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Úvod
Leukémie je nejãastûj‰ím nádorov˘m onemocnûním dûtí
v âeské republice a tvofií asi 30-35 % v‰ech zhoubn˘ch nádo-
rÛ. Leukémií v na‰í republice onemocní kaÏd˘ rok asi 80 - 90
dûtí, pfiiãemÏ u pfieváÏné ãásti z nich je diagnostikována akut-

ní lymfoblastická leukémie (ALL) (1). Jedná se o nádorové
onemocnûní krvetvorné tkánû, které vzniká maligní transfor-
mací kmenové buÀky lymfatické fiady. Vedle kostní dfienû
a krve v‰ak mohou leukemické buÀky pronikat do dal‰ích tká-
ní a orgánÛ jako jsou mízní uzliny, slezina, játra, ledviny, CNS.
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Souhrn
V˘chodiska: Akutní lymfoblastická leukémie je nejãastûji diagnostikovanou malignitou dûtsk˘ch pacientÛ v âes-
ké republice. V posledních desetiletích byl uãinûn neb˘val˘ pokrok v její léãbû, k nûmuÏ bezesporu napomohla
i fiada poznatkÛ t˘kající se molekulárních charakteristik onemocnûní. Anal˘za expresních profilÛ pomocí „Arrays“
(ãipÛ) se stala jednou z v˘znamn˘ch metod pfii identifikaci potenciálních markerÛ onemocnûní, které by umoÏnily
bliÏ‰í charakterizaci nádorov˘ch bunûk a pfiispûly k porozumûní procesu vzniku leukémie i stratifikace léãby. 
Metody a v˘sledky: V rámci studie byl sledován vliv methotrexátu na expresi genÛ p53-signální dráhy u maligních
blastÛ izolovan˘ch z kostní dfienû dûtsk˘ch pacientÛ s akutní leukémií. Zmûny exprese genÛ byly detekovány pomo-
cí „GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array“. Porovnáním získan˘ch expresních profilÛ jed-
notliv˘ch pacientÛ byly pozorovány odli‰né hladiny exprese sledovan˘ch genÛ u kontrolních bunûk, taktéÏ zmûny
transkripãní aktivity vlivem methotrexátu byly rÛznorodé. Kromû jin˘ch do‰lo vlivem methotrexátu k v˘razn˘m
zmûnám transkripce genÛ uplatÀující se pfii apoptóze ãi regulaci bunûãného cyklu. Zmûny exprese nûkter˘ch genÛ
byly nalezeny u více pacientÛ, fiada ostatních se v‰ak projevila individuálnû, nezávisle na typu onemocnûní. 
Závûry: Byly detekovány zmûny v expresi fiady genÛ p53-signální dráhy u maligních blastÛ kultivovan˘ch ex vivo
s methotrexátem. Odli‰né hladiny exprese genÛ potvrzují znaãnou heterogenitu dûtsk˘ch leukémií, projevující se
v na‰em souboru v expresních profilech a ve zpÛsobu bunûãné odpovûdi na pfiítomnost methotrexátu, jejichÏ dÛsled-
kem mÛÏe b˘t rÛzná míra citlivosti k aplikovaná látce a také rÛzná odpovûì pacienta na terapii. 
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Summary
Backgrounds: Acute lymphoblastic leukemia is the most frequent malignancy diagnosed in children in the Czech
Republic. During last few decades, considerable progress in the treatment had been made and it was similarly con-
tributed by many findings on the molecular basis of the disease. Expression profiling analysis using Macro or Mic-
ro Arrays has become an important technique to identify potential markers of the disorder, which might charac-
terise malignant cells and help in the understanding of development of leukaemia and treatment stratification.
Methods and Results: In the present study, the effect of methotrexate on the expression of p53-signalling path-
way genes was investigated in malignant blasts isolated from the bone marrow of patients with acute leukemia.
Expression variations were detected using „GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array“.
Having drawn a comparison between expression profiles, variable gene expression levels in the control cells; like-
wise various transcription activity alterations were observed. Significant changes in the transcription were found
among genes involved in the of apoptosis or cell cycle regulation. Regarding some genes, changes in expression
were observed in more that one patient. However, the expression levels of most other genes varied individually,
independently on the subtype of the disease. Conclusions: Changes in the expression of p53-signalling pathway
genes were detected in the malignant blasts cultivated ex vivo with methotrexate. Different levels of the transcripti-
on in our series confirm heterogeneity of childhood leukemias, where patients with the same diagnosis do not need
to share identical gene expression profiles even the manner of cellular response on the presence of methotrexate,
resulting in the various level of perceptiveness to the medication and in the final response to the therapy.

Keywords: cDNAarray, leukemia, p53, methotrexate



408 KLINICKÁ ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT  2006

Podle fenotypu je ALL rozli‰ována na leukémii z B-prekur-
zorÛ, která tvofií asi 85 % v‰ech pfiípadÛ a leukémii z T-pre-
kurzorÛ (15 % pfiípadÛ) (2).
Stejnû jako u solidních nádorÛ je i pro vznik leukémie nezbyt-
n˘ vût‰í poãet genetick˘ch zmûn, které jako dÛsledek nestabi-
lity genomu buÀce propÛjãují odli‰né „v˘jimeãné“ neÏádoucí
vlastnosti, vymykající se bûÏnému Ïivotu buÀky. Zde je moÏ-
no jmenovat aberantní exprese protoonkogenÛ, chromozo-
mální translokace dávající vznik fúzním genÛm, hyperploidie.
Jejich dÛsledkem jsou pozmûnûné vlastnosti kmenov˘ch bunûk
vedoucí k jejich abnormální proliferaci, blokované diferenci-
aci a necitlivost k proapoptick˘m signálÛm (3). V léãbû akut-
ní lymfoblastické leukémie byl za posledních nûkolik deseti-
letí uãinûn neb˘val˘ pokrok a ve vyspûl˘ch centrech dûtské
onkologie je dnes dosahováno dlouhodob˘ch remisí u více neÏ
80 % dûtí s ALL (4, 5). K pokroku v léãbû nepochybnû pfii-
spûlo také intenzivní studium molekulárních charakteristik leu-
kemick˘ch bunûk prohlubující celkové znalosti o daném one-
mocnûní.
Biologické chování buÀky je do jisté míry dáno profilem
exprimovan˘ch genÛ. Studium buÀky na úrovni RNA umoÏ-
Àuje sledovat její aktuální stav, kter˘ je v˘razem nesãetn˘ch
bunûãn˘ch signálÛ vedoucích právû k expresi vybran˘ch genÛ.
Technologie zaloÏené na principu ãipÛ umoÏÀují anal˘zu
exprese a transkripãní aktivity stovek (makroãipy) aÏ nûkoli-
ka tisícÛ (mikroãipy) genÛ najednou (6, 7). S jejich pomocí lze
sledovat transkripãní aktivitu skupiny genÛ v nejrÛznûj‰ích
biologick˘ch systémech a za rÛznû definovan˘ch podmínek.
âipové technologie jsou vyuÏívány i pfii studiu maligních trans-
formací a fie‰ení problematiky nádorov˘ch onemocnûní, leu-
kémie nevyjímaje. Anal˘za transkripãní aktivity ‰irokého
spektra genÛ a srovnávání expresních profilÛ je v˘chozí pfii
odhalování jednotliv˘ch genÛ a jimi kódovan˘ch proteinÛ jako
potenciálních markerÛ diagnózy ãi následné prognózy one-
mocnûní (8, 9). Expresní anal˘za umoÏÀuje odli‰it akutní mye-
loblastickou leukémii od akutní lymfoblastické leukémie (10)
ãi blíÏe klasifikovat akutní lymfoblastickou leukémii u dûtí
(11). Odli‰né genetické abnormality maligních bunûk v kombi-
naci s typem leukémie a fiadou dal‰ích sledovan˘ch znakÛ
mohou b˘t spojeny s rÛznou mírou citlivosti bunûk k apliko-
vané léãbû (12). Na základû identifikace klíãov˘ch genÛ je
moÏno dále sledovat v˘voj onemocnûní (13), studovat pfií-
slu‰né signální dráhy vybran˘ch genÛ, a to v‰e s cílem pfiispût
k porozumûní procesu vniku leukémie, k v˘voji nov˘ch pre-
parátu a tím k efektivnûj‰í léãbû onemocnûní.
V rámci studie byl pomocí cDNA GEArray sledován vliv
methotrexátu na transkripãní aktivitu genÛ p53-signální dráhy
u maligních blastÛ dûtsk˘ch pacientÛ trpících akutní leukémií. 
Methotrexát je jiÏ po nûkolik desetiletí nejãastûji pouÏívan˘m
antifolátem pfii léãbû pacientÛ trpících akutní leukémií (14, 15).
PÛsobí jako siln˘ inhibitor enzymu dihydrofolátreduktázy
a naru‰uje tak bunûãn˘ metabolismus folátÛ, metabolity
methotrexátu pak pfiímo blokují aktivitu dal‰ích enzymÛ podí-
lejících se na syntéze purinÛ a pyrimidinÛ (16). Koneãn˘m
dÛsledkem je celkov˘ útlum syntézy DNA v buÀce (17). Pfii
léãbû akutní lymfoblastické leukémie je methotrexát apliko-
ván v dávkách 12 aÏ 36000 mg/m2, pfiesné mnoÏství a interval
dávkování jak methotrexátu, tak leukovorinu je definováno
specifick˘mi léãebn˘mi protokoly jednotliv˘ch kooperativ-
ních skupin (18). Chemoterapie zahrnující methotrexát vyka-
zuje vy‰‰í efektivitu pfiedev‰ím u pacientÛ trpících akutní lym-
foblastickou leukémií typu B (19). BuÀky B- ALL prokazují
vy‰‰í citlivost k methotrexátu neÏ T-ALL buÀky (20, 21). Roz-
díly mezi nimi byly nalezeny v intenzitû transportu methotre-
xátu do bunûk, v aktivitû metabolizujících enzymÛ ãi v afini-
tû metabolitÛ methotrexátu k cílov˘m molekulám (21). 
Mechanismus odpovûdi leukemick˘ch bunûk na terapii
methotrexátem není doposud zcela objasnûn, pfiispívá k tomu
i mnoÏství a variabilita genetick˘ch zmûn podílejících se na
vzniku leukémie.

Materiál a metody
Od pacientÛ léãen˘ch na Klinice dûtské onkologie FN Brno
s diagnózou akutní lymfoblastické leukémie (ALL) a akutní
myeloidní leukémie (AML) byly získány vzorky kostní dfie-
nû, ze kter˘ch byly izolovány maligní blasty pomocí systému
Lymphoprep (Axis-Shield). Blasty byly pfievedeny do RPMI
média (Sigma) s obsahem 5- methyltetrahydrofolátu o v˘sled-
né koncentraci 25 nM a následnû kultivovány se 40 μM met-
hotrexátem ãi s DMSO jako kontrola po dobu 24 hod. BuÀky
byly sklizeny a pelety uchovány pfii -80 °C. Z blastÛ byla izo-
lována celková RNA pomocí RNeasy Mini Kit (Qiagen) nebo
TriReagent (MRC). 
Exprese p53-signálních genÛ byla sledována pomocí GEAr-
ray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array
(SuperArray Bioscience Corporation). Produkt je navrÏen pro
studium panelu 96 genÛ spojen˘ch se signální dráhou protei-
nu p53, podle vztahu k p53 jsou geny rozdûleny do nûkolika
funkãních skupin (Tabulka 1). Izolovaná celková RNA byla
naznaãena biotinem v procesu reverzní transkripce pomocí
MMLV-reverzní transkriptázy (Promega) a získaná cDNA
následnû pouÏita jako hybridizaãní sonda. Pfii hybridizaci se
sonda specificky váÏe na komplementární sekvence jednotli-
v˘ch genÛ, ukotvené v pfiesnû definovan˘ch pozicích na
komerãnû dodávané membránû. Pozitivní signály na mem-
bránû jsou detekovány na principu chemiluminiscence. Míra
exprese jednotliv˘ch genÛ byla hodnocena jako intenzita sig-
nálÛ pomocí programu TotalLab 2003 (Nonlinear USA Inc)
a normalizována vzhledem k expresi genu GAPDH kódující-
ho glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenázu. Princip metody
znázorÀuje Obrázek 1. Získaná data byla statisticky analyzo-
vána v programu Statistica Cz7 (StatSoft) za pouÏití Wilco-
xonova testu s hladinou v˘znamnosti p < 0,05.
Celkovû byla exprese p53-signálních genÛ byla hodnocena
u 12 pacientÛ trpících ALL, z toho u 10 pfiípadÛ ALL B-fiady
(B1 aÏ 10) a 2 pfiípadÛ T-ALL (T1, 2), a u 2 pacientÛ trpících
AML (AML1, 2).

p53 rodina: TP53, TP63, TP73

Geny ovlivÀující p53:
Exprese a stabilita p53: BZRP (pBR), CREBBP (CBP), D5S346 (DP1),

E2F1 (E2F), EP300 (p300), MDM2, MTBP, NFKB1,

NUMB

Modifikace p53: ATM, ATR, CCNH (cyclin H), CDK7 (CAK), CHEK1

(Chk1), CHEK2 (Chk2), CREBBP (CBP), CSNK1A1

(CK1), CSNK2A1, CSNK2A2, CSNK2B, EP300 (p300),

HIPK2, KIP2, KIP3, MAP2K4, MAP2K7, MAPK8IP2,

PCAF, PML, PRKCA, PRKCB1, PRKCG, PRKCQ,

PRKDC (DNA-PK), SIRT1

Interakce s p53: APEX (Ref-1), BAP1, BRAP, BRCA1, CDKN2A

(p14ARF), E1B-AP5 (E1B55K), E2F1, MDM2, MYC,

RASA1 (Ras), RB1 (pRB), TEAD1 (SV40), WRN, WT1

Geny ovlivnûné p53:
Bunûãn˘ cyklus: ABCB1 (MDR1), ACTA1 (actin), AD022, APR-3,

CDC2, CDKN1A (P21Waf1), DAXX, ESR1, FADD,

FAF1, GADD45A, GTSE1 (B99), HIF1A, HSPA4 (Hsp70),

LRDD, MAP4, NDRG (RTP), PIG8 (E124), PMP22,

RELA, REPRIMO, SFN (14-3-3), SP1, STAT5A, TBP,

THRA, TNFAIP1, TNFSF6, TP53TGI, TRAF1, TRAF4,

TRAF5, WIG1

Apoptóza: APAF1, BAX, BBC3 (PUMA), BCL2, CASP9 (Caspase-9),

CTSD (Cathepsin D), LRDD (PIDD), P53AIP1, PMAIP1

(NOXA), PMP22 (GAS-3), TNF, TNFRSF10B

(Killer5/DR5), TNFSF6 (Fas), TP53BP2 (ASPP2)

Reparace DNA: GADD45A, RRM2B (p53R2)

Angiogeneze a tvorba metastáz: BAI1, SERPINB5 (Maspin), THBS1

(TSP1)

Tabulka 1.: Geny analyzované z hlediska jejich exprese pomocí 
GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array
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V˘sledky a diskuse
Pfii porovnání expresních profilÛ byly zji‰tûny rozdílné hladi-
ny exprese jednotliv˘ch genÛ v kontrolních buÀkách, taktéÏ
míra odpovûdi bunûk na pÛsobení methotrexátu se mezi paci-
enty li‰ila. U v‰ech pacientÛ bylo moÏné sledovat zmûny
v expresi genÛ uplatÀujících se v procesu apoptózy. Pacienti
B1, B2, B6, B8 a AML1 se vyznaãovali statisticky v˘znam-
n˘m nárÛstem exprese proapoptick˘ch genÛ. Opaãn˘ úãinek
methotrexátu u dané skupiny genÛ byl zji‰tûn u pacientÛ B5
a B9. Silná transkripãní aktivita v kontrole i po podání methot-
rexátu byla zaznamenána u genu BBC3, kódující protein
PUMA, kter˘ vazbou na BCL2 indukuje uvolnûní cytochro-
mu c z mitochondrií a následnû apoptózu (22). V˘razn˘ nárÛst
exprese BCL2 vazebného proteinu BAX byl pozorován u pac-
ienta B1, u ostatních se hladina exprese po methotrexátu zv˘‰i-
la jen mírnû a zÛstávala celkovû nízká. Hladina exprese BCL2,

pÛsobícího jako inhibitor apoptózy (23), byla taktéÏ nízká, pfií-
padnû poklesla vlivem methotrexátu. Dále byly zaznamenány
individuální zmûny v expresi proapoptick˘ch genÛ PIDD,
NOXA, APAF- 1, ASPP2 a genÛ FADD, FAF1 a HIF1A uplat-
Àujících se kromû apoptózy ipfii regulaci bunûãného cyklu. Byla
pozorována pouze bazální transkripãní aktivita TP53 a vlivem
methotrexátu se v˘raznû nemûnila. U nûkter˘ch pacientÛ v‰ak
do‰lo ke zmûnám exprese v genu kódujícího protein MDM2,
kter˘ je negativním regulátorem endogenní hladiny proteinu
p53 (24). Methotrexát taktéÏ ovlivnil transkripãní aktivitu genÛ,
jejichÏ produkty se uplatÀují pfii regulaci bunûãného cyklu.
U blastÛ kultivovan˘ch s methotrexátem rostla u nûkter˘ch paci-
entÛ exprese p21Waf1/Cip1, kódujícího inhibitor cyklin-depen-
dentních kináz (25, 26) a ARF (p14), jehoÏ produkt se váÏe na
MDM2 a podporuje jeho degradaci (27). U pacienta B1 byl
zaznamenán v˘razn˘ vzestup exprese MTBP, jehoÏ produkt
mÛÏe navodit zástavu bunûãného cyklu v G1 fázi nezávisle na
p53 (28). Celkové zv˘‰ení exprese skupiny genÛ pfiispívající
k zástavû bunûãného cyklu bylo pozorováno upacientÛ B1, B2,
B6, B7 a AML1, útlum exprese naopak u pacientÛ B4, B5, a B9.
Vysoké hladiny exprese a individuální zmûny byly prokázány
u genÛ kódujících produkty spojené s modifikací p53: JNKK2,
CSNK1A1, SIRT1 nebo HIPK2, kódující kinázu, která stabi-
lizací p53 ãi negativní regulací MDM2 pfiispívá k indukci apo-
ptózy ãi zástavû bunûãného cyklu (29). Individuální zmûny
exprese po vystavení bunûk methotrexátu byly detekovány
i u fiady transkripãních faktorÛ ãi vazebn˘ch proteinÛ (SP1,
EP300). V˘sledky expresní anal˘zy vybran˘ch p53-signálních
genÛ u jednotliv˘ch pacientÛ uvádí Tabulka 2.
V rámci vy‰etfiovaném souboru byly nalezeni pacienti (B1, B2,
B6), u nichÏ methotrexát navodil zv˘‰enou expresi genÛ
indukujících apoptózu a zástavu bunûãného cyklu. Naopak
u pacientÛ B5 a B9 byl zaznamená opaãn˘ efekt vedoucí k cel-
kovému poklesu transkripãní aktivity sledovan˘ch genÛ. Kli-
nické údaje t˘kající se prÛbûhu léãby v souãasnosti nebyly
dostupné u v‰ech sledovan˘ch pacientÛ a celkové hodnocení
získan˘ch v˘sledkÛ v souvislosti s úspû‰ností léãby bude vyÏa-
dovat del‰í ãasov˘ odstup.

Obrázek 1.: Princip metody cDNA GEArray.

Tabulka 2.: Exprese vybran˘ch genÛ p53-signální dráhy u jednotliv˘ch pacientÛ vyjádfiená procentuálnû vzhledem k expresi genu GAPDH. K: kon-
trolní blasty kultivované bez methotrexátu, ME: blasty kultivované s methotrexátem.
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Cílem studie bylo zjistit, zda methotrexát navozuje zmûny
exprese signálních genÛ p53 a popfiípadû vytipovat geny, kte-
ré by pfiispûly k charakterizaci onemocnûní ãi sledování jeho
prÛbûhu a odpovûdi pacienta na léãbu. Na základû anal˘zy
vzorkÛ 15 pacientÛ v‰ak nebyl nalezen gen, jehoÏ transkripã-
ní aktivita by byla obdobná u v‰ech pacientÛ. ¤ada genÛ byla
exprimována s vysokou intenzitou, taktéÏ zmûny exprese vli-
vem methotrexátu byly v nûkter˘ch pfiípadech velmi v˘razné.
Jednotliví pacienti se v‰ak mezi sebou li‰ili jak ve spektru sil-
nû exprimovan˘ch genÛ, tak i ve spektru zmûn exprese a jejich
intenzitû. Tato variabilita je potenciálním dÛsledkem odli‰né-
ho genetického pozadí kaÏdého pacienta, které ovlivÀuje
i bunûãnou odpovûì na pfiítomnost cytostatika.
Technologie cDNA Array pouÏitá v rámci studie je varianta
expresní anal˘zy finanãnû ménû nároãná, která taktéÏ nevy-
Ïaduje speciální a nákladné pfiístrojové vybavení. Je koncipo-
vána pro studium uÏ‰í skupiny genÛ (96 genÛ), pfiesnûji genÛ
vybrané signální dráhy a v˘bûr produktu je moÏno jednodu-
‰eji orientovat v závislosti na sledovaném problému ãi studo-
vaném systému. StûÏejním krokem je izolace celkové RNA
jako v˘chozího materiálu pro syntézu znaãené cDNA sondy.
Úspû‰nost izolace v tomto pfiípadû závisela pfiedev‰ím na obje-
mu sedimentu kultivovan˘ch blastÛ, jejich mnoÏství izolova-
ná ze vzorku kostní dfienû v‰ak nebyla vÏdy dostaãující, coÏ
bylo jedením z faktorÛ limitující poãet doposud vy‰etfien˘ch
pacientÛ. S koncem roku 2005 firma SuperArray Bioscience
Corporation ukonãila v˘robu doposud pouÏívaného produktu
„GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Ar-
ray“ a nahradila jej distribucí produktu „Oligo GEArray
Human p53 Signalling Pathway Microarray“. Poãet analyzo-
van˘ch vzorkÛ, roz‰ifiující stávající v˘sledky (30), byl ome-
zen poãtem dostupn˘ch membrán pÛvodního produktu. Expre-

si genÛ p53-signální dráhy bude dále moÏno studovat pomocí
OligoGEAray, zaloÏeného na obdobném principu.

Závûr
Z v˘sledkÛ studie vypl˘vá, Ïe u maligních blastÛ kultivova-
n˘ch s methotrexátem skuteãnû dochází ke zmûnám exprese
nûkter˘ch genÛ p53-signální dráhy. Heterogenní expresní pro-
fily kontrolních bunûk a bunûk kultivovan˘ch ex vivo s met-
hoterxátem odráÏejí odli‰ná genetická pozadí kaÏdého paci-
enta a odli‰n˘ zpÛsob odpovûdi jednotlivcÛ na pfiítomnost
antifolátu. Tato skuteãnost je plnû v souladu se souãasn˘m
trendem biomedicínského v˘zkumu, kter˘ smûfiuje k vytvofie-
ní personalizované medicíny, kde medikamentózní léãba bude
cílena na fyziologické a genetické pozadí pacienta.
Byla pozorována indukce exprese genÛ, jejichÏ produkty se
úãastní regulace apoptózy a bunûãného cyklu a které by tak
mohly hrát v˘znamnou roli pfii eliminaci maligní bunûãné
populace. Pro zhodnocení vztahu vytipovan˘ch genÛ k met-
hotrexátu by v‰ak bylo potfieba je‰tû více roz‰ífiit soubor ana-
lyzovan˘ch vzorkÛ a studovat tyto geny také z hlediska jimi
kódovan˘ch proteinÛ a jejich interakcí. Poznatky o pÛsobe-
ní methotrexátu by dále mohly b˘t roz‰ífieny o anal˘zu zmûn
exprese genÛ jin˘ch signálních drah, pro které v˘robce dodá-
vá taktéÏ komerãnû pfiipravené membrány typu „GEArray
Q series Array“ nebo „Oligo GEArray Microarray“. Budou-
cí v˘sledky získané expresní anal˘zou dal‰ích pacientÛ by
tak mohly pfiispût k hodnocení citlivosti a individuální míry
odpovûdi pacientÛ na terapii methotrexátem.
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