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DNA ãipy (microarrays) jsou moderní technologií, která umoÏÀuje paralelní anal˘zu tisícÛ genÛ, pfiípadnû celého lidského

genomu, a to na úrovni DNA (tzv. array-CGH), RNA (expresní ãipy) i proteomu (expresní a funkãní ãipy). Tyto metodiky jsou

v poslední dobû stále více vyuÏívány nejenom v biomedicínském v˘zkumu, ale také se zaãínají uplatÀovat v klinické praxi. Nepo-

chybn˘ je v˘znam ãipov˘ch technologií v diagnostice leukémií a lymfomÛ, kde genové expresní profily umoÏnily definovat nové

subtypy onemocnûní nebo nalézt nové prognostické markery.

Na na‰em pracovi‰ti se zab˘váme anal˘zami genové exprese u chronické lymfocytární leukémie dospûl˘ch pacientÛ (B-CLL)

a akutní lymfoblastické leukémie u dûtí (ALL). U CLL bylo provedeno srovnání genové exprese ve zdrav˘ch a leukemick˘ch B-

lymfocytech a porovnány expresní profily u rÛzn˘ch skupin pacientÛ rozdûlen˘ch podle dosavadních prognostick˘ch kritérií,

napfi. mutaãního statutu tûÏkého fietûzce imunoglobulinového genu (IgVH). Tyto anal˘zy pfiinesly velmi zajímavé v˘sledky a umoÏ-

nily definovat nové molekulární markery, které mají rozhodující v˘znam pro prognózu a délku pfieÏití pacienta. Získané v˘sled-

ky byly verifikovány pomocí Real-time PCR a poãítá se s jejich vyuÏitím v klinické diagnostice. Kromû expresních ãipÛ jsou pro

diagnostiku CLL vyuÏívány taktéÏ ãipy pro komparativní genomovou hybridizaci (array-CGH) a ãipy detekující expresi micro-

RNA. Expresní ãipové anal˘zy u dûtsk˘ch ALL pacientÛ potvrdily moÏnost vyuÏití této technologie pro klasifikaci subtypÛ toho-

to onemocnûní. Jasnû se podafiilo rozli‰it B- a T-bunûãné ALL, které mají v˘raznû rozdíln˘ expresní profil, v˘znamn˘ rozdíl jsme

nalezli taktéÏ mezi cytogenetick˘mi subtypy onemocnûní, jako napfi. mezi pacienty s translokací TEL-AML1, translokací v MLL

genu a pacienty s hyperdiploidním poãtem chromozómÛ. Získané v˘sledky potvrdily rutinní zvládnutí nov˘ch metodick˘ch pfií-

stupÛ, pfiinesly nové originální v˘sledky a jasnû ukazují velk˘ potenciál ãipov˘ch technologií pro onkologickou diagnostiku.

Práce byla podporována grantem IGA MZ âR NR8448-3/2005.
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Leukemické onemocnûní vzniká následkem genetické chyby, která vede k pfiedãasnému ukonãení hematopoietického dife-

renciaãního programu. V pfiípadû akutní myeloidní anémie je moÏné tuto blokaci pfiekonat pomocí látek indukujících maturaci

nezral˘ch bunûk, jako je kyselina retinová nebo vitamín D3, coÏ je základem diferenciaãní terapie (napfi. Chou et al. 2005, Jing

2004). Vedlej‰ím efektem tohoto postupu je v‰ak selekce rezistentních klonÛ. Tuto rezistenci mÛÏe pfiekonat jen kombinace rÛz-

n˘ch diferenciaãních a cytotoxick˘ch drog nebo látek remodelujících DNA (Freemantle et al. 2003). Studium signálních drah,

které posilují diferenciaci, pak mÛÏe vést k nalezení potenciálních cílÛ budoucích antileukemick˘ch léãiv.

V na‰ich pfiedchozích studiích byl prokázán diferenciaãní efekt kombinace cytokinÛ s inhibitory metabolizmu kyseliny ara-

chidonové (AA), zvlá‰tû cytokinu TNF-alfa s MK-886. MK-886 b˘vá primárnû pouÏíván jako inhibitor vazby proteinu FLAP na

5-lipoxygenázu, ãímÏ zabrání její aktivaci (Kozubík 1997 et al., Hofmanová et al. 1998, ·tika et al. 2005). Ve snaze o dal‰í posí-

lení diferenciaãního efektu jsme k stávající úãinné smûsi pfiidali TGF-beta1. O tomto cytokinu je totiÏ známo, Ïe má schopnost

mírnû zvy‰ovat diferenciaci bunûk leukemického pÛvodu a jeho úãinek obecnû znaãnû vzrÛstá pfii spoleãném pÛsobení s jin˘mi

diferenciaãními látkami (Trinchieri et al. 1986, Okabe-Kado et al. 1991, Falk 1991, Cao et al. 2003, de Benedetti et al. 1990).

Oproti pfiedpokladu v‰ak po pfiidání TGF-beta1 do‰lo spí‰e k intenzivní aktivaci drah vedoucích k bunûãné smrti a frekvence

v˘skytu diferencovan˘ch bunûk klesla na úroveÀ podobnou neovlivnûn˘m buÀkám. Takovéto efekty b˘vají obvykle spojeny se

zmûnami aktivace MAPK, proto jsme se v této studii zab˘vali právû tûmito signálními drahami, které zprostfiedkovávají expresi

tzv. genÛ rychlé odpovûdi (early response genes) na rÛzné stresové podnûty.

Bunûãn˘m modelem této studie byla myeloidní linie HL-60 derivovaná z bunûk akutní promyelocytární leukémie, která byla

kultivována v RPMI 1640 médiu se sníÏen˘m obsahem séra. BuÀky mbyly pfiedem ovlivnûny inhibitory metabolizmu AA (5 µM

MK-886) a po jedné hodinû byly k této suspenzi pfiidány cytokiny (1 ng/ml TNF-alfa, 100 pM TGF-beta1) a to jednotlivû nebo

v kombinaci. ÚroveÀ exprese studovan˘ch proteinÛ byla stanovena denzitometrickou kvantifikací Western blotÛ. Ke studiu akti-

vace tûchto drah jsme vyuÏili fosfospecifické protilátky, neboÈ k aktivaci tûchto kináz dochází pomocí fosforylaãní modifikace.

V̆ skyt povrchov˘ch diferenciaãních markerÛ CD11b a CD14 byl stanoven pomocí prÛtokové cytometrie. Pfiítomnost bunûk zanik-

l˘ch apoptotickou formou bunûãné smrti byla hodnocena morfologicky (barvení DAPI), prÛtokovou cytometrií (TUNEL) nebo

pomocí detekce ‰tûpení kaspázového substrátu PARP Western blottingem.
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První ze studovan˘ch MAPK byla c-Jun N-terminální kináza (JNK), která b˘vá obvykle spojována s pro-apoptotick˘mi efek-

ty (Manna et al. 2000, Kajiguchi et al. 2003, Stadheim et al. 2002, Su et al. 2005). V bunûãné linii HL-60 je konstitutivnû aktiv-

ní JNK1, kdeÏto JNK2 je ve srovnání s JNK1 aktivována i exprimována jen velmi slabû a na tomto stavu paradoxnû nic nemûní

ani pÛsobení Ïádné z na‰ich látek.

Dal‰í z MAPK s potenciálnû zmûnûnou aktivitou je kináza p38, která b˘vá ãasto také aktivována v souvislosti s iniciací apo-

ptotického procesu (Ahn et al. 2005, Ikeda et al. 2006, Kondoh et al. 2005, Park et al. 2005, Xia et al. 2006). JiÏ 15 minut po pfii-

dání TNF-alfa nebo kombinace TNF-alfa a TGF-beta1 k buÀkám, které byly 1 hod pfiedkultivovány s MK-886 do‰lo k indukci

aktivace kinázy p38, ale tato aktivace je jen krátkodobá a po dal‰ích 15 minutách jiÏ dochází k jejímu utlumení. 

Signální dráha, ve které se nachází aktivní kináza p44/42 (ERK1/2) obvykle podporuje pfieÏití bunûk (Hetman and Khareba-

va 2006, Nyunoya et al. 2005, Ohguchi et al. 2005). Fosforylace kinázy p42 ERK2 u bunûk HL-60 je konstitutivní, ale b˘vá posí-

lena v prostfiedí, kdy jsou buÀky vystaveny pÛsobení cytokinÛ, ale nedochází je‰tû k postiÏení viability bunûãné populace. Fos-

forylace kinázy p44 ERK1 je velmi slabá, ale b˘vá zesílena v pfiípadech, kdy dochází k aktivaci ERK2. V na‰em modelu dochá-

zí k aktivaci této dráhy jiÏ po 15 min inkubace, ale tato aktivace je i nadále posilována v del‰ích ãasov˘ch intervalech (aÏ 120

min) u bunûk diferencujících (MK-886 + TNF-alfa). K potlaãení aktivace této dráhy v‰ak dochází po pfiidání TGF-beta1 k této

kombinaci, coÏ odpovídá zv˘‰ení v˘skytu zanikajících bunûk.

Jedin˘ v˘znamn˘ rozdíl mezi buÀkami, které diferencují (ovlivnûné MK-886 + TNF-alfa) a nediferencují (MK-886 + TNF-

alfa + TGF-beta1) byl nalezen v signální dráze kináz p44/42 (ERK1/2), proto je moÏné, Ïe cílové proteiny této kinázy aktivují

nejen dráhy podporující pfieÏití, ale také samotn˘ diferenciaãní program.

Tento projekt byl podporován granty ã. 524/06/P345 a 524/05/0595 agentury GAâR a AVOZ ã. 50040507
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