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Change of expression of the Tel/Ami1 regulated genes by

the effect of histon deacetylases inhibitors.

Background: Acute lymphoblastic leukaemia is one of the most frequent leukaemias in
children. It has in most cases very good prognosis and about 80% patients will be cured by
chemotherapy or stem cells transplantation. ALL is caused by various genetic aberrations,
one of them, translocation 12;21 is the matter of interest in this work. By our hypothesis
the fusion protein Tel/Aml1 causes changes in the regulation of several genes important for
the maturation of B lymphocytes. The mechanism is supposed to be based on change of
chromatin state due to recrution of complex of histon deacetylases.

The use of inhibitors of histon deacetylases, like Valproic acid, could lead to
reinduction of expression of the repressed genes and thus to promotion of differentiation. If
that hypothesis would prove to be correct, Valproic acid could be considered as the
potential cure for this type of leukaemia.

Material and methods: we have identified 21 genes downregulated by Tel/Aml]
using array technology. 9 of them, CD40, ANTXR2, PDGFRB, WDR7, ACKI,
HRMTI1LI1, PAK1, MGMT and ARDI, we tested by RT-PCR on cell lines REH and
NALMS6. We used two series of samples for every line, one influenced by VPA and the
second as control, each serie had ten samples. We measured the amount of transcripts of
the selected genes in these series and counted, if there was increase of expression in VPA
samples in comparison with control. Statistical analysis was done by Mann-Whitney test.

Results and conclusion: in five of our genes we found increase of expression
induced by VPA — CD40, ANTXR2, PDGFRB, WDR7 and ACKI1. But only for WDR7
and ACK1 wasn’t found increase of expression in NALMBG6 line. For the other four genes —
HRMTIL1, PAK1, MGMT and ARD1 — we haven’t detected any increase in expression in
any of our two cell lines. Genes ACK1 and WDR?7 are thus potential targets for further
studies.

Klicova slova: leukémie, TEL/AMLI, HDAC, PCR, zména exprese, B lymfocyt
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1 Uvod

Akutni leukémie je onemocnéni, kterym v Ceské republice ro&n& onemocnéni kolem 80
déti. Zaroven je také ze vSech malignich onemocnéni nejlépe prostudovana a ma nejlepsi
vysledky 1é¢by, ackoliv ne vSechny typy leukémie maji stejnou uspédnost vyléceni. Jako u
jinych typt nadort hraje ve vzniku leukémie roli porucha na Grovni jediné buriky, kterd ma
za nasledek jeji transformaci v buiiku leukemickou. Tato transformace vede ke ztraté
kontroly diferenciace a perzistenci klonu této buiiky v organizmu. Dal$i zmény na drovni
DNA vedou k rezistenci k apoptdze, vyfazeni tumor supresorovych gent, aktivaci
telomerazy apod.

Akutni lymfoblastickd leukémie je nejcastéjsi détskou leukémii, v soucasné dobé
mé nad&ji na usp€$né vyléceni az 80% t&chto pacientl. V soucasné dobé se stale Castéji
objevuje nazor, ze ucinnost nyné&jsi chemoterapie dosdhla svého vrcholu a dalsi
intenzifikace 1é€by by jiZ nebyla ucelna v disledku vysoké toxicity pro pacienta. Proto se
pozornost obraci k hledani novych lé€enych pfistupi, které by byly zaméteny specificky
proti leukemickym butikdm a nepo3kozovaly zdravé buiiky pacienta. Jednim z piikladi
miiZe byt objev inhibitorl tyrozinovych kindz, které se nyni pouzivaji k 1é€by chronické
myeloidni leukémie, donedavna nezvladnutelné jinak neZ pomoci transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék.

V této praci se v€nujeme vyuZiti nového potencidlniho lé€iva — valproové
kyseliny. Produkty chromozomalnich aberaci (translokace, delece apod.) se mohou projevit
specifickymi zmé&nami v expresi genti. U akutni lymfoblastické a myeloblastické leukémie
jsou ur¢ité aberantni proteiny, vznikajici translokacemi na chromozomech, schopny vazat
komplex histon deacetyldz, coz mulZe vést ke sniZzeni exprese genl prostiednictvim
remodelace chromatinu. Inhibitory histon deacetylaz by mohly vést k op&tovnému naristu

exprese té€chto gen.
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2 Prehled literatury

2.1 Rozdéleni leukémii

2.1.1 Podle rychlosti progrese onemocnéni

Zéakladnim dé&lenim leukémii je rozdéleni na leukémie chronické a akutni. Pfi akutni
leukémii dochazi k velice rychlému déleni bunék v niz8im stadiu jejich zralosti. Pfi
chronické leukémii se zralej$i buriky déli pomaleji, coz ma za nésledek pomalejsi nastup
choroby. Tento chronicky stav vSak muZe pferist v blastickou krizi, kdy dochazi

k rapidnimu mnoZeni blastii v t€le pacienta.

2.1.2 Podle bunééné linie

2.1.2.1 Akutni lymfoblasticka leukémie

Je odvozena od T a B lymfocytil a jejich prekurzori, rozliSuje se n€kolik stadii: pro-B, pre-
B, a zralé¢ B, pro-T, pre-T, kortikdlni-T a zralé-T. Zahrnuje az 75% vsech détskych
leukémii. Jeji nejvy3si vyskyt je u déti mezi 2. a 5. rokem, pfiC¢emZz prevladaji B
prekurzorové leukémie. V souCasné dob& az 80% détskych ALL pacientid dosahuje

kompletni remise.

2.1.2.2 Akutni myeloblasticka leukémie

Je odvozena od prekurzorti a zralych granulocytl, monocyti, erytroidnich prekurzori a
megakaryoblastll. Zahrnuje asi 20% détskych leukémii. V soudasné dobé se pouzivaji dvé

hlavni klasifikace:

FAB (French-American-British) klasifikace je zaloZena na morfologické diagnostice.

Rozdéluje AML do podskupin M0-M7:

MO - blasty s min. diferenciaci
M1 - blasty bez maturace
M2 — blasty s maturaci
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M3 — promyelocyticka
M4 — myelomonocyticka
M5 — monocytické

M6 — erytroleukemie

M7 — megakaryoblasticka

2.1.2.3 Myelodysplasticky syndrom

Jedna se o heterogenni skupinu poruch, odvozenych od myeloidni buné¢né linie, jeZ se
nedaji zaradit do zadné ze skupin MO0-M7. Jsou charakterizované periferni cytopenii,
normo- nebo hypercelularni kostni dfeni a dysmorfni maturaci hematopoetickych

prekurzorii. Pozdéji se mohou rozvinout do nékteré z forem AML.
2.2 Klinické a laboratorni nalezy

Leukemické buriky se déli pomaleji nez normalni hematopoetické buiiky, nebot’ jim trva
déle syntéza DNA. Na rozdil od normdlnich bunék vSak trvale pfetrvavaji v obéhu a
vytlaCuji normélni buriky. Onemocnéni se projevuje horeCkou, neutropenii, unavou a
letargii — coZ jsou ptiznaky anemie. Déle jsou pozorovany bolesti kosti a krvacivost.
Vséru je vdisledku nekrézy kostni diené vys$si koncentrace laktat dehydrogenazy.
Dochazi k zvétSeni jater, sleziny a lymfatickych uzlin, coz je disledek extramedularni
infiltrace, mize dojit aZ k selhani té€chto organl. Také dochézi k infiltraci retiny, o¢niho
nervu, ¢o¢ky, coz ma za nasledek bolesti o¢i, fotofobii a rozmazané vidéni. Méné Casté
priznaky jsou zvraceni, bolesti hlavy, potize s dychanim, oligonurie a anurie.

Mezi hlavni laboratorni nalezy patfi anemie (az u 75% pacientil), abnormalni
poéty leukocytii, trombocytopenie. Hyperleukocytéza (vice nez 100 x 10°/1) se vyskytuje u
10 az 15% pacientti. Granulocytopenie (mén& nez 0,5 x 10°/1) je zjisténa u 40% pacientii.
Vzacnéji se vyskytuje hypereosinofilie a snizeny po&et trombocytt (50 x 10%/1). U T-ALL
se vyskytuje koagulopatie, naproti tomu anemie a trombocytopenie jsou zde mirné, jen
vzacné dochazi ke krvécivosti.

Vséru je vy33i hladina kys. mocové a laktdit dehydrogenazy. Pacienti
s poSkozenim ledvin maji zvySenou koncentraci kreatininu, kys. mo&ové a fosforu. Sérové

Ig jsou nizké (hlavn€ IgA a IgM) u tfetiny pacientd. U 10-20% pacientd dochazi k poruse
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funkce jater, nasledkem infiltrace leukemickych bun€k. U T-ALL dochézi ke zvétSeni
thymu.

U tietiny pacienti mohou byt blasty nalezeny v mozkomi$nim moku, ackoliv
nemaji zadné neurologické piiznaky. CNS leukémie je definovana poctem péti leukocyti
na mikrolitr mozkomi$niho moku. Léfba téchto pacientli dfive zahrnovala prevazné

ozafovani, coz vSak vede k dal§im komplikacim a mulZze vyustit ve vznik sekundarni

malignity.

2.3 Diagnostika leukémii

Stanoveni spravné diagnézy je kliCovym krokem pro zahdjeni adekvatni [éCby.
Diagnostika zahrnuje jak analyzu pomoci bun&tného barveni a pozorovéni pod

mikroskopem, tak techniky cytogenetické, imunologické a molekularné biologické.

2.3.1 Morfologicka diagnostika

Prvnim krokem je odebrani vzorku kostni dfen€¢ punkci ze sterna pfi lokalni anestézii,
pouze pokud by tento postup nebyl mozny, odebere se kostni diefi z predni lopaty kycelni
kosti. Dale je mozné vysetfovat i periferni krev, ale u ur€itého procenta pacientl se zde
nevyskytuji leukemické blasty, jejich morfologie se také mize lisit od blasti pfitomnych
ve dfeni. Buriky kostni dfen€ jsou barveny a hodnoceny morfologicky pro hrubé rozliseni
buné¢né linie (lymfoidni od myeloidni). K obarveni se pouziva barvivo Giemsa-

Romanowski. ALL se dé&li do t¥i subtypt L1-L3.

2.3.2 Cytogeneticka a molekularné cytogeneticka diagnostika

Analyza karyotypu a molekularn€ cytogenetické vySetfeni je zdkladnim krokem pfi
diagnostikovani chromozomalnich aberaci a stanoveni diagnézy onemocnéni. Identifikace
genll zodpovédnych za vznik leukémii a rozpoznani jejich funkce je kliCovym meznikem
pfi zkoumani potencidlni terapie. Zahrnuje jak klasickou cytogenetiku — stanoveni
karyotypu pomoci pruhovacich technik (G pruhovéni), pfi niz se analyzuji pouze metafazni
Jjadra, tak i molekularné-cytogenetické vySetfeni, kterd zahrnuji metafazni i interfazni
FISH.
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FISH a jeji modifikace: podstatou metody je pouziti kratkych (300-600 bazi)
nukleotidovych fragmenti, specifickych pro ur€ity Gsek chromozomu nebo konkrétniho
genu. Sondy jsou znaCeny fluorescenéné, jejich znaeni probihd napf. pomoci nick
translace. Vyhodou oproti klasickému cytogenetickému vySetfeni je moznost vySetfovat
také interfazni jadra. RozliSuji se sondy centromerické, které jsou specifické pro kazdy
chromozom (s vyjimkou chromozomt 13/21 a 14/22, jejichZ centromery jsou si natolik
podobné, Ze nejsou touto sondou od sebe rozlisitelné), vyuzivaji se k detekci trizomii,
monozomii apod. Pro detekci translokaci se vyuziva M-FISH, kazdy chromozom je
obarven ur¢itou kombinaci fluorofort, které je pfi vyhodnocovéni pfidélena pseudobarva,
timto zplisobem je mozné presné lokalizovat translokovany usek DNA. Lokus specifické
sondy jsou specifické pro ur€ity gen nebo kriticky region ur€itych poruch, vyuzivaji se
k detekci mensich deleci nebo duplikaci.

Metoda FISH nam dovoluje detekovat jak strukturni tak numerické aberace, proto
je velice vhodna k diagnostice nadorovych onemocnéni obecné a leukémie nevyjimaje.
Dalsi vyuziti ma metoda pro kontrolu hematopoézy po transplantaci kostni diené. Pokud
byla transplantovana dren od darce odliSeného pohlavi nez pfijemce, zjistuje se konstituce
pohlavnich chromozomi v novych hematopoetickych burikdch. K tomu se vyuziji sondy
specifické pro X a Y chromozomy, bud’ centromerické, nebo v pfipadé¢ Y chromzomu Y

heterochromatinové.

2.3.3 Imunologicka diagnostika

Pouzitim paneld monoklondlnich protilatek specifickych pro markery jednotlivych
jen n€kolik markert je Cisté liniové specifickych: CD79a, cytoplasmaticky CD22 a Ig pro
B lymfocyty, cytoplasmaticky CD3 pro T lymfocyty, MPO pro myeloblasty,
cytoplasmaticky CD41 pro megakaryoblasty. CD2 je exprimovan u poloviny AML typu
M3 a také u M4 s inv(16). CD4, agkoliv je markerem T linie, je exprimovan také u dvou
tietin M4 a M5 AML. CD19, antigen B linie, je také exprimovan u vétSiny AML s t(8;21).
Myeloidni antigen CD15 je naopak exprimovan u ALL s t(4;11).

Z hlediska diagnozy a 1é¢by je treba rozliSovat mezi ALL s expresi myeloidnich
antigeni a AML sexpresi lymfoidni antigenl. Existuji vzécné ptipady, kdy dojde
k pfepnuti mezi liniemi — z ALL do AML nebo naopak, a to beze zmény cytogenetického

nalezu — €asto se jedna o pacienty s piestavbami MLL genu.
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2.3.3.1 Metody imunofenotypizace:

Hlavni vyhodou imunohistochemickych metod je jejich vysoka senzitivita, specificita a
nizkd spotfeba vzorkl. Protilatky jsou konjugovany s fluorescenénimi znaCkami —
fykoerytrin (PE), konjugaty PE-Cy5, nebo fluorescein izothiokyanat (FITC).
Multiparametrickd pritokova cytometriec méa vyhodu v rychlé kvantitativni analyze
antigenni exprese a moznosti analyzovat velky pocet bun€k ve vzorku. Nevyhodou této
bunék ve vzorku mélo. Metody vyuzivajici RALS a méfeni CD45 dokézi tyto nevyhody
ptekonat. Normalni lymfocyty maji nizké RALS, ale vysokou expresi CD45. Naproti tomu
pozdni myeloidni buriky maji vysoké RALS, ale nizkou expresi CD45.

Navzdory tomu, Ze jen mélo antigeni je specifickych pro konkrétni jedinou linii,
je mozné identifikovat buiiky pouzitim panelu monoklonalnich protilatek, zaméfenych
proti sad€¢ antigenii specifickych pro urcité stddium vyvoje bun€k. Pro méfeni urcitych
intracelularnich antigent je tfeba buiiky permeabilizovat. TdT a CD34 nejsou vyuzitelné
pro identifikaci urcité buné¢né linii, ale jejich méfeni je uzite€né pro rozlieni normalnich a

malignich bungk.

2.4  Imunofenotypy leukémii

2.4.1 Imunofenotyp B lymfocytu

Nejvyznamnéj§im znakem zralosti B lymfocytl je pfitomnost membranové molekuly
imunoglobulinu. Sklada se z alfa a beta fetézce, jez formuji B buné¢ny receptor. V prib¢hu
maturace dochdzi nejprve k D-J prestavbam genu pro tézky fretézce Ig, ale nedochazi
k expresi proteinu. Tyto ¢asné pre-B lymfocyty exprimuji povrchovy CD10, CD19, CD24,
CD34, HLA-DR a cytoplasmaticky CD22, CD79a a CD79b, vjadfe pak TdT.
S vyzravanim pak roste exprese CD45.

Pfechod do stadia pre-B je charakterizovan ptfitomnosti tézkého fetézce Ig u
v cytoplasmé, na povrchu se exprimuje CD22 a CD20.

Prestavby lehkych fetézcl Ig a jejich exprese jsou znakem prechodu do stadia
zralého B lymfocytu, jez exprimuje [gM. Buriky neschopné exprese funkéni molekuly IgM

jsou odstrafiovany cestou apoptézy v kostni dieni. Zralé buriky zformuji receptorovy
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komplex, k némuz se vaze také heterodimer CD79a/CD79b, které jsou svymi
cytoplasmatickymi konci spojeny se sarkovymi kindzami a zprostiedkovavaji pienos
signalizace z BCR do burky. Zralé B lymfocyty migruji z kostni diené¢ do sleziny,
lymfatickych uzlin a Peyerovych plakt. V téchto sekundarnich lymfatickych orgénech je
dokoncena prestavba molekuly Ig, vznikaji dal$i subtypy protilatek IgG, IgD, IgA a IgE.

2.4.2 Imunofenotyp T lymfocytii

Nejméné zralé T lymfocyty se nachazeji v thymu, exprimuji CD34, cytoplasmaticky CD3 a
TdT. Nasledné¢ se slozka TCR fetézce beta spoji s pre-TCR fetézcem alfa a takto
zformovany pre-TCRbeta je transportovan na povrch buiiky. S expresi TCR se buiika
dostava do stadia common thymocytu s expresi CD34, CD4, CD7, CDS5, CD2 a CD8, které
se také nazyvaji dvojité pozitivni, nebot’ u nich dochazi ke koexpresi CD4 a CD8. Také
dochazi ke slabé expresi CD3 spolecné s TCR alfa a beta, méné Casto TCR gamma, delta.
Tyto buriky jsou podrobovany pozitivni selekci, kdy je testovana schopnost jejich TCR
rozpoznavat komplexy MHC gp s antigenem. Buriky, jeZ dostate¢né reaguji na antigen,
zvySuji expresi CD3 a prestavaji exprimovat CD1, CD10, CD21 a TdT a jeden z dvojice
CD4/CD8. Tyto pozdni thymocyty (také nazyvané single pozitivni) podstupuji nasledné
negativni selekci, kdy buriky, jez pfili§ siln€ vazou organismu vlastni antigeny umiraji
apoptézou. Prezivsi buiiky exprimujici CD3, CD4 nebo CD3 a CDS8 jsou uvoliiovéany

z thymu a putuji krevnim fe¢istém do lymfatickych tkani.

2.4.3 Charakteristiky leukemickych bunék

2.4.3.1 Casné pre-B ALL (pro-B)

Leukemické blasty vznikaji z normélniho prekurzoru, ktery neobsahuje Ig. Geny pro tézky
fetézec Ig jsou Casto piestavény, aviak k expresi molekuly nedochézi. Leukemické buriky
exprimuji CD19 a HLA-DR, CD22 a cytoplasmaticky CD22 a CD79a. Ve vétsin€ piipadu
je také detekovatelny CD10, TdT a CD34. Naproti tomu CD45 je vétSinou nepiitomen.
Tento typ leukémie velice Casto obsahuje ptestavby t(4;11), t(11;19) a t(9;11).
Pro blasty s t(4;11), ALL1/AF4, je charakteristicka exprese CD19, CD22, CD24, CD10-,
CD15, CD65. Vyskytuje se vysoky pocet leukocyti (ptes 100 000/ul). Diive méli tito

pacienti velice nepfiznivou progndzu, dnes je Uspé$néjsi 1é€ba s vyuzitim cytarabinu a
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SCT. Vétsina ostatnich typi B-ALL nema expresi CD24. Vice nez polovina bunék
exprimuje také myeloidni antigeny CD15 a CD65. Mohou byt pfitomny i T-buné¢ny
antigen CD7 a myeloidni antigeny CD13 a CD33. Buriky s pfestavbami t(11;19) a t(9;11)
maji Casto velice podobny imunofenotyp jako buriky s t(4;11). Témét vSechny skupiny B-

ALL a také polovina AML exprimuji povrchovy chondroitin sulfat.

2.4.3.2 Pre-B ALL (c-ALL)

Predstavuji asi 25% pfipadi B-ALL. Exprimuji CD19 a HLA-DR, CD22 a CD79a,
v cytoplasmé je detekovatelny Ig fetézec p. U nékterych leukémii dochazi k prestavbam
lehkych fetézcii lambda a kappa, ale ne k expresi jejich proteinti. VéEtSina exprimuje CD10
a TdT, dvé tretiny také CD34.

Leukémie nesouci prestavbu t(1,19) maji antigenni profil CD19, CD22, CD20,
CD34, CD45, Igu. Jsou dostupné monoklonalni protilatky proti chimérickému proteinu,
coz umoziiuje rychlou diagnostiku leukémii stouto translokaci. Casta je incidence
BCR/ABL, lé¢ba zahrnuje vysoké davky metotrexatu. CD19, CD22, CD20 antigeny jsou

potencidlnimi cili pro protilatkovou terapii.

2.4.3.3 Zralé B-ALL

Tento typ leukémie se rozdéluje na dvé skupiny:

L3 subtyp - exprimuje CD19, CD22, CD10, naopak neexprimuje TdT a CD34.
Oproti jinym subtypiim ma silnou expresi CD20 a CD23.

L1/L2 subtyp — mohou exprimovat TdT a CD34, naproti tomu CD 20 exprimuji
jen slabg. U tohoto subtypu se nevyskytuji prestavby t(8;14), t(8;22) a t(2;8) ani prestavby
genu MYC, coz vede k vysoké ucinnosti intenzivni terapie. Je zde €asta infiltrace vnitinich

orgéanti a CNS. K 1é¢bé se pouziva ifosfamid, metotrexat a cytarabin.
2.43.4 T-ALL
Blasty exprimuji povrchovy CD7 a cytoplasmaticky CD3, kolem 90% exprimuje CD2,

CD5 a TdT. Méné nez polovina pak exprimuje CD1a, povrchovy CD3, CD4 a CD8. HLA-

DR neni téméf exprimovan. Vzacnéji je exprimovan také CD10, CD21 a CD56.

17



T ALL se rozdéluje do tfi stadii:
e rana (CD7, CD3, povrchovy CD3-, CD4-, CD8-)
e common (CD3, povrchovy CD3-, CD4, CDS, CD1)
e pozdni (povrchovy CD3, CD1-, CD4 nebo CDS)

Dosud se neprokézalo, ze exprese uréitych antigent by méla vliv na prognézu onemocnéni.
Na rozdil od B prekurzorové ALL mohou mit n€ktefi pacienti normélni hladiny RBC a
trombocytl. Zahrnuje pfiblizné 15% ptipadd ALL. Je spojena se horSi prognézou,

vyskytuje se hyperleukocytdza, €asto zasahuje CNS.

2.5 Chromozomalni a genové aberace u leukémii

2.5.1 Numerické aberace

Numerické aberace predstavuji zmeény po€tu chromozomi v karyotypu. Zmény je mozné
rozdélit do nékolika skupin, nebot’ se ukazuje, ze urCit¢é zmény karyotypu jsou

prognosticky vyznamné.

e hyperdiploidni s vice nez 50 chromozomy - zahrnuji asi 25-30% pripadu, v¢etné
témér triploidnich a témér tetraploidnich

e hyperdiploidni s 47 — 50 chromozomy — asi 10-15%

e pseudodiploidni — 46 chromozomil se strukturdlnimi abnormalitami (40% ptipadii)

e diploidni — 46 chromozom, 10-15%

e hypodiploidni — méné nez 46 chromozomu v&etné témét haploidnich, kolem 8%

ptipadi

Témér tetraploidie:

Témér tetraploidni buriky maji kolem 82-94 chromozomu a zahrnuji kolem 1% pacientd,
tfetina onemocnéni je L2 morfologie, téméf polovina je odvozena od T lymfocyt, jsou
také asociovana s vy$$im veékem. Témeér triploidni pacienti maji 69-81 chromozomd,
piedstavuji jen velmi malé procento ptipadu (kolem 0,3%). Jejich konstituce se nelisi od

ostatnich typti B ALL.
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Hyperdiploidie >50:

Pacienti s hyperdiploidii vice nez 50 (v rozsahu 51-68) chromozomy maji dobrou
prognézu. U vétsiny téchto pacientd se jednd o B prekurzorovou leukémii. Naopak je zde
velmi malo pfipadi s T-ALL. Vé&k téchto pacientii se pohybuje kolem 2-10 let. MnoZstvi
DNA na buriku se stanovuje metodou pritokové cytometrie, kterd vSak neni schopna
identifikovat ptipadné strukturni abnormality, proto je tfeba doplnit ji o cytogenetické
vySetieni. Casto jsou pfitomny navic chromozomy 21, 6, X, 14, 4, 18, 17, 10, 8 a 5.
(RAIMONDI et al. 1996) Dosud nebylo prokézano, Ze by pfitomnost nebo nepfitomnost
strukturnich abnormalit ovliviiovalo EFS. Velky pocet chromozomii mize ztézovat
analyzu pomoci klasické cytogenetiky, proto je lepSi pouzit metodu FISH. Pacienti
s trizomii chromozoml 4 a 10 maji zvlast¢ dobrou prognézu a mohou byt 1é€eni méné
agresivni chemoterapii (MARTIN et al. 1996) Také trizomie chromozomii 17 a 18 maji

pfiznivou prognozu.

Hyperdiplodie 47-50:

Tyto ptipady Casto obsahuji navic chromozomy 8, X, 10 a ¢asto 21. Progndza téchto
pacientl je dobra (WILLIAMS et al. 1982). Trizomie 8 je ¢asto asociovana s T ALL, jeji
prognosticky vyznam je dosud nejasny. Trizomie 21 je pozitivnim prognostickym
faktorem a je asociovana s B-ALL. Chromozom 21 obsahuje gen pro transportér folatu
(MOSCOW et al. 1995), ktery mize byt zodpové€dny za vysokou akumulaci

polyglutamovaného metotrexatu v burice, coz vede k vyssi u€innosti 1é¢by antimetabolity.
Pseudodiploidie:

Jedna se o nejvétsi a zaroveii nejheterogennéjsi skupinu piipadl. Jsou asociovany s vyssim
poctem leukocytld a zvySenou hodnotou laktat dehydrogenazy v séru. Pacienti vyZaduji
intenzivnéj$i terapii, jejich prognéza se lisi v zavislosti na strukturnich aberacich, které

jsou u nich pfitomny.

Diploidie:
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Jedna se o pacienty, u nichZ nebyla cytogeneticky zjist&na z4dna chromozomova aberace.
Napf. u T ALL miife byt az tfetina pfipadi s normélnim karyotypem. Mohou u nich byt
pritomny submikroskopické poruchy, kryptické aberace, delece, které nejsou klasickou

cytogenetikou detekovatelné.
Hypodiploidie a ,,témé&f haploidie:

Kolem 80% téchto ptipadii ma 45 chromozomi, dochazi ke ztratam celych chromozomi,
nebalancovanym translokacim, vzniku dicentrickych chromozomi, malych marker
chromozom, HSR, double minutes apod. Rozlisuji se tfi kategorie: 41-45, 30-40, méng
nez 30 chromozomil. A¢koliv tito pacienti maji relativné nizky pocet leukocytt v krvi,
jejich prognoza je Spatna. Zvlastnosti jsou piipady s dic(9;20), které maji velice dobrou
prognézu (CARROLL et al. 1987b). Témér haploidni leukémie jsou velice vzéacné,
vétsinou obsahuji po jedné kopii kazdého chromozomu a pouze u né€kolika z nich ma i
druhou kopii. Nékdy muze byt témét haploidni klon doprovédzen hyperdiploidnim klonem,
ktery vznikl polyploidizaci genomu téméf haploidniho klonu. Protoze hyperdiploidni klon
byva zastoupen ve velké prevaze, mize n€kdy témér haploidni klon uniknout pozornosti.

Z toho diivodu je u€inné zméfit DNA index pomoci pritokové cytometrie.
2.5.2 Strukturni aberace
2.5.2.1 Strukturni aberace vyskytujici se u détské B-ALL

e t(1;19) — E2A/PBX1 - asi 6% pacientd s ALL, E2A je transkripnim faktorem
s helix-loop-helix DNA vazebnou doménou (ARONHEIM et al. 1993), reguluje
maturaci B lymfocytl, v¢etné rekombinace Ig. Protein PBX1 se dokaze vézat na
HOX geny, ve formé& fizniho proteinu ziskdva schopnost aktivovat jejich
transkripci (LU et al. 1994).

e (9;22) — BCR/ABL - vyskytuje se u 3-5% détskych pacientli, je charakteristicky
pro CML, vlivem flze dochazi k indukci neregulovatelné tyrozin kindzové aktivity
proteinu ABL, ktery nésledné aktivuje n€kolik genl dulezitych pro proliferaci a
prezivani buriky jako je CRKL, STATS, MYC a cyklin D1. (GOGA et al. 1995,
AFAR et al. 1994, 1995, SHUAI et al. 1996) Pacienti s touto translokaci maji velmi

Spatnou prognozu.
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t(12;21) — TEL/AMLI1 - 25% pacienti. Mechanismus pusobeni je diskutovan
v kapitole 3.

prestavby genu MLL - zahrnuji 5% pacientl, Castd je translokace (4;11) -
MLL/AF4, ktera se vyskytuje u 50% kojeneckych ALL a u pacientt do 6 let véku.
Piestavby genu MLL obecné zahrnuji az 80% veskerych ALL u kojencd
(NAGAYAMA et al. 2006). Obecné mé extrémné Spatnou prognodzu, Sance na
vylé€eni je pouze asi 5-10%, u T-ALL je tato translokace velice vzacna, avSak ma
velmi dobrou prognézu (RUBNITZ et al. 1999). Buiky ¢asto nesou myeloidni
povrchové antigeny. Celkem bylo nalezeno kolem 60 fuznich partnert genu MLL
(DASER a RABBITS 2005). Také predstavuje pfiblizné 25% sekundarnich
leukémii vyvolanych lé¢bou (PEDERSEN-BJERGAARD et al. 1998).

t(17;19) — E2A/HLF - u 1% pacientli. Vznika fuzi transkaktivaéni domény genu
E2A s DNA vazebnou doménou genu HLF, jedné se o leucitovy zip (INABA et al.
1992). Vazebna specifita HLF je fizi zménéna, ¢asto dochazi k deleci druhé alely
genu E2A. Fuzni protein aktivuje expresi genu SLUG (INUKALI et al. 1999), ktery
plsobi proti apoptotické draze mitochondrii, nebot' suprimuje expresi nékterych
gend zodpoveédnych za aktivaci komplexu kaspéazy 9.

deregulace protoonkogenu c-MYC, vétSinou zplsobené jeho translokaci pred silny
promotor jiného genu, napt. t€Zky fetézec Ig. (TRUJILO et al. 1979). V dalsich
pfipadech je lehky fetézec Ig lambda nebo kappa translokovan pred gen MYC na
chromozom 8. (ERIKSON et al. 1983). Myc tvofi heterodimer s proteinem Max,
protein Max tvofi heterodimery také se svym antagonistou Mad (BLACKWOOD et
al. 1991). Komplex Mac:Max aktivuje transkripci genti podporujicich bunécnou
proliferaci, zatimco komplex Max:Mad mé opaény ucinek, umlCuje jejich
transkripci prostfednictvim vazby komplexu histon deacetyldaz (AYER et al. 1995).
Proteiny Mac a Mad tudiZ kompetuji o vazbu s Max. Overexprese genu MYC tudiz
pisobi zvysenou tvorbu komplexti Mac:Max a zvySuji proliferacni potencial buriky.
piestavby genil pro Ig a TCR, maji silné promotory, jez mohou zplsobit zmény
v expresi protoonkogend.

t(8;14) — zahrnuje vétSinu zralych ALL, je typu L3. M4 velmi dobrou prognézu,

Sance na vyléceni dosahuje 70-80%.
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Dal3i zmé&ny na urovni DNA zahrnuji mensi delece gend (napfiklad nefuzovanych alel) a

bodové mutace.

2.5.2.2 Prestavby vyskytujici se u détské T-ALL

U T-ALL je mnohem méné hyperdiploidnich pacientt s vice neZ 50 chromozomy nez u B-

ALL. Kolem 40% ptipadi mé piestavby v genech TCRA/D, TCRB a TCRG, nasledky

téchto prestaveb jsou stejné jako pfestavby molekul Ig u B-ALL, nebot’ maji také silné

promotory.

Chromozomové abnormality:

t(11;14) — na chromozomu 14 se nachazi A/D lokus TCR, zahrnuje asi 1% pfipadu.
Oblast zlomu se nachazi v genu pro thombotin (BOEHM et al. 1991), coz je patrné
transkrip&ni faktor

t(10;14) - opét prestavba TCR v A/D lokusu, dochézi k deregulaci genu HOX11
touto nelegitimni rekombinaci (LU et al. 1990), 5-10% ptipadi T-ALL

t(8;4) — translokace protoonkogenu MYC do oblasti TCR

t(8;14) — vétsinou obsahuje dalsi abnormality, napf. na chromozomu 1, tvofi asi 2%
pfipadii. Vyskytuje se i v jinych typech leukémie (LANGE et al. 1992). Zahmuje
prestavby genu TCR A/D, jednd se také o deregulaci protoonkogenu MYC
(ERIKSON et al. 1986).

Abnormality 7q — jedna se o oblast genu TCRB, dochazi k reciprokym
translokacim s réiznymi chromozomy — 9, 19, 10 (RAIMONDI et al. 1987). Cast4
deregulace dulezitych transkripénich faktori RBNT2 a HOXI11 (SANCHEZ-
GARCIA et al. 1991, KENNEDY et al. 1991)

abnormality 6q — z 85% delece, zahmuje 4-13% ptipadd. Pritomnost abnormality
neni samostatnym prognostickym faktorem, neni dosud jasné, jakym mechanismem
prispiva k leukemogenezi

abnormality 9p — objevuji se v 7-12% pripadi viech détskych ALL (CARROLL et
al. 1987a). Delece, translokace, zvysené riziko CNS relapsu, obsahuje klastr IFN
geni a také tumor supresory p16, p15apl9
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e abnormality 12p — 8-11% piipadi (RAIMONDI et al. 1986). Zahrnuji dic(9;12),
dic(7;12), t(12;13), t(2;12), t(12;17), dalece. dic(9;12) ma skvé€lou progndzu, jiné
piestavby nemaji na prognézu vétsi vliv. Proces leukemické transformace mize byt
spustén ztratou heterozygozity (LOH), k niz dochazi pfi vzniku dicentrickych
chromozomi. Dulezitym genem na chromozomu 12 je gen TEL, ktery se uplatiiuje
v nékolika reciprokych translokacich, jez vedou k leukemogenezi — TEL/PDGFRB,
TEL/AML, TEL/ABL atd. Dalsim kandidatnim genem, nachazejicim se na
chromozomu 12 je gen CDKN1B (PITIENPOL et al. 1995)

e BCR/ABL - u déti tvofi jen minimum piipadt

e t(4;11) — 6% ptipadt

2.6 Rizikové faktory vzniku leukémii

Na vzniku leukémie se muze spolupodilet celd fada faktord od genetickych predispozic

pacienta az po celou fadu vné&jsich vliva.
Genetické faktory:

95% leukémii vznikd de novo, pouze 5% pripadd vznikd v dusledku dédi¢nosti, tyto jsou
vétSinou asociovany s urCitymi dédi€énymi syndromy, jez jsou zplsobeny vétSinou
poruchami genti zodpovédnych za reparaci DNA nebo kédujicich enzymy, jez metabolizuji

karcinogeny.
Asociované syndromy:

Downliv syndrom ma asi deseti az dvacetindsobné vyssi riziko vzniku leukémie (zejména
AML M7). Divodem muze byt vyskyt tfi kopii genu AMLI, jeZ se nachdzi na 21.
chromozomu a také mutace vgenu GATAIl. Dalsi syndromy jsou Bloomiv s.,
neurofibromatéza, Schwachmantiv s., ataxia teleangiectasia, Kostmannova granulocyticka
leukemie a Fanconiho anémie (spojena s AML). Také existuje familidrni monozomie
chromozomu 7. Rada t&chto syndromii spada pod tzv. syndrom chromozomové instability,
kdy dochazi k ¢astym zlomim na chromatidach a naslednym translokacim, u Fanconiho

anémie dochazi k Casté vymeén¢ sesterskych chromatid (SCE).
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lonizujici zafeni: jednéd se zejména rentgenové zafeni, zvySuje riziko vzniku jak ALL tak
AML. Riziko vzniku poruchy je zavislé na davce, kterd je kumulativni. Také radioterapie
(napf. pfi Hodgkinové chorob&€) mirné¢ zvySuje riziko leukémie. Pfirodni vyskyt
ionizujiciho zéfeni (kosmické zéafeni, radon) je zodpovédny za pfiblizné 5% leukémii déti i

dospélych.

Chemické latky: Jedna se napf. o organické latky jako je benzen, fenol, jez mohou plsobit
alkylaéni poskozeni DNA, zlomy chromozomu. Pesticidy mohou zvySovat riziko vzniku
AML M4 a M5.

Dalsi rizikové faktory:

Vék matky (Downlv syndrom), uzivani marihuany, porodni vaha ditéte, uZivani

chloramfenikolu v détstvi.

Utinky lécby:

Nékteré chemoterapeutika mohou byt pfi¢inou vzniku sekundéarni leukemie. Jednd se
zejména o alkyla¢ni latky (antracykliny), léky etoposid a teniposid, které jsou asociovany
se vznikem M4 a M5 AML, predev$im prostiednictvim prestaveb MLL genu (SMITH et
al. 1994). Prestavby genu MLL mohou vznikat také disledkem uzivani antracyklini
(daunorubicin, doxorubicin), coz jsou inhibitory topoisomerazy II. VétSina pfipadi jsou
AML, pouze 10% téchto sekundarnich leukémii je ALL. Topoisomeraza II katalyzuje
tvorbu dvouretézcovych zlomid DNA, ¢imZz uvolfiuje kladné nadSroubovicové vinuti.
Antracykliny zachovavaji jeji §tépici aktivitu, avSak inhibuji néaslednou ligaci volnych
konci molekuly DNA. V disledku toho mohou vznikat nové sekundarni zmény na
chromozomech.

Prognéza pacientli se sekundarni leukémii je velice $patnd, ptiblizn€ pouze 10%
téchto pacientli prezije po 1é€b&é chemoterapii, 20% pFezivdA po transplantaci
hematopoetickych bun€k. Alkyla¢ni latky zpisobuji propojovani vlaken DNA, coz vede
k nerovhomérnému rozchodu chromozomii pfi mitéze a nésledné ztraté¢ genetického

materialu.

Ozafovani:

24



Pouziti ozafovani pti 1é€b€ zvysuje riziko vzniku nadoru ve tkanich v okoli ozafovaného
mista. Riziko zavisi na pouzité ddvce zareni, mladsi veék pacienta jej zvySuje. Podavani
ristovych hormont zvyS$uje riziko vzniku solidnich tumort po ozafovéni (nddory mozku a

osteosarkomu) a pacientti s ALL.

Enzymové polymorfismy:

Polymorfismy u enzym zodpovédnych za metabolizaci n€kterych chemotarapeutik mohou
bat zodpovédné za vznik sekundarnich onemocnéni. Jako ptiklad Ize uvést glutathion S-
transferazy (GSTMI1, GSTT1 a GSTP1), které detoxikuji mutagenni elektrofily,
NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza (NQO1) redukuje karcinogenni benzochinon na méné
toxické hydroxylované metabolity. Cytochrom P450 3A4 metabolizuje nékolik
chemoterapeutik, véetné epipodophyllotoxinii a pretvafi je na chinonové metabolity
poskozujici DNA. Polymorfismus v enzymu thymidylat syntdze vede k zvySeni exprese
tohoto enzymu a tim sniZeni u€innosti 1é€by metotrexatem, ktery na néj specificky ptsobi.
Pacienti stimto polymorfismem vyZaduji vyssi davky metotrexatu, aby bylo dosazZeno

odpovidajiciho u€inku.

Vliv nezralého imunitniho systému:

Zhruba na pocatku 80. let minulého stoleti vyvstala otidzka, zjakého divodu dojde
z rozvoji leukémie jiz u déti kolem 2 let v€ku. Prvni hypotéza predpokladala, ze k prvnimu
»zasahu* do hematopoézy dochézi jiz v prib&hu prenatdlniho vyvoje, postnatdlné pak
dojde k dal§imu zasahu bud’ vlivem infekce nebo dal§ich chromozomalnich zmén. To bylo
potvrzeno jednak vyskytem leukémie u dvojcat, jednak zachytem fuzniho genu
TEL/AMLI1 pomoci PCR na Guthrieho kartickach. AvSak ani u jednovaje¢nych dvojcat
nedochazi k rozvoji leukémie ve stejnou dobu, coZ potvrzuje hypotézu, Ze samotny fizni
gen TEL/AML neni dostate¢ny pro rozvoj leukémie (MORROW et al. 2004) a je nutné,
aby doslo k ,,druhému® zasahu, k némuz v3ak u dvoj€at dojde v rizném véku. Druhy zasah
miZe predstavovat napf. delece druhé kopie genu AML nebo TEL. Nasledné bylo

zformulovéano né&kolik hypotéz o pfi€¢in€ druhého zasahu.
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Infek&ni hypotéza predpokladala, Ze nastup infekce mize ve svém dusledku vést
k aberantni imunitni odpovédi. Pozdé&ji byla tato teorie oZivena objevem retroviru HTLV1,
ktery zptisoboval vznik T-leukémii u dospélych (ESSEX et al. 1984).

Hygienickd hypotéza byla zformulovdna mimo jiné v souvislosti s hledanim
pti¢in rdznych civilizacnich chorob jako je alergie, astma, diabetes prvniho typu a
autoimunitnich onemocnéni. Podobné& jako infekéni hypotéza spatfovala pfi¢inu téchto
poruch v neadekvatni imunitni odpovédi, ale pfi¢inu tohoto stavu hledala spiSe pomoci
evolu¢nich dvah. Imunitni systém je slozitd kaskdda regulaci nejrizn&j$imi cytokiny,
vzajemné provazanymi drahami a také riznymi antagonistickymi vétvemi (Thl vs. Th2
odpovéd’). Rovnovéha tohoto systému se miiZze ustavit azZ postnataln€, nebot’ prenatalné
neni plod vystaven kontaktu s patogeny. Pokud v rané fazi postnatalniho vyvoje nedojde ke
kontaktu s béznymi patogeny, nemlze dojit ke sprdvnému nastaveni systému, pozdéjsi
infekce pak muze vést k patologické imunitni reakci, vedouci napf. k vzniku alergie, ale 1
leukémie.

Pii kontaktu s patogenem dochazi k mnozeni bunék imunitniho systému, avsak
Spatn€ nastavené regulatory mohou vést k piili§ vysoké stimulaci déleni, coz zvySuje
pravdépodobnost vzniku chyb na genetické 1rovni a progrese leukemogeneze
preleukemického klonu. Ve vyspélych spole¢nostech miize prfi prfemife hygieny dojit
k omezeni kontaktu dé&ti sbéznymi patogeny, coz prispiva ke vzniku civiliza¢nich
onemocnéni. Podle studii dé&ti, které navstévovaly détska zafizeni jako Skolky, jesle atd.,
maji mnohonasobné nizs§i riziko, Ze budou trpét alergiemi, diabetem typu I nebo leukémii,
v porovnani s détmi, které tato zafizeni nenavstévuji (KRAMER et al. 1998, MCKINLEY
et al. 2000, GILHAM et al. 2005). Také jedinaCci maji vyssi riziko téchto chorob ve

srovnani s détmi s vice sourozenci.

Nestabilita mikrosateliti:

Mikrosatelity jsou tvofeny tandemovym opakovanim kratké 2-5 bazové sekvence. Pocet
téchto opakovani se u kazdého jedince li§i. Instabilita mikrosatelit se projevuje mutacemi
vznikajicimi chybami pfi replikaci, je asociovana s nékolika typy lidskych karcinomu jako
je dédi€na nepolypdzni karcinom tlustého stfeva, karcinom plic atd. Mohou byt
zodpovédné také za vznik leukémie, mista mikrosatelitové instability se nachazeji napf. na

12. chromozomu v blizkosti genu Tel nebo pobliZ genu p16 na chromozomu 9.
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2.7 Lécba leukémie

2.7.1 Stratifikace podle rizika a vyznamné prognostické faktory

Prognézu pacienta ovliviluje né€kolik hlavnich kritérii, zejména v&k pacienta,
imunofenotyp, pofet leukocytl, genetické abnormality, a také odpovéd pacienta na
indukeni terapii. Na zdklad¢ téchto parametril je pacient zafazen do nekteré z rizikovych
skupin — skupina standardniho, vysokého a velmi vysokého rizika. N&které vékové skupiny
détskych pacientli mohou mit velmi odli$nou prognézu.

Odpovéd’ na indukeni fazi terapie je jednim z kli€ovych prognostickych faktort,
sleduje se prostiednictvim kvantifikace minimalni rezidudlni nemoci. Pacienti s vyssi
hladinou MRN maji hor$i progndzu a vyssi pravdépodobnost relapsu.

V urcitych vékovych skupinidch dominuji rizné genetické aberace (napf.
TEL/AMLI u skupiny 1-5 let, MLL pfestavby u novorozenctll), proto mize byt samotna
stratifikace podle v€ku zavadéjici.

2.7.2  Struktura lé¢ebného protokolu

Indukéni terapie:

Vinduk¢ni fézi 1é€by se vyuzivd prednizon, vincristin, antracykliny (pfevazné
daunorubicin), dale L-asparaginaza, cyklofosfamid, cytarabin a merkaptopurin. Prednizon
byva v modemich protokolech nahrazovan dexometazonem, ktery ma vyssi ucinek, a také
dosahuje vyssi koncentrace v mozkomi$nim moku. Jeho nevyhodou je vyssi toxicita.
Indukce slouzi k navozeni remise onemocnéni a trva zhruba 1 mésic.

L-asparagindza je cCastou soucdsti indukéni lé¢by, existuje nékolik variant

s riznym polo¢asem Zivota v séru — Erwinia, E.coli a PEG-A-L.

Konsolidace: je podavan cytosinarabinozid, merkaptopurin, cyklofosfamid a

vysokodavkovany metotrexat.

Intenzifikace: pfiblizn¢ po 6 mésicich od zahajeni terapie nasleduje pozdni intenzifikace,

kdy je zopakovana obdoba indukéni faze. Nedilnou soucasti terapie je i intratékalni
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podavani metotrexatu k prevenci a 1é€b¢ leukemické infiltrace mozku, pro nékteré rizikové
pacienty
je zarazeno i ozafovani neurokrania. Po skon¢eni intenzivni chemoterapie nasleduje

udrZovaci 1é€ba merkaptopurinem a metotrexatem do celkové délky terapie 2 roky.

Transplantace kostni dfené od HLA-identického sourozence v prvni remisi ALL je
vyuzivana pouze presn€ definovanou skupinu déti vysokého rizika. Aktualné pouzivanym

protokolem pro déti s ALL v Ceské republice je protokol ALL Interim 2008.

Pro skupinu déti pod 1 rok, vzhledem k odlisnému typu ALL (nej¢ast&ji velmi nezralé
prekurzory s prestavbou genu MLL) a velmi $patné odpovédi na standardni chemoterapii,
je pouzivan mezinarodni protokol Interfant, ktery v sob& spojuje 1é¢ebné prvky z terapie
jak akutni lymfoblastické, tak i akutni myeloidni leukémie. Dalsi specifickou skupinou
jsou pacienti s BCR/ABL pozitivni ALL, pro které je nové pouzivan mezinarodni protokol

EsPhALL (European intergroup study on post-induction treatment of Ph positive ALL).

Pouziti ristovych faktort:

Pro zmirnéni toxickych uc€inkli chemoterapie se nyni b&€zné pouzivaji rtstové faktory
hematopoetickych buné&k, napt. G-CSF, ktery vede ke sniZeni neutropenie a lepsi toleranci

chemoterapie.

2.7.3 Transplantace hematopoetickych bunék

Transplantace kmenovych hematopoetickych bun€k pfichazi v vahu jednak u pacientd
s vysokym rizikem (BCR/ABL), pak u pacientd u kterych doslo k selhani indukéni faze
terapie, coZ je vyhodnocovano sledovanim hladiny minimalni rezidualni nemoci, a pak u
pacientd, u nichz doslo k relapsu. V pfipad€ izolovaného CNS relapsu u détskych pacienti
je stale uinna reindukéni 1é€ba chemoterapii, transplantace neni nutna.

Kmenové buriky pro transplantaci je mozné ziskat od pfibuzného ¢i nepfibuzného
dérce, zdkladnim kritériem pro vybér je pak kompatibilita v HLA systému, pfedevsim
v MHC L. a Il. tfidy. V pfipad€ nizsi kompatibility hrozi pfedev§im GVHD, avsak muze se
projevit také jako GVL.
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Pivodnim a tradi¢nim zdrojem kmenovych bun&k pro transplantaci byla kostni
defi. Av3ak na pocatku 90. let se zalalo rozsifovat pouziti periferni krve, kdy byly buriky
mobilizovany ze dfen& pomoci G-CSF, navic se prokazalo, Ze vyuZiti periferni krve vede
k rychlejsimu engraftmentu a zvy3$uje Sanci na pfeziti. Dal$i alternativou k nepfibuznym
darctim je vyuziti zamraZzené pupeénikové krve, vyhodou je rychla dostupnost materiélu a
diky nizkému zastoupeni T lymfocyti v pupeénikové krvi je mozné, Ze i vy3si rozdily mezi
antigeny darce a ptijemce budou tolerovéany. Na druhou stranu pupenikova krev ma

pomalejsi engraftment a vyssi riziko odhojeni §té€pu a infekei.

2.7.4 CNS terapie

Terapie zaméfena na CNS je dulezita pro prevenci relapsu. Ozafovéni je na jednu stranu
nejefektivnéjsi metodou eradikace blastl, které infiltrovaly CNS, ale na druhou stranu ma
vazné vedlejsi ucinky, jako je endokrinopatie nebo vznik sekundérnich malignit. Pacienti,
ktefi ozafovani podstoupili, maji o 20% vy33i riziko sekundarniho neoplasmu jesté tricet
let po zékroku. Jejich imrtnost je také zvySena ve srovnani a primérnou populaci. Vétsina
lékarskych zafizeni se nyni pokous$i snizit pouzivani ozafovani jen na 10-20% pacientl
s nejvySSim rizikem, a zaroven snizit ddvku ozéareni na 12-18 Gy, cozZ je méné Skodlivé nez
drive uzivana 24 Gy.

Vys$$i riziko CNS relapsu predstavuji nékteré genetické faktory (fizni gen
BCR/ABL), velka zatéz leukemickych blasti (pocet leukocyti > 100 000/mL), T-ALL,

muzské pohlavi a pfitomnost leukemickych bun¢k v mozkomi$nim moku.

2.7.5 Pouzivana chemoterapeutika a jiné 1é¢ebné metody

Pouzivana lé¢iva se déli do n€kolika kategorii:

Antimetabolity:

metotrexat — pro jeho aktivitu je nutna metabolizace v burikdch, B-ALL burky akumuluji
vice nez T-ALL, akumulace je vét§i také v hyperdiploidnich buiikdch. U pacientt
s Downovym syndromem je del$i perzistence v plazmé —tato metabolické zména ziejmé

souvisi s nadpo¢etnym 21. chromozomem.
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6-merkaptopurin — také je nutna metabolizace v burice.

Dale se vyuZziva cytarabin, coz je analog pyrimidinu, pouziva se pfi indukci remise a
konsolidaéni 1é¢b& pfi AML. Podavany intrathekalné je u€inny jako profylaxe a 1é€ba CNS
leukemii. Intracelularné se fosforyluje, inhibuje DNA polymerazu tim, Ze se interkaluje do
DNA. Pacienti s Downovym syndromem maji snizenou frekvenci relapsi, jejich

myeloblasty jsou asi 10x citlivéjsi k ara-C.

Alkylaéni latky:

Antracykliny — daunorubicin a doxorubicin — maji dlouhy poloc¢as Zivota v plasmé. Vazi se

na DNA. Pouzivaji se k 1é€b& AML. Jejich hlavni nevyhodou je vysoka kardiotoxicita.

Jiné:

Etoposid a teniposid — vyuzivaji se k 1é¢bé ALL i AML, jednd se o inhibitory

topoizomerazy II.

ATRA — pouziva se k 1é¢b¢ akutni promyelocytické leukémie (AML M3).

Asparaginaza — 1é€ba ALL. Normalni buiiky mohou syntetizovat asparagin, leukemické jej
ale musi pfijimat zvné&jsku. Asparaginaza ni¢i volny asparagin v extracelularnim prostoru a
tim znemoziiuje leukemickym buitkdm proteosyntézu. N&ktefi pacienti si proti aparaginaze
mohou vyvinout protilatky, €asto dochézi k hypersenzitivni reakci. Zdrojem enzymu

mohou byt bakterie jako E. coli. Vyrazn¢ citlivé vi¢i asparaginaze jsou buriky s fiznim

genem Tel/Amll.

Glukokortikoidy — prednizon a dexametazon — l1ééba ALL

Cyklofosfamid — sou¢ést konsolidaéni faze 1é€by u ALL.

Nechemoterapeuticka 1é¢ba:

Vyuziti inhibitor0 protein kindz:
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Pii 1éCbé pacientll s t(9;22) je mozna vyuzit selektivni inhibitor kinazy ABL STIS71
(Imatinib, Gleevec), ktery brani v proliferaci pouze leukemickym burikdm. Jeho pouZziti
bylo uc¢inné také u pacienti s relapsem po SCT. Vedlejsi u€inky Imatinibu jsou mirné —
Zalude¢ni nevolnost, zvraceni. V soucasné dobé€ je oviem Castym jevem vznik rezistence
proti Imatinibu, coZ vede k selektovani rezistentnich klonli a nutnosti hledani

modifikovanych léCiv jako je Dasatinib.

Vyuziti protilatek — pokud maji leukemické buiiky na svém povrchu neobvyklé antigeny,
je mozné vyuzit protilatky specifické proti t¢mto antigenim. ALL blasty exprimuji
zejména CD20, CD19, CD22, CD33 a CD52. Aby byla terapie G¢inna, musi byt antigen
exprimovan alespoini na 20-30% blasti. CD20, ktery se nachéazi u vice nez 20% blastd, je
exprimovan u vice nez tfetiny B-prekurzorovych ALL blasti, zejména u starSich pacientl

(40-50%), a také na vétSing€ zralych B-ALL blastt (80-90%).

Vyuziti graft-versus-leukemia efektu — infuze lymfocytd darce mize vést k eliminaci

leukemickych bunék pfijemce.

Vyuziti ¢ipovych technologii:

Metody expresniho profilovani neslouzi k 16€b€ ani piimé diagnostice, mohou ndm vsak
prozradit vice o podstaté leukemogeneze. Molekularni prestavby jako E2A/PBXI,
TEL/AMLI, prestavby genu MLL, BCR/ABL, vysoce hyperdiploidni ALL, mohou
vyvolavat vysoce specifické zmény v expresi riznych genli. Diky microarrayové technice
je mozné tyto geny identifikovat a zkoumat jejich funkci, coz mize mit vyznamny dopad
na stanoveni progndzy, ale také vést k novym lécebnym pristupiim. Exprese T buné¢nych
onkogeni (HOX11, TAL1, LYL1, LMOIl a LMO2) mize korelovat s riznymi stadii

vyvoje T fady a maze byt pric¢inou rozdilnych 1é¢ebnych vysledk téchto skupin pacienti.

2.8 Minimalni rezidualni nemoc

2.8.1 Vyznam méfeni minimalni reziduilni nemoci
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I kdyz pacient dosahne kompletni remise, nemusi to znamenat eradikaci veSkerych
leukemickych bunék v jeho organizmu. Jako hranice detekovatelnosti je nyni uznavana 10°
% tj. detekce jedné leukemické buiiky mezi 10 000 normalnimi. Sledovani hladiny
minimalni rezidualni nemoci ma velky vyznam pro hodnoceni u¢innosti 1é€by, a zejména
v indukéni fazi je velmi presnd pfi predikci relapst. Nizkd hladina nebo uplna absence
MRN v kostni dfeni po skoneni indukéni faze 1é€by predznamenava dobry vysledek
l1écby. V pfipad€ negativniho vysledku dochazi k relapsu jen u 2-10% pacientii. Naproti
tomu u pozitivnich pacientti dochézi k relapsu v 70-100%, v zavislosti na dal$i dynamice
zbytkového leukemického klonu. Hladina MRN je tudiz velice dilezitym prognostickym
faktorem.

Dilezité je sledovat hladinu MRN také pied transplantaci kostni diené. U
pacientl, ktefi pfijimaji $t€p zbaveny T lymfocytii, znamend pozitivni PCR vysledek MRN
pfed transplantaci vysoké riziko posttranslanta¢niho relapsu. 2 lety EFS u pacienti se
slabou pozitivitou je 35-50%. U pacienti MRN negativnich je 2 lety EFS vy33i nez 70%,
proto u MRN vysoce pozitivnich pacientl je nutné pied transplantaci provést dalsi 1é¢bu,

ktera by snizila leukemickou zatéz (chemoterapie, imunoterapie).

2.8.2 Metody méieni MRN

V piipad¢ dosaZeni remise nejsou morfologicka kritéria dostacujici pro rozliSeni pacientl

s dobrou a rizikovou progndzou. Proto je tfeba vyuzit citlivéjsich detekénich technik.

1. imunofenotypizace pritokovou cytometrii — testovani vyskytu aberantniho nebo
leukemického fenotypu
2. PCR - detekce fuznich genii nebo zmén v expresi uritych transkriptt

3. detekce prestaveb molekul Ig a TCR pomoci RT-PCR
Metoda detekce MRN pomoci pritokové cytometrie:
Hlavni pozornost této metody se soustfedi na neobvyklé imunofenotypy, které se
nevyskytuji nebo jen vzécné v normélni kostni dfeni a periferni krvi. V sou¢asné dobé& viak

tato metoda neposkytuje dostate¢né senzitivni vysledky, aby bylo mozZné ji povaZzovat za

standardizovanou.
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Analyza chromozomalnich aberaci pomoci RT-PCR:

Strukturni chromozomové aberace se pomoci metody PCR daji snadno detekovat, jejich
expfese je vprubéhu onemocnéni stabilni. V uvahu tato metoda piipadd u pacientd
s definovanymi translokacemi (TEL-AML1, BCR-ABL, SIL-TALI atd.) nebo aberantnimi
hladinami exprese specifickych transkriptt (HOX1, IL-2, WT1). Tato metoda ma dvé
hlavni nevyhody — je aplikovatelnd jen u men$i skupiny pacientli a nedosahuje zatim

potiebné senzitivity a/nebo specifity.
Analyza prestaveb Ig a TCR metodou PCR:

V oblastech prestavénych genti Ig a TCR jsou pfitomny specifické sekvence, které se lisi
mezi jednotlivymi klony lymfocytd, lisi se tedy i mezi malignimi a zdravymi burikami.
Tyto klondlni prestavby mohou proto slouzit jako marker pro detekci MRN
prostfednictvim PCR u vétSiny prekurzorovych B-ALL a T-ALL s vysokou senzitivitou.
Aby ji bylo mozné dosahnout, je tfeba znat sekvenci té€chto specifickych tsekt u kazdého
pacienta, aby bylo moZné navrhnout specifické primery pro PCR.

V ptipadé€ prekurzorové B-ALL mohou byt pozorovany zmény u pacientll s vice
leukemickymi klony (oligoklonalita) pti diagnéze. Frekvence oligoklonality se liSi podle
typu piestavby, napr. prestavby Ig fetézce kappa, které zahrmuji KDE (kappa deleting
element) jsou stabilngj$i nez prestavby IgH, TCRG a TCRD. Tato vyssi stabilita je patrné
zplsobena tim, Ze je deletovana nejen konstantni ¢ést fetézce kappa, ale i dva enhancery,
coz napovida, ze prestavba KDE je kone¢nym stddiem piestaveb Ig a nemize uz
podstoupit dalsi.

U T-ALL je frekvence dalSich prestaveb nizsi, protoze zfidka obsahuje
oligoklondlni prestavby TCR. Piesto se v soutasné dob& doporucuje vysSetifovat u pacientii

vzdy dva rizné cile.
3 Charakterizace fizniho genu TEL/AMLI1:

TEL/AMLI1 vznikd fuzi genu TEL na 12. chromozomu s ¢asti genu AML na 21.
chromozomu. Ke vzniku této translokace jsou nutné dvouretézcové zlomy v obou téchto
genech, které jsou chybnym postupem reparaénich mechanismi buriky spojeny

dohromady. Ke zlomiim dochézi v intronech obou genli, u kazdého pacienta na jiném
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misté (s vyjimkou jednovaje¢nych dvoj¢at, u nichz je zlomové misto vzdy stejné). Tento
fuzni gen se vyskytuje jen u priblizn€ 2% dospélych pacientti s ALL, ale u détskych ALL
je pfitomen ve 25% ptipadi. Jeho pfedpokladany vliv na vznik leukémie predstavuje
zablokovani diferenciace B lymfocytl, protoZe aberantni protein mize zménit funkci obou

slozek.

Gen Tel puasobi jako transkripéni represor, aby mohl tuto funkci plnit, vyZzaduje vazbu
dvou kofaktori N-coR a mSin3A. Po vazbé téchto dvou korepresorli je schopen
zprostiedkovat vazbu histon deacetylaz 9 a 3, coz vede k represi jim regulovanych gen.
LOPEZ et al. (1999) zjistili, ze gen Tel obsahuje dvé& represorové domény bohaté na prolin.
Pro ucinnost represe musi protein TEL oligomerizovat, KIM et al. (2001) indetifikovali N-
termindlni SAM doménu, kterd oligomerizaci umoziiuje. GUIDEZ et al. (2000) prokazali
interakci mezi TEL a N-CoR represorovou doménou. Spoluti€ast mSin3A na represorovém
komplexu zesiluje u¢innost represe, pficemz kazdy z korepresorli se patrné¢ véaze na
nezavislou doménu TEL. Zatimco N-CoR byl schopen zpiisobit represi nezavisle na ucasti
mSin3A, samotny mSin3A neni schopen represi zplsobit. N-CoR je proto ziejmé
nepostradatelny pro tvorbu represorového komplexu. Ugast N-CoR se predpoklada jak u
fizniho proteinu TEL/AMLI, tak u translokace (8;21), kdy vznikéa fizni gen AMLI1/ETO.
Z toho diivodu je pravdépodobné, Ze N-CoR a mSin3A zprostfedkovavaji vazbu komplexu
histon deacetylaz ve vice ptipadech.

V hematopoéze je Tel nutny pro kolonizaci kostni dfené progernitorovymi
buitkami. PFi leukemogenezi je také Casto deletovdna normélni kopie, nejméné jedna
represorova doména (B doména) je ve fiznim proteinu zachovana a i oligomerizace
fizniho proteinu je moZna.

Gen Tel se krom& ALL podili i na vzniku jedné ze vzacnych forem CML —
t(9;12) — €¢imz vzika fazni gen TEL/ABL a také translokaci t(5;12), kdy fuzuje s genem
PDGFRB. U fiize s genem PDGFRB se vSak predpokldd4 jiny mechanismus rozvoje
leukémie, nebot gen PDGFRB mé& funkci receptorové tyrozinové kinazy,
zprostredkovavajici signél ristovych faktorti, a pravdépodobné vlivem translokace dochéazi

k deregulaci této jeho aktivity.

Gen AMLI pisobi v hematopoéze a osteogenezi, reguluje funkci CD4 silenceru
v thymocytech, je vyZzadovén pro maturaci megakaryocyti a differenciaci T a B bun¢k. M4

aktivitu jak transkripéniho aktivatoru, tak represoru. Jako aktivator psobi prostfednictvim
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vazby komplexu histon acetyldz, ktery zpiisobi remodelaci chromatinu a zpfistupni DNA
komplexu RNA polymerazy II. Jako aktivator je slaby, ale jeho aktivita je zesilena vazbou
C/EBPa nebo Ets-1. Zaroveri je AML1 schopen vézat jeden z korepresorovych proteini
mSin3A a muze tak fungovat i jako represor, napiiklad pro promotor genu p2l
(LUTTERBACH et al. 2000). Je mozna také ucast NcoR a komplexu histon deacetyléaz,
av$ak na protein AML1 se pfimo nevazi. To, zda bude mit aktiva¢ni nebo represivni funkci
na expresi ur€itych gend, je tkdnové specifické.

AMLI1 rozpoznava na DNA dulezitou regulacni sekvenci TGTGGT (enhancer
core motiv), na niZ se vaZe. Enhancer core motiv je nutny pro tkanové specifickou
transkripci riznych gent, véetné genu pro TCR, alfa, beta, gama a delta enhancerti, MPO,
GM-SCF a IL-3. Ale samotna enhancerova sekvence ve spojeni s jinym promotorem neni
schopna navodit tkanové specifickou expresi, ani AMLI1 nedokaze aktivovat umély
promotor, ktery by obsahoval tuto enhancerovou sekvenci. Kromé& toho AMLI neni sdm
tkanové specificky exprimovan, je mozné, Ze pouze zprostfedkovava vazbu dalSich

tkanovée specifickych transkripénich faktora.

AMLI se podili i na dalSich translokacich, napft. t(8;21) — AMLI1/ETO — vyskytuje se u 10-
15% pripadll akutni myeloidni leukémie, pfedevs$im klasifikace M2, fuze vede k zvySené
sebeobnoveé bunék a zastaveé diferenciace. Opét se zde uplatiiuje vazba komplexu HDAC
pomoci mSin3A, ale mechanismus u¢inku se lisi, nebot’ zatimco TEL je translokovéan k N
konci AML, ETO se vaZe na jeho C konec, coz patrné¢ mé&ni misto vazby komplexu HDAC.
AMLI/ETO se vyskytuje u akutni myeloidni leukémie a tudiZz je mozné predpokladat, ze
reprimuje jiné geny neZ fizni gen TEL/AMLI.

Podstata leukemického u¢inku fuzniho genu TEL/AML1 mizZe podle nasi hypotézy
spocCivat v represi gent, které jsou v norménich burikach aktivovany genem AMLI1. Ve
fuznim proteinu si AML1 zachovava svou DNA vazebnou doménu, zatimco TEL si
ponechava jak represorovou tak dimerize¢ni doménu, pomoci které zprostiedkovava
pomoci korepresorti vazbu komplexu histon deacetylaz (HDAC) a tim zastavuje expresi
téchto gend. Chiméricky protein se sklada ze 333 aminokyselin z proteinu Tel obsahujici
helix-loop-helix doménu, ale nikoliv jeho DNA vazebnou doménu. Protein ma hmotnost
93 kDa. Je schopen interagovat také s normalnim AMLI1 a tim jej inaktivuje, tento kontakt

zprostiedkovava helix-loop-helix doména.
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Translokace (3;21) byla nalezena pii blastické krizi u CML a u terapii vyvolanou
sekundarni AML. Touto translokaci vznikaji vzacné fizni proteiny AMLI/EAP,
AMLI1/MDS, nebo AML1/EVI1. AMLI je také neptimo ovlivnén inverzi chromozomu 16,
ktera ovliviiuje gen CBFbeta, se kterym protein AML1 tvofi heterodimery. CBFbeta je
inverzi fuzovan se silnym promotorem genu MYHI 1, ktery kéduje tézky fetézec myozinu,

coz dereguluje jeho transkripci.

Vyznam inhibitord histon deacetylaz:

Acetylace a deacetylace proteinii mé v burice nékolik funkci, nékteré mohou byt vyznamné
pro vznik leukémie. Pomoci acetylace a deacetylace histonli je regulovéna pfistupnost
DNA pro transkripéni faktory, aberantni modifikace histond muze hrat roli ve zménach
exprese dulezitych genii. Tato modifikace probihd na lysinech volnych N a C konct
histond H2A, H2B, H3 a H4. Acetylova skupina zakryva kladny naboj lysinovych zbytkl a
tim zeslabuje vazbu histoni na DNA, zaporné nabitou diky fosfatovym skupinam. AvSak
histony nejsou jedinym cilem acetylace, pfidanim acetylové skupiny na lysin mohou byt
modifikovany i cytoplasmatické proteiny. Acetylace/deacetylace mize mit vyznamny vliv
na regulaci stability proteinii, nebot’ ubiqutinace probiha také na lysinovych zbytcich, tyto
dvé modifikace tudiz mohou mit antagonisticky G¢inek. Déale muaZe tato modifikace
ovlivnit protein-proteinové interakce — ptikladem je proapototicky protein Bax, ktery je
vyvazovéan neacetylovanou formou proteinu Ku70, pokud je v3ak burika poSkozena, je
protein Ku70 acetylovan a uvolnény Bax je transportovan do mitochondrie, kde spousti
apoptoticky program.

MozZnost ovlivnit pomér acetylace/deacetylace proteinli nabizi novy potencialni
terapeuticky ptistup. Pokud jsou né&které geny dilezité pro diferenciaci B lymfocytl
uml¢ovany remodelaci chromatinu G¢inkem histon deacetyldzového komplexu, bylo by

mozné pouzitim inhibitord histon deacetylaz (HDACi) obnovit jejich expresi.

Inhibitory histon deacytyldz zahrnuji chemicky heterogenni skupinu latek, jak pfirozenych
(napf. trichostatin A, butyrat sodny, ampicidin), tak &isté¢ syntetickych (SAHA, valproova
kyselina, tubacin).

Zaroven viak HDACi mohou mit také ucinky, které by mohly byt nezadouci.
Piikladem miZze byt retinoblastomovy gen (RB), ktery vyuZivé vazby histon deacetylaz

k regulaci pro-prolifera¢niho transkripéniho faktoru E2F. Efekt histon deacytyldz by mohl

36



zpusobit podporu prolifera¢ni drahy, ackoliv acetylace/deacetylace histonli neni jedinym
mechanismem, ktery reguluje progresi bunééného cyklu (Siddiqui et al. 2003).

Odhaduje se, Ze u¢inku HDACi podléhé zhruba 20% znamych gent (GLASER et
al. 2003), neznamena to oviem, Ze vSechny tyto geny jsou upregulované, pomér up a
downregulovanych genli je pfiblizn€ 1:1. Zaroveii u nékterych bunéCnych linii doslo
k inhibici DNA reparaénich mechanismi, coz by mohlo vést k vyssi citlivosti nddori vaci
chemoterapii poskozujici strukturu DNA.

HDACI maji velky vliv na apoptdzu, ptsobi naptiklad hyperacetylaci chaperonu
HSP90, coz vede k degradaci poskozenych proteinti, v€etné onkoproteini (RAHMANI al.
2005). Tubacin selektivné inhibuje HDAC6, coz vede k bunétné smrti zplsobenou
akumulaci ubiquitinilovanych proteind (HIDESHIMA et al. 2005). Vyznamnou drahou
apoptézy, kde se HDAC:i uplatiiuji, je TRAIL (NAKATA et al. 2004) a FAS/FASL.

VPA se ale jiz vyuzZiva a to v IéCb€ epilepsie, nikoliv ovSem jako inhibitor histon
deacetyldz. Zaroven v souCasné dobé€ probihaji klinické zkousky VPA v 1ébé akutni
myeloidni lekémie. VPA se chemicky fadi mezi mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(SCFA, short chain fatty acids).

Publikovana data ukazuji, Ze VPA je G¢inng;jsi spiSe u HDAC I. tfidy nez u
HDAC IlL.tfidy (GOTTLIECHER et al. 2001). Studie monitorujici pomoci
expresniho profilovani procento genl ovlivnénych v eukaryotickém organismu
ptsobenim HDACIi se vyrazné€ li8i, udévaji se hodnoty >5-20% (PEART et al. 2006,
GLASSER et al. 2003). Funkéni in vitro analyzy potvrdily, Ze HDACi rist a
pfezivani normalnich bunék neovliviiuji. Pfi studiu indukce apoptdzy bylo popséano,
Ze nadorové buiiky na rozdil od bun€k normalnich po podani HDACi podstupuji
apoptdzu. KliCovou roli pravdépodobné sehravaji reaktivni formy kysliku (ROS),
které jsou v normalnich burikach neutralizovéany thioredoxinem (TXN). Jeho exprese
je v téchto burikdch po podéni HDACi zvysena. Protoze v nddorovych burikdch neni
TXN exprimovan, ROS se v nich akumuluji a dochazi ke zvy3eni procenta bun¢k
podléhajicich buné¢né smrti (UNGERSTEDT et al. 2005).

Jednou z hlavnich vyhod VPA je selektivnost jejiho plisobeni. LAGNEAUX et al.
(2007) zjistili, Ze v pripad€ chronické lymfoblastické leukemie zvySuje selektivné citlivost
leukemickych blastli k apoptéze indukovanou drahou TRAIL (tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand), jejiz souCésti je proapoptoticky protein Bax, jeji

antagonistou pak antiapoptoticky protein Bcl. Senzitivitu k TRAIL signalizaci ovliviiuje
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také uroven exprese death receptort 4 a 5 (DR4, DRS). Tato draha vede k degradaci
antiapoptotického proteinu c-FLIP a néasledné k apoptoze skrze drahu kaspazy 8. Protein
FLIP obsahuje dvé tandemové death-efektorové domény, které po vazbé na signaliza¢ni
komplex FADD mimikuji strukturu prokaspazy 8 a tim komplexu zabrariuji aktivovat
skute€nou prokaspdzu 8. U néadorovych bunék c¢asto dochdzi krepresi TRAIL
prostfednictvim zmén struktury chromatinu. VPA miZe obnovit expresi TRAIL a tim i
citlivost nadorovych bun€k k apoptdze. Zaroveri bylo zjiSt€no, Ze na normdlnich
hematopoetickych burkach je exprimovan receptor R1, R2 a R4, nikoliv R3, zatimco u
nékterych pacientll s CML dochazi ke ztraté exprese R4 a ¢aste¢né i R1 (DELIGEZER a
DALAY 2007).

VPA také inhibuje transkripci onkogenu c-MYC a zastavuje bun&ny cyklus ve fazi G1 a

indukuje buné€nou diferenciaci
3.1 Cile prace
3.2 Hypotéza

Chiméricky protein TEL/AMLI si zachovava funkéni DNA vazebnou doménu proteinu
AMLI1 a represorovou doménu proteinu TEL, jeZ je schopna vazat korepresory N-coR a
mSin3A, které zprostfedkovavaji vazbu deacetyldz histonli. Takto se chiméricky protein
muze vazat na promotorové oblasti gentl, regulovanych genem AMLI a branit jejich
transkripci zménou struktury chromatinu. Né&které z té€chto gend mohou byt dilezité pro
maturaci a diferenciaci B lymfocytl, jejich represe (misto aktivace, kterou provadi
samotny protein AML1) by mohla vést k zastav€ jejich diferenciace a ke hromadéni
nezralych progernitorl, coz postupné muize vést az ke vzniku leukémie.

Utinkem valproové kyseliny, inhibitoru histon deacetylaz, by bylo mozné tuto
represi prislusnych gend odstranit a obnovit jejich transkripci. Tim by mohlo dojit

k obnové diferenciace B lymfocytu.

Obrazek €. 1 ukazuje normalni stav — protein AMLI je navazan do promotorové oblasti a

aktivuje transkripci:
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Obr. 1

Obrazek 2 ukazuje zménu vyvolanou fuznim proteinem Tel/Amll. Dochazi k vazbé
korepresort a histon deacetylaz, coZ pusobi blok transkripce:
Obr. 2
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Po pusobeni inhibitorti deacetylaz histoni dojde k op&tovnému obnoveni transkripce, jak
ukazuje obr. 3.
Obr. 3

3.3 Identifikace TEL/AML1 regulovanych genu

Prvnim krokem k ovéfeni u¢inku VPA bylo identifikovat geny, které jsou downregulované
U¢inkem fuzniho genu TEL/AMLI. STARKOVA et al. (2005) provedli nékolik
experimentt na leukemickych liniich s fiznim genem TEL/AML1.

Zaprvé pomoci prutokové cytometrie zjistili, Ze leukemické butiky po oSetieni
HDACi prodélavaji zmény v imunofenotypu, které jsou typické pro zralej§i B lymfocyty.
Pii analyze bunéného cyklu zjistili, Ze oSetfené buriky se akumulovaly v G1/GO fazi a
také doslo ke zvySeni apoptotické frakce bunék. V prutokové cytometrii byly pouzity
antigeny CD10, CD20, CD71, DAPI a intracelularni iTdT, ilgM a iRAG.

Druhym krokem bylo provedeni expresniho profilovani na bunécné linii REH,
ktera je odvozena od B prekurzorové leukémie a nese fuzni gen TEL/AMLI. Cipovou
analyzou byly porovnavany vzorky RNA ze dvou sérii — kontrolnich bun€k a bunék
kultivovanych s pfidavkem VPA. Byla pouZita cDNA microarray obsahujici 43 000
fragmentu, které pfedstavovaly zhruba 30 000 gend. Testovana RNA byla znaena
Cervenou fluorescencni barvou Cy5, kontrolni RNA zelenou fluorescenéni barvou Cy3.
Statistickou analyzou byiy nasledné identifikovany ty geny, jejichZ exprese byla v buiikach
ovlivnénych VPA vyssi nez v buikach kontrolnich. Obr. 4 ukazuje strutné schéma

experimentu:
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Obr. 4

Expresni profilovani

TEL/AML1Poz ALL

X
jiné subtypy détske ALL

TEL/AML1P°Z neosetrovane

X
TEL/AML1"°? bunky osetrene HDACI

1sa |vea ERE

V puvodni analyze byly testovany jak TEL/AMLI1 pozitivni leukémie, tak i dalsi typy
détskych ALL a to jak kontrolni, tak oSetfené VPA a TSA (vysledkim s TSA se dale
vénovat nebudeme). Dale byla stanovena hodnota cutoff (neboli hodnota nejlépe
diskriminujici mezi sledovanymi skupinami: TEL/AML1 pozitivni vs negativni; oSetiené
VPA vs neoSetfené) pro zménu exprese kazdého genu, a to jak pro zvySeni tak pro sniZeni
exprese. Nejprve byly z vybéru vylouceny ty geny, které mély jiny vzorec exprese u
ostatnich détskych ALL v porovnani s TEL/AML1 leukémiemi. Ve druhém kroku byly
vylouceny ty geny, které nemély shodny vzorec exprese u linie REH a pacientskych
vzorku. Na zavér pak byly vybrany ty geny, u nichz doslo u¢inkem VPA k naristu exprese
- coz odpovida hypotetickému mechanismu funkce. Stréné schéma této druhé faze ukazuje

obr. 5:
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Obr. 5

cut-off pro
kazdy gen

x% °© & Y%

% pacienti na hodnotou
cutoff, TEL/AML1

Shodna exprese: TEL/AML17°. bunécne linie REH vs. TEL/AML1r°Z ALL

Signifikantni zmeéena exprese: osetreni HDACi (VPA)

Dale provedli qRT-PCR u dvou vybranych geni — JunD a TCF4. Hladina exprese JunD
byla v leukemickych butikach nizka a po oSetfeni HDACi doSlo k narlistu exprese
(p=0,0008), zatimco exprese TCF4 byla v leukemickych buiikach vysoka a po oSetfeni
HDAC: doslo k poklesu (p=0,0002).

Tabulka €. 1 obsahuje geny, u nichz byla expresnim profilovanim

zjisténa nejvyssi zména exprese:
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Tab. 1

Jméno

PAK1

Similar to peptidylprolyl isomerase A (LOC402673), mRNA

NID67

FLJ00012

HRMTI1L1

AA252394

ACK1

CXXC5

BSPRY

TNFRSF5

RNF144

AHI1

Cl40rf101

CDNA FLJ45905 fis, klon OCBBF3026576

CDNA FLJ10641 fis, klon NT2RP2005748

PDGFRB

ARD1

AI302216

MGMT

N24645

ANTXR2

ITM2C

WDR?7

STARDY9

LOC125893

Zménu exprese téchto genti jsme se rozhodli ovétit pomoci RT-PCR. Z téchto genti jsme si

zvolili ty, u nichZ bylo zndmo néco o jejich funkci: PAK1, HRMTI1L1, ACK1, TNFRSF5

(CD40), PDGFRB, ARD1, MGMT, ANTXR2 a WDR7.

Funkce vybranych geni:

MGMT: jeho funkci je reparace alkyladniho poskozeni DNA, kdy odstrafiuje alkylovou

rrrrr

Modifikovany guanin vy¢niva z povrchu helixu, ¢imZ je enzymem rozpoznavan. Enzym se
svou Cinnosti zarovenl zni€i. V tumorogenezi dochazi Casto k vyfazeni tohoto genu

z funkce (FENG et al. 2008). Zaroveii ale mlze zpisobovat resistenci na 1éky (alkyla¢ni
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¢inidla) (CASORELLI et al. 2008). Reguluje i bunéény cyklus — ucastni se v regulaci
v G2/M kontrolnim bodg.

ANTXR2 — tento gen kdduje transmembranovy protein, jehoZ prvni zjisténou funkci byl
podil na internalizaci toxinu bakterie Bacillus subtilis. Jeho fyziologickd funkce
v organismu je dosud jen malo prostudovand, bylo zji$t€no, Ze se podili na morfogenezi

kapilér, je exprimovan na endotelidlnich buiikdch v prib&hu angiogeneze.

HRMTIL1 - G¢inkuje v burice jako arginin metyltransferdza. Zaroven pfimo interaguje
s proteinem  retinoblastomového genu. RB je hlavnim negativnim regulatorem
proprolifera¢niho transkripéniho faktoru E2F, za tim u¢elem vaze nejrizné;jsi faktory jako
je komplex histon deacetylaz, DNA metyl transferazy atd. YOSHIMOTO et al. (2006)
prokazali, Ze knockout genu PRMT2 u mysi vede k zvySeni aktivity E2F. GANESH et al.
(2006) zjistili, ze PRMT2 také blokuje export inhibitoru komplexu NFkB z jadra, ¢imz
brani aktivaci NFkB dependentni exprese gend, disledkem &ehoz dojde v burikce
k apoptdze. Podili se ziejmé také na regulaci bunééné odpovédi na hypoxii (YILDIRIM et
al. 2006)

PAKI1- interaguje s CdC 42, je aktivovan RAC (DERMARDIROSSIAN et al. 2004) a
podili se na organizaci aktinového cytoskeletu a smrtici kaskddé¢ NK bunék. Je aktivovéan
ristovymi faktory, tyrozinovymi kindzami, G proteiny a estrogenem. U nékterych nadori
je overexprimovan (LI et al. 2008). Je regulovén signalizaci pfes PDGFR kaskadou RHO —
PAK - cofilin — reguluje syntézu extracelularni matrix a migraci fibroblasti (DELORME
et al. 2007).

WDR?7 — ¢lenové této genové rodiny se ucastni regulace BC, vstupu bunék do apoptédzy,
exprese a signalni transdukce. Podili se na regulaci Ca nezavislé exocytozy
neurotransmitert — tvofi B podjednotku komplex s RAB 3a, asociuji se synaptickymi
vezikuly (Kawabe et al. 2003). Je to patrn¢ periferni membranovy protein. Nachézi se na

chromozomu 18 (SANDERS et al. 2000).

ARDI - hraje roli v organizaci chromatinu. Ma funkci N-acetyltransferazy (ARNESEN et
al. 2006). Podili se na regulaci hypoxie, kdy se aktivuje protein HIF, coz vede k produkci
VEGF, ktery stimuluje angiogenezi. ARD1 acetyluje HIF a reguluje jeho stabilitu,

44



pravdépodobé jej oznaluje k degradaci (CHOI et al. 2003). Za hypoxie je ARDI
suprimovan. Patrn€ ma také vliv na déleni neuroni, po jejich diferenciaci syntéza ARDI
klesa (SUGIURA et al. 2003).

ACKI1- kéduje tyrozin kindzu, jez se vaze na protein Cdc42Hs vazici GTP a inhibuje jak
jeho aktivitu, tak jeho GTPazovou aktivitu. Tuto vazbu zprostiedkovava sekvence 47
aminokyselin v SH3 doméng. Hraje tlohu v pfenosu signalu CDC42 do jadra. Uastni se

také integrinové signalizace indukované extracelularni matrix.

PDGFRB - kdduje povrchovy membranovy tyrozin kinazovy receptor. Funguje jako
hetero- nebo homodymer sloZeny zalfa a beta polypeptidi. Gen se nachazi na
chromozomu 5 v blizkosti genli granulocyte-macrophage colony-stimulating factor a
macrophage-colony stimulating factor receptor, jejich delece vede ke vzniku syndromu 5q.
Podili se na translokaci s genem TEL na 12. chromozomu, coZ vede ke vzniku jedné
z forem AML (GOLUB et al. 1994), bylo také identifikovano nékolik dal3ich fuznich
partnertl u pacientil s chronickou myeloidni leukémii (WALZ et al. 2007). JakoZto receptor
pro ristovy faktor je potencidlnim okogenem (CHIARA et al. 2004), je proti nému
vyvinuta 1 protilatkova terapie scilem znemozZnit jeho aktivaci ligandem (SHEN et al.

2007).

CD40 — jedna se o dilezitou signalizani molekulu, které se podili na regulaci bunééného
pfezivani a modulaci imunitni odpovédi. Jeho aktivace vede k aktivaci komplexu NFkB a
rychlé indukci antiapoptotického proteinu c-FLIP, plsobi tudiZ antagonisticky k signalizaci
pies CD95 (FAS). Zaroveii se spole¢né se svym ligandem CD154 podili na aktivaci APC,

signalizaci pres B receptor a aktivaci T lymfocytu.

3.4 Plan soudasné studie

Cilem nasi studie, kterd navazovala na predchozi vysledky laboratore, bylo potvrdit ¢i
vyvrétit zmény exprese vybranych genti pomoci kvantitativni RT-PCR. Exprese na urovni
mRNA byla testovana na buné¢né linii REH ve tfech sériich vzorkd. Prvni série se skladala
ze dvou triplikatd bun€k A, B a C, kultivovanych za identickych podminek. Jeden triplikat
byl kultivovan s pfidavkem 1mM VPA, druhy slouzil jako neovlivnéna kontrola. Druha a

treti série vzorkll se sestdvaly ze dvou multiplikdtd o deseti vzorcich kultivovanych za
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identickych podminek. Jedna desetivzorkové série byla kultivovdna s pfidavkem 1uM
VPA, druha slouzila jako neovlivnéna kontrola.

Pro porovnani mnozZstvi mRNA kazdého genu v obou sériich vzorki byly pouZity
housekeepingové geny ABL a Beta2 mikroglobulin. Nasim cilem bylo zjistit, zda doSlo u
vzorkd ovlivnénych VPA ke zvyseni exprese jednotlivych genil v porovnani s kontrolou.
Pro tvorbu standardni kfivky byla vyuzita cDNA, vytvofena reverzni transkripci RNA
izolované z nezavisle kultivovanych neovlivnénych bunék linie REH ve ¢tyfech fedénich —

nefedéna cDNA, desetkrat, stokrat a tisickrat fedéna v pufrované vodé o pH 8,5.
4 Material a metody:
4.1 Kultivace bunék

K experimentiim byla pouzita buné¢na line REH, ktera je odvozena od B-prekurzorovych
leukemickych buné€k s translokaci (12;21). Laskavé nam ji poskytl R. Pieters z Erasmus
Medical Center v Rotterdamu. Kultivaci bun¢k jsme provedli spole¢né s MUDr. Michalem
Zapotockym. Buiiky byly pé€stovany v médiu 1640, obsahuje RPMI 1640, 2mM glutamin,
10% fetdlni sérum a 10ml/l antibioticky roztok (1000U/ml penicilinu, 100 pg/ml
streptomycinu). Kultivace probihala p¥i 37°C v 5% koncentraci CO,. Buiiky byly sklizeny
pomoci centrifugace pti 240g po deset minut a resuspendovany v po¢tu 5 milionti bunék 24
hodin pred experimentem. Pfi experimentu byly burky kultivovany na 6jami¢kovych
destiCkach ve dvou sériich. Prvni série byla kultivovana s pfidavkem 1mM VPA, druha
jako kontrola. V prvnim experimentu byly kultivovany dva triplikaty, v dalsich dvou

experimetech dvé dvojice multiplikét o deseti vzorcich.

Déle jsme kultivovali buiiky B-prekurzorové linie NALMG6, nesouci fuzni gen
TEL/PDGFRB. Kultivace té€chto bunék probihala za stejnych podminek jako u linie REH.
Byly kultivovany dva desetivzorkové multiplikaty, jeden s pfidavkem 1mM VPA, druhy

jako neovlivnéna kontrola.
4.2  Izolace RNA a reverzni transkripce

Extrakce celkové RNA z bun€k byla provedena pomoci RNAeasy mini kitu (Qiagen,
Hilden, Germany) podle manualu vyrobce. Metoda je zaloZzena na lyze pelety bunék
lyzanim pufrem s pfidavkem merkaptoetanolu, nasledné precipitaci RNA pfidanim 70%

etanolu. RNA je pak pomoci centrifugace pti 10 000g zachycena na silikatové membrané
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kolony. Membrana je poté promyvana pufry o rizné iontové sile, aby se odstranily zbytky
bunék a proteinli, soucasti postupu je také pouziti DNazy, aby se odstranila pfipadna
kontaminace DNA. RNA je eluovana z membrany vodou zbavenou RNaz a je poté
skladovana pfi -80°C. Kvalita RNA byla testovana pomoci Agilentu (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). Jeho zakladem je gelova elektroforéza na Cipu dodaném
vyrobcem. K tekutému gelu je pfidan marker, ktery vizualizuje frakce 18S a 28S rRNA.
Pomoci Agilentu je mozné zjistit, neni-li RNA ve vzorku fragmentovana, a to pomoci
parametru RIN, ktery se pohybuje v rozmezi 0-10 bodu, 10 bodi odpovida intaktni RNA, 0
bodu zcela fragmentované. Agilent zarovéii umoziiuje méfeni koncetrace RNA. Piepis do
cDNA byl proveden pomoci iScript reverzni transkriptazy (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
podle manualu vyrobce. cDNA byla skladovana pfi —20°C.

Nasledujici dvojice obrazkd (obr. ¢. 6) ilustruje vystup Agilentu, horni obrazek ukazuje
kvalitni, nefragmentovanou RNA, jiz pfedstavuji dva peaky odpovidajici 18S a 28S rRNA.
Tyto dveé frakce jsou piistrojem pievedeny do podoby gelu, jehoZz obrazek je vpravo. Dva
pruhy odpovidaji dvéma frakcim rRNA. Dolni obrazek piedstavuje degradovanou RNA,

coz se na gelu projevi jako smir.

Obr. 6
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Na ose x je zndzornén cas v sekunddch, na ose x je hodnota fluorescence.
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43 RT-PCR

Kvantitativni RT-PCR bylo provedeno na pfistroji LightCycler rapid thermal cycler system
(Roche Diegnostic GmbH, Basel, Switzerland) a iCyclerIQ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
a vyhodnocovano pomoci softwaru vyrobce. Primery a sondy byly navrZzeny pomoci
programu Vector NTI (Informax, Frederick, USA). Sekvence primert a sond viz tabulka,
primery se uZivaly v 10 um koncentraci, sonda ve 4 um koncentraci. PCR systémy byly
optimalizovany na koncentraci MgCl, a annelingovou teplotu, pfi optimalizaci byly
pouzity 2mmol, 3mmol, 4mmol a Smmol koncentrace MgCl,. Pro PCR reakci byla pouzita
polymerdza AmpliTaq Gold, 10x PCR Buffer II., 25mM roztok MgCl2, dNTP (Applied
Biosystems, Foster City, USA) a bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Pro méfeni genu ABL, CD40, ACK1, PDGFRB, ANTXR2, MGMT, WDR7 a ARDI byly
pouzity hydrolyza¢ni sondy, pro méfeni genit PAK1 a HRMTI1LI1 bylo pouzito interkalarni
barvivo SYBR Green. Sondy byly znaleny fluoroforem 6FAM. Vsechny vzorky byly

nasazovany v duplikatech, pétkrat fedéné kvuli tispofe materialu.

Tabulka ¢. 2 obsahuje seznam a sekvence vSech pouzitych sond a primerd pouzitych pro
PCR reakce. Tabulka €. 3 shrnuje pouzité teplotni profily pro PCR reakce. Tabulka ¢. 3
shrnuje pouzité koncentrace MgCl;, pro kazdy PCR systém.

Primery byly navrhovany tak, aby vzdy lezely na okrajich dvou sousedicich exon, nikoliv
oba v jednom exonu. Tyto dva exony byly zvoleny tak, aby mezi nimi lezel pokud mozno
co nejdelsi intron. Tento postup byl zvolen proto, aby nedochazelo amplifikaci genomické
DNA, ktera by mohla kontaminovat vzorek diky nedokonalé izolaci RNA. Ptiklad jednoho

z takto navrzenych systémil ukazuje obr. &. 7.
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Tab. ¢. 2

Nazev sekvence 5°-3° Délka (pb)

MGMT probe 6FAM — CACCgTTTgCgACTTgCCC 20

MGMT fw GCCCCTAgAACgCTTTgC 18

MGMT rew TTgTCCATTTTTCCAAgTACCA 22

ARDI probe 6FAM — AAgAggACCCAgATgATgTgCCCC 24

ARDI1 fw GCTgAggACgAgAATgggAA 20

ARDI rew AgCCAATgAggTgATATgTCCA 22

PAK1 fw GACCgATTTTACCgATCCATT 21

PAK1 rew TgAAgggAgAgAAATCTCTggC 22

HRMTILI1 fw GCTgCTgTgggTACATTCCg 20

HRMTILI rew GTCTgCCAACATCTCCAAGTgg 22

WDR?7 fw ATCACTCTggCTCTgACCCTC 21

WDR?7 rew GTgCATAgCAgCTAACTgACTCC 23

WDR?7 probe CTgCTCCTgCTTTACATACCTETTTCTTAEgTAA 33

ACK1 proba 6FAM-CCGACCTCCTGAGCGTGGAACTGAGxtp 25

ACKI fw CCGGACAGGATTGACGAACT 20

ACKI1 rev TCGCTCACAGGGTCATAGGTT 21

PDGFRB proba | 6FAM-CACCTGCAATGTGACGGAGAGTGTGAATxtp 28

PDGFRB fw CCCAGTGCCGAGTTAGAAGACT 22

PDGFRB rev ACGTAGCCGCTCTCAACCA 19

CDA40 probe 6FAM-CTCTggggCTgCTTgCTgAC 20

CD40 fw CgCTATggTTCgTCTgCCTCT 21

CDA40 rew gCAgTgeeTggTTCTggATg 20

ANTHXR2 probe | 6FAM-AgCggTTgAgTCTggTgAggAg 22

ANTHXR2 fw gCCAgTgCAgCgAgggAACT 20

ANTHXR2 rew gCTgCgATCCCgTTAgAACA 20

ABL proba 6FAM-CCATTTTTggTTTgggCTTCACACCATT-TMR 28

ABL fw TggAgATAACACTCTAAgCATAACTAAAggT 31

ABL rev gATgTAgTTgCTTgggACCCA 21
Tab. ¢. 3
Systém predenaturace Amplifikace chlazeni
ABL 95°C 10 min 45 cykli denaturace 95°C 1Ss, anneling a extenze 60°C 60s 400C 15s
CD40 95°C 10 min 45 cykli denaturace 95°C 15s, anneling 56°C 20s a extenze 72°C 15s | 400C 15s
ANTXR2 95°C 10 min 45 cykli denaturace 95°C 15s, anneling 56°C 20s a extenze 72°C 15s | 400C 1S5s
MGMT 95°C 10 min 45 cykli denaturace 95°C 15s, anneling 58°C 20s a extenze 72°C 15s | 400C 15s
HRMTILI 95°C 10 min 45 cykli denaturace 95°C 15s, anneling 60°C 20s a extenze 72°C 15s | 400C 15s
ARDI 95°C 10 min 45 cyklii denaturace 95°C 15s, anneling 58°C 20s a extenze 72°C 15s | 400C 15s
WDR7 95°C 10 min 45 cykli denaturace 95°C 15s, anneling 56°C 20s a extenze 72°C 15s | 400C 15s
PAKI 95°C 10 min 45 cykli denaturace 95°C 15s, anneling 58 20s a extenze 72°C 15s | 400C 15s
ACK1 95°C 10 min 45 cykli denaturace 95°C 15s, anneling a extenze 62°C 30s 400C 15s
PDGFRB 95°C 10 min 45 cykli denaturace 95°C 15s, anneling a extenze 60°C 30s 400C 15s
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Tab. 4

Systém mmol MgCl,
MGMT 5
ARD1
CD40
ANTXR2
MGMT
WDR7
PDGFRB
ACK1
PAK1
ABL
HRMT1L1
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Obr. 7.

E1on$

HRMT1L1 rew
Etoné
HRMT1l11™w

HRMT1L1
2130 bp

Zluté je zndzornéna DNA, zelené jsou oznacené primery. Oraniové Sipky predstavuji

exony. Dole je uvedena délka cDNA sekvence v parech bazi.

CRONG

RS 8l o
Vi fy "/a.‘,7 ¥

Q
e -
u;' i AL 4 *
| ;’ ,-:‘:'.'.-fr') “;‘.. i
H ~ AN o}
i > . N N
t

g ﬁ
X3 . X

[¢}] - .
V'ﬂf Y | /
L0y Ty

50



Na obrazku 8 je ukazkova standardni kiivka spole¢né s méfenymi vzorky a vodou jako
negativni kontrolou.

Obr. 8
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Osa y predstavuje hodnotu fluorescence, na ose x jsou zndazornény cykly PCR reakce.
Cervend a zelend kfivka svyznacenymi body predstavuji Fedici Fadu, modra k¥ivka
predstavuje vodu jako neg. kontrolu. Zbylé krivky predstavuji vzorky.

4.4 Statistické hodnoceni

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci Mann-Whitney neparametrického testu

pomoci programu StatView (SAS Intitute, Cary, North Carolina, USA).

5 Vysledky

5.1 Optimalizace PCR systémi

Prvnim krokem byla optimalizace PCR systémt pro devét vybranych genu. Pfi
optimalizaci byly testovany ¢tyfi koncentrace MgCl2, annelingova teplota byla
optimalizovana pomoci teplotniho gradientu na pfistroji iCyclerIQ, teplotni gradient mél
rozsah 54°C-62°C. Systémy byly primarné navrZeny s pouZitim hydrolyzaé&ni sondy, avsak
u nékterych genti nebylo vhodné hydrolyza¢ni sondu pouzivat, nebot sekvence genu
obsahovaly napf. palindromy, nebo v dusledku vysokého obsahu AT pari by sonda musela

byt pfili§ dlouha. V takovém ptipadé jsem pouzil jako zdroj fluorescence interkala¢ni

51



barvivo SYBR Green. Jeho vyhodou je univerzalnost pouZiti, ale nevyhodou nizsi
specifita, proto je nutné u kazdého pokusu délat analyzu kfivky tani, zda nedochazi
k tvorbé nespecifickych produkt. VSechny optimalizace byly provedeny na cDNA ze

zvlast kultivovanych neovlivnénych bunék linie REH.

5.2 Volba kontrolniho genu

Druhym krokem byl vybér vhodného housekeepingového genu pro kvantitativni analyzu
vzorkli. Porovnali jsme stabilitu exprese dvou housekeepingovych gendi -
B2mikroglobulinu a genu ABL. Vyuzili jsme primery a teplotni profily PCR reakce
pouzivané rutinn€ v nasi laboratofi. Porovnali jsme stabilitu jejich exprese na linii REH,
nejprve na dvou triplikdtech bunék — kontrolnim a ovlivnéném VPA pro oba geny. U obou
geni se exprese lisila jak mezi triplikaty tak v ramci triplikati, coZ mohlo byt zptisobeno
ndhodnym vykyvem. Proto jsme se rozhodli pouzit vétsi poCet vzorki, kultivovali jsme
dva multiplikéaty po deseti vzorcich bun€k REH, jeden ovlivnény VPA, druhy neovlivnény.
Opét byly zméfeny hladiny obou genii u viech vzorkdi. V porovnani s genem ABL se
ukéazala exprese B2M méné stabilni. U ovlivnénych vzorkd pfi normalizaci na vzorek s
nejvyssi hladinou exprese byl mezi nejvyssim a nejnizSim vzorkem pétinasobny rozdil
(graf 1).

| S S

B2M VPA

Na ose x jsou uvedena cisla vzorku, na ose y je vyjadren pomér hodnoty

vzorku v porovnani s hodnoutou nejvyssiho vzorku, hodnota 1 odpovida 100%.
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Z toho duvodu jsme se rozhodli pouzit jako referenéni gen pro kvantitativni analyzu

vybranych gend gen ABL.

5.3  Meéfeni hladiny mRNA testovanych vzorki

Tiretim krokem byla kvantifikace cDNA deviti vybranych gend na dvou multiplikatech
REH (ovlivnény VPA a kontrolni) a dvou multiplikitech NALM6 (ovlivnény VPA a
kontroln{), opé&t po 10 vzorcich. Hladiny exprese viech genil byly nasledné zpriimérovany
a normalizovény na expresi genu ABL, zméfenou na téchto vzorcich. Poté byl primér
ovlivnénych a kontrolnich vzorkli porovndn a spocitdn rozdil mezi nimi, statistickéd
vyznamnost tohoto rozdilu byla vypoc¢itdna pomoci Mann-Whitney neparametrického
testu. Pokud by do$lo k signifikantnimu nardstu exprese u VPA vzorkl v porovnani
s kontrolou, znamenalo by to, Ze takovy gen je skute¢né v leukemické buiice reprimovén
pomoci komplexu histon deacetylaz. Ze vSech méfeni na linii REH nebyl do kone¢ného
praméru zapo&itan vzorek 7, u kterého doslo k technické chybé.

Linie NALM6 nam slouzila jako jiny typ kontroly. Vzhledem k tomu, Ze nenese
fuzni gen TEL/AMLI, nemélo by u této linie i¢inkem VPA dojit k Zadné signifikantni
zméné exprese. Pokud by v3ak k takovému nartistu do$lo, znamenalo by to, Ze tento gen
mize byt v leukemické buiice reprimovan pomoci komplexu histon deacetylaz, avsak
nikoliv prostfednictvim fazniho genu TEL/AMLI, ale né¢jakého jiného mechanismu.

Vysledky byly politany tak, Ze kazdy z duplikati daného genu byl vydélen
obéma duplikaty kontrolniho genu ABL. Z téchto &tyi podili byl vypocitan primér a
smérodatna odchylka a z té€chto deseti priméri byl poté spocitan celkovy primér a celkova
smérodatnd odchylka. Poté byl vydélen celkovy primér vzorkii s VPA celkovym
primérem kontrolnich vzorkl, coz udavd pomér exprese daného genu v obou sériich

vzorkd.
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5.4 Namérené hodnoty exprese sledovanych geni

Gen CD40:

Na linii REH byl u genu CDA40 zjistén statisticky signifikantni narGst exprese u bun¢k

oSetfenych VPA v porovnani s kontrolou. Hladina genu CD40 byla u bun¢k s VPA celkem
2,85krat vyssi nez u kontroly (tab. 5, graf 2), p=0,0002.

Tab. 5
Celkova Celkovy
Smérodatna| celkovy |smérodatna| pramér
vzorek ABL ABL CD40 a CD40 b prumér odchylka prumér odchylka VPA/K
V1 0,011 0,011 0,162 0,167| 14,692 0,345 16,029 1,421 2,857
2 0,011 0,011 0,171 0,161 15,300 0,466
3 0,009 0,010 0,159 0,149 16,045 0,771
4 0,010 0,010 0,174 0,159 16,861 0,765
5 0,010 0,010 0,148 0,160 15,288 0,625
6 0,009 0,010 0,157 0,156 16,724 0,256
7l 0,011 0,012 0,163 0,133] 12,938 1,370
8 0,005 0,006 0,096 0,095 17,541 0,451
9 0,006 0,007 0,113 0,119 17,821 0,705
10| 0,007 0,007 0,128 0,120 17,080 0,551
K1 0,010 0,009 0,037] 0,037 3,914 0,201 5,610 1,936
2 0,009 0,009 0,033 0,042 4,167 0,557
3 0,008 0,010 0,036 0,039 4,110 0,507
4 0,003 0,004 0,018 0,019 5,244 0,236
5 0,005 0,005 0,023 0,026 4,473 0,290f
6 0,004 0,004 0,023 0,022 6,283 0,057
7] 0,000 0,000 0,006 0,003 9,158 3,060
8| 0,001 0,001 0,008 0,006 7,683 1,465
9 0,007 0,006 0,038 0,037] 5,504 0,286
10 0,001 0,001 0,013 0,013 9,115 0,316}
Graf 2
Porovnani vzorkd VPA a kontrolnich pro gen CD40
na linii REH
20

\OVPA
llkontrola :

Na ose y je zndzornéna relativni hodnota fluorescence. Na ose x predstavuje levy sloupec vzorky

ovlivnéné VPA, pravy predstavuje kontrolni vzorky.
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Na linii NALMS6 byl u genu CD40 také zaznamenan statisticky signifikantni nérist exprese
u bunék s VPA oproti kontrole. Hladina genu CD40 byla u bun€k s VPA celkem 5,9krat
vyssi nezZ u kontroly (tab. 6, graf 3), p=0,002.

Tab.6
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna prumeér
vzorek ABL ABL CD40 a CD40 b primér odchylka pramér odchylka VPA/K
Vi 0,001 0,001 0,039 0,036 27,993 2,019 27,689 6,340 5,901
2 0,013 0,012 0,237 0,209 18,081 1,313
3 0,009 0,010 0,255 0,299 28,948 2,416
4 0,010 0,012 0,277 0,298 27,274 2,484
S 0,012 0,011 0,276 0,265 23,955 0,801
6 0,010 0,011 0,170 0,193 17,052 1,152
7 0,009 0,009 0,245 0,280 29,219 2,407
8 0,009 0,009 0,275 0,273 30,826 1,114
9 0,007 0,007 0,246 0,259 35,443 0,986
10 0,006 0,006 0,217 0,236 38,103 1,637
K1 0,010 0,010 0,026 0,022 2,402 0,166 4,692 1,452
2 0,004 0,004 0,015 0,020 4,489 0,755
3 0,003 0,003 0,008 0,007 2,934 0,104
4 0,005 0,005 0,023 0,025 4,995 0,166
S 0,003 0,003 0,014 0,010 4,393 0,715
6 0,008 0,009 0,031 0,037 4,094 0,460
7 0,007 0,009 0,043 0,041 5,539 0,589
8 0,008 0,008 0,032 0,032 4,021 0,242
9 0,005 0,005 0,032 0,035 6,851 0,347
10 0,004 0,004 0,032 0,025 7,206 0,939

Graf3

Porovnani vzorku VPA a kontrolnich pro gen
CDA40 na linii NALM6

avea
:,. antpla ;

Na ose y je zndzornéna relativni hodnota fluorescence. Na ose x predstavuje levy sloupec

vzorky ovlivnéné VPA, pravy pFedstavuje kontrolni vzorky.
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Gen PDGFRB:

Na linii REH byl u genu PDGFRB zjistén statisticky signifikantni nartist exprese u bunék

oSetfenych VPA v porovnani s kontrolou. Hladina genu PDGFRB byla u bun¢k s VPA

celkem 2,73krat vyssi neZ u kontroly (tab. 7, graf 4), p=0,0003.
Tab. 7
Celkova Celkovy
Smérodatnd | celkovy smérodatna primér
vzorek ABL ABL | PDGFRBa | PDGFRBb prumeér odchylka primér odchylka VPA/K
\4! 0,011 0,011 0,024 0,023 2,117 0,066 1,944 0,391 2,733
2 0,011 0,011 0,022 0,021 1,972 0,047
3 0,009 0,010 0,017 0,000 0,865 0,866
4 0,010 0,010 0,018 0,021 1,954 0,142
5 0,010 0,010 0,018 0,020 1,911 0,088
6 0,009 0,010 0,020 0,019 2,094 0,053
7 0,011 0,012 0,020 0,023 1,858 0,155
8 0,005 0,006 0,013 0,013 2,334 0,058
9 0,006 0,007 0,015 0,016 2,327 0,110
10 0,007 0,007 0,013 0,016 2,011 0,207
K1 0,010 0,009 0,004 0,005 0,488 0,035 0,711 0,267
2 0,009 0,009 0,004 0,005 0,518 0,062
3 0,008 0,010 0,004 0,005 0,501 0,064
4 0,003 0,004 0,002 0,002 0,540 0,015
5 0,005 0,005 0,003 0,005 0,766 0,127
6 0,004 0,004 0,002 0,002 0,696 0,003
7 0,000 0,000 0,001 0,000 0,985 0,381
8 0,001 0,001 0,001 0,001 0,777 0,147
9 0,007 0,006 0,005 0,004 0,720 0,080
10 0,001 0,001 0,002 0,002 1,398 0,187
Graf 4

vzorky ovlivnéné VPA, pravy predstavuje kontrolni vzorky.

Porovnani vzork VPA a kontrolnich pro gen
PDGFRB na linii REH
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Na ose y je zndzornéna relativni hodnota fluorescence. Na ose x pfFedstavuje levy sloupec




Na linii NALM6 byl u genu PDGFRB také zaznamenan statisticky signifikantni narist
exprese u buné€k s VPA oproti kontrole. Hladina genu PDGFRB byla u bung¢k s VPA
celkem 5,5krat vyssi nez u kontroly (tab. 8, graf 5), p=0,002.

Tab. 8
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy |smérodatna | pramér
vzorek ABL ABL | PDGFRB a | PDGFRB b | primér odchylka primér odchylka VPA/K
Vi 0,001 0,001 0,000 0,001 0,381 0,030 0,369 0,065 5,457
2 0,013 0,012 0,003 0,004 0,283 0,033
3 0,009 0,010 0,004 0,004 0,406 0,011
4 0,010 0,012 0,004 0,003 0,354 0,061
5 0,012 0,011 0,003 0,003 0,299 0,008
6 0,010 0,011 0,003 0,003 0,270 0,028
7 0,009 0,009 0,003 0,004 0,415 0,051
8 0,009 0,009 0,004 0,003 0,364 0,066
9 0,007 0,007 0,003 0,004 0,469 0,024
10 0,006 0,006 0,003 0,003 0,447 0,014
K1 0,010 0,010 0,001 0,000 0,053 0,003 0,068 0,018
2 0,004 0,004 0,000 0,000 0,051 0,004
3 0,003 0,003 0,000 0,000 0,090 0,019
4 0,005 0,005 0,000 0,000 0,081 0,003
5 0,003 0,003 0,000 0,000 0,046 0,008
6 0,008 0,009 0,000 0,001 0,063 0,013
7 0,007 0,009 0,001 0,001 0,083 0,014
8 0,008 0,008 0,000 0,001 0,049 0,018
9 0,005 0,005 0,000 0,000 0,100 0,004
10 0,004 0,004 0,000 0,000 0,060 0,016
Graf 5

Porovnani vzorku VPA a kontrolnich pro gen
PDGVFB na linii NALM6
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Na ose y je zndzornéna relativni hodnota fluorescence. Na ose x predstavuje levy sloupec

vzorky ovlivnéné VPA, pravy predstavuje kontrolni vzorky.

57



Gen WDR7:

Na linii REH byl u genu WDR?7 zjidtén statisticky signifikantni nartst exprese u bunék

osetienych VPA v porovnani s kontrolou. Hladina genu WDR7 byla u bunék s VPA
celkem 2,1krat vy$8i neZ u kontroly (tab. 9, graf 6), p=0,0002. Duplikat b kontrolniho

vzorku 10 byl poSkozen.

Tab. 9
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy smérodatna prameér
vzorek | ABL ABL WDR?7 a WDR7b primér odchylka primér odchylka VPA/K
V1 0,011 0,011 0,349 0,334 30,501 0,863 30,032 3,079 2,103
2 0,011 0,011 0,290 0,295 26,959 0,262
3 0,009 0,010 0,302 0,314 32,090 1,296
4 0,010 0,010 0,303 0,307 30,887 0,266
5 0,010 0,010 0,289 0,298 29,136 0,575
6 0,009 0,010 0,268 0,285 29,547 1,010
7 0,011 0,012 0,284 0,241 22,947 2,007
8 0,005 0,006 0,162 0,183 31,700 2,084
9 0,006 0,007 0,246 0,208 34,874 3,101
10 0,007 0,007 0,232 0,228 31,680 0,275
K1 0,010 0,009 0,097 0,099 10,392 0,547 14,277 3,706
2 0,009 0,009 0,120 0,158 15,590 2,253
3 0,008 0,010 0,142 0,116 14,196 2,207
4 0,003 0,004 0,035 0,037 10,220 0,414
5 0,005 0,005 0,074 0,071 13,473 0,296
6 0,004 0,004 0,062 0,073 18,920 1,473
7 0,000 0,000 0,004 0,003 7,331 0,616
8 0,001 0,001 0,007 0,009 8,716 1,184
9 0,007 0,006 0,122 0,141 19,402 1,715
10 0,001 0,001 0,025 0 17,586 0,502
Graf 6
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Na ose y je zndzornéna relativni hodnota fluorescence. Na ose x predstavuje levy sloupec

vzorky ovlivnéné VP A, pravy predstavuje kontrolni vzorky.
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Na linii NALM6 u genu WDR7 nebyl zaznamenan statisticky signifikantni narist exprese
u bun€k s VPA oproti kontrole. Pomér hladin genu WDR7 byla u bunék s VPA
v porovnani s kontrolnimi 1,083 (tab. 10, graf 7), p=0,4497.

Tab. 10
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna primér
vzorek ABL ABL WDR?7 a WDR7 b pramér odchylka primér odchylka VPA/K
V1 0,001 0,001 0,042 0,042 31,576 1,997 43,758 9,167 1,084
2 0,013 0,012 0,397 0,364 30,851 1,748
3 0,009 0,010 0,373 0,442 42,587 3,768
4 0,010 0,012 0,566 0,580 54,358 4,581
5 0,012 0,011 0,479 0,504 43,526 1,600
6 0,010 0,011 0,363 0,395 35,606 1,720
7 0,009 0,009 0,416 0,424 46,750 2,302
8 0,009 0,009 0,359 0,347 39,714 1,580
9 0,007 0,007 0,367 0,413 54,743 3,280
10 0,006 0,006 0,347 0,341 57,869 0,736
K1 0,010 0,010 0,264 0,277 27,011 0,688 40,369 8,145
2 0,004 0,004 0,143 0,147 38,066 3,171
3 0,003 0,003 0,098 0,096 37,012 0,671
4 0,005 0,005 0,237 0,246 50,162 1,096
5 0,003 0,003 0,089 0,093 32,822 2,355
6 0,008 0,009 0,291 0,306 35,786 2,596
7 0,007 0,009 0,347 0,346 45,371 4,702
8 0,008 0,008 0,277 0,280 34,938 2,105
9 0,005 0,005 0,243 0,241 50,091 1,414
10 0,004 0,004 0,199 0,215 52,432 2,353

Graf 7
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vzorky ovlivnéné VPA, pravy pfFedstavuje kontrolni vzorky.
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Gen ACK1:

Na linii REH byl u genu ACKI zji§tén statisticky signifikantni nardst exprese u bunék
oSetfenych VPA v porovnani s kontrolou. Hladina genu ACK1 byla u bunék s VPA celkem
1,59krat vyS$si nez u kontroly (tab. 11, graf 8), p=0,0043. U vzork 7 a 8 kontroly doslo

k technické chybé.
Tab. 11
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna prumeér
vzorek ABL ABL ACKla ACKl1b prumér odchylka primér odchylka VPA/K
V1 0,011 0,011 0,001 0,001 0,097 0,026 0,083 0,016 1,599
2 0,011 0,011 0,001 0,001 0,092 0,004
3 0,009 0,010 0,001 0,001 0,080 0,005
4 0,010 0,010 0,001 0,001 0,097 0,004
5 0,010 0,010 0,001 0,001 0,100 0,010
6 0,009 0,010 0,001 0,001 0,107 0,015
7 0,011 0,012 0,001 0,001 0,066 0,004
8 0,005 0,006 0,000 0,000 0,064 0,004
9 0,006 0,007 0,000 0,001 0,073 0,012
10 0,007 0,007 0,000 0,000 0,059 0,001
K1 0,010 0,009 0,001 0,001 0,066 0,009 0,052 0,022
2 0,009 0,009 0,000 0,001 0,050 0,008
3 0,008 0,010 0,000 0,001 0,052 0,015
4 0,003 0,004 0,000 0,000 0,051 0,003
S 0,005 0,005 0,000 0,000 0,058 0,013
6 0,004 0,004 0,000 0,000 0,041 0,000
7 0,000 0,000 0 0 0,000 0,000
8 0,001 0,001 0 0 0,000 0,000
9 0,007 0,006 0,001 0,001 0,087 0,004
10 0,001 0,001 0,000 0,000 0,064 0,002

Graf 8
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Na ose y je zndzornéna relativni hodnota fluorescence. Na ose x predstavuje levy sloupec

vzorky ovlivnéné VPA, pravy pFedstavuje kontrolni vzorky.
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Na linii NALM6 u genu ACK1 nebyl zaznamenan statisticky signifikantni nérist exprese u
bunék s VPA oproti kontrole. Pomér hladin genu ACK1 byl u bunék s VPA v porovnani
s kontrolou 0,77 (tab. 12, graf 9), p=0,1988.

Tab. 12
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna prumér
vzorek ABL ABL ACKl a ACKl b primér odchylka primér odchylka VPA/K
V1 0,001 0,001 0,00006 0,00006 0,047 0,003 0,243 0,072 0,777
2 0,013 0,012 0,003 0,003 0,266 0,019
3 0,009 0,010 0,003 0,003 0,274 0,014
4 0,010 0,012 0,003 0,003 0,309 0,029
5 0,012 0,011 0,003 0,003 0,259 0,011
6 0,010 0,011 0,003 0,003 0,310 0,010
7 0,009 0,009 0,003 0,002 0,267 0,027
8 0,009 0,009 0,002 0,002 0,201 0,018
9 0,007 0,007 0,002 0,001 0,228 0,033
10 0,006 0,006 0,002 0,002 0,264 0,004
K1 0,010 0,010 0,002 0,003 0,249 0,029 0,312 0,355
2 0,004 0,004 0,001 0,001 0,166 0,015
3 0,003 0,003 0,000 0,000 0,116 0,045
4 0,005 0,005 0,001 0,001 0,164 0,009
S 0,003 0,003 0,000 0,000 0,108 0,008
6 0,008 0,009 0,003 0,000 0,203 0,167
7 0,007 0,009 0,002 0,002 0,239 0,042
8 0,008 0,008 0,002 0,002 0,237 0,027
9 0,005 0,005 0,001 0,001 0,274 0,015
10 0,004 0,004 0,010 0,001 1,367 1,109

Graf 9
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Na ose y je zndzornéna relativni hodnota fluorescence. Na ose x predstavuje levy sloupec

vzorky ovlivnéné VPA, pravy pFedstavuje kontrolni vzorky.
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Gen ARDI:

Na linii REH nebyl u genu ARDI zjitén statisticky signifikantni nartst exprese u bunék
oSetfenych VPA v porovnani s kontrolou. Pomér hladin genu ARD1 u vzorkii s VPA a

kontrolou byl 0,84 (tab. 13, graf 10), p=0,1914.

Tab. 13
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna prumeér
vzorek ABL ABL ARDI a ARDI b prumeér odchylka priamér odchylka VPA/K
V1 0,011 0,011 0,114 0,107 9,869 0,359 17,921 7,924 0,848
2 0,011 0,011 0,130 0,110 11,060 0,923
3 0,009 0,010 0,121 0,103 11,669 1,025
4 0,010 0,010 0,142 0,134 13,975 0,412
5 0,010 0,010 0,139 0,145 14,096 0,345
6 0,009 0,010 0,133 0,219 18,808 4,604
7 0,011 0,012 0,193 0,130 14,118 2,789
8 0,005 0,006 0,184 0,171 32,619 1,443
9 0,006 0,007 0,242 0,179 32,339 4,937
10 0,007 0,007 0,157 0,143 20,661 0,964
K1 0,010 0,009 0,132 0,123 13,506 0,841 21,125 6,493
2 0,009 0,009 0,138 0,131 15,086 0,803
3 0,008 0,010 0,167 0,165 18,267 2,154
4 0,003 0,004 0,069 0,066 19,041 0,660
5 0,005 0,005 0,112 0,117 21,206 0,503
6 0,004 0,004 0,104 0,111 30,154 0,983
7 0,000 0,000 0,006 0,005 10,862 0,616
8 0,001 0,001 0,014 0,013 14,735 1,553
9 0,007 0,006 0,162 0,185 25,599 2,139
10 0,001 0,001 0,045 0,046 32,527 0,996

Graf 10
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Na linii NALM6 u genu ARD1 nebyl zaznamenan statisticky signifikantni narGst exprese u
bun€k s VPA oproti kontrole. Pomé&r hladin genu ARDI mezi vzorky s VPA a kontrolou
byl 0,641 (tab. 14, graf 11), p=0,0963. Duplikat b u kontrolniho vzorku 3 byl poskozen.
Tab. 14

Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna prameér
vzorek ABL ABL ARDI a ARDI b priamér odchylka pramér odchylka VPA/K
Vi 0,001 0,001 0,027 0,028 20,453 1,295 23,252 7,304 0,641
2 0,013 0,012 0,197 0,203 16,216 0,639
3 0,009 0,010 0,192 0,190 19,961 0,521
4 0,010 0,012 0,225 0,233 21,724 1,851
5 0,012 0,011 0,236 0,228 20,545 0,650
6 0,010 0,011 0,130 0,125 11,978 0,366
7 0,009 0,009 0,220 0,210 23,931 1,283
8 0,009 0,009 0,239 0,236 26,720 0,975
9 0,007 0,007 0,229 0,236 32,635 0,599
10 0,006 0,006 0,221 0,235 38,355 1,230
K1 0,010 0,010 0,137 0,144 14,030 0,369 36,271 16,487
2 0,004 0,004 0,164 0,155 41,873 3,638
3 0,003 0,003 0,120 0 22,906 22911
4 0,005 0,005 0,265 0,038 31,437 23,611
S 0,003 0,003 0,163 0,197 64,817 7,559
6 0,008 0,009 0,149 0,160 18,522 1,423
7 0,007 0,009 0,258 0,288 35,747 4,198
8 0,008 0,008 0,201 0,179 23,836 1,989
9 0,005 0,005 0,252 0,246 51,540 1,567
10 0,004 0,004 0,233 0,225 58,005 1,665

Graf 11
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Gen HRMTILI:

Na linii REH nebyl u genu HRMTIL1 zji§tén statisticky signifikantni nariist exprese u
bunék oSetfenych VPA v porovnani s kontrolou. Pomér hladin genu HRMTILI u vzorki
s VPA a kontrolou byl 0,945 (tab. 15, graf 12), p=0,5136.

Tab. 15
Celkova Celkovy
HRMTILI1 | HRMTILI] Smérodatna celkovy | smérodatna prumeér
vzorek ABL ABL a b primer odchylka primér odchylka VPA/K
Vi 0,011 0,011 0,066 0,044 4912 0,969 6,447 1,606 0,946
2 0,011 0,011 0,056 0,059 5,281 0,131
3 0,009 0,010 0,046 0,043 4,647 0,234
4 0,010 0,010 0,073 0,080 7,752 0,332
5 0,010 0,010 0,051 0,052 5,127 0,078
6 0,009 0,010 0,044 0,059 5,509 0,843
7 0,011 0,012 0,070 0,067 5,966 0,213
8 0,005 0,006 0,042 0,038 7,360 0,370
9 0,006 0,007 0,059 0,066 9,602 0,596
10 0,007 0,007 0,060 0,061 8,313 0,090
K1 0,010 0,009 0,038 0,048 4,529 0,564 6,816 1,706
2 0,009 0,009 0,053 0,044 5,473 0,556
3 0,008 0,010 0,051 0,059 6,030 0,820
4 0,003 0,004 0,020 0,019 5,499 0,156
S 0,005 0,005 0,033 0,035 6,251 0,221
6 0,004 0,004 0,034 0,033 9,299 0,127
7 0,000 0,000 0,003 0,003 6,088 0,154
8 0,001 0,001 0,006 0,006 6,188 0,575
9 0,007 0,006 0,071 0,053 9,177 1,409
10 0,001 0,001 0,013 0,012 8,900 0,725
Graf 12
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Na linii NALM6 u genu HRMTILI nebyl zaznamenan statisticky signifikantni nartst
exprese u bun€k s VPA oproti kontrole. Pomér hladin genu HRMTIL1 mezi vzorky s VPA
a kontrolou byl 1,029 (tab. 16, graf 13), p=0,7624. Duplikat a u kontrolniho vzorku 3 byl

poskozen.
Tab. 16
Celkova Celkovy
HRMTILI | HRMTILI] Smérodatna celkovy | smérodatna prameér
vzorek ABL ABL a b primér odchylka primér odchylka VPA/K
V1 0,001 0,001 0,008 0,008 5,957 0,389 17,707 6,331 1,029
2 0,013 0,012 0,133 0,131 10,702 0,398
3 0,009 0,010 0,161 0,172 17,400 0,727
4 0,010 0,012 0,206 0,233 20,823 2,160
5 0,012 0,011 0,186 0,190 16,649 0,476
6 0,010 0,011 0,116 0,120 11,086 0,321
7 0,009 0,009 0,190 0,214 22,484 1,723
8 0,009 0,009 0,174 0,194 20,701 1,350
9 0,007 0,007 0,175 0,178 24,775 0,335
10 0,006 0,006 0,158 0,157 26,495 0,259
K1 0,010 0,010 0,090 0,095 9,202 0,276 17,201 6,869
2 0,004 0,004 0,058 0,064 16,001 1,514
3 0,003 0,003 0 0,028 5,402 5,403
4 0,005 0,005 0,104 0,122 23,471 1,889
5 0,003 0,003 0,039 0,031 12,621 1,758
6 0,008 0,009 0,119 0,138 15,405 1,550
7 0,007 0,009 0,169 0,165 21,867 2,281
8 0,008 0,008 0,121 0,121 15,180 0911
9 0,005 0,005 0,158 0,116 28,357 4,420
10 0,004 0,004 0,094 0,099 24,506 0,835
Graf 13
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65




Gen PAK1:

Na linii REH nebyl u genu PAKI1 zjistén statisticky signifikantni nartst exprese u bunék
oSetfenych VPA v porovnani s kontrolou. Pomér hladin genu PAKI u vzorkid s VPA a

kontrolou byl 0,86 (tab. 17, graf 14), p=0,1651.

Tab. 17
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna prumér
vzorek ABL ABL PAK]1 a PAKI1 b prumér odchylka primér odchylka VPA/K
Vi 0,011 0,011 0,119 0,123 10,807 0,263 15,322 2,686 0,863
2 0,011 0,011 0,148 0,126 12,627 1,016
3 0,009 0,010 0,149 0,105 13,232 2,341
4 0,010 0,010 0,155 0,147 15,292 0,414
5 0,010 0,010 0,154 0,182 16,678 1,405
6 0,009 0,010 0,133 0,137 14,426 0,304
7 0,011 0,012 0,154 0,167 14,031 0,712
8 0,005 0,006 0,094 0,120 19,636 2,466
9 0,006 0,007 0,108 0,133 18,512 2,000
10 0,007 0,007 0,120 0,141 17,975 1,446
K1 0,010 0,009 0,130 0,108 12,606 1,334 17,750 3,024
2 0,009 0,009 0,149 0,149 16,712 0,776
3 0,008 0,010 0,136 0,144 15,406 1,867
4 0,003 0,004 0,049 0,050 13,952 0,462
S 0,005 0,005 0,083 0,084 15,483 0,161
6 0,004 0,004 0,083 0,074 21,978 1,221
7 0,000 0,000 0,008 0,008 15,965 0,483
8 0,001 0,001 0,018 0,017 18,813 1,850
9 0,007 0,006 0,143 0,143 21,099 1,071
10 0,001 0,001 0,034 0,032 23,698 1,121

Graf 14
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vzorky ovlivnéné VPA, pravy pfedstavuje kontrolni vzorky.

66




Na linii NALM6 u genu PAK1 nebyl zaznamenén statisticky signifikantni néarist exprese u
bun€k s VPA oproti kontrole. Pomér hladin genu PAK1 mezi vzorky s VPA a kontrolou
byl 1,20 (tab. 18, graf 15), p=0,1988. U duplikatu b u kontrolniho vzorku 5 doslo

k technické chybé.
Tab. 18
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna primeér
vzorek ABL ABL PAK]1 a PAK1 b primér odchylka pramér odchylka VPA/K
V1 0,001 0,001 0,015 0,017 11,869 1,170 7,958 2,333 1,203
2 0,013 0,012 0,057 0,059 4,686 0,193
3 0,009 0,010 0,060 0,077 7,159 0,948
4 0,010 0,012 0,092 0,096 8,936 0,774
5 0,012 0,011 0,074 0,076 6,629 0,208
6 0,010 0,011 0,046 0,050 4,505 0,203
7 0,009 0,009 0,066 0,070 7,563 0,404
8 0,009 0,009 0,068 0,064 7,420 0,325
9 0,007 0,007 0,070 0,071 9,833 0,121
10 0,006 0,006 0,065 0,066 10,985 0,132
K1 0,010 0,010 0,050 0,030 4,024 0,999 6,615 2,336
2 0,004 0,004 0,020 0,022 5,447 0,556
3 0,003 0,003 0,015 0,019 6,566 0,770
4 0,005 0,005 0,046 0,045 9,368 0,164
5 0,003 0,003 0,025 0 4,555 4,576
6 0,008 0,009 0,042 0,033 4,490 0,637
7 0,007 0,009 0,054 0,061 7,542 0,907
8 0,008 0,008 0,044 0,031 4,667 0,887
9 0,005 0,005 0,041 0,036 8,031 0,564
10 0,004 0,004 0,044 0,046 11,462 0,373

Graf 15
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vzorky ovlivnéné VPA, pravy pFedstavuje kontrolni vzorky.
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Gen MGMT:

Na linii REH nebyl u genu MGMT zjistén statisticky signifikantni nartist exprese u bunék
oSetienych VPA v porovnani s kontrolou. Pomér hladin genu MGMT u vzorki s VPA a

kontrolou byl 1,184 (tab. 19, graf 16), p=0,2530.

Tab. 19
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna primér
vzorek ABL ABL MGMTa | MGMTb prumér odchylka primér odchylka VPA/K
V1 0,011 0,011 0,107 0,082 8,427 1,140 14,471 4,579 1,184
2 0,011 0,011 0,157 0,135 13,457 1,016
3 0,009 0,010 0,115 0,112 11,825 0,447
4 0,010 0,010 0,132 0,118 12,659 0,712
5 0,010 0,010 0,135 0,143 13,799 0,432
6 0,009 0,010 0,144 0,137 15,014 0,436
7 0,011 0,012 0,119 0,124 10,621 0,391
8 0,005 0,006 0,093 0,082 16,043 1,069
9 0,006 0,007 0,166 0,176 26,271 1,099
10 0,007 0,007 0,123 0,118 16,598 0,344
K1 0,010 0,009 0,065 0,071 7,214 0,468 12,221 6,236
2 0,009 0,009 0,093 0,076 9,472 1,005
3 0,008 0,010 0,076 0,080 8,611 1,034
4 0,003 0,004 0,050 0,054 14,758 0,703
5 0,005 0,005 0,073 0,086 14,705 1,285
6 0,004 0,004 0,047 0,046 13,100 0,086
7 0,000 0,000 0,000 0,000 0,852 0,142
8 0,001 0,001 0,003 0,003 2,985 0,311
9 0,007 0,006 0,091 0,080 12,586 0,999
10 0,001 0,001 0,039 0,035 26,557 1,715

Graf 16
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Na linii NALM6 u genu MGMT nebyl zaznamenan statisticky signifikantni nartist exprese
u bunék s VPA oproti kontrole. Pomér hladin genu MGMT mezi vzorky s VPA a
kontrolou byl 1,345 (tab. 20, graf 17), p=0,0963.

Tab. 20
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna primér
vzorek ABL ABL MGMTa | MGMTb primér odchylka primér odchylka VPA/K
Vi 0,001 0,001 0,002 0,002 1,284 0,110 7,611 3,161 1,345
2 0,013 0,012 0,069 0,058 5,173 0,492
3 0,009 0,010 0,071 0,065 7,101 0,385
4 0,010 0,012 0,098 0,114 10,070 1,124
5 0,012 0,011 0,099 0,097 8,643 0,243
6 0,010 0,011 0,050 0,048 4,608 0,124
7 0,009 0,009 0,065 0,065 7,230 0,353
8 0,009 0,009 0,077 0,080 8,860 0,353
9 0,007 0,007 0,076 0,067 10,071 0,647
10 0,006 0,006 0,076 0,080 13,071 0,326
K1 0,010 0,010 0,026 0,027 2,636 0,073 5,657 2,121
2 0,004 0,004 0,022 0,022 5,828 0,479
3 0,003 0,003 0,012 0,009 4,001 0,508
4 0,005 0,005 0,035 0,038 7,623 0,324
S 0,003 0,003 0,011 0,012 4,015 0,338
6 0,008 0,009 0,036 0,033 4,118 0,318
7 0,007 0,009 0,044 0,045 5,866 0,613
8 0,008 0,008 0,029 0,043 4,566 0,921
9 0,005 0,005 0,049 0,045 9,708 0,461
10 0,004 0,004 0,034 0,031 8,207 0,493

Graf 17

Porovnani vzorki VPA a kontrolnich pro gen
MGMT na linii NALM6
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vzorky ovlivnéné VPA, pravy predstavuje kontrolni vzorky.
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Gen ANTXR2:

Na linii REH byl u genu ANTXR2 zjistén statisticky signifikantni nartst exprese u bunék
oSetfenych VPA v porovnani s kontrolou. Pomér hladin genu ANTXR2 u vzorki s VPA a
kontrolou byl 1,59 (tab. 21, graf 18), p=0,0008.

Tab. 21
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna prumér
vzorek ABL ABL ANTXR2 a | ANTXR2b | primér odchylka primér odchylka VPA/K
Vi 0,011 0,011 0,087 0,074 7,163 0,577 7,605 1,044 1,598
2 0,011 0,011 0,068 0,058 5,807 0,434
3 0,009 0,010 0,068 0,069 7,127 0,262
4 0,010 0,010 0,075 0,082 7,955 0,322
S 0,010 0,010 0,067 0,092 7,877 1,220
6 0,009 0,010 0,066 0,069 7,218 0,198
7 0,011 0,012 0,067 0,075 6,224 0,391
8 0,005 0,006 0,050 0,046 8,802 0,381
9 0,006 0,007 0,061 0,057 9,010 0,403
10 0,007 0,007 0,063 0,065 8,864 0,131
K1 0,010 0,009 0,034 0,039 3,866 0,340 4,760 1,195
2 0,009 0,009 0,037 0,038 4,195 0,210
3 0,008 0,010 0,043 0,039 4,523 0,590
4 0,003 0,004 0,014 0,011 3,520 0,560
5 0,005 0,005 0,018 0,024 3,871 0,557
6 0,004 0,004 0,015 0,016 4,334 0,070
7 0,000 0,000 0,002 0,002 3,922 0,452
8 0,001 0,001 0,004 0,005 4,736 0,917
9 0,007 0,006 0,053 0,039 6,787 1,104
10 0,001 0,001 0,012 0,008 7,009 1,441

Graf 18
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Na ose y je zndzornéna relativni hodnota fluorescence. Na ose x predstavuje levy sloupec

vzorky ovlivnéné VP A, pravy pFedstavuje kontrolni vzorky.
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Na linii NALM6 u genu ANTXR2 nebyl zaznamenan statisticky signifikantni nardst
exprese u bun€k s VPA oproti kontrole. Pomé&r hladin genu ANTXR2 mezi vzorky s VPA
a kontrolou byl 1,20 (tab. 22, graf 19), p=0,029. Exprese tohoto genu se vSak u této linie

pohybovala na spodni hranici detekovatelnosti.

Tab. 22
Celkova Celkovy
Smérodatna celkovy | smérodatna pramér
vzorek ABL ABL ANTXR2 a | ANTXR2b | primér odchylka pramér odchylka VPA/K
V1] 0,0013 0,0014 0 0,0001 0,0377 0,0378 0,0305 0,0167 1,2027
2] 0,128 0,0119 0,0002 0,0004 0,0244 0,0065
3] 0,0093 0,0098 0,0004 0 0,0186 0,0186
41 0,0097 0,0115 0,0004 0,0004 0,0389 0,0035
5] 0,0116 0,0110 0,0003 0,0002 0,0202 0,0041
6] 0,0104 0,0109 0 0 0,0000 0,0000
7] 0,0094 0,0086 0,0003 0,0008 0,0562 0,0277
8| 0,0092 0,0086 0,0005 0 0,0285 0,0286
91 0,0071 0,0072 0,0005 0,0004 0,0574 0,0059
10] 0,0060 0,0059 0,0003 0 0,0232 0,0232
K1] 0,0099 0,0101 0 0 0,0000 0,0000 0,0254 0,0506
2| 0,0035 0,0042 0 0 0,0000 0,0000
3] 0,0027 0,0026 0,0009 0 0,1737 0,1737
41 0,0049 0,0048 0 0,0003 0,0329 0,0329
5] 0,0030 0,0026 0 0 0,0000 0,0000
6] 0,0078 0,0090 0,0002 0 0,0141 0,0142
71 0,0069 0,0085 0 0,0003 0,0179 0,0181
8| 0,0085 0,0075 0,0002 0 0,0151 0,0151
91 0,0047 0,0050 0 0 0,0000 0,0000
10| 0,0040 0,0039 0 0 0,0000 0,0000

Graf 19

Porovnani vzorku VPA a kontrolnich pro gen
ANTXR2 na linii NALM6
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vzorky ovlivnéné VPA, pravy pFedstavuje kontrolni vzorky.
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6 Diskuze

Na linii REH jsme pomoci RT-PCR kvantifikovali hladiny transkriptd deviti gen,
abychom ov¢fili, zda dochazi ke zmén¢ jejich exprese i€inkem valproové kyseliny tak, jak
nazna€ovala data z expresniho profilovani.

Abychom vysledky expresniho profilovani ovéfili, vybrali jsme linii REH
charakterizované genem TEL/AMLI1 jako kontrolu velmi blizkou linii NALM6. Linie
NALMG je stejné jako linie REH odvozena od B prekurzorové leukémie, ale zatimco linie
REH obsahuje fuzni gen TEL/AMLI, linie NALM6 nese chiméricky gen TEL/PDGFRB.
Tato translokace plisobi transformaci buné€k jinym mechanismem nez TEL/AMLI. Produkt
genu PDGFRB piisobi jako membranova tyrozinova kinaza, je receptorem pro ristové
faktory. Fuze s genem TEL ma za nasledek nekontrolovatelnou stalou aktivaci tohoto
receptoru (mechanismus analogicky s translokaci BCR/ABL). Z toho diivodu, pokud jsou
nami vybrané geny skute¢né specificky regulované fuznim genem TEL/AML1, nemélo by
na linii NALMG6 dojit k Zddné zméné jejich exprese Gi¢inkem VPA.

U genu CDA40 doslo k nartstu exprese u vzorkiit REH ovlivnénych VPA, hladina
jeho cDNA byla 2,58krat vy$8i nez u kontrolnich vzorkl. Tento narlst je statisticky
signifikantni a potvrdil ndm vysledek, ktery ndm poskytla €ipovéa analyza — totiZ, Ze gen
CD40 je regulovan mechanismem, ktery vyzaduje i¢ast komplexu histon deacetylaz.

Avsak méfeni na linii NALMG6 také ukédzalo signifikantni nartist exprese u vzorkl
ovlivnénych VPA, a to dokonce vice neZ dvojndsobny ve srovnéni s linii REH — pomér
ovlivnénych a kontrolnich vzorkt je 5,9. Efekt HDACi tedy u tohoto genu neni zcela
specificky pro leukemii charakterizovanou TEL/AMLI1. Jeho ,,downregulaci® nemiizeme
vyloucit ani u bunék NALMSG6, piestoZze zde by musel byt ovliviiovan jinou cestou.
Zajimavé je, Ze u solidnich nadorl je n¢kdy tento gen naopak overexprimovan. U genu
CD40 byla n&kolika autory pozorovana zvy$ena exprese u n€kolika typl solidnich nadort
(ISHIKAWA et al. 2008, WU et al.2008). Podle HIRAI et al. (2004) m4 signalizace pies
tento receptor antiapoptotické u€inky na B lymfocyty. Signél ptes CD40 vede k aktivaci
komplexu NFkB a zvySeni exprese proteinu c-FLIP, ktery blokuje apoptézu indukovanou
signalizaci pomoci Fas/FasL. Je zablokovana také apoptotickd draha TRAIL aktivaci
NFkB (TRAVERT et al.2008)

Avsak v pripadé leukémie odvozené od B lymfocyti je jeho tloha slozitéjsi.
Protein CD40 je kostimuladni molekulou, kterd se podili na signalizaci mezi T a B

lymfocytem pfi indukci imunitni odpovédi, jeho partnerem je CD154 na T lymfocytu.
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Signalizace pouze pies B receptor leukemické buriky mé za nasledek anergii T lymfocytu.
Pokud se v$ak signalizace ¢astni také protein CD40, doslo by k aktivaci T lymfocytu a
stimulaci imunitni odpovédi proti leukémii. (MOLDENAHAUER et al. 2004)

Ke zvyseni exprese CD40 G¢inkem VPA doslo jak na linii REH, tak na linii
NALMBS6. Ob¢ tyto bunééné linie jsou odvozeny od B lymfocytarnich leukemickych bunék.
Je mozné, Ze represi transkripce genu CD40 nepusobi specificky fuzni gen TEL/AMLI, ale
jedna se o obecnéjsi mechanismus B leukémii, ktery slouzi k potlaceni specifické imunitni
odpovédi, ktery je také zaloZen na u¢inku histon deacetyldz. Zaroveii je zjisténo, ze VPA
ma za nasledek sniZeni exprese antiapoptotického proteinu c-FLIP, tim by jednak byl
umoznén vznik imunitni odpové&di pomoci signalizace CD40 T lymfocytim, a zaroveri by
byl v B lymfocytech potlaten antiapoptoticky ucinek CD40. V soufasném stavu znalosti

vsak nelze Zadnou takovouto hypotézu potvrdit.

Gen PDGFRB: na linii REH byl u tohoto genu zji$tén signifikantni nartist exprese u bunék
ovlivnénych VPA oproti kontrole, vzorky s VPA mély 2,73krat vy3si hladinu cDNA tohoto
genu. Na linii NALMS6 byl pozorovan jesté vyraznéjsi nartist — exprese ve vzorcich s VPA
byla 5,4krat vy$8i nez u kontrol. Na linii REH se tim potvrdila data z ¢ipové analyzy, ale
v disledku toho, Ze na linii NALM6 doslo také k nérGstu exprese, nemizZeme potvrdit
hypotézu, Ze tento gen je specificky regulovan genem TEL/AMLI. Pravdépodobné se
muze jednat o n€jaky obecné&j$i mechanismus genové regulace vyuzivajici komplex histon
deacetylaz.

Najit vysvétleni pro to, pro¢ by mél byt tento gen u leukémie reprimovan, neni pfi
soucasnych znalostech mozny. Dosud publikované udaje ukazuji, Ze naopak zvySeni
exprese tohoto genu miize mit pronadorovy u€inek. PDGFRB se také podili na jiz vyse

zminéné translokaci zodpovédné za vznik jednoho typu leukémie.

Gen WDR?7: u tohoto genu doslo na linii REH k signifikantnimu narlistu exprese, exprese
u vzorkii s VPA byla 2,1krat vyssi nez u kontrol. To potvrdilo dfivéjsi udaje z Cipové
analyzy, kde jeho exprese byla zvySena. Na linii NALM6 vsak k Zddnému nérlstu exprese
u vzorkll ovlivnénych VPA nedo$lo — vzdjemny pomér byl 1,08. Tento gen by tudiz
vyhovoval nasi hypotéze, nebot’ na linii nesouci fuzni gen TEL/AMLI1 doslo k néristu
exprese WDR7 G¢inkem VPA, avsak na linii neobsahujici tento fuzni gen k Zédné zméné
jeho exprese nedoslo. Proto miizeme tvrdit, Ze gen WDR?7 je specificky reprimovan genem
TEL/AMLI.
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Bohuzel gen WDR?7 je v sou€asné dobé téméf neprostudovan a jeho fyziologické

funkce neni znama. To z genu WDR?7 dé€la zajimavy cil pro dalsi biologické studie.

Gen ACKI: také u genu ACKI doslo na linii REH k signifikantnimu nérdstu exprese,
aCkoliv zde byl tento narGist mensi nez u predchozich genli — byla pouze 1,6krat zvySena.
Tim se nam také potvrdila data ziskand €ipovou analyzou. Na linii NALM6 nedoslo
k nartistu exprese uc¢inkem VPA, dokonce doslo k jejimu poklesu — pomér ovlivnénych a
kontrolnich vzorku je pouze 0,77. 1 gen ACK1 by tudiz také vyhovoval nasi hypotéze a je
mozné o ném prohlasit, Ze je specificky reprimovéan G¢inkem komplexu histon deacetylaz
vazanym na fuzni protein Tel/Amll.

Gen ACK1 kéduje cytoplazmatickou tyrozinovou kinazu, interagujici s proteinem
CdC42, jez je zodpovédna za aktivaci malé GTpazy Rac a napomaha tim bunécnému
déleni. Je aktivovanéd extracelularnimi signaly — prostfednictvim integrind. Krom¢ své
kindzové aktivity je také schopna regulovat stabilitu nékterych proteini pomoci
ubiquitinace a jejich nasledné degradace. MAHAJAN et al (2005) gzjistili, Ze
polyubiquitinaci tumor supresoru Wwox je ACK1 zodpovédna za vznik rakoviny prostaty.
Amplifikace genu ACK1 v tumorech zvySuje jejich invazivitu a schopnosti metastazovat
(VAN DER HORST et al. 2005). Tato zjisténi by znamenala, Zze gen ACKI ma
pronadorové G¢inky.

Gen ACKI1 se vSak ucastni i dalSich procest — jako napfiklad klathrin
dependentni endocytézy. Jednim z proteind, ktery je timto zplsobem odstrafiovan
z membrany, je EGFR, receptor pro epidermalni ristovy faktor (GROVDAL et al. 2008).
Také bylo zji§téno, ze po endocytoze je prostiednictvim ubiquitinaéni aktivity proteinu
ACKI nasledné protein EGFR degradovén v proteazomu (SHEN et al. 2007).

EGFR je membranova receptorova tyrozinova kinaza, jejiz aktivace podporuje
buné&nou proliferaci a méa tak i pronadorové ucinky, je zodpovédna zejména za vznik
rakoviny plic, prsu, glioblastomy, astrocytomy, ale i hematologickych onemocnéni jako je
mnohocetny myelom. V sou¢asné dobé& probihaji klinické zkousky inhibitori signaliza¢ni
kaskady EGFR (JOHNSTON et al. 2006, RUBIN a DUENSIG 2006, SHELTON et al.
2005). Buiriky akutni leukémie odvozené od B lymfocytl vyzaduji pro své preziti signaly
od stromdlnich bun€k, kontakt se stromalnimi buiikami také mdze navodit
chemorezistenci. Avsak aktivaci drahy MEK prostfednictvim signdlu EGFR dovoluje

buitkdm prezit i v nepfitomnosti stromalnich bun¢k. (SPENGEMAN et al. 2005)
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Z téchto udaji vyplyva, ze gen ACK1 mize mit v leukemickych burikach i
antileukemicky efekt, jelikoZ jeho overexprese mulze vést ke zvySené endocytdze a
degradaci EGFR, ktery je dulezity pro pfeziti leukemickych blasti. Antileukemicky efekt
ACKI tak mtze prevazit jeho pronadorovy G¢inek, ktery mé jako tyrozinova kinaza. I gen

ACKI je tedy vhodnym cilem pro dalsi zkouméni u détskych leukemii.

Gen ARDI: u tohoto genu nedoslo pti PCR kvantifikaci k Zddnému narlstu exprese u
bunék ovlivnénych VPA, a to ani u linie REH ani u linie NALM6. V obou liniich doslo
navic de facto k poklesu hladiny transkriptu — u linie REH ¢inil pomér mezi VPA
ovlivnénymi a neovlivnénymi vzorky 0,84, u linie NALM6 to bylo dokonce pouze 0,64.
Tento vysledek je vrozporu s vysledkem &ipové analyzy, ktera zjistila zvySeni exprese

tohoto genu.

Gen HRMTILIL: u genu HRMTIL1 nedoSlo podle PCR analyzy ani u jedné linie
k jakékoliv zméné exprese, pomér VPA ovlivnénych bunék a kontrolnich bunék byl v obou
ptipadech téméf roven 1, u linie REH ¢inil 0,945, u linie NALM6 1,02. Také u tohoto genu

se nepotvrdila zjisté€ni z Cipové analyzy, podle které byla jeho exprese zvySena.

Gen PAKI1: u tohoto genu nebyl na linii REH pomoci PCR zji§tén nartlist exprese u bunék
ovlivnénych VPA, dokonce doslo k mirnému poklesu, pomér VPA a kontroly byl 0,86.
Gen PAKI1 tedy nevyhovél nai hypotéze, nebot se ndm touto metodou nepotvrdil
vysledek z &ipové analyzy. Na linii NALM6 doSlo k mirnému nardstu exprese u
ovlivnénych vzorkl, ktery vSak neni signifikantni, hladina PAK1 byla pouze 1,2krat

zvysena.

Gen MGMT: u genu MGMT nebyl ani na jedné linii zji§tén pomoci PCR signifikantni
nardst exprese. Na linii REH byl pomé&r mezi ovlivnénymi a kontrolnimi vzorky 1,18, na
linii NALM6 byl tento pomér 1,34. U genu MGMT se ndm nepotvrdila drivéjsi zjisténi

z Cipové analyzy.

Gen ANTXR2: Gen ANTXR2 zaznamenal na linii REH signifikantni nériist exprese
ucinkem VPA, byla ptiblizné 1,6krat vy3si nez u kontrolnich bunék. Na linii NALMS6 k tak
vyraznému zvyseni exprese nedo$lo, pomér mezi ovlivnénymi vzorky a kontrolami byl 1,2,

aviak 1 ten byl signifikatni. Takovyto vysledek nepotvrzuje nasi hypotézu, Ze gen
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ANTXR?2 je specificky reprimovan fiznim proteinem Tel/Amll, avSak vypovida o tom, ze
je presto regulovan mechanismem na bazi histon deacetylaz.

Interpretace vysledku vSak neni tak jednozna¢na. U vzorki linie NALM6 byl
transkript genu ANTXR2 na hranici citlivosti PCR systému, tedy 10”. Na této trovni
citlivosti systému qRT-PCR se tedy v podstaté nemuzeme vyjadrit ke zmé&ndm exprese po
podani VPA v buiikich NALMS6. Je v3ak moZné fici, Ze ani tento vysledek pfili§
neodpovida Cipové analyze. Zmé&ny exprese u bun€k REH jsou relativné malé a je velmi
nepravdépodobné, Ze by — tiebaze v qQRT-PCR experimentu je rozdil pfed a po podani
signifikantni — analyza expresniho profilovani odhalila tak malé zvy3eni, resp. zaradila
tento gen mezi vybrané.

Gen ANTXR2 je pomérmné mélo prozkoumén, byl popsan v souvislosti s u¢inkem
antraxového toxinu, ¢emuz se vénuje pievazna vétsina praci (YOUNG a COLLIER 2007,
LIU et al. 2007). Dalsi ¢lanky jej davaji do souvislosti se vznikem infantilni systemické
hyalinézy (LINDVALL et al. 2006, SHIEH et al. 2006) a juvenilni hyalinni fibromat6zy
(HAKKI et al. 2005). Pouze jedna prace popisuje jeho normalni funkci v organismu
(ROGERS et al. 2007).

U ¢tyt genli - MGMT, PAKI1, HRMTIL1 a ARDI1 - se nepotvrdila zjisténi, kterd byla
ziskana v Cipové analyze - tedy Ze se po podani VPA vyznamné méni exprese téchto gen
v buné¢né linii REH. Pfi€in, pro¢ bylo dosazeno téchto protichiidnych vysledkt, mize byt
nékolik.

Pfi Cipové analyze byly pouzity vzorky linie REH, ale také pacientské vzorky
leukémii nesoucich fuzni gen TEL/AMLI1. Vysledné geny sice byly vybirany s ohledem na
to, aby vysledek u bun&né linie a pacientskych vzorkll byl co nejpodobné;si, presto zde
vznikd ur€itd variabilita. Experimenty s VPA, provedené v nasi laboratofi na AML u
pacientskych vzorkl, vykazuji velkou variabilitu v expresi jednotlivych gent, ackoliv
experimenty na buné¢né linii vykazovaly homogenni vysledky. Z toho je mozné usuzovat,
Ze vzdy nemusi byt reprimovany vSechny geny sou€asné, ale postaci pouze né&které, coz
muze byt u kazdého pacienta individualni.

V piipadé buné&nych linii je mozné ofekavat podobny efekt. Vzorky, na nichz
jsem provadél méfeni, pochézely z jiné pasaze bunééné linie nez plivodni material pouzity
pro ¢ipovou analyzu (pivodni materiél byl jiz zcela vy€erpan pro predchozi experimenty),
a proto je mozné, Ze se napfiklad proliferadni stav bun€k linie zmeénil a na to citlivé

reagovala i exprese nékterych gent.
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Dalsi okolnosti, ktera mohla hrat v naSem ptipad€ roli, je fakt, Ze v pribéhu
pasazovani mize dochazet na buné€nych liniich k dal§im genetickym zménédm. Jednou z
pravidelné pozorovanych zmén je také jejich dediferenciace. Nase hypotéza predpoklada,
ze vlivem VPA dojde k obnové exprese genl, které jsou podstatné pro diferenciaci
(zastava diferenciace je jednou z pfiCin vzniku leukémie). Pokud by vSak doslo k jesté
hlubsi dediferenciaci vlivem pasdZovéani, je mozné, Zze né€které geny by nemusely byt

exprimovany, nebot’ by byla vypnuta i jejich pfirozena aktivacni dréha.

Utinek VPA na leukemické buiiky miize byt zaloZen i na jiném mechanismu nez je zména
v regulaci exprese gent. Jak jiz bylo vy$e zminéno, VPA vyvolava v buiikach tvorbu ROS,
coz vede k jejich poskozovani a nasledné bun&né smrti. Toto plsobeni je selektivni, nebot’
normalni buiiky maji k dispozici ochranné mechanismy proti ROS, které jsou u
leukemickych buné€k neaktivni. U bun€k REH byla pfi sledovéni buné¢ného cyklu
pozorovéana velka frakce apoptotickych bun€k u vzorki s VPA. Proto je mozZné, Ze hlavni
alinek VPA je pravé vindukci apoptdzy, a jeho aktivita jakoZzto HDACi je pouze
,vedlejsim efektem®, ktery nema hlavni vyznam. Pokud je tudiZ neselektivni, mohou se

jeho ucinky na konkrétni geny lisit vzorek od vzorku.
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7 Souhrn

V této praci jsem se zabyval studiem akutni lymfoblastické leukémie, coZ je nejcastéjsi a
zaroven nejlépe prostudovana malignita détského véku. A€koliv v souhrnu dosahuje 1écba
uspésnosti vice nez 80%, pfi podrobnéjsim pohledu je ziejmé, Ze jednotlivé subtypy
onemocnéni se mohou ve své progndze a UspéSnosti vyléCeni vyrazné lidit. Dfive se pro
stanoveni prognézy povarovaly za kli¢ové riizné faktory jako vek pacienta, pocet blasti pfi
diagnodze, postupem Casu se vSak ukazalo, ze né€které tyto ukazatele mohou byt pouze
zastupné — ve skutenost v€k nemusi rozhodovat o pacientové prognodze, klicové je, ze
v uritém véku se u pacientd dominantné vyskytuji ur€ité typy chromozomalnich aberaci —
a pravé typ aberace je jednim z nejvyznamnéj$ich prognostickych faktort.

V této praci jsem se vénoval jedné z nejbéznéjSich chromozomalnich aberaci u B-
prekurzorové leukémie détskych pacientdl — translokaci mezi chromozomy 12 a 21, ktera
dava vznik fuznimu genu TEL/AMLI1. V souasné dob€ nabyva na vyznamu hledani 1é€by
specifické pro urCity typ leukémie, v idedlnim pfipadé dokonce proti typu leukémie
zplisobené konkrétni genetickou poruchou. Sou€asna chemoterapie je necilena a ma ¢asto
vyrazné vedlej$i ucinky, v€etné kardiotoxicity a vzniku sekundarnich malignit. Pokud by
bylo mozné prozkoumat mechanizmus piisobeni jednotlivych aberaci, byla by zde moznost
vyvinout u€innou a pfedevsim specifickou 1é¢bu.

U fazniho genu TEL/AMLI1 se predpokladalo n€kolik moznych mechanismd,
kterymi by mohl vyvolat leukémii. Jako nejpravdépodobnéj$i se v souCasné dobe¢ jevi
zména v regulaci transkripce gend dulezitych pro maturaci B lymfocytd prostfednictvim
fizniho proteinu v porovnani se samostatnymi proteiny Tel a Amll. Gen AMLI1 funguje
jako pozitivni a negativni regulator transkripce, gen TEL je pouze negativnim regulatorem.
Tato represni aktivita je uskute¢iiovana vazbou komplexu histon deacetyldz pomoci dvou
korepresorti NcoR a mSin3A. Ve fiiznim proteinu si Amll zachovava svou DNA vazebnou
aktivitu, ale ztraci aktivitu aktivatoru transkripce, zatimco Tel si zachovava svou aktivitu
represoru. Represe namisto aktivace u ur€itych gend by mohla byt prficinou
leukemogeneze. Uginkem inhibitordi histon deacetyldz by nasledné mé&lo dojit k obnové
exprese.

Abychom dokazali tuto hypotézu, bylo nutné identifikovat geny, u nichZ doslo na
leukemické linii REH k narlstu exprese ucinkem VPA. K tomuto G¢elu ndm slouzila

Cipova analyza hodnotici asi 30 000 gend. Na zaklad¢ urcitych kritérii bylo vybrano 21

78



geni, u nichz doslo k nejvy$§imu néridstu exprese. Z téchto geni jsem si poté vybral 9, u
nichZ jsem se pokusil ovéfit tyto vysledky jinou kvantifikaéni metodou, pomoci RT-PCR.

V3sechny tyto pokusy prob&hly na buné¢né linii REH. Leukemickou linii NALM6
jsem vyuzil jako dal$i negativni kontrolu, nebot’ nenese fuzni gen TEL/AMLI, a tudiz by u
ni nemé&lo dochéazet k represi gent jako u linie REH. Pokud by tedy u linie REH k nartstu
exprese urcitého genu u¢inkem VPA doslo, av3ak u line NALMG6 nedoslo, znamenalo by to
potvrzeni nasi hypotézy.

Geny WDR7 a ACKI1 vyhovély nasi hypotéze, nebot’ u nich byl na linii REH
zméfen signifikantni narlist exprese, zatimco jejich hladina na linii NALM6 ziistala stejna.
Zéarovenl se nam tak potvrdila zjist€ni z Cipové analyzy. U geni CD40, ANTXR2 a
PDGFRB se rovnéz potvrdilo zjisténi z ¢ipové analyzy, nebot’ jejich exprese u line REH
byla u¢inkem VPA rovnéz zvysena. Druhé ¢asti hypotézy viak nevyhovély, nebot’ u linie
NALMBG6 byl také zjistén narlst exprese. D4 se proto predpokladat, ze kromé specifické
represe genem TEL/AMLI1 existuji 1 dals$i nespecifické mechanismy, které leukemické
buiiky pouZzivaji k omezeni exprese n€kterych gend. U zbylych &tyf gent MGMT, PAKI,
HRMTIL1 a ARDI pak nebyla potvrzena ani zji§téni z Cipové analyzy, nebot’ z néristu
exprese nedoslo ani u jedné leukemické linie.

Ackoliv méfeni u vSech gend nepotvrdilo vysledky z ¢ipové analyzy a nasi
hypotézu, mizeme tvrdit, ze n€které geny jsou specificky regulované fiznim proteinem
Tel/Amll a podléhaji vlivu valproové kyseliny. Podafilo se ndm vytipovat mensi skupinu
geni, které reaguji na 1é€bu VPA — tyto geny a jejich roli v leukemogenezi bude mozno

déle zkoumat. Cile diplomové prace se tudiz podafilo splnit.
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