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Souhrn: Uvod: Mechanismy bun&¢né odpovédi na inhibici DNA syntézy methotrextem zistavaji stile do jisté miry ne
zcela objasnéné. V této praci ukazujeme, Ze pfi chemoterapii naivnich lymfoblastti izolovanych z kostni dfené od pacien-
ti trpicich akutni lymfoblastickou leukémii kultivovanych ex vivo s methotrexatem dochazi ke zménam hladiny proteinu
pS3 i exprese nékterych gent p53 regulujicich i regulovanych. Metody: Sledovali jsme indukci proteinu p53 a p53 sig-
nalnich genii po 24 h ex vivo inkubaci s methotrexatem u naivnich lymfoblastii izolovanych z kostni diené. U ¢Etyf paci-
entl byla provedena imunocytochemicka analyza p53 a pomoci cDNA GEArray membran (www.superarray.com) byly
stanoveny zmény v expresi gentl, které jsou soucdsti p53 signdlnich drah. Vysledky: Ex vivo experimenty byly provadé-
ny v bezfoldtovém mediu, k némuZ byl pfidan 5-methyltetrahydrofolat na kone¢nou koncentraci 25 nmol/l, s cilem para-
lelizovat podminky lidské plasmy. Celkové bylo zji§t€no mirné utlumeni transkripcni aktivity u ex vivo kultivovanych
lymfoblasti po podani methotrexatu. U vSech ¢tyf pacientd, u nichZ byla imunocytochemicky pozorovatelna p53 induk-
ce, dochazelo prokazatelné ke sniZeni exprese nékterych genti uplatiiujicich se pfi regulaci bunééného cyklu jako jsou
CDC2 (cdkl), SP1, NDRG. Naopak v expresi gentl apoptotickych drah nebyly detekovany Zadné signifikantni zmény.
V piipadé gentt APEX (Ref-1) a ARF (p16™k4), jejichZ produkty se uplatiiuji pfi interakcich s p53, pfipadné ovliviiuji jeho
expresi a stabilitu, byly po pfidavku methotrexatu rovnéz detekovéany signifikantni zmény v expresi. Z gen, jejichzZ pro-
dukty maji schopnost modifikovat p53, bylo prokdzano sniZeni exprese po piisobeni methotrexatu, pripadné roskovitinu,
pfedevsim u genu SIRT1. U dvou pacienti (B-ALL) pak dochézelo oproti kontrole k vyraznému sniZeni exprese genu
ATM, vyznamného transkrip¢niho faktoru negativné regulujiciho bunéény cyklus. Dale byly u vSech pacientii zazname-
nany inter-individudlni zmény v expresi genit CSNK1A1, CSNK2, HIPK2 a JINKK?2. Zdvér: Nase vysledky naznacuji, Ze
hladina exprese gent se pfi srovnani B a T typu malignity, i v rdmci jednoho typu nemusi pfesné shodovat pfi jinak stej-
né 1é¢bé za identickych podminek. Determinace zmén v expresi p53 signdlnich gent a indukce samotného proteinu p53
miZe byt diileZitou pomiickou pfi stanoveni individudlni miry ,,funk&ni* odpovédi na ,,high-dose* terapii methotrexatem.
Tyto pfedbézné vysledky by kromé tradi¢né zndmého inhibi¢niho vlivu na DHFR mély rozsifit i soucasné celkové zna-
losti o ptisobeni methotrexdtu na bunécné urovni. Podafilo se ndm identifikovat zhruba 11 gent, u kterych dochazelo ke
zméné v expresi u viech sledovanych pacienti. Takto vytipované geny a jejich produkty budou podrobeny dalsi funk¢ni
analyze na vhodnych modelovych systémech s cilem nalézt souvislost mezi expresi danych geni, jimi kédovanych prote-
ind, typem onemocnéni a mechanismem dc¢inku 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 pS3-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 (cdkl), SP1, NDRG (n-myc downstream regulated gene) whereas
apoptosis-related genes did not change their expression levels. The APEX (Ref-1) and ARF (p16™4), 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 CSNKI1AI,
CSNK?2, HIPK2 and JNKK?2 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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Teoreticky tvod
V leukemogenezi hraji prav-

Obr. 1: Schematické zndzornéni cDNA GEArray metody zahrnujici izolaci RNA, pfipravu sond, hybridizaci,
chemiluminiscen¢ni detekci a analyzu.

dépodobné zdsadni roli chro-
mozomadlni prestavby, piesto
proteiny exprimované jako
dasledek téchto translokaci
nejsou obvykle dostacujici

nédort je k plnému rozvoji
maligniho fenotypu krevni
buiiky nutnych vice genetic-
kych zmén a k jejich vzniku
miZe pfispivat predevSim
genomova nestabilita . Pro
vyvoj hematoonkologického
onemocnéni jsou pak nezbyt-
né dal§i mutace, které se
vyskytnou jen u malé podsku-
piny jedinct (1, 2).

Antagonisté kyseliny listové
byly pfi terapii u détskych
hemoblastos poprvé pouZity
v roce 1948 (3). Jejich zave-
deni do klinické praxe
vyznamné prispélo ke zlepSe-
ni prognézy u déti s akutni
lymfoblastickou leukémii.
Hlavnim a doposud nejvice
pouZivanym antifolitem je
methotrexit (4-amino, 10-
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buiikéch. Je silnym inhibito-
rem enzymu dihydrofolatreduktasy, ktery se vyznamné podi-
li naregulaci homeostdzy intraceluldrnich folatt (4, 5). Mecha-
nismus uc¢inku a farmakogenetika antifolatd byly v posledni
dobé shrnuty v fadé€ prehlednych ¢lanki (4, 6, 7). Zajimavy se
jevi vztah antifolatd k plazmatickym hladinim homocysteinu
(7); zda se, Ze podavani antifolatd konsistentné zvySuje hladi-
ny plazmatického homocysteinu.

Ackoli je o antifoldtovém ucinku methotrexatu zndmo mno-
ho, distalni acinky fol4dtovych antagonistii na bunééné drovni
zUstavaji viceméné nejasné. V ramci nasi studie predpoklada-
me, Ze poSkozeni DNA, vznikajici jako nasledek ptisobeni anti-
folika, vede podobné jako u fady dalSich genotoxickych vlivil
k aktivaci antionkogenu p53. Jeho aktivace mizZe dile vyustit
ve dva diametraln€ odliSné distalni jevy —apoptozu nebo zasta-
vu bunécéného cyklu (8-12). Pfi terapii zhoubného onemocné-
ni je apoptdza Zddoucim konecnym efektem. Naopak zédstava
bunéc¢ného cyklu pak miiZze vést k vytvoreni Casového tiseku,
v némZ muzZe dochdzet k selekci buné¢nych forem resistent-
nich na poddvanou terapii.

Material a metody

Klinicky materidl

U pacientt 1éCenych na klinice détské onkologie s diagndzou
akutni lymfoblastické leukémie jsme z alikvotu diagnostické-
ho vzorku kostni dfené ihned izolovali naivni maligni blasty
pomoci systému Lymphoprep. Blasty byly nésledné pfevede-
ny do bezfoldtového media, k némuz jsme pfidali 5-methyl-
tetrahydrofolat na kone¢nou koncentraci 25 nmol/l, abychom
paralelizovali podminky lidské plasmy. B&éZna kultiva¢ni
media totiZ obsahuji folaty, jednak v rznych formdach a jed-
nak v cca tisicindsobném prebytku ve srovnéni s fyziologic-
kymi podminkami lidské plazmy. Do kultiva¢niho media jsme
pridali i) methotrexat na cilovou koncentraci 40 wmol/l, ii) ros-

Obr. 2: Ukdzka dosaZenych vysledkil u pacienta B1, kdy intenzita jed-
notlivych tetramernich spotl odpovidé transkripeni aktivit€ piisluSnych
genl: A) hladina mRNA po 24 h kultivaci v mediu; B) hladina mRNA po
24 h kultivaci v mediu po pfidavku methotrexatu; C) hladina mRNA po
24 h kultivaci v mediu po piidavku roskovitinu.
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kovitin v koncentraci 20 pmol/l, iii) DMSO jako kontrolu.
Blasty jsme kultivovali po dobu 24 hod, abychom paralelizo-
vali in vivo podminky, za nichZ je poddvan methotrexat paci-
entim ve schématu ,high-dose* dle protokolu ALL-BFMO95.

Imunocytochemickd detekce proteinu p53

Suspenze lymfocytl pro cytospin byla fixovana standardnim,
komer¢né dostupnym sprejem CYTO-fixation a uchovana na
temném suchém misté. Pfed vlastnim barvenim byla skla pro-
myta v 50% etanolu 30 minut a nisledné hydratovéina v desti-
lované vodé 30 minut. Endogenni peroxiddzova aktivita byla
blokovéna po dobu 15 minut 3% roztokem H,O, v PBS (fyzi-
ologicky roztok pufrovany fosfitem na pH 7,5). Primarni
monoklondlni protilditka DO1 [myS$i monoklondlni protilatka
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rozliSujici N-koncovou oblast proteinu p53 (sekvenci amino-
kyselin 20-SDLWKL-25)] (13, 14) byla aplikovana na buiiky
pri teploté 4 °C pfes noc. Po trojim promyti v PBS byla nane-
sena anti-mysi sekundarni protildtka znacend biotinem a ABC
reagencie (Vector Elite ABC kit, Vector) pfesné dle ndvodu
a doporuceni dodavatelem. Peroxiddzova aktivita byla vizua-
lizovana kitem DAB+ (Dako, Denmark).

Analyza exprese p53 signdlnich genii

Exprese p53-dependentnich genii byla monitorovdna pomo-
ci technologie cDNA GEArray (SuperArray Bioscience Cor-
poration) (obr. 1, 2). Na rozdil od metody mikroc¢ipovych
arrays, pomoci kterych je mozné analyzovat soucasné tisice
gentl, jsou GEArray testy schopny sledovat expresi jen pfi-
bliZné stovky gentl, av§ak jejich vyraznou vyhodou vzhledem
k metod€ ,,microarray“ je podstatné niZ$i finan¢ni ndkladnost,
jednodussi technické zdzemi, dobrd reprodukovatelnost
a snaz$i vyhodnocovéni. Dal$i nezanedbatelnou vyhodou
tohoto metodologického pfistupu je mozZnost si pro vlastni
analyzu vytipovat vhodnou skupinu gend, kterd se vztahuje
pfimo ke studované problematice. V naSem provedeni je tato
metoda principidln€ zaloZena na pfipravé cDNA préb znace-
nych biotinem, které jsou pouZity k hybridizaci se sondami
umisténymi na membrandch, jeZ predstavuji specifické
sekvence jednotlivych genti. Po provedeni hybridizace a pii-
slu§nych promyvacich krocich se na biotin vaZe streptavidin
konjugovany s alkalickou fosfatdzou a nasleduje detekce zalo-
Zené na chemiluminiscenci. Spoty predstavujici expresi jed-
notlivych gent pak byly hodnoceny pomoci programu Total-
Lab a ziskané hodnoty byly normalizovdny vzhledem
k expresi ,,housekeeping* genu GAPDH kodujiciho glyce-
raldehyd-3-fosfat dehydrogendzu. Zde uvadime piehled viech
pS3 -signdlnich gen, jejichZ exprese byla touto metodou ana-
lyzovana.

p53 rodina: TP53, TP63, TP73

p53 upstream signdlni geny:

Geny ovliviiujici expresi a stabilitu p53: BZRP (pBR),
CREBBP (CBP), D55346 (DP1), E2F1 (E2F), EP300 (p300),
MDM2, MTBP, NFKB1, NUMB

Geny modifikujici p53: ATM, ATR, CCNH (cyclin H), CDK7
(CAK), CHEKI (Chkl), CHEK2 (Chk2), CREBBP (CBP),
CSNKI1AI (CK1), CSNK2A1, CSNK2A2, CSNK2B, EP300
(p300), HIPK2, KIP2, KIP3, MAP2K4, MAP2K7,
MAPKSIP2, PCAF, PML, PRKCA, PRKCBI1, PRKCG,
PRKCQ, PRKDC (DNA-PK), SIRT1

Geny jejichz produkty se uplatiiuji pfi pS3 interakcich: APEX
(Ref-1), BAP1, BRAP, BRCA1, CDKN2A (p14ARF), E1B-
AP5 (E1B55K), E2F1, MDM2, MYC, RASA1 (Ras), RB1
(pRB), TEAD1 (SV40), WRN, WT1

p53 downstream signélni geny:

Geny regulujici bunécny cyklus: ABCB1 (MDR1), ACTA1
(actin), AD022, APR-3,CDC2, CDKNI1A (P21Wafl), DAXX,
ESRI1, FADD, FAF1, GADD45A, GTSE1 (B99), HIF1A,
HSPA4 (Hsp70), LRDD, MAP4, NDRG (RTP), PIG8 (E124),
PMP22, RELA, REPRIMO, SFN (14-3-3), SP1, STATS5A,
TBP, THRA, TNFAIP1, TNFSF6, TP53TGI, TRAF1, TRAF4,
TRAFS5, WIG1

Regulétory apoptozy: APAF1, BAX, BBC3 (PUMA), BCL2,
CASP9 (Caspase-9), CTSD (Cathepsin D), LRDD (PIDD),
P53AIP1, PMAIP1 (NOXA), PMP22 (GAS-3), TNF,
TNFRSF10B (Killer5/DRS), TNFSF6 (Fas), TP53BP2
(ASPP2)

Geny podilejici se na DNA opraviach: GADD45A, RRM2B
(pS3R2)

Geny kontrolujici angiogenezi a tvorbu metastaz: BAI1, SER-
PINBS (Maspin), THBS1 (TSP1)

Vysledky a diskuse

Kromé genti TP53, TP63 a TP73, které se souhrnné oznacuji
jako tzv. ,,p53 rodina®“ (15), 1ze analyzované geny vzhledem
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Obr. 3: Imunocytochemické stanoveni ex-vivo indukce proteinu p53
v naivnich blastech pomoci monoklondlni protilatky DO1: A) indukce p53
pred kultivaci; B) indukce p53 po 24 h kultivaci v mediu; C) Indukce p53
po 24 h kultivaci v mediu po ptidavku methotrexatu.
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k jejich postaveni viic¢i p53 rozdélit do dvou skupin, a to na
geny p53 regulujici (pS3 upstream signal/p53 modifiers) a geny
p53 regulované (p53 downstream signal/p53 effectors).

Exprese p53 signdlnich gent byla monitorovédna u 3 pacientl
(pracovné oznaCenych B1 - B3) s diagn6zou akutni lymfob-
lastickd leukémie typu B (B-ALL) a jednoho pacienta (pra-
covné oznaceného jako T) s diagndzou akutni lymfoblasticka
leukémie typu T (T-ALL). U téchto 4 pacientt jsme primarné
provedli imunocytochemické barveni a imunochemickou
detekci proteinu pS3 azjistili jsme riznou trovei exprese. Pfi-
klad imunocytochemické detekce protienu p53 je uveden na



Tab.1: Exprese vybranych p53 signdlnich gent u jednotlivych pacientl. Vlastni exprese danych gent je vyjadfena v procentech vzhledem k expresi
,,housekeeging“ genu GAPDH. 'Exprese genii u naivnich blastil po 24 h kultivaci pouze v mediu, 2exprese genti u naivnich blasti po pfidavku met-

hotrexatu, “exprese genll u naivnich blastl po ptidavku roskovitinu.
Status Unigene | GeneBank Gen Pacient B1 Pacient B2 Pacient B3 Pacient T
p53 ID number K' Me® R K Me R K M R K Me R
Apoptéza [Hs.87246  [NM_014417 BBC3 118 128 82 523 100 184 | 514 194 259 | 124 138 102
X Hs.318567 |NM_006096 NDRG 36 7 20 204 83 69 359 102 268 13 20 3
3 Hs.334562 |NM_001786 CDC2 21 6 2 11 9 0 83 14 0 29 3 3
@ Hs.9460 NM_138473 SP1 25 22 6 486 46 100 314 58 61 20 17 10
Hs.73722  |NM_080649 APEX 16 43 20 80 57 78 50 28 37 32 28 9
3 Hs.421349 |NM_000077 ARF 54 92 61 378 100 218 183 155 207 33 53 42
3 Hs.318381 |NM_001892 | CSNK1A1 58 30 29 0 21 68 243 83 138 34 19 3
b Hs.73527  [NM_001320 | CSNK2B 57 60 9 76 31 44 27 16 0 35 1 4
> Hs.110299 [NM_145185 MKK7 79 75 82 370 85 143 638 141 153 48 67 36
& Hs.31176  [NM_012238 SIRT1 114 106 6 0 10 35 226 40 72 80 12 4
Hs.397465 |NM_022740 HIPK2 85 93 92 113 49 101 304 126 90 59 95 62
Hs.169476  NM_002046 GAPDH 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

obr. 3. V prvni f4zi jsme ovéfovali, zda exprese sledovanych
gent neni ovlivnéna kultivaci naivnich blastil v mediu. Zjisti-
li jsme, Ze obecné pfi kultivaci v proklamovanych podminkach
dochdzi ke statisticky vyznamnym zméndm v expresi pouze
nékolika gend.

Pti sledovéni exprese vSech studovanych genti u pacienta ozna-
¢eného T jsme zaznamenali po podani methotrexdtu resp. ros-
kovitinu vyrazné sniZeni celkové exprese. Pfi analyze vyznam-
nych zmén u jednotlivych gent pfevaZzoval trend sniZovani
genové exprese po podani vySe uvedenych latek. U fady geni
se pak exprese nezmeénila, avSak je tfeba zminit dvojici gend,
u kterych naprosto neoc¢ekdvané dochédzelo v porovnéni s ostat-
nimi geny ke zvySeni exprese. Jedna se o gen BBC3 —kdduji-
ci protein Puma uplatiiujici se pfi p53-regulované apoptoze,
kdy vazbou na Bcl2 umoZiiuje uvoliiovani cytochromu
¢ z mitochondrii (16). Druhym siln€ exprimovanym genem je
BAPI1 - jedna se o BRCAL1 asociovany protein uplatiiujici se
predevsim piinegativni regulaci buné¢né proliferace (17). U4
genll pak byla zjiSté€na zvySend transkripcni aktivita: ARF,
HIPK2, ASPP2, WIGI. Oproti kontrolnim lymfoblastiim doslo
u 3 genil ke zvySeni exprese po pfidani methotrexatu a naopak
ke sniZeni exprese po pfidavku roskovitinu (JNKK2, FAF1
a TP63). U vsech 3 pacientt s B-ALL, stejné jako u pacienta
T-ALL byla prokdzana vyrazné silnd exprese genu BBC3, kte-
rd se ovSem zdsadné neménila ani po pridavku methotrexatu
resp. roskovitinu.

Pfi porovnéni zastoupeni jednotlivych gend a typu zmén
v jejich expresi se ukazalo, Ze jednotlivi pacienti se mezi sebou
liili, a to jak kvalitativné v genech, u nichZ byla prokdzéna
exprese, tak i kvantitativné v hladiné exprese po podini met-
hotrexétu nebo roskovitinu. Pfedpokladdme, Ze tento jev je
zplisoben jednak genetickym pozadim analyzovanych jedin-
cl a predevsim pak charakterem buné¢né odpovédi na inhibi-
ci cilového enzymu dihydrofolatreduktazy. Existuje totiZ cela
fada vice ¢i méné sloZitych mechanism, které se podileji na
udrZeni homeostizy v metabolismu folati (5). Rada s timto
spojenych procest vykazuje pomérné velkou miru inter-indi-
vidudlni variability a tato variabilita je v fad€ pfipadli podmi-
néna genetickymi faktory.

Hlavnim cilem nasi studie bylo vytipovat geny, jejichZ expre-
se vykazuje spolecné rysy a mohly by tedy piedstavovat kan-
didatni geny pro potenciondlni markery vhodné pro sledova-
ni vyvoje onemocnéni a hlavné odpovédi na terapii. Zaméfili
jsme se na hledéni téch genii, u nichZ dochazelo po davce cyto-
statika ke zméndm exprese u vSech pacientil (tab. 1). Z p53
dependentnich gent uplatiiujicich se pfi regulaci apoptdzy
nebyl s vyjimkou silné exprimovaného genu BBC3 nalezen
Zadny gen, jehoZ exprese by byla u vSech pacienti obdobna.
Oproti tomu se zdd, Ze geny buné¢ného cyklu by mohly hrat

mnohem vyznamnéj$i roli, kdy v porovnéni s blasty kultivo-
vanymi pouze v mediu (s definovanou koncentraci folitu ve
formé 5-methyltetrahydrofolatu) prokazatelné u vSech paci-
entll B-ALL dochdzelo ke zméndm v expresi gent CDKI,
NDRG a SP1 po piisobeni jak methotrexatu, tak i roskovitinu.
Zajimavé poznatky byly ziskany i pfi sledovani exprese gentl,
které se uplatiiuji pii interakcich s p53, popiipadé ovliv_ﬁuzji
jeho expresi a stabilitu. U gentt APEX (Ref-1) a ARF (p16i"k%)
dochdazelo po pridavku methotrexétu k signifikantni zméné
exprese, dédle pak v pfipadé 2 B-ALL pacienti dochédzelo po
pusobeni methotrexatu ke sniZeni exprese u genu GAP, kte-
ry ma funkci jako aktivator p21RAS, jenz se uplatiiuje p¥iregu-
laci bunécné proliferace a diferenciace (18). Zbyvajici, nemé-
né dialeZitou skupinou, jsou geny, jejichZ produkty maji
schopnost modifikovat p53. Z téchto genil byla prokazatelné
sniZend exprese po pusobeni methotrexétu, pfipadné rosko-
vitinu, zaznamendna u SIRT1, ktery se podili na deacetylaci
proteinu p53, ¢imZ ovliviiuje jeho transkrip¢ni aktivitu (19).
U dvou pacientil (B2 a B3) pak dochazelo oproti kontrole
k vyraznému sniZeni exprese genu ATM, jehoZ produkt je
vyznamnym ¢lenem rodiny fosfatidylinositol-3 kindz. Tato
kindza ma schopnost specificky fosforylovat protein p53
s cilem ho aktivovat a stabilizovat v rdmci odpovédi na posko-
zeni DNA (20). Dédle byly u vSech tfi pacientt s B-ALL zazna-
mendny zmény v expresi gent CSNK1A1, CSNK2, HIPK2
a JNKK2.

Zavéry

Pomoci cDNA GEArray byly porovnany expresni profily
malignich naivnich blastd u jednotlivych pacientil po inkuba-
cis methotrexdtem a/nebo roskovitinem, nebot stanoveni zmén
v expresi p53 signdlnich genli miiZe pomoci pii stanoveni miry
intra-individudlni odpovédi na high-dose terapii methotrexa-
tem. Tyto pfedbézné vysledky by kromé tradicné znamého
inhibi¢niho vlivu na DHFR mély rozsitit soucasné celkové
znalosti o pisobeni methotrexatu na bunécné drovni. Podafi-
lo se ndm identifikovat celkem asi 11 gent, u kterych doché-
zelo ke zméné v expresi u viech sledovanych pacientl. V pfi-
padé, Ze bude dochézet k expresi téchto genl i u dalSich
pacientii, mohou slouZit jako potencidlni markery onemocné-
ni. Takto vytipované geny a jejich produkty budou podrobe-
ny dal$i funk¢ni analyze na vhodnych modelovych systémech
s cilem nalézt souvislost mezi expresi danych gend, jimi kodo-
vanych proteind, typem onemocnéni a mechanismem ucinku
cytostatika. Ziskané vysledky by se pak mohly stit podkladem
pro cilenou terapii.

Prdce byla podporovdna grantovymi projekty IGA MZ CR
NC7104-3, NC7131-3 a MZO 00209805.
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