutokové

cytomerie.

Nejprve bylo nutné urcit koncentraci bun¢k (WBC-white blood cell). Po urceni
koncentrace byl vypocten objem suspenze, ve které se musi nachazet 1,5x10e6 /I bungk,
které byly nasazeny do 12-ti jamkové kultivaéni desticky a doplnény do 1ml kultivaénim
médiem. Do nadepsanych jamek se aplikuje dana latka o dané koncentraci. Po aplikaci
se dukladné a opatrné promicha. Celou dobu se pracuje ve sterilnim prostifedi v PCR boxu,
aby nedoslo ke kontaminaci bunék. Desticka sbunkami se vlozi na 48 hodin

do inkubatoru.

Pied méfenim se musi piipravit 96-ti jamkovou desti¢ku ¢erné barvy. Do desti¢ky
se napipetuje 15ul Alamar Blue. K napipetované Alamar Blue ptidame 150ul ptedem
kultivovanych bunék. VVzorky se aplikuji v doubletu, kvili sniZzeni chybovosti. Celou dobu
je nutné pracovat v PCR boxu a ve tmé. Desticka S aplikovanymi bunikami se nejprve
protiepe a poté vlozi do inkubatoru pro kultivaci buiiek pii 37 °C na 3 hodiny. Po uplynuti
inkubaéni doby se desticka vynda z inkubatoru a pienese se do pfedem nastaveného
a pfipraveného Readeru. Nastavi se filtry excitace 540/35 a filtry emise 590/20. Vypocita

se pramérna hodnota doubletu.

5.8 Metabolicka aktivita bunék-mechanizmus Alamar Blue

Mechanismus Alamar Blue je vhodny ke kvantitativnimu méfeni proliferace
bunéénych linii. Tento produkt obsahuje fluorimetricky a kolormetricky indikator, ktery
detekuje nartst metabolické aktivity. Oxidac¢ni redukci méni v chemické reakci barvu
v disledku bunééné proliferace. Indikator v Alamar Blue ma velmi dobré vlastnosti. Prvni
vlastnosti je zména kolorimetrickd, popt. fluorescence, ktera je odrazem oxidacné
redukénich dé&jii v pribéhu bunééné metabolické aktivity. Druhou dobrou vlastnosti

je minimalni toxicita pro zivé bunky.

Principem detekce Alamar Blue je udrZzovani redukcniho prostredi bunky
v cytosolu. Alamar Blue obsahuje latku resaruzin, ktera je neflourescecni, ale po piidani

k bunikkam se metabolizuje (redukuje) na latku resorufin, ten se méni na Cervenou
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fluoreskujici barvu. Tuto pfeménu mohou ud¢lat jen zivé bunky, ¢im vice zivych bunék
popi.¢im vice jsou builky metabolicky aktivni, tim vice cervené fluorescenéni latky.
Alamar Blue ma dlouhou dobu inkubace, od jedné hodiny az po n€kolik hodin. Delsi
inkuba¢ni doba je lepsi pro zvySeni citlivosti metody. Vyslednou fluorescenci méfime

odectem na fluorescencnim spektrofotometru. (Thermofisher, ptibalové informace)

5.9 Stanoveni Cistoty a zastoupeni mrtvych bunék — pritokova

cytometrie

K bunétné suspenzi se piidd monoklondlni protilatka pro detekci CLL bunék
(CD19-PC7, CD5-PE, CD45-BV510) a zaroven 7AAD na rozliSeni mrtvych a zivych
bun€k. Tato latka ma schopnost projit membranou mrtvych bunék s poskozenou
membranou a zaroven neprochazi do zivych bungk. Bunky s protilatkami se inkubuji
I5min ve tm¢ anasledné se jednou proplachne 4ml PBS pfi centrifugaci 350g/5min.
Odstrani se supernatant, peleta se rozvolni v 300ul PBS a ihned se méfi na pritokovém
cytometru. Cistota populace se uréuje jako zastoupeni CD19+CD5 bunék. Procento

mrtvych bunék se urcuje jako buiiky pozitivni pro 7-AAD.

5.10 Zpracovani dat — statistika

Statistické zpracovani naméfenych dat u vzorkd po aplikaci chemoterapie bylo
ve spolupraci se studentem ZCU-Fakulta aplikovanych véd, Katedra kybernetiky
Bc. Martinem Lebou, ktery provedl statistické zhodnoceni dat v programu Excel a Matlab.

Pro zjisténi statistického vyznamu byl pouzit Mann-Whitney U Test.
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6  Vysledky

6.1 Izolace a kultivace bunék

Po izolaci byly bunky sledovany na €istotu zastoupeni znaktt CD5+CD19+ bun¢k
a Vv pribéhu kultivace bylo stanoveno zastoupeni mrtvych bunék. Cistota vyizolovanych
bunék se pohybovala v rozmezi 90-100% (obr.4A). V prubéhu kultivace u nékterych
vzorkll pacientl postupné klesala viabilita bun¢k a zvySovalo se zastoupeni mrtvych

bunék. Viabilita se u vzorku ale vzdy pohybovala nad 80% (obr. 4B)

Obr. 4 Vysledna cistota a viabilita bunék po izolaci a kultivaci.
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6.2 Aktivace bunék po rozmrazeni

V prvnim experimentu Se U Ctyf pacientll hledala nejvhodnéjsi kombinace latek
pro nasledné testovani. Bylo nutné stanovit si optimalni kombinaci a optimalizovat
kultivaéni podminky. U téchto pacientii se neprovadélo statistické zpracovani, protoze
se jednalo o velmi malou skupinu a pouze o pilotni testovani. Nejoptimalnéj$i kombinaci
po 48 hodindch vykazovalo pouziti kombinaci s DSP30. Nejlepsi kombinace
DSP30+Pokeweed +IL-2 se prokazala u 3 ze 4 vzorkt pacientt. Dalsi moznou vhodnou
kombinaci bylo pouziti DSP30+IL-2, kdy u jednoho z pacientii byla aktivace velmi
vysokd, u dvou priamérna, ale u jednoho nedosahovala takovych dobrych wvysledk.
Posledni moznou kombinaci se jevila kombinace PMA +IL-2, tato kombinace byla u 2 ze 4
velmi ucinna. Po 72 hodinéch se zdala jako nejoptimalnéjsi kombinaci DSP30+Pokeweed
+1L-2, ta se prokazala u 3 ze 4 vzorka pacient. Dal$i moZznou vhodnou kombinaci bylo

pouziti DSP30+PMA-+IL-2, tato kombinace dosahovala stejnych hodnot jako ptfedchozi
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kombinace, kdy 3 ze 4 vzorkt pacientl reagovalo velmi dobie. Dalsi vhodnou kombinaci
se jevila i PMA+IL-2, kde vsechny vzorky pacienti dosahovaly k primérnym hodnotam.
Prokazalo se u ctyf pacientd s diagnozéu CLL, Ze pro kazdého pacienta miZe byt

nejoptimalngjsi jina latka (viz graf. 1a-h).

Oznaceni aktivacnich latek grafii: A- Pokeweed, B- Pokeweed + IL-2, C- Pokeweed
+ PMA, D- PMA, E- PMA+IL-2, F- Pokeweed + PMA + IL2, G- DSP30, H - DSP30
+1L2, |- DSP30 +PMA + IL2, J- DSP30 + pokeweed + IL-2

Graf 1 Testovani aktivacnich latek a jejich kombinace (4 pacienti) a-h
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pacient 3 - 48hod
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Pfi druhém experimentu bylo dulezité si urcit, které vzorky pacienta vykazovaly tak
velkou metabolickou aktivitu, aby bylo mozné je dale testovat a zaradit k testovani
chemoterapie. Po aktivaci bylo vybrano 8 nejlepSich vzorkl pacientt, které byly dale
testovany. Tyto vzorky byly nejvhodnéjsi, protoze vykazovaly metabolickou aktivitu bud’
velmi vysokou (++), anebo vysokou (+). Konkrétné: CLL2 (++), CLL5 (+), CLL6 (++),
CLL7 (+), CLLS8 (++), CLL13 (++), CLL14 (++), CLL15 (++). S témito vzorky pacientd
bylo dale pracovano pii dal$im testovani. Ukazalo se, ze nejvice konzistentnimi latkami
pro aktivaci je DSP30 v kombinaci s IL-2. Proto byla tato kombinace pouZita pro testovani
chemoterapie. Vysledky jsou znazornény na grafu 2A-E u patnacti pacienti s diagnézou
CLL

Graf 2 Testovani vybranych aktivacnich latek a jejich kombinace (15 pacientl) A-E

A 7000
6000
3 4977
C 5000 4523
o 4132
(%]
O 4000
—
>
2O 3000
MO
@ 2000 1527
K 1420
€ 1000 l
(¢0)
pd
0
Q Q Q > \ed
o) %) z ) ()
F & & LT
g 55 L N
')’QXQ Q“) O,QXQ 0‘9 '),QXQ o‘o
Q & S
% 9 9
Pacienti a typ aktivace
B cu1 B cu>2 3 cus

37



oy)

Namérena fluorescence

@]

Namérena fluorescence

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

4634
3390
3058
2766
2406 2168
I I I I )
o o
‘QQO’ 430@6 Q ‘3") $0° Q@ ‘QQO’ 4\006 Q@v
X X X
Q & N Q © N Q ) N
& & e & & &
oS Q oS Q oS 9
S S S
9 Q Q
Pacienti a typ aktivace
B cuas B ocus [J cue
5202
4274 3452 076
3784 3897
3375 3462
I 2910
\) > ) > ) >
(,Qo, $0° Q@v (OQO’ $Qz Q@v ‘36, 4300 Q@v
Q 2 N Q ¢ NS Q Q¥
NG &
e & e & & &
oS Q oS Q oS 9
S K S
9 Q Q

Pacienti a typ aktivace

B cus [] cwo

38



)

Namérena fluorescence

m

Namérena fluorescence

7000
6088

6000 5453
5000 4598

3767
4000 3412

3000

2000 1571
894
1000 594 536
0 m e B
* Q >

Q > el el
o) Q' D > Q' D » (2 D
3 N R S = J S & R

¢ ¢ o 2 N
& & & & & &
oS Q oS Q oS Q
S S S
9 9 9
Pacienti a typ aktivace
B cu1o B cL ] ez
7000
5970
0000 5464
5000 4774 4816
4271
4000 3834
2000 2817
2000
1000
0
o > o > o >
> & @?’ > & @Y > & @?’
S & < & o Q S s Q
Q N < Q N o* Q © N
° L L & L &
o,Qx o“) o,Qx Q o,Qx Q
R S S
> Q Q
Pacienti a aktivace
M cis B cLL14 [ clL1s

39



6.3 Testovani chemosenzibilizace
Pokles nebo narist metabolické aktivity byl sledovan u 8 pacienti s CLL. Vysledky
byly porovnany vuci kontrole, ktera neobsahovala chemoterapeutikum, ale pouze testované
buiky pacientd.

Pro hodnoceni metabolické aktivity byla uréena hodnota kontroly jako 100%. Poté

vvvvv

metabolické aktivity u sledovanych pacienti po podani 1pM fludarabinu byl vyssi
nez kontola 0 10,3% (+20,5%). U vyssi koncentrace, a to u 2uM fludadabinu
se metabolicka aktivita zvysila o pouze 2% (£16,6%). Podani 1uM cytarabinu zapficinilo
pokles metabolické aktivity 03,3% (+14,4). U koncentrace 5uM cytarabinu
byl zpozorovan jiz vyssi pokles 0 18,2% (£14,5%) a nejvyssi pokles byl zaznamenan
u cytarabinu 10uM, ktery snizil metabolickou aktivitu o 21,1% (£13,6). Posledni dva
vysledky jsou statistiky vyznamné na hladiné p < 0,05.

Graf 3 Hodnoceni metabolické aktivity pomoci AlamarBlue

AlamarBlue

7500 F ' M ¥
|

7000 | :

|

6300 T

6000

5500 |

3000 |

Maméfena flourescence

4500 -

4000 | |

3300 |

_|__

3000 . . :
1FLU 2FLU 1CYT SCNT 10CYT CTHEL

Testované latky

40



Viabilita bun¢k byla urcena pomoci pritokové cytometrie. Od kazdé naméfené hodnoty
ve vzorku s chemoterapii se odecetlo zastoupeni mrtvych bunék V kontrolni jamce

(tzv.bazalni smrt) a sledovalo se zastoupeni téchto bun¢k po aplikaci rizné chemoterapie.

Po aplikaci 1uM fludarabinu doslo k zanedbatelnému zvySeni poctu zastoupeni mrtvych
bun¢k o 0,6% (£3,3%). Pii vyssi koncentraci (2uM) se pocet mrtvych bunék lehce zvysil
3,7% oproti kontrole (£9,4%). U cytarabinu o koncentraci 1uM se také pocet mrtvych
bun€k témét nezménil a vykazoval narust pouze o 0,9% (£3,2). U 5uM koncentrace
cytarabinu doslo k naristu mrtvych bunék o 5,4% (+4,1) a u nejvyssi koncentrace 10uM
cytarabinu se zasadné nezménil pouze o 2,7% (£3,6). Statisticky signifikantni vysledek byl

pouze rozdil mezi kontrolou a aplikaci cytarabinu o koncentraci 5uM (p < 0,05).

Graf 4 Hodnoceni viability bun¢k
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Byl vypocditan korela¢ni koeficient (R=-0,5), ktery neprokazal souvislost mezi

metabolickou aktivitou a zastoupenim mrtvych bunék.
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Graf 5 Vysledky jednotlivych pacientl jsou znazornény niZe na obrazku-A-H
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7 Diskuze

Kombinace nizkych davek chemoterapie a imunoterapie je jednou z moznych
altenativ, jak lze 1éc¢it nékteré hematologické malignity. Tato kombinace umoziuje aplikaci
pouze malych davek chemoterapie a tim eliminaci jejich nezadoucich ucinkd. Nizké davky
chemoterapic mohou senzibilizovat nadorové buiikky a tim je zviditelnit pro imunitni
systém (Nars a kol., 2013, str. 2471-2478). V bakalaiské praci jsme se zabyvali senzibilaci
bun€k chronické lymfocytarni leukemie, coz je jedna z nejcastéjSich hematologickych
malignit u dospélych jedinci. Pro jejich uspé$né testovani musi byt bunky nejprve
aktivovany, nebot’ se v kultufe bez aktivitoru nemnozi. V ramci nasi prace jsme pouzili
kombinaci nékolika latek, které jsou bézné pouzivany, jako naptiklad pokeweed-mitogen
izolovany z rostliny Li¢idlo americké, ktera slouzi jako proliferaci stimulici latka. Po jeji
aplikaci jsme u naSich bun€k nepozorovali nartist metabolické aktivity pozorované
u mononuklearnich bunék (Norian a kol., 2015, str. 265 - 271) abylo nutné pouzit
kombinaci s DSP30. Stejna zjisténi byla zaznamenana u PMA, ktery aktivuje
proteinkinazu C, hrajici ddlezitou roli pro ptezivani CLL bunék (Dun a kol., 2018,
str. 97-106). Stejn¢ jako u jinych studii je pro proliferaci obvykle potiecba PMA
v kombinaci s jinymi latkami (Miyamoto a kol., 2000, str. 28 - 42), jako napiiklad
s oligonukleotidy, které jsme pouzivali v nasi studii. DSP30 je smés oligonukleitidl, ktera
je schopna stimulovat proliferaci a zaroven IL-2 receptor, proto v kombinaci s IL-2 plisobi
jako silny mitogen (Struski a kol., 2009, str. 617-619).

Z literatury vyplyva, ze IL-2 ma navic protiapopticky efekt (Decker a kol., 2010,
str. 1125-1132), ¢imz zabrailuje narustani zastoupeni mrtvych bunck v kultuie. Tato
kombinace byva Casto pouzivana pii cytogenetickych vySetfenich (Liaw a kol., 2014,
str. 545-553; Dun a kol., 2018, str. 260-267). Tyto dvé latky jsme nasledné pouzivali
pii testovani dvou beézné pouzivanych chemoterapeutik v davce, ktera builky ovlivni,

ale nezabije.

Fludarabin je nejcastéji vyuzivanym chemoterapeutikem pii 1é¢bé hematologickych
malignit. Bézné€ je vyuzivan pro 1é€bu chronické lymfocytarni leukemie (CLL). Funguje
na principu blokace transkripce a translace. Zacleftuje se do RNA a inhibuje svymi
metabolity DNA polymerdzu a ribonukleotidreduktazu. Dojde k poruSeni translace,
kdy nemize dojit k syntéze DNA z RNA a dochazi k apoptoze bunky (Pettitt a kol.,2003,
str. 692-702). Dal$im nami testovanym chemoterapeutikem byl cytarabin, tento analog

cytosinu se v téle preménuje na cytosin arabinosid-3-P. Metabolit cytarabinu blokuje DNA
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polymerazu, kterd nemuze prodluzovat fetézec pii replikaci, a tim se porusi bunécny
cyklus bunky (Sampath a kol., 2003, str. 9063-9074). Nejcastéji je pouzivan u chronickych
forem hematologickych malignit nebo u pacientd v remisi. Pfi podani chemoterapeutik
muze dochazet ke zvySeni exprese stresu asociovanych molekul (Landreneau a kol., 2015,
str. 57-64; Zingoni a kol., 2017) a ke zviditelnéni takto poskozenych bunék pro imunitni

dozor.

Stresem, ktery na buniky pusobi pii aplikaci chemoterapeutik, se stane, ze burka
V sob¢ zacina vytvaret a hromadit nesmysIné a nefunk¢ni proteiny a molekuly. Stres velmi
zatézuje bunku, ta neni schopna sebereparace a muze dojit az k jejimu umrti. Tyto
molekuly byvaji ¢asto spojeny sestresem mitochondridlnim (Schaefer, 2014,
str. 35237-35245), a tim se da pfedpokladat, Ze dojde také k poruSeni metabolizmu
I v pfipad€, Ze nedochazi K umrti buiiky. Nase data ukazala, ze pouze cytarabin ve vyssi
koncentraci je schopen indukovat zmény metabolismu, ktery se projevil snizeni signalt
Alamar Blue o pfiblizné 20% ve srovnani s kontrolou. Tento jev nebyl pozorovan
u viability, kde v ptipadé nejvyssi koncentrace nebyl zaznamenan rozdil mezi kontrolou
a oSetienym vzorkem, coz se dé vysvétlit rozpadem umirajicich bunék a jejich nemoznosti
detekce. Proto se jevi Alamar Blue jako pifesn€j$i ndstroj na sledovani reakce bunck
na chemoterapeutika. Jeji vyuziti ve studiu cytotoxického efektu vyuzili i jiné studie, kde
bylo prokazano, ze Alamar Blue je G¢inny nastroj pro testovani reakce bunék (Rampersad,

2012, str. 12347-12360; O'Brien a kol., 2000, str. 5421-5426, 15).

V bézné klinické praxi se bohuzel nepouZzivad testovani in vitro pro sledovani
ucinku chemoterapie. V kulturach je velmi dobie vidét, jak buiika prospiva ¢i naopak
neprospiva. Také je dobie znatelné, jaké chemoterapeutikum o urCité dadvce na buiky
nejlépe plusobi. Vysledky ukézaly, co ptesné se v jednotlivych kulturach po pfidani bud’to
aktivacnich latek, nebo nizkych dévek chemoterapie, déje. Kazdy vzorek pacienta byl
jedine¢ny a proto je nutné testovat primarné vzorky oproti komerénim liniim. Pouze tyto
vysledky mohou specifikovat podminky pro pouziti kombinace imunoterapie a nizkych

davek chemoterapie.
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8  Zavér

ZnaSich vysledkt vyplyvd, Ze aplikace nizkych dévek chemoterapie ovliviiuje
bunéény metaboliSmus bez vyrazného vlivu na viabilitu bun¢k. Ovlivnéni bunék nizkymi
davkami chemoterapie mtize byt nastroj pro zvyseni uUc¢innosti bunééné imunoterapie

bez zvySovani nezadoucich ucinka nespecifickych latek. Nase hypotéza byla potvrzena.

Tato prace byla podpoiena grantem MZCR &15-30661A.
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PRILOHY

Ptiloha 1 Charakterizace souboru pacientti

ID ve Konfirmace stupen

studii Diagndza | FACS? Cytogenetika dle Raie | Rocnik | pohlavi
CLL1 C911 ANO del.13q 3 1948 | Zena
CLL2 C911 ANO bez aberaci 2 1973 | muz
CLL3 C911 ANO del.13q 4 1942 | muz
CLL4 C911 ANO trisomie chromosomu 2 0 1942 | mui
CLL5 | €911 ANO cytogen. t(1;14), t(2;14) 4| 1949 | muz
CLL6 C911 ANO 1(14;19)(932;q913) 1 1955 | muz
CLL7 C911 ANO der(12)t(6;12); trisomii chromosomu 12 2 1950 | muz
CLL8 C911 ANO del 13q 0 1961 | Zena
CLL9 C911 ANO komplexni karyotyp 3 1947 | muz
CLL10 | C911 ANO der(18)t(4;18)(q1?2;p11.?2);del(6)(q21q22) 1| 1949 | muz
CLL11 | C911 ANO del.13q14 2 1953 | muZ
CLL12 | C911 ANO del(10)(q22) 1| 1937 | zena
CLL13 | C911 ANO nevysetreno 3 1947 | muz
CLL14 | C911 ANO deleci lokusu D135319 (13g14) 0-1 1941 | muz
CLL15 | C911 ANO nevysetreno 0 1955 | Zena

vlastni data Hematologicko-onkologického oddéleni, FN Plzen

Ptiloha 2 Prognoéza podle mutaci

NepFizniva prognoza

delece 17p

Nemutovany IgVH gen, delece 11q,

Standartni prognoza

Trisomie 12, normalni geneticky nalez

Prizniva prognoza

Delece 13q

Zdroj: Foretova, Svoboda, Slaby, 2014, str. 33




Pfiloha 3 Povoleni sbéru informaci FN Plzen

FAKULTNi NEMOCNICE PLZEN

— — Utvar naméstka pro oSetfovatelskou pééi
m——

OmEERIE, REI
— A — Edvarda Benese 13, 305 99 Pizef - Bory
— o e— alej Svobody 80, 304 60 Pizef - Lochotin
NI NEMOCNICE PLZEN 1C0 00669806 tel.: 377 401 111, 377 103 111

iy

FAK

£

Vazena pani

Pavlina Mrézova

Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakulta zdravotnickych studii - Katedra zachranarstvi, diagnostickych obort a vefejného zdravotnictvi
Zapadoceska univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzeri

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro oSetfovatelskou pé&i FN Plzer udéluji
souhlas se zpracovanim anonymizovanych dat z vysledki laboratornich metod, pouzivanych na
Hematologicko-onkologickém oddéleni (HOO) FN Plzeri. Tento souhlas je vydavan, pfi spinéni nize
uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalaiské prace s nazvem ,Testovani
chemosenzitivity leukemickych buriek”.

Podminky, za kterych Vam bude umozZnéna realizace Vaseho $etteni ve FN Plzefi:

. Vrehni sestra HOO souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zaji$téni dle platnych smérnic

FN Plzen, ochrany dat pacientl a dodrZzovani Hygienického planu FN Plzei. Vase Setfeni

bude provedeno za dodrZeni vsech legislativnich norem, zejména s ohledem na

platnost zékona ¢. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkéach jejich poskytovani,
v platném znéni.

. Udaije ze zdravotnické dokumentace pacienti, které budou uvedeny ve Vasi bakalarské praci,
musi byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, skolou schvalené, odborné praxe a pod pfimym

vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je Mgr. Monika Holubova, Ph. D.,
db. prac. v laboratornich metodach HOO FN Plzeri.

Po zpracovani Vami zjist&nych Gdaji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice &i organiza&nimu
celku FN Plzen zavery Vaseho Setfeni, pokud o né& projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkli Vaseho $etfeni na vzdé&lavacich akcich
pofadanych FN Pizen.

Toto povoleni nezakladda povinnost zdravotnickych pracovnikli s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami narusovala pinéni pracovnich povinnosti zaméstnanct. Spoluprace zaméstnanct
FN Plzefn na Vasem Setieni je dobrovolna.

Preji Vam hodné uspéchu pfi studiu.

Mgr. Bc. Svétluse Chabrova
manazerka pro vzdélavani a vyuku NELZP
zdstupkyné naméstkyné pro os. péci

Utvar néméstkyné pro os. péci FN Plzeri

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

25.10.2017



SEZNAM ZKRATEK

7-AAD — 7-aminoactinomycin D

ATB — Antibiotika

ATM gen — ataxie telangiectasia gene

BCR —B-bunéény receptor pro antigen (B-cell receptor)

CLL — chronicka lymfocytarni leukemie (chronic lymphocytic leukemia)
COz2 — oxid uhlicity

CR - Ceska Republika

DLBCL — Difuze Large B-Cell Lympfoma

DMSO - Dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)
DSP30 — aktivacni latka

FBS — Fetal Bovine Serum

FISH — Fluorescen¢ni insitu hybridizace

FMC-7 - protilatka detekujici antigen exprimovany B buiikami
FN- Fakultni nemocnice

IgM — imunoglobulin

IL - interleukin

MLL gen — myeloid/lymphoid leukemia or mixed lineage leukemia
NK buiiky - ptirozeni zabijeci (natural killer)

NUNC - firma

PBS — fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PCR — polymerazova fetézova reakce

PMA — Phorbol-12-Myristate-13-Acetate



RNA — ribonukleova kyselina (Ribonucleic acid)

RPMI — kultiva¢ni médium pro leukemické bunky (Roswell Park Memorial Institute)
TPP — desticka

USA — Spojené staty Americké (United States of America)

WBC — White blood cell

ZCU — Zapadodeska univerzita
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