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Predmluva

Pfedkladana dizertaCni prace se sklada ze dvou casti. Jejich spole€nym
bodem je in vitro funkéni testovani bunécné signalizace, proliferace a
apoptozy a sledovani intracelularnich a povrchovych znakd pomoci
polychromatické pratokové cytometrie. Prvni &ast, BUNECNA SIGNALIZACE
LEUKEMICKYCH BUNEK, obsahuje vysledky vyzkumu détskych akutnich
leukemii - i) sledovani funkéniho vyznamu aberantné exprimovanych molekul
CEACAMG a NTAL a ii) cytometricka detekce povrchovych a intracelularnich
molekul pomoci novych ,microarray® technologii. Na projektech vyvoje a
testovani novych ,microarray“ technologii spolupracujeme s laboratofemi

konsorcia EuroFlow (www.euroflow.org) a s laboratofi Fridtjofa Lund-

Johansena (Rikshospitalet, Department of Immunology, University of Oslo,
Norsko). Druha &ast, BUNECNA SIGNALIZACE NEMALIGNICH B-
LYMFOCYTU, obsahuje vysledky vyzkumu B-lymfocytli v periferni krvi
zdravych darci a pacientl s béznym variabilnim imunodeficitem. Tento
projekt zastituje Ustav klinické imunologie a alergologie Lékafské fakulty

Masarykovy univerzity a Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné.
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Abstrakt

Bunééna signalizace leukemickych bunék

Akutni leukemie (AL) je nej¢ast&jsi malignitou détského véku. V Cesku AL
onemocni 90 az 100 déti za rok. AL je komplexni onemocnéni, které se
patologicky projevuje na urovni DNA, mRNA, proteint i bunék. Leukemické buriky
Casto aberantn& exprimuji molekuly, které se za fyziologickych podminek vyskytuji
u jinych bunécénych typl a jejichz funkéni zapojeni neni probadano. Zjistili jsme, ze
molekula CEACAMG6 se aberantné vyskytuje na lymfoblastech B-prekurzorové
akutni lymfoblastické leukemie, kde zvySuje expresi a afinitu integrini, mediuje
signalizaci pfes intracelularni proteinkinazy Akt, p38MAPK a p44/42 MAPK a
spousti apoptozu leukemickych bunék. Adaptorova molekula NTAL, aberantné
exprimovana v bunkach T-bunécné akutni lymfoblastické leukemie, mediuje
signalizaci pfes intracelularni proteinkinazu p44/42 MAPK a zvySuje senzitivitu
leukemickych bunék ke glukokortikoiddm. Sou€asny vyzkum biologie leukemii je
zaméren prevazné na sledovani mutaci na drovni DNA, funkéni dasledky téchto
zmén na bunécné udrovni vSak objasnény nejsou. Spojnikem mezi genovou
expresi a bunéénou fyziologii jsou proteiny, analyza proteomu tedy pomdize
prohloubit znalosti 0 mechanismu nemoci, prognéze a odpovédi na IécCbu.
Technologie proteinovych microarrays se stavaji centrem zajmu zakladniho
vyzkumu i diagnostickych aplikaci. Mohou byt vyuzity pro rychlou a snadnou
kvantitativni detekci fuznich proteind (napf. PML-RARa akutni promyelocytarni
leukemie) nebo pro detekci zmén proteomu po inhibici leukemickych bunék
cilenymi terapeutiky.

Bunéc¢na signalizace nemalignich B-lymfocytt

BéZny variabilni imunodeficit (CVID) je heterogenni skupina onemocnéni,
charakterizovana snizenou produkci protilatek. Moznou pfi€inou tohoto selhani
imunitniho systému jsou zmény proteomu a néasledné zménéna signalizace a
vyzravani B-lymfocytl. Pacienti s CVID maji obvykle méné zralych pamétovych B-
lymfocytd, vice naivnich B-lymfocytd a zvlastnich (CD27neg CD21neg CD38neg)
B-lymfocytll, jez jsou u zdravych lidi zcela ojedinélé. Tyto CD21neg B-lymfocyty
jsme rozdélili podle exprese IgM a CD24 na dvé populace. Na zakladé funk&nich
testd (in vitro diferenciace) a exprese IgM a CD24, odpovidaji tyto dvé populace
folikularnim (FO) | a FO Il burikam popsanym dfive u mysi. CD27neg CD21neg
CD38neg B-lymfocyty zfejmé diferencuji zFO 1l nebo FOIl bunék ztratou

exprese molekuly CD21.



Abstract

Leukemia cell signaling

Acute leukemia (AL) is the most common pediatric cancer. Approximately 90 - 100
children is diagnosed every year in the Czech Republic. Acute leukemia is a
complex disease that is pathologically manifested at the DNA, mRNA, protein and
cellular level. Leukemic cells aberrantly express molecules that are found in other
cell types under physiological conditions and their functional involvement in
leukemic cells is unknow. We found that aberrantly expressed CEACAMG
increases the expression and affinity of integrins, increases the phosphorylation of
intracellular kinases Akt, p38MAPK and p44/42 MAPK and triggers apoptosis in B-
cell precursor acute lymphoblastic leukemia cells. Adaptor molecule NTAL,
aberrantly expressed in T-cell acute lymphoblastic leukemia, signals through
intracellular kinase p44/42 MAPK and potentiates corticosteroid induced
apoptosis. Current leukemia research is focused mainly on monitoring of mutations
at the DNA level, however, the functional consequences of these changes on
cellular machineries are not straightforward. Since proteome analysis can provide
link between gene sequence and cellular physiology, proteomics will contribute to
elucidate mechanism of disease, prognosis and response to treatment. Protein
microarrays technology is of major interest for basic proteomic research as well as
for diagnostic applications. It can be used for fast and easy quantitative detection
of fusion proteins (e.g. PML-RARa in acute promyelocytic leukemia) or for
detection of proteomic changes after targeted therapeuticals.

Signaling of non-malignant B-cells

Common variable immunodeficiency (CVID) is a heterogeneous group of
diseases characterized by decreased production of antibodies. Changes in the
proteome, altered signaling, impaired maturation of B-lymphocytes or defective
B-cell / T-cell interactions are possible causes of this immune system failure.
Patients with CVID typically present with less memory B-cells and more naive B-
cells. Subgroup of patients also presents with CD27neg CD21neg CD38neg B-
lymphocytes that are rare in healthy humans. We divided these CD21neg B-
lymphocytes into two populations according to CD24 and IgM expression.
Focusing on the expression of IgM and CD24 and on in vitro functional tests,
these two populations correspond to follicular (FO) | and FOII cells previously
described in mice. CD27neg CD21neg CD38neg B-lymphocytes probably

originate from the two FO subsets after loss of CD21 expression.



Cast I

Bunécna signalizace leukemickych bunék

1. Leukemie

Terminem leukemie oznaCujeme nadorové onemocnéni hematopoetické
tkané. Hematopoeticky systém kostni dfené je slozen z nediferencovanych
pluripotentnich kmenovych bunék, které proliferuji a diferencuji do dvou
bunéCnych linii - myeloidni a lymfoidni. Myeloidni bufky diferencuji a
vyzravaji v erythrocyty, thrombocyty, monocyty a granulocyty, lymfoidni burky
v B-lymfocyty, T-lymfocyty a NK-buriky'. Leukemie vznika klonalni expanzi
nezralé lymfoidni nebo myeloidni bunky, ktera je zablokovana v urcité fazi
svého vyvoje®. Leukemie predstavuji spolu s nadory centralniho nervového
systému nejCastéjSi onkologicka onemocnéni v détském véku.

V poslednich 30ti letech doSlo k obrovskému pokroku v poznani této
choroby, jeji diagnostice a 1éCbé, takZe jiz davno neplati, Ze jde o onemocnéni
nevylégitelné. Leukemii onemocni v CR zhruba 100 déti za jeden rok. V 80%
jde o akutni lymfoblastickou leukemii (ALL), v 15% o akutni myeloidni
leukemii (AML). Zbytek predstavuji tzv. akutni bifenotypické leukemie (jedna
populace bunék splfujici souCasné kritéria ALL i AML), akutni bilinearni
leukemie (s jednou lymfoidni a druhou myeloidni populaci bunék) a chronicka
myeloidni leukemie (CML, 1-3%)>.

Zakladni déleni leukemii na akutni a chronické je stale platné, i kdyz se
jedna o historickou zalezitost. Pivodné se toto déleni vztahovalo k prabéhu
nemoci pfed zavedenim ucinné léCby, akutni leukemie vedla pomérné rychle
k smrti pacienta za bouflivéjSich klinickych pfiznakl, naopak prubéh
chronické leukemie byl pomalejsi*. Dnes je akutni leukemie charakterizovana
jako rychle se vyvijejici onemocnéni, které postihuje zejména nezralé,
nediferencované buriky. Tyto buriky nejsou schopny vykonavat svou normalni
funkci. Chronicka leukemie je pomaleji se vyvijejici onemocnéni postihujici
zralejSi, diferencované burky, které si zachovavaji nékteré ze svych

normalnich funkei’.



1.1. Akutni lymfoblasticka leukemie
Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) je nejCastéjSim malignim
onemocnénim détského v&ku v hospodafsky rozvinutém svété. V Ceské

republice ALL onemocni 70 aZ 80 déti za rok>.

1.1.1. Morfologie

Morfologicky se ALL klasifikuje podle FAB (francouzsko-americko-britske)
klasifikace na skupiny L1 (malé homogenni lymfoblasty, nejCasté&ji ALL
z prekurzort  B-lymfocytd (tzv. B-cell precursor ALL, BCP-ALL), L2
(lymfoblasty rozdilné velikosti, nej¢astéji ALL z prekurzord T-lymfocytld (T-
ALL) a L3 (velké lymfoblasty se silné bazofilni cytoplazmou a Castou

vakuolizaci, nejéastsji ALL ze zralych B-lymfocytt)>®.

1.1.2. Imunofenotyp

Imunofenotypizace neboli stanoveni povrchovych a intracelularnich znaku
pomoci prutokové cytometrie zaziva v poslednich letech ohromny rozmach.
Rychla odpovéd na zakladni diagnostické otazky, zda se jedna o nemaligni
proliferaci prekurzord nebo o leukemii, zda leukemie vychazi z myeloidni
nebo z lymfoidni fady, zda se jedna o ALL z prekurzort B-lymfocytl nebo
z prekurzord T-lymfocytd ma velky vyznam pro potvrzeni ¢&i vylou€eni
malignity a zafazeni pacienta do |éCebného protokolu. Leukemické buriky
exprimuji antigeny, které odpovidaji urCitym vyvojovym stadidm nemalignich
lymfoblastll, ale také antigeny, kterymi se od svych nemalignich protéjski
odliSuji (asynchronni antigeny odpovidajici jinému stupni zralosti i aberantni
antigeny charakteristické pro jinou vyvojovou linii)’.

Imunofenotypova klasifikace ALL podle navrhu skupiny EGIL (European
Group for Immunological characterization of Leukemia)8'9, kterou pouziva
vramci lécebnych protokolt i Ceské republika, rozliSuje nékolik kategorii

podle pozitivity uvedenych znaku (tabulka 1, tabulka 2):



BCP-ALL cyCD79 a/nebo CD19 a/nebo cyymCD22 CD10 cylgM cy/m nebo
Bl pro-B pos neg neg neg

Bl common B pos pos neg neg

B Il pre-B pos pos pos neg

zralé B-ALL

[B1v [mature B | pos | pos | pos | pos |

Tab. 1 Imunofenotypova klasifikace BCP-ALL a zralych B-ALL%®.
cy...cytoplazmaticky, m...membranovy, pos...pozitivni, neg...negativni,

K, A. ... lehké imunoglobulinové (Ig) fetézce

T-ALL cyCD3 CD7 CD2 a/nebo CD5 a/nebo CD8 CD1a mCD3+/CD1a- m / TCR m / TCR
TI pro-T pos pos neg neg neg

TII pre-T pos pos pos neg neg

Tl cortical T pos pos pos pos neg

TIV mature T pos pos pos neg pos

group a / T-ALL pos pos neg
group b / T-ALL pos neg pos

Tab. 2 Imunofenotypova klasifikace T-ALL®®.
cy...cytoplazmaticky, m...membranovy, pos...pozitivni, neg...negativni, TCR (T-cell

receptor, T-bunécny receptor)

Imunofenotypova klasifikace prodélava neustaly vyvoj, v roce 2009 byla
popsana nova skupina T-ALL, tzv. early T-cell precursor ALL (ETP-ALL),
charakterizovana nezralym imunofenotypem bez exprese CD1a a CDS,
s nizkou expresi CD5, s expresi jednoho nebo vice myeloidnich znakl nebo
znakd kmenovych bunék (CD117, CD34, HLA-DR, CD13, CD33, CD11b,
CD65) a genovym expresnim profilem podobnym normalnim thymickym
prekurzoriim s multilinearnim diferenciaCnim potencidlem a vétSi genetickou

nestabilitou. Tito pacienti méli extrémné $patnou prognézu'®.

1.1.3. Cytogenetika

V 80 az 90% pfipadu détské akutni lymfoblastické leukemie byly popsany
chromozomalni zmény°. Chromozomalni zmény mohou byt strukturalni nebo
numerické, v mnoha pfipadech ALL se vyskytuji pohromadé. Strukturalni
abnormality zahrnuji translokace (napf. ETV6/RUNX1, BCR-ABL1), delece,
inverze a dalSi genové zmény s onkogenetickym potencialem, které vedou
k prerusSeni specifické bunécné diferenciace a proliferace a k nastupu
leukemogeneze. Numerické abnormality jsou klasifikovany podle poctu

chromozému na bunku, vysoce hyperdiploidni karyotyp je charakterizovan 50-
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65 chromozémy, hypodiploidni karyotyp méné nez 46 chromozémy a tzv.

témér haploidie 23-29 chromozémy na buriku'""? (obr. 1).

Hyperdiploidy

CRFLZ2 overexpression
> 50 chromosomes

6%
4 \ 25%
ERG deletion
7% ™~
ETV6-RUNX1
AMP21 — 1(12;21),

25%

2%

Others
7%

MYC

t(8;14), 1(2;8), t(8;22)
2%

E2A-PBX1

t(1;19)

5%

BCR-ABL1
t(9;22)
3%

yep

LYL1 TAL1

MLL rearrangements MLL-ENL
e.0.,14;22), 111,19), Hox112 P13 1p32 0.3%
: 1.5% 7% oA
1(9;11) 535
2 HOX11
8% 2.5%
10g24

0.3%

Obr. 1 Zastoupeni specifickych genovych abnormalit détskych ALL (abnormality asociované

s T-ALL jsou vyznadeny fialové)™.

1.1.4. Prognostické faktory a lIécba

Diky pokrokiim ve vyzkumu a v medicinskych technologiich vzrostla b&éhem
poslednich 50ti let $ance na vylégeni déti s ALL z 0 na 80%'*. Hlavnim
pfedpokladem tohoto uspéchu je spravné zarazeni pacienta do vhodné
léCebné skupiny, zohledrujici riziko selhani Ié¢by. Stratifikace pacientu se
provadi na zakladé ukazovatell prognézy (klinické nalezy, molekularné-
genetické, imunologické a morfologické charakteristiky leukemickych bunék
v dobé diagnézy a odpovéd na prednisonovou IéEbu 8. den od zahajeni
terapie). V sedmdesatych letech se do praxe zavedla intenzivni chemoterapie
a spolu sni riziku pfizplsobena I|éCba (,risk-adapted therapy®).
Od devadesatych let se diky lepSim moznostem detekce chromozomalnich
translokaci ukazuje prognosticky vyznam jednotlivych faznich gena™ "2,
V Ceské republice jsou déti s ALL lé&eny podle modernich protokol( némecké
pracovni skupiny BFM (Berlin - Frankfurt - Munster). Podle nich rozliSujeme tfi
kategorie rizika: standardni, stfedni a vysoké'®. Cilem této stratifikace

pacientl je maximalizovat u€innost IéCby a minimalizovat jeji toxicitu. Intenzita
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terapie odrazi zavaznost onemocnéni a je pfimo umérna pravdépodobnosti
relapsu (navratu) onemocnéni. Do skupiny s nejvy$Sim rizikem relapsu patfi
vSichni pacienti s translokaci BCR-ABL1 a MLL-AFF1 a hypodiploidii. Naopak
lep&i prognézu nese fuzni gen ETV6-RUNXT a vysoka hyperdiploidie’’.
Dal8im, koncem 90. let zavedenym, vyznamnym prognostickym faktorem, je
stanoveni tzv. minimalni rezidualni (zbytkové) nemoci (MRN, nejmens$iho
mnozstvi nadorovych bunék, které Ize vySeftfit, a které mize zpUsobit relaps
onemocnéni). Informace o tom, kolik nadorovych bunék v organismu pfeziva
a jak postupuje jejich eliminace, je nejlepsi kontrolou ucinnosti terapie. MRN
se sleduje zejména metodami kvantitativni polymerazové fetézové reakce
(PCR) (detekce fuznich genl a detekce prestaveb genu pro imunoglobuliny

(Ig) a T-buné&&né receptory (TCR)) a pomoci pritokové cytometrie'® ™.

1.1.5. Leukemogeneze a nové objevované prognostické faktory

K malignimu zvratu zdravych prekurzord B- nebo T-lymfocytd dochazi
pravdépodobné nasledkem vytvoreni fizniho genu®. Fuzni gen je dileZity pfi
iniciaci leukemie, samotny vSak nedokaze generovat piné leukemicky fenotyp,
coz vedlo k domnénce pfFitomnosti dalSich kooperativnich onkogenetickych
zmén. S rozvojem novych molekularné genetickych technik (high-resolution
genome wide analysis of gene expression, DNA copy number alterations,
single-nucleotide polymorphisms) bylo v poslednich letech objeveno mnoho
téchto tzv. kooperativnich mutaci?'. Tyto druhotné udalosti (delece,
amplifikace, bodové mutace ¢i strukturalni zmény) ve vétSiné postihuji geny
dulezité v lymfoidni diferenciaci (PAX5, TCF3, EBF1, IKZF1, IKZF3, BTG1),
inhibici bunécného cyklu (CDKNZ2A/B, RBT1), apoptoze, signalizacnich
kaskadach (CRLF2, JAK) a rezistenci na lé&bu (NR3C1, NR3C2)**?*%* PAX5
gen koduje transkripéni faktor esencialni pro vyvoj B-lymfocytl, ktery aktivuje
expresi genu specifickych pro B-lymfocyty (CD19, CD79A, BLNK, CD72) a
inhibuje geny jinych vyvojovych linii. PAX5 delece, bodové mutace, intragenni
amplifikace a kryptické translokace byly objeveny u 32% détskych ALL?"%.
Prestoze jsou tyto genetické zmény dulezité pfi leukemogenezi, jejich
prognosticky vyznam zatim nebyl nalezen®. IKZF1 gen koéduje ¢&asny
lymfoidni transkripCni faktor IKAROS. Monoalelické delece genu IKZF1 byly
objeveny u 80% BCR-ABL1 pozitivnich ALL, kde koreluji s horSi prognozou a
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vznikem relapsu®?’. Delece IKZF1 byly objeveny i u BCR-ABL1 negativnich
ALL, jejichz geneticky profil je podobny BCR-ABL1 pozitivnim ALL. Tyto
pfipady byly oznaCeny jako BCR-ABL1-like ALL. Jejich prognéza je
srovnatelna s progn6zou BCR-ABL1 pozitivnich ALL?, Kryptické translokace
P2RY8-CRLF2, IGH-CRLF2 nebo mutace v samotném genu CRLF2 , vedouci
ke zvySené expresi proteinu CRLF2 (Cytokine Receptor Like Factor 2,
vytvarejici heterodimer s receptorem o interleukinu (IL) 7) na povrchu
leukemickych bunék, byly objeveny u 6-7% BCP-ALL a 50-60% AL
asociovanych s Downovym syndromem?**. CRLF2 alterace jsou v 60%
asociovany s aktivacnimi mutacemi Janus kinaz (JAK) a vyvolavaji
konstitutivni  aktivaci JAK-STAT signalizacni dréhy31. V mySim modelu
vyvolavaji proliferaci progenitord B-lymfocytd bez pritomnosti exogennich
cytokinl, mutace CRLF2 a JAK jsou tak kooperujici mutace vedouci
k leukemogenezi®®. U vysoce rizikovych ALL jsou nalézany alterace IKZF1
pospolu s mutacemi JAK a CRLF2 a jsou spojovany s velmi Spatnou

prognézou?.

1.1.6. Aberantné exprimované antigeny

Leukemogenetické zmény vedou primarné k ovlivnéni genové regulace
(pFedevsim u ALL s fuznimi geny ETV6-RUNX1 a MLL-AFF1) nebo k aktivaci
kinazovych kaskad (napf. trvala aktivace ABL kinazy fuznim proteinem BCR-
ABL1). Tyto déje pak vedou k zastavé diferenciace a k poruSe regulace
apoptézy a proliferace?®. Ke vzniku maligniho klonu dochazi na rtiznych
stupnich diferenciace lymfoidnich blastl, coz Ize zjistit vySetfenim
membranovych a cytoplazmatickych antigenut, které jsou typické pro
jednotlivé podskupiny fyziologickych lymfoblasti. Maligni transformace buriky
je také provazena expresi antigenl, které se za fyziologickych okolnosti
vyskytuji u jinych bunénych typu, napf. myeloidnich bunék. Regulacni
mechanismus tohoto jevu, znamého jako aberantni exprese, je vSak stale
neznamy. Pfedpoklada se, ze leukemie s aberantnimi antigeny vznika jednim
z nasledujicich 3 mechanismd : i) leukemogeneze zacina jiz na urovni
nediferencované buriky, ii) leukemie vznika na urovni diferencované lymfoidni
¢i myeloidni buriky, ale béhem leukemogeneze dojde k poruseni vyvojové

pfisluSnosti (,lineage commitment®) k lymfoidni, resp. myeloidni fadé, iii)
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leukemie vznika z fyziologicky pfitomnych, nepocetnych a dosud
neobjevenych populaci®*. Biologické vlastnosti leukemické buriky (a regulace
proliferace odliSsna od nemaligniho protéjsku) jsou ovlivnény expresi téchto
aberantnich molekul. Neékteré aberantni molekuly se vyskytuji napfic
genotypy se srovnatelnou Cetnosti (napf. CD13, CD33), jiné maji ke genotypu
tésny vztah (napf. CEACAMG6 (Carcinoembryonic Antigen-related Cell
Adhesion Molecule 6))**. Z pohledu diagnostiky jsou tyto molekuly vhodné
jako prediktivni faktory (napt. CD33 asociovany s horsi prognézou ALL%*),
mohly by ale také ovliviiovat (jako dulezité adhezivni molekuly) biologické
chovani leukemickych bunék v mikroprostfedi kostni dfené a byt potencialné
vyuzitelné pfi imunoterapii>>®®. ALL je onemocnéni, které vznika a vyviji se
v kostni dfeni. Mikroprostfedi kostni dfené zfejmé hraje zasadni ulohu ve
vyvoji tohoto onemocnéni a je mistem, kde reziduadlni leukemické bunky
prezivaji standardni chemoterapii. Buriky, které takto prezily, zpUsobuiji
nasledné relaps onemocnéni®’. Stromalni buriky kostni dfené reguluji
lymfopoézu 3 zakladnimi mechanismy: produkci rozpustnych a
membranovych cytokinl, sekreci proteinl extracelularni matrix (ECM) a
pfimym  mezibunéfnym  kontaktem  zprostfedkovanym  adhezivnimi
receptory®®. Pravé adhezivni molekuly (VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule 1), ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1), fibronektin,
integriny, kadheriny) se jevi jako kritické v protekci leukemickych bunék pred
chemoterapii navozenou apoptdézou, napf. interakce VCAM-1 a integrinu
skupiny beta1l je doprovazena rezistenci BCP-ALL na cytarabin a

etoposid®¥4°.

Vyznam aberantné a asynchronné exprimovanych antigenl pro prognézu
détskych leukemii je v laboratofich CLIP dlouhodobé sledovanou
problematikou®"**34, Kladli jsme si otazku, zda a jak ovliviiuje aberantné
exprimovany antigen CEACAMG6 biologické chovani bunék BCP-ALL

v kontextu mikroprostredi kostni diené.
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1.1.6.1. Aberantné exprimovana molekula CEACAMG6 je zapojena

v signalizaci vedouci k apoptéze bunék akutni lymfoblastické leukemie

Priloha 1:

Aberrantly expressed CEACAMEG is involved in the signaling leading to apoptosis of
acute lymphoblastic leukemia cells, Veronika Kanderovd, Ondrej Hrusak, and Tomas
Kalina, Experimental Hematology 2010;38:653-66, IF: 3,106

Uvod

Molekula CEACAMG6 (CD66c, dfive zvana Nonspecific Crossreacting
Antigen, NCA 50/90 nebo KOR-SA3544) je Clenem rodiny
karcinoembryonalniho antigenu (CEA family). Sklada se zjedné IgV-like
domény (homologni s variabilni (V) imunoglobulinovou (Ig) doménou) a ze
dvou IgC2-like domén (homolognich s konstantni (C) Ig doménou sady C2).
Jedna IgC2-like doména je typu A (93 aminokyselin), druha typu B (85
aminokyselin). Molekula CEACAMG je silné glykosylovana na asparaginovych
zbytcich a zakotvena v membrané pomoci GPI (glykofosfatidylinositololové)

kotvy (http://www.carcinoembryonic-antigen.de/, obr. 2)*2.

Obr. 2 Schéma molekuly CEACAMG (http://www.carcinoembryonic-antigen.de/)
N - N-terminaini Ig V-like doména, A, B - Ig C2-like domény, S-S - disulfidové mistky,

—e giykosylagni mista, 11T glykofosfatidylinositololova (GPI) kotva

CEACAMG6 je exprimovana na bunkach stfevniho epitelu a nékterych
organu gastrointestinalniho traktu, zvy$ena exprese je ¢asnym molekularnim

znakem nadorové transformace*****°. CEACAMS6 je intenzivné studovana
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v souvislosti s kolorektalnim karcinomem a karcinomem pankreatu, je vSak
spojovana i sjinymi typy lidskych nadorl (napf. plic nebo prsni
Zlazy)*0444748:49 'Na kolorektalnim karcinomu byla experimentainé prokazana
schopnost CEACAMG aktivovat Kupfferovy burky, které pusobenim cytokinu
(IL-1B, IL-6, TNFa) zvySovaly expresi adhezivnich molekul ICAM-1, VCAM-1
a E-selektinu na bunkach endotelu a tim zvySily metastaticky potencial
malignich kolonocyti®®. Na kolorektalnim karcinomu a karcinomu pankreatu
byl prokazan jeji vyznam pro rezistenci k anoikis (apoptéze mediované ztratou
kontaktu s extracelularni matrix) a tim pro metastaticky potencial nadorovych
bunék®"2, Utisenim genu CEACAM6 pomoci si-RNA (,short interfering® RNA)
doSlo ke zvySeni kaspazové aktivity a k urychleni anoikis v modelu in vitro a
k inhibici metastatické aktivity a angiogeneze karcinomu pankreatu v modelu
in vivo®™. CEACAM6 je tak moZnym terapeutickym cilem pro kontrolu
malignity. Protilatky proti CEACAMG6 inhibovali adhezi a metastazovani v in
vitro i v in vivo modelech viech vy$e uvedenych nadord®**°. Duxbury a kol.
pouzili cilenou imunoterapii (anti-CEACAMG6 specifickou protilatku
konjugovanou s imunotoxinem Saporin) v mySim modelu karcinomu pakreatu.
Tento pfistup protinadorové terapie prokazal silné apoptotické ucCinky
zprostfedkované kaspazami in vitro a dokazal vyrazné potlacit rust nadoru in
vivo®®,

CEACAMG6 neni pouze znakem nadorové transformace, ale také dulezitou
adhezivni molekulou. Vaze napf. E-selektin, CEACAMS8 i samotnou
CEACAMG°’. V rdmci hematopoetického systému je exprimovana pouze na
granulocytech a jejich prekurzorech, kde pini funkci homotypické a
heterotypické adheze a Ca** mediované signalizace. Diky povrchovému
,Sialyl Lewis“ epitopu umoznuje adhezi granulocytl k povrchu cévnich
endotelii (k E-selektinu). Prokfizeni molekul CEACAMG6 aktivuje integriny
skupiny 1 a B2 a zvySuje tak adhezivitu granulocytll ke komponentam ECM
(fibronektinu, kolagenu IV, lamininu)>®°°.

CEACAM6 je také jednim 2z nejCastéji aberantné exprimovanych
myeloidnich znak(l na burikach détské BCP-ALL®%61624133 " je prokazovana
na BCR-ABL1 pozitivnich CML, na nékterych subtypech ALL (pozitivni

korelace s chromozomaini translokaci BCR-ABL1 a s hyperdiploidii, negativni
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korelace s chromozomalni translokaci ETV6-RUNX1*') a vyuzivana k detekci
MRN priitokovou cytometrii®>. Mejstfikova a kol., autofi studie zaméfené na
standardizaci a optimalizaci monitorovani MRN pomoci pritokové cytometrie
uniformni strategii, sledovali zastoupeni nemalignich bunék specificky pro
konkrétni ¢asovy bod 1éEby pomoci tzv. cross lineage kontrol (tzn. vzorky T-
ALL méfeny kombinacemi protilatek pro BCP-ALL a naopak). Z vysledk
vyplyva, ze molekula CEACAM6 muze byt v podminkach stresové
hematopoézy exprimovana i fyziologicky, spiSe na zralejSich B-lymfocytarnich
burikach, ale nevyhyba se zcela ani CD10 pozitivnim B-lymfocytarnim
prekurzorim (nepublikovana data). Ackoli je tedy CEACAMG6 dulezitym
znakem pouzivanym pro detekci MRN BCP-ALL, jeji samotna exprese na B-
lymfoidni burice nesvédci pro maligni puvod buriky a hodnoceni MRN je tfeba
provadét v kontextu ostatnich vySetfovanych antigend optimalné pomoci

polychromatické pritokové cytometrie™.

Vysledky a diskuze

V projektu jsme jako prvni studovali funk¢ni roli aberantné exprimované
molekuly CEACAMG6 na bunkach BCP-ALL. Experimenty jsme provadéli na
BCP-ALL bunécnych liniich (NALM-24 a TOM-1) a primarnich malignich
vzorcich BCP-ALL odebranych z kostni difené pfi diagnéze onemocnéni.
K prokfizeni molekul CEACAM6 a ke spusténi signalizace jsme pouZili
specifickou anti-CEACAMG6 protilatku (klon 9A6). Jako kontrolu jsme vyuZili
anti-CD24 protilatku (klon SN3) k prokfizeni a stimulaci CD24, tedy
neaberantné exprimované GPI-kotvené molekuly®°.

Zjistili jsme, ze CEACAMG6 i CD24 aktivuji na BCP-ALL fosforylaci
proliferaCnich a apoptotickych signalizacnich molekul p44/42 MAPK (mitogen-
activated protein kinase), Akt a p38 MAPK s podobnou dynamikou a ovlivriuji,
rovnéz podobné, povrchovou expresi a afinitu adhezivnich molekul (integrint
skupiny B1 a integrint skupiny B2). V kone¢ném dusledku vSak CEACAM®6
spousti apoptdézu in vitro. Prokfizeni molekul CEACAMG6 spustilo pro-
apoptoticky signal, zatimco prokfizeni kontrolni molekuly CD24 nevyvolalo
zadny apoptoticky efekt. CD24 je B-bunélny diferenciacni antigen

exprimovany na velmi ¢asnych B-lymfocytarnich prekurzorech i na zralych B-
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lymfocytech, jeji exprese klesa pfi aktivaci B-bunék. CD24 mediuje bunécnou
signalizaci (fosforylaci p38 MAPK a p44/42 MAPK) a ovliviiuje aktivitu
integrinu, byla ale popsana i jeji role v apoptéze pro-B ALL i pre-B ALL
buné&&nych linii®*%°,

Zajimavé bylo zjisténi, Ze ligace molekuly CEACAM6 neméla zadny
apoptoticky ani anti-apoptoticky efekt na primarni bufiky bez fuzniho proteinu
BCR/ABL1. (Tento efekt vS8ak mohl byt zplsobem spontanni masivni
apoptoézou primarnich bunék in vitr038.) Protoze je leukemicky potencial BCP-
ALL bunék s chromozomalni translokaci BCR-ABL1 pfisuzovan konstitutivni
aktivaci fuzniho proteinu BCR/ABL1, otestovali jsme, zda inhibice BCR/ABL1
fuzniho proteinu specifickym (klinicky pouzivanym) inhibitorem imatinib
mesylatem, ovlivni efekt vyvolany molekulou CEACAMG. Inhibice fuzniho
proteinu BCR/ABL1 imatinib mesylatem vyvolala o&ekavanou apoptozu®®.
Prokfizeni molekul CEACAMG6 vsak tuto apoptozu jesté urychlilo. Dale jsme
sledovali, zda fibronektin (ligand integrini skupiny $2) nebo stromalni buriky
odvozené zbunék kostni dfené (linie HS-27a) mulzou poskytnout anti-
apoptoticky (zachranny) signal BCP-ALL bunkam po stimulaci pres
CEACAMG®’. Stromalni podkladova vrstva méla ¢asteény podpurny efekt na
in vitro prezivani BCP-ALL bunék, apoptézu indukovanou CEACAMG6 ale

nezvratila.

NasSe vysledky jsou opacné nez vysledky studii o CEACAMG6 na jinych
typech nadoru, které ukazuji anti-apoptoticky efekt signalizace pres
CEACAMG°%®8. Jednim moznym vysvétlenim je jiné sloZeni lipidovych raftl
na bunkach BCP-ALL. Lipidové rafty jsou submikroskopické regiony
plazmatické membrany obohacené o glykosfingolipidy a cholesterol, které
sdruzuji esencialni proteiny dulezité v signaliza¢nich (napf. kinazy rodiny Src)
a adhezivnich procesech (napf. GPIl-kotvené molekuly CEACAM6 a
CD24)%°7° Jednotlivé GPI-kotvené molekuly se mohou nachazet v rtiznych
lipidovych raftech s rdznymi asociovanymi signalizanimi molekulami.
Nasledna agregace GPIl-kotvenych molekul tedy mize mediovat signaly,
které vyustuji odli§nymi biologickymi funkcemi’’. Urgitou roli mohou hrat i

podminky in vitro, které se, i pfes pouziti stromalni podkladové vrstvy
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napodobujici mikroprostfedi kostni dfené, od in vivo podminek znacné

odlisuji.

1.1.6.2. Adaptorovy protein NTAL zvySuje proximalni signalizaci pres
povrchovy imunoreceptor a potenciuje glukokortikoidy navozenou

apoptézu bunék T-ALL

Priloha 2:
Adaptor protein NTAL enhances proximal signaling and potentiates corticosteroid

induced apoptosis in T-ALL, Karel Svojgr, Tomas Kalina, Veronika Kanderova, Tereza

Skopcova, Tomas Brdicka, Jan Zuna, manuskript zaslany do ¢asopisu Experimental

Hematology

Uvod

Transmembranové adaptorové molekuly jsou dalSi dudlezitou slozkou
lipidovych raftl. Jsou to molekuly s kratkou N-terminalni extracelularni
doménou a dlouhou doménou intracelularni, ktera obsahuje az 10
tyrosinovych zbytkl. Po signalizaci pfes povrchovy imunoreceptor jsou tyto
tyrosinové zbytky fosforylovany kinazami rodiny Src nebo Syk a tvofi tak
kotvici mista pro dalSi molekuly s SH2 (fosfotyrosin-vazebnou) doménou. Do
dnesniho dne bylo charakterizovano 8 transmembranovych adaptorovych
molekul (LAT, LAX, LIME, NTAL, PAG, SIT, TRIM, PRR7), z nichz &tyfi (LAT,
LIME, NTAL, PAG) jsou diky palmitoylaci kratkého intracelularnino motivu
obsazeny v lipidovych raftech’*>.

NTAL (Non-T cell Activation Linker) je pfitomen na B-lymfocytech, NK
bufikach a myeloidnich bunkach. Po prokfizeni povrchového B-bunéfného
receptoru (BCR, B Cell Receptor) nebo vysokoafinitnich Fc gamma a Fc
epsilon receptorll je NTAL fosforylovan kinazou Syk a asociovan
s molekulami Grb2, Sos1, Gap1 a c-Cbl™*. NTAL muzZe pusobit aktivacné
nebo inhibi¢né, podle typu bunék, na kterych je exprimovan. U B-lymfocytl je
po aktivaci BCR NTAL fosforylovan, asociovan s molekulou Grb2, nasledné
dochazi k Ca*" influxu a Ca®* mediované signalizaci’”®. V T-lymfocytech
pusobi NTAL spiSe inhibi¢né. Neni exprimovan v naivnich T-lymfocytech, jeho

exprese se zvySuje po aktivaci pres T-bunécny povrchovy imunoreceptor
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(TCR, T Cell Receptor), NTAL nasledné vyvolava sniZeni aktivace T-
lymfocytu’®.

Pfestoze NTAL neni exprimovan ve zdravych naivnich T-lymfocytech ani
thymocytech (jeho exprese byla zaznamenana pouze na malém procentu
bunék ve dfeni thymu), je vysoce exprimovan na bufikach T-ALL">"". T-ALL
tvofi 15% v8ech détskych ALL. Podle BFM IéCebného protokolu se v prvnim
tydnu T-ALL chemoterapie podavaji glukokortikoidy (prednisolon i
methylprednisolon) a intrathekalni methotrexat, v den 7 po zacatku terapie se
sleduje redukce T-ALL blastl. Podle miry redukce blastl se pacienti rozdéluji
do 2 skupin, tzv. prednisone good-responders (s poklesem poctu blasti pod
1000 bunék na pulL) a tzv. prednisone poor-responders (s niz§im poklesem
podtu blastt)’®. Prednisone good-responders pfitom maji vy$$i hladinu NTAL
na mRNA urovni nez prednisone poor-responders, hladina exprese NTAL by

mohla slouZit jako prognostickym faktor’”.

Vysledky a diskuze

V projektu jsme sledovali zda a jakym zplsobem exprese molekuly NTAL
prispiva ke glukokortikoidy (methylprednisolonem - methylovany derivat
prednisolonu) navozené apoptéze bunék T-ALL. Jako model jsme zvolili
buné&nou T-ALL linii Jurkat se stabilné transfekovanou molekulou NTAL.

NTAL pozitivni bufiky vykazovaly po podani methylprednisolonu vySsi miru
apoptozy nez NTAL negativni bunky. NTAL pozitivni bunky tedy mohou
odpovidat skupiné ,prednisone good-responders®. Nasledné jsme sledovali,
zda a jak ovliviuje exprese molekuly NTAL TCR-mediovanou intracelularni
signalizaci. Po prokfizeni molekul TCR protilatkou anti-CD3 (klon C305) se
zvysSila fosforylace signalizacni molekuly p44/42 MAPK (ERK) v buné&cné linii
JURKAT, dosahla maxima po 5 minutach a nasledné klesala. Exprese
molekuly NTAL v linii JURKAT/NTAL+ tuto TCR-mediovanou fosforylaci
p44/42 MAPK jesté zvysSila. Mira a délka fosforylace p44/42 MAPK rozhoduje
o selekci thymocytd po aktivaci TCR. Rychla a mohutna p44/42 MAPK
fosforylace vede k apoptéze, pozdéjsi p44/42 MAPK fosforylace naopak
k pozitivni selekci thymocyt(i”®. Rychla a vysoka fosforylace p44/42 MAPK tak

zfejmé pfispiva k vy$Si mife apoptdozy NTAL pozitivnich bunék po TCR

20



aktivaci. Pro kontrolu jsme fosforylaci p44/42 MAPK zainhibovali specifickym
inhibitorem UO126. Po této inhibici se rozdil v methylprednisolonem i TCR
navozené apoptdéze mezi NTAL pozitivnimi a NTAL negativnimi bunkami

zcela eliminoval.

Funkéni testy provedené na bunéénych liniich JURKAT a JURKAT/NTAL+
tedy Castecné objasnily lepSi odpovéd NTAL pozitivnich primarnich T-ALL na
léCbu (methyl)prednisolonem. NTAL mulze pusobit na burikach T-ALL jako
aktivaéni molekula, ktera zvySuje proximalni signalizaci pfes povrchovy
imunoreceptor (zvySenim fosforylace p44/42 MAPK) a senzitizuje T-ALL

buriky k pusobeni glukokortikoidU.

1.2. Nové cytometrické techniky detekce molekul
intracelularnich signalnich drah, potencialné prognostickych

znaku a fuznich proteinli asociovanych s akutni leukemii

1.2.1. Pritokova cytometrie v diagnostice akutnich leukemii

Prutokova cytometrie je moderni laboratorni metoda vhodna k detekci
jednotlivych bunék ¢&i subpopulaci bunék i ve velmi heterogennich bunécnych
populacich, napf. v periferni krvi nebo kostni dfeni. Je rutinné vyuzivana
k imunofenotypizaci a dale k detekci funkénich stavi zkoumanych bunék
(viability, apoptézy, apod)®*. V hemato-onkologii je cytometrie centraini
metodou, ktera feSi otazky diferencialné diagnostické, typizuje leukemické
buiky a ma vliv na zafazeni pacientd do lé&ebnych protokolt’. Diky
vysokému prahu detekce (1 leukemicka burika na 10 000 zdravych bunék) je
prutokova cytometrie vhodna ke sledovani minimalni rezidualni nemoci - a
tudiz i k pribéznému sledovani skutecné uspésnosti |éCby. Diky nestabilité
exprese neékterych antigenl vSak spravnost interpretace dat zavisi na
zkuSenostech cytometristy'. V ramci pracovnich skupin EuroFlow a BFM se
Laboratof CLIP - Cytometrie podili na optimalizaci a standardizaci
imunofenotypické klasifikace a prognostické subklasifikace hematologickych
malignit a testuje nové cytometrické metody detekce fuznich proteind
leukemickych bunék (BCR-ABL1 a PML-RARa)?".
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1.2.2. Pritokova cytometrie ve vyzkumu akutnich leukemii

Hlavnim cilem biomedicinského vyzkumu poslednich let je ziskavani
informaci o genech, proteinech a dalSich biomolekulach a jejich integrace do
celkového funkéniho modelu bufiky a organismu®. PfestoZe genové expresni
profilovani mize poskytnout dulezité informace pro subklasifikaci ALL a AML

838485 (iroven exprese mRNA

a hledat nové potencialné prognostické faktory
transkriptu Casto nekoreluje s expresi proteinu a rozdilné exprimované geny
nemusi byt nutn& zapojeny v patogenezi leukemie®. Urovef proteinové
exprese a post-translacni modifikace proteini mohou poskytnout nezavislou
nebo doplhujici informaci, ktera neni zachycena transkrip&nim
profilovanim. Funk&ni proteomika je tedy dulezitym informacnim zdrojem,
ktery muaze pfispét k pochopeni patogeneze leukemii a rozSifit moznosti
budouci terapie®’.

K detekci proteint exprimovanych leukemickymi bufkami se dnes vyuziva
zejména prutokova cytometrie, analyza je zamérena predevsim na povrchové
molekuly. Exprese povrchovych molekul koreluje s vyvojovym stadiem buriky,
mulze dokonce odrazet genotyp leukemie, presto se v diagnostice

hematologickych malignit vyuzivd méné nez 50 znak(®®®.

K pfesnégjsi
subklasifikaci a predikci odpovédi na IéCbu je nutné ziskat kvalitativni a
kvantitativni pfehled o celkovém buné&ném proteomu. Soucdasné proteomice
dominuje hmotnostni spektrometrie, ktera ma kapacitu objevovat velké
mnozstvi (az stovky) novych molekul. Hofmann a kol. takto identifikovali az
500 povrchovych molekul AML®®. Hmotnostni spektrometrie je vak &asoveé i
technicky naroCna metoda a neni tedy rozSifena v klinickych laboratofich tak
jako prutokova cytometrie. Cilem naseho vyzkumu je vytéZit co nejvice

z ,high-throughput* moznosti pratokové cytometrie a zvySit mnozstvi

vySetfovanych antigend 10x az 100x.

1.2.2.1. ,,Single-Cell Phospho-Flow Cytometry*

Posttranslacni modifikace intracelularnich signalizacnich proteint poskytuje
jedine€ny pohled na funkéni stav jednotlivych bunék. Jednou
z nejprinosnéjSich metodik nové vyvinutych ke studiu biologického chovani
primarnich nadorovych bunék je tzv. Single-Cell Phospho-Flow Cytometry,

tedy cytometrickda detekce fosforylovanych forem intracelularnich
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signaliza¢nich proteind. Intracelularni signalizaéni drahy pfedstavuji slozitou
komunikaéni sit, ktera pfenasi signaly z mnoha povrchovych receptorti do
jadra, kde dochazi k aktivaci urcitych genovych cill. Tyto drahy hraji dalezitou
ulohu v bunécéné proliferaci, diferenciaci, pfezivani, apoptéze a bunécné smrti.
Fosforylace tyrosinovych, serinovych a threoninovych zbytk( je kriticka pro
kontrolu aktivity protein (kinaz a fosfataz) zu€astnénych v téchto signalnich
drahach. Vyvoj vysoce specifickych protilatek, které rozeznavaji
fosforylovanou a nefosforylovanou formu urcitého proteinu, umozriuje spolu

s pratokovou cytometrii detekci aktivaCnich stavi proteind na Udrovni
jednotlivych bunék a v riznych (i velmi malych) bunéénych subpopulacich.
Vyhodou této metodiky je souCasné multiparametrové znacCeni povrchovych a
intracelularnich antigenu, které umozfiuje rychle identifikovat pfesny
signaliza¢ni profil v definované bunécné subpopulaci a detekovat stimul-
specificky nebo bunééné-specificky fenotypovy profil®*°".

,oingle-Cell Phospho-Flow Cytometry“ je vyuzivana napf. pro rychlou
detekci fosforylace molekuly STAT5 v odpovédi na podani GM-CSF
(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, faktor stimulujici rist
kolonii granulocytll a makrofagll) u GM-CSF hypersenzitivnich juvenilnich

myelomonocytarnich leukemii (JMML)**%. Ve studii ,Aberrantly expressed

CEACAMG6 is involved in the signaling leading to apoptosis of acute

lymphoblastic leukemia cells a ,Adaptor protein NTAL enhances proximal

signaling and potentiates corticosteroid induced apoptosis in T-ALL® jsme

metodu ,Single-Cell Phospho-Flow Cytometry“ vyuZili k detekci Casné

signalizace pres povrchové molekuly CEACAMG6 a CD24, resp. TCR.

1.2.2.2. ,,Microsphere-based Flow Cytometry Technology*“

Technologie proteinovych ,microarrays® se hojné vyuzivaji v zakladnim
vyzkumu i v diagnostickych aplikacich. V zavislosti na pozadavcich se
pouzivaji dva zakladni typy ,microarrays® : planarni ,microarrays® a
.,microsphere-based microarrays®. Planarni ,microarray” systémy jsou idealni
pro detekci velkého poctu cilovych proteint, jejich pouziti je ale omezeno
nizkou rychlosti analyzy a malym poétem méfenych vzorki®. V roce 2008
Tibes a kol. a Kornblau a kol. pfedstavili novou, tzv. Reverse Phase Protein

Array, pomoci které identifikovali 51 proteint a jejich fosforylovanych forem
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zuCastnénych v signalizaci, kontrole bunééného cyklu a apoptdzy
v diagnostickych vzorcich AML®"%. Velmi zajimavou alternativou jsou tzv.
microsphere-based flow cytometry microarrays, kterymi se detekuji povrchové
i intracelularni proteiny pomoci protilatek ukotvenych na plastovych
mikrokulickach. Kulicky jsou opticky kédované - fluorescenéni, infra-Cervené,
nebo pouze svétlo rozptylujici. Nejcastéji se setkdvame se ,sandwichovym®
usporadanim, kdy je na kulicce navazana monoklonalni protilatka proti
detekovanému antigenu a po pfidani analyzovaného vzorku se do smeési
pfimisi fluorescenéné znaCena detekéni protilatka proti jinému epitopu
stejného antigenu®. V sougasnosti jsou tyto technologie vyuzivany zejména
pro detekci cytokini (napf. sady od firem BenderMed Systems, lllumina),
firmy Luminex a BD Biosciences rozSifili aplikace na hormony, rustové
faktory, diagnostické znaky nebo intracelularni signalizacni molekuly.
EuroFlow konsorcium (v€etné laboratofe CLIP) ve spolupraci s BD
Biosciences nedavno predstavili ,microsphere-based assays® pro detekci
BCR-ABL1 fuzniho proteinu u ALL a CML a pro detekci PML-RARa fuzniho
proteinu u AML®'. Hlavnim limitujicim faktorem ,sandwichovych® usporadani
je nedostatek part vazebna protilatka-detekéni protilatka, coz tyto testy
omezuje na max. 100 analyzovanych proteint®.

V laboratofi Dr. Lund-Johansena (Department of Immunology, Rikshopitalet
University Hospital and University of Oslo, Norway) vyvinuli novou inovativni
,microsphere-based microarray“, pomoci které Ize specificky a kvantitativné
detekovat az 1728 proteint z jednoho omezeného vzorku (staci 10 milién()
bunék®. ,Array“ je souborem polymetakrylatovych mikrokuli¢ek oznadenych
5ti fluorescenénimi probami v nékolika koncentracich (obr. 3), na nich jsou
pres protein G ukotveny protilatky proti zkoumanym proteinm. Pomoci
detergentll se z bunék vyizoluji membranové, cytoplazmatické a jaderné
proteiny. Nativni proteiny (a proteinové komplexy) se nasledné oznaci
nizkomolekularni znackou biotin-(polyethylen glykol)s-N-hydroxysukcinimid
esterem (biotin-PEG4-NHS, obr. 5) a na chromatografické koloné (Fast
Protein Liquid Chromatography (FPLC), kolona Superdex 200 _300/10) rozdéli
na 24 frakci podle hydrodynamického poloméru proteint (ktery pfiblizné

odpovida jejich velikosti). Nasleduje imunoprecipitace, kdy jsou proteiny ze
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vSech FPLC frakci vychytany protilatkami na mikrokuliCkach, oznaceni
nabiotinylovanych protein( streptavidinem konjugovanym s phycoerythrinem
(PE) (obr. 4) a detekce signalu z kulicek a ze streptavidinu-PE pomoci

mnohobarevné pratokové cytometrie.

3 3x36=108 3x36x16=1728
Specimen_001-A2 . . Specimen_001-A2 Specimen IJD1-A2‘.
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Obr. 3 Grafické zobrazeni 1728 populaci fluorescenéné znacenych kulicek cytometrické
~microsphere-based microarray“. FACS LSR II, nahravaci software Diva (BD Biosciences).
Kulicky jsou barveny 5ti fluorescenénimi probami (Alexa 750, Alexa 647, Alexa 488, Pacific

Orange a Pacific Blue) v riznych koncentracich.

lidsky aftigen biotin  fluorescenéné znadeny streptavidin

S,
. 4
tein G
mpac  F
kuli¢ka s navézanymi fluorochromy \\

sekundarni protilatka kozi proti mySt

primaimi protilatka my8&i proti lidskému antigenu

Obr. 4 Schéma detekce nabiotinylovanych lidskych antigen(, vyvazanych na 1 populaci

kuli€ek, fluorescenéné& znacenym streptavidinem.
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Tato ,microsphere-based microarray® ma oproti vySe zminovanym
technologiim nékolik vyhod:
i) Vysoka uroven multiplexe diky barevnému kédovani kuliCek (az 1728 cilh)
i) Informace o velikosti proteinu a protein-protein interakcich diky
chromatografickému rozdéleni bunécného lyzatu na 24 frakci
iii) Flexibilita pfi tvorbé ,array“ a vybéru protilatek (pf. fosfo-specifickych
protilatek)
iv) Aplikovatelnost na vSechny 3-laserové pratokové cytometry

1.2.2.2.1. Multiplexni imunoprecipitace bunéénych proteinii 1725 komeréné

dostupnymi protilatkami

Priloha 3:
Multiplexed immuno-precipitation with 1725 commercially available antibodies to

cellular proteins, Heidi Slaastad, Weiwei Wu, Luiz Goullart, Veronika Kanderova,

Geir Tjennfjord, Jan Stuchly, Tomas Kalina, Anders Holm and Fridtjof Lund-

Johansen, Proteomics, in press, technical brief, IF : 4,43

Uvod

Multiplexni imunoprecipitace stovek az tisict proteind najednou z jednoho
vzorku bunécného lyzatu ma jeden dulezity predpoklad, mono-specifitu
pouzitych protilatek. Specifitu protilatky mizeme otestovat metodou western
blot (kde po detekci vidime specifické Ci nespecifické prouzky), nebo
rozdélenim proteinu pomoci chromatografie pred samotnym

imunoprecipitaénim krokem®’.

Vysledky a diskuze

Cilem predkladané studie bylo zjistit, zda muazeme multiplexné
imunoprecipitovat bunécné proteiny s pouzitim komeréné dostupnych
protilatek. Nejprve jsme ovéfili, zda a jak ovlivhuje biotinylace proteinu pomoci
biotin-PEG4-NHS (obr. 5) naslednou schopnost protilatky specificky protein

detekovat.
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Obr. 5 Schéma reakce primarnich amind proteind s biotin-(polyethylen glykol),-N-

hydroxysukcinimid esterem (biotin-PEG4-NHS) (www.piercenet.com).

Zjistili jsme, Ze biotin-PEG4-NHS neinhibuje vazbu proteind na vétSinu
pouzitych protilatek, pokud je pomér biotinu a lysinu (v proteinech) 1:1 nebo
nizSi. VétSina nami pouzitych protilatek je vyrobci deklarovana k pouziti
metodou western blot, pfi které se proteiny denaturuji pomoci dodecylsulfatu
sodného (SDS) a povarenim pfi 90°C. Porovnali jsme tudiz i vazbu
denaturovany protein-protilatka a nativni protein-protilatka. Denaturace
proteint odhalila epitopy pro vazbu proteinu nékterymi protilatkami, vyrazné
vS8ak zvySila i vazbu nespecifickou. ProtoZze je ,microsphere-based
microarray“ metodou detekéni, ne analytickou (jako napf. hmotnostni
spektrometrie), musime proteinovou expresi ovéfovat vice klony protilatek
proti jednomu antigenu. Na pfikladu dat ziskanych pomoci ,microsphere-
based microarray“ Ctyf bunécCnych leukemickych linii jsme ukazali, jak je
primarni rozdéleni proteind pomoci chromatografie uziteCnym nastrojem
k ovéfeni specificity pouzitych protilatek. Po seskupeni dat (,cluster analysis®)
pomoci softwaru MeV (MultiExperiment Viewer) vidime, jak rtGzné klony
protilatek proti jednomu proteinu vytvaFi stejné ¢i podobné shluky (,cluster®)
pozitivnich signalt v ramci 24 FPLC frakci, pfi€emz jiné klony vykazuji vysSi

nespecifitu (pozitivni signal v jinych FPLC frakcich) (obr. 6).
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Obr. 6 Priklad proteinu TP53 detekovaného v buné&énych liniich JURKAT (T-ALL), NALM-6,
RS4,11 (BCP-ALL) a NB-4 (AML) pomoci 11 rGznych klond (v zavorce) protilatek proti
proteinu TP53. Cervené pozitivni signal TP53 ve FPLC frakcich 1-24 (osa x). Kobercovy graf

(tzv. heatmap) vytvofen pomoci softwaru MeV (MultiExperiment Viewer).

Z naSich vysledkd vyplyva, ze pfiblizné jedna Cctvrtina komeréné
dostupnych protilatek je vhodna k pouziti v ,microsphere-based microarray*

technologiich a k naslednému proteomickému profilovani klinickych vzorku.

1.2.2.2.2. Automatické zpracovani dat z multiplexni cytometrické

proteinové microarray

Priloha 4:
An automated analysis of highly complex flow cytometry-based proteomic data, Jan

Stuchly, Veronika Kanderova, Karel Fiser, Daniela Cerna, Anders Holm, Weiwei Wu,

Ondrej Hrusak, Fridtjof Lund-Johansen, Tomas Kalina, manuskript zaslany po

2.revizi zpét do ¢asopisu Cytometry A

Uvod

V laboratofich CLIP se dlouhodobé zabyvame vyhledavanim a testovanim
novych potencialné prognostickych znakl détskych akutnich leukemii pomoci
nejmodernéjSich metod molekularni genetiky a polychromatické pritokové
cytometrie'®3* \/ ramci spoluprace s Dr. Lund-Johansenem zavadime do

klinickych aplikaci a vyzkumu détskych leukemii i metodu ,microsphere-based
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microarray“. Vytvofili jsme ,array“ vhodnou ke sledovani zmén exprese a
fosforylace proteint v burikach détskych akutnich leukemii. Cile (diagnostické
znaky - CD antigeny, potencialné prognostické znaky, znaky naznacujici
odpovéd na léCbu, intracelularni signalizacni molekuly a jejich fosforylované
formy) jsme vybrali z publikovanych praci a z DNA-expresnich profili akutnich

leukemii®®®4,

Data ziskana touto technikou nam poskytnou komplexni
informaci o expresi proteind, jejich subcelularni lokalizaci, postranslacnich
modifikacich a protein-protein interakcich ve vzorcich akutnich leukemii
odebranych pfi diagnéze onemocnéni nebo v pribéhu IéCby.

Ke grafické analyze dat z pritokové cytometrie se pouzivaji specialni
softwary (napf. Diva, FlowdJo), ve kterych se provadi manuailni vybér (,gating®)
poskupin bunék na =zakladé pfitomnosti jednotlivych znakl. Protoze
komplexita zméfenych dat narlsta se zvySovanim poctu parametrd, je vhodné

zvolena strategie analyzy velmi dllleZita pro interpretaci dat’.

Vysledky a diskuze

V publikaci pfedstavujeme rychly, semi-automaticky algoritmus umoznujici
analyzu  multiparametrickych dat z cytometrické ,microsphere-based
microarray“. Algoritmus funkci vytvofenych ve volné dostupném softwaru R-
project detekuje jednotlivé populace kuliCek na zakladé pfitomnosti kombinaci
fluorescencnich znaCek (Alexa 750, Alexa 647, Alexa 488, Pacific Blue,
Pacific Orange) ve dvou-dimenzionalnim prostoru a fluorescenc¢ni signal ze
streptavidinu-PE kvantitativné vyjadfujici mnoZzstvi vyvazaného proteinu.

Pomoci PAM (Partitioning Around Medoids) algoritmu nejprve vytvofime na
jednom nahraném (FCS 3.0) souboru analyzacni templat obsahujici
zmifiovanych 1728 populaci (pro ucely pfedkladané publikace jsme pouzili
.,microsphere-based array“ obsahujici 1152 populaci mikrokuli¢ek) a nasledné
muzeme timto templatem zanalyzovat 96 FCS 3.0 soubord béhem 5-10
minut®®. Nasleduje kontrola kvality provedeného experimentu: i) odhaleni
bimodalnich signalt ze streptavidinu-PE a eliminace téchto populaci kulicek
(fenomén bimodalnich signall ze streptavidinu-PE jesté neni objasnén) a ii)
eliminace populaci obsahujicich méné nez 10 kuli¢ek (10 kuli¢ek v populaci
dava hodnotu medianu intenzity fluorescence (MFI) ze streptavidinu-PE

porovnatelnou s MFI streptavidinu-PE populaci s max. po¢tem 170 nahranych
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kulicek). Pro porovnani proteinové exprese mezi jednotlivymi vzorky
leukemickych bunék odecitame ode vSech signalu ze streptavidinu-PE tzv.
background signal (signal z populaci kulicek bez navazané primarni detek&ni
protilatky) a dale pouzivame i korekci na nanasku (,protein load“) na zakladé
exprese kontrolnich proteinli, jejichz exprese je stabilni za rdznych
experimentalnich podminek. Na zakladé provedenych experimentd jsme
zjistili, Ze jako kontrolni proteiny muzeme pouzit beta-2-mikroglobulin,
transkripCni faktor HES-1 a serin/threonin protein kinazu VRK1.

Pro vizualni zobrazeni ziskanych dat pouZivame linearni interpolaci
medianl intenzity fluorescence streptavidinu-PE ve vSech 24 FPLC frakcich

(Carovy graf, obr. 7).

A B2-mikroglobulin
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Obr. 7 Priklad carového grafu beta-2 mikroglobulinu vyprecipitovaného z BCP-ALL
bunéénych linii SUP-B15 (oranZové) a RS4,11 (Zluté). Na ose x 24 velikostnich frakci
z FPLC, na ose y median intenzity fluorescence (MFI) ze streptavidinu-PE navazaného na

protein v jednotlivych FPLC frakcich.

Vrcholy na kfivce Carového grafu odpovidaji proteinovym formam (napf.
izoformy, monomery, komplexy). Dale manualné definujeme jednotlivé
proteinové formy (tzv. peak), kde plocha pod kfivkou kvantitativné definuje
mnozstvi vyvazaného proteinu (obr. 8). Tento format dat nam dale umozniuje
hierarchické seskupovani podobné jako vysledky z ,DNA-microarrays® a

kvantitativni porovnavani exprese proteint mezi jednotlivymi vzorky (obr. 9).
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Obr. 8 Trii rtzné proteinové formy beta-2 mikroglobulinu vyprecipitovaného z BCP-ALL
buné&&nych linii SUP-B15 (oranzové) a RS4,11 (Zlut€). Na ose x 24 velikostnich frakci
z FPLC, na ose y median intenzity fluorescence (MFI) ze streptavidinu-PE navazaného na
protein v jednotlivych FPLC frakcich. Vrchol (,peak®) 1 uréuje membranovy komplex beta-2-
mikroglobulinu, tedy membranové vazanou molekulu HLA |. ftfidy, ,peak 2 urcuje
cytoplazmaticky komplex HLA molekuly I. tfidy a ,peak“ 3 cytoplazmaticky monomer beta-2

mikroglobulinu.
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Obr. 9 Exprese 3 rlznych proteinovych forem beta-2 mikroglobulinu bunék SUP-B15
(oranzové) a RS4,11 (zluté). Kobercovy graf (tzv. heatmap) vytvofen pomoci softwaru MeV

(MultiExperiment Viewer).

Cely proces analyzy dat (v€etné kontroly kvality) jsme nakonec aplikovali
na klinicky problém, zmény proteomu 4 BCR-ABL1 pozitivnich leukemickych
linii (SUP-B15, TOM-1 (BCP-ALL), BV-173 (CML v blastické krizi BCP-ALL,
K562 (CML v blastické krizi) po inhibici BCR-ABL1 fuzniho proteinu
specifickym inhibitorem, imatinib mesylatem. BCR-ABL1 fuzni protein hraje
zasadni ulohu v leukemogenezi®®. Jako konstitutivni kinaza dereguluje fadu
signalnich drah, které se uc€astni bunécné proliferace, diferenciace, apoptézy
a mezibunétné adheze. BCR-ABL1 napf. aktivuje Ras/MAPK, JAK/STAT,
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PI3K/Akt signalizacni drahy, zvySuje expresi Bcl-xL a potlacuje
mitochondrialni drahu apoptézy, ovliviiuje integriny-mediovanou buné&nou
adhezivitu a reguluje mechanismy opravy DNA'0%101:102103 "1matinib mesylat,
selektivni inhibitor BCR-ABL1 tyrosin kinazy, je Siroce pouzivan k lécbé
pacientl s BCR-ABL1 pozitivni leukemii. Po vazbé imatinib mesylatu na
kinazovou doménu BCR-ABL1 kinazy je BCR-ABL1 rychle defosforylovana,
coz vede k jeji inaktivaci, inhibici buné&ného cyklu a apoptéze'®*'%°. Stale
vSak existuji mechanismy, které vedou k rezistenci na imatinib, napf. bodova
mutace ABL kinazy, PI3K-zavisla hyperexprese Btk (Bruton’s Tyrosine
Kinase) nebo downregulace PTEN (Phosphatase and Tensin
Homolog)102’106'66.

Pomoci vytvofené cytometrické ,microsphere-based microarray“ jsme byl
schopni definovat dfive popsané zmény proteomu - celkovou tyrosinovou
defosforylaci proteomu, zmény v expresi a fosforylaci hlavnich cili BCR-ABL1
kinazy (LCP2 (Lymphocyte Cytosolic Protein 2, SLP-76)), nastépeni DNA
reparacniho enzymu PARP (Poly (ADP-ribose) Polymerase) jako znaku
apoptozy, zvySeni exprese inhibitoru bunécného cyklu CDKN1a (Cyclin-
dependent Kinase Inhibitor 1A, p21) a snizeni exprese proteinl asociovanych

s bunéénou adhezi (integrinG skupiny [2)'07108.109.110.111.112

Protoze je
bunécna linie TOM-1 Castecné rezistentni na imatinib mesylat (apoptotické
zmény jsme nezjistili ani pomoci ,microsphere-based microarray® ani
cytometricky fluorescencné znaCenym Annexinem V), detekované zmény
v expresi a fosforylaci proteinl po podani imatinib mesylatu nebyly ovlivnény

degradaci proteinti pfi apoptoze'®.

Integrace prutokové cytometrie, ,microsphere-based microarray“ a
pocitaCového zpracovani multidimenzionalnich dat pfedstavuje prakticky
nastroj vhodny ke sledovani zmén proteomu klinickych vzorkd. Dulezitym
prfedpokladem vSak je zajisténi reproducibility pfi pfipravé vzork( i pfi

samotném cytometrickém méreni.
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1.3. Akutni myeloidni leukemie

Akutni  myeloidni leukemie (AML) je heterogenni onemocnéni
charakterizované nekontrolovanym ristem myeloidnich bunék, tvofi asi 15%
akutnich leukemii u déti. AML vétSinou vznikd na zakladé 2 kooperativnich
mutaci genl, které vedou k deregulaci bunécné proliferace a zastavé

diferenciace’3.

1.3.1. Morfologie
Morfologicky se AML klasifikuje podle FAB klasifikace na nékolik podtypu
(M0-MS8, tabulka 3)°.

podtyp AML typ bunék
MO Nezralé myeloblasty s minimalni diferenciaci
M1 Nezralé myeloblasty bez vyzravani
M2 Zralé myeloblasty s granulocytarnim vyzravanim
M3 Promyelocyty
M4 Myelomonocyty
Md4eo Myelomonocyty + eosinofilie
M5 Monocyty
M6 Erytroidni bunky
M7 Megakaryoblasty
M8 Bazofily

Tab. 3 Morfologicka klasifikace AMLE.

1.3.2. Imunofenotypizace

Protoze se klasifikace AML opira zejména o morfologiii, imunofenotypové
charakterizaci neni vénovano mnoho publikaci. Na bufkach AML je
exprimovana vzdy kombinace myeloidnich znakl charakteristickych pro
danou bunécnou linii a vyvojové stadium. Na nejCasnéjSich progenitorech se
objevuje CD34, HLA-DR a intracelularni myeloperoxidaza, nasleduji ¢asné
znaky (CD13, CD33, CD117) a dale antigeny charakteristické pro vyvojovou
linii (napf. CD15 a CD65 jako znaky neutrofilnich granulocyti, CD14 jako
znak monocytll, CD36 a glykoforin jako znak erythroidnich bunék a CD41,

CD42 a CD61 jako znaky megakaryocyt()®'',
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1.3.3. Cytogenetika

Genotypova klasifikace odrazi heterogenitu AML. Mezi nejCastéjsi
chromozomalni aberace patfi translokace AMLT1-ETO (1(8;21)(922;922))
korelujici s M2 podtypem, translokace PML-RARa (1(15;17)(q22;q12))
korelujici s podtypem M3, inv16(p13;922) (MYH11-CBFp) korelujici
s podtypem M4eo a translokace MLL genu''"®. Genové aberace AML Ize
rozdélit do 3 zakladnich skupin (obr. 10):
1) mutace genu kontrolujicich buné&fnou proliferaci (FLT3, c-Kit, Ras,
PTPN11, WT1, JAK2)
2) mutace genu zucastnénych v myeloidni diferenciaci (AML1, CEBP«)

3) mutace gent regulujicich buné&ény cyklus a apoptdzu (P53, NPM1)'"3.

FLT3/ALM
3%

FLT3-ITD : s
18% - E— 3%,
N PTPNTT
| 2%

No mutation /!
inv(16) H1547) | yg;21) 2% A
8% = 12%
Normal - >
Others 20% m—
17% y /__’/
MLL
: 18%

del{9g) -

2% ’/
del(sa)”

2% 29 +8 Rare recurrences
2% 6%

Obr. 10 Zastoupeni specifickych genovych abnormalit détskych AML"™.
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1.3.4. Cytometricky test pro rychlou a snadnou detekci fuzniho proteinu

PML-RARa pfi diagn6ze akutni promyelocytarni leukemie

Priloha 5:

Flow cytometric immunobead assay for fast and easy detection of PML-RARA fusion
proteins for the diagnosis of acute promyelocytic leukemia, E. H. A. Dekking, V. H. J.
van der Velden, R. Varro, H. Wai, S. Boéttcher, M. Kneba, E. Sonneveld, A. Koning, N.
Boeckx, N. Van Poecke, P. Lucio, A. Mendoncga, L. Sedek, T. Szczepanski, T. Kalina, V.
Kanderovd, P. Hoogeveen, J. Flores-Montero, M. C. Chillén, A. Orfao, P. Evans, M.
Cullen, A. L. Noordijk, P. M. Vermeulen, M. T. de Man, E.P. Dixon, W. M. Comans-Bitter

and J. J. M. van Dongen, manuskript zaslany do ¢asopisu Leukemia

Uvod

Akutni promyelocytarni leukemie (APL, AML M3) je typicka chromozomalni
translokaci 1(15;17)(g22;q12), ktera vede k fuzi promyelocytarniho
leukemického genu (PML) s genem pro receptor o kyseliny retinoové (RAR«)
s naslednou translaci do fuzniho proteinu PML-RARa. PML-RARa fuzni
protein vede k zastavé maturace ve stadiu promyelocytu a k nekontrolované
proliferaci bunék'"®.

RARa je ¢lenem rodiny jadernych receptoru pro hormony. Tento ligandem
indukovany transkripCni faktor ovliviuje geny zuCastnéné v myeloidni
diferenciaci. Vaze se, v heterodimeru s RXR (Retinoid X Receptor) na RARE
(Retinoid Acid Response Element) oblast na DNA. Funkce RARa/RXR
heterodimeru je ovlivnéna jeho fyziologickym ligandem, retinoovou kyselinou
(RA). Bez ucasti RA heterodimer RARa/RXR vaze jaderny korepresor N-
CoR/histone deacetylazovy komplex (HDAC) a zménou struktury chromatinu
umi¢i RA cilové geny. Po vazbé RA je korepresorovy komplex N-CoR/HDAC
uvolnén a receptor RARa/RXR asociuje s transkrip&nimi aktivatory''"118.119,

PML je protein RBCC (RING-B-Box-Coiled-Coil) rodiny, lokalizovany
v cytoplazmé a v sumoylované formé i v jadie ve formé télisek (,nuclear
bodies®), které jsou soucasti jaderné matrix a jsou dulezité v RNA transkripci
a udrzovani chromatinové struktury. PML je nutny pro spravny bunécny vyvoj
a indukci apoptézy, transfekce PML indukuje apoptdézu v rlznych typech

bunék''®,.
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Fuzni protein PML-RARa nese DNA vazebnou i ligand vazebnou doménu
RARa a inhibuje myeloidni diferenciaci konstitutivnim umli€enim RA cilovych
genu ucastnicich se diferenciace hematopoetickych prekurzord. PML-RARa
tvofi stabilni komplexy s korepresorem N-CoR/HDAC i pfi fyziologické
koncentraci RA. K |éCbé APL se pouziva ATRA (all-trans-retinoova kyselina),
ktera uvolfuje korepresorovy komplex N-CoR/HDAC z PML-RARa a indukuje
diferenciaci do bunék podobnych granulocyttim'2%:121:118

PML-RAR« fuzni gen se vyskytuje u 95% APL. Zbyvajicich 5% APL
obsahuje tzv. neklasickou formu PML-RAR« s dalSimi genetickymi aberacemi
(napf. inserci) nebo gen RAR« fuzovany s jinym genovym partnerem (napf.
PLZF, NPM, NUMA)'?*'% APL tvoFi 5-15% vSech leukemii a je, bez v&asné
diagnézy a zahdjeni |éCby, nejrychleji progredujici formou AML. Pred
zavedenim ATRA terapie umiralo vice nez 50 % pacientl jiz b&hem
chemoterapie, ATRA terapie vyznamné zlepSila progndézu pacientl s APL,
kompletni remise (stavu s nedetekovatelnou MRN) dnes dosahne vice nez
95% pacientd''®,

Diagnostika APL je zalozena na detekci fuzniho genu PML-RAR« pomoci
karyotypizace, fluorescenéni in-situ hybridizace (FISH) a PCR'"'. Tyto
techniky jsou vysoce senzitivni, ale narocné na experimentalni zru¢nost a
vybaveni diagnostickych laboratofi. Laboratofe pracovni skupiny EuroFlow
(jejiz soucasti je i Laboratof CLIP-Cytometrie) ve spolupraci s firmou BD
Biosciences vyvinuly novou, rychlou a jednoduchou techniku detekce fuzniho
proteinu  PML-RARa s vyuzitim pratokové cytometrie, tzv. PML-RARA

Immunobead Assay.

Vysledky a diskuze

Na mikrokuliCkach s navazanou protilatkou anti-RARa jsme z lyzatu bunék
APL vyvazali PML-RARo fuzni protein a tento nasledné detekovali

fluorescencné znacenou anti-PML protilatkou (obr. 11).
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Obr. 11 Schéma detekce PML-RARa fuzniho proteinu pomoci PML-RARA Immunobead
Assay.

V genu RARa je misto zlomu lokalizovano v intronu 2, v genu PML se
vyskytuji 3 mista mozného zlomu, v intronu 6 (vysledkem je vznik fuzniho
genu tzv. ber (breakpoint cluster region) 1), v exonu 6 (fuzni gen tzv. bcr2)
nebo vintronu 3 (fazni gen tzv. ber3)'®. U 2 pacientt byl objeven zlom
v exonu 7 genu PML'?. Protilatky na Immunobead Assay byly navrzeny tak,
aby vazaly vSechny 4 formy proteinu PML-RARa (bcr1, bcr2, ber3 i ber se
zlomem v exonu 7 genu PML).

PML-RARA Immunobead Assay byla nejprve validovana na PML-RAR«a
pozitivnich bufkach (NB-4 bunééna linie) a PML-RAR« negativnich burnikach
(bunécné linie ME1, MV4;11, K562, 697, RCH-ACV, Kasumi, REH) a
nasledné byla stanovena senzitivita fedénim NB-4 bunék ve zdravych
krevnich leukocytech. PML-RARa specificky signal byl detekovan i
v koncentraci 10% NB-4 bunék. Tato senzitivita je dostateCna, protoze vétSina
pacientl s APL ma pfi inicialni diagnéze 70% - 90% leukemickych blastu.
Nakonec bylo v laboratofich EuroFlow otestovano celkem 163 vzorku
akutnich leukemii odebranych pfi diagnéze onemocnéni (ztoho 46 APL,
v Praze otestovano celkem 30 vzork() a vysledky byly porovnany s expresi
PML-RARa na mRNA urovni.

Pomoci PML-RARA Immunobead Assay bylo zjiSténo 100% vSech APL

vzorkd, non-APL vzorky byly v Assay negativni. Exprese fuzniho proteinu
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PML-RARa nekorelovala s po¢tem blastu pfi diagnéze, jednotlivé vzorky APL
ziejmé& mohou exprimovat rizné hladiny PML-RARa(] proteinu. Na rozdil od
této variability vykazovaly parové vzorky (vzorky APL od jednoho pacienta
odebrané v dobé diagndzy z kostni dfené a periferni krve) srovnatelnou
expresi fuzniho proteinu. Testovany byly i rGzné podminky pFipravy vzorku,
centrifugace proteinového lyzatu pfi 4°C a pfi 25°C a €as mezi pfijmem a
zpracovanim vzorku. Teplota centrifugace nijak neovlivnila vysledky méfeni.
Hladina naméfeného PML-RARa fuzniho proteinu byla stabilni do 36h po
pfijmu vzorku, delSi transport vzorku Ci ¢as mezi zpracovanim a méfenim tedy

vysledky neovlivnily.

Prestoze je PML-RARA Immunobead Assay méné citlivéjSi nez PCR nebo
FISH (jeji citlivost je 10% leukemickych blastl), je plné dostateCna k detekci
fuzniho proteinu PML-RARa v diagnostickych vzorcich APL. Jeji vyhodou je
rychlost a snadna pfiprava, ktera muze zajistit v€asnou diagnézu APL a
umoznit tak zahajeni lécby pred nastupem zivot ohrozujicich projevi APL,

jakym je napf. krvaceni'®®.
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Cast Il.

Bunécéna signalizace nemalignich B-lymfocytu

2.1. Vyvoj lidskych B-lymfocytt

Casny vyvoj lidskych B-lymfocytd ze spoleéného lymfoidniho progenitoru
(CLP, common lymphoid progenitor) probiha v kostni dfeni'?’. Pro-B buriky
(imunofenotypové CD19 negativni (-) CD10 stfedné pozitivni (+/-) CD20-
CD22 pozitivni (+) CD24- vpreB- Iga-/+) jsou charakteristické expresi prvniho
B-lymfocytarniho povrchového znaku, molekuly CD22'?% Nasledné dochazi
k expresi pre-B bunéfného receptoru (pre-BCR, pre-B Cell Receptor), ktery
se sklada z tezkych imunoglobulinovych Fetézct p, nahradnich lehkych
fetézcl slozenych z molekul A5 a vpreB a z asociovanych signalizacnich
komponent (Iga, Igp), a bunka se stava pre-B lymfocytem (CD19+ CD10+
CD20- CD24 vysoce pozitivni (++) vpreB+ Igo+ intracelularni u+)'?%'%. Po
nékolika bunéénych délenich pre-B lymfocytd dochazi k vyméné nahradnich
lehkych fetézcl za lehké imunoglobulinové Fetézce x nebo Al a na
bunéném povrchu je vystaven B-bunécny receptor (BCR) pfedstavovany
imunoglobulinem IgM'™. V této fazi se burika stava nezralym B-lymfocytem
imunofenotypové charakterizovanycm jako CD19+ CD10+ CD20+ CD24++
IgM+"?8, Povrchova exprese IgM dovoluje prvni antigen-specifickou negativni
selekci B-lymfocytt, tedy apoptézu autoreaktivnich klont™'. Nezralé B-
lymfocyty vycestovavaji z kostni diené jako transientni burfiky a cévnim
fecistém migruji do sekundarnich lymfatickych organu, zejména do sleziny.
Lidské transientni buriky byly poprvé popsany jako CD10+ nebo CD24++
CD38++ B-lymfocyty, které jsou nachazeny v nizkém procentu v periferni krvi
a sekundarnich lymfatickych organech. Suryani a kol. popsali v roce 2010 dvé
funkéné odlisné skupiny transientnich bunék (CD20+, CD27-, CD24++,
CD38++, CD10+) podle exprese znaku CD21, tedy CD21+ a CD21-
transientni bunky. Zda se, ze CD21- pfedchazeji vzniku CD21+ transientnim
burikam'®.

Transientni buriky se dale vyvijeji do dvou funkéné i fenotypicky odliSnych

typl B-lymfocytd - folikularnich (FO) B-lymfocytu a B-lymfocytd marginalni
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zény (MZ). V mySim modelu se FO resp. MZ buriky vyvijeji z transientnich
bunék v zavislosti na sile stimulace pfes BCR a dalSi receptory (Notch 2,
BAFF-R (B Cell Activating Factor Receptor), integriny). Silna BCR stimulace a
Btk-zavisla signalizace vede k vyvoji FO bunék, slaba BCR stimulace, silna
stimulace DL1 (Delta-like1) ligandem Notch 2 receptoru a stimulace pres
BAFF-R preferuje MZ vyvoj™®. Zesileni BCR signalizace inhibici negativnich
regulatord BCR signalizace (Aiolos, CD22) v mySim modelu eliminovalo vyvoj
MZ B-lymfocyttl a posililo vyvoj FO B-lymfocyti ',

MZ B-lymfocyty (CD19+ CD21+ CD24++ CD27+ IgM++ IgD+ CD38-) jsou
lokalizovany v marginalni zéné sleziny a reprezentuji asi 15-25% cirkulujicich

2 U mysi nejsou MZ B-lymfocyty detekovany v perifernim

133

B-lymfocytu
obéhu, ale pouze v marginalni zéné sleziny . MZ B-lymfocyty jsou dulezité

v obrané proti T-nezavislym antigenim, jakym je napf. polysacharid
Streptococcus pneumoniae. Tyto buriky jsou schopny rychlé aktivace a
diferenciace do kratce zZijicich plasmatickych bunék produkujicich
imunoglobuliny tfidy IgM i bez stimulace pfes BCR (napf. stimulaci pfes Toll-
like receptory (TLR))'3*"3137.138 ‘Mz B-lymfocyty jsou vysoce CD21 pozitivni.
CD21 je receptor pro C3d slozku komplementu'®. Pomoci CD21 butiky MZ
v mySim modelu mediovaly transport antigenu (v imunokomplexech s C3d) do
centra lymfoidnich folikuld a byly tedy zucastnény i v T-zavislé odpovédi na

antigen 140141

. Vysoka exprese CD1d na mySich MZ B-lymfocytech a CD1
rodiny molekul na lidskych MZ B-lymfocytech jim také umozriuje prezentaci
lipidovych antigen NKT bunkam resp. T-lymfocytim, MZ B-lymfocyty jsou
zfejmé duileZitym zdrojem lipid-specifickych protilatek'*2.

FO B-lymfocyty (CD19+ CD21+ CD24+ CD23+ CD27- IgM+/- IgD+ CD38+)
jsou lokalizovany ve folikulech v bilé pulpé sleziny a v lymfatickych uzlinach a
predstavuji nejvétsi procento cirkulujicich B-lymfocytid. FO B-lymfocyty jsou
duleZité v obrané proti T-zavislym antigentm'?®. FO B-lymfocyty, podobné
jako MZ B-lymfocyty, exprimuji molekulu CD21. CD21 je dulezita pfi
formovani germinalniho centra lymfoidniho folikulu a pfi interakcich B-

lymfocyt-folikularni dendriticka burika'®

. FO B-lymfocyty se ucastni tzv.
germinalni reakce (izotypového pfesmyku a somatické hypermutace genu pro
variabilni oblasti imunoglobulind) v lymfoidnich folikulech a vyzravaji do

Ty

dlouhozijicich pamétovych a plasmatickych bunék (CD19 nizce pozitivni
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CD21 nizce pozitivni CD24- CD27++ CD38+++) produkujicich imunoglobuliny

jiné t¥idy nez IgM (napf. IgG, IgA,...)'?31%,

Cariappa a kol. v roce 2007 identifikovali na mySim modelu 2 populace
cirkulujicich dlouhozijicich folikularnich bunék, tzv. FOI (IgD++, IgM nizce
pozitivni, CD21+/- CD23+) a FOII B-lymfocyty (IgD++, IgM vysoce pozitivni,
CD21+/-, CD23+), liSici se intenzitou exprese IgM. FOI a FOII B-lymfocyty se
liSi bazalni tyrosinovou fosforylaci, bazalni produkci cytokinu a proliferaci po
BCR stimulaci, tvofi tak 2 funkéné odlisné populace folikularnich B-lymfocytu.
FOIl populace tvori asi tfetinu cirkulujicich FO B-lymfocytl, vyviji se bez
Ucasti BCR stimulace a nasledné Btk-zavislé signalizace, k preziti
nepotfebuje ani Notch 2 signalizaci. FOIl B-lymfocyty zfejmé tvofi zasobnik
pro doplnéni bunék marginalni zény v pfipadé deplece MZ B-lymfocytu pfi
akutni infekci patogeny v krevnim obéhu. FOI B-lymfocyty se vyvijeji po silné

BCR stimulaci a Btk-zavislé signalizaci a Ugastni se germinalni reakce'*.

2.1.1. Subpopulace naivnich CD24 pozitivnich B-lymfocytu objevené pri
charakterizaci lymfocytarnich subpopulaci pacientdi s béznym

variabilnim imunodeficitem

Priloha 6:
Characterization of Lymphocyte Subsets in Patients with Common Variable
Immunodeficiency Reveals Subsets of Naive Human B Cells Marked by CD24

Expression, Marcela Vlkovd, Eva Frorikovd, Veronika Kanderovd, Ales Janda, Sdrka

Ruziékovad, Jifi Litzman, Anna Sedivd, Tomds Kalina, The Journal of Immunology 2010
Dec 1;185(11):6431-8, IF: 5.646

Uvod

Bézny variabilni imunodeficit (Common Variable Immunodeficiency, CVID)
je heterogenni skupina onemocnéni, charakterizovana snizenou produkci
alespon 2 izotypu protilatek (zejména IgG a IgA) a naslednou Spatnou
odpovédi na ockovani. Ke klinické manifestaci vétSinou dochazi ve druhé
poloviné Zivota, projevuje se riznymi autoimunitni procesy a vétSi vnimavosti

k bakterialnim infekcim, zejména v gastrointestinalnim a dychacim systému.
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Kvuli znaéné heterogenité onemocnéni bylo navrzeno nékolik subklasifikaci
(Freiburgska, PafizskdA a EUROCIlass klasifikace) do klinicky a
imunofenotypové dobfe definovanych podskupin. Podle Freiburgské
klasifikace se pacienti s CVID rozdéluji do 3 skupin podle procenta izotypové
pfesmyknutych pamétovych (,class-switched memory“) B-lymfocytd (CD19+
CD27+ IgM- IgD-) v ramci CD19+ B-lymfocytll. Skupinu | tvofi pacienti s méné
nez 0,4% téchto bunék, skupinu Il pacienti s vy8Sim procentem. Skupina | se
dale rozdéluje na typ la a Ib podle procenta CD19+ CD21- CD27- CD38-
IgM+ bunék. Ve zdravé periferni krvi je referenéni rozmezi téchto CD21
negativnich bunék 0,9 - 7,6% v ramci CD19+ B-lymfocytl. Skupina la ma vice
nez 20% CD21 negativnich B-lymfocytl v ramci CD19+ B-lymfocytl, skupina
Ib méné nez 5%'%.

Ackoli bylo u CVID pacientl nalezeno mnoho abnormalit ve funkci B-
lymfocytl i T-lymfocytl, otazkou zlistava, do jaké miry se tyto zmény podileji
na poruSe tvorby protilatek'*®. Primarni porucha m(ize postihovat i) B-
lymfocytarni vyvoj nebo ii) T-lymfocytarni vyvoj, ktery pak muze vést
k dysregulaci T+B bunéfné komunikace a nasledné k poruse vyvoje B-
lymfocytl. Na molekularni drovni jiz bylo objeveno nékolik mutaci v genech
zucastnénych v B- a T- lymfocytarnim vyvoiji, napf. v genech pro ICOS, TACI,
CD19 nebo BAFF-R. ICOS (Inducible T-cell costimulator, CD278) je
kostimulacni molekula, jejiz exprese je limitovana na aktivované T-lymfocyty,
zejména v germinalnich centrech sleziny a lymfatickych uzlin. Ligandem ICOS
je B7h exprimovana na profesionalnich antigen prezentujicich burfkach
(APC), fibroblastech, epiteliich i endoteliich. Signalizace pres ICOS vede
k proliferaci T-lymfocytd a k produkci fady cytokinu (napf. IL-10), které jsou
dilezité pfi termindlni diferenciaci B-lymfocytl do plazmatickych a
pamétovych bunék. Homozygotni delece /ICOS genu v T-lymfocytech vede
k nastupu pfiznaku primarni imunodeficience (ke snizeni poctu B-lymfocytd,
uplné ztraté pamétovych CD27+ B-lymfocytd a ke sniZeni hladiny
imunoglobulind v krevnim séru) v dospélém véku'®. TACI (CD267) patfi do
rodiny TNF (Tumor Necrosis Factor) a je exprimovan predevSim na CD27+
pamétovych B-lymfocytech. Mutace v genu TNFRSF13B, ktery koduje TACI
protein, je nejCastéjSim genetickycm defektem u CVID. Funkeni

charakterizace TACI mutaci véak stale chybi'®®. CD19 protein je sou&asti B-
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bunéfného kostimulacniho komplexu spolu s molekulami CD21, CD81 a
CD225. Homozygotni mutace CD19 genu vede ke sniZeni po¢tu pamétovych
CD27+ B-lymfocyti a Spatné odpovédi na ockovani rabies vakcinou
(vakcinou proti vztekling)'’. BAFF-R je, stejné jako TACI, soudasti rodiny
TNF. Je exprimovan na v8ech perifernich B-lymfocytech jako hlavni receptor
pro BAFF (B Cell Activating Factor). Homozygotni delece BAFF-R je
charakterizovana zastavenim diferenciace ve stadiu transientnich B-lymfocytu
(zvy8enim procenta transientnich B-lymfocytd a snizenim procenta FO, MZ a
izotypové-pfesmyknutych pamétovych B-lymfocytd v periferni  krvi) a

poklesem hladiny imunoglobulinti IgM a IgG v krevnim séru™®,

Vysledky a diskuze

V prfedkladané studii jsme imunofenotypové charakterizovali 48 vzorku
periferni krve pacientd s CVID v porovnami se 49 vzorky periferni krve
zdravych vékové odpovidajicich kontrol. Pfi cytometrické analyze jsme
vSechny CD19+ B-lymfocyty rozdélovali podle exprese CD27 na naivni
(CD27-) a pamétove (CD27+) B-lymfocyty.

V souladu s dfive provedenymi studiemi jsme zjistili vy$Si procento
naivnich bunék a niz8i procento pamétovych bunék u pacientll s CVID a
identifikovali dvé skupiny CVID pacientu: i) se zvySenou frekvenci normalnich
naivnich B-lymfocytl (CD19+ CD21+ CD27- CD38- IgM+), tzv. CVID-21norm
skupina a ii) se zvySenymi po¢ty CD19+ CD21- CD27- CD38- IgM+ B-
lymfocyttl, tzv. CVID-21low skupina'®. V ramci téchto naivnich CD21- B-
lymfocytd se u CVID pacientu dobfe odliSovaly 2 populace bunék na zakladé
exprese CD24 a IgM, tedy CD24 nizce pozitivni IgM nizce pozitivni a
CD24++ IgM++ populace. Stejné populace (pouze s nizSi expresi CD24) jsme
identifikovali i na CD21+ naivnich B-lymfocytech zdravych kontrol.

Nasim cilem bylo nalézt mezi témito typy bunék vyvojové vztahy, které by
nam pomohly osvétlit normalni vyvoj B-lymfocytl a jeho poruchy pfi CVID.
Pomoci in vitro funkénich testd na zdravych B-lymfocytech periferni krve jsme
prokazali, Zze tyto 2 populace charakterizované expresi CD24 a IgM
odpovidaji folikularnim FOI resp. FOIl bunikam dfive popsanym v mySim
modelu™*. FOIl B-lymfocyty (CD24++ IgM++) odpovidaly na T-nezavislou

stimulaci pomoci CpG DNA oligonukleotidu, agonisty Toll-like receptoru 9

43



(TLR9), mohutnou aktivaci a proliferaci’®. FOI B-lymfocyty (CD24 nizce
pozitivni IgM nizce pozitivni) naopak odpovidaly pouze aktivaci na T-zavislou
stimulaci pomoci proteinu L z Peptococcus magnus, ktery aktivuje BCR
vazbou na lehké fetézce «'*°. Protoze se pfi stimulaci vyrazné ménila exprese
molekuly CD24, pouzili jsme k definici FOI a FOIl B-lymfocyta v in vitro
systému pouze expresi IgM™"".

Skupina CVID-21low vykazovala nizsi procento CD21+ FOI bunék (v ramci
CD19+ B-lymfocytl) v porovnani se zdravymi kontrolami, coz mulze byt
zapfi¢inéno deficientni BCR signalizaci'®?. Skupina CVID-21norm méla v
ramci CD19+ B-lymfocytl relativné zvySené procento obou, FOI i FOIl
populaci.

Nasledné jsme sledovali replika¢ni historii vybranych populaci naivnich B-
lymfocytd na zakladé exprese tzv. KRECs (Kappa-deleting Recombination
Excision Circles), které vznikaji pfi preskupovani genu pro lehké
imunoglobulinové fetézce kappa a jejichz pocet je pfimo umérny poctu
bunéénych déleni’?. FOI buriky i FOIl bufiky zdravych kontrol vykazovaly
stejny pocCet bunéCnych déleni jako buriky transientni, tyto 2 populace se
zfejmé vyvijeji ztransientnich bunék bez proliferatniho mezikroku.
V porovnani se zdravymi kontrolami jsme ale zjistili vySSi replikaCni aktivitu
FOI i FOIl bunék ve skupiné CVID-21norm a FOII bunék ve skupiné CVID-
21low, ziejmé diky vySSi homeostatické proliferaci téchto subpopulaci. CD21-
buniky vykazovaly v8eobecné vysSi replikacni aktivitu nez CD21+ buriky.
Tento rozdil byl nejvys$Si ve skupiné CVID-21low a mohl odrazet
prodlouzenou homeostatickou proliferaci nebo proliferaci v odpovédi na non-
BCR stimulaci.

Porovnanim imunofenotypu, replikac¢ni historie a in vitro odpovédi na BCR
a non-BCR stimulaci predpokladame, ze lidské transientni burky diferencuji
do FOI a FOII typt folikularnich bunék. CD21- CD27- CD38- B-lymfocyty,
které nalézame ve zvySeném poctu u nékterych pacientt s CVID (CVID-21low
skupina), zfejmé vznikaji z téchto typld FO bunék ztratou exprese molekuly
CD21. Protoze je molekula CD21 dulezita pfi formovani germinalniho centra

lymfoidniho folikulu a pfi interakcich B-lymfocyt-folikularni dendriticka burika,
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nemohou CD21- bunky pacientd s CVID projit germinalni reakci (tedy
diferencovat do izotypové presmyknutych pamétovych bunék) a na stimulaci

antigenem reaguiji pouze proliferaci a produkci imunoglobulinti tridy IgM"®°.
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3. Seznam zkratek

ALL

AML
APC
APL
ATRA
B-ALL
BCP-ALL

BCR

bcr

BFM

CD

CEA
CEACAMG6
CLP

CML

CpG

CVID

EGIL

FAB

Fc

FCS 3.0
FISH

FO
FPLC
GM-CSF
GPI

akutni lymfoblasticka leukemie

akutni myeloidni leukemie

bunka prezentujici antigen

akutni promyelocytarni leukemie
all-trans-retinoova kyselina

B-bunéc&na akutni lymfoblasticka leukemie
B-prekurzorova akutni lymfoblasticka leukemie (B-cell
precursor acute lymphoblastic leukemia)
B-lymfocytarni receptor (B-cell receptor)
breakpoint cluster region

Berlin - Frankfurt - MUnster

Cluster of Differentiation

karcinoembryonalni antigen

Carcinoembryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 6

common lymphoid progenitor

chronicka myeloidni leukemie

oblasti DNA bohaté na cytosin a guanin

bézny variabilni imunodeficit (Common Variable
Immunodeficiency)

European Group for Inmunological characterization of
Leukemia

francouzsko-americko-britsky

fragment crystallizable region

Flow Cytometry Standard format

fluorescenéni in-situ hybridizace

folikularni

Fast Protein Liquid Chromatography
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
glykofosfatidylinositol

imunoglobulin

interleukin

juvenilni myelomonocytarni leukemie

Kappa-deleting Recombination Excision Circles
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MAPK
MFI
MRN
MZ
NTAL
PAM
PE
PCR
PML
pre-BCR
RA
RARa
SDS
si-RNA
T-ALL
TCR
TLR
TNF

mitogen-activated protein kinase
median intenzity fluorescence
minimalni rezidualni nemoc
marginalni zéna

Non-T cell Activation Linker
Partitioning Around Medoids
phycoerythrin

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

promyelocytarni leukemicky gen

pre-B lymfocytarni receptor

kyselina retinoova

receptor a kyseliny retinoové
dodecylsulfat sodny

short interfering RNA

T-buné&na akutni lymfoblasticka leukemie
T-lymfocytarni receptor (T-cell receptor)
Toll-like receptor

Tumor Necrosis Factor
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4. Seznam autorskych publikaci a prezentaci

4.1. Seznam publikaci vztahujicich se k tématu dizertaéni prace

4.1.1. Seznam prijatych publikaci

Aberrantly expressed CEACAMG is involved in the signaling leading to
apoptosis of acute lymphoblastic leukemia cells

Veronika Kanderova, Ondfej Hrusak, and Tomas Kalina

Experimental Hematology 2010;38:653-660 IF: 3,106

Characterization of Lymphocyte Subsets in Patients with Common
Variable Immunodeficiency Reveals Subsets of Naive Human B Cells
Marked by CD24 Expression

Marcela Vlkova, Eva Fronkova, Veronika Kanderova, Ale$ Janda, Sarka

Razickova, Jifi Litzman, Anna Sediva, Tomas Kalina
The Journal of Inmunology 2010 Dec 1;185(11):6431-8 IF: 5.646

Multiplexed immuno-precipitation with 1725 commercially available
antibodies to cellular proteins

Heidi Slaastad, Weiwei Wu, Luiz Goullart, Veronika Kanderova, Geir

Tjennfjord, Jan Stuchly, Tomas Kalina, Anders Holm and Fridtjof Lund-
Johansen

Proteomics 2011, in press IF: 4.43

4.1.2. Seznam publikaci zaslanych k revizi

Flow cytometric immunobead assay for fast and easy detection of PML-
RARA fusion proteins for the diagnosis of acute promyelocytic leukemia
E. H. A. Dekking, V. H. J. van der Velden, R. Varro, H. Wai, S. Béttcher, M.
Kneba, E. Sonneveld, A. Koning, N. Boeckx, N. Van Poecke, P. Lucio, A.
Mendonga, L. Sedek, T. Szczepanski, T. Kalina, V. Kanderova, P.

Hoogeveen, J. Flores-Montero, M. C. Chillén, A. Orfao, P. Evans, M.
Cullen, A. L. Noordijk, P. M. Vermeulen, M. T. de Man, E.P. Dixon, W. M.
Comans-Bitter and J. J. M. van Dongen

Leukemia

48



An automated analysis of highly complex flow cytometry-based
proteomic data

Jan Stuchly, Veronika Kanderova, Karel Fiser, Daniela Cerna, Anders Holm,

Weiwei Wu, Ondrej Hrusak, Fridtjof Lund-Johansen, Tomas Kalina

Cytometry A

Adaptor protein NTAL enhances proximal signaling and potentiates
corticosteroid induced apoptosis in T-ALL

Karel Svojgr, Tomas Kalina, Veronika Kanderova, Tereza Skopcova, Tomas

Brdicka, Jan Zuna

Experimental Hematology

4.2. Seznam prezentaci vztahujicich se ktématu dizertadni prace

(prezentujici tuéné)

Prezentace na zahranié¢nich konferencich:

1. Kanderova V., Hrusak O., Kalina T., poster: Aberrant CEACAM®6 enhances
integrin-ligand interactions on leukemic cells. ISAC (International Society for
Analytical Cytology) XXIV International Congress (Budapest, Hungary, 2008)

2. Kanderova V., Hrusak O., Kalina T., poster a prfednaska: Aberrant
CEACAMEG6 influences integrin-ligand interactions and survival of leukemic
cells. The 19th Annual International CEA Symposium (Essen/Bochum,
Germany, 2009).

3. Holm A., Wu W., Goullart L., Slastad H., de la Rosa Carrillo D., Stuchly J.,
Kanderova V., Kalina T., Lund-Johansen F., pfednaska: High-resolution
antibody array analysis: a new look at the cellular proteome. EHA 15th Annual
Congress (Barcelona, Spain, 2010)

4. Kalina T., Kanderova V., Stuchly J., Cerna D., Hruak O., Slastad H., Wu
W., De Souza Goulart L. F., de la Rosa Carrillo D., Lund-Johansen F., poster:
Antibody array revealing new prognostic and drug-response pathways in
childhood leukemia. 7th Bi-Annual Childhood Leukaemia Symposium
(Antalya, Turkey, 2010)

5. Vlkova M., Frorikova E., Kanderova V., Janda A., Raziékova S., Litzman J.,
Sediva A., Kalina T., poster: Characterization of lymphocyte subsets in CVID
patients reveals novel subsets of human naive B-cells marked by IgM and
CD24 expression. Austrian Society for Allergology and Immunology (OGAI)
(Vienna, Austria, 2010)
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6. Kanderova V., Stuchly J., Fiser K., Cerna D., Hrusak O., Slastad H., Wu
W., Holm A., Kalina T., Lund-Johansen F., poster: Antibody array revealing
new prognostic markers of childhood acute leukemia. XXVI Congress of the
International Society for Advancement of Cytometry (CYTO 2011) (Baltimore,
Maryland, USA, 2011)

7. Kalina T., Kanderova V., Stuchly J., Fiser K., Cerna D.,Wu W., Holm A.,
Hrusak O., Lund-Johansen F., poster: Antibody array-based proteomic
profiling of childhood acute leukemia. EHA 16th Annual Congress (London,
UK, 2011)

Prezentace na deskych a slovenskych konferencich:

1. Kanderova V., Hrusak O., Kalina T., pfednaska: Aberantni CD66c v
mezibunecné komunikaci leukemickych bunék. XVI. konference détskych
hematologl a onkologli CR a SR (Podbanské, SR, 2006)

2. Kanderova V., Hrusak O., Thirner D., Kalina T., prednaska: Uloha
aberantni CD66c¢ v signalizaci, adhezi, proliferaci a apoptéze leukemickych
bunék. Vyjezdni zasedani CLIP (Kacov, 2007)

3. Kalina T., Kanderova V., Vaskova M., Hrusak O. pfednaska: Aberantni
signalizace CD66¢ u leukemickych bunék zahrnuje integriny a Erk-kinazovou
drahu. XXI. Olomoucké hematologické dny (Olomouc, 2007)

4. Kanderova V., Hrusak O., Kalina T., pfednaska: Aberantni CD66¢c v
mezibunééné komunikaci leukemickych bunék. Analyticka cytometrie V.
(Brno, 2007) - ocenéni za prednasku

5. Kanderova V., Hrusak O., Kalina T., poster: Aberrant CEACAMG6 enhances
integrin-ligand interactions on leukemic cells. Studentska védecka konference
2. LF UK (Praha, 2008)

6. Kanderova V., Hrusak O., Kalina T., poster: Aberantni CEACAMEG6 ovlivriuje
integrin-ligand vazebné interakce na leukemickych burikach. XXIl. Olomoucké
hematologické dny s mezinarodni ucasti (Olomouc, 2008)

7. Kanderova V., Hrusak O., Kalina T., poster: Aberrant CEACAM6
influences integrin-ligand interactions and survival of leukemic cells.
Analyticka cytometrie V. (Olomouc, 2009) - ocenéni za poster

8. Kanderova V., Kalina T., Stuchly J., Cerna D., Hrusak O., Slastad H., Wu
W., De Souza Goulart L. F., de la Rosa Carrillo D., Lund-Johansen F.,
prednaska: Protilatkove ,arrays“ odhalujici nové prognostické znaky détskych
akutnich leukemii. Védecka konference 2. LF UK (Praha, 2010) - cena za
nejlepSi pfednasku
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9. Kanderova V., Kalina T., Stuchly J., Cerna D., Hrudak O., Slastad H., Wu
W., De Souza Goulart L. F., de la Rosa Carrillo D., Lund-Johansen F.,
prednaska: Protilatkoveé ,arrays“ odhalujici nové prognostické znaky détskych
akutnich leukemii. Konference DNA Analyza VII (Beckman Coulter) (Praha,
2010)

10. Kanderova V., Kalina T., Stuchly J., Cerna D., Hrusak O., Slastad H., Wu
W., De Souza Goulart L. F., de la Rosa Carrillo D., Lund-Johansen F.,
pfednaska: Antibody array revealing new prognostic and drug-response
pathways in childhood leukemia. XXIll. Olomoucké hematologické dny
s mezinarodni ucasti (Olomouc, 2010)

11. Kanderova V., Kalina T., Stuchly J., Fiser K., Cerna D., Hrusak O.,
Slastad H., Wu W., De Souza Goulart L. F., de la Rosa Carrillo D., Holm A.,
Lund-Johansen F., poster: Antibody array revealing new prognostic and drug-
response pathways in childhood leukemia. 9th EFIS-EJI Tatra Immunology
conference (Strbské Pleso, SR, 2010)

12. Kanderova V., Kalina T., Stuchly J., Fiser K., Cerna D., Hrusak O.,
Slastad H., Wu W., De Souza Goulart L. F., de la Rosa Carrillo D., Holm A.,
Lund-Johansen F., poster: Protilatkové ,arrays” odhalujici nové prognostické
znaky détskych akutnich leukemii. XX. konference détskych hematologl a
onkologi CR a SR (Praha, 2010) - ocenéni za poster

13. Kanderova V., Cerna D., Stuchly J., FiSer K., Vaskova M., Mejstfikova E.,
Hrusak O., Kalina T., Slastad H., Wu W., De Souza Goulart L. F., de la Rosa
Carrillo D., Holm A., Lund-Johansen F., pfednasSka: Protilatkove arrays
odhalujici nové prognostické znaky détskych akutnich leukemii. Vyjezdni
zasedani CLIP (Mé&fin, 2010)

14. Kanderova V., Stuchly J., Cerna D., Fiser K., Hrusak O., Slastad H., Wu
W., De Souza Goulart L. F., de la Rosa Carrillo D., Holm A., Lund-Johansen
F., Kalina T., pfednaska: Antibody array revealing new prognostic of
childhood acute leukemia. Informal Proteomic meeting 2010 (Liblice, 2010)

15. Vlkova M., Frofikova E., Kanderova V., Janda A., RuZiékova S., Litzman
J., Sediva A., Kalina T., pfednaska: Characterization of lymphocyte subsets in
CVID patients reveals novel subsets of human naive B-cells marked by IgM
and CD24 expression. 10th ESID Prague Spring Meeting (Praha, 2011)

16. Kanderova V., Stuchly J., Cerna D., Fiser K., Hrugak O., Wu W., Holm A.,
Lund-Johansen F., Kalina T., poster: Protilatkové arrays a proteinovy profil
détskych akutnich leukemii. Védecka konference 2. LF UK (Praha, 2011)

17. évojgr K., Kalina T., Brdicka T., Kanderova V., Kacerova T., Stary J.,
Zuna J., pfednaska: Adaptorovy protein NTAL zvySuje ucinek kortikoidd u T-
ALL cestou posileni signalizace pfes T-bunécny receptor. Védecka
konference 2. LF UK (Praha, 2011)
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18. Kanderova V., Fider K., Stuchly J., Cerna D., Wu W., Holm A., Hrusak
O., Lund-Johansen F., Kalina T., pfednaska: Flow Cytometry Microsphere-
based Affinity Proteomics - New Tool for Childhood Acute Leukemia
Profiling. Analyticka cytometrie VI. (Praha, 2011)

19. Kanderova V., Dekking E.H.A., van der Velden V.H.J., Varro R., Wai
H., Bottcher S., Kneba M., Sonneveld E., Koning A., Boeckx N., Van
Poecke N., Lucio P., Mendonga A., Sedek L., Szczepanski T., Kalina T.,
Hoogeveen P., Flores-Montero J., Chillén M.C., Orfao A., Evans P., Cullen
M., Noordijk A.L., Vermeulen P.M., de Man M.T., Dixon E.P., Comans-Bitter
W.M. and van Dongen J.J.M., pfednaska: Flow cytometric immunobead
assay for PML-RARA fusion protein detection. Analyticka cytometrie VI.
(Praha, 2011)

20. Cerna D., Kanderova V., Figer K., Stuchly J., Wu W., Holm A., Hrusak
O., Lund-Johansen F., Kalina T., poster: Leukemia Cell Lines
Immunophenotyping - Flow Cytometry Microsphere-based Affinity
Proteomics and Classical FACS-based Methods Comparison.

Analyticka cytometrie VI. (Praha, 2011)
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