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Souhrn

Vychodiska: Akutni lymfoblastick4 leukémie je nejéasté]i diagnostikovanou malignitou détskych pacientti v Ces-
ké republice. V poslednich desetiletich byl u¢inén nebyvaly pokrok v jeji 1é¢bé, k némuzZ bezesporu napomohla
ifada poznatk tykajici se molekularnich charakteristik onemocnéni. Analyza expresnich profilti pomoci ,,Arrays®
(Cipt) se stala jednou z vyznamnych metod pfi identifikaci potencidlnich markert onemocnéni, které by umoznily
bliZ8i charakterizaci nddorovych buné€k a pfispély k porozuméni procesu vzniku leukémie i stratifikace 1éCby.
Metody a vysledky: V ramci studie byl sledovéan vliv methotrexdtu na expresi genti p53-signdlni driahy umalignich
blastti izolovanych z kostni dfené détskych pacienti s akutni leukémii. Zmény exprese genti byly detekovany pomo-
ci ,,GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array“. Porovnanim ziskanych expresnich profilt jed-
notlivych pacientl byly pozorovany odli$né hladiny exprese sledovanych genti u kontrolnich bunék, taktéZ zmény
transkrip¢ni aktivity vlivem methotrexdtu byly riznorodé. Kromé jinych doSlo vlivem methotrexatu k vyraznym
zméndm transkripce genil uplatiiujici se pfi apoptdze Ci regulaci bunécného cyklu. Zmeény exprese né€kterych geni
byly nalezeny u vice pacientll, fada ostatnich se vSak projevila individualné, nezavisle na typu onemocnéni.
Zavéry: Byly detekovany zmény v expresi fady genil p53-signdlni drahy u malignich blasti kultivovanych ex vivo
s methotrexatem. Odli$né hladiny exprese genll potvrzuji zna¢nou heterogenitu détskych leukémii, projevujici se
v nasem souboru v expresnich profilech a ve zptisobu bunécné odpovédi na pfitomnost methotrexatu, jejichz disled-
kem miiZe byt rizna mira citlivosti k aplikovana latce a také rtiznd odpovéd 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-
onin our series confirm heterogeneity of childhood leukemias, where patients with the same diagnosis do notneed
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.
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Uvod

Leukémie je nejcastéj$im nddorovym onemocnénim déti
v Ceské republice a tvofi asi 30-35 % viech zhoubnych nido-
rl. Leukémii v nasi republice onemocni kazdy rok asi 80 - 90
déti, pficemz u prevazné €asti z nich je diagnostikovana akut-

ni lymfoblastickd leukémie (ALL) (1). Jedna se o nddorové
onemocnéni krvetvorné tkang, které vznika maligni transfor-
maci kmenové buiiky lymfatické fady. Vedle kostni diené
akrve v§ak mohou leukemické butiky pronikat do dalSich tka-
niaorgdnt jako jsou mizni uzliny, slezina, jtra, ledviny, CNS.
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Podle fenotypu je ALL rozliSovana na leukémii z B-prekur-
zoru, kterd tvoii asi 85 % vSech ptipadi a leukémii z T-pre-
kurzori (15 % pripadi) (2).

Stejné jako u solidnich nadort je i pro vznik leukémie nezbyt-
ny vétsi pocet genetickych zmén, které jako dtsledek nestabi-
lity genomu buiice proptjcuji odliSné ,,vyjimecné* nezadouci
vlastnosti, vymykajici se béZnému Zivotu butiky. Zde je moz-
no jmenovat aberantni exprese protoonkogenil, chromozo-
malni translokace davajici vznik fiznim geniim, hyperploidie.
Jejich dasledkem jsou pozménéné vlastnosti kmenovych bunék
vedouci k jejich abnormalni proliferaci, blokované diferenci-
aci a necitlivost k proapoptickym signaliim (3). V 16¢b& akut-
ni lymfoblastické leukémie byl za poslednich nékolik deseti-
leti u¢inén nebyvaly pokrok a ve vyspélych centrech détské
onkologie je dnes dosahovano dlouhodobych remisi u vice nez
80 % déti s ALL (4, 5). K pokroku v 1é¢bé nepochybné pfi-
spélo také intenzivni studium molekuldrnich charakteristik leu-
kemickych buné€k prohlubujici celkové znalosti o0 daném one-
mocnéni.

Biologické chovani buiiky je do jisté miry ddno profilem
exprimovanych gend. Studium buiiky na trovni RNA umoz-
fiuje sledovat jeji aktudlni stav, ktery je vyrazem nescetnych
bunécnych signdlt vedoucich pravé k expresi vybranych genti.
Technologie zaloZené na principu ¢ipli umoZiiuji analyzu
exprese a transkrip¢ni aktivity stovek (makrocipy) az nékoli-
ka tisicti (mikrocipy) genli najednou (6, 7). S jejich pomoci lze
sledovat transkripcni aktivitu skupiny gent v nejriiznéjsich
biologickych systémech a za rizn€ definovanych podminek.
Cipové technologie jsou vyuZivany i pii studiu malignich trans-
formaci a feSeni problematiky nddorovych onemocnéni, leu-
kémie nevyjimaje. Analyza transkripéni aktivity Sirokého
spektra genil a srovndvani expresnich profild je vychozi pfi
odhalovani jednotlivych genti a jimi kddovanych proteini jako
potencidlnich markerd diagnézy ¢i nasledné prognézy one-
mocnéni (8,9). Expresni analyza umoZiiuje odliSit akutni mye-
loblastickou leukémii od akutni lymfoblastické leukémie (10)
¢i blize klasifikovat akutni lymfoblastickou leukémii u déti
(11). Odlisné genetické abnormality malignich bunék v kombi-
naci s typem leukémie a fadou dalSich sledovanych znak
mohou byt spojeny s riznou mirou citlivosti bunék k apliko-
vané 1écbé (12). Na zdkladé identifikace kliC¢ovych gent je
moZzno dale sledovat vyvoj onemocnéni (13), studovat pri-
slusné signdlni drahy vybranych gen, a to vSe s cilem pfispét
k porozuméni procesu vniku leukémie, k vyvoji novych pre-
paratu a tim k efektivnéjsi 16¢bé onemocnéni.

V ramci studie byl pomoci cDNA GEArray sledovan vliv
methotrextu na transkrip¢ni aktivitu genti p53-signélni drahy
u malignich blasti détskych pacientl trpicich akutni leukémii.
Methotrexét je jiZ po nékolik desetileti nej¢astéji pouZivanym
antifolatem pfi 1é¢bé pacientt trpicich akutni leukémii (14, 15).
Pisobi jako silny inhibitor enzymu dihydrofolatreduktizy
a naruSuje tak bunéCny metabolismus folétli, metabolity
methotrexatu pak pfimo blokuji aktivitu dal§ich enzym podi-
lejicich se na syntéze purinll a pyrimidint (16). Kone¢nym
dasledkem je celkovy utlum syntézy DNA v buiice (17). Pti
1é¢bé akutni lymfoblastické leukémie je methotrexat apliko-
véan v davkach 12 a7 36000 mg/m2, pfesné mnoZstvi a interval
davkovani jak methotrexatu, tak leukovorinu je definovdno
specifickymi 1é¢ebnymi protokoly jednotlivych kooperativ-
nich skupin (18). Chemoterapie zahrnujici methotrexat vyka-
zuje vy$si efektivitu predevSim u pacientt trpicich akutni lym-
foblastickou leukémii typu B (19). Buiiky B- ALL prokazuji
vys$si citlivost k methotrexatu neZ T-ALL buriky (20, 21). Roz-
dily mezi nimi byly nalezeny v intenzité transportu methotre-
x4tu do bunék, v aktivit€ metabolizujicich enzymi ¢i v afini-
t&€ metabolith methotrexdtu k cilovym molekuldm (21).
Mechanismus odpovédi leukemickych bunék na terapii
methotrexatem neni doposud zcela objasnén, pfispiva k tomu
i mnozZstvi a variabilita genetickych zmén podilejicich se na
vzniku leukémie.
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Material a metody

Od pacientt 1é¢enych na Klinice détské onkologie FN Brno
s diagndzou akutni lymfoblastické leukémie (ALL) a akutni
myeloidni leukémie (AML) byly ziskany vzorky kostni dfe-
né, ze kterych byly izolovany maligni blasty pomoci systému
Lymphoprep (Axis-Shield). Blasty byly pfevedeny do RPMI
média (Sigma) s obsahem 5- methyltetrahydrofolatu o vysled-
né koncentraci 25 nM a nésledné& kultivovany se 40 uM met-
hotrexatem ¢i s DMSO jako kontrola po dobu 24 hod. Buiiky
byly sklizeny a pelety uchovény pfi -80 °C. Z blastt byla izo-
lovana celkovd RNA pomoci RNeasy Mini Kit (Qiagen) nebo
TriReagent (MRC).

Exprese p53-signilnich gent byla sledovdna pomoci GEAr-
ray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array
(SuperArray Bioscience Corporation). Produkt je navrZen pro
studium panelu 96 geni spojenych se signdlni drdhou protei-
nu p53, podle vztahu k p53 jsou geny rozdéleny do nékolika
funk¢nich skupin (Tabulka 1). Izolovana celkovd RNA byla
naznacena biotinem v procesu reverzni transkripce pomoci
MMLV-reverzni transkriptizy (Promega) a ziskana cDNA
nasledné pouzita jako hybridizacni sonda. Pfi hybridizaci se
sonda specificky vaZe na komplementéarni sekvence jednotli-
vych genli, ukotvené v presné definovanych pozicich na
komer¢né€ doddvané membran€. Pozitivni signdly na mem-
bran€ jsou detekovany na principu chemiluminiscence. Mira
exprese jednotlivych gent byla hodnocena jako intenzita sig-
nald pomoci programu TotalLab 2003 (Nonlinear USA Inc)
anormalizovédna vzhledem k expresi genu GAPDH kodujici-
ho glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendzu. Princip metody
znazorniuje Obrazek 1. Ziskana data byla statisticky analyzo-
vana v programu Statistica Cz7 (StatSoft) za pouZiti Wilco-
xonova testu s hladinou vyznamnosti p < 0,05.

Celkové byla exprese p53-signédlnich genil byla hodnocena
u 12 pacientt trpicich ALL, z toho u 10 pfipadi ALL B-fady
(B1 az 10) a 2 ptipadi T-ALL (T1, 2), a u 2 pacienti trpicich
AML (AMLI, 2).

Tabulka 1.: Geny analyzované z hlediska jejich exprese pomoci
GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array

p53 rodina: TP53, TP63, TP73

Geny ovliviiujici p53:

Exprese a stabilita p53: BZRP (pBR), CREBBP (CBP), D55346 (DP1),
E2F1 (E2F), EP300 (p300), MDM2, MTBP, NFKBI,
NUMB

Modifikace p53: ATM, ATR, CCNH (cyclin H), CDK7 (CAK), CHEK1
(Chkl), CHEK2 (Chk2), CREBBP (CBP), CSNKI1AI
(CK1), CSNK2A1, CSNK2A2, CSNK2B, EP300 (p300),
HIPK2, KIP2, KIP3, MAP2K4, MAP2K7, MAPKSIP2,
PCAF, PML, PRKCA, PRKCBI, PRKCG, PRKCQ,
PRKDC (DNA-PK), SIRT1

Interakce s p53: APEX (Ref-1), BAP1, BRAP, BRCA1, CDKN2A
(pl4ARF), E1B-AP5 (E1B55K), E2F1, MDM2, MYC,
RASAL1 (Ras), RB1 (pRB), TEAD1 (SV40), WRN, WT1

Geny ovlivnéné p53:

Bunécny cyklus: ABCB1 (MDR1), ACTA1 (actin), AD022, APR-3,
CDC2, CDKNIA (P21Wafl), DAXX, ESRI1, FADD,
FAF1, GADDA45A,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

Apoptéza: APAF1, BAX, BBC3 (PUMA), BCL2, CASP9 (Caspase-9),
CTSD (Cathepsin D), LRDD (PIDD), P53AIP1, PMAIP1
(NOXA), PMP22 (GAS-3), TNF, TNFRSFI10B
(Killer5/DRS5), TNFSF6 (Fas), TP53BP2 (ASPP2)

Reparace DNA: GADD45A, RRM2B (p53R2)

Angiogeneze a tvorba metastdz: BAI1, SERPINBS5 (Maspin), THBS1
(TSP1)




Tabulka 2.: Exprese vybranych genti p53-signalni drahy u jednotlivych pacientil vyjadfena procentudlné vzhledem k expresi genu GAPDH. K: kon-

trolni blasty kultivované bez methotrexatu, ME: blasty kultivované s methotrexatem.
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Obrizek 1. Princip metody cDNA GEArray. pusobiciho jako inhibitor apoptdzy (23), byla taktéz nizka, pri-
padné poklesla vlivem methotrexatu. Déle byly zaznamenény
= individudlni zmény v expresicproapoptick}’/ch gent PIDD,
e ;J PR é:é é IV\IOXA, APAF- 1, ASPI?Z agend FADD, FAVFVI gHIFlA uplat-
[T ujicich se kromé apoptdzy i pii regulaci bunécného cyklu. Byla
@ —r- —r- pozorovéna pouze bazdlni transkrip&ni aktivita TP53 a vlivem
) mabenibolin-SUTF  natend cONA methotrexatu se vyrazn€ neménila. U nékterych pacientl vSak
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Vysledky a diskuse

Pti porovnani expresnich profila byly zjiStény rozdilné hladi-
ny exprese jednotlivych genil v kontrolnich buiik4ch, taktéz
mira odpovédi bun€k na piisobeni methotrexatu se mezi paci-
enty liSila. U vSech pacientii bylo mozZné sledovat zmény
v expresi genl uplatiiujicich se v procesu apoptdzy. Pacienti
B1, B2, B6, B8 a AMLI1 se vyznacovali statisticky vyznam-
nym narstem exprese proapoptickych gend. Opacny ucinek
methotrexatu u dané skupiny gent byl zji$tén u pacientd B5
a B9. Silna transkrip¢ni aktivita v kontrole i po podani methot-
rexatu byla zaznamendna u genu BBC3, kodujici protein
PUMA, ktery vazbou na BCL2 indukuje uvolnéni cytochro-
mu ¢ z mitochondrii a nasledné apopt6zu (22). Vyrazny nérist
exprese BCL2 vazebného proteinu BAX byl pozorovan u pac-
ienta B1, u ostatnich se hladina exprese po methotrexatu zvysi-
la jen mirn€ a zistavala celkové nizka. Hladina exprese BCL2,

doslo ke zméndm exprese v genu kédujiciho protein MDM2,
ktery je negativnim reguldtorem endogenni hladiny proteinu
p53 (24). Methotrexat taktéZ ovlivnil transkripcni aktivitu gent,
jejichZ produkty se uplatiiuji pii regulaci bunécného cyklu.
U blasti kultivovanych s methotrexatem rostla u nékterych paci-
entii exprese p21Wafl/Cipl kédujiciho inhibitor cyklin- depen-
dentnich kinaz (25, 26) a ARF (p14), jehoZ produkt se vdZe na
MDM?2 a podporuje jeho degradaci (27). U pacienta B1 byl
zaznamendn vyrazny vzestup exprese MTBP, jehoZ produkt
miiZe navodit zastavu bunécného cyklu v G1 fazi nezavisle na
p53 (28). Celkové zvySeni exprese skupiny geni prispivajici
k zastavé bunééného cyklu bylo pozorovano u pacienti B1, B2,
B6, B7 a AMLL1, tutlum exprese naopak u pacientit B4, BS, a B9.
Vysoké hladiny exprese a individudlni zmény byly prokazany
u gent kddujicich produkty spojené s modifikaci p53: INKK?2,
CSNKI1AL, SIRT1 nebo HIPK?2, kédujici kindzu, ktera stabi-
lizaci p53 €i negativni regulaci MDM?2 pfispiva k indukci apo-
ptozy ¢i zastavé bunécného cyklu (29). Individudlni zmény
exprese po vystaveni bunék methotrexatu byly detekovany
i u fady transkripcnich faktort ¢i vazebnych proteinii (SP1,
EP300). Vysledky expresni analyzy vybranych p53-signalnich
genil u jednotlivych pacientii uvadi Tabulka 2.

Vramci vySetfovaném souboru byly nalezeni pacienti (B1, B2,
B6), u nichZ methotrexdt navodil zvySenou expresi genl
indukujicich apopt6zu a zastavu bunécného cyklu. Naopak
u pacientl BS a B9 byl zaznamena opacny efekt vedouci k cel-
kovému poklesu transkrip¢ni aktivity sledovanych gent. Kli-
nické udaje tykajici se prib&hu 1é€by v soucasnosti nebyly
dostupné u vSech sledovanych pacientil a celkové hodnoceni
ziskanych V}’Isledkﬁ v souvislosti s ispéSnosti 1é¢by bude vyZa-

Xz X

dovat delsi Casovy odstup.
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Cilem studie bylo zjistit, zda methotrexdt navozuje zmény
exprese signdlnich gent p53 a poptipadé€ vytipovat geny, kte-
ré by prispély k charakterizaci onemocnéni ¢i sledovéni jeho
prabéhu a odpovédi pacienta na 1é¢bu. Na zdklad€ analyzy
vzorki 15 pacientl v§ak nebyl nalezen gen, jehoZ transkripc-
nf aktivita by byla obdobn4 u viech pacientii. Rada genti byla
exprimovana s vysokou intenzitou, taktéZ zmény exprese vli-
vem methotrexatu byly v nékterych piipadech velmi vyrazné.
Jednotlivi pacienti se v§ak mezi sebou lisili jak ve spektru sil-
né exprimovanych gend, tak i ve spektru zmén exprese a jejich
intenzité. Tato variabilita je potencidlnim dasledkem odli§né-
ho genetického pozadi kaZdého pacienta, které ovliviiuje
i buné¢nou odpovéd na pfitomnost cytostatika.

Technologie cDNA Array pouZzitd v ramci studie je varianta
expresni analyzy finan¢n€ méné€ niroc¢na, ktera taktéZ nevy-
Zaduje specidlni a ndkladné pfistrojové vybaveni. Je koncipo-
véana pro studium uZzsi skupiny gent (96 gentl), presnéji gent
vybrané signdlni drahy a vybér produktu je moZno jednodu-
Seji orientovat v zavislosti na sledovaném problému ¢i studo-
vaném systému. StéZejnim krokem je izolace celkové RNA
jako vychoziho materialu pro syntézu znacené cDNA sondy.
Uspé&tnostizolace v tomto piipadé zdvisela pfedev§im na obje-
mu sedimentu kultivovanych blasti, jejich mnoZstvi izolova-
né ze vzorku kostni dfené vSak nebyla vZdy dostacujici, coz
bylo jedenim z faktort limitujici pocet doposud vySetienych
pacientil. S koncem roku 2005 firma SuperArray Bioscience
Corporation ukoncila vyrobu doposud pouZzivaného produktu
,.GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Ar-
ray“ a nahradila jej distribuci produktu ,,0ligo GEArray
Human p53 Signalling Pathway Microarray“. Pocet analyzo-
vanych vzorki, roz$ifujici stavajici vysledky (30), byl ome-
zen poctem dostupnych membran ptivodniho produktu. Expre-

si genil pS3-signdlni drahy bude dile moZno studovat pomoci
OligoGEAray, zaloZeného na obdobném principu.

Zavér

Z vysledki studie vyplyv4, Ze u malignich blastd kultivova-
nych s methotrexdtem skute¢né dochézi ke zméndm exprese
nékterych genti p53-signalni drahy. Heterogenni expresni pro-
fily kontrolnich bunék a bunék kultivovanych ex vivo s met-
hoterxatem odrazeji odliSna genetickd pozadi kazdého paci-
enta a odliSny zpisob odpovédi jednotlivcli na pfitomnost
antifolatu. Tato skutecnost je pln€ v souladu se sou¢asnym
trendem biomedicinského vyzkumu, ktery smétuje k vytvore-
ni personalizované mediciny, kde medikamentézni 1éCba bude
cilena na fyziologické a genetické pozadi pacienta.

Byla pozorovana indukce exprese gend, jejichZ produkty se
ucastni regulace apoptdzy a bunécného cyklu a které by tak
mohly hrit vyznamnou roli pfi eliminaci maligni buné¢né
populace. Pro zhodnoceni vztahu vytipovanych gent k met-
hotrexdtu by vSak bylo potieba jeSté vice rozsitit soubor ana-
lyzovanych vzorku a studovat tyto geny také z hlediska jimi
kédovanych proteint a jejich interakci. Poznatky o ptsobe-
ni methotrexatu by ddle mohly byt roz§ifeny o analyzu zmén
exprese genll jinych signdlnich drah, pro které vyrobce doda-
vé taktéZ komercné pfipravené membrany typu ,,GEArray
Q series Array“ nebo ,,Oligo GEArray Microarray*. Budou-
ci vysledky ziskané expresni analyzou dalSich pacientl by
tak mohly pfispét k hodnoceni citlivosti a individudlni miry
odpovédi pacientil na terapii methotrexatem.

Podékovani )
Prace byla podpofena z finan¢nich zdroji IGA MZ CR No.
NR8338- 3/2005 a MZO 000209805.
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