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Souhrn

Vychodisko: Expresni microarrays pfedstavuji vhodnou technologi i pro studium patologickych procesti na geno-
mické drovni. Pro identifikace odli§né exprimovanych genii u pacienti s CML jsme pouZili plastikové micro-
arrays, které kombinuji hlavni pfednosti nylonovych membrén a sklenénych microarrays.

Pacienti a Metody. Leukocyty byly izolovany z periferni krve 6 pacientt s chronickou myeloidni leukemii v dobé
stanoveni diagnozy. U vSech pacientii byl detekovan BCR/ABL fuzni gen. Pro detekci expresnich profilti byly
pouzity Atlas Human Plastic 8K Microarrays (Clontech) s 8 327 genovymi sondami. mRNA bylaizolovanaz45ug
celkové RNA pomoci magnetickych ¢astic.

Vysledky. VEtsina genti u pacientil vykazovala stejnou expresi jako kontrolni vzorek. U nékterych gent bylo mozné dete-
kovat podobné zmény v expresi u vSech (Ci vétSiny) pacientll napt. zvySend exprese: lactotransferrin, proteoglycan 2, ela-
stase 2, MMP 9, defensin alpha 1,3,4, peptidoglycan recognition protein, cathepsin G, myeloperoxidase, proteinase 3;
sniZzena exprese: CD68 antigen, cathepsin B, H factor, integrin-alpha X, interleukin 8, preB cell colony enhancing fac-
tor. Zavér. Nase studie odhalila variabilitu v expresi mnoha gentl, ale i ptesto jsme identifikovali skupinu genti s podob-
nymi zménami v aktivité. Tyto geny by mohly byt asociovany s rozvojem onemocnéni a budou podrobnéji studovény.
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Summary

Background: Expression microarrays provide a powerful technology for studying disease processes on a genomic sca-
le. We used plastic microarrays for identification of differentially expressed genes in chronic myeloid leukemia pati-
ents. Plastic arrays combine the best properties of glass and nylon arrays.Patients and Methods: Leukocytes were iso-
lated from peripheral blood of 6 CML patients at diagnosis. All patients were BCR/ABL fusion gene positive. For gene
expression profiling we used Atlas Human Plastic 8K Microarrays (Clontech) with 8 327 gene probes. mRNA was iso-
lated from 45p.g of total RNA using magnetic bead method. Results: Majority of the patient genes showed the same
transcription activity as in the control sample. In a few genes it was possible to observe similar significant changes of
gene expression in all (most) patients e.g.up-regulation: lactotransferrin, proteoglycan 2, elastase 2, MMP9, defensin
alpha 1,34, peptidoglycan recognition protein, cathepsin G, myeloperoxidase, proteinase 3; down-regulation: CD68
antigen, cathepsin B, H factor, integrin-alpha X, interleukin 8, preB cell colony enhancing factor. Conclusions: Alt-
hough the study revealed variability of gene expression in many genes, we identified a number of genes with the simi-
lar expression regulation. The genes may be associated with the disease process and will be analysed in detail.
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Uvod

Cipové technologie ptedstavuji velmi pfinosnou metodiku pro
studium komplexniho pozadi riiznych onemocnéni. Prave sle-
dovani transkrip¢ni aktivity genil v dobé rozvoje onemocnéni
¢i v pribéhu 1écby pomoci téchto metod muize vést k odhale-
ni kandidétnich gend, které se podileji na vzniku onemocnéni
a zérovenl mohou predstavovat dal$i potencidlni diagnostické
¢i terapeutické cile. U leukemii byly cDNA microarrays jiz
vyuZity pro charakterizaci jejich molekuldrniho (genetického)
pozadi (1,2), jejich klasifikaci (3,4,5,6,7,8), identifikaci mole-
kuldrnich zmén pfi progresi onemocnéni (9) €i pro studium
pusobeni 1ékt pouZivanych pro chemoterapii (10,11).

Také cilem této studie byla charakterizace expresnich profi-
10 u pacientil s chronickou myeloidni leukemii (CML) v dobg
stanoveni diagnézy pomoci microarrays a identifikace genti
s odliSnou expresi. Doposud jsme pro expresni analyzy v nasi
laboratofi vyuZivali nylonové membrany, které v§ak umoziuji

detekovat relativné maly pocet genti (600 az 1200), ale
nevyzaduji specidlni vybaveni laboratofe. Pro sledovéni
exprese vétSiho poctu gend jsme zacali pouZivat plastikové
microarrays. Firma Clontech vyvinula plastikovou micro-
array Atlas Plastic 8K Microarray s 8327 sondami, u které se
pokusila zkombinovat hlavni pfednosti nylonovych mem-
brén a sklenénych microarrays (12). Tyto plastikové microar-
rays lze stejn€ jako nylonové membriny opakované pouZit
minimdlné 3krat (dle naSich praktickych zkuSenosti to je
i maximélni pocet recyklaci), coZ je €ini finan¢né dostupné.
Zaroven pouzity materidl ma prednosti ,,sklicek™ tzn. uni-
formni neporézni povrch, ktery umoZiiuje efektivni nanése-
ni sond po strance kvantitativni i kvalitativni. Neporézni
povrch samozfejmé& minimalizuje pozadi a zjednoduSuje
metodiku z hlediska prehybridizace a odmyvéani. Navic pev-
né materidly jsou pohodIné na manipulaci a je zde i moZnost
automatizace.
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Material a metody

V rdmci studie bylo vySetfeno 6 pacientii s CML ve véku od
39do 76 let (medidn 49)(Tab.1). Diagndza byla stanovena pod-
le standardnich kritérii. Vzorky periferni krve byly odebrany
v dobé stanoveni diagnézy s informovanym souhlasem paci-
enth na zaklad€ schvaleni etickou komisi. Do souboru byli
zatazeni pacienti v chronické fazi s relativné vysokym poctem
leukocytt, pfiCemzZ u pacientd ¢.3,4 onemocnéni jiZ pieslo
v akcelerovanou fazi. U vSech pacienti byl detekovan
BCR/ABL ftzni gen.

Tabulka 1: Charakteristika testovanych pacientit

pacient ¢. | pohlavi | vék diagnéza BCR/ABL | leukocyty (109/1)
1 7 49 CML b3 a2 350,7
2 7 49 CML b3 a2 236,5
3 7 60 | CML (akce. fize) b3 a2 189,0
4 7 76 | CML (akce. faze) b3 a2 380,0
5 M 39 CML b2 a2 590,0
6 7 49 CML b2a2 3546

Celkova RNA z leukocyti periferni krve byla izolovana pomo-
ci kyselé guanidium thiokyanat/fenol:chloroformové metody
(13) a nasledné byla inkubovédna s DNasou I (0.2U/ug, Sigma)
30min pii 37°C. Ze 45mg total-RNA byla izolovdina mRNA
kitem Atlas Pure Total RNA Labeling System (Clontech), kte-
ry je zaloZeny na magnetické separaci (12). Pro detekci expres-
nich profil byly vyuZity Atlas Plastic Human 8K Microarrays
(Clontech) s 8 327 genovymi sondami o délce 80b (Obr. 1).

Obrazek 1.: Atlas Plastic Human 8K Microarray (Clontech) s 8 327 geno-
vymi sondami, které jsou v duplikdtech uspotadany do 384 bloki. cDNA
fragmenty o délce 80b jsou na plastikovém nosici imobilizovany UV zéfe-
nim. Cervené jsou ohrani¢eny kontrolni bloky obsahujici pozitivni a nega-
tivni kontroly (12). Na obrizku je expresni profil pacienta ¢.1.

Pro pfepis mRNA na cDNA neboli reverzni transkripci (RT)
byl pouZit Atlas cDNA Expression Arrays kit (Clontech) dle
instrukci v manudlu (12), pricemzZ reak¢éni smés obsahovala
jako primery ndhodné hexanukleotidy, MMLYV reverzni tran-
skriptasu a pro radioaktivni znaceni cDNA bylo pouZito
o33P [dATP] (50mCi/vzorek, Amersham Pharmacia Biotech).
RT probihala 30min pii 42°C. Pro oddéleni oznacené cDNA
od neinkorporovanych nukleotidii byla pouZzita silikagelova
kolonova chromatografie (Atlas NucleoSpin Extraction Kit,
Clontech). Vzorky byly hybridizovany pies noc pii 60°C za
stdlého michani (6 ot/min). Pfi posthybridizaénim odmyvani
byly microarrays 2-krét oplachnuty (20s) roztokem 0.1x SSC,
0.1%SDS pokojové teploty a nasledné inkubovany v 50ml stej-
ného roztoku 10min pfi 60°C. Po ukonceni inkubace byly mic-
roarrays oplachnuty destilovanou vodou a diikkladn€ usuSeny.
Radioaktivita byla detekovana pomoci pfistroje Phosphori-
mager FLA-2000 (Fuji)(doba expozice-24hod).

Komparativni analyzy expresnich profilti byly provedeny
pomoci programu AtlasImage 2.7 (Clontech). Expresni profi-
ly u CML pacientti byly porovnény se standardnim profilem
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(profil smé&sného vzorku zdravych osob). Do vysledkové tabul-
ky byly zahrnuty geny (na zdkladé standardné nastavenych
podminek v softwaru), jejichZ exprese se li§ila nejméné dvoj-
nasobné a rozdil v intenzitich pfedstavoval nejméné dvojna-
sobek priimérné hodnoty pozadi. Ndzvy genti/proteind v tabul-
kéch a v textu byly zachovany dle Clontech databaze.

Zmény genové exprese vykazujici dvojnasobné

Vysledky a diskuse

Na Atlas Plastic Human 8K Microarray je naneseno 8 327 geno-
vych sond, pfiemZ pozitivni signdl (nad drovni pozadi) byl
detekovan primérné u 16% genu. Podil gent vykazujicich signi-
fikantni zmé&ny exprese pii srovnani s kontrolnim vzorkem se
pohyboval v rozmezi 10-20% (z exprimovanych genil) v zavis-
losti na jednotlivych pacientech. Zbyvajici geny pacientl se
v expresi neliSily od kontrolniho vzorku. U nékterych genti bylo
mozné detekovat podobné zmény v expresi u v§ech pacientt napf'.
zvySend exprese - lactotransferrin (LTF), proteoglycan 2 (PRG2),
elastase 2 (ELA2), metalloproteinase 9 (MMP9), defensin alpha
1/3/4(DEFA1,DEFA3, DEFA4), peptidoglycan recognition pro-
tein (PGLYRP), cathepsin G (CTSG), myeloperoxidase (MPO),
proteinase 3 (PRTN3), secretory leukocyte protease inhibitor
(SLPI); sniZend exprese - CD68 antigen (CD68), cathepsin
B (CTSB), H factor (CFR), integrin-alpha X ITGAX), interfe-
ron induced transmembrane protein (IFITM), interleukin 8 (ILS),
preB cell colony enhancing factor (IL6), neurogranin (NRGN)
(Obr.2). Rada geni dile vykazovala signifikantni zmény expre-
se pouze u nékterych pacientii jako napt. reticulon 3 (RTN3), T cell
receptor beta locus (TCRB), hemoglobin alpha 1 (HBA1),
hemoglobin alpha 2 (HBA?2), arrestin (SAG), polymerase RNA
1 polypeptide E (POLR2E), small inducible cytokine A5 (CCLYS),
tumor protein (HLA-A) atd.

Obrazek 2.: Signifikantni zmény genové exprese (normalizovana data)
detekované u vétSiny CML pacientll v dobé diagnézy pomoci Atlas Plas-
tic Human 8K Microarrays (Clontech). Zmény exprese jsou vyjadfeny
barevnou Skalou, kdy Cervené barvy piedstavuji zvySeni a modré barvy
sniZeni genové exprese u pacienta. Zelend barva vyjadiuje stejnou expre-
si genu jako u standardu (bild barva —nedetekovatelnd exprese/pod trov-
ni pozadi).
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Obrazek 3.: Exprese genu defensin alpha 3 detekovana plastikovymi mik-
ro¢ipy u CML pacientl a standardu.

Exprese genu defensmn alpha 3 u CML pacienti
pacient &.
1 2 3 4 5 6

Vyrazné silnou expresi u vSech pacientd vykazovaly geny
defensin alpha 1,3 a 4 (DEFA1, DEFA3, DEFA4) (Obr.3).
Defensiny koduji skupinu peptidii s protibakteridlnimi a cyto-
toxickymi Gcinky, které zaji$tuji obranyschopnost hostitele
a jsou produkoviny predevsim neutrofily. Vysokd exprese
defensint u myeloidnich leukemickych bunék byla jiz proka-
zana v nékolika studiich (14,15) a stejné jako myeloperoxida-
se (MPO) mohou defensiny slouZit jako marker myeloidni dife-
renciace (16). Pravé také gen MPO byl u vSech pacientl
exprimovdn na zvySené hladin€. Protein MPO je syntetizovan
béhem diferenciace myeloidnich bunék, a je proto vyuZivan
pro urcovani subtyptt AML (17). V jadie se MPO muzZe vazat
na DNA a chranit ji pfed poSkozenim kyslikovymi radikaly,
které vznikaji pfi maturaci myeloidnich bunék. MPO byla nale-
zena v jadie a cytoplazmé normélnich i myeloidnich leuke-
mickych bunék (18) . Dalsi gen se zvySenou transkrip&ni akti-
vitou u vSech pacientll byl secretory leukocyte proteinase
inhibitor (antileukoproteinase, SLPI ), jehoZ produkt chrani
epitelové tkané pred proteasami jako je cathepsin G a neu-
trophil elasatase. Geny kodujici ob&€ zminéné proteasy vyka-
zovaly u testovanych pacientll zvySenou expresi. Elastase 2
(ELA2) je proteasa produkovana krevnimi neutrofily a podili
se na Stépeni proteinll v pojivovych tkanich (19). Cathepsin
G (CTSG) je proteasa produkovand také neutrofily, kterd se
uplatituje v imunitnich procesech (20). Vyssi exprese nami
detekovanych genit MPO, DEFA1, DEFA3, DEFA4 a CTSG
byla zjiSt€na i u pacientl s akutni promyelocytirni leukemii
(15). ZvySena expresni aktivita genti kddujicich proteasy v neu-
trofilech u pacienttt s CML poukazuje zfejmé na vyS$si aktivi-
tu téchto myeloidnich bunék ¢i na jejich zvySené pocetni
zastoupeni. Pravé expanze termindlné diferenciovanych neu-
trofilt je charakteristickd pro chronickou fazi CML (21). Déle
u testovanych pacienti byl silnéji exprimovén gen lactotran-
sferrin (LFT), jehoZ produkt zaji§tuje transport Zeleza v extra-
celularnich tekutinich a uplatiiuje se i v imunitni obrané.

U nékolika gent byla sledovana sniZend ¢i Zadna (resp.
nedetekovatelnd) exprese pti porovnani se standardnim profi-
lem. Mezi takovéto geny s nizkou expresiu vSech pacientt pat-
fil gen CD68 antigen (CD68). CD68 je transmembranovy gly-
koprotein nezndmé funkce, ktery je vysoce exprimovin
v lidskych monocytech a tkanovych makrofagach (22). Signi-

fikantni pokles exprese byl dale detekovéan u genu H factor
(CFH) , coZ je pozitivni regulacni kofaktor komplementové
kaskady (23). Nizkou transkripcni aktivitu vykazovaly také
geny kodujici proteasy cathepsin B (CTSB) a ADAM . CTSB
je lysosomdlni cystein-proteasa icastnici se maturace amylo-
idnich prekurzorii (24). Protein a disintegrin and metallopr-
otease domain 15 (ADAM) je Clenem ADAM proteasové rodi-
ny podilejici se na regulaci buiika-butika a buiika-matrix
interakci. ADAM proteiny jsou také schopny interakce s inte-
griny ¢i Scr kinasami (25). Ac¢koliv integriny u CML pacien-
t vykazovaly vétSinou vyS§i expresi, v ptipad¢ integrin alp-
ha X (ITGAX) tomu tak nebylo . Gen ITGAX je soucasti
integrin alpha, coZ je adhezivni receptor na povrchu krevnich
bunék, ktery zprostfedkovava adhezi k vaskuldrnimu endot-
helu, migraci, chemotaxi atd. (26).

PreB-cell colony-enhancing factor (IL6) je cytokin zvySujici
aktivitu MGF (stem cell factor) a interleukinu 7 (27). Exprese
tohoto genu byla pod hranici detekovatelnosti. Dal§im cyto-
kinovym genem s velmi nizkou expresni aktivitou byl interle-
ukin 8 (IL8) . IL8 je cytokin hrajici dileZitou roli pfedev§im
v chemotaxi a aktivaci neutrofilii (28).

Vyrazné expresni zmény byly pozorovany pfedevs$im u genil
podilejicich se na regulaci imunitnich procest, coZ naznacuje,
Ze u pacientil byly ziejmé aktivovany obranné mechanismy.

Zavér

Leukemie se vyznacuji velkou variabilitou jak na klinické, tak
i na molekularni drovni. Proto variabilita v genové expresi
u pacienttl s CML zji$ténd v této studii neni nijak pfekvapuji-
ci. Pfi¢inou této variability mohou byt inter-individudlni roz-
dily mezi pacienty ve v€ku, pohlavi, stidiu choroby atd. Ale
i pres tuto variabilitu bylo moZné vysledovat stejné zmény
exprese n€kterych genl u viech ¢i vétSiny pacientil v soubo-
ru, které mohou byt asociovany s rozvojem onemocnéni ¢i
,udrzovanim* maligniho klonu. Kromé gend, jejichZ ucast
u leukemii je z hlediska funkce jasnd, odhalilo naSe testovani
i zmény exprese gend, o jejichZ vyznamu u CML neni zatim
nic zndmo, a které tak predstavuji cile dal§iho vyzkumu.
Atlas Plastic Microarrays predstavuji novou zajimavou plat-
formu pro testovani genové exprese, nebot co do objemu zis-
kanych vysledkt jsou srovnatelné s dal$imi typy microarrays,
ale po finan¢ni strance pfedstavuji mnohem levnéjsi alternati-
vu diky mozZnosti opakovaného pouZiti. Microarray technolo-
gie diky své vykonnosti zcela jisté najdou své uplatnéni
v nasich laboratofich nejen pfi feSeni vyzkumnych projektd,
ale i v rutinni diagnostice.
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