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Úvod
Hematopoetické kmenové buÀky (hematopoetic stem cells, HSC) jsou schopny v prÛbûhu celého Ïivota vytváfiet buÀky v‰ech

krevních fiad, a to pfii zachování schopnosti sebeobnovy a bez zmûn v karyotypu. Pro klinické úãely jsou charakterizovány jako

CD34+. Pfii léãbû nûkter˘ch akutních i chronick˘ch leukémií a lymfomÛ je transplantace kmenov˘ch bunûk získan˘ch z kostní

dfienû nebo sbûrem periferních kmenov˘ch bunûk po exogenní stimulaci a po aplikaci vysokodávkované chemoterapie a radio-

terapie jedinou moÏnou kurativní léãbou. V souãasnosti jsou periferní kmenové buÀky preferovan˘m zdrojem HSCs pro potfie-

by autologních a alogenních transplantaãních reÏimÛ, a to hlavnû u léãby lymfomÛ a leukemií. Pfii autologních transplantacích

hrozí kontaminace ‰tûpu HSCs maligními buÀkami, proto se velká pozornost vûnuje metodám izolace HSCs a jejich chováním

v podmínkách ex vivo. V podmínkách in vitro kultivace je moÏné za pomoci cytokinÛ indukovat vyzrávání HSCs do Ïádan˘ch

bunûãn˘ch linií. Tímto zpÛsobem je moÏné získat expandované linie ãásteãnû nebo zcela diferencovan˘ch bunûk, které je moÏ-

né aplikovat za úãelem zkrácení doby neutropenie po pfiípravném pfiedtransplantaãním reÏimu a samotné transplantaci hemato-

poetick˘ch kmenov˘ch bunûk. Díky nûkter˘m metodám molekulární biologie je moÏné také sledování genové exprese v proce-

su vyzrávání ex vivo kultivovan˘ch HSCs a tyto zmûny korelovat s dal‰ími parametry. Jednou z tûchto metod je genetické pro-

filování pomocou cDNA microarrays, které umoÏÀují v rámci jedné anal˘zy charakterizovat velké mnoÏství genÛ. V na‰í práci

jsme se rozhodli pouÏít tuto metodu na sledování exprese vybran˘ch genÛ v˘znamn˘ch v prÛbûhu granulocytární diferenciace,

a to u dvou rozdíl˘ch systémÛ – u krátkodobû kultivovan˘ch CD34+ a Lin– bunûk.

Materiál a metody
Jako zdroj HSCs nám slouÏily ‰tûpy periferních kmenov˘ch bunûk (peripheral blood stem cells, PBSC) od pacientÛ s non-

Hodgkinsk˘mi lymfomy, ktefií se podrobili mobilizaãní chemoterapii a následnou aplikací G-CSF. CD34+ a Lin- buÀky byly izo-

lovány pomocí imunomagnetické separace. Zastoupení CD34+ frakce v separované suspenzi bylo vyhodnoceno na flow cyto-

metru. BuÀky byly umístûny do kultivaãních systémÛ s bezsérov˘m médiem a smûsí rekombinantních cytokinÛ (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 odebírány vzorky na cDNA

microarrays a dal‰í anal˘zy (colony forming assays, flow cytometrická anal˘za exprese povrchov˘ch diferenciaãních antigenÛ

CD13, CD33, CD34, CD36, CD65, CD116, CD117, CD123, CD124 a CD133 v den +14, celková míra expanze, expanze CD34+

bunûk). RNA izolována ze vzorkÛ byla v procesu cDNA microarrays amplifikována a hybridizována na microarray chipech. Na

vyhodnocení microarrays (anal˘zy sklíãek – skenování, fold change cut off, vizualizace dat, Z-skórování, normalizace „within-

slide“ a „between-slide“) byl pouÏit software JABS-I a JABS-N a metody normalizace LOWESS a Mean Cyclic Loess (MCL).

Pomocí cDNA anal˘z bylo s pozitivními a negativními kontrolami srovnáno 19 000 lidsk˘ch genÛ.

V˘sledky
âistota frakce CD34+ bunûk po obou typech separací v CD34+ a Lin– suspenzi byly srovnatelné. Pomocí podrobné microar-

ray anal˘zy cDNA bunûk obou systémÛ v ãase bylo moÏné prokázat up– a downregulaci exprese genÛ v˘znamn˘ch pro granu-

locytární diferenciaci.

Exprese antigenu CD34 byla nejvy‰‰í na zaãátku kultivace a v ãase v˘raznû klesala. Ke konci kultivace bylo jeho relativní

zastoupení na buÀkách v prÛmûru 1%. PrÛmûrná celková expanze bunûk dosáhla 43-násobku, expanze CFU-GM 23.94 10.29

(prÛmûr s.d.) pro CD34+ a 30.39 16.64-násobn˘ nárÛst kolonií pro Lin– systém. CFU-Meg z CD34+ kultury vytvofiili 2.56 3.31-

násobek a 1.28 1.93-násobek kolonií u kultivovan˘ch Lin- bunûk. Relativní zastoupení vybran˘ch povrchov˘ch antigenÛ v den

+14 od zaãátku kultivace je uvedeno v Tab. 1.

Dvanáct genÛ (pro CD10, CD11b, CD33, CD34, CD36, CD54, CD92, CD114, CD115, CD116, CD 126, HLA-DR) rele-

vantních pro granulocytární diferenciaci bunûk bylo vyhodnoceno pomocí genetického profilování. Antigen CD10 je exprimo-

ván na progenitorech B-lymfocytÛ, neutrofilech a subtypech blastÛ B-akutní lymfocytární leukemie. V na‰ich ex vivo systémech

byl upregulován od 10. dne kultivace. CD11b (integrin, Mac-1á) je spjat s diferenciací do granulocytÛ a jeho exprese na zral˘ch

buÀkách byla nízká (ode dne 8). Antigen CD33 je exprimován na monocytech a slabû také na granulocytech a také v cytoplasmû

myeloidních progenitorÛ – jeho exprese v prÛbûhu kultivace klesala. CD36 (GVIP) primárnû souvisí s diferenciací do megaka-

ryocytární a erytroidní krevní linie. U subsetÛ CD34+ bunûk je také exprimován a má v˘znami i pfii raném stádiu myeloidní dife-

renciace. CD54 (ICAM-1) je typick˘ pro endoteliální buÀky a T a B-lymfocyty, ale také je pfiítomen na zral˘ch buÀkách vãetnû

granulocytÛ. Na obou typech selektovan˘ch bunûk byla jeho exprese upregulována ode dne 8 aÏ 10 diferenciace. Nejvy‰‰í hla-

dina exprese genu pro receptor pro G-CSF (G-CSFR, CD114) byla zaznamenána mezi dny 4 a 8 diferenciace. CD115 (M-CSFR)
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kóduje receptor pro faktor stimulující kolonie makrofágÛ a CD116 pro alfa jednotku heterodimerického receptoru pro faktor sti-

mulující kolonie granulocytÛ a makrofágÛ (GM-CSFRα). V na‰ich experimentech byla nejvy‰‰í hladina exprese CD114 zazna-

menána v den 6 (pro CD116 v den 8), zatímco CD115 byl downregulován. Gen pro CD126 kóduje podjednotku receptorového

komplexu pro interleukin-6 (IL-6). NárÛst jeho exprese pfietrvával ode dne 6 do dne 10. Antigen HLA-DR je konstitutivnû expri-

mován na B-lymfocytech a antigen-prezentujících buÀkách. Po aktivaci T-lymfocytÛ je také pfiítomen a je exprimován i na nûkte-

r˘ch subpopulacích CD34+ bunûk. Nejvy‰‰í exprese byla prokázána v den 4 diferenciace a minimální na jejim konci.

Tab. 1: Relativní zastoupení povrchov˘ch antigenÛ v den 14 kultivace CD34+ a Lin– bunûk.

Diskuse
Selekce HSCs a jejich dal‰í vyuÏití v podmínkách in vitro jsou pomûrne nov˘mi pfiístupy. Izolace CD34+ bunûk má svoje mís-

to pfii transplantacích hematopoetické tkánû, vãetnû metod ãi‰tûní ‰tûpu od maligních bunûk, pfii deplecích B a T lymfocytÛ, expe-

rimentálnû v genové terapii apod. Pofiád je v‰ak nastoleno mnoho otázek souvisejících napfi. se samotn˘mi CD34+ buÀkami. Z kli-

nického hlediska se CD34+ buÀky povaÏují za hematopoetické kmenové buÀky, nûktefií autofii poukazují i na v˘znam CD34–,

CD34+ subpopulací nebo jin˘ch bunûk nacházajících se ve stromatu kostní dfienû. Dal‰ím dÛleÏit˘m faktorem jsou také rozdíly

mezi CD34+ progenitory periferní krve a kostní dfienû.

Frakci obohacenou o HSCs je moÏné v podmínkách ex vivo za pomoci cytokinÛ spolehlivû expandovat. Svou úlohu tady hra-

je i typ média, poãáteãná koncentrace bunûk, koncentrace pfiidan˘ch exogenních faktorÛ i doba kultivace. HSCs selektované ze

‰tûpÛ periferních kmenov˘ch bunûk a expandované v podmínkách in vitro se pod vlivem pÛsobení cytokinÛ diferencují do post-

progenitorÛ a v této formû jsou schopny v˘znamnû pfiispût k rychlej‰í obnovû granulopoezy po pretransplantaãní chemoterapii,

jako i sníÏit riziko posttransplantaãních komplikací, a to hlavnû neutropenie.

VyuÏití techniky cDNA microarrays pfii genetickém profilování expandovan˘ch CD34+ a Lin– bunûk nám umoÏnilo detailní

náhled na zmûny na genetické úrovni v prÛbûhu diferenciace bunûk ex vivo. Porovnáním úrovnû selektivní regulace exprese jed-

notliv˘ch genÛ v ãase bylo prokázáno, Ïe rozdíly mezi systémem CD34+ a Lin– bunûk jsou minimální a tyto metody selekce bunûk

z PBSC mÛÏeme povaÏovat za ekvivalentní. CD34+ antigen je v nejvy‰‰í mífie zastoupen na zaãátku kutivace a jeho mnoÏství

v prÛbûhu kultivace neustále klesá. Antigeny granulocytární linie (napfi. CD11b) jsou v nejvy‰‰í mífie exprimovány ke konci kul-

tivace. Dal‰í antigeny, které jsou v˘znamné pfii diferenciaci progenitorov˘ch bunûk (napfi. CD33, CD36, HLA-DR), jako i cyto-

kinové receptory (CD114, CD126) jsou up- a downregulovány v rÛzném ãase v procesu diferenciace bunûk. Metoda Z-skórová-

ní, díky které je moÏné oznaãit geny se signifikantnû odli‰nou hladinou exprese, reflektuje biologickou variabilitu vzorkÛ a zaru-

ãuje dÛslednost vyhodnocení. Není v‰ak moÏné oãekávat 100% shodu mezi dvûma odli‰n˘mi vzorky. V na‰ich experimentech

jsme dosáhli shodu 93%, která nám prokazuje správnost pouÏité metody, jako i ekvivalenci metod Lin– a CD34+ izolace bunûk

z periferní krve pacientÛ stimulovan˘ch rekombinantním G-CSF. Exprese vybran˘ch sledovan˘ch genÛ (viz v˘sledky) prokáza-

la v˘znamné zmûny v prÛbûhu granulocytární diferenciace.

Celkov˘ expresní profil vybran˘ch antigenÛ je ve shodû s teoretickou hypotézou. Zji‰tûní, Ïe metody selekce CD34+ a Lin–

bunûk ze ‰tûpÛ PBSC jsou ekvivalentní a potvrzení pomocí cDNA microarray techniky mÛÏe najít své vyuÏití pfii experimentál-

ních manipulacích se ‰tûpem pfii transplantacích hematopoetické tkánû, jako i pfii manipulacích s buÀkami vykazujícími zdrav˘

fenotyp.

Podûkování: Práce byla podpofiena grantem IGA MZ âR NR9023-3/2006.

Den +14 prÛmûr ± s.d. Den +14 prÛmûr ± 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

CD11 60.23 ± 0.42 CD11 60.09 ± 0.08

CD11 76.50 ± 3.18 CD11 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




