Zavadéni hmotnostni
cytometrie do
Iékarské praxe

pro rychlejsi

a spolehlivéjsi
vysetreni mozkovych
nadoru

F. Waloszek Garcia N "Dua,

%

S. Kuckova, M. Vaskova

Abstrakt

Nedavno byl v laboratofi CLIP jako prvni pfistroj
tohoto druhu v Ceské republice nainstalovin
hmotnostni cytometr CyTOF2, ktery umoznuje
analyzovat souc¢asné a na urovni jedné bunky
nékolikanasobné vétsi pocet bunéénych znakt nez
prittokova cytometrie. Cytometrické vysetfovani
mozkovych nadort je ojedinélé i v mezindrodnim
métitku a hmotnostni cytometrie podle dostupnych
publikaci nebyla dosud na tento zévazny problém
aplikovéana. Po roce préace se na tomto stroji podatilo
uspésné zavést postupy pro pripravu a uchovani
bunéénych suspenzi z mozkovych nddort a sestavit
panely protilatek pro identifikaci bunéénych popu-
laci v mozkovych nadorech.

V nadchazejicim obdobi by mély byt v laboratori
vySetfovany mozkové nddory nové vytvofenymi
postupy a na vyzkumné urovni dokonce rutinné.

Uvod

Tato prace se zabyvd zavedenim nové bioanalytické
metody pro uréeni riznych typtt mozkovych nado-
ra, které spolu s akutnimi leukémiemi patfi mezi
nejcastéj$i maligni onemocnéni détského véku.
Mozkové nadory jsou v této vékové skupiné nejcas-
t&j$imi solidnimi nadory a také druhou nejéastéjsi
pri¢inou umrti. Jedna se o komplexni onemocnénti,
pro které jsou typické patologické projevy na trovni
DNA, mRNA i proteinii. Velmi ¢asto dochazi ke
zméné proteinového profilu a nalezeni charakte-
ristickych odlisnych proteinti ma velky vyznam pro
odliSeni malignich a nemalignich bunék. [1]

V diagnostice leukémii mé své nezastupitelné misto
pritokova cytometrie (FC), coz je metoda, ktera ma
jedine¢nou schopnost analyzy velkého poctu znaka
na urovni jedné bunky v kratkém ¢asovém intervalu.
Propojuje v sobé principy spektrofotometrie, mik-
roskopie a metody analyzy obrazu. [2] Podstatou

FC je pouziti a nasledné sledovani fluorescen¢né
znacenych protilatek, které se vazi na epitopy na
povrchu nebo uvnitf bunék. Fluorescenéni techno-
logie jsou §iroce pouzivané v riiznych odvétvich, ale
jejich schopnost drzet krok s neustale se zvysujici
potfebou sledovani vy$siho mnozstvi znakii v jedné
burice klesd. I ve velmi dobfe vybavenych a s cyto-
metrii velmi dobfe obezndmenych laboratotich je
technicky naro¢né presahnout pii bézném méreni
na pritokovém cytometru 10 znakil. Fluorochromy
neemituji zafeni o jediné vinové délce ale v $irsich
pasech a svétlo je sice kanaly sbirdno pouze v urci-
tych oblastech vlnovych délek, kde emise dosahuje
svého maxima, ale i tak je zna¢nou nevyhodou
presvit signalu do vedlejsich kanald, coz se projevi
zvy$enim $umu pozadi. [3]

Cilem préce bylo zavedeni metody pro rychlé a spo-
lehlivé vysetrovani mozkovych nadort pomoci nové
cytometrické techniky — hmotnostni cytometrie.
Metoda vyuzivd monoklondlni protildtky oznacené
izotopy tézkych prvka, které se vazi na nadorové
bunky, které jsou poté analyzovany hmotnostnim
spektrometrem. [3] Hlavnim tkolem bylo zavést
postupy pro zpracovani nddorové masy a vytvoreni
panelti znakd, jejichZ pomoci bude mozné sledovat
bunécnou komplexitu mozkovych nadorti. Sestavené
panely umozni identifikovat infiltrujici leukocytdrni
populace, endotelové buniky cévniho zdsobeni nddo-
rt a vlastni nddorové bunky. U nich je pak mozné
stanovit faze buné¢ného cyklu, proteiny definujici
nadorové kmenové bunky a proteiny, jejichz mira
exprese by méla vypovidat o agresivité nadoru.

Princip hmotnostni cytometrie

Na zacatku je dtlezité si predstavit ptistroj, na
kterém probihal samotny vyzkum a pozdéjsi vyset-
fovani nadorovych tkani. Hmotnostni cytometr
CyTOF2 (Cytometry by Time Of Flight) je ptistroj
nové generace, ktery je roz$ifenim hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-MS). Hlavni prednosti této metody je vyuziti
lanthanoidd, které se v prirodé vyskytuji pouze ve
formé sloucenin a navic pouze mimo Zzivé orga-
nismy. Kovy téchto vzacnych zemin tvori velké
mnozstvi izotopt riiznych atomovych hmotnosti.
V ptipadé Ze vyrobce neposkytuje protilatky
s pozadovanym lanthanoidem, je mozné konjugaci
provést ptimo v laboratoti dle postupti od vyrobce.
Protilatky dale reaguji s nadorovymi burikami. Na
zéakladé rozdilnych izotopovych hmotnosti, které tak
vytvareji charakteristické znaceni, je mozné rozlisit
jejich rtizné interakce s nddorovymi ¢i zdravymi
bunikami. Hmotnostni cytometr miize zpracovat
priblizné 1000 bunék za 1 sekundu. [4]




Hledani vhodnych postupti pro
pFipravu a uchovani bunécnych
suspenzi z mozkovych nadort

Vlastni experimentalni prace se skladala z nékolika
¢asti. V prvni fadé byly zkoumany vhodné postu-
py pro piipravu a uchovani bunéénych suspenzi
z mozkovych nddort pro nédslednou analyzu na
hmotnostnim cytometru, protoze jeho obsluha
pritokového cytometru, ktery umoznuje méftit
oznacenou suspenzi protildtkami ihned. Rychlost
méfent je az 25 000 bunék/s. [3] V ramci ptipravy
tkani k analyze bylo vyzkouseno nékolik pracovnich
postupt. V prvnim piipadé byly bunky nejprve
zafixovany 1,6% paraformaldehydem, poté oznaceny
smési protilatek a uchovany v methanolu pfi -80 °C.
V druhém pripadé byly bunky nejdtive uskladnény
pfi =80 °C v methanolu, diky némuz doslo k per-
meabilizaci buné¢né membrany. Po rozmrazeni byly
bunky jiz oznaceny intracelularné. Tento postup byl
proveden i se vzorkem ur¢enym pro méfeni na prua-
tokovém cytometru. V poslednim ptipadé byl vzorek
oznacen protildtkami a ihned zméfen na pratokovém
cytometru. Porovnanim vysledku z obou cytometra
bylo mozné tici, Ze pro méteni na CyTOFu je mozné
pouzit vzorky uchované v methanolu pfi -80 °C.
U hmotnostniho cytometru byly intracelularné zna-
¢ené buriky dokonce Iépe odlisitelné.

Vytvofeni paneld sledovanych
antigend na détskych mozkovych
nadorech

Dalsi ¢ast prace byla zaméfena na vytvareni panelt
pro vySetfovani nadorovych tkani. Panely znaki
(protilatek) jiz existuji pro diagnostiku riiznych typt
leukémii a cilem této prace bylo je nové vytvofiti pro
mozkové nadory, zatim pouze pro vyzkumné tcely.
Panely nejprve zahrnovaly pouze DNA interkalator
pouzivany k identifikaci jednotlivych bunéénych
¢astic a znaky umoziujici identifikaci pritomnych
nenadorovych bunék (ptfevazné leukocytt). Po
ovéreni protokoli pfipravy vzorkt byly pridavany
dal$i markery k identifikaci nddorovych bunék.
Aktudlné existuji dva panely. Jeden z nich obsahuje
subpopulaci pro pripadné studium infiltrujicich
bunék imunitniho systému. V obou panelech jsou
pak zahrnuty protilatky proti molekulam CD45
a CD11b, které umozni vyloudit z analyzy nddoro-
vych bunék infiltrujici (kontaminujici) leukocyty
a mikroglie. Antigen CD45 je exprimovan vSemi
krvetvornymi butikami, kromé cirkulujicich erytro-
cyt@ia trombocytd; znadi tedy bunéénou membranu
leukocyti. Antigen CD11b nesou myeloidni buniky
vcetné mikroglii.

V pribéhu sestavovani panelt bylo zméfeno 10
vzorkil mozkovych nadori a tii vzorky kontrolni
tkané odebrané pti epileptochirurgickych vykonech
(chirurgickém feseni epilepsie). U vzorku nadorové
a kontrolni tkané je demonstrovan mozny charak-
ter exprese nékterych znakd a pripravenost panelu
pro vy$etfovani u nadorovych vzorkt (obr. 1).
Na dil¢ich obrazcich, které patfi nami vybranym
a sledovanym znakiim z vytvofenych paneld, jsou
vidét jejich rozdilné distribuce a mnozstvi v pri-
padé zdravé a maligni mozkové tkané. Zméreni
kontrolni zdravé tkané umoznilo zjistit, jaké je
pozadi pro znaky, které v kontrolnim vzorku nejsou
dle o¢ekavani pritomny (na bunkach nervové tkané
to jsou napt. CD10, CD34 - Obr. 1d). I kdyz zde na
rozdil od priitokové cytometrie k pozadi nepfispiva
autofluorescence bunék, pro obé metody je spolec-
na moznost jisté miry nespecifické vazby protilatek
i na bunky, které dané znaky nenesou. Vzhledem
k moznosti méfeni mnoha znakt najednou tak
k tomuto typu pozadi ve vzorku pro hmotnostni
cytometr prispiva vice protilatek nez u pritokové
cytometrie. Mira nespecifické vazby jednotlivych
protilatek je riiznd a zavisi také na spravném vytit-
rovani protilatek (které bylo soucasti sestavovani
paneld) a kvalité zpracovavaného vzorku - hlavné
na viabilité (kterd byla v kazdém vzorku pied jeho
pripravou pro hmotnostni cytometr stanovena
pomoci prutokové cytometrie).

U proteint, jejichz pfitomnost je v nervové tkani
océekavana (fyziologickd), napf. u drebrinu (Obr.
1f), stanoveni znaku v nenddorové tkani umoznuje
hodnotit, zda jsou v nadorovych bunkach obsazeny
v mife vy$$i nebo nizsi nez je fyziologicka. [5]

Prezentovany nador je tzv. embryondlni tumor
s abundantnim neuropilem a pravymi rozetami,
s vysokym stupném malignity (WHO grade 4).
Embryondlni ptivod pravdépodobné vysvétluje
vysokou pozitivitu transkripéniho faktoru Sox2
a proteinu nestinu (Obr. 1g). Transkrip¢ni faktory
Oct-3/4 a Nanog jsou v$ak negativni (Obr. 1h).
Seymour et al. (2015) uvadi, Ze pfitomnost Sox2,
Oct-3/4 a Nanog by mohla souviset se stupném
malignity nddoru (tzv. grade). Zjistili také, ze
Sox2 se vyskytuje u vysoce invazivnich mozkovych
tumort. [6] Caste¢né pozitivni jsou i dalsi znaky
nadorovych kmenovych bunék - CD133 a CD271
(Obr. 1f,¢).

Dal$im proteinem s vys$si pozitivitou nez v nenddo-
rové tkani je drebrin (Obr. 20f), coZ je také v souladu
s vysokym stupném malignity nadoru. [6] Prace
z na$i laboratote prokdzala asociaci vysoké exprese
proteinu s maligni lymfoproliferaci. [7]
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Obr. 1: Rozdily u téch nejzdsadnéjsich odchylek a faktorii, které jsou hlavni p¥i diagnostice nddoru
(zdravd tkati ZT versus maligni tkdft MT) b(ZT): Silnd exprese CD81 a negativita CD99. b(MT): Slabd
exprese CD81 a negativita CD99, ocekdvd se variabilita obou znakit u riiznych nddori. d(ZT): Znaky
CD10 a CD34 jsou podle o¢ekdvdni negativni. d(MT): Znaky CD10 a CD34 jsou negativni (pozitivita je
ocekdvdna vzdcné u nékterych typii nddorii).e(ZT): Glut3 ani Glutl transportér nejsou téméf pritomny.
e(MT): Transportér Glut3 je negativni, Glutl pouze na malé cdsti bunék (ocekdvd se velkd variabilita
v expresi). f(ZT): Negativita CD271 a olekdvdnd pozitivita cytoskelatdlniho proteinu drebrinu. f(MT):
PozitivitaCD271 (znak nddorovych kmenovych bunék) a cytoskelatdlniho proteinu drebrinu. g(ZT):
Témer negativni cytoskeletdlni protein nestin a negativni transkripcni faktor Sox2. g(MT): Pozitivita
cytoskeletdlniho proteinu nestinu a transkripcniho faktoru Sox2. i(ZT): Necyklujici butiky (Ki67-pRb-).

i(MT): Vétsina bunék je proliferujicich (Ki67+pRb+).

Vétsina bunék ve vzorku tohoto nadoru je prolife-
rujicich (Ki67+ pRb+) (Obr. 1i) na rozdil od bunék
nendadorovych (Obr. 1j), pozitivita Ki67 je i soucasti
patologického nélezu. [8] Prezentované grafy jsou
pouze jednou z moznosti prohlizeni a analyzy
ziskanych dat. Vzdy je mozné v dvojrozmérném
grafu zobrazit libovolné vybrané znaky (paramet-
ry) a ty lze navic analyzovat v riznych tzv. gatech,
které jsou definovany jako oblasti bunék majici
stejné antigenni vlastnosti (CD45neg nehemato-
poetické bunky, CD45+ leukocyty, proliferujici
buriky atd.).

Zavér

Hlavnim cilem prace bylo zavedeni cytometrického
vySetfovani mozkovych nadorti do laboratorni praxe.
Soudisti prace bylo zavedeni postupti pro pfipravu
a uchovani bunéénych suspenzi z mozkovych nado-
rt pro naslednou analyzu na hmotnostnim cytomet-
ru. Rovnéz se podarilo sestavit panely protilatek pro
identifikaci nadorovych bunék a dal$ich buné¢nych
populaci pritomnych v mozkovych nddorech, jejichz
souc¢asna podoba umoznuje v nadorovych vzorcich
identifikovat infiltrujici (a ptipadné kontaminujici)
leukocytarni populace, endotelové bunky cévniho

zasobeni nadort a vlastni nadorové bunky. U nich je
pak mozné stanovit faze buné¢ného cyklu, proteiny
(povrchové i jaderné transkrip¢ni faktory) definujici
nadorové kmenové bunky a proteiny, jejichZ mira
exprese by méla vypovidat o agresivité nadoru.

Po roce, po ktery byl pristroj k dispozici a kdy se
jednalo o technologii, se kterou nebyla v laboratori
zadna predchozi zku$enost, je mozné prakticky
vysetiovat vzorky mozkovych nadort. Cytometrické
vySetfovani mozkovych nadort je ojedinélé i v mezi-
narodnim méfitku a hmotnostni cytometrie podle
dostupnych publikaci nebyla dosud na tento zavazny
problém aplikovana. V nadchézejicim obdobi by
mély byt v laboratofi vy$etfovany mozkové nadory
jiz zavedenymi postupy a na vyzkumné urovni
dokonce rutinné.
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