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Abstrakt

Aberace dvou kooperujicich genti, p53 a ATM, vyznamné zhor3uji prognézu a
moznosti 16¢by u B-CLL pacienti. Monoklonalni protilatka rituximab (anti CD20) je
u B-CLL vyuZivina spise v kombinovanych terapeutickych reZimech, casto
obsahujicich fludarabin. Existuje velmi malo in vitro dat, ktera sleduji efekt tohoto
obvyklého treatmentu B-CLL bun&k s aberantnim p53 a/nebo ATM. Data, ktera by
ukazovala efekt kombinace rituximabu a chlorambucilu, také chybi.

Cilem mé prace bylo uréit in vitro efekt vySe zmifiovanych kombinaci latek
na B-CLL buiiky s riznym p53/ATM statutem. Pro monitorovani vlivu pouzitych latek
na bun&&nou viabilitu byl pouZzit WST-1 assay. Testovani probihalo v in vitro systému
neobsahujicim aktivni lidskou plazmu, takZe byla vylou€ena lyze komplementem jako
mechanismus G¢inku rituximabu. Po pfedoSetieni bun€k rituximabem (10 ug.ml'l,
72 hod) byla pfidana chemoterapeutika ve &tyfech koncentracich (F: 25 — 0,4 pg.ml™;
CLB: 50 - 6,25 uM) a buiiky byly kultivovany dal$ich 48 hod. Pro uréeni vyznamnosti
u¢inku pretreatmentu rituximabem byla pouZita multivariatni analyza MANOVA.

Kombinace rituximab/fludarabin byla testovana na 46 vzorcich (procento
B-CLL lymfocyti bylo ptes 90 %) s nasledujicimi charakteristikami: 14 vzorki bylo
wild-type, 14 mélo deleci ATM (primér deletovanych bun¢k byl 83 %) a 18 vzorkid
obsahovalo rizné defekty p53. Senzitivita k fludarabinu byla stanovena pro koncentraci
1,56 pg.ml™, ktera poskytovala vyznamné rozdily mezi testovanymi vzorky. Vzorky
byly roz¢lenény nasledovné: rezistentni — viabilita testovanych bun€k byla vyS$si
nez 60 %; stfedné citlivé — viabilita bun€¢k byla v rozmezi 60 — 40 %; citlivé — viabilita
bunék byla nizsi nez 40 %.

Vzorky s defekty v p53 byly vétSinou rezistentni (72 %) a Zadny nebyl citlivy.
Ze 14 vzorki s deleci ATM bylo 35,5 % vzorkl na fludarabin citlivych, coz bylo
mnohem vice neZ u wild-type vzorka (14 %). KdyZ byla viabilita bunék treatovanych
fludarabinem a buné€k treatovanych rituximabem a fludarabinem vztaZena
na netreatovanou kontrolu, byl na hladiné vyznamnosti P = 0,05 zaznamenam pozitivni
senzitivizatni efekt rituximabu u 33 % vzorkl s aberacemi p33, 36 % vzorki s deleci
ATM a 57 % wild-type vzorkd.

U testovani kombinace rituximab/chlorambucil, které bylo provadéno jako

pilotni studie stejnym zplisobem u 16 vzorkd, byl také zaznamenam pozitivni



senzitivizatni efekt pretreatmentu rituximabem u nekterych vzorkti ve vsech tfech
skupinach.

Ziskané vysledky ukazuji, ze p53/ATM status je determinujici pro senzitivitu
B-CLL bun¢k k fludarabinu. Senzitivizace rituximabem pro fludarabin je nezavisla
na aberacich p53 a ATM. Pilotni data testovani kombinace rituximab/chlorambucil toto

tvrzeni podporuji.



Abstract

Aberrations of two co-operating genes, the p53 and ATM, significantly
deteriorate prognosis and treatment options for B-CLL patients. Monoclonal antibody
rituximab (anti-CD20) is preferably used in combination regimens in B-CLL, often in
those containing fludarabine. Very few in vitro data exist, however, showing an effect
of such common treatment on B-CLL cells with aberrant p53 and/or ATM. In this
respect, the data are also missing for a potential application of rituximab with
chlorambucil.

The aims were to assess the in vitro effect of the above mentioned
combinations of drugs on B-CLL cells with various p53/ATM status. A metabolic
WST-1 assay monitored the drugs effect on cell viability. An in vitro system lacking
active human plasma was used, thus omitting the CDC pathway. After rituximab
pre-treatment (10 pgml?, 72 h) the chemotherapeutics were applied in four
concentrations for additional 48 h (F: 25 - 0,4 pg.mlI™'; CLB: 50 - 6,25 uM). Two-way
analysis of variance (MANOVA) was used for determination of rituximab
pre-treatment significance.

For the rituximab/fludarabine combination we tested 46 samples having a
median 90 % of B-CLL lymphocytes, with the following characteristics: 14 were
wild-type, 14 harbored ATM deletion (median 83 % of deleted cells) and 18 exhibited
p33 defects of various complexity. The sensitivity to fludarabine was determined for
the concentration 1,56 pg.ml™, which provided significant differences among the
samples. The sensitivity was assessed as follows: resistant - viability is over 60 %;
medium - viability is between 60 % and 40 %; sensitive - viability is lower 40 %.

The p53-affected samples were mostly resistant (72 %) and none were
sensitive. Among ATM deleted samples, on the contrary, 35,5 % were sensitive, what
was more than in wild-type subgroup (14 %). When the viability of fludarabine-tretead
and rituximab/fludarabine-treated samples was assessed in relation to fully untreated
control, the positive sensitization effect of rituximab pre-treatment
(P = 0,05) was noted as follows: within the p53-affected as well as ATM-deleted
subgroups in 33 % (36 %) of samples and within the wild-type subgroup in 57 % of

samples.



For the rituximab/chlorambucil testing, which was performed as a pilot study
in the same manner in sixteen samples, the positive effect of antibody pre-treatment
was also noted in some samples of all the three subgroups.

Our results indicate that the p53/ATM status is critical for the sensitivity
of B-CLL cells to fludarabine. Regardless of the p53 and ATM aberrations, some
samples are available for the rituximab-mediated sensitization to this agent. Our pilot
data also support a warranty of testing a combined regimen containing rituximab and

chlorambucil.
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1 Teoreticka cast

1.1 Leukémie

Termin leukémie zahrnuje fadu malignich onemocnéni, které postihuji
hematopoeticky systém. Faktorid, ovliviiujicich vznik leukémii, je mnoho. Patfi sem
uginky ionizujictho i neionizujiciho zafeni, pisobeni cytostatik, koufeni, ucinky
riznych chemickych latek (napf. benzen, styren, toluen, ethylen), expozice
mykotoxinim a spéram nékterych b&Znych plisni a pisobeni tfi viri (herpes viru
Epsteina a Barrové — EBV, lidského T-lymfotropniho viru — HTLV a lidského viru
imunodeficience — HIV) (Mayer, Stary a kol., 2002).

Zakladni déleni leukémii je na akutni a chronické. Akutni leukémie se dale
déli na akutni myeloidni leukémie (AML) a akutni lymfoblastické leukémie (ALL).
Chronické leukémie se rozdé€luji na chronickou myeloidni leukémii (CML) a skupinu

chronickych lymfocytarnich leukémii (CLL) (Mayer, Stary a kol., 2002).

1.1.1 B - bunéc¢na chronicka lymfocytarni leukémie (B-CLL)

B-CLL je nejcastéjsi leukémie dospélych v zapadnim svét€. V Evropé je jeji
incidence 3 : 100 000 a tvofi zhruba 30 % v$ech leukémii. Vyrazné Castéji postihuje
osoby star$i 50 let, pfiblizn€ dvakrat vice muZe nez Zeny. U lidi mladSich se objevuje
velmi zfidka. Déti nepostihuje. Familidrni vyskyt této choroby je vzacny, pfimi pfibuzni
viak maji tfikrat vy38i pravdépodobnost ziskat toto nebo jiné lymfoproliferativni
onemocnéni (Adam, Vorli¢ek a kol., 2001).

Choroba se projevuje proliferaci a postupnou akumulaci klonalnich, maligné
transformovanych vyzrilych B-lymfocytd s charakteristickym imunofenotypem
v periferni krvi, kostni dfeni, lymfatickych uzlinach a sleziné (Rozman a Montserrat,
1995). Nasledkem je deregulace krvetvorby a imunitniho systému, doprovazena
organovym selhanim, €asto koncici smrti. Lécba této leukémie b&znymi postupy ma
pouze paliativni charakter, jedinou terapeutickou moZnosti je transplantace krvetvorné
tkané. I ta je vSak spojena se spoustou rizik.

Po velmi dlouhou dobu (né€kolik desetileti) byl vieobecné akceptovan nézor,
Ze B-CLL neni primarné poruchou bunééného cyklu, ale apoptozy (Kitada a kol., 1998).
Toto tvrzeni bylo podpofeno faktem, Ze B-CLL buiiky izolované z periferni krve

pacientli jsou zastaveny v G¢/G; fazi bunééného cyklu, nerostou v tkafiové kultufe a
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léky pusobici na proliferujici buriky jsou u téchto pacienti ¢asto neucinné. V poslednich
né€kolika letech v3ak bylo prokdzano, Zze B-CLL buiiky proliferuji v tzv. proliferaénich
centrech, tedy v kostni dfeni a zejména v lymfatickych uzlinach. Masivni proliferace
(obména aZz né&kolika procent B-CLL bunék za tyden) byla rovnéZz potvrzena
neobvyklym experimentem in vivo, pfi kterém byla pacientim poddvéana téZzka voda

(D20) schopna inkorporace do DNA (Messmer a kol., 2005).

1.1.1.1 Subtypy B-CLL

Fyziologické B-lymfocyty vyzravaji v kostni dfeni a vramci tohoto dé&je
pfestavuji genové segmenty kodujici podobu variabilni oblasti imunoglobulint, které
slouzi jako B-bunéény receptor (BCR) pro antigeny (Papajik a kol., 2006).

Jednim z nejvyznamnéj$ich objevii na poli vyzkumu B-CLL bylo zjisténi, Ze
existuji dva zdkladni subtypy B-CLL vzniklé z rizného stadia vyvoje B-lymfocyti.
Subtyp s nepiitomnosti somatickych hypermutaci v téZkém imunoglobulinovém fetézci
(IgVH), kde lymfocyty ziejmé je$t€ neprosly germindlnim centrem lymfoidniho
folikulu, ma vyrazné §patnou progndzu. Stéedni doba pfeziti téchto pacientu je cca 8 let.
Subtyp s mutovanym IgVH lokusem (lymfocyty jiz proSly germinalnim centrem
lymfoidniho folikulu) ma mnohem lepsi prognézu se stfedni dobou preZiti pfiblizné
25 let (Obr. 1) (Hamblin a kol., 1999).

V poslednich letech se také podafilo &asteén€ vysvétlit divody této odliSné
prognozy. Na zdkladé studia sekvenéni homologie B-bun&tného receptoru
(imunoglobulinu) u jednotlivych subtypi B-CLL se ukazuje, Ze nemutovany subtyp
produkuje polyreaktivni protilatky cilené proti mikrobidlnim antigenim nebo
autoantigeniim, zatimco u mutovaného subtypu se tato polyreaktivita ztraci (Chiorazzi,
Hatzi a Albesiano, 2005; Hervé a kol., 2005). Buiiky s mutovanym IgVH jsou pak

stimulovény k proliferaci mnohem mén¢.
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Obr. 1: Kfivky pieziti B-CLL pacientii s mutovanym a nemutovanym IgVH lokusem
(medién pfeziti pacientd s mutovanym IgVH: 293 mésicli; s nemutovanym

IgVH: 117 mésici) (z Hamblin a kol., 1999, str. 1852)

1.1.1.2 Cytogenetické aberace

Jiz zmin€nad masivni proliferace B-CLL bunék, velmi pravdépodobné
stimulovand néjakym antigenem nebo autoantigenem, pak umoZiuje postupné
hromadéni cytogenetickych abnormalit a vytvafeni stile agresivn&jSich klondlnich
variant. Z nich jsou zdaleka nej¢astéjsi téi delece a jedna trisomie (Tabulka 1).

Nejcastéji detekovanou aberaci je delece ¢asti chromosomu 13 v oblasti q14
(¢etnost az 50 % v3ech ptfipadd B-CLL). Jsou zde pravdépodobné deletovany dulezité
miRNA (Calin a kol., 2002). Tato delece je viak piekvapivé spojena s lepsi prognézou,
neZ maji B-CLL buiiky bez jakékoli aberace (Obr. 2) (DShner a kol., 2000).

S Cetnosti okolo 20 % se vyskytuje trisomie chromosomu 12. Disledky tohoto
jevu nejsou dosud objasnény. Jeden z geni, ktery by teoreticky mohl zodpovidat
za $patnou prognézu souvisejici s touto aberaci (Obr. 2) (Juliusson a kol., 1990), je gen
mdm2 (lokalizovany v oblasti 12q12-15). Protein MDM2 je totiz negativnim
reguldtorem nadorového supresoru p53 a zajistuje jeho degradaci. Pfi nadbytecné
expresi by tato degradace mohla byt patologicka.

Heterozygotni delece ¢asti chromosomu 11 v oblasti q22-23, vyskytujici se

s ¢etnosti 15 — 20 %, méa za nasledek inaktivaci jedné alely nadorového supresoru ATM.



Tim je negativné ovlivnéna schopnost buiiky reagovat na poSkozeni DNA, protoze
kinasa ATM ma kli¢ovou roli pfi odpovédi buriky na dvoufetézcové (a ziejmé i
jednofetézcové) zlomy v DNA. Tato aberace ma velmi Spatnou prognézu (Obr. 2)
(Déhner a kol., 1999) a je asociovana s rezistenci na 1écbu, ktera je pravé na poskozeni
DNA a nasledné indukci apoptdzy zaloZena.

Heterozygotni delece ¢asti chromosomu 17 v oblasti p13.1, vyskytujici se
u B-CLL s €etnosti 10 — 15 %, ma za nasledek deleci jedné alely genu p53, pfiCemz
druh4 alela byva v téchto pfipadech velmi ¢asto mutovana (Gaidano a kol., 1991). Tato
aberace vykazuje viibec nejhor$i prognézu (Stilgenbauer a kol., 2002) (Obr. 2), protoze
jsou zavazné narudeny dréhy regulujici apopt6zu, a to jak spontanni, tak i indukovanou
léky. Pacienti s aberacemi genu p53 obzvlaité $patné reaguji na 1é¢bu (el Rouby a kol.,
1993; Dohner a kol., 1995).
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Obr. 2: Pravdépodobnost preZiti od data diagnézy onemocnéni u pacientii v péti
genetickych kategoriich (median preZiti pacienti s deleci 17p: 32 mésici,
s deleci 11q: 79 mésict, s trisomii chromosomu 12: 114 mésicli, s normalnim
karyotypem: 111 mésicil, pouze s deleci 13q: 133 mésict) (z Dohner a kol.,
2000, str. 1913)



Tabulka 1: Nej¢ast€j$i chromosomové aberace u B-CLL, jejich frekvence a prognoza

Aberace Frekvence Prognéza
delece 13q14 az 50 % dobra
trisomie chromosomu 12 cca 20 % Spatna
delece 11q22-23 (delece ATM) 15-20% Spatna, rezistence na 1é¢bu
delece 17p13.1 (delece p33) 10-15% $patn4, rezistence na lécbu

Mutovany IgVH lokus je spojen s vy$§im vyskytem delece 13ql4 (Oscier a

kol., 2002). Nemutovany IgVH lokus u B-CLL je spojen s pfitomnosti nepfiznivych
genomickych aberaci (Krober a kol., 2002; Trbusek a kol., 2006) jako je delece 11q

(s ni je asociovan velmi siln€), delece 17p a trisomie chromosomu 12. Vyskyt téchto

aberaci jeité zhor3uje jiZz tak Spatnou progndzu pacientli s nemutovanym IgVH lokusem
(Krober a kol., 2002).

Obr. 3:

100

Vi homology

75 < 98% (n=123)

Vg homology
2 98% (n=109)

Patients surviving (%)

0 24 4'8 7'2 9'6 120 144 168 192
Months

Kfivky preziti 300 pacientd s deleci 17p a 11q (bez ohledu na mutacni status
IgVH), s mutovanym a nemutovanym IgVH lokusem (bez delece 17p nebo
11q) (median preziti pacientii sdeleci 17p: 30 mésict, 11q: 70 mésici,
nemutovanym IgVH: 89 mésic, mutovanym IgVH: nedosaZen za 152 mésici

— pieziti 54 %) (z Byrd a kol., 2004, str. 167)




1.2 Klicové geny (proteiny) regulujici apoptézu a bunéény
cyklus v B-CLL lymfocytech

Na patogenezi B-CLL se podileji jak poruchy v genech regulujicich apoptézu,
tak v genech regulujicich bunény cyklus (Trbusek a Mayer, 2004). Mnohé z gend
navic prokazateln€ hraji roli v obou t&chto procesech. Z téchto poznatki vyplyva, Ze
mozZnosti terapie B-CLL nejsou jen na poli indukce apoptézy, ale Ize uvazovat napf. o
vyvedeni B-CLL buné&k na drihu proliferace s naslednym vyuzitim latek uinnych na
délici se buiiky (Goodman a kol., 1996).

1.2.1 p53

Protein p53 je neznaméjsi nadorovy supresor, exprimovany ve vsech tkanich.
Casto byva nazyvan ,strazcem genomu®“. Byl objeven vroce 1979 Lanem a
Crawfordem. Jednd se o jaderny protein obsahujici 393 aminokyselin. Gen pro tento
protein je lokalizovan na kratkém raménku chromosomu 17. Pfitomnost mutace v genu
pro protein p53 se vyskytuje u vice neZ 50 % lidskych nadori (Hollstein a kol., 1991;
Lane, 1994; Hainaut a Hollstein, 2000).

Protein p53 zajidtuje pfiméfenou odpovéd’ na bunéény stres — zastavuje
bunéény cyklus v G, nebo G, fazi a iniciuje opravu poskozené DNA nebo indukuje
apoptézu (v ptfipadé neopravitelného poskozeni DNA). Je to transkripéni faktor —
pisobi vétsinou jako aktivator transkripce cilovych gend (v nékterych pfipadech i jako
represor transkripce), biologicky aktivni je ve formé tetrameru. Dosud bylo popsano
vice nez 60 cilovych geni, prostfednictvim jejichZ aktivace pS3 navozuje napf. blok
buné&&ného cyklu s opravou DNA, apopt6zu nebo inhibici angiogeneze (Vogelstein a
kol., 2000). Diky tomuto rozsahlému spektru aktivit je inaktivace p53 povaZovana

téméF za univerzalni krok ve vyvoji vét§iny nadora.

1.2.1.1 Struktura proteinu p53

Protein p53 obsahuje &tyfi funkéni a regulaéni domény — N-koncovou,
centralni, oligomerizaéni a C-koncovou (Hupp, Lane a Ball, 2000) (Obr. 4).
Centralni, sekvenéné specificki DNA-vazebnd doména (aminokyseliny

90 — 295) je evolu¢né konzervovéna u obratlovci. Je uspofddana do f-skladaného listu,



ktery tvofi leSeni pro LSH (loop-sheet-helix) motiv, a dvou smyc&ek, které jsou
koordinaéné€ vazany zinkovym iontem (Hupp, Lane a Ball, 2000).

Oligomeriza¢ni doména (aminokyseliny 320 — 356) je evolu¢né konzervovana
stejné jako centrdlni doména. Je tvofena dimerem antiparalelniho B-skladaného listu a
antiparalelnim uspofddanim helix/helix. Tyto dimery spolu reaguji hydrofobnimi konci
tak, Ze Ctyrhelixové uspofadani tvofi tetramer (Hupp, Lane a Ball, 2000).

N-koncovd doména je transaktivaéni doména, diky které p53 interaguje se
soud4stmi transkripéni masinérie. V této domén& se vyskytuji aminokyseliny Ser'>,
Thr'® a Ser”, coz jsou cilovd mista pro fosforylaci, ktera maji didleZitou funkci
pfi stabilizaci p53 (fosforylace ATM nebo jinou protein kinasou) (Hupp, Lane a Ball,
2000).

C-koncova regulaéni doména hraje duileZitou roli v posttranslaénich
modifikacich p53. Jednou zjejich funkci je udrZzovat protein v latentnim stavu
(v transkripéné inaktivni formé€). Vyskytuje se zde dalsi cilové misto pro fosforylaci —
Ser’™ (je fosforylovan kasein kinasou 2 nebo double-strand-RNA-dependentni protein
kinasou) (Hupp, Lane a Ball, 2000).

N-koncova C-koncova
transaktivaéni oligomeriza¢ni regulazni
centralni DNA-vazebn4 doména doména
doména doména
P P P P
| | | [
Ser'>  Thr'® Ser” Ser’*?

Obr. 4: Struktura proteinu p53 véetné znazornéni dulezitych fosforylatnich mist
v jednotlivych doménach (podle Hupp, Lane a Ball, 2000, str. 3)

1.2.1.2 Stabilizace a degradace proteinu pS3

Za normalniho stavu je hladina proteinu p53 v buiikich nizkd a vét3inou
nedetekovatelna. Po poskozeni DNA se viak protein stabilizuje a rychleji se pfesunuje
do jadra, kde indukuje transkripci genti zastavujicich bunény cyklus nebo spousti geny
regulujici apopt6zu. Pro indukci proteinu p53 je dileZita jeho fosforylace na Ser', ktera



blokuje vazbu proteinu MDM2, a tim zabrariuje degradaci p53 (Prives, 1998). Tuto
fosforylaci provadi kinasa ATM po poskozeni DNA ionizujicim zafenim nebo
chemickymi latkami (Banin a kol., 1998).

Protein p53 je pred degradaci oznaovan ubiquitinem pomoci proteinu MDM?2
(se kterym tvofi zpétnovazebnou smyc¢ku, kde p53 funguje jako transkripéni faktor
pro gen mdm?2) a nasledné je degradovan v proteasomu (Shieh a kol., 1997). Protein
MDM?2 tedy piisobi jako negativni regulator funkce proteinu p53. To také vysvétluje,
pro¢ u pacientd s mutovanym proteinem p53 dochadzi k hromadéni tohoto proteinu
v burikdch — mutovany p53 nemuize vyvolat transkripci svého negativniho regulatoru
MDM2 (Blagosklonny, 1997). Je v3ak diilezité si uvédomit, Ze toto plati jen v pfipadé
delece druhé alely genu p53, protoZze pokud je jen jedna alela mutovand, aviak druha
pfitomna a funk¢ni, ke zvySené (abnormalini) expresi proteinu p53 nedochazi — tetramer
sloZeny ze zdravé alely stile indukuje gen MDM?2 (Blagosklonny, 2000). Monitorovani
hladiny proteinu p53 (provadéné nejéast&ji imunohistochemicky nebo pomoci western

blottingu) je tak diilezitym ukazatelem funké&nosti tohoto nadorového supresoru.

1.2.1.3 Inaktivace proteinu p53

K inaktivaci proteinu pS53 dochazi interakci s virovymi nebo bunéénymi
onkoproteiny, jadernou exkluzi a (nejcastéji) deleci a/nebo mutaci. PfevdZna vétsina
mutaci (87,2 %) jsou mutace zaménové (bodové mutace vedouci k zaméné jedné
aminokyseliny), vyskytujici se hlavné v centrdlni DNA-vazebné doméné€ (Hainaut a
Hollstein, 2000; Smardova a kol., 2004). U B-CLL je mutace jedné alely &asto spojena
s deleci alely druhé (Gaidano a kol., 1991). Uinek mutace miize byt také dominantné& —
negativni, tzn. Ze produkt mutované alely genu p53 inaktivované bodovou mutaci mize
tvofit s produktem standardni alely komplex, ktery je Caste€né€ aktivni nebo inaktivni
(de Vries a kol., 2002).

1.2.2 ATM

ATM je gen, ktery je mutovany u pacientll se syndromem ataxia telangiectasia
(ATM = ataxia telangiectasia mutated). Tito pacienti trpi nahromadénymi poSkozenimi
v DNA, kterd nejsou opravovana, a rovnéZ se u nich ve zvySené mife vyskytuji

hematologické malignity — leukémie a lymfomy (Taylor a kol., 1996).
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Hlavni funkci proteinu ATM je odpovéd’ buriky na dvoufetézcové zlomy
vlivy, napf. pidsobenim ionizujiciho zafeni. Odpovédi buiiky miZe byt oprava
poSkozené DNA, zastaveni bunééného cyklu nebo indukce apoptézy (Stankovic a kol.,
2002).

Gen ATM je u pacientii s B-CLL dasto (az 30 % pfipadi) mutovan nebo
deletovan (Stankovic a kol, 2002). Vyskyt ojedinélych B-CLL pacienti se
spole¢nou inaktivaci genti p53 a ATM svédéi o tom, Ze selekéni tlak v leukemickych
burikach plisobi proti néjaké spolené aktivité téchto dvou proteind (Pettitt a kol., 2001).

1.2.3 Bax, Bcl-2

Dva proteiny, které spolu tvofi heterodimer. Na jejich vzijemném poméru
zavisi, zda u buriky probéhne ¢i neprobéhne apoptoza.

Protein Bax je hlavni proapoptoticky protein, v buice miiZze byt indukovén
ionizujicim zafenim. Protein Bcl-2 piisobi antiapoptoticky — blokuje ,,mitochondrialni“
drahu vedouci k apoptéze (Rosypal, 2002).

Zvy3ena exprese proteinu Bcl-2 byla zaznamenana asi u 80 % B-CLL pacientil
(Hanada a kol., 1993). Faderl a kol. (2002) uvadi ve své praci vysokou hladinu proteinu
Bcl-2 jako vyznamny negativni faktor z hlediska preziti pacientii a také rezistence
na 1é¢bu fludarabinem. Samotnd zvy$ena exprese tohoto proteinu vak neni schopna

navodit maligni transformaci buriky.

1.2.4 Kaspasa-3

Je to kli¢ova kaspasa (cysteinova proteasa), kterd indukuje apoptozu B-CLL
lymfocytti, spontanni i indukovanou léky (Stoetzer a kol., 1999). U studovanych
pacientd s B-CLL je prokazana exprese prokaspasy-3, ale nedochazi k jeji aktivaci

na funké&ni kaspasu-3 (King a kol., 1998).

1.3 Nejéastéji pouzivané latky pri terapii B-CLL

Nejéastéji pouzivanymi latkami pfi terapii B-CLL jsou stile chemoterapeutika.

Klasickymi, b&Zné& pouZzivanymi léky, jsou chlorambucil (alkyla¢ni latka) a fludarabin
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(adenosinové  analogum). Daéle se pouzivaji  kortikosteroidy a  rizné
polychemoterapeutické reZimy (kombinace riznych cytostatik). V posledni dobé& se
v3ak v praxi stale vice uplatiiuji monoklonélni protilatky (rituximab, alemtuzumab) ¢i

jejich kombinace s n€kterymi chemoterapeutiky.

1.3.1 Alkylaéni latky

Alkylaéni latky maji niznorodou chemickou strukturu, obsahuji v$ak reaktivni
alkylové skupiny s relativnim deficitem elektroni (tzv. elektrofilni skupiny). Tyto
skupiny atakuji nukleofilni ¢asti molekul (atomy dusiku, fosforu, kysliku) za tvorby
kovalentni vazby. Alkylaéni cytostatika se rozdéluji podle zptisobu alkylace
na jednofunk¢ni a bifunkéni.

Alkyla¢ni latky se vaZi nejen na nukleofilni skupiny nukleovych kyselin, ale
také na proteiny a mens$i molekuly. Alkylace DNA zpisobuje mnoho poskozeni
(odlouceni purinové baze, jednofetézcové i dvoufetézcové zlomy, vnitini vazby
uvnitf fetézce nebo mezi fetézci). Tim je poSkozena genetickd informace buiiky a pokud
neni poSkozeni v¢as opraveno, buitka zanikd. Zvyseni oprav poskozeni DNA je jednim
z mechanismi rezistence nadorovych bunék na chemoterapeutika.

Alkylaéni cytostatika reaguji s nukleovymi kyselinami v buiice nezavisle
na fazi bunééného cyklu, z &ehoZz vyplyvaji i jejich nezaddouci u€inky — piisobi totiz
stejné na nadorové i normalni buiiky a zpisobuji tak dlouhodobé poruchy krvetvorby,
neplodnost, pisobi mutagenné a karcinogenné na kmenové hematopoetické buiiky, coz
muiZe vést az ke vzniku sekundarni akutni leukémie (Vorli¢ek, Vyzula, Adam a kol.,
2000).

1.3.1.1 Chlorambucil (Leukeran)

Chlorambucil jako aktivni latku pro lé¢bu B-CLL identifikoval v 60. letech
20. stoleti Galton (Galton, 1961). Je to bifunkéni alkyla¢ni latka (Obr. 5) odvozena
od dusikatého yperitu (nitrogen mustardu). Alkyluje nukleofilni skupiny DNA a ma
afinitu ke thiolovym skupindm proteini. Do bunék se dostava prostou difiizi. Jednim
z jeho metaboliti je kyselina fenyloctova, ktera ma stejné cinky jako chlorambucil,
ostatni metabolity jsou jiz ned¢inné. Pouziva se hlavné v peroralni formé (VorliCek,

Vyzula, Adam a kol., 2000).
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Alterace v genu p53, ktery kontroluje vstup buiiky do apoptézy, jsou jedna
z moZnosti rezistence B-CLL pacientli na chlorambucil (Panasci a kol., 2001). Mutace
nebo delece tohoto genu silng koreluje se $patnou klinickou odpovédi na chlorambucil
(Begleiter a kol., 1996; Silber a kol., 1994, el Rouby a kol., 1993). Dle Sturma a kol.
(2003) je terapie chlorambucilem spojena se vznikem mutaci v genu p53 a naslednou
rezistenci nejen na alkyla¢ni latky ale i dalsi cytostatika (fludarabin) a y-zafeni.

Pacienti smutacemi vgenu ATM také vykazuji rezistenci na 1é¢bu

chlorambucilem (Austen a kol., 2005).

Cl
/

Cl

Obr. 5: Chemicka struktura chlorambucilu

1.3.2 Adenosinova analoga

Adenosinova analoga patfi do skupiny antimetaboliti. Antimetabolity ptisobi
na nadorové buiiky tak, Ze svoji podobnosti s fyziologickymi metabolity ,,08ali“ enzym.
Cinnost enzymu je pak timto antimetabolitem kompetitivné inhibovana nebo je
antimetabolit zainkorporovan do syntetizovaného produktu. Funkce takto
modifikovaného produktu je viak porusena.

Vétdina antimetaboliti zasahuje do syntézy nukleovych kyselin, nema vSak
vyrazny vliv na funkci nukleovych kyselin hotovych. Z toho vyplyva, Ze antimetabolity
pusobi pfedev$im na proliferujici buriky.

Adenosinova analoga se zakala ve véti mife pouZivat v poslednich 15 letech
(Cheson, 1992). Jejich pouziti je omezeno na maligni lymfoproliferativni onemocnéni.
Mezi neZidouci u&inky patfi atlum krvetvorby, neurotoxicita a dlouhodoba

imunosuprese (Vorli¢ek, Vyzula, Adam a kol., 2000).
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1.3.2.1 Fludarabin (Fludara)

Fludarabin, arabinosyl-2-fluoroadenosin monofosfat (Obr. 6), je po aplikaci
v organismu extraceluldmé rychle defosforylovan. Po priiniku do buriky je postupné
enzymaticky pomoci deoxycytidinkinasy opé&t fosforylovan na trifosfat, coz je vlastni
ucinnad latka. Tento trifosfat blokuje metabolismus purini a nukleovych kyselin
na nékolika drovnich (inhibice ribonukleotidreduktasy, DNA-polymerasy a,
DNA -primasy a DNA-ligasy). Netvofi se tedy deoxyribonukleotidy, které jsou potfebné
pro syntézu a opravy DNA, z €ehoZ je jasné, Ze fludarabin pisobi pfedevs$im na délici se
buriky (Vorli¢ek, Vyzula, Adam a kol., 2000). Toxicky vliv ma ale i na buriky klidové,
mechanismy u¢inku v3ak nejsou zatim zcela jasné. Predpoklada se, Ze v nich indukuje
fragmentaci nukleovych kyselin, tedy apoptézu (Robertson a kol., 1993).

Utinek fludarabinu je cileny na lymfoidni tkaf, maligné zménénou i normalni,
na ostatni naddory nema vliv. Je to zplsobeno intenzivné€j§im transmembrianovym
transportem a rychlejsi intracelularni fosforylaci na aktivni metabolit v lymfoidnich

burikach. Aplikuje se nitroZiln€ (Plunkett, Huang a Gandhi, 1990).

NH,
N
W
SN
Q
HO-P-0 o
OH HO

OH

Obr. 6: Chemicka struktura fludarabinu

Podle prvnich studii (Grever a kol., 1988; Keating a kol., 1989; Keating a kol.,
1991) mél fludarabin jednozna¢nou a rychlou antileukemickou aktivitu i u pacientl
s pokro&ilou chorobou a u pacientli rezistentnich na terapii alkylatnimi cytostatiky.
Montserrat a kol. (1996) ve své praci udévaji, Ze citlivost na fludarabin korelovala se
senzitivitou choroby k pfedchozi 1é¢b&, a Sorensen a kol. (1997) uvadéji, Ze nizka
odpovéd pacientii s pokrogilou chorobou na fludarabin muze byt dana pravé

pokrogilosti choroby, lymfadenopatiemi, organomegaliemi a/nebo predchozi 1écbou.
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Pozdéji byla sledovana rezistence na fludarabin v souvislosti s piitomnosti
mutace Ci delece genu p53. Bylo zjiténo, Ze pokud se u pacienta vyskytuje delece p33,
ma vétsinou zvySenou rezistenci i na terapii fludarabinem (Obr. 7), krat$i dobu peziti a
intervaly bez lé¢by (Dohner a kol., 1995; Stilgenbauer, Lichter a Dhner, 2000).
Odpoveéd’ na terapii fludarabinem u pacientii s mutacemi v p53 byla také velmi slaba
(el Rouby a kol., 1993; Wattel a kol., 1994; Sturm a kol., 2003).

Nizké hladiny proteinu ATM v B-CLL buiikach byly spojeny s nizkou indukci
apopt6zy fludarabinem (Kojima a kol., 2006). Ve studii, kterou publikovali Austen a
kol. (2005), vykazovali pacienti s mutovanym A7TM na 1é&bu fludarabinem také $patnou

odpovéd'.
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Obr. 7: Pravdépodobnost preziti od zacatku terapie fludarabinem u 50 B-CLL pacienti
s (12 pacientl) a bez (38 pacientil) delece p53 (median preziti pacientti s deleci
p33: pouze 7 mésici, bez delece p53: nebyl dosazen) (podle Dohner a kol.,
1995, str. 1586)

1.3.3 Monoklonalni protilatky

Monoklonélni protilatky (rituximab, alemtuzumab) se v hematoonkologii
uplatiiuji stale vice. Ve srovnani s klasickymi cytostatiky totiZ maji fadu vyhod — piisobi
selektivnéji na nadorové buriky (vaZou se pouze na buiiky, na nichZz se vyskytuje
pfisludny antigen) a maji mensi spektrum neZadoucich Gcinku. Jejich pouzZiti pro 1€€bu

je viak velmi nakladné.
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Uginnost monoklonalni protilatky zdvisi na homogenité antigenu a mife
exprese (hustot€) antigenu na povrchu maligni buiiky. Uginnost miZe byt také
negativné ovlivnéna pfitomnosti volnych antigend v extracelularni tekutin€, $patnym
krevnim zasobenim tumoru a jeho velikosti.

Monoklonélni protilatky proti bunéénému antigenu po navazani na cilovou
butiku plsobi tfemi riiznymi mechanismy: aktivuji komplement, zpiisobuji cytotoxickou
reakci zavislou na protilatkich (ADCC) s naslednou fagocytézu buiiky a blokadou
cytokinti a ristovych receptori mohou indukovat apoptézu. Jako hlavni mechanismus
udinku in vivo se predpoklada protilatkami zprostfedkovana cytotoxicita (Obr. 8)
(Vorli¢ek, Vyzula, Adam a kol., 2000).

U prvniho mechanismu G¢inku — pfi lyze buiiky komplementem dochazi
ke vzniku aktivniho komplexu atakujiciho membranu. Soustava komplementu se sklada
zcca 30 sérovych a membranovych proteind, které kooperuji jak mezi sebou, tak
s dalS§imi imunitnimi mechanismy. Aktivace komplementové kaskady je kontrolovana
plazmatickymi i membranovymi inhibitory (Hofej$i a Bartttikova, 2001).

Druhou moZnosti ptisobeni monoklonalnich protilatek je ADCC, ktera je
zprostfedkovana efektorovymi buitkami, mezi néZ patii NK buriky a fagocytujici buiiky
(makrofagy, eosinofilni a neutrofilni granulocyty), nesoucimi receptor pro Fc konec
imunoglobulint. Efektorové burky likviduji protildtkou oznadené patologické buriky
prostfednictvim perforind, granzymt a TNF-a. Mohou také indukovat apoptdzu
prostfednictvim systému Fas — Fas ligand (Mayer, 2004). ADCC miize téZ aktivovat
systém kaspas, ktery vede k apoptéze buitky (Doubek, Racil a Mayer, 2006).

Ttetim mechanismem piisobeni je apoptéza. Jednd se o alternativni proces
k nekrotické bun&&né smrti. Poprvé byla popsana Kerrem a kol. v roce 1972. Je to zcela
fyziologicky dg&j, pfi kterém dochdzi postupné k redukci velikosti burky, ztrat€
mezibunééného kontaktu, kondenzaci chromatinu, fragmentaci DNA a zménam
mitochondridlniho potencidlu. Cely proces je fizen signdlni transdukci a konci
fagocytézou dané buriky makrofiagy nebo histiocyty. Existuji dv€ zdkladni dréhy
apoptozy, vnéjii ,receptorova“ draha a vnitini ,,mitochondrialni* dréha. Tyto dvé drahy
jsou navzijem propojeny prostfednictvim nékolika proteini. Ob&é zmifiované protilatky
jiz pouhou vazbou na bun&tnou membranu in vitro inhibuji bun&nou proliferaci a

indukuji apoptézu (Mayer, 2004; Doubek, R4cil a Mayer, 2006).
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Obr. 8: Mechanismy pisobeni monoklonalnich protilatek (podle Mayer a Adam, 2004,
str. 221)

1.3.3.1 Rituximab (Mabthera)

Rituximab je chimérickd monoklonalni protilatka (Obr. 9), sloZzend z variabilni
¢asti t&€zkého a lehkého fetézce mysi protilatky proti CD20 a konstantni ¢asti lidského
IgG; a konstantni casti lidského fetézce kappa. Té&zké fetézce jsou slozeny
z 451 aminokyselin a lehké z 213 aminokyselin. Je vyrabéna v kultufe ovarialnich
bunék ¢inskych krecki. Je to prvni monoklonalni protilatka, ktera ziskala v roce 1997
povoleni k 1é€b€ onkologickych chorob (Mayer, 2004).

CD20 je antigenni struktura, ktera charakterizuje B-lymfocyty. Na jinych
bufikach se nevyskytuje. Jednd se o integrdlni transmembranovy neglykosylovany
hydrofobni fosfoprotein, ktery prochazi &tyfikrat bunéénou membranou. Obsahuje
297 aminokyselin (Mayer, 2004).
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Obr. 9: Schematické znazornéni struktury rituximabu

Rituximab se selektivné vaZze na CD20 pozitivni buiiky. Jedn4 se o buiiky fady
lymfoproliferaci, ale také o normalni B-lymfocyty. Struktura CD20 je po navazéni
protilatky na membrané stabilni, neuvoliiuje se. Mechanismus u¢inku je mnohostranny
(viz kapitola 1.3.3) a v n&kterych smérech zisadn& odlisny od pisobeni cytostatik.
Dominantnim mechanismem je v3ak protilatkami zprostfedkovana cytotoxicka reakce.
Podava se nitrozilné (Mayer, 2004).

Rituximab, pouZity samostatn€, ma pouze omezenou aktivitu, a to z divodu
snizené exprese CD20 antigenu na povrchu B-CLL bunék. Ta je mnohem niZz§i
neZ u jinych lymfoproliferaci B-fady (Maloney, Smith a Rose, 2002). Standardni davky
rituximabu vedou k vy3si mife odpovédi u zatim nelé&enych pacienti nez u pacientii
srelapsy (Liu a O’Brien, 2004). Ukazuje se, vyss$i davky rituximabu jsou spojeny
s vy38im vyskytem lécebné odpovédi (Mavromatis a Cheson, 2003; Lin a kol., 2004).

Podle Byrda a kol. (2003) se da podle pfitomné cytogenetické abnormality
u B-CLL ptedpovédét, jaka bude odpovéd’ pacienta na lé¢bu rituximabem. NejniZsi
terapeutickd odpovéd’ byla u pacientl s deleci p53 — Zadny z pacientd s touto deleci
na lé¢bu nezareagoval (n = 5). Pacienti s deleci ATM a deleci 13q14 byli na 1écbu
rituximabem citlivi. Jako moZnost pro 1é€bu pacienti s deleci p53, ktefi jsou rezistentni
na rituximab, se jevi pouZiti alemtuzumabu, protoZe pacienti s touto deleci na 1é¢bu
alemtuzumabem reagovali (Stilgenbauer a D6hner, 2002; Lozanski a kol., 2004).

Z tady experimentalnich studii vyplyva, Ze rituximab senzitivizuje nadorové
buiiky k riznym cytostatikim. Kombinace rituximabu napf. s fludarabinem vykazuje
vy$8i odpovéd’ pacienti na léCbu, vy$si pocet celkovych remisi, a to i u pacienti

rezistentnich na fludarabin samotny (Nabhan, Gartenhaus a Tallman, 2004; Lin a kol.,
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2004). Lepsich vysledkl se dosahuje u pacientti, ktefi jest€ neprodélali Zadnou 1é¢bu,
neZ u jiz l1é¢enych pacientti (Kay, Rai a O'Brien, 2006; Wendtner, Eichhorst a Hallek,
2004).

Vhodné se jevi pouziti rituximabu v kombinaci s dal$i monoklonalni
protilatkou — alemtuzumabem. Smolewski a kol. (2005) totiz zjistili, Ze kombinace
téchto dvou monoklonalnich protilatek zvySuje proapoptotickou aktivitu B-CLL bunék
in vitro, a to i v pfipad€, Ze pacienti byli na samotny alemtuzumab rezistentni. Také
Faderl a kol. (2003) ve své klinické studii uvadéji, Ze kombinace rituximabu
s alemtuzumabem byla pfinosna, obzvlasté u pacientt s rezistentni chorobou a Spatnou
prognozou. |

Rituximab je také ucinny v léébé komplikaci B-CLL jako je Cistd aplazie
¢ervené fady, autoimunitni trombocytopénie a autoimunitni hemolytickd anémie (Liu a

O’Brien, 2004).

1.4 In vitro testy hodnotici poSkozeni bunék

In vitro testovani ma nezastupitelné misto v testovani novych, potencidlné
1éebnych latek, tvorbé novych lééebnych protokolii a v n&kterych pipadech i pii volbé
individualni terapie. Testovani uc¢innosti novych chemoterapeutik na tkafovych
kulturaich a primokulturach je prvnim krokem v uréeni ucinnosti novych léciv a
sledovani mechanismu G¢inku téchto latek. Metody testovani in vitro jsou zaloZeny
na dvou odli$nych principech (klonovaci a neklonovaci pfistup), které hodnoti rizné
stupeii poskozeni nadorovych bunék.

Klonovaci metody nedokazou urcit bunééné poskozeni u bunék v Gy fézi, ale
dokazZou rozlisit nadorové buiiky od bun€k normalnich. Metabolické testy (neklonovaci
metoda) hodnoti vitalitu bunék ve vsech fazich bun&ného cyklu, ale hodnoti jak
nadorovou, tak nenadorovou populaci. Kromé toho viechny tyto testy hodnoti pouze
stupeii pokozeni, ale ne pFi¢inu. Dal§im krokem proto je hodnoceni buné€ného cyklu
na flow-cytometru, sledovani apoptotickych markert a sledovani nékterych signalnich
drah. Na zakladé téchto testd jsou vytipované buné&éné linie a kombinace cytostatik
hodnoceny &ipovou analyzou a je hodnocena genova exprese (Chumchalové a Kovafik,

2000).
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1.4.1 Neklonovaci metody

Neklonovaci metody vyuzivaji k detekci Zivych buné€k jejich metabolickou
aktivitu nebo zmény v membranové integrité, které jsou reakci na bunécné poskozeni.
Na provedeni testu je tfeba pomémé malo bunék (cca 10 — 80 000 bunék/jamka), doba
provedentf testu je kratka (fddové dny) a GspéSnost provedeni je témér 100 %. Tyto testy
postihnou i buiiky v Gy fazi a miZe se provést testovani vétsiho poctu latek. Problémem
je to, Ze testy nerozli$uji maligni buiiky od nemalignich (Chumchalovd a Kovarik,

2000).

1.4.1.1 MTT (tetrazoliové) testy

Patfi do skupiny neklonovacich metod, konkrétné mezi testy vyuZivajici
metabolickou aktivitu bunék (redukéni testy). Je to nejrozsifenéjsi metoda pro in vitro
testovani chemosenzitivity ¢i chemorezistence nadorovych bunék.

Tento test byl popsén Mosmannem v roce 1983. Rozlideni Zivych a mrtvych
bunék je zaloZeno na schopnosti Zivych bun€k redukovat svymi mitochondridlnimi
enzymy (sukcinatdehydrogenasou) tetrazoliové soli na formazany. Vysledkem je jinak
barevny produkt reakce. Intenzita zbarveni produktu je méfena pomoci
spektrofotometru.

WST-1 assay slouzi k neradioaktivni spektrofotometrické kvantifikaci
bunééné proliferace, ristu, viability a chemosenzitivity. Dochazi zde ke S3t€peni
tetrazoliové soli WST-1 (4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzen disulfonatu) na formazan a zméné zbarveni z rizovocervené na tmavé ¢ervenou
(Obr. 10). Intenzita zbarveni je méfena pomoci spektrofotometru (ELISA reader)

pfi 450 nm.
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Obr. 10: Stépeni tetrazoliové soli WST-1 (4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzen disulfonatu) na formazan (EC = elektron coupling

reagent, RS = mitochondrilni sukcinét-tetrazolium reduktasovy systém)
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2 Cile diplomové prace

Cilem diplomové prace bylo in vitro testovani citlivosti bun€k s poruchami
genti ATM a/nebo p53 na cytostatika a monoklonalni protilatku rituximab a zjistovani,
zda vzorky mohou byt monoklonaini protilatkou rituximab senzitivizovany. Dale pak
sledovani exprese né&kterych kli€ovych proteind v zdvislosti na rezistenci/citlivosti

vzorku na dand chemoterapeutika. V ramci toho bylo cilem zvladnout nasledujici

vybrané metodiky a postupy:

1. Zvladnout metodiku zpracovani vzorki krve od pacienti s B-buné¢nou chronickou
lymfocytarni leukémii pro western blotting a testy viability bun€k po aplikaci

monoklonaélni protilatky a cytostatik.

2. Zvlddnout metodiku western blottingu pro proteiny p53, PCNA, Bax, Bcl-2 a

kaspasu-3.

3. Zvladnout metodiku testovani viability (metabolické aktivity) B-CLL bunék
po aplikaci vybranych chemoterapeutik (fludarabin, chlorambucil) a monoklonalni

protilatky rituximab.

4. Interpretovat vysledky svych experimentii ve vztahu k daldim datim produkovanym

na pracovisti diplomové prace.
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3 Material a metody

3.1 Metody

3.1.1 Separace lymfocytu
5 ml krve bylo odebrano do 300 pul 0,5 M EDTA (pH = 8,0). Ke krvi byl

pfidan roztok PBS v poméru 1 : 1. 5 ml této smé&si bylo navrstveno na 4 ml roztoku
Histopaque 1077 a stoeno 1 200 ot./min, 20 min. Pomoci plastikové pasteurovy pipety
byl odsat kola¢ mononukledrnich bunék (z nichZ tvofily dominantni &ast lymfocyty) a
bylo k nim pfiddno 5 ml PBS. Tato smés byla centrifugovdna 5 min, 1 200 ot./min.
Sediment byl dle potfeby rozsuspendovan v médiu RPMI-1640 s 10% fetdlnim
bovinnim sérem (FBS), nebo byly buiiky lyzovany pro izolaci proteind Ci byla &ast

bunék zamraZena.

PBS (phosphate-buffered saline) 1 I: 8 g NaCl
0,2 g KCI
2,3 g Na,HPO4-12H,0
0,24 g KH,PO4
dopinéno do 1 | destilovanou vodou, autoklavovano

(20 min, 120 °C)

3.1.2 Tkanové kultury

Buriky izolované vy3e popsanym zptisobem byly kultivovany za standardnich
podminek v médiu RPMI-1640 s 10% fetalnim bovinnim sérem, antibiotiky (penicilin:
100 U.ml”, streptomycin: 0,1 mg.mlI'") a 2 mM L-glutaminem pti 37 °C v 5% CO;
po dobu zhruba 24 hod.

3.1.3 Zamrazovani bunék

Pfi vét§im mnoZstvi separovanych bunék byla ¢ist zamrazena. Po promyti

lymfocyti PBS byl pelet resuspendovan dle velikosti v zamrazovaci smési
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(FBS : DMSO =9 : 1) a po 1 ml rozpipetovan do zamrazovacich ampuli. Ampule byly

okamzité umistény na — 80 °C a druhy den uloZeny do tekutého dusiku.

3.1.4 Priprava bunéénych proteinovych lyzatu

Pouzity byly lymfocyty izolované z krve pacienti.

Bunééna kultura byla centrifugovana ve sterilni 10 ml zkumavce
1 200 ot./min, 5 min. Pelet byl rozsuspendovan v 5 ml roztoku PBS a opét
centrifugovan (1 200 ot./min, 5 min). Po odsati PBS byl pelet resuspendovan
dle velikosti ve 100 — 400 pl kompletniho lyzaéniho pufru. Lyzat byl pfenesen
do predchlazené 1,5 ml zkumavky a 30 min inkubovén na ledu. Poté byl centrifugovéan
(13 000 ot./min) 30 min pfi 4 °C. Supernatant byl pfenesen do Cisté 1,5 ml zkumavky a

uchovan pfti — 80 °C.

Lyza¢ni pufr pro proteiny: 150 mM NaCl
1% NP-40
50 mM Tris (pH = 8,0)
50 mM NaF
5 mM EDTA (pH = 8,0)

Kompletni lyza¢ni pufr byl pfipraven tésné pred pouZitim pfidanim inhibitoru

proteas (Sigma) a inhibitoru fosfatas (Sigma) v poméru 1 : 100.

3.1.5 Reakce podie Bradfordové — uréeni koncentrace proteinti

V mikrozkumavce bylo smichano 800 ul destilované vody (Milli Q), 200 pl
roztoku Bio-Rad Protein Asssay a 1 ul proteinového lyzatu. Pak byla smés promichéana.
Po 5 min bylo 100 pl smési pfeneseno do UV-kyvety. Absorbance vzorku byla méfena

na spektrofotometru Bio Photometer (Eppendorf).

Vypocet koncentrace proteint v lyzatu: ¢ = %02191587 (vzorec pro vypocet

koncentrace odvozen dle kalibrace bovinnim sérovym albuminem — BSA).
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. .. 30 . L s
Vypocet objemu odpovidajicimu 30 pg proteini: — (je nutné pocitat

s poloviéni koncentraci, protoZe pfi nana$eni na gel je proteinovy lyzat fedén nandSecim

pufrem v poméru 1 : 1).

3.1.6 SDS-PAGE (elektroforéza proteinii v polyakrylamidovém

%

gelu s dodecylsulfatem sodnym)

Anionicky detergent SDS se vaze na bilkoviny a udili jim uniformni zaporny
naboj. Proteiny potom putuji k anod€ a jejich mobilita je zavisld pouze na velikosti
molekuly. Separace probihd v gelu o rozmérech 9 x 7 cm. Koncentrace akrylamidu byla
u rozdélovaciho gelu 10 % (v pfipadé¢ detekce proteinu pS3 a PCNA) a 12 % (v pfipadé

detekce proteinu Bcl-2, Bax a kaspasy-3), u zaostfovaciho gelu byla koncentrace

ve viech pfipadech 5 %.

Piiprava gelu:

rozdélovaci gel 10%:

rozdélovaci gel 12%:

4,8 ml destilované vody

2,5 ml roztoku 40% akrylamidu s bisakrylamidem
2,5 ml 1,5 M Tris pufru (pH = 8,8)

100 pl 10% SDS

100 pl 10% APS

4 nl TEMED

4,3 ml destilované vody

3,0 ml roztoku 40% akrylamidu s bisakrylamidem
2,5 ml 1,5 M Tris pufru (pH = 8,8)

100 pl 10% SDS

100 pl 10% APS

4 ul TEMED
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zaostfovaci gel: 1,48 ml destilované vody
250 pl roztoku 40% akrylamidu s bisakrylamidem
250 pl 1 M Tris pufru (pH = 6,8)
20 pl 10% SDS
20 pl 10% APS
2 ul TEMED

Proteinové lyzity se nechaly rozpoustét na ledu, nasledné byly smichany
s nanadecim SDS pufrem v poméru 1 : 1 a poté byly denaturoviny 3 min pfi 98 °C.
Na gel byl nanaSen objem odpovidajici 30 pg proteinu. Jako velikostni standard
(marker) byl pouzit Prestained Protein marker Broad Range (BioLabs). Elektroforéza
probihala v 1x tris-glycinovém pufru pod napétim 60 V pro zaostfovaci gel a 120 V
pro rozdélovaci gel. Celkovy €as cca 2 — 2,5 hod.

Tris-glycinovy elektroforeticky pufr — 1x: 5 mM Tris
50 mM glycin
0,1% SDS

Nanaseci SDS pufr — 1x: 50 mM Tris (pH = 6,8)
2% SDS
0,1% bromfenolova modf
10% glycerol
tésné pred pouzitim byl pfidin dithiothreitol (DTT)
do vysledné koncentrace 100 mM

3.1.7 Western blotting (westernovy pienos)

Proteiny byly pfenaSeny z gelu na nitrocelulézovou membranu (Trans-Blot
Transfer Medium, 0,45 pm, BIO-RAD) s vyuzZitim polosuchého pfenosu (Trans-Blot
SD, Semi-Dry Transfer Cell, BIO-RAD) a nésledné& detekovany pomoci specifickych
protilatek.

Gel byl polozen na membranu, vloZen mezi dva silné filtraéni papiry

(BIO-RAD) namocené v blotovacim pufru a umistén mezi kovové elektrody pistroje.
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Pienos probihal 1,5 hod pfi 250 mA v blotovacim pufru. Po skonéeni byla membrana
uchovana v PBS pfi 4 °C.

Pfed imunodetekci byla vyblokovdna vazebna mista pro imunoglobuliny
tfepanim v blokovacim roztoku 2 hod. Po blokovani byla membréana oplachnuta v PBS.
Protilatky byly fedény v roztoku 1% su$eného miéka s 0,1% Tween® 20 v PBS.
Membrana byla pievrstvena 4 ml roztoku primérmi protilatky (anti p53 DO-1, fedéni
1 : 50; anti PCNA, fedéni 1 : 7 000; anti Bcl-2, fedéni 1 : 2 000; anti Bax, fedéni
1 : 2 000; anti kaspasa-3, fedéni 1 : 100). Navazovani protilatky probihalo po dobu
2 hod v plastové vanice potazené parafilmem. Poté byla membrdna promyta 5 min
v PBS, tfikrat 5 min v blokovacim roztoku a opét 5 min v PBS.

Sekundarni protilatka (RAM, fedéni 1 : 1 000; SWAR, fedéni 1 : 1 000) byla
nanesena stejnym zpusoben, jeji navazovani probihalo 1 hod. Odmyti nenavdzané
protilatky bylo provedeno stejné jako u priméarni protilatky, jen misto blokovaciho
roztoku byl pouZit 0,1% Tween® 20 v PBS. Oplachnutdi membrana byla umisténa
na sklo a byla jemné osusena bunicitou vatou. Pro vizualizaci sekundarni protilatky
znaCené peroxidasou byl pouzit substrat Lumi-Light Western Blotting Substrate
(Roche). Na membranu byly naneseny 3 ml smési roztoku 1 a 2 (pomér 1 : 1), substrat
se nechal plsobit 5 min. Potom byla membrdna osu$ena buni¢itou vatou a potazena
potravinafskou folii. Expozice probihala na film uréeny pro chemiluminiscenéni detekci
(BIO-RAD), délka expozice byla pfizplisobena intenzité reakce (obvykle 30 — 120 s).

Film byl vyvolan 2 min ve vyvojce, oplachnut vodou a 2 min v ustalovaci.

Blotovaci pufr: 25 mM Tris
192 mM glycin
20% methanol

Blokovaci roztok: 5% odstfedéné susené mléko

0,1% Tween® 20 (polyethylenglykolsorbitan dodekanoat)
rozpusténo v PBS
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3.1.8 Barveni membrany inkoustem

Barveni membrany inkoustem bylo pouzivano jako kontrola, zda spravné
prob&hl pfenos z gelu na membranu a zda si navzidjem odpovidaji mnoZstvi proteinu
nanesend na gel.

Membrana byla barvena ve smési ¢erného inkoustu a PBS, v poméru 1 : 50,
po dobu 10 min za stdlého tfepani. Poté byla membrana odbarvovéna dvakrat 5 min

v PBS pii pokojové teploté.

3.1.9 Rozmrazovani bunék

Ampule se zamrazenou buné&nou suspenzi byla vyjmuta z tekutého dusiku a
jeji obsah byl opatrné& rozpoustén pod proudem studené vody. Po rozpusténi poslednich
krystalki byl obsah ampule pfenesen plastikovou pasteurovou pipetou do sterilni 10 ml
zkumavky a pomalu po kapkéch pfidano 5 ml ¢istého studeného média RPMI-1640.
Tato smés byla centrifugovana 5 min, 1200 ot./min. Pelet byl rozsuspendovan v 5 ml
média RPMI-1640 s 10% FBS. Bunééna suspenze byla pfenesena do kultivacni
lahvicky a byla kultivovana za standardnich podminek pfi 37 °C v 5% CO; po dobu
zhruba 24 hod.

3.1.10 Testovani viability bunék

Po 24 hod kultivaci byl alikvot bun€¢k smichan v pomé€ru 1 : 1 s 0,5%
roztokem trypanové modfi a pomér Zivych a mrtvych bunék byl stanoven optickym
pozorovanim (pocitanim) ve svételném mikroskopu v Biirkerové komtirce.

Trypanova modi prostupuje pies narusenou plazmatickou membranu mrtvych
bun€k do intraceluldarniho prostoru a barvi je modfe, zatimco Zivé bufiky zistavaji

neobarvené, protoZe trypanova modf do nich nepronika.

e

3.1.11 In vitro testovani ucinku monoklonalnich protilatek a
cytostatik

Po 24 hod kultivaci byly buiiky spocitany pomoci Biirkerovy komtrky.
Do 96-jamkové desky bylo nasazeno vzdy 500 000 bunék/jamka v 200 ul média
RPMI-1640 s 10% fetalnim bovinnim sérem (FBS) a to tak, Ze polovina bunék byla
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pfed nasazenim oSetfena rituximabem (RTX, koncentrace 10 pg.ml™). Jako blank bylo
pouzito médium RPMI-1640 s 10% fetidlnim bovinnim sérem (Obr. 11). Po 72 hod
kultivaci bylo pFidano pfisluné cytostatikum ve ¢&tyfech riznych koncentracich
(Tabulka 2). Po kultivaci dal3ich 48 hod bylo do kazdé jamky pfidano 10 pl roztoku
WST-1 a po 4 hod kultivaci byla mé&fena absorbance pfi 450 nm na pfistroji ELISA
reader (SLT.SPECTRA).

Tabulka 2: Koncentrace pouZivanych cytostatik (koncentrace pro FLU v pg.ml™,
pro CLB v pmol.I™")

koncentrace
cytostatikum
k Ci C2 C3 C4
fludarabin (FLU) 0 0,39 1,56 6,25 25
chlorambucil (CLB) 0 6,25 12,5 25 50
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Obr. 11: Schéma nasazeni 96-jamkové desky
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3.1.12 Statistické vyhodnoceni dat

Pro moZnost nésledného statistického vyhodnoceni byly vSechny hodnoty
méfeny minimaln€ &tyfikrat. Ze ziskanych dat byly poditiny medidny a intervaly
spolehlivosti pro hladinu vyznamnosti 0,05 (Eckschlager, Horsdk a Kodejs, 1980).
Senzitivizace vzorku byla posuzovana pomoci multivariaéni analyzy MANOVA

(Meloun a Militky, 2006). Hladina vyznamnosti 0,05 byla zvolena jako signifikantni.

3.2 Material

3.2.1 Pouzité chemikalie
antibiotika: penicilin (5 000 U.ml™), streptomycin (5 mg.mI™"); Sigma
fetalni bovinni sérum; PAN
L-glutamin (200 mM); Sigma
protilatky primarni:
anti pS3 (DO-1), myS$i monoklondini supernatant, fedéni 1 :50; Masarykiiv
onkologicky ustav, Brno
anti PCNA, mysi polyklonalni, fedéni 1 : 7 000; Chemicon
anti Bcl-2, my$i monoklonalni, fedéni 1 : 2 000; Sigma
anti Bax, mys$i polyklonalni, fedéni 1 : 2 000; Chemicon
anti kaspasa-3, krali¢i monoklonalni, fedéni 1 : 100; Novocastra
protilatky sekundérni:
SWAR (swine anti rabbit), 0,34 g.l", fedéni 1 : 1 000, DakoCytomation
RAM (rabbit anti mouse), 1,3 g.I", tedéni 1 : 1 000, DakoCytomation
Lumi-Light Western Blotting Substrate; Roche
RPMI médium 1640; Sigma
Histopaque 1077; Sigma
inhibitor proteas, fosfatas; Sigma
akrylamid; Sigma
Bio-Rad Protein Assay; Bio-Rad
DMSO; Sigma
Tween® 20, for electrophoresis; Sigma
rituximab (Mabthera); Roche

fludarabin; Schering
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chlorambucil; GlaxoSmithKline
velikostni standard proteinovy — marker; BioLabs
trypanova modf; Sigma

bézné chemikélie pochazely od firem Lachema, Serva, Sigma

3.2.2 Pouzité pristroje

elektroforeticka aparatura pro SDS-PAGE: Mini-Protean 11 Cell, BIO-RAD
laminarni boxy pro tkafiové kultury: Function line, Hereaeus, Germany
spektrofotometr: Bio Photometer, Eppendorf

westernovy pfenos: Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell, BIO-RAD
chlazena centrifuga: Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen

ELISA reader: SLT.SPECTRA

mikroskop: FLUOVERT, Leitz

termostat: IG150, Jouan
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4 Vysledky

4.1 Soubor pacientu

Ve studovaném souboru pacientii bylo 46 osob, z toho 26 muzi a 20 Zen.
Vétsina z nich byla star$i 50 let, pouze tfi pacienti byli mlad$i. Pacienti byli vybirani
tak, aby v kazdé ze tfi posuzovanych skupin (wild-type, aberace v p53, delece ATM) byl
pfiblizn€¢ stejny pocet pacienti. Daldim kritériem pro vybér bylo procento B-CLL
lymfocyti vys$8i nez 90 % a viabilita bunék po rozmraZeni (stanovena barvenim
trypanovou modii) vy33i nez 85 %. V souboru se vyskytovali 1é¢eni i neléCeni pacienti.

18 pacienti mélo néjakou aberaci v genu p53 (Graf 1) a tim inaktivovanou
jednu nebo obé alely tohoto genu. 14 pacientii mélo deleci ATM a 14 pacientli mélo obé

alely pro geny p53 i ATM neposkozené (wild-type, wt).

33% m inaktivovana pouze 1 alela p53

m inaktivované obé alely p53 -

61% frame shift (FS)
0
O inaktivované obé alely p53 -
delece/mutace
0O inaktivované obé alely p53 -
o 1% mutace/mutace

Graf 1: RozloZeni aberaci v genu p53 u testovanych pacienti

4.2 Status proteinu p53

Jak bylo uvedeno v kapitole 1.2.1.2, je fyziologickd hladina proteinu p53
v burice velmi nizkd aZ nedetekovatelnd a akumulace tohoto proteinu vétSinou dobie
koreluje svyskytem mutace vjedné alele genu p53 a deleci alely druhé.
Mutovany/deletovany gen p53 lze tedy velmi dobfe rozeznat na zikladé detekce
zvy$ené hladiny proteinu p53 na western blotech (Obr. 12 a 13).

Pro western blotting jsem pouzila proteinové lyzaty ziskané
z mononukledrnich bunék izolovanych z krve pacientii lyzovanych ihned po odbéru

krve. Jako pozitivni kontrolu jsem pouZzivala bunétnou linii STA-ET 7.2 (buiiky
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Ewingova sarkomu, mutantni pro protein p53 v kodonu 273). Pro funkci interniho
standardu jsem pouzila protein PCNA (proliferaéni bunéény jaderny antigen — soucast
DNA polymerazy) (Obr. 12 a 13).

Metodou western blottingu jsem studovala expresi proteinu p53 u viech
46 pacientii. SoubéZzné byl stanovovédn funk¢ni status proteinu pS3 pomoci metody
FASAY (funkéni analyza separovanych alel v kvasinkach) na Ustavu patologie FN
Brno. Delece v oblasti 17p13.1 (zde je lokalizovan gen p53) byly detekovany pomoci
interfdzni fluorescen¢ni in situ hybridizace (I-FISH) na Oddéleni lékafské genetiky FN
Brno jako soucast rutinniho vyS$etfeni. Pfesné uréeni mutace bylo provddéno na naSem
pracovisti metodou sekvenace DNA v oblasti centrdlni domény genu p53 na templatech
z FASAY, nebylo viak naplni mé diplomové prace (Tabulka 3).

Pomoci western blottingu jsem u 11 pacientl identifikovala zvySenou hladinu
proteinu pS53 a tento vysledek jsem zkorelovala s ostatnimi metodikami monitorovani
p53 (Graf 2). VSichni pacienti s vysokou hladinou proteinu p53 méli inaktivovany obé
alely genu p53. Tito pacienti byli v riznych stadiich nemoci. U péti pacientd doslo

k inaktivaci p53 jesté pied 1écbou, Sest pacienti jiZ bylo 1é€eno.

| exprese p53

m bez exprese - pouze
mutace 1. alely p53

O bez exprese - pouze
delece 1. alely p53

Obez exprese - frame
shift (FS)

m bez exprese -
mutace/delece p53

56%

Graf 2: Exprese proteinu p53 u pacientii s aberacemi v genu p53
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Obr. 12: Western blotting pacienti Pl — P9 (obrazek je vysledkem dvojexpozice:

nejprve byl detekovan protein pS3 a poodmyti membrany byla tato

reprobovana pro protein PCNA; doba expozice pro protein p53 2 min,

pro PCNA 1 min)

Obr. 13: Western blotting pacientd P10 — P18 (obrazek je vysledkem dvojexpozice:
nejprve byl detekovan protein pS3 a poodmyti membriany byla tato
reprobovédna pro protein PCNA; doba expozice pro protein p53 2 min,

pro PCNA 1 min)
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Tabulka 3: Pacienti s aberacemi v genu p53 a hladina proteinu p53 (pocet + znaci

hladinu proteinu p53)

Pacient Inaktivace p53 Typ mutace Hladina p53
i ++
Pl del 96 % / mut 73 % inzerce T v exonu 10
stop kodon na AK 346
i ++
P2 del 95 % /mut 48 % | [rame shiftna AK 314
zkraceny protein 331 AK
P3 mut 66 % 234 Tyr — Cys -
P4 del 39 % / mut 42 % 181 Arg — Cys -
P5 del 34 % / mut 49 % 281 Asp — Glu ++
P6 mut 75 % zatim nezji$tén ++
P7 del 95 % - -
+H+
P8 mut 82 % 254 Ile — Asn
281 Asp — Asn
P9 del 90 % / mut 24 % del CTna 227 "
stop kodon na AK 227
P10 del 85 % / mut 77 % zatim nezji$tén +
P11 mut 66 % 132 Lys — Arg -
P12 mut 53 % 176 Cys — Trp -
P13 del 83 % / mut 79 % 234 Tyr — Cys ++
P14 del 57 % - -
P15 del 95 % / mut 94 % 220 Tyr — Cys ++
P16 mut 21 % 236 Tyr — Asp -
P17 mut 48 % mnoho mutaci +
P18 del 85 % / mut 96 % 249 Arg — Gly +++
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U pacientky P9, kterd nese posunovou mutaci na aminokyselinové pozici 227
s naslednym stop-kodonem, dochdzelo jen k velmi slabé expresi zkraceného proteinu.
Naopak daldi dva pacienti (P1, P2), ktefi vykazuji posunovou mutaci vedouci
k pfedéasnému stop-kodonu aZ v koncové, C-termindlni oblasti p53, exprimovali
zkraceny protein siln€, na drovni standardni mutace. U pacientky P4, kterd ma také
inaktivovany ob¢€ alely genu p53, byla detekovana bodovd mutace v kodonu 181, jez
vedla k zaménové mutaci, nikoli v3ak ke zvy$ené hladiné proteinu p53. Tento vysledek
indikuje, Ze protein p53 je zfejmé pfinejmensim z ¢asti funk&ni (Obr. 12).

U pacientti, ktefi méli pouze deleci nebo mutaci jedné alely genu p33, a druha
alela tohoto genu byla neposkozena, ke zvySené expresi proteinu p53 nedochézelo.
U pacientti s obéma alelami genu p53 funkénimi nebo s deleci genu ATM nebyla také

zvy$ena exprese proteinu p53 detekovana, coz odpovida tidajtiim v literatufe.

4.3 Testovani kombinace rituximab/fludarabin

Pro testovani byly vybriny vzorky, které mély v priméru 90 % B-CLL
lymfocytd. Soubor vzorki byl nasledujici: 14 vzorkti bylo wild-type, 14 vzorki mélo
deleci ATM (primér deletovanych bunék byl 83 %) a 18 vzorkid mélo abnormalitu v p53
— inaktivované obé alely (deleci a mutaci nebo vice mutacemi) nebo inaktivovanu pouze

jednu alelu (deleci nebo mutaci).

4.3.1 Citlivost vzorku na fludarabin

Senzitivita k fludarabinu byla stanovena pro koncentraci 1,56 pg.ml’, ktera
poskytovala vyznamné rozdily mezi testovanymi vzorky. Vzorky byly rozclenény
nasledovné: rezistentni — viabilita testovanych bunék byla vy3si nez 60 %; stfedné
citlivé — viabilita bunék byla v rozmezi 60 — 40 %,; citlivé — viabilita bun€k byla nizsi
nez 40 %. Stanoveni viability testovanych buné&k jsem provadéla pomoci latky WST-1
(viz kapitola 1.4.1.1) méfenim intenzity zbarveni po 4 hod kultivaci pomoci
spektrofotometru (ELISA reader) pfi 450 nm.

Vzorky s aberacemi v p53 byly na fludarabin pfevazné rezistentni (72 %) a
Zadny nebyl citlivy (Graf 3a, 3b). Viechny vzorky (P1, P2, P9) se zkracenou (a tedy
nefunké&ni) formou proteinu p53 byly na fludarabin rezistentni. U vzorki s deleci jedné

a mutaci druhé alely genu p53 bylo pét vzorkl na fludarabin rezistentnich (P4, P10,
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P13, P15 a P18) a jeden stfedné citlivy (P5). Z péti vzorki s mutaci pouze jedné alely
p33 byly ti rezistentni (P3, P11, P17) a dva stfedné citlivé (P12, P16). Jeden vzorek,
kde se vyskytovala pouze delece jedné alely p53, byl na fludarabin rezistentni (P14) a
jeden byl stfedné citlivy (P7). Jeden vzorek, ktery mél obé alely p53 inaktivované
mutacemi (P6), byl na fludarabin rezistentni a jeden vzorek (P8) byl stfedné citlivy.

m stiedné citlivy
m rezistentni - FS

O rezistentni - pouze
delece 1. alely p53
O rezistentni - pouze
mutace 1. alely p53
m rezistentni -
delece/mutace p53
m rezistentni -
mutace/mutace p53

Graf 3a: Rezistence/citlivost vzorkl s aberacemi v p53 na fludarabin

m rezistentni

6%

m stfedné citliy - pouze
delece 1. alely p53

O stfedné citlivy - pouze
mutace 1. alely p53

0 stfedné citlivy -
delece/mutace p53

6% m stfedné citlivy -
° mutace/mutace p53

10%
2% 28%

6%

Graf 3b: Rezistence/citlivost vzorki s aberacemi v p53 na fludarabin

Ze 14 vzorkt sdeleci ATM bylo pét vzorki (35,5 %) na fludarabin
rezistentnich, ¢tyfi (29 %) stfedné citlivé a p&t vzorkd (35,5 %) bylo na fludarabin
citlivych (Graf 4).
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Graf 4: Rezistence/citlivost na fludarabin u vzorka s deleci ATM

U 14 wt vzorki bylo sedm vzorki (50 %) na fludarabin rezistentnich, pét
(36 %) stiedné citlivych a dva vzorky (14 %) byly na fludarabin citlivé (Graf 5).

14%

W rezistentni
50% & stiedné citlive
o citlive

36%

Graf 5: Rezistence/citlivost na fludarabin u wt vzorkl

4.4 Testovani kombinace rituximab/chlorambucil

Tato kombinace byla testovdna jen na omezeném poctu vzorki (celkem
16 vzorki) jako pilotni studie. Kritéria po¢tu B-CLL lymfocyti a viability buné€k byla
stejna jako u kombinace rituximab/fludarabin. Soubor vzorkii byl nasledujici:
4 vzorky byly wild-type, 4 vzorky mély deleci ATM (primér deletovanych bunék byl
93 %) a 8 vzorki vykazovalo aberaci v p33.
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Senzitivita k chlorambucilu byla stanovena pro koncentraci 12,5 uM, ktera
poskytovala vyznamné rozdily ve skupin& testovanych vzorkd, a to pomoci stejnych
kritérii, jako byly pouZity pro fludarabin.

Vzorky s aberacemi v p53 byly na chlorambucil pfevazné rezistentni (75 %),
ostatni poskytovaly heterogenni vysledky. Ze &ty vzorki s deleci ATM byl jeden
vzorek (25 %) na chlorambucil rezistentni, dva vzorky (50 %) stfedné citlivé a jeden
vzorek (25 %) byl citlivy. U &tyf wild-type vzorki byl jeden vzorek (25 %)
na chlorambucil rezistentni, dva vzorky (50 %) byly stfedné citlivé a jeden vzorek
(25 %) byl citlivy.

4.5 Senzitivizace bunék rituximabem pro fludarabin

Testovéani bylo provadéno zpilsobem popsanym v kapitole 3.1.11. Pro kazdy
vzorek byl sestaven samostatny graf, monitorujici i¢inek koncentra¢ni fady fludarabinu
na buiiky pfedoSetfené rituximabem (72 hod) a buriky kontrolni. Pokud se z grafu dalo
usuzovat, ze by vzorek mohl byt senzitivizovan, byl tento efekt posouzen pomoci
multivaria¢ni analyzy MANOVA na hladiné¢ vyznamnosti P = 0,05. Grafy 6, 7 a 8

ukazuji vzorek senzitivizovany rituximabem, graf 9, 10 a 11 vzorek bez senzitivizace.

@& + rituximab
100 —

| - rituximab

% viability

c4 c3 c2 c1 k

koncentrace fludarabinu

Graf 6: Ukazka vzorku s aberaci v p53 (P10) senzitivizovaného rituximabem (chybové

usecky zndzorfiuji intervaly spolehlivosti na hladiné vyznamnosti 0,05)
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Graf 7: Ukazka vzorku s deleci ATM senzitivizovaného rituximabem (chybové tsecky

znazoriiuji intervaly spolehlivosti na hladin€ vyznamnosti 0,05)
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Graf 8: Ukéazka wt vzorku senzitivizovaného rituximabem (chybové usecky znadzortiuji

intervaly spolehlivosti na hladin€¢ vyznamnosti 0,05)
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Graf 9: Ukazka vzorku s aberaci p53 (P16) bez senzitivizace rituximabem (chybové

Graf 10:

usecky znédzorfiuji intervaly spolehlivosti na hladiné vyznamnosti 0,05)
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Graf 11: Ukazka wt vzorku bez senzitivizace rituximabem (chybové tsecky znazoriuji

intervaly spolehlivosti na hladiné vyznamnosti 0,05)

Tabulka 4 shrnuje senzitivizaci vzorkid v jednotlivych skupinach. Tabulka 5

shrnuje senzitivizaci u vzorki s aberacemi p53.

Tabulka 4: Srovnani senzitivizace vzorkd rituximabem v jednotlivych skupinach

pacientii
Skupina pacienti Citlivost na fludarabin | Senzitivizace rituximabem
aberace p53 (18 vzorki) 0(0 %) 6 (33 %)
delece ATM (14 vzorki) 5 (36 %) 5 (36 %)
wild-type (14 vzorki) 2 (14 %) 8(57%)
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Tabulka 5: Senzitivizace vzorki s aberacemi p53 rituximabem

Pacient Citlivost na S.enzi'tivizace
fludarabin rituximabem

inaktiv. obé alely — delece/mutace 0 3
Pl rezistentni ne

P2 rezistentni ne

P4 rezistentni ne

P5 stfedné citlivy ne
P9 rezistentni ano
P10 rezistentni ano
P13 rezistentni ano

P15 rezistentni ne

P18 rezistentni ne

inaktiv. obé& alely — mutace/mutace 0 1
P6 rezistentni ne
P8 stfedné citlivy ano

inaktivovana 1 alela — mutace 0 2
P3 rezistentni ano

P11 rezistentni ne

P12 stfedné citlivy ne

P16 stfedné citlivy ne
P17 rezistentni ano

inaktivovana 1 alela — delece 0 0
P7 stfedné citlivy ne

P14 rezistentni ne

43




4.6 Exprese proteinu Bax a rezistence na fludarabin

Exprese proteinu Bax je podle nékterych studii (Pepper a kol., 1999)
dalezitym faktorem determinujicim rezistenci B-CLL bunék na fludarabin. Rezistenci
by méla indikovat nizkd exprese tohoto proteinu. Jiné prace vSak tuto souvislost
neprokazaly (Bosanquet a kol., 2002).

Z obrazku 14 je patrné, Ze u testovanych vzorkid nebylo mozné vysledovat
Z4dné souvislosti mezi nizkou expresi proteinu Bax a rezistenci na fludarabin. Stejné

tomu bylo i u ostatnich testovanych vzorki.

Bax (21 kDa) —> --Q----
| E 4 g 0o O

Obr. 14: Exprese proteinu Bax u pacientd rezistentnich (R), stfedné citlivych (SC) a
citlivych (C) na fludarabin (doba expozice 2 min; pfiloZzend membrina

ukazuje, Ze koncentrace proteint v jednotlivych drahach si odpovidaji)

4.7 Exprese proteinu Bcl-2 a rezistence na fludarabin

v

Protein Bcl-2 je jednim z nejdulezitéjSich blokatord apoptézy v burikach. Jiz
dfive bylo prokazino (Pepper a kol.,, 2001), Zze jeho exprese determinuje citlivost
B-CLL bunék na fludarabin.

Z obrazku 15 je vsak patrné, Ze se jeho exprese u vzorki citlivych, stfedné
citlivych a rezistentnich na fludarabin v podstaté neliSila. Stejného vysledku bylo

dosazeno i u ostatnich testovanych vzorku.
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Obr. 15: Exprese proteinu Bcl-2 u pacientii rezistentnich (R), stiedné citlivych (SC) a
citlivych (C) na fludarabin (doba expozice 30 s; pfiloZzend membréana ukazuje,

Ze koncentrace proteinti v jednotlivych drahéach si odpovidaji)

4.8 Exprese prokaspasy-3 a kaspasy-3

Jiz dfive bylo publikovano (Stoetzer a kol., 1999), Ze spontianni i Iéky
indukovana apoptéza vede v B-CLL burikach k aktivaci efektorové kaspasy-3. Tato
aktivace se projevi §t€penim inaktivniho proenzymu na zkracenou aktivni formu.

Z obrazku 16 je zfetelné vidét, Ze po pusobeni rituximabu, fludarabinu i
kombinace t&chto dvou latek ke 3tépeni prokaspasy-3 nedo$lo. Stépeni je jasné patrné
pouze u pozitivni kontroly (PK). Kromé vzorkd na obrazku bylo Stépeni negativni i

u dal$ich deseti testovanych ptipadu.
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Obr. 16: Stépeni prokaspasy-3 na aktivni kaspasu u dvou vzorkii B-CLL ovlivnénych
pfislusnymi latkami (doba expozice 2 min; pfilozend membréna ukazuje, Ze

koncentrace proteinti v jednotlivych drahach si odpovidaji)

4.9 Exprese proteinu p53 po ovlivnéni bunék rituximabem a
fludarabinem

Za uCelem monitorovani aktivity proteinu p53 po aplikaci rituximabu,
fludarabinu nebo obou téchto latek byl pouzit western blotting jako prostfedek
pro vizualizaci potencialni indukce tohoto proteinu. Buiiky byly lyzovany
po standardnim predoSetfeni rituximabem a po 24 hod po aplikaci fludarabinu
(koncentrace 3,7 pg.ml™”). Jak je vidét na obrazku 17, tato indukce byla vyznamna
po pfidani fludarabinu bez ohledu na predchozi predo3etfeni rituximabem, zatimco

samotna monoklonalni protilatka indukci proteinu p53 nevyvolala.
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Obr 17: Exprese proteinu p53 po ovlivnéni bunék rituximabem a fludarabinem (obrazek
je vysledkem dvojexpozice: nejprve byl detekovan protein pS3 a po odmyti
membrany byla tato reprobovana pro protein PCNA; doba expozice pro protein

p53 2 min, pro PCNA 1 min)

47



5 Diskuse

Soucasna onkologie zaZivd bouflivy vyvoj stile novych a dokonalejsich
lécebnych preparati. Tato na prvni pohled pozitivni skuteGnost je vSak spojena
s nedostatkem Casu a kapacit pro testovani téchto novych latek. Je tomu tak i
u monoklondlni protilatky rituximab, jejiz testovani bylo stézejni ¢asti této diplomové
prace. Ackoli je tato protilatka nejcastéji pouzivana u pacientd s B-CLL a je velmi
dobfe zndmo, Ze nejdilezitéj$im negativnim prognostickym faktorem z hlediska 1é¢by
pacientii jsou aberace v tumor supresoru p53, nebyla dosud provedena detailni studie

sledujici u€innost rituximabu na buriky s aberacemi pJ53.

5.1 Viabilita B-CLL bunék v tkanové kulture

Pro pfesnou analyzu bylo zapotfebi vytvofit efektivni a zaroven piFesny
testovaci systém. Buiiky chronické lymfocytarni leukémie se vyznacuji nékterymi
specifickymi vlastnostmi, kterymi se li§i od ostatnich nadorovych bunék a které bylo
tfeba zohlednit. Je dobfe znamo (Collins a kol., 1989), Ze tyto buiiky nerostou v tkafiové
kultufe a naopak zde umiraji postupnou apoptézou. Proto bylo tfeba nejprve ovéfit, jaka
bude viabilita bun€k po predpokladané pétidenni kultivaci. Viabilitu jsem ovéfovala
u péti reprezentativnich vzorkd metodou barveni trypanovou modfi. Viabilita bungk
byla po rozmraZeni vy3$i neZ 90 % a po péti dnech kultivace vyssi nez 80 % u vSech
péti testovanych vzorki. Tyto vysledky byly velmi uspokojivé. Podle mého nazoru byly
pozitivné ovlivnény kultivaci bunék v 96-jamkové desce, kde se zda byt zajisténa
optimalni koncetrace bun¢k na plochu kultivace a kde dochazi k dobrému provzdu$néni

bunék.

5.2 Komplexni analyza statutu p53

Dal3im kritickym bodem celé prace bylo co nejpfesnéjsi urceni statutu tumor
supresoru p53. Moje prace v tomto smyslu dopliiovala metodiky provadéné ve FN Brno
jinymi pracovniky mého oddéleni i jinymi pracovisti. Cela komplexni analyza genu a
proteinu p53 se skladdala znasledujicich metodik: funkéni analyzy FASAY
pro identifikaci mutovanych vzorki, nasledného sekvenovani t&chto vzorki pro presnou

identifikaci mutace, I-FISH analyzy pro uréeni deleci lokusu p53 a western blottingu
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pro monitorovani hladiny proteinu p53 (metoda western blottingu byla soudasti
diplomové prace). Z této komplexni analyzy vyplynulo nékolik skute¢nosti.

V souladu s o¢ekavanimi (Pettitt a kol., 2001) byla u drtivé vétSiny vzorkl
s aberacemi p353/ATM detekovana bud’ jedna nebo druha aberace. Z toho lze usuzovat,
Ze selekeni tlak v leukemickych burikdch plsobi proti n&jaké spoleéné aktivité té&chto
dvou geni (proteind).

Ve shodé€ s publikovanymi daty (Vojté$ek a kol., 1992) jsem u velké &asti
vzorki (61 %) s aberacemi v p53 detekovala silnou expresi proteinu p53. VSichni tito
pacienti méli inaktivovany obé alely genu p53 (Blagosklonny, 2000) a byli v riiznych
stadiich nemoci. U 3esti pacientti doslo k inaktivaci p53 jesté pred 1écbou. Pét pacientd
jiz bylo 1é€eno a k inaktivaci p53 tedy mohlo dojit i prostfednictvim terapie, jelikoz
vétdina téchto léCenych pacienti byla v minulosti lé¢ena chlorambucilem, ktery miize
zpusobovat mutace v genu p353 (Sturm a kol., 2003).

U pacientky P9, ktera nese posunovou mutaci na aminokyselinové pozici 227
s naslednym stop-kodonem, dochézelo jen k velmi slabé expresi zkraceného proteinu.
Naopak dal$i dva pacienti (P1, P2), ktefi vykazuji posunovou mutaci vedouci
k pfedéasnému stop-kodonu aZ v koncové, C-termindlni oblasti p53, exprimovali
zkriceny protein siln€, na drovni standardni mutace. U téchto tfi vzorkil s posunovou
mutaci a naslednym vznikem zkraceného proteinu byla zkracend forma proteinu p53
viditelna na western blotu u pacienti P2 a P9. U pacientky P1 je protein p5S3 zkraceny
pouze o 47 aminokyselin, a proto na western blotu nebyl rozliSitelny od standardni
velikosti proteinu p53.

U pacientky P4, kterda mé také inaktivovany obé alely genu p53, byla zjisténa
bodovd mutace v kodonu 181, jeZ vedla k zaménové mutaci, nikoli viak ke zvySené
hladiné proteinu p53. Tato mutace se vyskytuje velmi zfidka a vysledek tedy indikuje,
Ze protein p53 je zfejmée inaktivovan pouze Castecné.

U pacientii, ktefi méli pouze deleci nebo pouze mutaci jedné alely genu p33,
ke zvySené expresi proteinu p53 nedochidzelo (Blagosklonny, 2000). U pacienti
s obéma alelami genu p53 funkénimi (wt) nebo s deleci genu ATM jsem také zvySenou
expresi proteinu p53 nedetekovala, coz odpovida o€ekavani. Z toho lze Fici, Ze metoda
western blottingu je vhodna pro sledovani stavu proteinu p53.

Sledovani statutu proteinu pS53 pomoci western blottingu velice vhodné
dopliiuje muta¢ni i dele¢ni analyzu genu p53 a miZe p¥inést cenné poznatky o selekci

kompletni inaktivace obou alel tohoto nadorového supresoru. Hypotéza o nezbytnosti
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inaktivace obou alel u tumor supresorovych genu patii ke stéZejnim dogmatiim
onkologie (Testa a Hino, 2003). ProtoZe u nasich B-CLL vzorkd vidime i pfipady
s aberacemi pouze jedné alely p53 (n = 6), bude zajisté velmi zajimavé sledovat jejich

dalsi vyvoj.

5.3 Rezistence B-CLL bunék a lécba

Celkovou situaci pacientd vyrazné ovliviiuje 1é€ba. Obecné se pfedpoklada, ze
leukemické buiiky pacientii po 1€€b&€ mohou byt celkové rezistentnéjsi diky selekci a
dokonce se ma za to, Ze by 1é¢ba mohla vyrazné napomahat selekci nebo indukci mutaci
v p53 (Sturm a kol., 2003).

Podle o¢ekavani byli v naSem souboru nejcastéji 1é€eni pacienti s aberacemi
p53 (11/18, 61 %), nasledovani pacienty s delecemi ATM (7/14, 50 %) a wild-type
pacienty (3/14, 21 %). Z na3eho souboru pacienti se v3ak nejevi, ze by in vitro
rezistence na fludarabin byla asociovana s pfedchozi lécbou, nebot pouze 42 %
pacientii rezistentnich na fludarabin bylo v minulosti jiZ 1ééeno. Toto je v rozporu s jiz
dfive publikovanymi vysledky (Aleskog a kol., 2005).

Na druhé strané se oviem potvrdila jasnd spojitost aberaci p53 s rezistenci
na fludarabin (Dohner a kol., 1995; Stilgenbauer, Lichter a Dohner, 2000). Ttinact

pacienti (72 %) s aberacemi v p53 bylo totiZ na fludarabin in vitro rezistentni.

5.4 Testovani viability po aplikaci lécebnych latek

St¢Zejnim bodem mé price bylo zavedeni rychlého a pfitom piesného
stanoveni viability B-CLL bunék po aplikaci monoklondlni protildtky a/nebo
chemoterapeutik. ProtoZze neni dosud zcela jasné, jakym mechanismem piisobi
monoklondlni protilatky, jevilo se jako nejvyhodné&jdi zvolit n€jaky obecny test
pro méfeni bunééné viability a neupinat se pouze na apoptdzu, ktera je jen jednim ze t¥i
predpoklddanych mechanismi pisobeni rituximabu (Vorli¢ek, Vyzula, Adam a kol.,
2000). Pouzila jsem tedy WST-1 assay, modernéj$i verzi dobfe znamého MTT testu
(Chumchalovda a Kovatfik, 2000), ktery méfi viabilitu bun¢k na zaklad¢ jejich
metabolické aktivity.

Podle ocekavani (Chow a kol., 2002) nezptisobil rituximab samotny Zadné

dramatické sniZeni viability bun€k. Naopak u vétSiny vzorki do$lo k mirnému zvySeni
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metabolické aktivity na 110 — 130 % ve srovnani s kontrolou, zatimco ubytek (do 80 %)
jsem zaznamenala spi$e vyjimecné.

Pouzivala jsem ¢&tyfi koncentrace fludarabinu, abych mohla sledovat zavislost
metabolické aktivity buné¢k na zvy3ujici se koncentraci. Zavislost jsem pozorovala
velmi zfeteln€, s vyjimkou rezistentnich vzorki, kde se Zadny efekt se vzristajici
koncentraci fludarabinu neprojevil. Z koncentraéni fady jsem vybrala koncentraci
fludarabinu 1,56 pg.ml”, ktera poskytovala vyznamné rozdily mezi testovanymi vzorky.

Vzorky saberacemi vp353 byly dle ofekdvani na fludarabin prevazné
rezistentni (72 %) a Zzadny nebyl citlivy. VSechny vzorky se zkracenou (a tedy plné
nefunkéni) formou proteinu p53 byly na fludarabin rezistentni. Mezi vzorky stfedné
citlivymi se vyskytovaly rizné kombinace inaktivace alel p53 — jeden vzorek s deleci
Jjedné a mutaci druhé alely genu p353, dva vzorky s mutaci pouze jedné alely p53, jeden
vzorek s deleci jedné alely p53 a jeden vzorek s ob&éma alelami p53 inaktivovanymi
mutacemi.

U vzorki s deleci ATM bylo pét vzorki (35,5 %) na fludarabin rezistentnich,
Ctyti (29 %) stiedné citlivé a pét vzorka (35,5 %) bylo na fludarabin citlivych. Tento
vysledek byl jednim z nejpfekvapivéjSich vcelé mé praci. Jiz dfive bylo totiz
publikovano (Alvi a kol., 2005; Kojima a kol., 2006), Ze B-CLL buriky s aberacemi
ATM jsou na fludarabin rezistentni. Na druhé strané je v3ak velmi dobfe znamo, ze
buiiky jedinct s dédiénym syndromem ataxia telangiectasia nesouci zdrode¢nou mutaci
v genu ATM jsou extrémné citlivé na poskozeni DNA (Pernin a kol., 1999; Song a kol.,
2004). Mutaéni status druhé alely genu ATM nezname, miizeme pouze predikovat vyssi
pravdépodobnost mutace u vzorki s deleci tohoto genu (Austen a kol., 2005). V tomto
ohledu tedy mé vysledky daleko Iépe zapadaji do obecného modelu funkce genu ATM a
podporuji pohled, Ze jeho aberace vedou k vyssi citlivosti na poskozeni DNA a nikoli
k rezistenci.

U wild-type vzorki bylo sedm vzorkd (50 %) na fludarabin rezistentnich, pét
(36 %) stfedné citlivych a dva vzorky (14 %) byly na fludarabin citlivé. Z toho tedy
vyplyva, Ze vzorky wt jsou obecné citliv&j$i na fludarabin neZz vzorky s aberacemi
v p53, avak vice rezistentni neZ vzorky s deleci ATM.

Diéle jsem provadéla testovani kombinace rituximab/chlorambucil. Tato
kombinace byla testovana pouze na omezeném souboru vzorki jako pilotni studie. I zde

se viak ukazuje, Ze vzorky s aberacemi v p53 jsou na chlorambucil pfevazné rezistentni
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a zadny neni citlivy, u vzorki s deleci ATM a wt vzorkd je rezistence mnohem niz$i a
objevily se i vzorky, které byly na chlorambucil citlivé.

Zvoleny in vitro systém se ukazal jako funkéni. UmoZnil mi jednak velmi
dobfe roz€lenit vzorky podle citlivosti na fludarabin a dale i pozorovat rozdily v této
citlivosti po pfedchozi aplikaci rituximabu. Vysledky byly homogenni a jsou velice
dobfe reprodukovatelné — testovani jsem provadéla v kvadruplikitech a u nékterych
vzorkll jsem testovani opakovala nezdvisle na daSi desce. V3echny vysledky byly
vyhodnoceny multivariacni analyzou MANOVA (Meloun a Militky, 2006) na hladiné
vyznamnosti P = 0,05.

Senzitivizani efekt rituximabu jsem prokdzala u S3esti (33 %) vzorki
s aberacemi p53. Tento efekt nebyl zdvisly na zpilsobu inaktivace p53. U vzorkl
s deleci ATM doslo k senzitivizaci rituximabem u péti (36 %) vzorkd. Nejvyrazné;si
senzitivizaéni efekt jsem v3ak pozorovala u wt vzorkid, kde do3lo k ovlivnéni osmi
(57 %) vzorkd.

Celkové tedy z vysledki plyne, Ze status genld p53 a ATM je determinujici
pro citlivost B-CLL bunék k fludarabinu, av$ak senzitivizace rituximabem je moZna

u v3ech t¥i skupin vzorki.

5.5 Exprese klicovych proteinu regulujicich apoptozu

Sledovani indukce proteinu p53 patfi ke standardu experimentti analyzujicich
ac¢inek lécebnych litek na nddorové buiiky. Proto jsem sledovala expresi tohoto
proteinu po aplikaci rituximabu, fludarabinu nebo kombinace obou té€chto latek. Pro toto
sledovéani jsem pouZila opét metodu western blottingu. Po pfidani fludarabinu doslo
k vyznamné indukci tohoto proteinu bez ohledu na predchozi aplikaci rituximabu.
Samotna monoklonalni protilatka viak indukci proteinu p53 nevyvolala. Tento vysledek
odpovida ocekavani, protoZe fludarabin jako nukleosidové analogum poskozuje DNA
buiiky, zatimco u monoklonalni protilitky se Z4dné genotoxické pisobeni
nepiedpoklada.

Dale jsem u malého poétu vzorki zkusila sledovat hladinu proteinu Bax,
protoze podle nékterych praci (Pepper a kol., 1999) je nizkd exprese proteinu Bax
spojena s rezistenci B-CLL bun&k na fludarabin. U testovanych vzorkd jsem v3ak
Zadnou souvislost mezi nizkou expresi proteinu Bax a rezistenci na fludarabin

nevysledovala.
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Stejné tak jsem sledovala i expresi proteinu Bcl-2, ktery je jednim z hlavnich
antiapoptotickych proteinti. Bylo totiz publikovano (Pepper a kol., 2001), ze zvySena
exprese tohoto proteinu determinuje citlivost B-CLL bunék na fludarabin. Ani u tohoto
proteinu se jeho exprese u vzorki citlivych a rezistentnich nijak vyznamné neliSila a
tuto souvislost se mi také nepodafilo dokazat.

Poslednim proteinem, jehoZ expresi jsem sledovala, byla prokaspasa-3 a jeji
Sté€peni na aktivni kaspasu-3, nebot jiz dfive bylo publikovano (Stoetzer a kol., 1999),
Ze spontanni i léky indukovana apopt6za vede v B-CLL buiikach k aktivaci efektorové
kaspasy-3. Po pusobeni rituximabu, fludarabinu i kombinace obou téchto latek
na B-CLL buriky v3ak k Zddnému $tépeni prokaspasy-3 nedochézelo, a tudiZ se mi ani
toto tvrzeni nepodafilo prokazat.

Exprese proteinu Bax, Bcl-2 a 3té€peni prokaspasy-3 na aktivni kaspasu-3 jsem
sledovala pouze na omezeném poctu vzorku, proto tyto vysledky nelze povaZovat
za urtujici. Pro ziskani reprezentativnich vysledki bude zapotfebi sledovat expresi
téchto proteini u mnohem vétsiho poctu vzorki. U proteinti Bax a Bcl-2 by také bylo
vhodnéj$i sledovat misto exprese jednotlivych proteini jejich vzajemny pomér
(Bcl-2 : Bax), ktery ma lep$i vypovédni hodnotu. Tyto proteiny spolu totiz tvofi
heterodimer a na jejich vzajemném poméru zavisi, zda apoptéza prob&hne &i nikoli.
Pro kaspasu-3 bude tfeba uréit optimalni ¢as plisobeni a koncentraci testovanych latek.
Pokud by alespoii u nékterych vzorkii dochazelo ke $tépeni kaspasy-3, bylo by zajimavé
korelovat toto S$tépeni shladinou proteinu Bcl-2. U jednoduchého organismu
Caenorhabditis elegans bylo totiz prokazano, Ze protein Ced-9 (vysoce konzervovany
homolog lidského Bcl-2) zabrafiuje apoptéze blokovanim efektorovych geni Ced-3 a
Ced-4, pfi¢emz protein CED-3 je homologem lidské kaspasy-3 (Monney a kol., 1996).

Je tedy mozné, Ze zvy$ena exprese proteinu Bcl-2 zabrariuje aktivaci kaspasy-3.
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6 Shrnuti vysledku

Z vysledki diplomové prace vyplyvaji nasledujici stéZejni zaveéry:

e Vysokd hladina proteinu pS5S3 indikuje mutaci v genu p33, ne kazda
mutace vSak vede k vysoké proteinové hladin€. Western blotting tak
miZe slouZit jen jako doplitujici metodika screeningu mutaci v p53.

e Metabolicky test viability buné¢k (WST-1 assay) je velmi spolehlivy
nastroj pro sledovani G¢inku monoklondlni protilatky rituximab a
cytostatik na B-CLL buriky, je dostate¢né citlivy a vykazuje dobrou
reprodukovatelnost.

e Status genl p53 a ATM vyrazné determinuje citlivost B-CLL bunék
na fludarabin. Prace potvrzuje vysokou rezistenci vzorki s aberacemi
v p53, na druhou stranu zna¢né procento vzorkid s deleci genu ATM
vykazuje na fludarabin jasnou citlivost.

e Senzitivizace B-CLL bunék rituximabem pro nasledné¢ aplikovany
fludarabin je moZnd u &asti vzorkd bez ohledu na aberace p353/ATM.

Vyraznéj$i procento senzitivizovanych vzorkl je v$ak vidét u vzorku

wild-type.
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TESTOVANiI MONOKLONALNi PROTILATKY RITUXIMAB U B-CLL BUNEK
IN VITRO

Cejkova Sofia, Trbusek Martin, Chumchalova Jitka, Ro&fiova Ludmila, Mayer
Jifi

Centrum molekularni biologie a genové terapie, Interni hematoonkologicka
klinika FN Brno, Cernopolni 9, 625 00 Brno

B-bunétna chronicka lymfocytarni leukémie (B-CLL) je nejCastéjSi
leukémie v zapadni svété. K jeji 16Ebé se stale pouzivaji alkylaéni latky a
nukleosidova analoga. | zde se v8ak prosazuje moderni trend
v hematoonkologii — pouziti monoklonalnich protilatek (napf. rituximab,
anti-CD20). V literatufe je popsano, Ze rituximab (rtx) ma na B-CLL burky jen
omezené ucinky, existuje vSak piredpokiad, Ze by je mohl senzitivizovat
pro cytostatika.

Po aplikaci samotného rituximabu na B-CLL buiky v riznych
koncentracich (10, 20, 30, 40 ug/ml) byla situace heterogenni. U nékterych
vzorkl rituximab zvy$oval a u jinych sniZzoval viabilitu bunék (detekovanou
pomoci WST-1). Chovani bunék bylo nezavisié na nami sledovanych
parametrech: mutacich v genu p53 a delecich lokusu ATM.

VétSina B-CLL bunék ovlivnénych rituximabem byla signifikantné
citlivéj8i k fludarabinu nez buriky neovlivhéné. Tato senzitivizace nebyla zavisla
na statusu p53 a ATM. Vibec nejcitlivéjSi ke kombinaci rituximab-fludarabin
byly buriky s deleci ATM.

Pro kombinaci rituximabu s fludarabinem (adenosinové analogum) jsme
zvolili 2 zakladni pfistupy — aplikovali jsme obé latky sou€asné&, nebo jsme
po 72 hod oSetfeni bunék rituximabem piidali fludarabin. Nase pribézné
vysledky naznaéuji, ze B-CLL burfiky jsou obecné vice citlivé k fludarabinu
po predchozim oSetreni rtx, neZz pokud se aplikuji obé latky sou€asné.

Samotny mechanismus G¢inku rtx na B-CLL buiiky se snazime objasnit
pomoci modemich genomickych a proteomickych pfistupu.

Podporovano grantem IGA MZ &. 8445-3/2005

Abstrakt ve sborniku Il. Dny diagnostické, prediktivni a experimentalni
onkologie, Solen Olomouc, 2006, str. 12, ISBN 80-239-8240-0



IN VITRO TESTING OF MONOCLONAL ANTIBODY RITUXIMAB ON CELLS
OF B-CELL CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

Cejkova Sona, Trbusek Martin, Chumchalova Jitka, Roé&fiova Ludmila, Mayer
Jifi

Centre of Molecular Biology and Gene Therapy, Clinic of Internal Medicine —
Hematology and Oncology, University Hospital Brmo, Cernopolni 9, 625 00 Brno

B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) is the most common adult
leukemia in the Western world. The disease is generally treated by purine
analogs or alkylator agents. Utility of monoclonal antibodies (Mab), e.g.
rituximab — anti-CD20 or alemtuzumab — anti-CD52, represents a modern trend
in a nowadays oncology. The efficacy of the B-cell specific Mab rituximab is,
however, limited when used as a monotherapy. Promising results are being
obtained, on the contrary, when the rituximab is combined with some standard
chemotherapeutics. We tested this possibility for the most frequently used drug
fludarabine, on our cohort of B-CLL samples characterized for two key tumor-
suppressors, the p53 and ATM. A cell viability assay (WST-1) was used for the
detection.

The rituximab itself applied in a standard concentration (10pg/mi)
manifested a diverse effect on the B-CLL cells, with increasing a metabolic
activity of some but decreasing in other samples. This phenomenon, which we
study now in more details, was independent on the status of the monitored
genes.

Resistance to fludarabin was obviously high in the samples bearing the
p53 inactivation but not in the ones harboring the ATM deletion. The latter
samples were even more senzitive to fludarabine than the wild-type cells.
Sensitization by a standard dose of rituximab (applied for 72h) to subsequently
used fludarabin (48h) in four different concentrations was possible for some
samples of all the three categories. The p53/ATM status is thus important for
the sensitivity to fludarabin itself, but does not count for the potentiation effect of
rituximab. Recently, we are trying to elucidate the mechanism behind rituximab
action by using modern genomic (DNA microarray) and proteomic (2-D elfo and
MS detection) approaches.
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Background: Aberrations of two co-operating genes, the p53 and ATM,
significantly deteriorate prognosis and treatment options for B-CLL patients.
Monoclonal antibody rituximab (anti-CD20) is preferably used in combination
regimens in B-CLL, often in those containing fludarabine. Very few in vitro data
exist, however, showing an effect of such common treatment on B-CLL cells
with aberrant p53 and/or ATM. In this respect, the data are also missing for a
potential application of rituximab with chlorambucil.

Aims: The aims were to assess the in vitro effect of the above mentioned
combinations of drugs on B-CLL cells with various p53/ATM status.

Methods: An interphase FISH was used for a determination of p53 and ATM
deletions. Functional FASAY analysis coupled to sequencing was employed to
supplement the screening also for p53 mutations. A metabolic WST-1 assay
monitored the drugs effect on cell viability. An in vitro system lacking active
human plasma was used, thus omitting the CDC pathway. After rituximab
pre-treatment (10ug/ml, 72h) the chemotherapeutics were applied in four
concentrations for additional 48h (F: 25 - 0.4ug/ml; CLB: 50 - 6.25 pM).
Two-way analysis of variance (ANOVA) was used for determination of rituximab
pre-treatment significance.

Results: For the rituximab/fludarabine combination we tested forty samples
having a median 85% of B-CLL lymphocytes, with the following characteristics:
13 were wild-type, 10 harbored ATM deletion (median 83% of deleted cells) and
17 exhibited p53 defects of various complexity - both alleles inactivation
(del/mut and mut/mut) as well as the separate (one allele) aberrations (del or
mut). The sensitivity to fludarabine was determined for the concentration
1.6pg/mi, which provided significant differences among the samples. The
sensitivity was assessed as follows: resistant - viability 2 60%; medium -
viability < 60% and 2 40%; sensitive - viability < 40%. The p53-affected samples
were mostly resistant (71%) and none were sensitive. Among ATM deleted
samples, on the contrary, 40% were sensitive, what was more than in wild-type
subgroup (23%). Rituximab alone slightly increased a metabolic activity in most
of samples, usually to 110-130% compared to untreated controls, while rarely a
decrease was also noted (up to 80%). When the viability of fludarabine-tretead
and rituximab/fludarabine-treated samples was assessed in relation to fully
untreated control, the positive sensitization effect of rituximab pre-treatment
(P<0,05) was noted as follows: within the p53-affected as well as ATM-deleted
subgroups in 30% of samples and within the wild-type subgroup in 62% of
samples. For the rituximab/chlorambucil testing, which was performed as a pilot



study in the same manner in eight samples, the positive effect of antibody pre-
treatment was also noted in some samples of all the three subgroups.
Summary/Conclusions: Our results indicate that the p53/ATM status is critical
for the sensitivity of B-CLL cells to fludarabine. Regardless of the p53 and ATM
aberrations, some samples are available for the rituximab-mediated
sensitization to this agent. Our pilot data also support a warranty of testing a
combined regimen containing rituximab and chlorambucil.

Supported by grant IGA MH CR No. 8445-3/2005.

Pfijato jako poster na 12. kongres European Hematology Association, Viden,
7.-10. Eervna 2007.



