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Úvod
âipové technologie pfiedstavují velmi pfiínosnou metodiku pro
studium komplexního pozadí rÛzn˘ch onemocnûní. Právû sle-
dování transkripãní aktivity genÛ v dobû rozvoje onemocnûní
ãi v prÛbûhu léãby pomocí tûchto metod mÛÏe vést k odhale-
ní kandidátních genÛ, které se podílejí na vzniku onemocnûní
a zároveÀ mohou pfiedstavovat dal‰í potenciální diagnostické
ãi terapeutické cíle. U leukemií byly cDNA microarrays jiÏ
vyuÏity pro charakterizaci jejich molekulárního (genetického)
pozadí (1,2), jejich klasifikaci (3,4,5,6,7,8), identifikaci mole-
kulárních zmûn pfii progresi onemocnûní (9) ãi pro studium
pÛsobení lékÛ pouÏívan˘ch pro chemoterapii (10,11). 
Také cílem této studie byla charakterizace expresních profi-
lÛ u pacientÛ s chronickou myeloidní leukemií (CML) v dobû
stanovení diagnózy pomocí microarrays a identifikace genÛ
s odli‰nou expresí. Doposud jsme pro expresní anal˘zy v na‰í
laboratofii vyuÏívali nylonové membrány, které v‰ak umoÏÀují

detekovat relativnû mal˘ poãet genÛ (600 aÏ 1200), ale 
nevyÏadují speciální vybavení laboratofie. Pro sledování
exprese vût‰ího poãtu genÛ jsme zaãali pouÏívat plastikové
microarrays. Firma Clontech vyvinula plastikovou micro-
array Atlas Plastic 8K Microarray s 8327 sondami, u které se
pokusila zkombinovat hlavní pfiednosti nylonov˘ch mem-
brán a sklenûn˘ch microarrays (12). Tyto plastikové microar-
rays lze stejnû jako nylonové membrány opakovanû pouÏít
minimálnû 3krát (dle na‰ich praktick˘ch zku‰eností to je
i maximální poãet recyklací), coÏ je ãiní finanãnû dostupné.
ZároveÀ pouÏit˘ materiál má pfiednosti „sklíãek“ tzn. uni-
formní neporézní povrch, kter˘ umoÏÀuje efektivní naná‰e-
ní sond po stránce kvantitativní i kvalitativní. Neporézní
povrch samozfiejmû minimalizuje pozadí a zjednodu‰uje
metodiku z hlediska prehybridizace a odm˘vání. Navíc pev-
né materiály jsou pohodlné na manipulaci a je zde i moÏnost
automatizace.

DETEKCE  EXPRESNÍCH  PROFILÒ  U PACIENTÒ  S CML  POMOCÍ  ATLAS
PLASTIC  8K MICROARRAYS

GENE  EXPRESSION  PROFILING  IN  CML  PATIENTS  USING  ATLAS  
PLASTIC  8K MICROARRAYS
BRUCHOVÁ H., KRÁâMAROVÁ A., KLAMOVÁ H., BRDIâKA R .

ODDùLENÍ MOLEKULÁRNÍ GENETIKY, ÚSTAV HEMATOLOGIE A KREVNÍ TRANSFUZE, PRAHA 

Souhrn
V˘chodisko: Expresní microarrays pfiedstavují vhodnou technologi i pro studium patologick˘ch procesÛ na geno-
mické úrovni. Pro identifikace odli‰nû exprimovan˘ch genÛ u pacientÛ s CML jsme pouÏili plastikové micro-
arrays, které kombinují hlavní pfiednosti nylonov˘ch membrán a sklenûn˘ch microarrays.
Pacienti a Metody. Leukocyty byly izolovány z periferní krve 6 pacientÛ s chronickou myeloidní leukemií v dobû
stanovení diagnózy. U v‰ech pacientÛ byl detekován BCR/ABL fúzní gen. Pro detekci expresních profilÛ byly
pouÏity Atlas Human Plastic 8K Microarrays (Clontech) s 8 327 genov˘mi sondami. mRNA byla izolována z 45μg
celkové RNA pomocí magnetick˘ch ãástic. 
V˘sledky. Vût‰ina genÛ upacientÛ vykazovala stejnou expresi jako kontrolní vzorek. U nûkter˘ch genÛ bylo moÏné dete-
kovat podobné zmûny v expresi u v‰ech (ãi vût‰iny) pacientÛ napfi. zv˘‰ená exprese: lactotransferrin, proteoglycan 2, ela-
stase 2, MMP 9, defensin alpha 1,3,4, peptidoglycan recognition protein, cathepsin G, myeloperoxidase, proteinase 3;
sníÏená exprese: CD68 antigen, cathepsin B, H factor, integrin-alpha X, interleukin 8, preB cell colony enhancing fac-
tor. Závûr. Na‰e studie odhalila variabilitu v expresi mnoha genÛ, ale i pfiesto jsme identifikovali skupinu genÛ s podob-
n˘mi zmûnami v aktivitû. Tyto geny by mohly b˘t asociovány s rozvojem onemocnûní a budou podrobnûji studovány.
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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 45μg 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 1,3,4, 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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Materiál a metody
V rámci studie bylo vy‰etfieno 6 pacientÛ s CML ve vûku od
39 do 76 let (medián 49)(Tab.1). Diagnóza byla stanovena pod-
le standardních kritérií. Vzorky periferní krve byly odebrány
v dobû stanovení diagnózy s informovan˘m souhlasem paci-
entÛ na základû schválení etickou komisí. Do souboru byli
zafiazeni pacienti v chronické fázi s relativnû vysok˘m poãtem
leukocytÛ, pfiiãemÏ u pacientÛ ã.3,4 onemocnûní jiÏ pfie‰lo 
v akcelerovanou fázi. U v‰ech pacientÛ byl detekován
BCR/ABL fúzní gen.

Celková RNA z leukocytÛ periferní krve byla izolována pomo-
cí kyselé guanidium thiokyanat/fenol:chloroformové metody
(13) a následnû byla inkubována s DNasou I (0.2U/μg, Sigma)
30min pfii 37°C. Ze 45mg total-RNA byla izolována mRNA
kitem Atlas Pure Total RNA Labeling System (Clontech), kte-
r˘ je zaloÏen˘ na magnetické separaci (12). Pro detekci expres-
ních profilÛ byly vyuÏity Atlas Plastic Human 8K Microarrays
(Clontech) s 8 327 genov˘mi sondami o délce 80b (Obr. 1).

Pro pfiepis mRNA na cDNA neboli reverzní transkripci (RT)
byl pouÏit Atlas cDNA Expression Arrays kit (Clontech) dle
instrukcí v manuálu (12), pfiiãemÏ reakãní smûs obsahovala
jako primery náhodné hexanukleotidy, MMLV reverzní tran-
skriptasu a pro radioaktivní znaãení cDNA bylo pouÏito
α33P [dATP] (50mCi/vzorek, Amersham Pharmacia Biotech).
RT probíhala 30min pfii 42°C. Pro oddûlení oznaãené cDNA
od neinkorporovan˘ch nukleotidÛ byla pouÏita silikagelová
kolonová chromatografie (Atlas NucleoSpin Extraction Kit,
Clontech). Vzorky byly hybridizovány pfies noc pfii 60°C za
stálého míchání (6 ot/min). Pfii posthybridizaãním odm˘vání
byly microarrays 2-krát opláchnuty (20s) roztokem 0.1x SSC,
0.1%SDS pokojové teploty a následnû inkubovány v 50ml stej-
ného roztoku 10min pfii 60°C. Po ukonãení inkubace byly mic-
roarrays opláchnuty destilovanou vodou a dÛkladnû usu‰eny.
Radioaktivita byla detekována pomocí pfiístroje Phosphori-
mager FLA-2000 (Fuji)(doba expozice-24hod). 
Komparativní anal˘zy expresních profilÛ byly provedeny
pomocí programu AtlasImage 2.7 (Clontech). Expresní profi-
ly u CML pacientÛ byly porovnány se standardním profilem

(profil smûsného vzorku zdrav˘ch osob). Do v˘sledkové tabul-
ky byly zahrnuty geny (na základû standardnû nastaven˘ch
podmínek v softwaru), jejichÏ exprese se li‰ila nejménû dvoj-
násobnû a rozdíl v intenzitách pfiedstavoval nejménû dvojná-
sobek prÛmûrné hodnoty pozadí. Názvy genÛ/proteinÛ v tabul-
kách a v textu byly zachovány dle Clontech databáze.

Zmûny genové exprese vykazující dvojnásobné
V˘sledky a diskuse
Na Atlas Plastic Human 8K Microarray je naneseno 8 327 geno-
v˘ch sond, pfiiãemÏ pozitivní signál (nad úrovní pozadí) byl
detekován prÛmûrnû u 16% genÛ. Podíl genÛ vykazujících signi-
fikantní zmûny exprese pfii srovnání s kontrolním vzorkem se
pohyboval v rozmezí 10-20% (z exprimovan˘ch genÛ) v závis-
losti na jednotliv˘ch pacientech. Zb˘vající geny pacientÛ se
v expresi neli‰ily od kontrolního vzorku. U nûkter˘ch genÛ bylo
moÏné detekovat podobné zmûny vexpresi uv‰ech pacientÛ napfi.
zv˘‰ená 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); sníÏená exprese - CD68 antigen (CD68), cathepsin
B (CTSB), H factor (CFH), integrin-alpha X (ITGAX), interfe-
ron induced transmembrane protein (IFITM), interleukin 8 (IL8),
preB cell colony enhancing factor (IL6), neurogranin (NRGN)
(Obr.2). ¤ada genÛ dále vykazovala signifikantní zmûny expre-
se pouze unûkter˘ch pacientÛ jako napfi. reticulon 3 (RTN3), Tcell
receptor beta locus (TCRB), hemoglobin alpha 1 (HBA1),
hemoglobin alpha 2 (HBA2), arrestin (SAG), polymerase RNA
II polypeptide E (POLR2E), small inducible cytokine A5 (CCL5),
tumor protein (HLA-A) atd.

Obrázek 1.: Atlas Plastic Human 8K Microarray (Clontech) s 8 327 geno-
v˘mi sondami, které jsou v duplikátech uspofiádány do 384 blokÛ. cDNA
fragmenty o délce 80b jsou na plastikovém nosiãi imobilizovány UV záfie-
ním. âervenû jsou ohraniãeny kontrolní bloky obsahující pozitivní a nega-
tivní kontroly (12). Na obrázku je expresní profil pacienta ã.1.

Tabulka 1: Charakteristika testovan˘ch pacientÛ

pacient ã. pohlaví vûk diagnóza BCR/ABL leukocyty (109/l)
1 Î 49 CML b3 a2 350,7

2 Î 49 CML b3 a2 236,5

3 Î 60 CML (akce. fáze) b3 a2 189,0

4 Î 76 CML (akce. fáze) b3 a2 380,0

5 M 39 CML b2 a2 590,0

6 Î 49 CML b2 a2 354,6

Obrázek 2.: Signifikantní zmûny genové exprese (normalizovaná data)
detekované u vût‰iny CML pacientÛ v dobû diagnózy pomocí Atlas Plas-
tic Human 8K Microarrays (Clontech). Zmûny exprese jsou vyjádfieny
barevnou ‰kálou, kdy ãervené barvy pfiedstavují zv˘‰ení a modré barvy
sníÏení genové exprese u pacienta. Zelená barva vyjadfiuje stejnou expre-
si genu jako u standardu (bílá barva –nedetekovatelná exprese/pod úrov-
ní pozadí). 
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V˘raznû silnou expresi u v‰ech pacientÛ vykazovaly geny
defensin alpha 1,3 a 4 (DEFA1, DEFA3, DEFA4) (Obr.3).
Defensiny kódují skupinu peptidÛ s protibakteriálními a cyto-
toxick˘mi úãinky, které zaji‰Èují obranyschopnost hostitele
a jsou produkovány pfiedev‰ím neutrofily. Vysoká exprese
defensinÛ u myeloidních leukemick˘ch bunûk byla jiÏ proká-
zána v nûkolika studiích (14,15) a stejnû jako myeloperoxida-
se (MPO) mohou defensiny slouÏit jako marker myeloidní dife-
renciace (16). Právû také gen MPO byl u v‰ech pacientÛ
exprimován na zv˘‰ené hladinû. Protein MPO je syntetizován
bûhem diferenciace myeloidních bunûk, a je proto vyuÏíván
pro urãování subtypÛ AML (17). V jádfie se MPO mÛÏe vázat
na DNA a chránit ji pfied po‰kozením kyslíkov˘mi radikály,
které vznikají pfii maturaci myeloidních bunûk. MPO byla nale-
zena v jádfie a cytoplazmû normálních i myeloidních leuke-
mick˘ch bunûk (18) . Dal‰í gen se zv˘‰enou transkripãní akti-
vitou u v‰ech pacientÛ byl secretory leukocyte proteinase
inhibitor (antileukoproteinase, SLPI ), jehoÏ produkt chrání
epitelové tkánû pfied proteasami jako je cathepsin G a neu-
trophil elasatase. Geny kódující obû zmínûné proteasy vyka-
zovaly u testovan˘ch pacientÛ zv˘‰enou expresi. Elastase 2
(ELA2) je proteasa produkována krevními neutrofily a podílí
se na ‰tûpení proteinÛ v pojivov˘ch tkáních (19). Cathepsin
G (CTSG) je proteasa produkovaná také neutrofily, která se
uplatÀuje v imunitních procesech (20). Vy‰‰í exprese námi
detekovan˘ch genÛ MPO, DEFA1, DEFA3, DEFA4 a CTSG
byla zji‰tûna i u pacientÛ s akutní promyelocytární leukemií
(15). Zv˘‰ená expresní aktivita genÛ kódujících proteasy vneu-
trofilech u pacientÛ s CML poukazuje zfiejmû na vy‰‰í aktivi-
tu tûchto myeloidních bunûk ãi na jejich zv˘‰ené poãetní
zastoupení. Právû expanze terminálnû diferenciovan˘ch neu-
trofilÛ je charakteristická pro chronickou fázi CML (21). Dále
u testovan˘ch pacientÛ byl silnûji exprimován gen lactotran-
sferrin (LFT), jehoÏ produkt zaji‰Èuje transport Ïeleza v extra-
celulárních tekutinách a uplatÀuje se i v imunitní obranû.
U nûkolika genÛ byla sledována sníÏená ãi Ïádná (resp.
nedetekovatelná) exprese pfii porovnání se standardním profi-
lem. Mezi takovéto geny s nízkou expresí u v‰ech pacientÛ pat-
fiil gen CD68 antigen (CD68). CD68 je transmembránov˘ gly-
koprotein neznámé funkce, kter˘ je vysoce exprimován
v lidsk˘ch monocytech a tkáÀov˘ch makrofágách (22). Signi-

fikantní pokles exprese byl dále detekován u genu H factor
(CFH) , coÏ je pozitivní regulaãní kofaktor komplementové
kaskády (23). Nízkou transkripãní aktivitu vykazovaly také
geny kódující proteasy cathepsin B (CTSB) a ADAM . CTSB
je lysosomální cystein-proteasa úãastnící se maturace amylo-
idních prekurzorÛ (24). Protein a disintegrin and metallopr-
otease domain 15 (ADAM) je ãlenem ADAM proteasové rodi-
ny podílející se na regulaci buÀka-buÀka a buÀka-matrix
interakcí. ADAM proteiny jsou také schopny interakce s inte-
griny ãi Scr kinasami (25). Aãkoliv integriny u CML pacien-
tÛ vykazovaly vût‰inou vy‰‰í expresi, v pfiípadû integrin alp-
ha X (ITGAX) tomu tak nebylo . Gen ITGAX je souãástí
integrin alpha, coÏ je adhezivní receptor na povrchu krevních
bunûk, kter˘ zprostfiedkovává adhezi k vaskulárnímu endot-
helu, migraci, chemotaxi atd. (26).
PreB-cell colony-enhancing factor (IL6) je cytokin zvy‰ující
aktivitu MGF (stem cell factor) a interleukinu 7 (27). Exprese
tohoto genu byla pod hranicí detekovatelnosti. Dal‰ím cyto-
kinov˘m genem s velmi nízkou expresní aktivitou byl interle-
ukin 8 (IL8) . IL8 je cytokin hrající dÛleÏitou roli pfiedev‰ím
v chemotaxi a aktivaci neutrofilÛ (28).
V˘razné expresní zmûny byly pozorovány pfiedev‰ím u genÛ
podílejících se na regulaci imunitních procesÛ, coÏ naznaãuje,
Ïe u pacientÛ byly zfiejmû aktivovány obranné mechanismy.

Závûr
Leukemie se vyznaãují velkou variabilitou jak na klinické, tak
i na molekulární úrovni. Proto variabilita v genové expresi
u pacientÛ s CML zji‰tûná v této studii není nijak pfiekvapují-
cí. Pfiíãinou této variability mohou b˘t inter-individuální roz-
díly mezi pacienty ve vûku, pohlaví, stádiu choroby atd. Ale
i pfies tuto variabilitu bylo moÏné vysledovat stejné zmûny
exprese nûkter˘ch genÛ u v‰ech ãi vût‰iny pacientÛ v soubo-
ru, které mohou b˘t asociovány s rozvojem onemocnûní ãi
„udrÏováním“ maligního klonu. Kromû genÛ, jejichÏ úãast
u leukemií je z hlediska funkce jasná, odhalilo na‰e testování
i zmûny exprese genÛ, o jejichÏ v˘znamu u CML není zatím
nic známo, a které tak pfiedstavují cíle dal‰ího v˘zkumu.
Atlas Plastic Microarrays pfiedstavují novou zajímavou plat-
formu pro testování genové exprese, neboÈ co do objemu zís-
kan˘ch v˘sledkÛ jsou srovnatelné s dal‰ími typy microarrays,
ale po finanãní stránce pfiedstavují mnohem levnûj‰í alternati-
vu díky moÏnosti opakovaného pouÏití. Microarray technolo-
gie díky své v˘konnosti zcela jistû najdou své uplatnûní
v na‰ich laboratofiích nejen pfii fie‰ení v˘zkumn˘ch projektÛ,
ale i v rutinní diagnostice.
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Obrázek 3.: Exprese genu defensin alpha 3 detekovaná plastikov˘mi mik-
roãipy u CML pacientÛ a standardu. 
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