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Abstract

The Wilms’ tumor gene is highly expressed in a large proportion of human acute
leukemias and other hematological malignancies. It is thought to play an
important role in human hematpoiesis and leukemogenesis. Despite the large
number of studies, WT1 expression patterns and its clinical significance in acute
myeloid leukemia remain still controversial. To investigate the prognostic
relevance of initial WT71 expression and its usefulness as a marker for minimal
residual disease, we have analysed 66 bone marrow samples from newly
diagnosed AML patients. RQ-RT-PCR for absolute quantification of total WT1
was designed according to Europe Against Cancer Program. In 82 % of
samples we detected a higher expression of WT1 compared to normal healthy
donors or patients with acute lymphoblastic leukemia (p<0.0001). We did not
find any correlation between initial WT7 expression level and age or sex.
Patients with FAB M3 subtype showed significantly higher WT7 levels than
other subtypes, especially M5 (p<0.001). We found a strikingly high WT1
expression in standard risk group patients compared to high risk group
(p<0.0007). Children with FAB/cytogenetical favorable prognostic factors have
high WT1 expression, while there was no relation between WT1 levels at
diagnosis and day 15 BM response. We did not find any differences between
patients remaining in complete remission and those suffering relapse. Thus, we
did not prove any prognostic significance of initial WT71 expression level in
childhood AML patients. However, WT1 expression pattern seems to be

determined by the biologic and genetic origin of the cases.

Wilms’ tumor 1 gene, paediatric acute myeloid leukemia, minimal residual

disease, RQ-PCR, prognostic significance

Gen WT1, détské akutni myeloidni leukémie, minimalni residualni nemoc, RQ-

PCR, prognosticky vyznam
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A...adenin

ABL... Abelson gene

AF4.. AF4/FMR2 family, member 1

ALL...akutni lymfoblasticka leukémie

AML...akutni myeloidni leukémie

AMLA1...acute myeloid leukemia 1

ATRA.. .all-trans-retinova kyselina

B2M... beta-2-microglobulin

B-ALL...akutni lymfoblasticka leukémie se znaky B-fady
BCL-2...B-cell CLL/lymphoma 2

BCP-ALL...akutni lymfoblasticka leukémie odvozena od prekursoru B-
lymfocyta

BCR...breakpoint cluster region

BM...bone marrow

C...cytosin

CEBPA... CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha
CD.. .cluster of differentiation

C-KIT... v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
C-MYC...celullar myelocytomatosis oncogene

CSF-1... colony stimulating factor 1

Cr...treshold cycle

d15...15. den intensivni chemoterapie v ramci |éCebného protokolu
Da...Dalton

del...delece

DNA...deoxyribonukleotidova kyselina
dNTP...deoxyribonukleotid

dsDNA...double strand DNA

EAC...Europe Against Cancer

EFS...event free survival

EGRH1...early growth response 1

EGR2...early growth response 2
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ETO...eight twenty one protein
FAB...French-American-British (FAB) kooperative group
FBS...bovinni sérum

FISH...fluorescence in-situ hybridization
FLT3...fms related tyrosine kinase 3
Fwd...forward

G...guanin

GATA-1... GATA binding protein 1
Ig...imunoglobulin

IGF-2... insulin-like growth factor 2

inv...inverse

ITD...internal tandem duplication

K...lysin

K562...leukemicka bunécna linie K562
KASUMI-1...leukemicka bunééna linie KASUMI-1
KD...kostni dfen

LAIP...leukaemia-associated imunophenotypes
Lys...lysin

MDS...myelodysplasticky syndrom
MIS...Mullerian inhibiting substance
MLL...mixed-lineage leukemia

M-MLV RTasa...murine leukemia virus reverse transcriptase
MRN...minimalni residualni nemoc
MRNA...messenger RNA

MSLN- mesothelin

MYH11... myosin, heavy chain 11
NCN...normalised copy number
NPM1...nucleophosmin

OS...overall survival

PAX-2... paired box gene 2

PCR ...polymerace chain reaction
PDGF-A...platelet derived growth factor A-chain
PML...promyelocytic leukemia

PRAME.. .preferentially expressed antigen in melanoma

11



PU.1... spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene spi1
g...dlouhé raménko chromosomu

RARA.. retinoic acid receptor alpha

RAS...RAS protein

REH...leukemicka bunééna linie REH

RFS...relapse free survival

RNA...ribonukleotidova kyselina

RQ-PCR...real-time quantitative PCR

RT-PCR...reverse transcription polymerase chain reaction
rRNA... ribosomalni RNA

Rvs...reverse

S...serin

Ser...serin

siRNA... small interfering RNA

SRY...sex-determining region Y

ST18...supression of tumorigenicity

t...translokace

T...thymin

T...threonin

T-ALL...akutni lymfoblasticka leukémie se znaky T-fady
Taq...Thermus aquaticus

TCR...T-cell receptor, receptor T-lymfocyt(

TEL...TEL 1 oncogene

TGF-B...transforming growth factor-3

Thr...threonin

U...uracil

UTR...untranslated region

WAGR...Wilms’ tumor, aniridia, genitourinary malformations, mental retardation
WBC...white blood cell count

WHO...World health organization

WNT-4...wingless-type MMTYV integration site family, member 4
WT1... Wilms’ tumor gene 1
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1 UVOD

Hematopoesa je komplexni proces, ve kterém vznikaji specifické krevni
nacasovani a koordinace mnoha dil¢ich mechanism( v tomto procesu jsou
naprosto nezbytné pro maturaci jednotlivych krevnich elementtd. Maligni
transformaci hematopoetickych progenitord béhem leukemogenesy dochazi
k porucham kontroly téchto dil¢éich mechanismU, coz vede ke vzniku choroby
zvané leukémie.

Leukémie je nejCastéjSi nadorové onemocnéni v détskem véku. Jedna se
postupy. Za poslednich 30 let doSlo k nesmirnému pokroku v IéCbé leukémii a
pomoci nejmoderné&jSich metod jako chemoterapie, ozafovani Ci transplantace
kostni dfené, Ize v sou€asné dobé vylécit az 80% déti s nové diagnostikovanou
akutni lymfoblastickou leukémii a 50 % déti s akutni myeloidni leukémii (PUI et
al. 2004). Presto vSak existuje urCité procento pacientd, u nichz dojde
k znovuobjeveni nemoci, tzv. relapsu, jenz vyznamné snizuje nadéji na jejich
dlouhodobé preziti. Leukémie se tak stava nemoci, jez vyZaduje nékolik let
trvajici |éCbu, ktera je pro pacienta a jeho okoli fysicky i psychicky velice
naroéna (STARY et al. 2002).

Soucasné IéCebné protokoly vyuzivaji kombinaci cytostatik vybranych na
zakladé mnoha rozsahlych klinickych studii. Chemoterapie je pfipadné
kombinovana s radioterapii €i transplantaci hematopoetickych kmenovych
bunék. Soucasti téchto protokoll je i tzv. podplrna lécba, jez snizuje velmi
zavazneé negativni dopady intensivni chemoterapie a radioterapie. Pfesto vSak
nelze zabranit nahlym a neoCekavanym umrtim na komplikace této lécby, které
znemoznuji vyuziti intensivnéjSi terapie (SLATS et al. 2005). Néktefi védci se
proto domnivaji, zZe jiz nelze témito IéCebnymi protokoly vyrazné zvysit podil
dlouhodobé prezivajicich pacientd (KASPERS a ZWAAN 2007). Cilem
hematologu se tedy v sou€asnosti stava spiSe detailni poznani celého procesu
leukemogenesy, jenz by mohlo byt vyuzito pro lepsi klasifikaci leukémii a také
pro vyzkum novych terapii specifickych pro konkrétni subtypy této choroby
(ROSS et al. 2004).
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Leukemogenesa je obecné povazovana za vicekrokovy proces, ve
kterém synergistické efekty nékolika genetickych mutaci vedou k leukemicke
transformaci. V ramci pochopeni biologie hematopoetickych malignit je tedy
nutné zaméfit se na studium genu, jejichz alterace by mohly hrat roli v tomto
procesu, a na jejich vzajemné souvislosti a kooperace. Jednim z téchto gendu,
ke kterému se v posledni dobé upina velka pozornost, je gen WTT.

Nasim cilem bylo zavedeni a optimalisace metody real-time PCR pro
detekci WT71 a stanoveni prognostického vyznamu inicialni hladiny exprese
tohoto genu u détskych akutnich myeloidnich leukémii. Sou€asné jsme
zkoumali také moznost vyuZziti WT1 k detekci minimalni residualni nemoci u
pacientl s timto onemocnénim.

V literarnim pfehledu diplomové prace se pokusim nastinit nejdulezitéjsi
vysledky, které byly o genu WT1, jeho roli a jeho vyznamu publikovany.

Prvni kapitola je vénovana akutnim leukémiim s dlrazem na akutni
myeloidni leukémie, nebot prakticka ¢ast diplomové prace je zaméfena na
pacienty s timto subtypem onemocnéni.

Druha kapitola je zaméfena na strukturu WT17 a jiz zminéné dulezité
poznatky o tomto genu, zejména v oblasti leukemogenesy a potencialniho
vyuziti WT1 v diagnostice, stratifikaci ¢i [é€bé pacientd.

S vyuzitim WT1 v diagnostice leukémii je uzce spjat pojem minimalni
residualni nemoci, jemuz je vénovana ftreti kapitola. V této Casti se pokusim
strucné vysvétlit tento fenomén véetné souCasnych moznosti detekce MRN.
Kapitola také obsahuje detailngjSi popis techniky real-time PCR, nebot pro
detekci hladiny exprese WT1 v leukmickych bufkach pouzivame pravé metodu
kvantitativni PCR.

Ctvrtad kapitola je vénovana metodam, analysovanému materialu,
laboratornim pfistrojim a softwaru, které jsem bé&hem své diplomové prace
pouzila. V této Casti také charakterisuji soubor pacienta.

Nasledujici kapitoly obsahuji vysledky prace v kontextu s publikovanymi
daty na téma genu WT7 a mozné pfiCiny neshod s nékterymi publikacemi.
Uvadim zde také budouci sméfovani vyzkumu genu WT71 vramci tohoto
projektu.

Zavérem kratce shrnuji naplnéni stanovenych cild prace a jeji

nejvyznamnéjsi vysledky.
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2 PREHLED LITERATURY

2.1 NADOROVA ONEMOCNENI V DETSKEM VEKU

Nadorova onemocnéni u détskych pacientl patfi mezi velmi vzacna
onemocnéni. Ve vyspélych zemich pfedstavuje pouze 0,5 % veSkerych
diagnostikovanych malignit a vyskytuje se s vékové standardizovanou incidenci
70 — 160 pfipadu na 1 milion déti ve véku 1-14 let. Oproti dospélym pacientum,
u nichz patfi k nejcastéjSim nadorim karcinomy, jsou détské malignity z
histologického hlediska velmi rozmanité. NejCastéji se vyskytuji akutni
leukémie, dale napf. nadory mozku, michy, kosti, mékkych tkani Ci
retinoblastomy (STILLER 2004).

2.1.1 AKUTNIi LEUKEMIE

V Ceské republice onemocni akutni leukémii roéné& zhruba 80 — 90 déti a
adolescentld (ZDRAHALOVA a STARY 2007). Nejvice pacientl je zastoupeno
ve vékové skupiné (1-5 let) as, naopak nejméné mezi détmi ve véku (6-9 let) a
u kojenct (STARY et al. 2002).

Akutni leukémie délime na dvé zakladni skupiny. Zhruba 80% vSech
pfipadu détské leukémie tvofi akutni lymfoblasticka leukémie (ALL), jejichz
leukemickou populaci tvofi maligni bunky se znaky lymfoidni linie. Zbylych
15-20 % predstavuji akutni myeloidni leukémie (AML), jeZ odpovidaji myeloidni
linii (STILLER 2004).

V obou pfipadech se jedna o onemocnéni s charakteristickym prudkym a
agresivnim nastupem a to velmi Casto u osob bez jakékoli hematologické
anamnesy. Prvni pfiznaky se objevuji zpravidla jen nékolik tydnu pred zjisténim
definitivni diagnosy. Obvykle se jedna o nespecifické projevy souvisejici
s poklesem jednotlivych elementu v krvi, napf. unava, zvySena teplota, anemie,
slabost a krvacivé &i infekéni projevy (STARY et al. 2002).

Diagnosa tohoto onemocnéni je stanovena na zakladé morfologického

vySetfeni vzorku kostni dfené a periferni krve. Pro pfesné urceni konkrétniho
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subtypu leukémie je provadéna cytochemickd, imunologicka, cytogeneticka a
molekularné geneticka analysa malignich bunék (STARY et al. 2002).

Chemoterapeuticka 1é¢ba leukémii se liSi jednak podle imunofenotypu
malignich bunék a jednak podle tzv. risikové skupiny. Zafazeni pacientd do
risikovych skupin je velmi dulezité, nebot intensita pribéhu choroby a risiko
vzniku relapsu se u jednotlivych pfipadd vyrazné liSi. Tato stratifikace tak
umoznuje podat intensivnéjSi léCbu v pfipadé agresivnéjsi formy nemoci a
méné intensivni a tudiz pro pacienta méné naroCnou |éCbu pro formu
s mirnéjSim prabéhem. Rozdéleni pacientd do skupin s nizkym, stfednim di
vysokym risikem probiha na zakladé pritomnosti tzv. prognosticky pfiznivych ¢i
nepfiznivych znaku (viz nize) (KASPERS a ZWAAN 2007; PUI et al. 2004).

Vznik leukémii je obecné charakterisovan jako proces, béhem néhoz
dochazi k nahromadéni nejriznéjSich mutaci v genomu hematopoetickych
progenitorti, coz vede k poruSe kontroly jejich normalni diferenciace a
proliferace. Zmény v genomu mohou byt jemné, napf. bodové mutace, az po
zmény v poétu chromosomiti (JOHANSSON et al. 2004; STARY et al. 2002).
Tyto mutace vznikaji u pfevazné vétSiny pacientll v somatickych burkach —
burikach hematopoesy, a jen vyjimecné maji dédicny zaklad.

U nékterych konstitu€nich a chromosomalnich chorob je pfesto patrny
CastéjSi vyskyt leukémii. Jedna se napf. o Downldv syndrom (FONG a
BRODEUR 1987), Shwachmanuv-Diamonduv syndrom (SMITH et al. 1996),
ataxii-teleangiektazii (TAYLOR et al. 1996), i téZzkou vrozenou agranulocytosu.
ZvySenou incidenci nachazime také u nékterych vzacnych genetickych
onemocnéni, které se vyznacCuji chromosomalni nestabilitou jako napf.
Fanconiho anemie (AUERBACH 1992) &i Bloomuiv syndrom (POPPE et al.
2001). Leukemogenesa téchto pacientl je zhlediska biologie vzniku této
choroby naprosto unikatni, nebot je ovlivnéna mutaci v zarode¢nych burikach.

V odborné literatufe existuje mnoho publikaci zabyvajicich se vyzkumem
leukemogenesy. Vysledky téchto studii sice poskytly detailnéjsi informace o
diléich udalostech tohoto déje, jejich konkrétni interakce a posloupnost v tomto

mnohastupnovém procesu vsak stale nebyly vyjasnény.
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2.1.1.1 Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

U tohoto typu leukémie je maligni klon odvozen od progenitord lymfoidni
linie. Z hlediska imunofenotypu Ize ALL rozdélit na tzv. ALL B-fady (BCP-ALL a
zralé B-ALL) a ALL T-fady. TéméF 80% téchto pacientll ma leukémii odvozenou
od prekurzort B-fady tzv. BCP-ALL, 1-2% pfipadu fenotypové odpovida zralym
B-lymfocytim a zhruba 15 % ptipadl predstavuji ALL T-fady (STARY et al.
2002).

Sance na vylégeni détskych ALL dosahla v posledni dobé& téméFr 80%.
Vysokého procenta dlouhodobé prezivajicich pacientld bylo dosazeno jednak
efektivnéjSi kombinaci chemoterapeutik a podplrné Ié¢by, ale zejména volbou
adekvatné intensivni antileukemické lécby v ramci risikovych skupin (PUI et al.
2003; SILVERMAN et al. 2001).

Jak jiz bylo zminéno, stratifikace do téchto risikovych skupin probiha na
zakladé pfitomnosti ur€itych prognosticky vyznamnych charakteristik. V pfipadé
ALL se jedna o kombinace cytogenetickych charakteristik, inicialnich klinickych
vlastnosti a ¢asné odpovédi na IéCbu. Vyznam Kklinickych vlastnosti pacientd
v této stratifikaci se liSi u ALL B fady a T fady, nebot pacienti s T-ALL jsou
spiSe fazeni do 2 risikovéjSich skupin (PUI et al. 2001). Mezi prognosticky
pfiznivé znaky fadime nizky vék (1-6 let), nizky inicialni pocet leukocytl (WBC
< 20 000/ul) a dobrou ¢asnou odpovéd. Naopak pfitomnost translokaci 1(9;22)
Ci t(4;11) a Spatna odpoveéd na inicalni fazi IéCby je povazovana za nepfiznivy
znak a fadi pacienty do nejrisikové&jsi skupiny (SCHRAPPE et al. 2002). Casnou
odpovéd pacienta na lécbu lze morfologicky hodnotit podle zastoupeni
leukemickych blastl v kostni dfeni v prabéhu inicialni faze terapie. V soucasné
dobé se vSak stale vice zohledruje i kritérium minimalni residualni nemoci
(FLOHR et al. 2008; FRONKOVA et al. 2008).

Vyznamnou charakteristikou malignich bunék vychazejicich z lymfoidni
linie je fakt, Zze tyto bunky nesou identickou klonalni pFestavbu
imunoglobulinovych a T-bunéénych receptord (Ig/TCR), ktera vznikla pfi
maturaci preleukemické hematopoetické burnky. Po transformaci a nasledné
proliferaci této bunky je stejna klonalni pfestavba pfitomna ve vSech
leukemickych blastech a je tedy jednoznacnou charakteristikou malignich bunék
vyuzitelnou k jejich detekci (PONGERS-WILLEMSE et al. 1999).
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2.1.1.2 Akutni myeloidni leukémie (AML)

Myeloidni leukémie je z morfologického hlediska heterogenni
onemocnéni  postihujici  granulocytarni,  monocytarni,  erytroidni  Ci
megakaryocytarni hematopoetickou fadu. Vramci AML proto rozliSujeme
nékolik subtypl. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) navrhla v roce 2002
rozdéleni podskupin AML na zakladé morfologickych a hlavné cytogenetickych
charakteristik (ROSS et al. 2004; VARDIMAN et al. 2002). Pfesto je vSak v
praxi stale pouzivané rozdéleni z roku 1976, které navrhla francouzsko-
americko-britska pracovni skupina (,French — American — British (FAB)
cooperative group“) vychazejici z morfologickych a cytochemickych znaku
(BENNETT et al. 1976). Podle této FAB klasifikace rozdélujeme AML na
subtypy, jejichz zastoupeni u déti (viz tabulka 1) je podobné jako u dospélych,

s vyjimkou vyssSiho vyskytu subtypu AML M5, typického pro kojence:

FAB Subtyp | Charakteristika Zastoupeni

AML MO akutni leukémie s minimalnimi znamkami 3%

myeloidni diferenciace (tzv. €asna myeloidni

leukémie)
AML M1 akutni myeloidni leukémie bez vyzravani 15-20 %
AML M2 akutni myeloidni leukémie s vyzravanim 25-30%
AML M3 akutni promyelocytarni leukémie (APL), 5-10%

do této skupiny patfi také podskupina AML

M3v — variantni mikrogranularni leukémie

AML M4 akutni myelomonocytarni leukémie, 25-30%
subtypem této skupiny je varianta AML M4eo
s eozinofilii
AML M5 akutni monocytarni leukémie 6 %
AML M6 Erytroleukémie 3-5%
AML M7 akutni megakaryoblasticka leukémie 3 %

tabulka 1. Charakteristika a zastoupeni jednotlivych subtyptt AML (STARY et al.
2002)
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Vice nez dvé tfetiny AML pacientl maji abnormality karyotypu v genomu
leukemickych blasti. Typicka je pseudodiploidie nebo hypodiploidie. Zastoupeni
konkrétnich mutaci u détskych AML se lisi oproti dospélym pacientim, coz
poukazuje na mozné rozdily v jejich leukemogenese (KASPERS a ZWAAN
2007) . Mezi nejCastéjSi abnormality patfi t(8;21), ktera se ¢asto nachazi u M2
subtypu, dale t(15;17), charakteristicka pro M3 subtyp, t(9;11) jeZ se nachazi u
AML M5, inv16 spoleCna M4eo leukémiim, monosomie 7, trisomie 8 a dalSi
(RAIMONDI et al. 1999; ROSS et al. 2004).

Tyto genetické abnormality Ize obecné rozdélit do dvou zakladnich
skupin (viz obr. 1). Prvni skupina se oznacuje jako abnormality typu 1 a
zahrnuje mutace v receptorovych tyrosin-kinasach, tyrosin-fosfatasach a
v nékterych onkogenech (napf. RAS), které poskytuji leukemickym burikam
proliferaCni vyhodu. Druhou skupinou jsou tzv. mutace typu 2. Jedna se
pfevazné o translokace zahrnujici useky genl pro transkripéni faktory (napf.
t(8;21) ¢&i t(15;17)), které tak pozménuji jejich normalni funkci (KASPERS a
ZWAAN 2007).

neznamé  PTPN11 inv(16 t[gi;:} Tri 8 T -

s s } E '

49% \ 5% / f;? (san 0% : 3% 4%
\ 8% N/
\_/

11023
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tg;21) _—
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| , 15% If _ others
\ \ , \ 25%

| \ FLT3/TD \\L 1(6;9)

FLT3 PM 1% 46 CUKY ,J []“'.'{a

7% 23%
Genetické abnormality - Typ 1 Genetické abnormality - Typ 2

obr. 1. Zastoupeni genetickych abnormalit typu 1 a 2 u détskych AML
(KASPERS a ZWAAN 2007)
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Prognosa pacienti s AML je vporovnani s ALL mnohem horsi.
Soucasnymi léCebnymi protokoly Ize dosahnout dlouhodobého preziti pfFiblizné
u 65% pripadl (KASPERS a CREUTZIG 2005; SMITH et al. 2005). Podobné
jako u akutni lymfoblastické leukémie i v pfipadé AML je velmi dulezité zafazeni
pacientl do risikovych skupin. Stratifikace v tomto pfipadé probiha na zakladé
pritomnosti cytogenetickych charakteristik a Casné odpovédi na IéCbu. Inicialni
klinické vlastnosti se v tomto pfipadé pfiliS neuplatiuji (CREUTZIG et al. 2005;
KASPERS a ZWAAN 2007).

Mezi prognosticky pfiznivé znaky fadime napf. t(8;21), inv16, t(15;17),
mutace v genu CEBPA €i v genu NPM1 (nucleophosmin) a dobra odpovéd na
inicialni 1éCbu. Negativnimi prognostickymi znaky jsou monosomie 7 ¢&i del(7q),
FLT3 mutace/ITD, mutace v genu C-KIT, -5, 5qg-, 1(9;22), t(16;21), t(6;9),
komplexni karyotyp, 11923 aberace kromé t(9;11) a Spatnd odpovéd na
pocatecni fazi léCby (CREUTZIG et al. 2005; KASPERS a ZWAAN 2007).

Casna odpovéd na antileukemickou 1é&bu AML se ve vétsiné pripad(
posuzuje morfologicky podle relativniho mnozstvi leukemickych blastl v kostni
dfeni béhem inicialni faze terapie (KASPERS a ZWAAN 2007). Minimalni
residualni nemoc jako ukazatel této odpovédi zatim nebyla do IéCebnych
protokolu standardné zavedena, prestoze v I1éEbé ALL je jiz delSi dobu Uuspésné
vyuzivana (VAN DONGEN et al. 1998). Hlavni pfi¢inou je absence
universalnino markeru pro sledovani MRN, nebot u AML nelze vyuzit klonalni
prestavby Ig/TCR Kk jednoznacnému urCeni leukemické bunky (YIN a
GRIMWADE 2002). K detekci malignich myeloidnich blasti mohou byt vyuzity
nenahodné chromosomalni aberace, ty se vSak vyskytuji jen u zhruba 50 %
pacientd (CILLONI a SAGLIO 2004). Hledani universalniho markeru
aplikovatelného na vétSinu pacientd je proto jednou z hlavnich oblasti vyzkumu
myeloidnich leukémii (STEINBACH et al. 2006).

Gen WTT1 byl navrzen jako jeden z moznych kandidatt pro detekci MRN
(INOUE et al. 1997). Nazory na jeho potencialni vyuZziti k tomuto uc€elu se vSak
v publikovanych studiich vyrazné liSi (viz kapitola 2.3.1.4) (BOUBLIKOVA et al.
2006; TRKA et al. 2002).
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2.2 GEN wr1

~Wilms’ tumor gene 1“ byl isolovan roku 1990 jako tumor-supresorovy
gen, odpovédny za vznik Wilmsova tumoru ledviny (CALL et al. 1990).

Fysiologicky je tento gen exprimovan béhem embryogenese a také
v nékterych tkanich dospélého organismu. Je esencialni pro normalni vyvoj
urogenitalniho systému, nebot hraje dualezitou roli v regulaci proliferace a
diferenciace nefroblasti a gonadalni tkané (KREIDBERG et al. 1993).
V prenatalnim vyvoji lze jeho expresi detekovat také ve slezing,
hematopoetickych bunkach, nékterych oblastech mozku, miSe, branici,
epikardu, Ci subepikardialnim mesenchymu (ARMSTRONG et al. 1993;
MOORE et al. 1999; MOORE et al. 1998). V prubéhu zivota je pak exprimovan
napf. v glomerularnich podocytech, déloze, testes ¢&i hematopoetickych
progenitorech (BUCKLER et al. 1991; WAGNER et al. 2003).

Mutace v genu WTT jsou asociovany s nékterymi syndromy a vyvojovymi
abnormalitami. Jedna se napf. o Denys-Drashiv syndrom (PELLETIER et al.
1991), Frasieriv syndrom (BARBAUX et al. 1997) & tzv. WAGR syndrom
(Wilms’ tumor, aniridia, genitourinary malformations, mental retardation)
(GESSLER et al. 1990). Vyskyt mutaci vtomto genu byl prokazan také u
nékterych malignit, napf. u leukémii (INOUE et al. 1994), nadoru prsu
(SILBERSTEIN et al. 1997), Ci retinoblastomu (WAGNER et al. 2002).

V kancerogenese hraje pravdépodobné roli také deregulace exprese
WT1. Konkrétni role této deregulace je vSak stale nejasna. ZvySena exprese
byla nalezena napf. u leukémii (MIWA et al. 1992), karcinomU plic, tlustého
stfeva, pankreatu (OJl et al. 2002; OJI et al. 2004)a nadoru vajeCniku &i prsu
(SILBERSTEIN et al. 1997; VIEL et al. 1994).

2.21 STRUKTURA GENU WT1

Na chromosomu €. 11 se nachazi pfiblizné 50 kpb dlouhy gen skladajici
se z10 exonu. Prvni exon kéduje doménu bohatou na prolin a glutamin a
posledni 4 exony koéduji 4 Cys;His, zinkové prsty (viz obr. 2). Kazdy zinkovy

prst je tedy kédovan 1 exonem a je oddélen kratkou intronovou sekvenci
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(HABER et al. 1991). Otevieny Cteci ramec vysledné mRNA ma 1725
nukleotidd (SHARMA et al. 1994).
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obr. 2. Struktura genu WT1 (COPPES et al. 1993)

2.2.1.1 Vznik isoforem WT1

Z jediné DNA sekvence genu WT1 vznika az 36 variant vysledného
proteinu. Tyto isoformy mohou vznikat v dasledku alternativniho zacatku

transkripce Ci translace, editaci RNA nebo alternativnim sestfihem primarniho
transkriptu.

1. Alternativni iniciace transkripce

Podobné jako mnoho dalSich genu ucastnicich se regulace rastu i mRNA
genu WT1 ma AUG iniciovany otevieny Cteci ramec, jemuz pfedchazi dlouha
GC bohata, nepfekladana oblast (5 UTR). Alternativni mista iniciace
transkripce v promotoru genu WT7 vedou ke vzniku isoforem mRNA s 375, 700,
¢i 720 bp dlouhou 5’UTR nepfekladanou oblasti (BRUENING a PELLETIER
1996).

V nedavné dobé byla popsana také tzv. AWT1 isoforma. Tato varianta

ma s WT1 shodnou strukturu v rozsahu exonu 2-10, obsahuje vSak odliSny
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exon 1, ktery je lokalizovan v oblasti prvniho intronu (DALLOSSO et al. 2004;
HOSSAIN et al. 2006).

DalSim pfikladem je tzv. ,truncated transcript® — trWT1, kterému chybi
prvnich 5 exonu. Vznika pravdépodobné expresi z kryptického promotoru
vintronu 5. Obé tyto zkracené formy vSak byly detekovany pouze v malignich
burikach nékterych solidnich nadord a leukemickych blastech (DECHSUKHUM
et al. 2000).

2. Alternativni iniciace translace
Translace mRNA tohoto genu je iniciovana nejen pomoci klasického start
kodénu AUG, ale také pomoci 2 CUG kodonu, jez se nachazeji 204 respektive
219 nukleotidl pfed timto AUG (viz obr. 3). Translaci z téchto CUG vznikaji
delSi isoformy o molekulové hmotnosti 54-56 kDa (BRUENING a PELLETIER
1996).

1 Im o v i | YII YLD DX X

EnF In¥ EnF EnkF

[ x

 AUCCUGGACUVCCUCUUGEUGCAGGAC, e CAAAUGGGC, .. BWT1

obr. 3. 2 CUG inicia¢ni kodony v 5’UTR transkriptu WT7 (BRUENING a
PELLETIER 1996)

3. RNA editace
Mezi modifikace primarniho transkriptu WT71 patfi také RNA editace,
ktera vede k zaméné T za C respektive CTC kodonu (leucin 280) za CCC
kodon (prolin 280) (SHARMA et al. 1994).
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4. Alternativni sestfih
némuz vznikaji 4 hlavni isoformy, liSici se pfitomnosti ¢i absenci dvou insertu
DNA (vizobr. ) (HABER et al. 1991):

e [-exon5/-KTS] isoforma WT1 — postrada oba inserty
e [+exon5/-KTS] isoforma WT1 — obsahuje pouze prvni insert
o [-exon5/+KTS] isoforma WT1 — obsahuje pouze druhy insert

e [+exon5/+KTS] isoforma WT1 — obsahuje oba inserty

Prvni insert (,exon 5%) je dlouhy 51 bp, je tvofen celym exonem 5 a
koduje usek 17 aminokyselin. Druhy insert (,KTS“) obsahuje pouze 9
nukleotidu, kdduje 3 AK (Lys, Thr, Ser) a nachazi se mezi exonem 9 a 10, kde
pferusSuje vysoce konzervovany spoj mezi zinkovymi prsty 3 a 4 (HABER et al.
1991).

Relativni pomér téchto 4 isoforem ([-/-],[Exon5/-],[-/KTS],[Exon5/KTS]) ve
vyvijejici se ledviné je 1 : 2,5 : 3,8 : 8,3 a je stabilni béhem embryonalniho
vyvoje ve vSech tkanich exprimujicich WT1. Zaméfime-li se pouze na exon5,
varianty obsahuijici tento insert jsou zastoupeny v poméru 2:1. Pro KTS insert je
tento pomér 5:1 ve prospéch +KTS isoforem. NejcastéjSi sestfihovou variantou
je tedy protein, ktery obsahuje oba sestfihové useky, a nejméné cCastou
variantou je protein, u néhoz oba useky chybi (HABER et al. 1991).

Molekularni mechanismy, jejichZz vysledkem je alternativni sestfih, jesté
nejsou uplné prozkoumany, ale predpoklada se, Zze zde budou hrat roli jak
informace kodovana v nukleotidové sekvenci v sestfihovém misté, tak i

regulacni faktory specifické pro urcity bunécny typ (RAUSCHER et al. 1990).

2.2.1.2 Protein WT1 a jeho isoformy

Translaci takto modifikovanych mRNA vznikaji proteiny o velikosti 45-56
kDa. Jedna se o transkripni faktory obsahujici 2 charakteristické, funkéné
odlisné domény. C-koncova vazebna doména je sloZzena ze 4 zinkovych prstu,

jez maji vysoky stupen homologie se ,zincfinger® doménami transkripniho

24



faktoru ,early growth response” 1 a 2 (EGR1 a EGR2) (HAMILTON et al. 1995).
Amino konec proteinu WT1 sestava ze zaporné nabité regulacni domény
bohaté na AK prolin a glutamin (MITCHELL a TJIAN 1989).

Vysoky stupen homologie s EGR1 a EGR2 ve struktufe vazebné domény
se projevuje vazbou proteinu WT1 ke stejnym sekvencim, obsahujicim GC
bohaty motiv (5-GCGGGGGCG-3’) (RAUSCHER et al. 1990). Existuje velké
mnozstvi cilovych genu, k jejichz promotorim se WT1 vaze. NejCastéji pusobi
jako represor jejich transkripce, pouze vyjimecné jako aktivator (napf. gen
SRY). VétSina téchto genl se ucastni regulace rustu, bunécné diferenciace,
bunééného cyklu Ci urCeni pohlavi v embryonalnim vyvoji. Jedna se napf. o
IGF-2 (insulin-like growth factor 2) (DRUMMOND et al. 1992), PDGF-A (platelet
derived growth factor A-chain) (GASHLER et al. 1992), TGF-B (transforming
growth factor-B) (DEY et al. 1994), PAX-2 (paired box gene 2) (RYAN et al.
1995), CSF-1 (colony stimulating factor 1) (HARRINGTON et al. 1993), SRY
(HOSSAIN a SAUNDERS 2001), BCL-2 a C-MYC (HEWITT et al. 1995). Kromé
téchto genli se WT1 vaze také ke svému promotoru, ktery reprimuje a ma tedy
také autoregulaéni funkci (HEWITT et al. 1996).

WT1 muize pomoci N-terminalni domény interagovat také s proteiny.
Jedna se napf. o komponenty sestfihového aparatu, coZz naznaCuje moznou
ucast tohoto genu v sestfihu RNA (LARSSON et al. 1995), &i rizné transkripCni
faktory, jez mohou modulovat jeho funkci (SCHARNHORST et al. 2001).

Kromé& DNA a proteini se WT1 muze vazat pomoci zinkovych prstu i
k RNA. Pravdépodobné se timto mechanismem ucastni kromé sestfihu i dalSich
post-transkripnich uprav cilovych mRNA. Pfesny mechanismus a ucinek této
vazby vSak jesté nebyl vyjasnén (LARSSON et al. 1995).

2.2.1.3 Role jednotlivych isoforem

VySe uvedené obecné funkce nejsou zastavany vsemi proteiny WT1, ale
jsou spiSe rozdéleny mezi jednotlivé isoformy. Stabilni pomér téchto isoforem je
naprosto nezbytny pro spravnou funkci proteinu WT1. Zmény téchto poméru

jsou zpUsobeny deregulaci exprese jednotlivych variant a byly nalezeny u
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nékterych nadoru a vyvojovych vad (napf. leukémii (HOSSAIN et al. 2006) Ci
Frasierova syndromu (BARBAUX et al. 1997)).

V souCasné dobé jiz existuje mnoho publikaci zaméfenych na zakladni 4
isoformy. Vzhledem k Sirokému spektru bunék a tkani exprimujicich WT1 vSak
nelze vyvodit ztéchto studii ucelené zavéry ohledné obecnych funkci
jednotlivych isoforem. Publikované vysledky si navic v nékterych pfipadech
protifeCi, coZ vnasi do celé problematiky tykajici se genu WT71 dalSi nejasnosti.

Obecné Ize tedy shrnout pouze fakt, Zze relativni poméry jednotlivych isoforem

Vigwviv s

e (+Exonb) varianty

Exon 5 pfedstavuje vyznamnou funkéni doménu, ucastnici se protein-
proteinovych interakci (WANG et al. 1995). Isoformy obsahujici tento insert jsou
podle nékterych autorl zodpovédné za anitapoptotickou funkci (MAYO et al.
1999). Jiné studie vSak poukazuji na schopnost stejné isoformy odliSnymi
mechanismy apoptosu indukovavat (MENKE et al. 1997). Dale bylo zjisténo, ze
mutace postihujici doménu Exon 5 mohou pfispivat ke vzniku Wilmsova tumoru
(GUAN et al. 1998).

¢ (-Exonb) varianty

O specifické funkci téchto variant se zatim mnoho nevi.

e (-KTS) varianty
Varianty bez pfitomnosti KTS insertu se chovaji spise jako transkripéni
regulatory. Mohou reprimovat €i aktivovat expresi v zavislosti na struktufe
promotoru cilového genu (WAGNER et al. 2003). Jsou mimo jiné odpovédné za
transkripCni aktivaci genua SRY, MIS a WNT-4 ucastnicich se v ur€eni pohlavi
embrya (HOSSAIN a SAUNDERS 2001).

e (+ KTS) varianty
Inserce 3 aminokyselin mezi 2 motivy zinkového prstu vyznamné
ovliviuji  strukturu vazebné domény a pozménuji tim i vazebnou specifitu
(WANG et al. 1995). Tyto isoformy maji také vyssi afinitu k RNA (CARICASOLE
et al. 1996), asociuji se sestfihovym aparatem (DAVIES et al. 1998) a kromé
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regulace transkripce hraji tedy pravdépodobné roli i v post-tranksripénich
upravach RNA (WAGNER et al. 2003).

2.2.2 ROLE GENU WT1V HEMATOPOESE

Vyvoj hematopoetickych bunék je komplexni proces, jehoz vysledkem je
produkce mnoha typl bunék, zajistujicich nejriznéjsi funkce v organismu. Cely
tento proces vychazi z pluripotentnich CD34+ kmenovych bunék, jejichz
délenim vznikaji jednak dalSi pluripotentni bunky a jednak multipotentni tzv.
slineage-commited“ prekursory. Diferenciaci téchto prekursorl vnzikaji zralé,
nedélici se krevni bunky (OGAWA 1993) (viz obr. 4).
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obr. 4. Hematopoesa a jeji vyznamné transkrip&ni faktory (TENEN 2003)

Regulace hematopoetického vyvoje je zajiStovana faktory stimulujicimi
tvorbu kolonii (CSF), rastovymi faktory a specifickymi trankrip&nimi faktory,

jejichz exprese je v prubéhu hematopoesy mistné i Casové specificka a striktné

27



regulovana. Deregulace jejich exprese je povazovana za nutny pfedpoklad pro
maligni tansformaci hematopoetickych bunék (TENEN 2003). Pfikladem téchto
transkrip&nich faktort jsou PU.1 (KLEMSZ et al. 1990), GATA-1 (TSAI et al.
1989), C/EBPa (LANDSCHULZ et al. 1988) a také gen WT1, respektive jeho
isoformy.

V souCasné dobé stale nelze definovat konkrétni ulohu WT1 béhem
hematopoesy, nebot publikace zaméfené na toto téma opét obsahuji
kontroverzni a ¢asto naprosto odliSné vysledky. Tyto studie se navic ve vétsiné
pfipadu tykaly celkového WT1, coz vzhledem k specifickym uc€inkim
jednotlivych isoforem, neposkytuje detailni pohled na roli WT1 v hematopoese.

V nasledujicim textu zminim nékteré vyznamné poznatky ohledné WT1 a
hemtopoesy, vCetné jiz zminénych diskrepanci.

Vysoka hladina exprese WT71 byla detekovana u zdravych
hematopoetickych prekursort, zejména u primitivnich CD34+ kmenovych bunék
(HOSEN et al. 2002). Konkrétni ucinek této exprese na hematopoetické buriky
vSak stale neni vyjasnén. Mnozi autofi poukazuji na prodiferenciacni ucinek
WT1 (INOUE et al. 1998), jini naopak popisuji protidiferenciacni uc€inek (SMITH
et al. 1998). NejspiSe ma vSak WT1 obé tyto funkce a to v zavislosti na stadiu
buriky, ve které je exprimovan. Podle teorie tzv. bifasické exprese navozuje
klidovy stav bufky u primitivnich CD34+/CD38- kmenovych bunék, zatimco u
zralejSich lineage-committed® prekursord navozuje buné&nou diferenciaci
(ELLISEN et al. 2001). V prubéhu dalsi diferenciace je pak hladina exprese
WT1 snizena a tento pokles je vyznamnym pozZadavkem pro maturaci
hematopoetickych bunék. Naopak vysoka hladina WT71 v téchto stadiich
nejspiSe diferenciaci a tudiz maturaci brani (PHELAN et al. 1994).

Mozné vysvétleni teorie bifasické exprese publikoval Loeb et. Al., podle
néjz existuji dvé populace CD34+ bunék liSicich se pfitomnosti exprese (+KTS)
a (-KTS) variant WT1. Subpopulace exprimujici (+KTS) isoformy podle této
studie jesté neni ,linneage committed a subpopulace exprimujici (-KTS)
isoformy jiz podstupuje granulocytarni diferenciaci. (LOEB et al. 2003)

In vitro studiemi byla prokazana kooperativni role téchto isoforem béhem
maturace hematopoetickych prekursoru. (+KTS) varianta ma sice sama o sobé

nepatrny vliv na tento proces, dokaze vSak zvySit diferenciaci indukovanou
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jinymi diferenciacnimi agens (ELLISEN et al. 2001). Pfesny mechanismus
kooperace téchto dvou isoforem vSak stale zlstava nejasny.

Z vySe uvedenych vysledku je tedy ziejmé, ze se WT1 vyznamnym
zpusobem ucastni regulace hematopoesy. Kontrola proliferace a diferenciace
hematopoetickych bunék pomoci WT1 je realisovana odliSnymi molekularnimi
mechanismy (KEILHOLZ et al. 2005), coz opét poukazuje na moznou ucast
jednotlivych variant proteinu WT1. Deregulace jejich exprese muze porusit
rovnovahu téchto procesu a poskytnout tak bufikam proliferacni vyhodu, ktera

muze vést k jejich maligni transformaci (NISHIDA et al. 2006).

2.2.3 ROLE GENU WT1V LEUKEMOGENESE

V prvotnich studiich zabyvajicich se timto genem byl WT1 povazovan za
tumor-supresorovy gen, nebot konstituéni delece v jeho sekvenci byly nalezeny
u nékterych pacientl s Wilmsovym tumorem (HIROSE 1999). V sou€asné dobé
je znam i onkogenni u€inek WT1 napf. u leukémii a nékterych solidnich nadort
(OJI et al. 1999). Tyto zcela odlidné role by mohly byt zajistovany rdznymi
isoformami WT1. Komplexni studie, které by tuto teorii potvrdily, vSak stale
chybi.

Detekovatelna az velmi vysoka exprese WT1 byla nalezena téméf u
vSech pacientl s akutnimi leukémiemi (MENSSEN et al. 1995). Nejvyssi
hladina exprese je detekovana pfi diagnose a poté dochazi k jejimu snizeni
v souvislosti s navozenim hematologické remise. MRN-negativni vzorky
regenerujici kostni dfené vykazuji témér identickou expresi béhem |éCby
leukémie jako normalni kostni dfefi zdravého jedince (BOUBLIKOVA et al.
2006).

Stejné jako u Wilmsova tumoru pouze 10 — 15 % vSech pacientl
s leukémiemi ma mutaci vgenu WT1, zatimco vétSina exprimuje vysokou
hladinu ,wild-type“ transkriptu (KING-UNDERWOOD et al. 1996; MENSSEN et
al. 1995; MIYAGAWA et al. 1999). NejCastéjSimi mutacemi jsou malé inserce v
exonu 1 a 7, nonsense mutace v exonu 9 a jejich vysledkem je ve vSech
pripadech zkraceny protein, jenz vykazuje defekt vdoméné zinkového prstu.

Nalez téchto mutaci znamena pro pacienty vzdy nepfiznivou prognosu.
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V posledni dobé byly popsany dalSi mutace v genu WT1, postihujici vSechny
exony s vyjimkou exonu 5 (VIRAPPANE et al. 2008). Nékteré z téchto mutaci
opét predstavuji negativni prognosticky faktor (GAIDZIK a DOHNER 2008;
PASCHKA et al. 2008).

Jak jiz bylo zminéno, exprese WTT1, Ci spiSe jeho jednotlivych isoforem je
v pribéhu krvetvorby striktné regulovana. Naruseni této regulace mize podle
nékterych autorl vést k expansi hematopoetickych progenitort, coz je udini
citlivé k dalSim genetickym zménam, jeZ mohou vést ke vzniku leukémie.

Jiné teorie pfedpokladaji pfimou ucast proteinu WT1 na leukemogenese
v kooperaci s dalSimi faktory, napf. s produktem fusniho genu AML1/ETO
(NISHIDA et al. 2006). V této studii byl vnesen retrovirovy vektor s fusnim
genem AML1/ETO do transgenni mysSi, ktera ve svych hematopoetickych
burikach hyperexprimovala gen WT1. Kooperace WT1 a AML1/ETO vedla ke
vzniku AML.

Konkrétni roli WT1 v leukemogenese se jiz zabyvalo mnoho autord.
Z publikovanych dat lze opét vypozorovat velké neshody v nazorech a
vysledcich jednotlivych pracovist. Mozné priCiny téchto neshod zminuji

v kapitole vénované diskusi.

2.2.4 VYUZITi GENU WT71V OBLASTI STRATIFIKACE A LECBY

2.2.41 Prognosticky vyznam hladiny exprese WT1

Vyuziti hladiny exprese WT7 v dobé diagnosy jako nezavislého
prognostického faktoru pfi stratifikaci pacientu patfi mezi dalsi sporna témata.
Néktefi autofi poukazuji na korelaci této hladiny s nepfiznivou prognosou
(INOUE et al. 1996; INOUE et al. 1994; TRKA et al. 2002), jini vSak tuto
souvislost nepotvrdili (BERGMANN et al. 1997; BOUBLIKOVA et al. 2006;
GAIGER et al. 1999; SCHMID et al. 1997; WEISSER et al. 2005). DalSi studie
se zabyvaly vyznamem exprese WT1 v prabéhu léEby a jeho moznym vyuzitim
jako markeru MRN. Vysledky téchto publikaci se opét vyrazné liSi (CILLONI et
al. 2002; CILLONI a SAGLIO 2004; KREUZER et al. 2001; SUGIYAMA 2002).

30



V soucCasné dobé Ize tedy shrnout nasledujici poznatky. Hladina exprese
WT1 obecné koreluje vice s pribéhem lécby pacientld s AML. V pfipadé ALL
pravdépodobné nelze vyuzit WTT1 Kk stratifikaci pacientl, nebot nepfizniva
prognosa byla nalezena i u pacient s velmi nizkou expresi (BOUBLIKOVA et
al. 2006).

2.2.4.2 Vyuziti WT1 v Ié€bé leukémii

V poslednich letech se nékteré pracovni skupiny zaméfily na vyuziti WT1
v antileukemické terapii (ELISSEEVA et al. 2002; OKA et al. 2004
ROSENFELD et al. 2003; SCHEIBENBOGEN et al. 2002; WU et al. 2005).
Snahou téchto védcl byla jednak indukce imunitni odpovédi proti leukemickym
blastim hyperexprimujicim WT1 a jednak cilené sniZeni exprese WT1 v téchto
burnikach.

Leukemické blasty jsou obecné velmi citlivé k ucinku cytotoxickych
T- lymfocytl. In vitro i in vivo studiemi byla prokazana aktivace téchto
cytotoxickych T-lymfocytd kratkymi polypeptidy odvozenymi z proteinu WT1.
Tyto lymfocyty jsou schopny indukovat apoptosu v leukemickych burikach bez
negativniho vedlejSiho ucinku na zdravé hematopoetické prekursory exprimujici
WT1 (OKA et al. 2000; OKA et al. 2004).

Wu et al. dale popsali existenci humoralni odpovédi Th1 lymfocyta proti
WT1, nebot u pacientd s leukémii a myelodysplastickym syndromem (MDS)
prokazali pfitomnost protilatek proti WT1 (WU et al. 2005).

Na zakladé téchto poznatkil se v souCasné dobé nékteré pracovni
skupiny zaméfily na vyvoj antileukemické vakciny zaloZzené na stimulaci
imunitniho systému pacienta pomoci WT1. Pilotni studie jiz u€inek téchto
vakcin prokazaly, ve vétSiné pfipadu se vS8ak jednalo pouze o omezeny pocet
pacientd (OKA et al. 2004). Potencial WT1 v stimulaci imunitni odpovédi u
pacientu tedy stale zustava nejasny.

Jiny mechanismus jak docilit redukce leukemické populace je zalozen na
cileném snizeni exprese WT1. Za pfedpokladu onkogenni role tohoto genu, Ize
totiz snizenim jeho exprese docilit inhibice proliferace malignich bunék.

Poklesu hladiny exprese WT1 Ize dosahnout nékolika zpuUsoby.

Yamagami et al. prokazal snizeni hladiny WT1 v leukemickych bunkach
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pouzitim antisense oligonukleotidi (YAMAGAMI et al. 1996). Nevyhodou vSak
byl pozadavek vysoké koncentrace téchto oligonukleotid v cilovych bunkach.
In vitro bylo prokazano také sniZeni exprese v K562 leukemickych liniich
pomoci ,hammerhead” ribozymu, ktery Stépil mMRNA WT1 (HUBINGER et al.
2001).

V tomto ohledu nejslibnéjSi metodou je vyuZziti siRNA k tomuto ucelu.
Schopnost molekul siRNA Stépit mRNA WT17 v bunkach hyperexprimujicich
tento gen jiz byla prokdzana nékolika studiemi (DAVIES et al. 2004,
ELMAAGACLI et al. 2005; GLIENKE et al. 2007). Vyhodou této metody je mimo
jiné fakt, Ze RNA interference sprostfedkovana siRNA molekulami je omezena
na maligni bunky, kdezto zdravé hematologické prekursory témér neovliviuje.

Mnoho védcl povazuje WT1 za slibny prostiedek klécbé leukémii,
v souCasné dobé vSak zatim nelze vyvodit Zadné pozitivni zavéry. Prokazani

tohoto potencialu WT17 bude tedy vyzadovat pravdépodobné jesté dalSi vyzkum.
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2.3 MINIMALNI RESIDUALNiIi NEMOC

Pacient, jemuz byla diagnostikovana leukémie, muze mit v dobé
diagnézy kolem 10'2 malignich bunék (RYAN a VAN DONGEN 1988). Pokud
béhem lécby mnozstvi morfologicky detekovatelnych blastd klesne pod 5 %,
nachazi se pacient v tzv. kompletni hematologické remisi. Pfestoze pfiblizné 82
% pacientdt s AML (KASPERS a CREUTZIG 2005) a téméfr 98 % pacientu
(STARY et al. 2002) s ALL dosahne této remise, nedojde k Uplné eradikaci
maligniho klonu a vjejich kostni dfeni se tak muZe nachazet az 10
persistujicich leukemickych bunék, které rlznymi mechanismy unikly
antileukemické lécbé (CAMPANA a PUI 1995). Tato zbytkova populace se
nazyva minimalni residualni nemoc (MRN).

VétSina pacientd s ALL & AML, ktefi dosahnou hematologické remise,
v této kompletni remisi také zistava. U 30 — 40 % AML (KASPERS a
CREUTZIG 2005) a priblizné 10 % ALL (STARY et al. 2002) véak dochazi ve
variabilnim Casovém intervalu od dosazeni remise k expansi zbytkového
leukemického klonu a tedy ktzv. relapsu leukémie. MozZnost monitorovani
persistujiciho klonu v pribéhu nemoci umoznuje sledovat kinetiku rustu
nadorové masy a urcit, zda se pacient stale nachazi v kompletni remisi, nebo jiz
sméfuje k relapsu (CAMPANA a PUI 1995).

Kromé& vcasného odhaleni bliziciho se relapsu lze MRN vyuzit také
k stratifikaci pacientd do odliSnych rizikovych skupin a vybrat tak pro né
adekvatné intensivni 1é€bu (CAZZANIGA a BIONDI 2005; SZCZEPANSKI
2007). Hladina residualni nemoci zejména v indukéni fazi lécby je u ALL
povazovana za nejrelevantnéjSi prognosticky faktor ve srovnani s doposud
pouzivanymi charakteristikami (SZCZEPANSKI 2007). V souCasné dobé jiz
né&kolik svétovych pracovnich skupin véetn& Ceské republiky vyuzivda MRN pro
stratifikaci pacientl s ALL. Prestoze vysledky téchto Ié€ebnych protokoll nejsou
dosud kompletné k dispozici, je zfejmé, Ze sledovani MRN bude v budoucnu
dalezitym klinickym fenoménem. U AML je problematika MRN dosud méné
prozkoumana, zejmeéna chybgji velké prospektivni studie. MenSi publikované
soubory pacientl vSak naznacuji, ze i u AML bude odpovéd na léCbu sledovana

pomoci monitorace MRN vyznamnym prognostickym faktorem.
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Detekce MRN ma prognosticky vyznam i u dalSich hematologickych
malignit jako napf. chronické leukémie, non-Hodgkinlv lymfom & mnohocetny
myelom (DAVIES et al. 2002; GRIBBEN 2002).

2.3.1 DETEKCE MINIMALNI RESIDUALNi NEMOCI

Leukemické bufiky mohou byt rozpoznany od normalnich
hematopoetickych progenitord na zakladé morfologickych a cytochemickych
vlastnosti, karyotypovych a genovych abnormalit, pfestaveb genu pro
antigenové receptory, na zakladé in vitro ristovych vlastnosti a imunofenotypu.
Nékteré z téchto charakteristik mohu byt vyuzity k detekci i velmi malého
mnozstvi nadorovych bunék mezi normalnimi bunkami (CAMPANA a PUI
1995).

Tyto specifické charakteristiky mohou byt detekovany bud kvalitativhé
nebo kvantitativné. Kvalitativni stanoveni poskytuje pouze omezenou informaci
o pfitomnosti maligniho klonu a z hlediska sledovani mnozstvi MRN je tedy
mnohem vyznamngjsi kvantitativni detekce (VAN DER VELDEN et al. 2003).

Spolehliva metoda detekce MRN by méla splfovat nasledujici obecna
kriteria. Zakladnim poZadavkem je jednoduchost a snadna standardisace
metody. Nutna je také vysoka sensitivita - alespori 10 (detekce 1 leukemické
burfiky mezi 1000 normalnimi) a vysoka specifita (schopnost jednoznacné
identifikovat maligni burfiku mezi zdravymi burikami). Metoda splfiujici vSechny
tyto pozadavky musi byt aplikovatelna na vétSinu pacientd.

NejCastéji pouzivané techniky Ize rozdélit na metody molekularni

cytogenetiky, imunologické analysy a molekularné genetické analysy.

2.3.1.1 Metody molekularni cytogenetiky

Vyhodou metod detekujicih bufiky s abnormalitami karyotypu je moznost
presné identifikace leukemické bunky. Vymizeni bunék nesoucich tuto mutaci
béhem I|éCby je obecné znamo jako jev, doprovazejici nastup klinické

morfologické remise. Identicka mutace, ktera byla detekovana v dobé diagnosy,
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je v drtivé vétsiné pripadu pfitomna i b&éhem relapsu, coz podporuje teorii vzniku
relapsu expanzi persistujiciho leukemického klonu (FREIREICH et al. 1992).

Do této skupiny patfi i tzv. FISH (fluorescence in situ hybridization), jenz
je zaloZzena na detekci nadorovych bunék pomoci sekvenéné specifickych sond,
schopnych detekovat numerické a strukturalni chromosomalni abnormality
(GRAY et al. 1990).

Vyhodou této metody je fakt, Ze umoznuje sledovat burnky v interfasi,
tedy i buriky s nizkou schopnosti proliferace (CAMPANA a PUI 1995). Jeji

nevyhodou je omezena citlivost, narocnost a vyssi cena.

2.3.1.2 Imunologické metody

Pratokova cytometrie je hlavni metodou této skupiny. Je pouzivana
k ur€eni diagnosy a monitorovani MRN u pacientd s akutni lymfoblastickou
leukémii a muze byt vyuzita az u 95 % téchto pacientu (SZCZEPANSKI 2007).

Detekce je zaloZzena na mnohobarevné prutokové cytometrii. Slouzi
k identifikaci tzv. LAIP (leukaemia-associated imunophenotypes), tedy
kombinaci antigent, které jsou pfitomny na leukemickych burkach, ale nejsou
soucasné exprimovany na normalnich bunkach kostni dfené a periferni krve.
Protilatky reagujici specificky s témito LAIP umoznuji studium MRN a umoznuji
tak detekovat 1 leukemickou bufiku mezi aZz 10* normalnich krevnich bunék
(CAMPANA a COUSTAN-SMITH 1999). Detekcni limit téchto metod je tedy ve
srovnani s molekularné genetickymi metodami fadové nizsi. Nevyhodou téchto
metod je také jeji potencialni selhani v pfipadech, kdy dochazi k
imunofenotypickym zménam mezi primarni diagnosou a relapsem, ¢emuz Ize
Castecné zabranit pouzitim alespon dvou nezavislych LAIPs (SZCZEPANSKI
2007).

2.3.1.3 Molekularné genetické metody

Metody kvantitativni polymerasové fetézové reakce (Q-PCR) jsou dalSim
zpusobem detekce MRN. Podle fase reakce, ve které je detekovano mnozstvi

produktu, se tyto metody rozdéluji na tzv. end-point Q-PCR a real-time PCR.
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V prvnim pfipadé je toto mnozZstvi vyhodnocovano po ukonceni reakce, kdezto
pfi real-time PCR je provadéno kinetické sledovani narlistu mnozstvi PCR
produktu béhem celé reakce (VAN DER VELDEN et al. 2003).

Citlivost této metody je velmi vysoka, schopna detekovat 1 leukemickou
buriku mezi 10°-10° bunék, je véak nachylna na kontaminaci (SZCZEPANSKI
2007).

Jelikoz pro sledovani exprese WT71 u AML pacientd pouzivame v naSi
laboratofi real-time PCR, budu se této metodé podrobnéji vénovat v kapitole
2.3.1.5.

Existuje mnoho PCR cill pro sledovani MRN, které umozriuji detekci
residualni nemoci u vétsiny pacientl. Lze je rozdélit do 3 skupin: fusni geny,
pfestavby imunoglobulinovych gent a genl pro receptory T bunék (/Ig/TCR) a
posledni skupinou jsou aberantné exprimované geny. VétSina téchto cilu je
vysoce specifickd a s minimalnim, neboZadnym tzv. pozadim v normalnich

bunkach.

2.3.1.3.1 Detekce fusnich genu

Podle velikosti fusnich genu je pro tuto techniku pouzita bud genomova
DNA, nebo cDNA (CAMPANA a PUI 1995). Mez nejCastéji pouzivané fusni
geny u ALL patfi TEL/AML1 —1(12;21), MLL/AF4 —t(4;11) &i BCR/ABL — 1(9;22),
v pfipadé AML se jedna napt. o AML1/ETO - (8;21), PML/RARa — t(15;17) &i
CBFb-MYH 11 — (inv16) (VAN DER VELDEN et al. 2003).

Fusni geny na DNA urovni jsou velmi vyhodnym cilem PCR pro studium
MRN. Na rozdil od prestaveb Ig/TCR tyto geny pfimo souvisi s procesem
leukemogenese a jsou stabilni v pribéhu nemoci. Oproti transkriptim fusnich
genul jsou navic stabilnéjSi béhem detekce (VAN DER VELDEN et al. 2003).
Detekce transkriptl je naopak technicky jednodussi, nebot obchazi problém

rliznych zlomovych/fusnich mist v intronech genda.
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2.3.1.3.2 Detekce prestaveb Ig/TCR

Béhem maturace lymfocytl dochazi ktvorb& unikatni nukleotidové
sekvence v imunoglobulinovych a TCR genech, ktera mize byt v nasledujicich
stadiich |éCby vyuzita k detekci pfimo leukemickych bunék pacienta (PUI 1999)

Metody vyuZivajici prestavby Ig/TCR jsou dnes daleko nejrozSifenéjSim

postupem vyuzivanym v klinickych aplikacich u ALL.

2.3.1.3.3 Detekce aberantnich ¢i aberantné exprimovanych gen

Aberantnim genem pouzitelnym pro sledovani MRN je napf. FLT3. U
nékterych pacientd dochazi v tomto genu k duplikaci urcitého useku, popfipadé
k inserci nahodnych nukleotidu, ¢imz vznika sekvence, specificka pro urcitého
pacienta, a vyuzitelna pro stanoveni hladiny MRN (NAKAO et al. 1996; VAN
DER VELDEN et al. 2003). Dalsim pfikladem je gen NPM1 (nucleophosmin).
Mutace v tomto genu mohou byt opét vyuzity k identifikaci leukemickych bunék
(GORELLO et al. 2006).

K detekci residualni nemoci Ize pouzit také geny, jejichZz exprese je za
fysiologického stavu mistné i Casové specifickda a strikiné regulovana.
V leukemickych bunkach je tato regulace porusena a dochazi zde k abnormaini
expresi téchto genu, €¢ehoz lze vyuzit k MRN-PCR detekci. Mezi aberantné
exprimované geny u AML patfi napf. PRAME (Preferentially expressed antigen
in melanoma), MSLN (Mesothelin), ST18 (Supression of tumorigenicity 18) Ci
gen WT1 (STEINBACH et al. 2006).

2.3.1.4 Detekce MRN pomoci WT1

Kromé vySe zminénych molekularnich cili PCR jsou i nadale hledany
dalSi potencialni markery pro studium MRN. Davodem je fakt, Ze vice nez 50 %
vSech AML (a mala ¢ast ALL) nemlze byt pomoci klasickych metod detekce
MRN monitorovana (CILLONI a SAGLIO 2004). Pokud chceme zahrnout co
nejvice AML pacientu do studia MRN, je nutné identifikovat takovy molekularni
cil, aplikovatelny na vétSinu pfipadu. Gen WT17 byl navrzen jako jeden z téchto
moznych cilt (CILLONI a SAGLIO 2004), nebot bylo zjisténo, ze u vice nez 90
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% pFipadd s AML a u 70 — 90 % ALL je jeho exprese vyrazné zvySena
(BOUBLIKOVA et al. 2006).

Vyuziti WT1 jako universalniho markeru pro studium MRN u akutnich
leukémii je nicméné spjato s urCitymi kontroversnimi vysledky (BOUBLIKOVA et
al. 2006); (CILLONI et al. 2002); (TRKA et al. 2002); (OGAWA et al. 2003);
(KREUZER et al. 2001). Zatimco néktefi poukazuji na vyznamnou korelaci mezi
priabéhem IéCby pacientl s AML a hladinou WT71 ((TRKA et al. 2002); (INOUE
et al. 1996); (WEISSER et al. 2005)), jini autofi Zzadnou souvislost nepotvrdili
(SCHMID et al. 1997). V pfipadé ALL je hladina exprese WT1 obecné
povazovana za mnohem meéné vypovidajici nez u AML a WT1 tedy pro tento
typ leukémie nejspiSe neni vhodnym markerem pro sledovani MRN
(BOUBLIKOVA et al. 2006; CILLONI et al. 2002). Prace nasSi laboratofe navic
dokazuje, ze exprese WT1 u velké Casti détskych pacientd s ALL je tak nizka,
2e neposkytuje dostateCny prostor pro sledovani dynamiky MRN
(BOUBLIKOVA et al. 2006).

2.3.1.5 Real-time PCR

Pomoci RQ-PCR Ize ziskat kvantitativni MRN data analysou klonalnich
prestaveb [Ig/TCR, fusnich zlomovych mist chromosomovych aberaci,
transkriptl fusnich genu, aberantnich genu, nebo aberantné exprimovanych
genu. Vybér téchto molekularnich cill zalezi na typu daného onemocnéni (VAN
DER VELDEN et al. 2003).

Tato metoda dovoluje pFesnou kvantifikaci PCR produktu, nebot
k detekci fluorescence, emitované fluorescenéné znacenou sondou, dochazi v
exponenicalni fasi reakce, kdy jsou jesté vSechny reakéni komponenty
v nadbytku (KALINOVA 2002). Vzhledem k tomu, Ze muze probihat detekce
fluorescencniho signalu po kazdém PCR cyklu, mohou byt vyhodnoceny i
signaly za kratky ¢asovy usek a nejsou nutné zadné post-PCR manipulace s
materialem, diky ¢emuz doSlo k vyraznému snizeni pravdépodobnosti
kontaminace.

Sensitivita této metody je nejméné 107, ale spise 10* — 10°. VV dnesni dobé

jsou nejpouzivanéjsi 3 hlavni techniky k detekci fluorescenéniho signalu:
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metoda vyuzivajici SYBR Green |, metoda vyuzivajici hydrolyzacni sondy a tfeti
princip je zaloZen na hybridiza¢nich sondach (viz obr. 5) (VAN DER VELDEN et
al. 2003).

SYBR Green | HydrolysaCni sonda  Hybridisa¢ni sonda
Nasednuti primeru _
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obr. 5. Detekéni systémy Real-time PCR (VAN DER VELDEN et al. 2003)
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Nejjednodusdsi technikou je prvni metoda, zaloZzena na detekci produktu
PCR pomoci barvy SYBR green |, ktera se interkaluje do dsDNA, coz vyrazné
zvysi fluorescenci této molekuly. Nasledujicimi PCR cykly se mnozstvi dsDNA
exponencialné zvySuje a tudiz mnozstvi SYBR green | signalu také
exponencialné roste. Intensita tohoto signalu je nejvySSi na konci syntetické
fakt, Ze se tato barva vaze k DNA nespecificky a tudiz mohou byt detekovany i
nespecificky amplifikované sekvence a dimery primera.

Druha metoda vyuziva 5' — 3' exonukleasovou aktivitu Taq polymerasy
ke specfické detekci a kvantifikaci PCR produktu. Hydrolyzaéni ,TagMan®
sonda je spojena s reporterskym fluorochromem a také se zhase¢em. Pokud
jsou zhasec a flouorochrom v tésné blizkosti, sonda je neaktivni, protoze svétlo
emitované fluorochromem je pohlcovano zhaseCem. Béhem amplifikacni fase je
vSak navazana sonda z cilové sekvence hydrolysovana, tim dojde k oddaleni
fluorochromu a zhaSeCe a flourochrom emituje detekovatelné zareni.
Fluorescence se tedy méfi na konci fase syntesy DNA a vyhodou této metody
je detekce pouze specifickych produktd (VAN DER VELDEN et al. 2003).

Metoda hybridisaénich sond vyuZiva dvou sousedicich sekvencné
specifickych sond. Jedna sonda je znaena donorovym fluorochromem na 3'
konci, druha akceptorovym fluorochromem na 5' konci. Obé sondy hybridizuji k
blizce sousedicim cilovym sekvencim amplifikované DNA, ¢imz dochazi k
pfiblizeni fluorochroml a emisi zafeni o delSi vinové délce donorovym
flouorochromem. To ma za nasledek excitaci akceptorového fluorochromu a
emisi jeho zareni, které je detekovano béhem fase nasedani primert (VAN
DER VELDEN et al. 2003).

Ve v8ech zminénych zplsobech RQ-PCR analysy se mnoZstvi signalu
exponencialné zvySuje v exponencialni fasi PCR reakce. Na zakladé
vyhodnoceni narastu fluorescence software RQ-PCR analysy sestrojuje
amplifikacni kfivky jednotlivych reakci. V ¢asti amplifikanich kfivek (viz obr. 6),
kdy intensita zafeni odpovida pouze basalni fluorescenci, je prokladana pfimka,
ktera se nazyva ,threshold“. Cislo cyklu, odpovidajici prase&iku pFimky
threshold a amplifikacni kfivky, ukazuje hodnotu Cy (threshold cycle). Tato
hodnota odpovida poctu cykld, ve kterém doSlo k signifikantné vyznamnému

narastu fluorescence v dané reakci a ma zasadni vyznam pro vypocet kvantity.
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Pfi kvantifikaci jsou amplifikované testované vzorky porovnavany se standardni
kfivkou sestavenou na zakladé amplifikace DNA o znamém poctu Kkopii
sledovaného genu. Z této kfivky pak muizeme odecist podle CT hodnoty
jednotlivych vzorkd puvodni pocet kopii amplifikované sekvence (viz obr. 7)
(VAN DER VELDEN et al. 2003; VAN DONGEN et al. 1998)

Exprese specifickeho molekularnino markeru nadorovych bunék je
normalisovana k expresi kontrolniho genu (housekeeping gene), ktera
umozniuje porovnani jednotlivych odbérd v pribéhu I|éCby mezi sebou.
Normalisace minimalisuje variabilitu, zptisobenou rozdilnou kvalitou a kvantitou
biologického materialu, isolaénimi metodami, stupném degradace nukleovych
kyselin, pfipadné rozdilnou uc€innosti transkripce a odhaluje pfitomnost
inhibitort polymerasy. Gend, které byly navrzeny do posice kontrolniho genu, je
cela fada. Pfi sledovani vyvoje leukémii pomoci RQ-PCR jsou doporucovany
jako referen¢ni geny ABL (Abelson gene), B2M (beta-2-microglobulin) nebo
GUS (beta-glucuronidase) (BEILLARD et al. 2003).
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Cyrle

PCR Base Line Subtracted CF RFU

obr. 6. Amplifika¢ni kfivky real-time PCR (Mé&feni hladiny exprese genu WT7 ve
vzorcich KD AML pacientu)
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Correlation Coefficient: 0,999 Slope; -3.380 Intercept: 38,811 ¥ =-3.380 ¥ + 38.811 o nknowns
PCR Efficiency: 97.7 % o Standards
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obr. 7. Standardni kfivka real-time PCR (Mé&feni hladiny exprese genu WT1 ve

vzorcich KD AML pacientu)
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3 MATERIAL A METODY

3.1 ANALYSOVANY MATERIAL

Soucasti diagnostického vySetfeni pacienta je odbér vzorku kostni dfené
(tzv. aspirace KD). Aspirat je odebiran bud z lopaty kosti ky€elni, nebo z hrudni
kosti (tzv. sternalni punkce). Dfenova krev je poté co nejdfive dopravena do
laboratore, kde je dale zpracovana.

Do své diplomové prace jsem zahrnula 66 takto odebranych
diagnostickych vzorkl kostnich dfeni pacienta s AML.

DalSim analyzovanym materidlem byly vzorky periferni krve 5 darcq,
které byly v 5 riznych €asovych bodech zpracovany pro ovéfeni stability WT1
transkriptu béhem €asového useku mezi odbérem krve a jejim zpracovanim.

Kromé pacientskych vzorkll jsem pracovala také se dvéma bunénymi
leukemickymi liniemi a to konkrétné REH a KASUM-1. REH je bunécna linie
odvozena od leukemického klonu pacienta s TEL/AML1 postivhi BCP-ALL.
KASUMI-1 je bunécna linie odvozena od leukemické populace pacienta
s AML1/ETO positivni AML M2 subtypu.

3.1.1 CHARAKTERISTIKA SOUBORU PACIENTU

Celkové jsme analysovali vzorky 66 détskych pacientl s nové
diagnostikovanou AML. Osmnact téchto pacientd (27,3 %) bylo Ié&eno
soucasnym léCebnym protokolem AML-BFM 2004, 43 déti (65,2 %) protokolem
AML-BFM 98, 4 pacienti (6,1 %) absolvovali 1é€bu podle AML-BFM 93 a 1 dité
(1,5 %) zemfelo pfed zahajenim IéCby.

34 dévcat (51,5 %) a 32 chlapcu (48,5 %) s medidanem véku v dobé
diagnosy 12,4 let (0,6 — 18,8 let) bylo podle stratifikaénich kritérii rozdéleno do 2
risikovych skupin. StratifikaCni kriteria jsou shrnuta v tabulce 2. Tficet dvé deti
(48,5 %) splnily kritéria pro skupinu se standardnim risikem a 34 pacientd
(51,5 %) bylo zafazeno do vysokého risika. Zastoupeni obou pohlavi

v jednotlivych risikovych skupinach bylo téméf vyrovnané.
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Vyskyt jednotlivych FAB subtypu v celém souboru véetné jejich
procentualniho zastoupeni je uvedeno v tabulce 3.

Molekularné genetickym vySetfenim byly témto pacientim detekovany
specifické fusni geny, konkrétné AML1/ETO (9), PML/RARa (13), CBF/MYH11
(5) a fuse zahrnujici gen MLL (12). Negativni vysledek mély 24 déti, u 3
pacientl nebyly tyto udaje k disposici.

Prabéh 1éCby analysovanych pacientu byl nasledujici. 58 déti dosahlo
hematologické remise (87,9%). Ze zbylych 8 déti, 6 (9,1 %) zemfelo v indukci
na komplikace léCby, 1 pacientka (1,5 %) zemfela pfed zahajenim terapie a 1
chlapec (1,5 %) nedosahl remise nikdy a po 7 mésicich zemrel na progresi
leukémie.

Median doby sledovani celého souboru byl 4,7 let (0,6 — 9,2 let). BEhem
této doby 21 déti (36,2 %) prodélalo relaps. 16 téchto relapsa bylo dfefiovych, 2
kombinované a u 2 pacientd se objevila sekundarni malignita (ALL, MDS). Sest
déti nasledné zrelabovalo podruhé, ve vSech pfipadech se jednalo o drenové
relapsy.

Z 66 diagnostikovanych pacientd 22 déti zemrelo (33,3 %). Ve 3
pfipadech se jednalo o smrt v remisi, 6 déti zemfelo v indukci, 1 pfed IéCbou a
12 pacientl zemfelo nasledkem progrese leukémie.

Souhrnna charakteristika celého souboru je uvedena v tabulce 4.

Rizikové skupiny | Kriteria

SR FAB M1, M2 + Auerovy tyCe

FAB M4eo + <5 % blastu ve dfeni d15
AML + DownUv syndrom’

FAB M3

t(8;21), t(15;17), inv(16)"?

HR ostatni

+ SR s 25 % blastu ve dfeni d15
"AML-BFM 2004, “AML-BFM 98

tabulka 2. StratifikaCni kritéria Ié€ebnych protokold AML (CREUTZIG 1996;
KASPERS a ZWAAN 2007)
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MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
pocet 2 10 18 13 14 7 0 2
3,0 15,2 27,3 19,7 21,2 10,6 0,0 3,0

tabulka 3. Zastoupeni AML subtypl v souboru analysovanych pacientu
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C.|P| vék |FAB dren d15 Molekularni RS | Relaps | Umrti Doba
(roky) genetika sledovani

(més.)

1IM| 28 [M1 |nodata negat. HR + + 109,6
2|M| 81 |M5 |nodata MLL/AF9 HR + 108,3
3lZ] 96 |[MO |<5% AML1/ETO SR 112,1
417 | 145 [MO [nodata no data HR + 111,0
50Z2] 1,8 [M1 [<5% negat. HR 99,4
6|M| 30 [M2 [>5% negat. HR 98,9
712] 29 |[M2 |<5% negat. HR + + 98,8
8|M| 1,7 |M4 |nodata MLL/AF9 HR 96,5
9|M| 09 |M7 [>5% negat. SR 80,2
10|M| 124 [M5 |>5% MLL/AF9 HR 89,0
11| 2] 142 (M4 [<5% negat. HR 89,0
12I|M| 154 [M2 |<5% negat. HR + + 88,5
131 2] 11,8 (M4 |<5% CBFb/MYH11 SR 87,6
14|IM| 90 [M2 |<5% no data HR + + 86,9
15|M| 16,6 [M2 |<5% negat. HR + 84,1
16| Z | 17,4 [M3 |smrtpfed d15 | PML/RARa SR 83,7
171 2] 13,7 (M1 |>5% negat. HR + 83,5
18|M| 15 |M5 |<5% MLL/AF9 HR 82,3
191 M| 14,2 |M4 |smrtpfed d15 | negat. HR + 81,9
201z | 155 |M4 |<5% MLL/AF6 HR + 81,5
211 2| 17,2 |M2 [<5% negat. HR 81,3
22|M| 124 |M4 |>5% MLL/AF10 HR + + 77,8
23|M| 1,7 |M2 |>5% negat. HR + 74,7
241 2| 15 |M1 [<5% negat. HR 74,1
25|M| 39 [M5 [<5% MLL/AF9 HR + 71,3
26| Z| 129 |M4 |<5% CBFb/MYH11 SR 69,8
271z 7,0 |M3 [<5% PML/RARa SR 67,3
28|17 | 16,8 |[M1 [>5% negat. HR + + 66,6
291 Z| 119 |[M3 [>5% PML/RARa SR + 63,3
30/ 2] 11 [M1 [<5% negat. HR + + 61,7
31| 2| 13,7 |M3 |<5% PML/RARa SR 60,2
32|M| 8,7 |[M3 |[<5% PML/RARa SR 59,0
33| 72| 145 |M4 |<5% negat. SR 58,7
34|M]| 150 [M2 |<5% CBFb/MYH11 SR + 56,8
35| 72] 16,5 |M1 |<5% negat. HR + 56,4
36|M| 146 |[M2 |<5% AML1/ETO SR 50,6
3712 | 151 |[M3 [<5% PML/RARa SR + 48,6
38| 2| 140 [M2 [<5% AML1/ETO SR + 47,2
39|M| 81 |[M1 |>5% MLL/AF6 HR + 46,3
40|M| 54 [M4 |>5% CBFb/MYH11 HR 46,3
411 2| 11,2 (M4 [<5% MLL/ELL HR 45,2
421 7| 16,8 |M1 [|<5% AML1/ETO SR 43,7
43| M| 10,6 [M2 |<5% AML1/ETO SR 41,2
4IM| 7,3 [M3 |<5% PML/RARa SR + 39,7
45| 2 | 14,2 (M2 |<5% AML1/ETO SR + + 39,4
46| M| 12,2 |M3 |smrtpfed d15 | PML/RARa SR + 39,1
471 M| 157 [M2 |<5% AML1/ETO SR 37,2
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C.|P| vék |[FAB dren d15 Molekularni RS | Relaps | Umrti Doba
(roky) genetika sledovani
(més.)

49|M| 9,8 |M5 |smrtpfedd15 | MLL/UGP2/AF10 |HR + 334
50fM| 13,0 |[M1 [>5% negat. HR 32,2
51/ 2| 1,7 [M5 [<5% MLL/AF9 HR 31,6
52| M| 185 M2 [<5% negat. SR + 30,7
53/ 2| 9,4 |M3 |smrtpied d15 |PML/RARa SR + 30,3
54|M| 184 |[M2 |<5% negat. SR 28,9
550 2| 7,0 [M2 [<5% AML1/ETO SR + 25,3
56|M| 16,9 [M3 |>5% PML/RARa SR 24,6
57|M| 0,6 |[M7 |<5% negat. HR 23,9
58| 72| 14,8 |M4 |<5% negat. HR 21,5
50{Z | 14,8 |M3 [<5% PML/RARa SR 20,6
60| Z| 17,3 |M4 [<5% CBFb/MYH11 SR 20,1

61| 2| 18,8 |M2 |<5% negat. SR 14,5
62|M| 53 |[M3 |[<5% PML/RARa SR 14,3
63| 2| 17,7 |M3 [>5% PML/RARa SR 11,8
64| 2| 141 |[M2 [<5% AML1/ETO SR 11,5
65|72 14 |M5 |<5% MLL/AF9 HR + + 10,2
66| M| 13,1 |[M4 |<5% no data SR 7,2

tabulka 4. Charakteristika analysovanych pacientu

RS — Risikova skupina

P — pohlavi

C - ¢&islo pacienta
M — muz

Z —zena

SR - standardni risiko

HR — vysokeé risiko
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3.1.2 LABORATORNI PRISTROJE A POUZITY SOFTWARE

Ke zpracovani vzorkl a stanoveni hladiny exprese genu WT1 byly

pouzity tyto pfistroje a software:

Centrifugy:
Heraeus Multifuge 3 S-R ( DJB Labcare, Velka Britanie)
Hettich Universal 16 R (Global Medical Instrumentation,
USA)
Minicentrifugy:
Labnet-Spectrafuge Mini (Sigma-Aldrich, USA)
Eppendorf Mini Spin (Eppendorf, Némecko)
Vortex:
Yellow line TTS 2 (IKA, Némecko)
Termobloky:
Labnet — AccuBlock™ Digital Dry Bath (Labnet
International, Inc., Velka Britanie)
Kultivaéni CO, box:
HERAcell 150 CO;, (Heraeus, Velka Britanie)
Biirkerova komurka (Meopta,CR)
IqCycler (Bio-rad, USA)
IqCycler software (Bio-rad, USA)
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, USA)
Prism 4 (GraphPad Software, USA)
SPSS 12.0.1 (SPSS, USA)
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA)
2100 expert software (Agilent Technologies, USA)

3.1.3 POUZITE ROZTOKY A CHEMIKALIE

Isolace mononuklearnich bunék:
PBS pufr (Iékarna FN Motol, CR):
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na,HPO4 x 12H,0
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FICOLL- PlaqueTM plus (Amersham Bio-sciences AB, Velka Britanie)
10x Lysaéni roztok (Iékarna FN Motol, CR):
1,55 M NH4CI, 0,1 M NH4HCO3, TmM Na,EDTA pH 8.0 (pfed
pouzitim 10x naredit)
Trypanova modf 0,4% (Sigma-Aldrich, USA)

Isolace RNA:
ITG — guanidium isothyocyanat (Serva, Némecko)
2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)
2M Acetat sodny, pH 4.0 (Lékarna FN Motol)
Phenol 99+% (Sigma-Aldrich, USA)
Phenol solution (Sigma-Aldrich, USA)
Chloroform-isoamylalkohol (98 % chloroformu + 2% isoamylalkoholu)
(Merck, CR)
Isopropanol (Merck, CR)
75% ethanol (Merck, CR)

Reversni transkripce:
5x buffer (Gibco,USA)
0,1 Dithiotreitol DTT (Gibco, USA)
250 uM Hexamery (Roche, Svycarsko)
10 mM dNTPs (Promega, USA)
200 U/ul M-MLYV reversni transkriptasa (Gibco, USA)

Reversni transkripce pomoci iScript™ cDNA synthesis Kit (Bio-Rad):
5x iScript reaction mix (Bio-Rad, USA)
iScript reverse transcriptase (Bio-Rad, USA)
Nuclease free water (Bio-Rad, USA)

Kontrola kvality RNA kapilarni elektroforesou- Agilent- RNA 6000 Nano
Essay kit:

RNA 6000 nano gel matrix (Agilent Technologies, USA)

RNA 6000 nano dye koncentrat (Agilent Technologies, USA)

RNA 6000 nano marker (Agilent Technologies, USA)

49



Kvantitativni real-time PCR:
Tag Man Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA)
ABL FusionQuant Standards (Ipsogen, USA)
WT1 FusionQuant Standards (Ipsogen, USA)

Sekvence primeru a sondy:

Nazev: Sekvence:
WT1-Fwd (EX6) TACACACGCACGGTGTCTTCA(21b)
(TIB MOLBIOL, Némecko)

WT1-Rvs (EX7) CTCAGATGCCGACCGTACAAG(21b)
(TIB MOLBIOL, N&émecko)

WT1-sonda (EX6/7) 6FAM-AGGCATTCAGGATGTGCGACGTGTG-TAMRA
(25b) (TIB MOLBIOL, Némecko)

ABL-Fwd ENF1003  TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT(31b)
(TIB MOLBIOL, Némecko)

ABL-Rvs ENR1063  GATGTAGTTGCTTGGGACCCA (21b)
(TIB MOLBIOL, Némecko)

ABL-Probe ENPr1043 6FAM-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-
TAMRA (28b)
(TIB MOLBIOL, Némecko)

Péstovani leukemickych linii
PBS
RPMI 1640 médium (Gibco, USA)

Bovinni sérum (Merck, CR)
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3.1.4 POUZITE METODY

Zpracovani vzorkl kostnich dfeni &i alikvot bunék dané leukemické linie

zahrnuje tyto metody:

3.1.4.1 Isolace mononuklearnich bunék osmotickou lysou

10)

11)

Vzorek 5x nafedime vychlazenym 1x konc. lysacnim roztokem.

Nechame vzorky lysovat vledové lazni 30-40 minut za obcCasného
protfepani az do ,vyCefeni“ vzorku — tj. do zmény barvy na svétle Cervenou
Centrifugujeme 20 min - 2200 ot./min (800 g), 4° C a slijeme supernatant
do vylevky.

Resuspendujeme v 5 ml 1x konc. lysa¢niho roztoku.

Centrifugujeme 10 min — 2200 ot/min (800 g), 4 °C, opét slijeme
supernatant stejnym zpusobem.

Resuspendujeme v 5 ml sterilniho PBS.

Centrifugujeme 10 min — 2200 ot/min (800 g), 4 °C, opét slijeme
supernatant

Resuspendujeme v 2 ml PBS. Pocitame v Burkerové komurce (fedéni 10
pl bunééné suspense + 190 ul Trypanové modfe) alespon 10 C&tvercu.
Primérny pocet bunék vijednom <&verci x 10 = mnozstvi bunék
(v milionech) v onéch 2 ml PBS.

Do sterilnich mikrozkumavek (1,5 ml) oddélime aliquoty bunécné
suspense po 10 milionech bunék.

Mikrozkumavky s bunéénou suspensi centrifugujeme 10 min — 2200 ot/min
(800 g), 4 °C, a slileme supernatant. OsuSime do sterilnich filtracnich
papirkd.

Pelety bunék skladujeme v -80 °C.

3.1.4.2 Isolace mononuklearnich bunék pomoci hustotniho

1)

gradientu - Ficoll paque

Centrifugu pfedchladime na 4 °C.
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Do PBS pufru nafedime krev/kostni diefi v poméru 1:1 v 50 ml zkumavce.
Pfipravime si 14 ml zkumavky, do kterych prevrstvime 4ml Ficollu 4 ml
krve (pomér 1:1). Prevrstvujeme pomalu Spi¢kou s filtrem po 1 ml tak
abychom krev s ficollem nesmichali.

Zkumavky dame toc€it na 30-40 minut pfi 4 °C a 2200 ot/min (800g)

Po stoCeni doslo k rozdéleni na frakci krvinek (erytrocyty + granulocyty),
dale Ficoll, pak prstenec mononuklearnich bunék a nakonec mame
plasmu.

Odebereme prstenec bunék, ktery se nam vytvofil po centrifugaci do 5 ml
pufru PBS. Pokud budou burky s pfimési erytrocytll resuspendujeme
bunky v 5 ml 1x lysacniho roztoku.

Sto€ime 10 minut pfi 4 °C a 2200 ot/min (800 g).

Po sto€eni slijeme PBS a resuspendujeme burky ve 2 ml PBS. Pocitame
v Burkerové kom(rce (fedéni 10 uyl bunécné suspense + 190 ul Turkova
roztoku) alespon 10 &tvercd. Praimérny pocet bunék v jednom ¢&verci x 10 =
mnozstvi bunék (v milionech) v onéch 2 ml PBS.

Bunky rozdélime do 10 milionovych aliquot a skladujeme v -80 °C.

3.1.4.3 Isolace RNA dle Chomczynski a Sacchi

Centrifugu vychladime na 4 °C. Pfipravime ulozené bunky v -80 °C a
prfemistime je do -20 °C. Buriky nesmi rozmrznout.

K zmrzlé peleté bunék pfidame 500 pl ITG+Mercaptoethanol, dostateCné
zvortexujeme. (1 mlITG + 7,2 pl Mercaptoethanolu).

Nechame inkubovat 10 minut na ledové lazni.

Pfidame 50 ul acetatu sodného — pH 4. Pokud je bunék méné nez
1 milion, pfidame pouze 10 ul acetatu sodného.

Pfidame 455 pl phenolu rozehfatého v lazni (65 °C) nebo 455 pl Phenol
solution a 130 pl chloroformisoamylalkoholu. Vortexujeme do mlé¢ného
zakaleni. Pokud je bunék méné nez 1 milion pfidame pouze 100 ul
phenolu a 20 ul chloroformisoamylalkoholu.

Nechame inkubovat 2-3 minuty na ledové lazni.

Centrifugujeme 15 minut pfi 17000 — 20000 g a teploté 4 °C.
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9)

10)
11)
12)

13)
14)

15)

16)

17)

Odebereme po 100 ul opatrné vodnou fazi do sterilnich mikrozkumavek a
pfidame stejny dil, idealné 500 pl isopropanolu.
Inkubujeme 10 minut na ledové lazni.
Centriifugujeme 10 minut pfi 17000 — 20000 g a teploté 4 °C.
Slijeme opatrné supernatant a osusime zkumavky o sterilni filtraéni papir.
Pfidame 1 ml 75% ethanolu a obracenim zkumavky odlepime peletu od
dna.
Sto¢ime 5 minut pfi 15000-17000 g a teploté 4 °C.
Slijeme, osusime o sterilni filtracni papir, stoime na stolni centrifuze a
odtahneme zbytek alkoholu. Postupujeme opatrné, abychom si neodsali
peletku. Zkumavky nechame oteviené 10 — 15 minut, aby se odpafil
zbytek alkoholu.
Rozpustime peletu pfidanim sterilni H,O nasledujicim zpusobem:

10 M bunék — 50 pl H20

5-2 M bunék — 25 pl Hz0

Méné nez 2 M bunék — 12 ul H20
Jemné promichame a nechame rozpoustét 5 minut pfi 55 °C v suchém
termobloku.

Vyisolovanou RNA skladujeme v -40 °C.

3.1.4.4 Kontrola kvality RNA kapilarni elektorforesou - Agilent- RNA

6000 Nano Essay kit

Pfiprava gelu:

a) 6000 nano gel matrix a kolonu z kitu nechame vytemperovat cca 30
minut.

b) Dame 550 pl 6000 nano gel matrix na kolonku.

c) Stocime 10 minut pfi 1500 g.

d) Vyhodime filtr a gel rozalikvotuieme po 65 upl do sterilnich

mikrozkumavek.
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Pfiprava Gel-Dye mixu:

a)

RNA 6000 nano koncentrat, RNA 6000 nano marker a 65 pl aliquotu
fitrovaného gelu nechame vytemperovat na pokojovou teplotu (cca 30
minut).

Zvortexujeme RNA 6000 Nano dye koncentrat 10 sekund a stoCime.
Pfidame 1 pl RNA 6000 Nano dye koncentratu do 65 aliquoty
filtrovaného gelu.

Promichame a zkontrolujeme, zda se barva promichala.

Sto€ime 10 minut pfi 13 000.

Pfiprava Cipu:

a)

b)

c)

d)

Na priming station (soucast kitu) nasroubujeme 1 ml stfikacku, vlozime
Cisty Cip a zkontrolujeme jeho tésnost.

Napipetujeme 9 ul gel-dye mixu do pozice G.

Natahneme stfikaCku na 1 ml a zavieme priming station. Pomalu
stlaCujeme stiikaCku az pod stfibrny zobacek, ktery nam zafixuje pist
stfikaCky. Takto zajisténé nechame 30 sekund.

Uvolnime pist, ktery nechame vystoupat nahoru. Otevieme priming
station a napipetujeme 9 pl gel-dye mixu do dvou pozic G.
Napipetujeme 5 ul RNA Nano markeru do pozice Zebficku a do vSech
vzorkovych pozic.

Napipetujeme 1 pl Zebficku do pozice ladder. Pfed pipetovanim
zebricek zdenaturujeme 2 minuty pfi 70 °C.

Napipetujeme po 1 ul vzorkd do pozic 1 —12.

Napipetovany Cip vlioZime do vortexu a nechame tfepat 1 minutu.
Spustime 2100 expert a vybereme prislusny program. Cip vlozime do

Agilentu, zavfeme viko, spustime bé&h a nadefinujeme vzorky.

Po dobéhnuti kapilarni elektroforesy dostaneme vysledny obrazek, na kterém

Ize vidét u dobfe vyisolované kvalitni RNA 2 vyrazné pruhy odpovidajici 28S a
18S RNA (viz obr. 8).
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obr. 8. Kapilarni elektroforesa RNA - Agilent

3.1.4.5 Reversni transkripce RNA do cDNA

1)

Reversni transkripce pomoci M-MLV reversni transkriptasy:

a) Vzorky vlozime do suchého bloku pfedehratého na 70 °C a nechame 5

minut rozpoustét.

b) Pfipravime si mix na reversni transkripci:

Na jeden vzorek:

5x buffer 4,2 ul
DTT 2,1 ul
Hexamery 1,05 pl
dNTP 1.05 pl
M-MLV RTasa 1.05 pl

c) K9 pl mixu pfidame 11 ul zdenaturované a jemné zvortexované RNA.

Vlozime do predehratého termobloku na 37 °C a nechame tfepat 1

hodinu pfi 300 ot./min.
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2) Reversni transkripce pomoci kitu iScript:
a) 5x iScript reaction Mix a ,Nuclease free water” nechame vytemperovat
na pokojovou teplotu cca 30 minut.

b) pfipravime si mix pro reversni transkripci:

Na jeden vzorek:
5x iScript reaction Mix 4 ul
iScript reverse Transcriptase 1 pl

Nuclease free water 4 ul

c) K 9 pl mixu pfidame 11 ul RNA a poté inkubujeme:
5 minut pfi 25 °C
30 minut pfi 42 °C
5 minut pfi 85 °C

chladime na 4 °C

3.1.4.6 Kvalitativni detekce WT71 pomoci metody real-time PCR

K detekci celkové hladiny exprese genu WT1 jsem pouzila metodu
real-time PCR. DetailngjSimu popisu této techniky je vénovana c¢ast

teoretického uvodu.

RQ-RT-PCR detekce genu WT1 podle protokolti EAC (Europe Against

Cancer):

U v8ech vzorkd jsme stanovovali expresi WT1 v triplikatu a expresi
kontrolniho genu v duplikatu. Jako negativni kontrolu jsme v obou pfipadech
pouzili H,O (v obou pfipadech v triplikatu). Kalibraéni kfivka byla vytvorfena

pomoci WT1 a ABL standardd o nize uvedenych koncentracich:

ABL: C1-C3 10°- 10° kopii
WT1: C1-C6 10" - 10° kopii
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Reakcéni smés:

cDNA 5u
Fwd-primer (15 uM; 15 pmol/ul) 0,5 ul (300 nM)
Rvs-primer (15 uM; 15 pmol/pul) 0,5 ul (300 nM)
Sonda (5 uM; 5 pmol/ul) 1w (200 nM)
2X TagMan Universal Master Mix 12,5 ul
sdH,O 5,5 pl
Celkem 25 pl

Reakéni rezim:

1 cyklus: 95°C 10 min
35 cykla:
94 °C 30 sec
65 °C 1 min
72°C 1 min
16 °C 0

3.1.4.7 Péstovani bunéénych kultur

Zminéné bunécné linie KASUMI-1 a REH byly péstovany za téchto

podminek:

KASUMI-1:
Médium: 80% RPMI 1640 + 20% FBS
37 °C, 5% CO-
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Tyto buriky rostou v charakteristickych chomaccich, kulturu pasazujeme
zhruba po 3 dnech (nové médium + sérum) a udrZzujeme optimalni hustotu
(0,5 x 10° bunék/ml).

REH:
Médium: 90% RPMI 1640 + 10% FBS
37 °C, 5% CO,

v wavos

hustoté (> 2 x 10° buné&k/ml). Podle kvality media a hustoté bunék opét kulturu
po ur€itém Case pasazujeme (nové médium + sérum).

Pokud chceme sklidit bunky a pfipravit si alikvoty na isolaci nukleovych
kyselin, musime s bunécnou kulturou pracovat opatrné a zkumavky s jejich
suspensi centrifugovat pfi nizké rychlosti. Po stoCeni buriky nesuspendujeme
v malém mnozstvi media a rozdélime do pfislusnych aligot, které pak nasledné
zpracujeme stejné jako vzorky mononulkearnich bunék pacientl. (viz kapitola
3.1.4.3)

3.1.4.8 Statistické zpracovani vysledku

Standardni kfivka real-time PCR byla sestavena na zakladé C; komeréné
dostupnych kalibratord s definovanymi pocty kopii genu WT1 respektive
kontrolniho genu ABL. Pomoci této standardni kfivky a C; hodnot jednotlivych

vzorkl byl spocitan pocet kopii genu WT1 a ABL:

Rovnice standardni kfivky real-time PCR:
y=mx+b
kde
y — prumérna C; hodnota konkrétniho vzorku
m — hodnota vyjadfujici smérnici st. kfivky — tzv. ,slope®
b — posun pruseciku kfivky vzhledem k ose y

x — log poctu kopii genu
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Z hodnoty x jsme nasledné spocitali skuteCny pocet kopii genu WT1
(10%) a tento pocet byl poté normalisovan vydélenim hodnotou vyjadiujici pocet
kopiii kontrolniho genu ABL. Tyto tzv. NCN hodnoty (,normalised copy numer®)
jsou nasledné pro lepéi interpretaci nasobeny 10*.

Hladiny exprese WT1 v jednotlivych skupinach byly porovnany pomoci
,Mann-Whitney non-parametric U test® a ,Kruskall-Willis non-parametric test"
softwaru Prism 4.

Dulezitym pojmem, ktery se pouziva pro vyjadieni uspesSnosti 1€Cby, je
tzv. Overall Survival (OS) a Event Free Survival (EFS) Ci relapse free survival
(RFS) souhrnné oznacCované jako kfivky preziti (life tables). OS je definovan
jako podil (v %) v8ech Zijicich pacientd v daném €asovém obdobi od diagnosy,
EFS jako také podil (%) Zijicich pacientu, ale pouze téch, ktefi setrvavaji
v kompletni remisi. RFS je analogické event free survival, z celkového poctu
pacientd v8ak eliminuje umrti v remisi. EFS a OS a RFS byly vytvofeny pomoci

Kaplan-Maierovych kfivek preziti softwaru SPSS.
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4 VYSLEDKY

4.1 OPTIMALISACE METODY RQ-PCR

Vyvinuli jsme a optimalisovali metodu real-time PCR pro absolutni
kvantifikaci mnozstvi celkového WT1. Detekéni systém zaloZeny na principu
hydrolysa¢ni sondy byl navrzen podle protokolu EAC (Europe Against Cancer).
Primery asociovaly s templatovou DNA v oblasti exonu 6 respektive 7, 6FAM a
TAMRA znacena fluorescenéni sonda detekovala exon-exonovy pfechod (6/7).
Primery a fluorescencni sonda detekujici kontrolni gen ABL byly navrzeny také
podle protokolu EAC (GABERT et al. 2003).

Teplotni schéma a Casové intervaly jednotlivych krokl kazdého cyklu
jsou uvedeny v kaptiole 3.1.4.6.

Prahova pfimka protinajici vysledné amplifikaéni kfivky v exponencialni
fasi reakce byla ve vSech pfipadech ustavena na hodnotu 100. Cykly PCR, ve
kterych software pfistroje méfi basalni fluorescenci, byly stanoveny na rozmezi
5. — 15. cyklu reakce.

Standardni kfivka RQ-PCR reakce byla sestavena na zakladé hodnot Cy
komeréné dostupnych kalibratord s definovanym pocétem kopii genu ABL
respektive  WT1. Smérnice standardni kfivky se pohybovala v rozmezi
(-3,601) — (-3,291). Korelacni koeficient dosahoval hodnot 0,989 — 0,999.

Specifita RQ-PCR byla stanovena pomoci triplikatu negativnich kontrol
H,0 v kazdé reakci PCR.

Optimalisaci tohoto systému jsme provedli na vzorcich cDNA
leukemickych bunécénych linii Kasumi-1 a REH, které exprimuji vysokou hladinu
WT1.

60



4.2 STABILITA TRANSKRIPTU WT1

Stabilita transkriptu WT7 byla ovéfena analysou kontrolnich vzorkud
periferni krve zdravych darcl. Ve vétSiné pfipadd jsme byli schopni detekovat
expresi WT1 v téchto vzorcich az do ¢asoveho intervalu 24 hodin od odbéru

krve (viz obr. 9).

100,0
3
: 1000+ O donor A
5 O donor B
3 3’ ® donor C
3 — ] @ donor D
§ 1041 |- W donor E
0,1

0 8 24 48

Casovy interval

obr. 9. Stabilita transkriptu WT1 béhem Casového intervalu mezi odbérem

vzorku a jeho zpracovanim

61



4.3 EXPRESE WT1 U PACIENTU S AML

4.3.1 Exprese WT1 u AML vs ALL a kontrolni KD

Celkem jsme analysovali 66 pacientd s primarni diagnosou AML.
Exprese byla detekovana v 64 vzorcich (97%). Median celého souboru pacientt
byl 6638 NCN x 10* a naméfené hodnoty se pohybovaly v rozmezi 6 fadu
(0— 100428 NCN x 10™).

Median AML pacientl byl signifikantné vysSi ve srovnani s kontrolnimi
vzorky zdravych darct (median 29 NCN x 10 22-115 NCN x 10™%) a také
v porovnani se vzorky pacientd s ALL (viz obr. 10).

Vysledky detekce exprese WT17 u zdravych kontrolnich dfeni a pacient
s ALL byly pouzity se souhlasem MUDr. Ludmily Boublikové (BOUBLIKOVA et
al. 2006). Exprese byla detekovana stejnym systémem primerd a sondy pro
real-time PCR (viz kapitola 3.1.4.6).

E-
5- —
4-
ms.
22- =
1-
0 p<0.0001

WT1/ABL NCN x 10 4

(n=9)  (n=120)  (n=66)
KD kontr.  ALL AML

KD kontr. vs. AML: p<0.01
ALL vs. AML: p<0.001

obr. 10. Srovnani hladin exprese WT1 u celkového souboru AML, ALL a

kontrolnich vzorkd KD zdravych darcu
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4.3.2 Exprese WT1 vs pohlavi a vék

Hladiny WT1 naméfené u AML pacientd nevykazovaly statisticky
vyznamné rozdily mezi chlapci a dév¢aty. Mediany obou téchto souborl byly
tém&r shodné (6638 NCN x 10* — chlapci a 6825 NCN x 10* dé&véata)
(viz obr. 11).

Rozdélenim pacientu do vékovych kategorii ,< 1 rok*, ,1 — 10 let*a ,> 10
let” jsme zjiStovali souvislost hladiny exprese WT171 s vékem v dobé diagnosy.
Statisticky vyznamné rozdily mezi t€émito skupinami jsme neprokazali (viz obr.
12).

4

log

WT1/ABL NCN x 10

p=0.05

(n=32) (n=34)

Chlapci Divky

obr. 11. Srovnani hladin exprese WT7 u chlapcu a dévcat
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obr. 12. Exprese WT1 ve vékovych skupinach

4.3.3 Exprese WT1 a FAB klasifikace

NejvysSi hladinu exprese WT1 jsme nalezli u FAB M3 subtypu (median
16457 NCN x 10, 5435 — 100428 NCN x 10™), jenz byl z hlediska rozptylu
nameéfenych hodnot nejhomogennéjsi skupinou. NejnizZSi expresi jsme nalezli u
AML M5 (median 6 NCN x 10* 0 — 368 NCN x 10™). Tato skupina se
signifikantné liSila jednak od M3, ale také od M2 a M1 subtypu (viz obr. 13).

64



o 15| =r]
i 1 ']

oy
w
i

1+
0=

-1 Y T T
(n=2} (=10} (n=18) (n=13} (=14} (n=F} (n=2)

MO M1 M2 M3 M4 MS M7

p<0.0001

WT1/ABL NCN x 16
|

bfﬁ%%?'*

M5 vs. M1: p<0.05
M5 vs. M2: p<0.05
M5 vs. M3: p<0.001

Obr. 13. Srovnani hladin exprese WTT u jednotlivych FAB subtyp

4.3.4 Exprese WT1 a genetické abnormality

NejvysSi hladina WTT byla nalezena u pacientl, kterym byl detekovan
fusni gen PML/RARa (median NCN x 10, 5435 — 100428 NCN x 10™). Tato
nameéfili u pacientd, v jejichz leukemickych blastech byly nalezeny translokace
postihujici gen MLL. V této skupiné je také patrny vyrazny rozptyl detekovanych
hladin.

Obr. 14 ukazuje srovnani exprese WT1 u pacientl s MLL translokacemi
v souvislosti se subtypem akutni leukémie. Pacienti s AML, kterym byla
detekovana tato translokace, vykazuji trend k niz8i hladiné WT1. Pacienti, ktefi
maji MLL+ translokace v kombinaci s ALL vSak vykazuji trend k vySSim
hodnotam.

Srovnani v8ech skupin definovanych na zakladé pfitomnosti specifické

genetické aberace je znazornéno na obr. 15.

65



E -
WE 5 =
=
Z 47 T ===
U
Zo 34
o 2
<
.
u -
1 p=0.065
(n=66) (n=12) (n=120) (n=5)
AML ALL
total f MLL+ total f MLL+

obr. 14. Hladiny transkriptu WT7 u MLL+ pacientl podle subtypu akutni

leukémie

i ig -
I

=9 (n=13) (n=7) (n=12) (n=25)
AML1 RARA inv(16) MLL ostatni

log
)

WT1/ABL NCN x 10

p=0.0006

= o = M
2 » g

RARA vs. MLL: p<0.001
RARA vs. ostatni: p<0.05

obr. 15. Srovnani hladin exprese WT1 u pacientu s pfitomnosti specifickych

genetickych abnormalit
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4.3.5 Exprese WT1 a risikové skupiny

Pro urCeni prognostického vyznamu inicialni hladiny transkriptu WT1
bylo velmi dullezité zjistit korelaci této hladiny s risikovymi skupinami. 32
pacientl, ktefi splfiovali kritéria pro standardni risiko mélo signifikantné vyssi
hladiny exprese WT7 (median 8364 NCN x 10, 106 — 100428 NCN x 10 nez
pacienti vysokého risika (median 975 NCN x 10®, 0 — 57065 NCN x 10™) (viz
obr. 16).

p=0.0007

(n=32) (n=34)
SR HR

obr. 16. Exprese WT1 u risikovych skupin

Risikové skupiny IéCebnych protokolt jsou definovany pfFitomnosti
prognosticky pfiznivych znaku. Pokud tyto prognostické faktory rozdélime na
inicialni morfologické a cytogenetické charakteristiky (1) a ¢asnou odpoved
pacientd na lé¢bu (2), zjistime, Ze nalez pfiznivych znaku prvni skupiny koreluje
s vysokou hladinou WT1 (median 6638 NCN x 10, 106 — 100428 NCN x 10%)
(viz obr. 17). Souvislost hladiny exprese WT7 a Casné odpovédi na IéCbu
hodnocené morfologicky podle zastoupeni blastl v kostni dfeni v d15 jsme

neprokazali (viz obr. 18).
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WT1/ABL NCN x 10*

p=0.0006

(n=34) (n=32)

Prognosticky pfiznivé znaky.: M1/2 + A, M3, Mdeo
M. Down
t(8;21) AML1-ETO
inv(16) CBFB-MYH11

obr. 17. Korelace hladiny WT1 a pfitomnosti prognosticky pfiznivych znaku
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Z T3
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5

0=

1 p=0.05

{n=44) (n=13)
d15 blasty < 5% > 5%

obr.18. Souvislost hladiny exprese WT1 a ¢asné odpovédi na Ié¢bu
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4.3.6 Exprese WT1 a vysledek IéEby pacientu

Pacienti, ktefi prodélali relaps, neméli signifikantné vyssi hladiny exprese
WT1 nez pacienti, u nichZz k progresi leukémie nedoSlo (viz obr. 19).

Signifikantni rozdily jsme neprokazali ani mezi pacienty Zijicimi a zemfelymi (viz
obr. 20).

Gm
P e
- b
£ 4=
= —".'._
O 3= o8
= g" »
e e s SSRGS ] TR S,
o == :
-~ LI ) e B
E [ ]

']-
= 5 p=0.05

(n=9) =44  (n=22)
KD AML ANL

kontr. bez relaps *
relapsu

obr. 19. Hladiny exprese WT1 u pacientl s relapsem vs bez relapsu

* do této skupiny byl zafazen i 1 pacient, jenz nedosahl remise nikdy a zemfel

na progresi leukémie
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obr. 20. Exprese WT1 u Zijicich a zemfelych pacientu
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4.3.7 Exprese WT1 a EFS, RFS

Korelace inicialni hladiny exprese WT1 a vysledku lécby pacientl je
zobrazena na obr. 21. Pacienty jsme rozdélili do tfi skupin podle této hladiny,
pficemz hrani¢nimi hodnotami jsme zvolili 1000 a 10 000 NCN x 10™*. Mezi

témito skupinami jsme nenasli zadné statisticky vyznamné rozdily.

1.0
0,5
=
o
e 05—
a p=0.05
©
S
E 0,4
< "
0,2
0.0 T T T T T
0 20 40 &0 80 100 120
mésice

A (n=18): WT1 < 1000
- B (n=25): WT1 1000 - 10000
= {n=23): WT1 > 10000

obr. 21. EFS pacientu podle inicialni hladiny exprese WT1
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Kromé vySe zvoleného rozdéleni pacientd do skupin podle absolutni
NCN x 10 hodnoty je zajimavé také rozdéleni podle relativni hladiny exprese
WT1. V tomto pfipadé jsou hodnoty pacientl vztazeny k hladinam naméfenym
v kontrolnich KD. Hodnoty nizSi nez 75% minimalni detekované hladiny
zdravych KD, byly zafazeny do skupiny ,< KD norm* a hodnoty vy$si nez 125%
maxima kontrolnich KD byly zafazeny do skupiny ,> KD norm®.

Na obr. 22 je znazornéno porovnani RFS mezi takto definovanymi
skupinami. Ani vtomto pfipadé jsme vS8ak nenalezli statisticky vyznamné

rozdily.

1,0

0,5

0,4
p=0.05

Kumulat. preziti

0,2

oo T T T T T
0 20 40 &0 g0 100 120

meésice
—  A(N=5): WT1 < KD norm

— B (n=4); WT1 = KD norm
e C(N=54): WT1 > KD norm

obr. 22. RFS AML pacientt podle inicialni hladiny WT1 vztazené k hodnotam
kontrolnich KD
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5 DISKUSE

Hledani universalniho cile pro detekci MRN u pacientdt s AML je
v souCasné dobé velmi aktualni téma. V IéCbé akutnich leukémii byl mnoha
klinickymi studiemi prokazan také vyznam stratifikace pacientd do risikovych
skupin, ktera umozZnuje diversifikaci intensity léCby. Jednim zcill
hematoonkologu je tedy nalezeni nejvhodnéjSich prognostickych faktoru, jez by
mohly slouzit k této stratifikaci.

Mnoho autori studovalo vlastnosti genu WT71 v souvislosti s jeho
potencialnim vyuzitim k detekci MRN a stratifikaci pacientl, vétSina doposud
publikovanych studii vSak poskytla velmi kontroversni vysledky. Mozné pficiny
neshod mezi jednotlivymi pracovnimi skupinami zminuji v nasledujici kapitole,
jednoznacné vysvétleni téchto diskrepanci vSak zatim neexistuje.

Jedno z moznych vysvétleni souvisi se zplUsobem terapie pacientu.
Lécebna schémata pro AML jednotlivych pracovnich skupin se totizZ mezi sebou
vyrazne liSi a to i v ramci Evropy (coz je situace odliSna od Ié€by ALL). Srovnani
léCebnych vysledkl v takto odliSnych skupinach pacientl je tedy velmi zradné.
Ozvlasté pfi sledovani MRN Ize proto vysledky aplikovat pouze na konkrétni
|éCebny protokol.

Dal$i moznou pfi€inou je nizky pocet analysovanych pacientl. Vzhledem
k faktu, Ze AML tvofi pouze 10 -15 % vSech akutnich leukémii, je velmi obtizné
ziskat vétsi pocCet pacientd, [é€enych podle stejného schématu. Nizky pocet déti
v téchto studiich tedy vysledky do jisté miry zkresluje a negativné ovliviiuje
jejich statistickou vyznamnost. V nékterych pfipadech také dochazi k positivni Ci
negativni selekci jednotlivych subtypl s rlznou odpovédi na |éCbu (napf. M3 —
viz dale), coz opét ovliviiuje dosazené vysledky a jejich interpretaci.

Problém mdlzZe nastat také pfi interpretaci dat ziskanych rdznymi
detekénimi systéemy. Tyto systémy vyuzivaji primery navrzené v odliSnych
oblastech genu WT1, coz mize byt problém s ohledem na existenci riznych
isoforem. V posledni dobé byly navic objeveny nové mutace v oblasti exonu 6 a
7, kde asociuje vétSina doposud navrzenych systému. Toto zjisténi tak takeé
CasteCné zpochybriuje vysledky dosazené PCR systémy detekujici transkript

v této oblasti. Mnoho starSich studii bylo navic zalozeno pouze na kvalitativni
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detekci genu WT1, ktera neposkytuje detailni informace o jeho mnozstvi
v burice. Srovnani vysledku ziskanych odliSnymi metodami detekce genu WT1
je tedy opét sporné.

K neshodam ve vysledcich muze pfispivat i pouziti odliSného kontrolniho
genu. Beillard et. Al. zkoumal nékteré kontrolni geny z hlediska jejich
vyuzitelnosti k tomuto ucelu. Jednoznaéné nejlepSi vysledky byly ziskany u
kontrolniho genu ABL (BEILLARD et al. 2003), nebot jako jediny nevykazoval
signifikantni rozdily mezi vzorky zdravych darcu a pacientt s leukémiemi. Pro
normalisaci exprese WT1 v nasi laboratofi standardné pouzivame gen ABL.

V neposledni fadé je nutné zminit problém, ktery mlze nastat jiz pfi
odbéru analysovaného vzorku, a ktery souvisi se stabilitou transkriptu WT1.
Rozpad mRNA WTT1 v pribéhu ¢asového intervalu mezi odbérem vzorku a jeho
zpracovanim by mohl vyrazné snizovatit detekovanou hladinu exprese tohoto
genu. Soucasti naSich experimentl proto bylo stanoveni stability transkriptu
WT1 ve vzorcich periferni krve zdravych darcl. Zjistili jsme, Ze do 24 hodin od
odbéru vzorku Ize v hematopoetickych burikach detekovat hladinu exprese
tohoto genu. Vzhledem k faktu, e naprosta vétsina vzorki zcelé Ceské
republiky je do nasi laboratofe doruCena a poté zpracovana do 24 hodin, nejsou
nase vysledky nijak ovlivnény touto ¢asovou prodlevou.

Optimalisace a rutinni zavedeni universalni metody, kterou by vyuzivalo
vice pracovnich skupin, by mohlo odstranit nékteré z téchto nesrovnalosti. Nase
laboratof ve spolupraci s pfednimi evropskymi hematoonkologickymi centry
(Frankfurt, Jena, Monza) pracuje na vyvoji a optimalisaci takovéto universalni
RQ-PCR metody pro detekci WTT.

V ramci naseho projektu jsme vyvinuli a optimalisovali RQ-PCR metodu
pro absolutni kvantifikaci celkového transkriptu WT17. Detekéni systémy pro
WT1 a ABL byly navrzeny podle protokolu EAC pro analysu fusnich transkriptt
(BEILLARD et al. 2003; GABERT et al. 2003). Tato metoda umoZnuje
detekovat expresi WT1 az u 97 % pacientl s AML. Dopad vySe zminéného
potencialniho problému s mutacemi v exonech 6 a 7, ktery vyvstal v pribéhu
feSeni projektu, nelze prfesné odhadnout. Protoze se vSak ve vétSiné pfipadl
jedna o monoalelické mutace, celkova hladina exprese by méla byt ovlivnéna

jen minimainé.
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V souboru 66 détskych pacientll s AML jsme v 82 % pFipadl detekovali
inicialni hladinu exprese WT71 vy$Si nez u vzorkl zdravych darcu. Neni tedy
pravda, Zze by hyperexprese WT71 mohla byt ,panleukemickym® markerem.
Oproti kontrolnim KD, kde se haméfené hodnoty pohybovaly v rozmezi 1 Fadu,
predstavuji AML heterogenni skupinu s rozptylem hodnot 6 Fadu.

Exprese WT1 detekovana u AML pacientl je signifikantné vysSi i ve
srovnani s ALL (BOUBLIKOVA et al. 2006), coz souhlasi s naprostou vétSinou
doposud publikovanych praci.

Hladiny exprese WT1 mezi chlapci a dév€aty byly velmi podobné. Stejné
tak rozdéleni pacientu do vékovych skupin ,< 1 rok, ,1 — 10 let* a ,> 10 let"
neprokazalo zadné signifikantni rozdily. NejmladSi kategorie vSak oproti dvéma
starSim skupinam obsahovala pouze 2 pacienty a tyto vysledky tedy nelze
povazovat za statisticky vyznamné.

ZajimavéjSi vysledky jsme dostali pfi srovnani hladin exprese WT7 u
jednotlivych FAB subtypl. Signifikantné vyssi hladinu WT1 jsme prokazali u
pacientld se subtypem M3 a nizkou hladinu u subtypu M5. Celkové rozlozeni
medianu exprese WT1 u jednotlivych FAB subtypu nejspiSe souvisi se stadiem
vyzravani blastu, ve kterém doslo k jejich maligni transformaci. U leukémii bez
znamek diferenciace nachazime nejnizsi hodnoty, u zralejSich subtypl dochazi
k narustu exprese WT1 a nejvyssi hladiny detekujeme u M3 subtypu. V pfipadé
leukémii M4 a M5 (tedy s blasty ve stadiu postupujici monocytarni diferenciace)
pak dochazi opét ke snizeni hladiny WT1. Tyto vysledky koreluji s nékterymi
dalSimi pediatrickymi studiemi (KREUZER et al. 2001; LAPILLONNE et al.
2006; RODRIGUES et al. 2007; TRKA et al. 2002).

Srovnanim hladiny exprese WT1 s pfitomnosti genetickych abnormalit
jsme prokazali signifikantné vySSi hladinu u pacientd sfusnim genem
PML/RARa (tedy subtypu M3). Pfitomnost translokaci postihujicich gen MLL
naopak korelovala s nizkou hladinou WT1. Tyto vysledky jsou zajimave
zejména pokud porovname pacienty s MLL+ translokacemi a odliSnymi typy
akutnich leukémii. U AML pacientt s témito abnormalitami vidime trend k nizsi
hladiné WT1. Pacienti, ktefi maji MLL+ translokace v kombinaci s ALL naopak
vykazuji trend kvy$Si hladiné exprese WT7 (BOUBLIKOVA et al. 2006).
Leukemogenni proces je tedy u téchto pacientl ovlivnén odliSnym bunéénym

prostfedim lymfoidnich a myeloidnich blastd.
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Prognosticky vyznam inicialni hladiny exprese WT1 u pacientd s AML byl
a stale je stfredem zajmu mnoha pracovnich skupin. Jak jiz bylo feCeno, néktefi
autofi vyznam této hladiny prokazali, jini vSak zadnou souvislost nenalezli.
Drtiva vétSina publikaci potvrzujicich vyznam inicialni exprese WT1 prokazala
korelaci vysoké hladiny WT1 s pfitomnosti nepfiznivych prognostickych znakul a
tedy se zafazenim pacientd do skupiny vysokého risika. Nase vysledky vSak
ukazuji presny opak. Signifikantné vysSi hladinu jsme detekovali u pacientu
standardniho risika. P¥i interpretaci téchto vysledkd vSak musime byt opatrni.
Ve skupiné standardniho risika totiz bylo 13 déti (41 %) se subtypem AML M3,
jejichz lé€ba se od ostatnich pacientl vyrazné lisi t(15;17), ktera je pro tyto
pacienty charakteristicka, postihuje gen pro receptor retinové kyseliny, jenz
reguluje myeloidni diferenciaci. Vznika tak aberantni receptor, ktery neni
schopen reagovat na fysiologické koncentrace této kyseliny. Objevem
léCebného efektu extrémné vysokych davek all-trans-retinoové kyseliny (ATRA),
které dovedou aktivovat i defektni receptor, doslo k vyraznému zlepSeni
prognosy téchto pacientl. Ve skuteCnosti se tedy tento subtyp vymyka
moznosti a uspésnosti cilené |éCby a vysokou expresi WT1 v tomto pfipadé
nelze korelovat s dobrou odpovédi na standardni chemoterapii.

Risikové skupiny jsou definovany jednak morfologickymi a
cytogenetickymi charakteristikami, ale také pfimo odpovédi pacienta na inicialni
fasi léCby. Tato ¢asna odpovéd na lécbu je u AML hodnocena zastoupenim
blasti v kostni dfeni vden 15 terapie. Nizky pocet téchto blastld (< 5 %) je
obecné povazovan za prognosticky pfiznivy faktor. Nase vysledky poukazuji na
korelaci vysoké exprese WT1 s pfitomnosti prognosticky pfiznivych faktoru.
Mohli bychom tedy pfedpokladat, Ze nalezneme tuto korelaci i s nizkym pocCtem
blasti v kostni dfeni d15 signalisujicim dobrou odpovéd na lé¢bu. Tuto
souvislost jsme vSak neprokazali. Mozné vysvétleni souvisi opét se subtypem
AML M3. Pro tuto skupinu pacientl je charakteristicky pomaly pokles
leukemickych bunék béhem terapie, coz neodpovida obecnému zarazeni do
standardniho risika. Spolu stim, co uz bylo feCeno o charakteru Iécby, je
zfejmé, Ze by pacienti se subtypem M3 neméli byt hodnoceni spole¢né
s ostatnimi pacienty. Vzhledem k nizkému poctu pacientl to vSak ve vétSiné

studii (v€etné nasi) neni mozné.
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Korelaci inicialni hladiny exprese WT1 s vysledkem |éEby pacientd jsme
hodnotili pomoci kfivek preziti EFS a RFS. Podle naSich vysledkd nelze vyuzit
absolutni inicialni hodnotu exprese WT7 k odliSeni pacientd s vysokym risikem
relapsu. Ktomuto ucCelu pravdépodobné nelze vyuzit ani relativni hladinu
exprese WT1 vztazenou k hodnotdm naméfenym u zdravych darcq, ktera Iépe
charakterisuje pacienty z hlediska odchylek od fysiologickych hodnot. Na
nasem souboru tedy neprokazujeme prognosticky vyznam vysky exprese genu
WT1. Tyto vysledky jsou v rozporu s nasi publikovanou pilotni studii (TRKA et
al. 2002) a pravé tento rozpor dokumentuje fadu vySe zminénych moznych
pFicin. Puvodni studie zahrnovala jen 47 pacientl, a pouze 3 z nich patfili do
subtypu M3 s t(15;17). Pacienti byli IéCeni podle pfedchozi verse lé€ebného
protokolu s celkové vyznamné hor$imi vysledky. Casna odpovéd na lé&bu
nemohla byt - vzhledem k absenci tohoto udaje — zafazena do analysy.
K detekci kvantity transkriptu byla pouZita metodika vyuzivajici SYBR Green,
ktera je povazovana z obecné méné presnou; a jina sada primerd. Jiny byl i
kontrolni gen.

Cilem této prace bylo stanoveni prognostického vyznamu hladiny
exprese WT1 v dobé diagnosy AML a zhodnoceni potencialniho vyuziti WT1
k detekci MRN. Podle naSich vysledkd WT7 neni nezavislym prognostickym
faktorem a nejspiSe jej tedy nelze vyuzit k stratifikaci pacientt do risikovych
skupin. Vysokou hladinu WT1 jsme nalezli u vice nez 80 % pacientu, proto se
domnivame, Ze u &asti pacientll bychom mohli vyuzit expresi WT1 k sledovani
MRN. V tom se naSe studie souCasna shoduje s praci z roku 2002.

Vysledky publikované v posledni dobé poukazuji na odliSné role
jednotlivych isoforem tohoto genu. Stabilni pomér variant proteinu WT1 ve
fysiologickych tkanich a aberantni exprese nékterych isoforem v malignich
bunkach poukazuje na mozny vyznam jejich relativniho mnozZstvi spiSe nez
celkového WT1. Na zakladé téchto poznatkd bychom v budoucnu radi zavedli a
optimalisovali metodu RQ-RT-PCR pro detekci jednotlivych isoforem WT1 u
AML, ALL a MDS. Radi bychom se zaméfili na expresni vzorce téchto variant u
konkrétnich hematologickych malignit v prospektivni a retrospektivni studii, coz
by nam umoznilo stanovit mozny fysiologicky a prognosticky vyznam poméru

sestfihovych variant WT71. Dale bychom se chtéli vénovat nové nalezenym
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mutacim vgenu WT1 a stanovit tak korelaci mutacniho stavu pacientd

s hladinou exprese WTT a jejich klinickymi parametry.
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6 SOUHRN

Z dosavadnich studii zaméfenych na biologické pfiCiny leukémii Ize
vysledovat velky zajem o problematiku genu WT71. Pfestoze konkrétni role
tohoto genu v hematopoese a leukemogenese stale nebyla objasnéna, je velmi
pravdépodobné, Ze v obou téchto procesech hraje kliCovou ulohu.

V souCasné dobé je WT1 intensivné zkouman zejména v souvislosti
s AML. Lécba tohoto typu leukémii je bohuzel stale méné uspésSna nez
v pfipadé ALL. Nalezeni universalniho markeru pro sledovani MRN stejné jako
nezavislého prognostického markeru by mohlo vyznamné pfispét ke zlepSeni
léCebnych vysledku téchto pacientu. Jednim z navrzenych kandidatd vhodnych
k tomuto ucelu je gen WTT.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni prognostického vyznamu exprese
WT1 v dobé diagnosy détské AML a zhodnoceni mozného vyuziti tohoto genu
k sledovani minimalni residualni nemoci.

Zavedli jsme a optimalisovali metodu kvantitativni real-time PCR pro
detekci WT1. Timto detekénim systémem jsme prokazali expresi WT71 u 97 %
pacientl. U vice nez 80 % déti jsme detekovali hyperexpresi tohoto genu. Pro
urCitou Cast pacientd by tedy WT71 mohl slouzit ke sledovani minimalni
residualni nemoci.

NasSe vysledky neprokazaly korelaci hladiny exprese tohoto genu s dosud
pouzivanymi prognostickymi faktory. Neprokazali jsme ani korelaci této hladiny
s vysledkem Ié¢by analysovanych pacientd. WT1 tedy podle téchto vysledku
neni nezavislym prognostickym markerem vyuzitelnym ke stratifikaci pacientt s
AML.
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