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Uvod

Hematopoetické kmenové butiky (hematopoetic stem cells, HSC) jsou schopny v pritbéhu celého Zivota vytvaret buiiky vSech
krevnich fad, a to pfi zachovani schopnosti sebeobnovy a bez zmén v karyotypu. Pro klinické tcely jsou charakterizovany jako
CD34+. Pii 1é¢bé nékterych akutnich i chronickych leukémii a lymfoma je transplantace kmenovych bunék ziskanych z kostni
dfen€ nebo sbérem perifernich kmenovych bunék po exogenni stimulaci a po aplikaci vysokodavkované chemoterapie a radio-
terapie jedinou moznou kurativni 1é¢bou. V soucasnosti jsou periferni kmenové buriky preferovanym zdrojem HSCs pro potie-
by autolognich a alogennich transplanta¢nich rezimd, a to hlavné u 1é¢by lymfoma a leukemii. Pfi autolognich transplantacich
hrozi kontaminace Stépu HSCs malignimi buiikami, proto se velkd pozornost vénuje metodam izolace HSCs a jejich chovanim
v podminkéch ex vivo. V podminkdch in vitro kultivace je mozné za pomoci cytokind indukovat vyzravani HSCs do Zadanych
buné¢nych linii. Timto zplisobem je mozné ziskat expandované linie ¢4stecné nebo zcela diferencovanych bunék, které je moz-
né aplikovat za tcelem zkraceni doby neutropenie po pripravném predtransplantatnim reZimu a samotné transplantaci hemato-
poetickych kmenovych bunék. Diky nékterym metoddm molekularni biologie je moZné také sledovani genové exprese v proce-
su vyzravani ex vivo kultivovanych HSCs a tyto zmény korelovat s dal§imi parametry. Jednou z téchto metod je genetické pro-
filovani pomocou cDNA microarrays, které umozZiluji v rdmci jedné analyzy charakterizovat velké mnoZstvi gentl. V nasi praci
jsme se rozhodli pouZit tuto metodu na sledovéani exprese vybranych genli vyznamnych v pribéhu granulocytarni diferenciace,
a to u dvou rozdilych systému — u kratkodobé kultivovanych CD34+ a Lin~ bunék.

Material a metody

Jako zdroj HSCs ndm slouZily $tépy perifernich kmenovych bunék (peripheral blood stem cells, PBSC) od pacientl s non-
Hodgkinskymi lymfomy, ktefi se podrobili mobiliza¢ni chemoterapii a naslednou aplikaci G-CSF. CD34+ a Lin- buriky byly izo-
lovany pomoci imunomagnetické separace. Zastoupeni CD34+ frakce v separované suspenzi bylo vyhodnoceno na flow cyto-
metru. Butiky byly umistény do kultiva¢nich systémil s bezsérovym médiem a smési rekombinantnich cytokint (stem cell fac-
tor, Flt-3-ligand, interleukin 3, interleukin 6, G-CSF). V den 0, 4, 6, 8, 10, 12 a 14 byly z kultur odebirany vzorky na cDNA
microarrays a dalsi analyzy (colony forming assays, flow cytometricka analyza exprese povrchovych diferencia¢nich antigent
CD13, CD33, CD34, CD36, CD65,CD116,CD117,CD123, CD124 a CD133 v den +14, celkova mira expanze, expanze CD34+
bunék). RNA izolovéna ze vzorkill byla v procesu cDNA microarrays amplifikovadna a hybridizovdna na microarray chipech. Na
vyhodnoceni microarrays (analyzy sklicek — skenovani, fold change cut off, vizualizace dat, Z-skérovani, normalizace ,,within-
slide* a ,,between-slide*) byl pouZit software JABS-I a JABS-N a metody normalizace LOWESS a Mean Cyclic Loess (MCL).
Pomoci cDNA analyz bylo s pozitivnimi a negativnimi kontrolami srovnano 19 000 lidskych gent.

Vysledky

Cistota frakce CD34+ bunék po obou typech separaci v CD34+ a Lin- suspenzi byly srovnatelné. Pomoci podrobné microar-
ray analyzy cDNA bun€k obou systémil v ¢ase bylo mozZné prokdzat up— a downregulaci exprese genli vyznamnych pro granu-
locytarni diferenciaci.

Exprese antigenu CD34 byla nejvyssi na zacatku kultivace a v Case vyrazné klesala. Ke konci kultivace bylo jeho relativni
zastoupeni na buiikdch v priméru 1%. Primérné celkova expanze bunék dosdhla 43-ndsobku, expanze CFU-GM 23.94 10.29
(pramér s.d.) pro CD34+ a 30.39 16.64-ndsobny narlst kolonii pro Lin- systém. CFU-Meg z CD34+ kultury vytvofili 2.56 3.31-
nasobek a 1.28 1.93-nédsobek kolonii u kultivovanych Lin- bunék. Relativni zastoupeni vybranych povrchovych antigent v den
+14 od zacatku kultivace je uvedeno v Tab. 1.

Dvanéct gentl (pro CD10, CD11b, CD33, CD34, CD36, CD54, CD92, CD114, CD115, CD116, CD 126, HLA-DR) rele-
vantnich pro granulocytarni diferenciaci bunék bylo vyhodnoceno pomoci genetického profilovani. Antigen CD10 je exprimo-
van na progenitorech B-lymfocytl, neutrofilech a subtypech blastll B-akutni lymfocytarni leukemie. V naSich ex vivo systémech
byl upregulovéan od 10. dne kultivace. CD11b (integrin, Mac-14) je spjat s diferenciaci do granulocytl a jeho exprese na zralych
buiikach byla nizk4 (ode dne 8). Antigen CD33 je exprimovan na monocytech a slabé také na granulocytech a také v cytoplasmé
myeloidnich progenitort — jeho exprese v prib&hu kultivace klesala. CD36 (GVIP) primarné souvisi s diferenciaci do megaka-
ryocytarni a erytroidni krevni linie. U subsetd CD34* bunék je také exprimovan a ma vyznami i pfi raném stadiu myeloidni dife-
renciace. CD54 (ICAM-1) je typicky pro endotelidlni buiiky a T a B-lymfocyty, ale také je pfitomen na zralych buiikach vcetné
granulocytl. Na obou typech selektovanych bunék byla jeho exprese upregulovana ode dne 8 aZz 10 diferenciace. NejvySsi hla-
dina exprese genu pro receptor pro G-CSF (G-CSFR, CD114) byla zaznamendna mezi dny 4 a 8 diferenciace. CD115 (M-CSFR)
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kéduje receptor pro faktor stimulujici kolonie makrofagi a CD116 pro alfa jednotku heterodimerického receptoru pro faktor sti-
mulujici kolonie granulocytti a makrofagh (GM-CSFRa). V naSich experimentech byla nejvyssi hladina exprese CD114 zazna-
mendna v den 6 (pro CD116 v den 8), zatimco CD115 byl downregulovin. Gen pro CD126 kdéduje podjednotku receptorového
komplexu pro interleukin-6 (IL-6). Narist jeho exprese pretrvaval ode dne 6 do dne 10. Antigen HLA-DR je konstitutivné expri-
movan na B-lymfocytech a antigen-prezentujicich butikach. Po aktivaci T-lymfocyti je také pfitomen a je exprimovéan i na nékte-
rych subpopulacich CD34+ bunék. Nejvyssi exprese byla prokdzdna v den 4 diferenciace a minimdlni na jejim konci.

Tab. 1: Relativni zastoupeni povrchovych antigenii v den 14 kultivace CD34+ a Lin- bunék.

Den +14 pramér + s.d. Den +14 primér = s.d.
CD34+ [%] Lin- [%]
separace separace
CD13 42.85 = 13.54 CD13 33.80 + 6.50
CD33dim 76.64 = 8.77 CD33 78.80 = 8.61
CD34 1.47 +0.62 CD34 1.58 +1.50
CD36dim 83.78 £ 13.73 CD36 67.25 £ 20.75
CD65 87.79 = 13.24 CD65 93.67 = 6.45
CDl11 60.23 = 0.42 CDl11 60.09 = 0.08
CDl11 76.50 = 3.18 CDl11 73.90 = 2.94
CD12 30.26 = 0.031 CD12 30.37 = 0.47
CD12 40.14 = 0.09 CD12 40.07 = 0.07
CD13 30.09 = 0.15 CD13 30.02 = 0.05
Diskuse

Selekce HSCs a jejich dalsi vyuZiti v podminkéch in vitro jsou pomérne novymi piistupy. Izolace CD34+ bun¢k m4 svoje mis-
to pfi transplantacich hematopoetické tkané, v€etné metod ¢iSténi Stépu od malignich bunék, pii deplecich B a T lymfocyti, expe-
rimentalné v genové terapii apod. Pofdd je vSak nastoleno mnoho otizek souvisejicich napt. se samotnymi CD34+ butikami. Z kli-
nického hlediska se CD34+ buiiky povazuji za hematopoetické kmenové buriky, néktefi autofi poukazuji i na vyznam CD34-,
CD34+ subpopulaci nebo jinych bunék nachazajicich se ve stromatu kostni diené. Dal§im dtlezitym faktorem jsou také rozdily
mezi CD34+ progenitory periferni krve a kostni dfen¢.

Frakci obohacenou o HSCs je moZné v podminkéch ex vivo za pomoci cytokini spolehlivé expandovat. Svou tilohu tady hra-
je i typ média, pocatecnd koncentrace bunék, koncentrace pfidanych exogennich faktori i doba kultivace. HSCs selektované ze
S$té€pi perifernich kmenovych bunék a expandované v podminkéch in vitro se pod vlivem plsobeni cytokin diferencuji do post-
progenitori a v této formé jsou schopny vyznamné piispét k rychlejsi obnové granulopoezy po pretransplanta¢ni chemoterapii,
jako 1 sniZit riziko posttransplanta¢nich komplikaci, a to hlavné neutropenie.

VyuZiti techniky cDNA microarrays pii genetickém profilovani expandovanych CD34+ a Lin- bun€k ndim umoZznilo detailni
ndhled na zmény na genetické urovni v pribéhu diferenciace bunék ex vivo. Porovnanim trovné selektivni regulace exprese jed-
notlivych genll v Case bylo prokazano, Ze rozdily mezi syst¢émem CD34+ a Lin~ bunék jsou minimdlni a tyto metody selekce bunék
z PBSC mulZeme povaZzovat za ekvivalentni. CD34+ antigen je v nejvys8i mife zastoupen na zacatku kutivace a jeho mnoZstvi
v prubéhu kultivace neustéle klesd. Antigeny granulocytarni linie (napt. CD11b) jsou v nejvyS$si mife exprimovany ke konci kul-
tivace. Dal${ antigeny, které jsou vyznamné pii diferenciaci progenitorovych bunék (napt. CD33, CD36, HLA-DR), jako i cyto-
kinové receptory (CD114, CD126) jsou up- a downregulovany v rizném case v procesu diferenciace bunék. Metoda Z-skérova-
ni, diky které je moZné oznacit geny se signifikantné odli§nou hladinou exprese, reflektuje biologickou variabilitu vzorki a zaru-
Cuje daslednost vyhodnoceni. Neni v§ak mozné o¢ekavat 100% shodu mezi dvéma odliSnymi vzorky. V naSich experimentech
jsme dosahli shodu 93%, kterd ndm prokazuje spravnost pouZité metody, jako i ekvivalenci metod Lin- a CD34+ izolace bunék
z periferni krve pacientd stimulovanych rekombinantnim G-CSF. Exprese vybranych sledovanych gent (viz vysledky) prokiza-
la vyznamné zmény v pribéhu granulocytarni diferenciace.

Celkovy expresni profil vybranych antigenil je ve shodé€ s teoretickou hypotézou. Zjisténi, Ze metody selekce CD34+ a Lin-
bunék ze $tépti PBSC jsou ekvivalentni a potvrzeni pomoci cDNA microarray techniky miZe najit své vyuZiti pfi experimental-
nich manipulacich se §t€pem pfi transplantacich hematopoetické tkané, jako i pfi manipulacich s butikami vykazujicimi zdravy
fenotyp.
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