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Souhrn: Úvod: Mechanismy bunûãné odpovûdi na inhibici DNA syntézy methotrexátem zÛstávají stále do jisté míry ne
zcela objasnûné. V této práci ukazujeme, Ïe pfii chemoterapii naivních lymfoblastÛ izolovan˘ch z kostní dfienû od pacien-
tÛ trpících akutní lymfoblastickou leukémií kultivovan˘ch ex vivo s methotrexátem dochází ke zmûnám hladiny proteinu
p53 i exprese nûkter˘ch genÛ p53 regulujících i regulovan˘ch. Metody: Sledovali jsme indukci proteinu p53 a p53 sig-
nálních genÛ po 24 h ex vivo inkubaci s methotrexátem u naivních lymfoblastÛ izolovan˘ch z kostní dfienû. U ãtyfi paci-
entÛ byla provedena imunocytochemická anal˘za p53 a pomocí cDNA GEArray membrán (www.superarray.com) byly
stanoveny zmûny v expresi genÛ, které jsou souãástí p53 signálních drah. V˘sledky: Ex vivo experimenty byly provádû-
ny v bezfolátovém mediu, k nûmuÏ byl pfiidán 5-methyltetrahydrofolát na koneãnou koncentraci 25 nmol/l, s cílem para-
lelizovat podmínky lidské plasmy. Celkovû bylo zji‰tûno mírné utlumení transkripãní aktivity u ex vivo kultivovan˘ch
lymfoblastÛ po podání methotrexátu. U v‰ech ãtyfi pacientÛ, u nichÏ byla imunocytochemicky pozorovatelná p53 induk-
ce, docházelo prokazatelnû ke sníÏení exprese nûkter˘ch genÛ uplatÀujících se pfii regulaci bunûãného cyklu jako jsou
CDC2 (cdk1), SP1, NDRG. Naopak v expresi genÛ apoptotick˘ch drah nebyly detekovány Ïádné signifikantní zmûny.
V pfiípadû genÛ APEX (Ref-1) a ARF (p16ink4), jejichÏ produkty se uplatÀují pfii interakcích s p53, pfiípadnû ovlivÀují jeho
expresi a stabilitu, byly po pfiídavku methotrexátu rovnûÏ detekovány signifikantní zmûny v expresi. Z genÛ, jejichÏ pro-
dukty mají schopnost modifikovat p53, bylo prokázáno sníÏení exprese po pÛsobení methotrexátu, pfiípadnû roskovitinu,
pfiedev‰ím u genu SIRT1. U dvou pacientÛ (B-ALL) pak docházelo oproti kontrole k v˘raznému sníÏení exprese genu
ATM, v˘znamného transkripãního faktoru negativnû regulujícího bunûãn˘ cyklus. Dále byly u v‰ech pacientÛ zazname-
nány inter-individuální zmûny v expresi genÛ CSNK1A1, CSNK2, HIPK2 a JNKK2. Závûr: Na‰e v˘sledky naznaãují, Ïe
hladina exprese genÛ se pfii srovnání B a T typu malignity, i v rámci jednoho typu nemusí pfiesnû shodovat pfii jinak stej-
né léãbû za identick˘ch podmínek. Determinace zmûn v expresi p53 signálních genÛ a indukce samotného proteinu p53
mÛÏe b˘t dÛleÏitou pomÛckou pfii stanovení individuální míry „funkãní“ odpovûdi na „high-dose“ terapii methotrexátem.
Tyto pfiedbûÏné v˘sledky by kromû tradiãnû známého inhibiãního vlivu na DHFR mûly roz‰ífiit i souãasné celkové zna-
losti o pÛsobení methotrexátu na bunûãné úrovni. Podafiilo se nám identifikovat zhruba 11 genÛ, u kter˘ch docházelo ke
zmûnû v expresi u v‰ech sledovan˘ch pacientÛ. Takto vytipované geny a jejich produkty budou podrobeny dal‰í funkãní
anal˘ze na vhodn˘ch modelov˘ch systémech s cílem nalézt souvislost mezi expresí dan˘ch genÛ, jimi kódovan˘ch prote-
inÛ, typem onemocnûní a mechanismem úãinku cytostatika. 
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Abstract: Background: Cellular events occurring downstream from the inhibition of DNA synthesis by methotrexate have
remained largely unexplored. Here, we show that chemotherapy-naive lymphoblasts isolated from bone marrow of patients
with acute lymphoblastic leukemia cultivated ex vivo with methotrexate resulted in changes in expression of the p53 protein
and in upregulation of several p53-regulating genes. Methods: We investigated induction of p53 protein and p53-dependent
genes after 24 hour ex vivo incubation with methotrexate in chemotherapy-naive, bone marrow lymphoblasts taken prior to
any therapy. To date, we completed immunocytochemical analysis of p53 and determined changes in expression of genes
involved in p53-dependent biological pathways in four patients using cellular pathway-oriented GEArray membranes
(www.superarray.com) enabling analysis of 112 transcripts. Results: Ex vivo experiments were performed with folate-free
medium to which 5-methyl tetrahydrofolate was added to the concentration 25 nmol/l to parallel serum conditions. GEArray
experiments showed overall decrease of mRNA expression in ex vivo cultivated lymphoblasts after methotrexate treatment.
In the fourth patient, also with immunocytochemically observable p53 induction, we observed decrease of expression of
several cell cycle-regulating genes such as CDC2 (cdk1), SP1, NDRG (n-myc downstream regulated gene) whereas
apoptosis-related genes did not change their expression levels. The APEX (Ref-1) and ARF (p16ink4), the p53-upstream
signaling genes encoding proteins involved in p53 interactions showed variable expression. Genes encoding transcription
regulators ATM (2 patients with B-ALL) and SIRT1 (4 patients) participating in p53 interactions showed significant decrease
of their expression. Interindividual differences were also observed in genes involved in p53 pathways such as CSNK1A1,
CSNK2, HIPK2 and JNKK2 gene. Conclusions: We have observed variable induction of p53 and expression of p53-
controlled genes. This result may imply that a disorder – though classified as B- or T- type malignancy – may not respond
identically to otherwise identical treatment under identical conditions. We suggest that assessment of changes in expression
of p53-controlled genes and p53 protein status may be a tool to determine an intraindividual rate of „functional“ response to
high-dose methotrexate therapy. These preliminary results may broaden our understanding on the mechanism of methotrexate
action at the cellular level going beyond the traditional DHFR inhibition effect. We succeeded in identifying about 11 genes
where changes in expression were observed in all patients. Those genes and their products will be subject of additional
investigations to find out connections between gene expression, their products, type of disease and mechanism of therapy
response.
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Teoretick˘ úvod
V leukemogenezi hrají prav-
dûpodobnû zásadní roli chro-
mozomální pfiestavby, pfiesto
proteiny exprimované jako
dÛsledek tûchto translokací
nejsou obvykle dostaãující
k plnému rozvinutí onemoc-
nûní. Stejnû jako u solidních
nádorÛ je k plnému rozvoji
maligního fenotypu krevní
buÀky nutn˘ch více genetic-
k˘ch zmûn a k jejich vzniku
mÛÏe pfiispívat pfiedev‰ím
genomová nestabilita . Pro
v˘voj hematoonkologického
onemocnûní jsou pak nezbyt-
né dal‰í mutace, které se
vyskytnou jen u malé podsku-
piny jedincÛ (1, 2).
Antagonisté kyseliny listové
byly pfii terapii u dûtsk˘ch
hemoblastos poprvé pouÏity
v roce 1948 (3). Jejich zave-
dení do klinické praxe
v˘znamnû pfiispûlo ke zlep‰e-
ní prognózy u dûtí s akutní
lymfoblastickou leukémií.
Hlavním a doposud nejvíce
pouÏívan˘m antifolátem je
methotrexát (4-amino, 10-
methylpterin). Methotrexát je
strukturním analogem kyseli-
ny listové, která je esenciál-
ním kofaktorem fiady kritic-
k˘ch reakcí v eukaryotick˘ch
buÀkách. Je siln˘m inhibito-
rem enzymu dihydrofolátreduktasy, kter˘ se v˘znamnû podí-
lí na regulaci homeostázy intracelulárních folátÛ (4, 5). Mecha-
nismus úãinku a farmakogenetika antifolátÛ byly v poslední
dobû shrnuty v fiadû pfiehledn˘ch ãlánkÛ (4, 6, 7). Zajímav˘ se
jeví vztah antifolátÛ k plazmatick˘m hladinám homocysteinu
(7); zdá se, Ïe podávání antifolátÛ konsistentnû zvy‰uje hladi-
ny plazmatického homocysteinu. 
Aãkoli je o antifolátovém úãinku methotrexátu známo mno-
ho, distální úãinky folátov˘ch antagonistÛ na bunûãné úrovni
zÛstávají víceménû nejasné. V rámci na‰í studie pfiedpokládá-
me, Ïe po‰kození DNA, vznikající jako následek pÛsobení anti-
folika, vede podobnû jako u fiady dal‰ích genotoxick˘ch vlivÛ
k aktivaci antionkogenu p53. Jeho aktivace mÛÏe dále vyústit
ve dva diametrálnû odli‰né distální jevy – apoptózu nebo zásta-
vu bunûãného cyklu (8-12). Pfii terapii zhoubného onemocnû-
ní je apoptóza Ïádoucím koneãn˘m efektem. Naopak zástava
bunûãného cyklu pak mÛÏe vést k vytvofiení ãasového úseku,
v nûmÏ mÛÏe docházet k selekci bunûãn˘ch forem resistent-
ních na podávanou terapii.

Materiál a metody
Klinick˘ materiál
U pacientÛ léãen˘ch na klinice dûtské onkologie s diagnózou
akutní lymfoblastické leukémie jsme z alikvotu diagnostické-
ho vzorku kostní dfienû ihned izolovali naivní maligní blasty
pomocí systému Lymphoprep. Blasty byly následnû pfievede-
ny do bezfolátového media, k nûmuÏ jsme pfiidali 5-methyl-
tetrahydrofolát na koneãnou koncentraci 25 nmol/l, abychom
paralelizovali podmínky lidské plasmy. BûÏná kultivaãní
media totiÏ obsahují foláty, jednak v rÛzn˘ch formách a jed-
nak v cca tisícinásobném pfiebytku ve srovnání s fyziologic-
k˘mi podmínkami lidské plazmy. Do kultivaãního media jsme
pfiidali i) methotrexát na cílovou koncentraci 40 µmol/l, ii) ros-

kovitin v koncentraci 20 µmol/l, iii) DMSO jako kontrolu.
Blasty jsme kultivovali po dobu 24 hod, abychom paralelizo-
vali in vivo podmínky, za nichÏ je podáván methotrexát paci-
entÛm ve schématu „high-dose“ dle protokolu ALL-BFM95. 

Imunocytochemická detekce proteinu p53
Suspenze lymfocytÛ pro cytospin byla fixována standardním,
komerãnû dostupn˘m sprejem CYTO-fixation a uchována na
temném suchém místû. Pfied vlastním barvením byla skla pro-
myta v 50% etanolu 30 minut a následnû hydratována v desti-
lované vodû 30 minut. Endogenní peroxidázová aktivita byla
blokována po dobu 15 minut 3% roztokem H2O2 v PBS (fyzi-
ologick˘ roztok pufrovan˘ fosfátem na pH 7,5). Primární
monoklonální protilátka DO1 [my‰í monoklonální protilátka

Obr. 1: Schematické znázornûní cDNA GEArray metody zahrnující izolaci RNA, pfiípravu sond, hybridizaci,
chemiluminiscenãní detekci a anal˘zu.

Obr. 2: Ukázka dosaÏen˘ch v˘sledkÛ u pacienta B1, kdy intenzita jed-
notliv˘ch tetramerních spotÛ odpovídá transkripãní aktivitû pfiíslu‰n˘ch
genÛ: A) hladina mRNA po 24 h kultivaci v mediu; B) hladina mRNA po
24 h kultivaci v mediu po pfiídavku methotrexátu; C) hladina mRNA po
24 h kultivaci v mediu po pfiídavku roskovitinu.
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rozli‰ující N-koncovou oblast proteinu p53 (sekvenci amino-
kyselin 20-SDLWKL-25)] (13, 14) byla aplikována na buÀky
pfii teplotû 4 °C pfies noc. Po trojím promytí v PBS byla nane-
sena anti-my‰í sekundární protilátka znaãená biotinem a ABC
reagencie (Vector Elite ABC kit, Vector) pfiesnû dle návodu
a doporuãení dodavatelem. Peroxidázová aktivita byla vizua-
lizovaná kitem DAB+ (Dako, Denmark). 

Anal˘za exprese p53 signálních genÛ
Exprese p53-dependentních genÛ byla monitorována pomo-
cí technologie cDNA GEArray (SuperArray Bioscience Cor-
poration) (obr. 1, 2). Na rozdíl od metody mikroãipov˘ch
arrays, pomocí kter˘ch je moÏné analyzovat souãasnû tisíce
genÛ, jsou GEArray testy schopny sledovat expresi jen pfii-
bliÏnû stovky genÛ, av‰ak jejich v˘raznou v˘hodou vzhledem
k metodû „microarray“ je podstatnû niÏ‰í finanãní nákladnost,
jednodu‰‰í technické zázemí, dobrá reprodukovatelnost
a snaz‰í vyhodnocování. Dal‰í nezanedbatelnou v˘hodou
tohoto metodologického pfiístupu je moÏnost si pro vlastní
anal˘zu vytipovat vhodnou skupinu genÛ, která se vztahuje
pfiímo ke studované problematice. V na‰em provedení je tato
metoda principiálnû zaloÏena na pfiípravû cDNA prób znaãe-
n˘ch biotinem, které jsou pouÏity k hybridizaci se sondami
umístûn˘mi na membránách, jeÏ pfiedstavují specifické
sekvence jednotliv˘ch genÛ. Po provedení hybridizace a pfií-
slu‰n˘ch prom˘vacích krocích se na biotin váÏe streptavidin
konjugovan˘ s alkalickou fosfatázou a následuje detekce zalo-
Ïená na chemiluminiscenci. Spoty pfiedstavující expresi jed-
notliv˘ch genÛ pak byly hodnoceny pomocí programu Total-
Lab a získané hodnoty byly normalizovány vzhledem
k expresi „housekeeping“ genu GAPDH kódujícího glyce-
raldehyd-3-fosfát dehydrogenázu. Zde uvádíme pfiehled v‰ech
p53 -signálních genÛ, jejichÏ exprese byla touto metodou ana-
lyzována.
p53 rodina: TP53, TP63, TP73 
p53 upstream signální geny:
Geny ovlivÀující expresi a stabilitu p53: BZRP (pBR),
CREBBP (CBP), D5S346 (DP1), E2F1 (E2F), EP300 (p300),
MDM2, MTBP, NFKB1, NUMB 
Geny modifikující 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 
Geny jejichÏ produkty se uplatÀují pfii p53 interakcích: APEX
(Ref-1), BAP1, BRAP, BRCA1, CDKN2A (p14ARF), E1B-
AP5 (E1B55K), E2F1, MDM2, MYC, RASA1 (Ras), RB1
(pRB), TEAD1 (SV40), WRN, WT1 
p53 downstream signální geny:
Geny regulující 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 
Regulátory apoptózy: 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) 
Geny podílející se na DNA opravách: GADD45A, RRM2B
(p53R2) 
Geny kontrolující angiogenezi a tvorbu metastáz: BAI1, SER-
PINB5 (Maspin), THBS1 (TSP1)

V˘sledky a diskuse
Kromû genÛ TP53, TP63 a TP73, které se souhrnnû oznaãují
jako tzv. „p53 rodina“ (15), lze analyzované geny vzhledem

Obr. 3: Imunocytochemické stanovení ex-vivo indukce proteinu p53
v naivních blastech pomocí monoklonální protilátky DO1: A) indukce p53
pfied kultivací; B) indukce p53 po 24 h kultivaci v mediu; C) Indukce p53
po 24 h kultivaci v mediu po pfiídavku methotrexátu.

k jejich postavení vÛãi p53 rozdûlit do dvou skupin, a to na
geny p53 regulující (p53 upstream signal/p53 modifiers) a geny
p53 regulované (p53 downstream signal/p53 effectors).
Exprese p53 signálních genÛ byla monitorována u 3 pacientÛ
(pracovnû oznaãen˘ch B1 - B3) s diagnózou akutní lymfob-
lastická leukémie typu B (B-ALL) a jednoho pacienta (pra-
covnû oznaãeného jako T) s diagnózou akutní lymfoblastická
leukémie typu T (T-ALL). U tûchto 4 pacientÛ jsme primárnû
provedli imunocytochemické barvení a imunochemickou
detekci proteinu p53 a zjistili jsme rÛznou úroveÀ exprese. Pfií-
klad imunocytochemické detekce protienu p53 je uveden na

A

B

C
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obr. 3. V první fázi jsme ovûfiovali, zda exprese sledovan˘ch
genÛ není ovlivnûna kultivací naivních blastÛ v mediu. Zjisti-
li jsme, Ïe obecnû pfii kultivaci v proklamovan˘ch podmínkách
dochází ke statisticky v˘znamn˘m zmûnám v expresi pouze
nûkolika genÛ. 
Pfii sledování exprese v‰ech studovan˘ch genÛ u pacienta ozna-
ãeného T jsme zaznamenali po podání methotrexátu resp. ros-
kovitinu v˘razné sníÏení celkové exprese. Pfii anal˘ze v˘znam-
n˘ch zmûn u jednotliv˘ch genÛ pfievaÏoval trend sniÏování
genové exprese po podání v˘‰e uveden˘ch látek. U fiady genÛ
se pak exprese nezmûnila, av‰ak je tfieba zmínit dvojici genÛ,
u kter˘ch naprosto neoãekávanû docházelo v porovnání s ostat-
ními geny ke zv˘‰ení exprese. Jedná se o gen BBC3 – kódují-
cí protein Puma uplatÀující se pfii p53-regulované apoptóze,
kdy vazbou na Bcl2 umoÏÀuje uvolÀování cytochromu
c z mitochondrií (16). Druh˘m silnû exprimovan˘m genem je
BAP1 – jedná se o BRCA1 asociovan˘ protein uplatÀující se
pfiedev‰ím pfii negativní regulaci bunûãné proliferace (17). U 4
genÛ pak byla zji‰tûna zv˘‰ená transkripãní aktivita: ARF,
HIPK2, ASPP2, WIG1. Oproti kontrolním lymfoblastÛm do‰lo
u 3 genÛ ke zv˘‰ení exprese po pfiidání methotrexátu a naopak
ke sníÏení exprese po pfiídavku roskovitinu (JNKK2, FAF1
a TP63). U v‰ech 3 pacientÛ s B-ALL, stejnû jako u pacienta
T-ALL byla prokázána v˘raznû silná exprese genu BBC3, kte-
rá se ov‰em zásadnû nemûnila ani po pfiídavku methotrexátu
resp. roskovitinu. 
Pfii porovnání zastoupení jednotliv˘ch genÛ a typu zmûn
v jejich expresi se ukázalo, Ïe jednotliví pacienti se mezi sebou
li‰ili, a to jak kvalitativnû v genech, u nichÏ byla prokázána
exprese, tak i kvantitativnû v hladinû exprese po podání met-
hotrexátu nebo roskovitinu. Pfiedpokládáme, Ïe tento jev je
zpÛsoben jednak genetick˘m pozadím analyzovan˘ch jedin-
cÛ a pfiedev‰ím pak charakterem bunûãné odpovûdi na inhibi-
ci cílového enzymu dihydrofolátreduktázy. Existuje totiÏ celá
fiada více ãi ménû sloÏit˘ch mechanismÛ, které se podílejí na
udrÏení homeostázy v metabolismu folátÛ (5). ¤ada s tímto
spojen˘ch procesÛ vykazuje pomûrnû velkou míru inter-indi-
viduální variability a tato variabilita je v fiadû pfiípadÛ podmí-
nûna genetick˘mi faktory.
Hlavním cílem na‰í studie bylo vytipovat geny, jejichÏ expre-
se vykazuje spoleãné rysy a mohly by tedy pfiedstavovat kan-
didátní geny pro potencionální markery vhodné pro sledová-
ní v˘voje onemocnûní a hlavnû odpovûdi na terapii. Zamûfiili
jsme se na hledání tûch genÛ, u nichÏ docházelo po dávce cyto-
statika ke zmûnám exprese u v‰ech pacientÛ (tab. 1). Z p53
dependentních genÛ uplatÀujících se pfii regulaci apoptózy
nebyl s v˘jimkou silnû exprimovaného genu BBC3 nalezen
Ïádn˘ gen, jehoÏ exprese by byla u v‰ech pacientÛ obdobná.
Oproti tomu se zdá, Ïe geny bunûãného cyklu by mohly hrát

mnohem v˘znamnûj‰í roli, kdy v porovnání s blasty kultivo-
van˘mi pouze v mediu (s definovanou koncentrací folátu ve
formû 5-methyltetrahydrofolátu) prokazatelnû u v‰ech paci-
entÛ B-ALL docházelo ke zmûnám v expresi genÛ CDK1,
NDRG a SP1 po pÛsobení jak methotrexátu, tak i roskovitinu. 
Zajímavé poznatky byly získány i pfii sledování exprese genÛ,
které se uplatÀují pfii interakcích s p53, popfiípadû ovlivÀují
jeho expresi a stabilitu. U genÛ APEX (Ref-1) a ARF (p16ink4)
docházelo po pfiídavku methotrexátu k signifikantní zmûnû
exprese, dále pak v pfiípadû 2 B-ALL pacientÛ docházelo po
pÛsobení methotrexátu ke sníÏení exprese u genu GAP, kte-
r˘ má funkci jako aktivátor p21RAS, jenÏ se uplatÀuje pfii regu-
laci bunûãné proliferace a diferenciace (18). Zb˘vající, nemé-
nû dÛleÏitou skupinou, jsou geny, jejichÏ produkty mají
schopnost modifikovat p53. Z tûchto genÛ byla prokazatelnû
sníÏená exprese po pÛsobení methotrexátu, pfiípadnû rosko-
vitinu, zaznamenána u SIRT1, kter˘ se podílí na deacetylaci
proteinu p53, ãímÏ ovlivÀuje jeho transkripãní aktivitu (19).
U dvou pacientÛ (B2 a B3) pak docházelo oproti kontrole
k v˘raznému sníÏení exprese genu ATM, jehoÏ produkt je
v˘znamn˘m ãlenem rodiny fosfatidylinositol-3 kináz. Tato
kináza má schopnost specificky fosforylovat protein p53
s cílem ho aktivovat a stabilizovat v rámci odpovûdi na po‰ko-
zení DNA (20). Dále byly u v‰ech tfií pacientÛ s B-ALL zazna-
menány zmûny v expresi genÛ CSNK1A1, CSNK2, HIPK2
a JNKK2. 

Závûry
Pomocí cDNA GEArray byly porovnány expresní profily
maligních naivních blastÛ u jednotliv˘ch pacientÛ po inkuba-
ci s methotrexátem a/nebo roskovitinem, neboÈ stanovení zmûn
v expresi p53 signálních genÛ mÛÏe pomoci pfii stanovení míry
intra-individuální odpovûdi na high-dose terapii methotrexá-
tem. Tyto pfiedbûÏné v˘sledky by kromû tradiãnû známého
inhibiãního vlivu na DHFR mûly roz‰ífiit souãasné celkové
znalosti o pÛsobení methotrexátu na bunûãné úrovni. Podafii-
lo se nám identifikovat celkem asi 11 genÛ, u kter˘ch dochá-
zelo ke zmûnû v expresi u v‰ech sledovan˘ch pacientÛ. V pfií-
padû, Ïe bude docházet k expresi tûchto genÛ i u dal‰ích
pacientÛ, mohou slouÏit jako potenciální markery onemocnû-
ní. Takto vytipované geny a jejich produkty budou podrobe-
ny dal‰í funkãní anal˘ze na vhodn˘ch modelov˘ch systémech
s cílem nalézt souvislost mezi expresí dan˘ch genÛ, jimi kódo-
van˘ch proteinÛ, typem onemocnûní a mechanismem úãinku
cytostatika. Získané v˘sledky by se pak mohly stát podkladem
pro cílenou terapii.

Práce byla podporována grantov˘mi projekty IGA MZ âR
NC7104-3, NC7131-3 a MZO 00209805.

Tab.1: Exprese vybran˘ch p53 signálních genÛ u jednotliv˘ch pacientÛ. Vlastní exprese dan˘ch genÛ je vyjádfiena v procentech vzhledem k expresi
„housekeeping“ genu GAPDH. 1Exprese genÛ u naivních blastÛ po 24 h kultivaci pouze v mediu, 2exprese genÛ u naivních blastÛ po pfiídavku met-
hotrexátu, 3exprese genÛ u naivních blastÛ po pfiídavku roskovitinu.
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