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Abstrakt

Metody molekuldrni genetiky se v poslednich desetiletich vyznamné prosazuji
v onkologii a hematologii. Je tomu tak i pfi hledani mechanisml leukemogenesy a sledovani
odpovédi na 1écbu u détskych akutnich leukémii — nejcastéjSiho nddorového onemocnéni

détského veéku.

Tato prace se zabyva roli genu WT1 v normalni hematopoese a leukemogenese. Gen
WT]1, jehoz exprese je charakteristicka pro vyvijejici se uropoetickou tkan, je exprimovan i ve
fyziologickych prekurzorech krevnich bunék a aberantné také v malignich bunkach celé skaly
leukémii. V soucasné¢ dobé je intenzivné zkoumana jeho role v nadorové transformaci i
moznost vyuziti jeho aberantni exprese jako prognostického faktoru a znaku leukemického

klonu pro sledovani zbytkové nemoci u pacientd s leukémiemi.

V jednotlivych kapitolach prace se vénujeme charakteristikim détskych akutnich
leukémii, roli detekce rezidudlni nemoci v jejich lécbé, metodologickym moznostem

monitorovani zbytkové nemoci a predev§im biologickym vlastnostem genu WT1.

Shrnujeme cile experimentalni prace, kterd se zamétuje jak na roli proteinu WT1
v nemalignich hematopoetickych buiikach, tak na praktické moznosti vyuziti jeho aberantni

exprese v malignich buiikach pro detekci rezidualni nemoci.



Seznam pouzitych zkratek

WT1.....Wilms' tumor gene 1

ALL..... acute lymfoblastic leukaemia
AML.....acute myeloid leukaemia
Ig.....imunoglobulin

TCR......T-cell receptor

RQ-PCR.....real-time quantitative PCR
CD.....cluster of differentiation

FAB..... French — American — British (FAB) cooperative group
LAIP...... leukaemia-associated imunophenotypes
Q-PCR.....quantitative PCR

Taq.....Thermus aquaticus

Cr.....treshold cycle

Cys.....cystein

His.....histidin

bp.....base pair

PKA......protein kinase A

PKC.....protein kinase C

EGRL1..... early growth response 1

EGR2..... early growth response 2

IGF II..... insulin growth factor II

PDGF-A..... platelet-derived growth factor alpha
CSF-1.....colony stimulating factor 1
PAX2.....paired box gene 2

BM.....bone marrow

BCP-ALL.....B-cell precursor acute lymfoblastic leukaemia
WBC.....Ieukocyte count

CLIP.....Childhood Leukemia Investigation Prague
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1. Uvod

Témeét 170 let uplynulo od okamziku, kdy bylo poprvé Virchowem pouzito slovo
,Leukdmie™ pro popis onemocnéni dnes znamého jako chronickd leukémie. Vzhledem k
faktu, Ze je hematopoesa u obratlovcli nejintenzivnéj$i béhem fetalniho vyvoje a béhem
prvnich let Zivota jedince, neni piekvapujicim faktem, Ze je leukémie nejcastéjSim détskym
malignim onemocnénim (Raul ef al. 2004). Tato choroba u détskych pacientti se za poslednich
30 let zménila z fatadlni nemoci na nemoc lé¢itelnou a ve vétsing pripadi vylécitelnou. Pomoci
modernich metod jako je chemoterapie, ozatfovani ¢i transplantace kostni diené 1ze v dnesni
dobé vylécit az 80% déti s noveé diagnostikovanou akutni lymfoblastickou leukémii, a 50 % u
akutni myeloidni leukémie. Stale vSak zUstava Cast déti, pro néz je bohuzel tato choroba
nevyléCitelna. Relaps, ¢ili znovuobjeveni nemoci, je pro pacienta nepfizniva udalost,
vyznamné¢ sniZujici jeho dal$i Sance na pieziti. Tim se bohuZel leukémie méni v nemoc
chronickou, ktera vyZzaduje pokracujici, n&kolik let trvajici ndrocnou lécbu, kterd je pro
pacienta i jeho okoli velice narocna, jak fyzicky tak i psychicky. Dokud budou k 1é¢bé tohoto
onemocnéni pouzivany chemoterapie a transplantace kostni dfené, nepodaii se také zcela
zabranit nahlym a neocekavanym umrtim na komplikace 1€cby této nemoci (Stary et al.

2002).

Jednim z hlavnich problémi v 1é¢bé hematopoetickych malignit je fakt, ze ackoli tato
1éc¢ba vede k dramatické redukci nddorové masy, nedochazi obvykle ke kompletni eradikaci
leukemického klonu (Kreuzer ef al. 2001). Proto je cilem hematologii nalezeni potencialnich
vlastnosti, diky kterym lze detekovat maligni buitky béhem remise. Tyto vlastnosti by mély
poskytovat informaci jak o pfitomnosti ¢i absenci leukemického klonu, tak i o zménach v jeho

proliferativnim chovani.

Obecny ptedpoklad, ze vznik leukémie je spiSe vicekrokovy proces, ve kterém
synergistické efekty nékolika genetickych mutaci vedou k leukemické transformaci, byl
potvrzen jiz mnoha vysledky, pfestoZze presné mechanismy tohoto procesu stile zistavaji
nejasné. Cilem védct je tedy studium gend, jejichz mutace by mohly byt jednou z udalosti v
tomto procesu, a jejich vzajemné souvislosti a kooperace. Jednim z téchto gent je gen WTI,
jenz byl ptivodné davan do souvislosti jen s Wilmsovym tumorem, a ktery dle dosavadnich
vysledkt zasluhuje pozornost védcti zabyvajicich se studiem hematopoetickych malignit.

Tato prace je zaméfena na ucinek WTI, ktery je jednim z vyznamnych gent,

ucastnicich se jak normalni hematopoesy, tak i leukemogenesy. V nasledujicich kapitolach se
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publikovany. Nez se vSak zacnu vénovat tomuto tématu, je nutné uvést alesponn obecné
informace o akutnich leukémiich v détském ve€ku s dlirazem na akutni myeloidni leukémie,
nebot’ budouci cile prace tykajici se genu WT1 jsou na tento typ détské leukémie zaméteny.
Tato obecnd charakteristika je tedy shrnuta v druhé kapitole spole¢né s kratkym tvodem, jenz
obsahuje vycet nejcastéjsich détskych malignit a incidence akutnich leukémii. Pojem, ktery je
s vyuzitim genu WT1 v diagnostice a piedpovédi priabehu choroby tzce spjat, je minimalni
rezidualni nemoc (MRN). Vysvétleni fenoménu MRN a riznym metodam jeji kvalitativni a
kvantitativni detekce je vénovéna tfeti kapitola s diirazem na metodu real-time quantitative
vcetné jeho potencidlniho G¢inku v hematopoese a leukemogenese. Pata kapitola je vénovéana
moznému vyznamu monitorovani exprese genu WT1 u pacientt s leukémii pro prediktivni a

jiné Ucely a na zavér je kratce nastinén budouci cil mé prace.

2. Nadorova onemocnéni v détském véku

2.1. Rozdéleni a celosvétova incidence

Nadorové bujeni v détském veéku je velmi vzadcné onemocnéni s vékove
standardizovanou incidenci obvykle mezi 70 — 160 pifipady na 1 milion déti ve v€ku 1 — 14
let. Oproti dospélym pacientiim, u nichz patii k nejcastéjsim nddorim karcinomy, jsou détské
malignity z histologického hlediska velmi rozmanité. Podle ,International classification of
childhood cancer* jsou tato onemocnéni rozdélena do 12 hlavnich skupin, mezi které patii
leukémie, nddory mozku a michy, lymfomy, nddory vychazejici ze sympatiku, retinoblastomy,
nadory ledvin, jater, nadory kosti, nddory mékkych tkani, nadory vychazejici z gonadalnich
zarode¢nych bunék a dalSi nespecifikované novotvary. V pievladajici bélosské populaci
Evropy, Ameriky a c¢asti vychodni Asie ptfedstavuje leukémie asi 1/3 détskych nadort, s
incidenci 35 — 50 pfipadid na milion déti. V jizni Asii, Sttednim Vychod€ a v ¢ernoSské
populaci USA a Afriky je toto Cislo nizsi, vétSinou méné nez 30 ptipadt na milion déti (Stiller

2004).

Asi 80 % téchto leukémii predstavuji akutni lymfoblastické leukémie (ALL), jejichz
vysoka incidence (40 piipadi/milion déti) je zaznamendvana v bélosské populaci severni
je ve vychodni Evropé€, Japonsku, latinské Americe, a opét mezi CernoSskou populaci.
Leukémie T fady maji pfiblizné stejnou incidenci na celém svété. ALL B fady vSak vykazuji

rozdily v incidenci, nebot’ u rizikovéjsich etnickych skupin je incidence tohoto typu leukémie



vyssi (70% détskych ALL). V méné rizikovych oblastech mize dusledkem vzacnéj$iho
vyskytu ALL B fady dokonce ptevladat leukémie vychdzejici z T tfady. Obecné lze fici, Ze
tato incidence koreluje s urovni socioekonomického vyvoje, coz naznacuje, Ze rizikové
faktory spojené s Zivotnim prostfedim jsou u téchto naddorovych onemocnéni velice dilezité
(Stiller 2004). Tento jev je i pti¢inou zvyseni incidence ALL v Ceské republice ve vékové
skupin¢ piedSkolnich déti béhem 90. let na hodnotu podobnou statim zapadni Evropy

(Hrusak et al. 2002).

Akutni myeloidni leukémie (AML), jejichz incidence je 4 — 10 piipadii na 1 milion
déti, opét vykazuji velké variace v procentudlnim zastoupeni AL mezi riznymi oblastmi po
nez zvySenym rizikem AML. Vysoky vyskyt tohoto typu byl také zaznamenan u Maorl na
Novém Zélandé a u obyvatel Havaje. PfiCina tohoto jevu zatim neni znama, ale vzhledem k
tomu, Ze se jednd vzdy o etnickou skupinu, pfedpoklada se, Ze vyznamnym faktorem bude

geneticka predispozice (Stiller 2004).

2.2. Charakteristika akutnich leukémii

Obecnéd charakteristika leukémii je popisuje jako onemocnéni, jez vznika
nahromadénim mutaci v genomu kmenovych bun€k, nebo progenitort jednotlivych tad
hematopoesy. Zmény v genomu mohou byt jemné, jakymi jsou bodové mutace, pti kterych
dochazi v DNA k zdmén¢ jedné baze za druhou, az po zmény v po¢tu chromosomil. Zmény v
genomu vznikaji u prevazné vétSiny leukémii v somatickych bunkach — bunkach
hematopoesy, v pritbéhu zivota jedince a jen zcela vyjimecné maji dédicny zaklad (Stary et

al. 2002).

Jak jiz bylo feceno, akutni leukémie se déli na akutni lymfoblastické (ALL) a akutni
myeloidni leukémie (AML). Slovo akutni vyznacuje, ze jde o onemocnéni s prudkym
nastupem, velmi ¢asto u osob bez jakékoliv znamé hematologické anamnesy. Prvni piiznaky
se objevuji zpravidla jen n€kolik tydni pied zjisténim definitivni diagnosy. Dale termin akutni
znamena prubéh nemoci, nebot nelécend ¢i nedostatecné lécend choroba pacienta (zvlasté
AML) zahubi béhem né¢kolika tydnd. DneSni moderni terapie téchto leukemii patii celkové

procento vylécenych pacientti (Stary et al. 2002).

Jedna se heterogenni skupinu onemocnéni, jez se 1i§i bunéénym piivodem, klinickymi

projevy, pribéhem a terapeutickou odpovédi. V pribéhu nemoci dochdzi k akumulaci



nezralych krevnich elementi v kostni dieni. Nahromadénim téchto leukemickych bunck
dochazi k utlatovani normalni krvetvorby (Slaby 2002). Prvni pifiznaky onemocnéni jsou
zpravidla nespecifické a souviseji s poklesem jednotlivych elementt cirkulujicich v krvi. U
nemocnych se objevi anémie, trombocytopenie, Unava, slabost, dusnost a krvacivé nebo

infek¢ni komplikace (Kalinova 2002).

Podezfeni na akutni leukémii byva vysloveno pfi kontrole krevniho obrazu. Prvnim a
nejdilezitéjSim diagnostickym cilem je rozliSeni mezi ALL a AML. Dal§imi vySetfenimi ve
specializovanych pracovistich pak byva stanovena ptesna diagnosa. Hlavni kritéria pro tuto
diagnosu, zahrnujici morfologické charakteristiky, karyotypické charakteristiky a

imunofenotyp, jsou shrnuta v tabulce 1. (Stary et al. 2002).

ALL AML
morfologie z4dna granula obvykle se mohou vyskytovat
g zadné Auerovy tyce Auerovy tyce
imunofenot B-fada: CD 19+, CD10+ panmyeloidni antigeny
yp T-fada: cyCD3+, CD7+ CD13+, CD33+, CD65
_ t(8;21) (FAB M2)
t(g’lﬁ()g(_gz'fu) #(15:17) (FAB M3)
karyotyp t(1;19) (pre- B-ALL) irf\(f?ig))(%%lgl\l/ﬁ?o)
«11;14) (T-ALL) monozomie 7
t(4;11) (pro- B-ALL) trizomie 8

tabulka 1. Rozdilné znaky AML a ALL (Stary et al. 2002)

2.2.1. Akutni lymfoidni leukémie (ALL)

Sance na vylé&eni této détské malignity dosahla v posledni dob& 80 % (Silverman et
al. 2001; Pui CH et al. 2003), nebot’ diky v€asnému zatazeni pacienta do rizikové skupiny
umoznuje lékaiim vybrat adekvatni 1éCbu a tim zajistit, aby pacient nebyl ,pteléen ani
,hedoléCen®. Proto jsou tito pacienti rozd€leni do 3 rizikovych skupin podle kritérii jakymi
jsou. v€k, leukocytosa, imunofenotyp (ptislusnost B fad¢ ¢i T fad€) a odpoveéd’ na inicidlni
fazi 1écby. Uplatnéni téchto kritérii se lisi podle konkrétniho lé¢ebného protokolu, pficemz v
poslednich letech se stale vice zohlednuje 1 kritérium MRN, o niz budu hovofit blize v treti

kapitole.

Prognosticky vyznam klinickych vlastnosti pacientt se liSi u ALL B fady a T tfady. Pro



pacienty s B-ALL je nizky vék (1 — 9) a nizky pocet leukocyt (<50 x 10%1) povazovan za
pozitivni prognosu a pacienti s témito charakteristikami obvykle spadaji do nejméné rizikové
skupiny. T-ALL jsou obecné¢ fazeny do 2 rizikovéjSich skupin v zavislosti na specifické

odpovédi pacienta na 1é¢bu (Pui CH et al. 2001).

Zvyseny vyskyt ALL je zaznamendn u déti s nékterymi chromosomdlnimi a
konstituénimi onemocnénimi. Pacienti s Downovym syndromem maji 10 x vyss§i vyskyt
leukémie v prvnich 10 letech zivota nez zdravé déti. V prvnim roce Zivota se u nich vyskytuje
Castéji AML nez ALL, déle je jiz zastoupeni typu leukemie stejné jako v normalni détské
populaci. Dal§imi neptiznivymi faktory jsou genetickd onemocnéni spojend s chromosomalni
nestabilitou jako napf. Fanconiho anémie ¢i BloomGv syndrom, kterd jsou vSak velmi vzéacna.
Unikatni je také jejich leukemogenese, nebot’ je ovlivnéna mutaci v zarodecnych burikach na
rozdil od vétSiny pacienttl, jejichz mutace se, pokud viibec, objevuje pouze v somatickych

buikach (Stary et al. 2002).

2.2.2. Akutni myeloidni leukémie (AML)

Na rozdil od dospélych, tvoti akutni myeloidni leukémie (AML) pouze 15 % leukémii
détského véku. S malymi vyjimkami je biologie détskych myeloidnich leukémii stejna jako u
dospélych. Vysledky 1écby AML jsou jednozna¢né horsi nez vysledky 1€cby détské ALL. V
poslednich 15 letech ale doslo i u détské AML k vyznamnému zlepSeni. Intenzivni indukéni
chemoterapii lze dosdhnout kompletni remise u 70 — 90% déti. Naslednou konsolidaci,
intenzifikaci a udrzovaci 1écbou se dafi dosdhnout dlouhodobého pieziti bez zndmek nemoci u

vice nez 50 % pacientl (Stary ef al. 2002).

AML je morfologicky heterogenni onemocnéni. Leukemickym procesem miize byt
postizena granulocytarni, monocytarni, erytroidni i1 megakaryocytarni fada. Svétova
zdravotnickd organizace (WHO) navrhla v roce 2004 nové rozdéleni podskupin AML na
zaklad¢ jak morfologickych tak i cytogenetickych charakteristik (Ross ef al. 2004). Ptesto je
vSak v praxi stale pouzivané rozdéleni z roku 1976, které navrhla ,,French — American —
British (FAB) cooperative group® vychazejici také z morfologickych a cytochemickych
znaki. Podle této FAB klasifikace rozdélujeme AML na subtypy (Stary et al. 2002):

MO — akutni leukémie s minimalnimi znamkami myeloidni diferenciace (tzv. ¢asna

myeloidni leukémie)

M1 — akutni myeloidni leukémie bez vyzravani

M2 — akutni myeloidni leukémie s vyzravanim
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M3 — akutni promyelocytarni leukémie, do této skupiny patii také podskupina M3v —
variantni mikrogranularni leukémie M3

M4 — akutni myelomonocytarni leukémie, sem patii také M4eo — varianta s eozinofilii

M35 — akutni monocytarni leukémie

M6 — erytroleukémie

M7 — akutni megakaryoblasticka leukémie

Zastoupeni jednotlivych subtypti je u déti podobné jako u dospé€lych (viz tabulka 2), s
vyjimkou vyssiho vyskytu monocytarni leukémie MS, ktera se typicky vyskytuje u déti

mladSich 2 let (Stary et al. 2002).

Typ MO M1 M2 M3 M4 M5 Mé6 M7
leukémie

Priblizné | 3% 15-20%25-30% |5-10%(25-30%| 6% |3-5% 3%
zastoupeni

tabulka 2. Frekvence jednotlivych typt leukémii (Stary et al. 2002)

ZvySené riziko AML maji opét déti s nékterymi konstituénimi onemocnénimi, napft.
Bloomliv syndrom, ataxie-teleangiektazie, Schwachmaniv-Diamondiv syndrom, Downlv
sydrom, téZka vrozena agranulocytdéza a Fanconiho anemie, opét se vSak jednd o velmi
vzacna onemocnéni. Vice nez 2/3 AML pacientii maji abnormality karyotypu v leukemickych
blastech. Typicka je pseudodiploidie nebo hypodiploidie. Za ptiznivé faktory je povazovana
pritomnost naptiklad t(8;12), t(15;17) a inverze 16, kdezto nalez monosomie 7 je spojovan s
nepiiznivou prognosou a vyskytuje se ¢asto u sekundarnich AML. Lécebné vysledky jsou
také velmi Spatné u déti s megakaryocytarni leukémii u nichz byva nalezena translokace

£(1;22) (Stary et al. 2002).

Dosavadni vysledky studia AML opét poukazuji na to, Ze se na jejim vzniku podili
vice nez 1 geneticka aberace. Naptiklad fuzni gen AML1-ETO, ktery je nalézan velice ¢asto u
pacienti s AML, sice sam osobé nedokaZze indukovat AML, ale v kombinaci s jinymi
genetickymi udélostmi, naptiklad se zvySenou expresi genu WT1 muze ke vzniku leukémie
dojit. Exprese AMLI-ETO totiz zplisobuje expanzi dysplastickych myeloidnich progenitort a
inhibuje jejich diferenciaci do zralych myeloidnich bunék.V druhém kroku mize zvysSena
exprese WT1 poskytnout témto progenitorim prolifera¢ni vyhodu, vysledkem ¢ehoz muze

byt transformace hematopoetickych prekurzorti v leukemické bunky (Nishida ez al. 2006).
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3. Minimalni rezidualni nemoc (MRN)

Pacient, jemuZ byla diagnostikovana leukémie, mize mit v dobé diagnézy kolem 10"
malignich bunék (Campana et al. 1995). Pokud béhem lécby mnozstvi morfologicky
detekovatelnych blasti klesne pod 5 %, nachéazi se pacient v tzv. kompletni remisi. V téle
takovéhoto pacienta se vSak stale nachazi teoreticky az 10' rakovinnych bunék a tento
zbytkovy leukemicky klon je nazyvdn minimalni rezidualni nemoc (MRN). Od ¢asového
bodu, kdy byla stanovena kompletni remise, az do tzv. relapsu (znovuobjeveni nemoci) je
pocet leukemickych blastii nezndmy, nebot’ je morfologickymi metodami nedetekovatelny.
Postup 1écby se tedy u pacientii s riiznou hladinou MRN dfive nijak nelisil a tudiz pacienti s
vy$§im rizikem relapsu podstupovali stejnou 1écbu jako pacienti s nizkym rizikem. Prestoze
citlivost morfologickych studii mize byt trochu zlepSena cytochemickym barvenim, nebo
zkoumanim frakce mononukledrnich bunék, stale je citlivost téchto metod nizkd (Campana et

al. 1995).

Dulezitost studia MRN tkvi v tom, Ze pfesnéjSi odhad celkového mnozstvi
leukemickych bunék zlepSuje vysledky 1€cby, jelikoz souvislost mezi velikosti zbytkoveé
nadorové masy a pozitivnimi klinickymi vysledky jiz byla vyzkoumana (Kaste et al. 2004).
Navic je také znam fakt, ze vétsi mnozstvi leukemickych bunc€k zvySuje pravdépodobnost
vzniku tzv. "Multidrug resistant mutants", které jsou schopny uniknout cilené 1é¢bé (Arceci

1993).

V soucasné dobé¢ tak nckolik svétovych pracovnich skupin vyuziva detekci MRN ke
stratifikaci pacientii do rizikovych skupin a Upravé intenzity jejich 1écby. Piestoze vysledky
téchto 1écebnych protokolii nejsou dosud k dispozici, je ziejmé, ze sledovani MRN bude
v budoucnu dulezitym klinickym fenoménem. Protokol, vyuzivajici MRN ke stratifikaci

détskych pacientii s ALL, se rozb&hne i v CR v roce 2007.

Krom¢ akutnich leukémii ma detekce MRN prognosticky vyznam i v dalSich
hematologickych malignitdich jako napt. chronické leukémie, non-Hodgkinliv lymfom ¢i

mnohocetny myelom (van der Velden et al. 2003).

3.1. Detekce minimalni rezidualni nemoci (MRN)

Detekce MRN pomoci rtiznych technik je velmi vyznamnym zptsobem, jak lze
rozdélit pacienty do rizikovych skupin a také vcas odhalit blizici se relaps. Prognostické
faktory jako napf. inicidlni pocet leukocytli, genetické vlastnosti blastli a vék pacienta v dobé

diagnosy mohou byt také vyuzity k stratifikaci pacientti (Pui CH ef al. 1994; Hoelzer 1994).
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Leukemické bunky mohou byt rozpoznany od normalnich hematopoetickych
progenitori na zakladé¢ morfologickych a cytochemickych vlastnosti, karyotypovych a
genovych abnormalit, pfestaveb gend pro antigenové receptory, na zéklade¢ in vitro rastovych
vlastnosti a imunofenotypu. Kombinace téchto charakteristik mohu byt vyuzity k detekei 1

velmi malého mnoZzstvi nadorovych bun¢k mezi normalnimi buitkami (Haber et al. 1991).

MRN muze byt detekovana jak kvalitativné tak i kvantitativn€. Ackoli kvalitativni
stanoveni muze byt velice vyznamné, poskytuje pouze omezenou informaci a neumoziuje
preciznéjsi analyzu kinetiky leukemického klonu. Naproti tomu kvantitativni stanoveni MRN
ma vyznam u mnoha hematologickych malignit, jelikoz lze touto metodou ziskat informaci

pfimo o mnozstvi leukemického klonu (van der Velden et al. 2003).

3.1.1. Metody molekularni cytogenetiky

Témito metodami jsou detekovany buiky s abnormalitami karyotypu a jejich vyhodou
je moznost presné identifikace leukemické bunky. Vymizeni bunék nesoucich tuto mutaci
béhem 1écby je obecné zndmo jako jev, doprovazejici nastup klinické morfologické remise.
Stejna mutace, kterd byla detekovana v dob¢ diagnosy, je v drtivé vétSin€ ptipadii pfitomna i
béhem relapsu, coz souhlasi s pfedstavou, Ze béhem remise jsou stale v téle pacienta ptitomny
leukemické bunky ptivodniho klonu, které unikly 1écbé a které mohou zptlisobit opétovné

rozsifeni leukemického klonu (Freireich et al. 1992).

Jednou z metod, kterd je spiSe semikvantitativni, je tzv. FISH (fluorescence in situ
hybridization) a je zaloZena na detekci nadorovych bunc¢k pomoci sekvencné specifickych
sond, které jsou schopny detekovat numerické a strukturdlni chromosomalni abnormality
(Gray et al. 1990). Muze byt kombinovana napiiklad s morfologickymi analyzami bunék, coz
zvysuje presnost vysledkli. Vyhodou této metody je fakt, Ze umoziuje sledovat builky v
interfazi, tedy 1 buniky s nizkou schopnosti proliferace (Campana et al. 1995). Nevyhodou je

omezena citlivost, pracnost a cena.

3.1.2. Imunologické metody

Priitokova cytometrie je hlavni metodou této skupiny. Je Casto pouZzivana k urceni
diagnosy ALL pacientl a je pouzitelna také pro monitorovani MRN u téchto ALL. Metoda je
zaloZzena na identifikaci tzv. LAIP (leukaemia-associated imunophenotypes), které jsou
pfitomny na leukemickych buiikéch, ale nejsou exprimovany na normalnich bunkach kostni
diené a periferni krve. Protilatky reagujici specificky s témito antigeny umoznuji studium

MRN a umoziuji tak detekovat 1 leukemickou bufiku mezi 10* normalnich krevnich bunék.
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Dalsi vyhodou této metody je fakt, Ze mlze byt pouzita u vice nez 2/3 pacientl s akutni

leukémii (Campana ef al. 1999).

Imunologické techniky jsou obecné povazovany za metodu, kterd dobfe identifikuje
pacienty s vysokym rizikem relapsu, ptestoze piimych literarnich dikazi podporujicich toto

tvrzeni neni mnoho.

3.1.3. Molekularné genetické metody

Metody kvantitativni polymerazové fetézové reakce (Q-PCR) jsou dalSim zpiisobem
detekce MRN. Od jejich piedstaveni ke konci 90. let (1997/1998) byla tato technika rychle
zavedena pro studium MRN. V dnesni dobé€ je dostupno mnoho PCR cili pro detekci MRN,
které umoziuji detekci MRN u vétSiny pacientil (van der Velden et al. 2003). Obecné je lze
metodicky rozdélit do dvou skupin. V prvni skuping tzv. end-point Q-PCR je mnozstvi PCR
produktu vyhodnocovédno po ukonceni reakce. Ve druhé skupiné je provadéno kinetické
sledovani PCR produktu béhem celé reakce (kvantitativni PCR v realném case, real-time Q-
PCR, RQ-PCR). JelikoZz pro sledovani exprese WT1 u AML pacientli pouzivime v nasi
laboratofti prave real-time PCR, budu se této metodé podrobnéji vénovat v sekci 3.1.4.

Citlivost této metody je velmi vysokd, schopna detekovat 1 leukemickou buniku mezi

10°-10° bunék, je vSak nachylna na kontaminaci a je tedy nutna peclivda manipulace se vzorky

(van der Velden et al. 2003).

Existuje mnoho PCR cili pro sledovani MRN. Lze je rozd¢lit do 3 skupin: fuzni geny,
prestavby imunoglobulinovych genli a genli pro receptory T bunék (Ig/TCR) a posledni
skupinou jsou aberantné exprimované geny. VétSina téchto cilil je vysoce specificka a bez tzv.
pozadi v normdlnich bunkach. Je mozné je také rozdélit na cile detekovatelné na rovni
genomové DNA (antigenové receptorové geny a nékteré fuzni geny) a detekovatelné na

urovni mRNA (aberantné exprimované geny a vétSina fiznich gent (Van der Velden et al.

2003).

3.1.3.1. Detekce fiznich genii

Podle velikosti fuznich genl je pro tuto proceduru pouzita bud DNA, nebo cDNA
ziskana reverzni transkripci mRNA daného tseku DNA. Pokud se jedna o kratky usek DNA
(ne vice nez nekolik set pari bazi) lze pouzit rovnou genomovou DNA, pokud je vSak usek
delsi zahrnujici 1 intronové sekvence, je lepsi pouzit cDNA (Campana et al. 2005). Z mnoha
pouzitelnych faznich genti zminim napt. TEL-AML1, MLL-AF4, AMLI1-ETO ¢i BCR-ABL
(viz tabulka 3) (van der Velden et al. 2003).

14



Freguency (%)*

Disaase Chramosomal Abnormality Molecular Target Adults Children
AlLL
B-lineage 19;22Hg34;q11) BCR-ABL {RNA} 25.40 4.6
t1;18Mg23;p13.3) EZ2A-PBX T (RNA) 2-3 58
t{4;11hg21;q23) MLL-AF4 (ANA) 5 2
t5; 14)g31;q32) IL3-IGH {DNA} <1 <1
t11;19Hg23;p13) MLL-ENL (RNA) =1 =1
19: 11)p21-22:923) MLL-AFS (RNA) =1 =1
H17;191q22,p13) E2A-HLF (RNA) =1 =1
t8: 14}q24;932.3) MYC-IgH (DMA) 4-5 1-2
T-lineage — TAL1 deletion (DMNA} 10-30 20-30
11, 14Hp13:911) RHOMZ2-TCRS (DNA) 5-10 5-10
ti1; 14)p34;011) TAL1-TCRz (DNA) 1-3 1-3
t10; 14}g24;911) HOX11-TCRx (DNA) 1-3 1-3
AML 18;21Mg22;q22) AMLT-ETO (RNA) 510 510
H15; 17Hg22,911-22) PML-RARA (ANA) 510 5-10
inv(16Hp13g22)M016; 16} CBFB-MYHTT IRNA) 510 5-10
t8; 11Hp21-22,923) MLL-AFS [RNA) 1-5 510
1% 22hq34:q911) BCR-ABL (RNA) 1-3 <1
H6;9){p23;q34) DEK-CAN {RNA| =1 <1

* The frequancy within B-lineage, T-lineage, or AML disease group.

Tab. 3. Abnormality genotypl, kieré mohou byt sty jako molekulami cile pro
detekei MRMN (Camapana et al. 1995

Fuzni geny na DNA urovni jsou velmi vyhodnym PCR cilem pro studium MRN. Na
rozdil od ptestaveb Ig/TCR tyto geny piimo souvisi s procesem leukemogenese a jsou stabilni
v prubéhu nemoci. Oproti transkriptim fznich gent jsou navic stabilngjsi béhem detekce

(van der Velden et al. 2003).

3.1.3.2. Detekce prestaveb Ig/TCR

Rozmanitost Ig a TCR molekul je vysledkem piestaveb a spojovani V (variable), D
(diversity) a J (joining) oblasti imunoglobulinovych a TCR geni a tato diversita se jesté vice
zvy$i vkladanim ¢i delecemi ndhodnych nukleotidii do téchto oblasti. Timto zptisobem vznika
pro kazdou lymfoidni bunku, v pfipadé¢ leukémie lymfoidni maligni klon, unikétni
nukleotidova sekvence, ktera miize byt vyuzita pro detekci leukemickych bunék. Diky tomu
1ze urcit specifickou piestavbu pro kazdého pacienta, kterd je vyuZzita v nasledujicich stadiich
1é¢by k detekei ptimo leukemickych bunék pacienta (Pui CH et al. 1999). Tato metodika je

dnes daleko nejrozsifencjSim postupem vyuZivanym v klinickych aplikacich.

3.1.3.3. Detekce aberantnich ¢i aberantné exprimovanych genii
Aberantnim genem pouZitelnym pro sledovani MRN je napt. FLT3, jehoZ tsek je u
nékterych pacientli s leukémii duplikovan. Kromé duplikace dochdzi také k vkladani

nahodnych nukleotidii do tohoto genu. Tim vznikd opét sekvence, specifickd pro urcitého
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pacienta, a vyuzitelna pro detekci MRN (van der Velden et al. 2003).

Kromé vyse zminénych moznosti lze k detekci MRN pouzit i geny, jez jsou
exprimovany jak v normalnich buiikach tak 1 v bunikdch leukemickych. Exprese téchto genti je
za fyziologického stavu mistn€ i Casové specifickd a striktné regulovana. V leukemickych
bunkach je tato regulace porusena a dochdzi zde k abnormalni expresi téchto geni, cehoz 1ze

vyuzit k MRN-PCR detekci. Jednim z téchto gent je WT1.

3.1.4. RQ-PCR

Pomoci RQ-PCR lze ziskat kvantitativni MRN data analyzou genovych piestaveb
Ig/TCR, flhznich zlomovych mist chromozomovych aberaci, transkripti fuznich gend,
aberantnich gentli, nebo aberantné¢ exprimovanych genl. Vybér téchto molekularnich cild

zalezi na typu daného onemocnéni (van der Velden et al. 2003).

Tato metoda dovoluje pfesnou kvantifikaci PCR produktu béhem exponencidlni faze
reakce, coz je presny opak metody klasické end-point PCR kvantifikace. Vzhled k tomu, ze
muze probihat detekce fluorescenniho signalu po kazdém PCR cyklu, mohou byt
vyhodnoceny 1 signaly za kratky ¢asovy tsek a nejsou nutné zadné post-PCR manipulace s
materidlem, diky c¢emuz doslo k vyraznému sniZzeni pravdépodobnosti kontaminace.
Sensitivita této metody je nejméné 107, ale spisSe 10* — 10°. V dne$ni dobé& jsou
nejpouzivanéj$i 3 hlavni techniky k detekci fluorescen¢niho signalu: metoda vyuzivajici
SYBR Green I, metoda vyuzivajici hydrolyzacni sondy a tieti princip je zaloZen na

hybridiza¢nich sondach (van der Velden et al. 2003).

Nejjednodussi technikou je prvni metoda, zaloZena na detekci produktu PCR pomoci
barvy SYBR green I, kterd se interkaluje do dsDNA, coz vyrazné zvysi fluorescenci této
molekuly. Nasledujicimi PCR cykly se mnozstvi ds DNA exponencidlné zvySuje a tudiz
mnozstvi SYBR green I signdlu také exponencialné roste. Intenzita tohoto signalu je nejvyssi
na konci syntetické faze a nejnizsi (nebo Zadna) bude na konci denaturacni faze. Nevyhodou
metody je fakt, Ze tato barva se vdze k DNA nespecificky a tudiZ mohou byt detekovany i

nespecificky amplifikované sekvence a dimery primera.

Druhd metoda vyuziva 5' — 3' exonukleazovou aktivitu Taq polymerazy ke specfické
detekci a kvantifikaci PCR produktu. Hydrolyza¢ni ,,TagMan“ sonda je spojena s
reportérskym fluorochromem a také se zhaSe€em. Pokud jsou zhaSe€ a flouorochrom v t&€sné
blizkosti, sonda je neaktivni, protoze svétlo emitované fluorochromem je pohlcovéano

zhaSe¢em. Béhem amplifikacni faze je vSak navazana sonda z cilové sekvence hydrolyzovana,
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tim dojde k oddaleni fluorochromu a zhaSece a flourochrom emituje zareni, které¢ miize byt
detekovano. Fluorescence se tedy méfi na konci faze syntézy DNA a vyhodou této metody je

detekce pouze specifickych produkta (van der Velden et al. 2003).

Metoda hybridizacnich sond vyuziva dvou sousedicich sekvencné specifickych sond.
Jedna sonda je znacena donorovym fluorochromem na 3' konci, druhd akceptorovym
fluorochromem na 5' konci. Ob¢ sondy by mély hybridizovat k blizce sousedicim cilovym
sekvencim amplifikované DNA, ¢imZ dochazi k pfibliZzeni fluorochromil a emisi zafeni o
delsi vinové délce donorovym flouorochromem. To ma za nésledek excitaci akceptorového
fluorochromu a emisi jeho zafeni, které je detekovano béhem faze nasedani primeri (van der

Velden et al. 2003).

Ve vsech zminénych zpisobech RQ-PCR analyzy se mnozstvi signalu exponencialné
zvySuje v exponencianlni fazi PCR reakce. Na zdkladé vyhodnoceni nartistu fluorescence
software RQ-PCR analyzy sestrojuje amplifika¢ni kiivky jednotlivych reakci. V Casti
amplifikacnich kiivek (viz obr. 1), kdy intenzita zafeni odpovida pouze bazalni fluorescenci,
je prokladana piimka, ktera se nazyva ,threshold“. Cislo cyklu, odpovidajici priseciku
piimky threshold a amplifikaéni kiivky, ukazuje hodnotu C; (threshold cycle) Tato hodnota
odpovida poctu cykli, ve kterém doslo k signifikantné¢ vyznamnému nartstu fluorescence
v dané reakci a ma zasadni vyznam pro vypocet kvantity. Pti kvantifikaci jsou amplifikované
testované vzorky porovnavany se standardni kiivkou sestavenou na zakladé amplifikace DNA
o zndmém poctu kopii sledovaného genu. Z této kiivky pak software cycleru odecte podle Cr
hodnoty jednotlivych vzorkii ptivodni pocet kopii amplifikované sekvence. (viz obr. 2) (van

Dongen et al. 1998; van der Velden et al. 2003)

Exprese specifického molekularniho markeru nadorovych bunék je normalizovana
k expresi kontrolniho genu (housekeeping gene), kterd umozZiuje porovnani jednotlivych
odbértt v pribchu lécby mezi sebou. Normalizace minimalizuje variabilitu, zpiisobenou
rozdilnou kvalitou a kvantitou biologického materidlu, izolaénimi metodami, stupném
degradace nukleovych kyselin, pfipadné rozdilnou uc¢innosti transkripce a odhaluje pfitomnost
inhibitort polymerazy. Genl, které byly navrzeny do pozice kontrolniho genu, byla
publikovéna celé fada, pfi sledovani vyvoje leukémii pomoci RQ-PCR je v mnoha piipadech

doporucovan jako referencni gen ABL.
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obr. 1. Amplifikadéni kitvky real-time PCR (méefeni hladiny exprese WT1 ve
vzorcich Bh AWML pacientl)
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obr. 2 . Standardni kiivka real-time PCR {vzorky BM AML pacientd)
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4. Gen WT1

4.1. Struktura genu WT1

Gen WT1 byl izolovan roku 1990 a je jednim z genti odpoveédnych za vznik Wilmsova
tumoru ledviny (Call et al. 1990). Je esencidlni pro normdlni urogenitalni vyvoj, nebot’ hraje
dilezitou roli v regulaci proliferace a diferenciace nefroblasti a gonadalni tkané (Kreidberg et
al. 1993). Posttranskripéni modifikace mRNA a pfitomnost n€kolika moZnych mist, ze
kterych lze zahdjit transkripci, je pfi¢inou vzniku mnoha riznych isoforem proteini WT1
(nejméné 36). Tyto isoformy jsou lokalizovany ve specifickych subnukledrnich a
subcelularnich oblastech a vykazuji rlizné, ¢astecné se prekryvajici nebo uplné odlisné role

(Boublikova et al. 2006).

WT1 mRNA byla detekovdna pomoci Northern blotu ve tkani ledvin vyvijejiciho se
plodu a také v buitkach Wilmsova tumoru. Dale byla detekovéana u dosp€lych mysi v déloze,
ve varleti, ve vajecnicich, slezing€, brzliku, jatrech, a v mensi mifte 1 v srde¢ni tkédni a tkani plic
(Buckler et al. 1991; Pelletier et al. 1991). Kromé toho je gen WTI1 exprimovan také
v bunikdch akutnich leukémii a také v fad€ dalSich nadori, napt. v nadorech vajecniki a prsu
(Silberstein et al. 1997; Viel et al. 1994), dale v leukemickych liniich K562 a HL-60 (Phelan
et al. 1994).

Mutace nebo delece tohoto genu jsou asociovany se vznikem Willmsova tumoru,
jednoho z castych solidnich nadord u déti (Coppes ef al. 1993) a Casto jsou asociovany s
vrozenymi vadami urogenitalniho traktu jako napf. Denys-Drash syndrome (Laity et al.

2000).

Tento gen dlouhy 50kbp se nachazi na 11p13, skldda se z 10 exontl a koduje protein se
¢tyfmi Cys,His, zinkovymi prsty (viz obr. 3) (Call et al. 1990). Kazdy zinkovy prst je
kédovan 1 exonem (exony 7, 8, 9, 10) a je oddélen od nasledujiciho pomoci kratké intronové
sekvence. Prvni exon koduje amino konec bohaty na prolin a glutamin a cely exon 5 koduje

S1 insert (viz dale).

4.2. Alternativni sestfih genu WT1 a jeho isoformy

Alternativni sestiih dava vznik 4 hlavnim isoformam o délce ptiblizné 3 kbp, které se
lisi pfitomnosti ¢i absenci 2 usekii DNA (Splicel (S1) a Splice 2 (S2)). Nejcastéjsi
sestfithovou variantou pfitomnou jak u ¢loveéka tak i u mysi je protein, ktery obsahuje oba

sestifithové useky, a nejméné Castou variantou je ten protein, u n¢hoz oba useky chybi. Pomér
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téchto variant je udrzovan béhem vyvoje mysich ledvin a dalSich tkdni exprimujicich gen
WTI. Konzervativni struktura genu a pomér hladin exprese téchto riznych WT1 mRNA
naznacuje, ze kazdy takto kddovany polypeptid vyznamné piispiva k normalni funkci genu

(Haber et al. 1991).

alternative

splices
ATG \ 1GA
\J ¥
[ 1 IrmiEsics]l IEelsEaicsio |l 10 |
T N
proline rich 1 2 3 4
zine fingers
13 G.6 8.9 3.7 5.8 3.1 1.8 7.2

EcoR1 genomic fragments (kb)

obr. 3. Schéma struktury genomu W1 (hoxy wjadfuji exony, 51 a 52 inserty jsou wwznadeny
tmaweé) | Haber et al. 1991)

Relativni pomér 4 zakladnich sestfihovych variant ([-,-],[S1,-],[-,S2],[S1,S2]) ve tkani
vyvijejici se mysi ledviny je 1 : 2,5 : 3,8 :8,3 a lze fici, ze tyto poméry u mysi jsou velmi
podobné pomérim variant u lidskych ledvin a také u Wilmsova tumoru. Tato relativni
mnozstvi souhlasi s daty ziskanymi pomoci RT-PCR, kterd poukazuji na pomér 2:1 pro

pritomnost a absenci S1 a pomér 5:1 pro ptitomnost a absenci S2 (Haber ef al. 1990).

S1 sestava z oddéleného exonu dlouhého 51 bp, ktery koduje usek 17 AK vkladany
mezi amino konec bohaty na prolin a ,,zincfinger domény. Druhym alternativnim sestfithem
dochazi k zachovani S2 insertu, ktery predstavuje 3 AK usek mezi zinkovym prstem 3 a 4.

S1 obsahuje doménu bohatou na serin a threonin, coz muze slouzit jako potencialni
misto pro fosforylaci. S2 také kdéduje serin a threonin, ¢ehoz miize byt opét vyuzito pro
fosforylaci. Tento proces byl zkouman pomoci PKA (proteinkindza A) a PKC (proteinkinaza
C), a bylo zjisténo ze fosforylace jak varianty s S2 tak i bez zpiisobuje sniZzeni vazebné afinity

téchto proteind k rozpoznadvanym sekvencim (Ying et al. 1996).

Pozoruhodnou vlastnosti S2 insertu je to, Ze ptrerusuje vysoce konzervovany spoj mezi
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zinkovymi prsty 3 a 4. Pfitomnost alternativniho sestfihového mista v takovémto ,.koleni*
mezi témito dvéma motivy mé dramaticky dopad na vazebnou afinitu k DNA. Zkraceny
polypeptid WT1 obsahujici ,,zincfinger domény bez S2 insertu vaze mista rozpoznavana
transkripnim faktorem EGR 1 (early growth response 1), kdezto vlozeni S2 do tohoto

proteinu vyrazné snizuje tuto vazebnou afinitu (Rauscher et al. 1990).

Obecné lze fici, Ze pritomnost ¢i absence exonu 5 (S1) ovlivituje aktivitu WT1 jakozto
transkripéniho regulatoru, zatimco S2 ma vliv na DNA vazebnou aktivitu a subcelularni
lokalizaci (Haber et al. 1991). Varianta s S2 preferencné kolokalizuje v tzv. ,,speckles®, kde

muze kooperovat s molekulami, jez se ucastni mRNA sestiihu (Larsson et al. 1995).

Molekularni mechanismy, jejichz vysledkem je alternativni sestfih, jest¢ nejsou uplné
prozkoumany, ale ptfedpokldda se, ze zde budou hrat roli jak informace kdédovana v
nukleotidové sekvenci v sestfihovém misté, tak i regulacni faktory specifické pro urcity

bunécny typ (Rauscher et al. 1990).

4.3. Protein WT1
Predpokladany protein WT1 je velky od 45 do 49 kDa a sestdva ze 2 domén, diky

nimz se tento protein chova jako transkripcni faktor. Jeho C-konec obsahuje jiz zminéné 4
domény zinkovych prstl, jeZ maji vysoky stupen homologie se ,,zincfinger doménami
transkripéniho faktoru early growth response 1 a 2 (EGR1 a EGR2) (Hamilton ef al. 1995) a
bylo prokdzano, ze tato vazebnd doména vaze DNA sekvence rozpoznavané transkripénim
faktorem EGRI1 (early growth response 1) (Rauscher er al. 1990). Amino konec proteinu
WTI1 sestavd z domény bohat¢ na AK prolin a glutamin, coz muize hrat roli pfi
zprostfedkovani vazby.

Protein WT1 se mize vazat k mnoha DNA sekvencim a muze se i ucastnit v RNA
post-transkripénich upravach, nebot” byl v jeho sekvenci odhalen potencidlni ,,RNA
recognition* motiv (Kennedy ez. al. 1996). Z mnoha DNA sekvenci, které tyto isoformy
mohou vazat, zminim napf. promotor genu IGF II (insulin growth factor II), gen pro PDGF-A
(platelet-derived growth factor alpha), gen CSF-1 (colony stimulating factor 1) (Harrington et
al. 1993), gen PAX2 (paired box gene 2), EGR-1 a paradoxn¢ i gen WT1. Tyto sekvence jsou
obecné GC bohaté, nebo obsahuji (TCC), motivy.

Kromé nukleotidovych sekvenci mize WT1 vazat i mnohé proteiny. Kromé jiz
zminénych molekul, podilejicich se na sestfihu RNA, jsou témito proteiny pievazné

transkripéni faktory, které¢ také mohou ovliviiovat jeho transkripné regulacni vlastnosti.
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(Scharnhorst ef al. 2001) Z téchto vazebnych partnert stoji za zminku napf. p53, jehoz vazba
s WTI stabilizuje a zesiluje jeho vazbu k p53 ,,consensus® sekvencim (Maheswaren et. al.
1993), déale p73 (Scharnhorst et al. 2000), p63 (Scharnhorst et al. 2000) ¢i Hsp70
(Maheswaran et. al. 1998).

4.4. Role genu WT1 v normalni hematopoese

Hematopoesa probihd v Cervené kostni dieni, skladajici se z riznych typl bunék, z
retikularnich vldken, z tukovych bunck a z tzv. volnych bunék, ptedstavujicich rizna stadia
vyvoje eryytrocytl a leukocyti, dale z trombocytl a plazmatickych bunék. Tato kostni dfen je
prostoupena Sirokymi krevnimi vldsec¢nicemi, jejichz tenka sténa dovoluje zralym nebo
dozravajicim krevnim bunkdm ptestup do krevniho ob&hu. Vychozi kmenova pluripotentni
burika je stejnd pro vSechny typy krvinek. Jde o buniku, ktera si po cely Zivot udrzuje vysokou
mitotickou aktivitu. Délenim kmenovych bun€k vznikaji jednak nové buiky a jednak tzv.
multipotentni buniky, které se dale diferencuji v jednotlivé typy bun€k jak myeloidni tak i

lymfoidni linie (Dylevsky et al. 2000).

Cely tento vyvoj krevnich bun¢k je komplexni proces regulovany kromé ristovych
faktorti a faktort stimulujicich tvorbu bunéénych kolonii také pomoci koordinované exprese
ruznych transkripénich faktord, které jsou aktivovany ¢i inhibovany tak jak postupuje
diferenciace (Tenen 2003). Deregulovana exprese transkripcnich faktorti a vysledna funkcni
nevyvazenost je povazovana za nutny pfedpoklad pro maligni transformaci. Jednim z téchto
regulacnich faktori je produkt genu WT1, nebo spiSe konkrétni isoformy tohoto genového
produktu. Snizeni exprese tohoto genu b&hem procesu hematopoesy je vyznamnym
pozadavkem pro maturaci hematopoetickych bunék a naopak vysoka hladina WTI1

diferenciaci a tudiz maturaci brani (Kreuzer et al. 2001).

Role WT1 béhem vyvoje ledviny byla jiz dobfe prozkoumana, ale jeho potencial v
lidské hematopoese ziistava stale kontroverzni a nejasny (Weisser et al. 2005). Diivéjsi studie
leukemickych bunék transfekovanych konstruktem WT1 vykazovaly defekt v odpovédi na
diferenciacni agens, coz napovida inhibi¢nimu uGcinku ,,wild-type WT1 na diferenciaci, a
tento jev muze piispet k vzniku leukémie (Inoue et al. 1998). Jini autofi naopak publikovali

data, poukazujici na pro-diferenciacni u¢inek WT1 (+ S2) formy (Smith et al. 1998).

Nekteti autofi ve vysledcich svych praci ukazuji, ze efekt WT1 na bunky
hematopoetickych prekurzorii je nejspise specificky pro jejich urcité stadium vyvoje. V tzv.

»lineage-committed precursorech indukuje bunécnou diferenciaci, zatimco klidovy stav
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buiiky (quiescence) je navozovan u primitivnéjSich bun¢k. Dvoufazova exprese WT1 béhem
hematopoese je pozoruhodné podobna expresi ve vyvijejici se ledving, kde lze vysledovat
nizkou hladinu transkriptu v blastickych buitkach a velmi vysoké hladiny se objevuji v

nasledujicich stadiich diferenciace (Kreidberg et al. 1993).

Jini autofi vSak publikovali vysledky, z nichz vyplyva, ze je WT1 exprimovan v
CD34+ hematopoetickych prekurzorech a jsou zde exprimovany vSechny hlavni isoformy.

Béhem diferenciace dochézi k snizeni této exprese (Maurer et al. 1997).

Dale bylo zjisténo, ze v primarnich hematopoetickych prekurzorech a v leukemickych
bunéénych liniich schopnych diferenciace je exprese WT1 spojena se zastavenim bunééného
cyklu a spontanni diferenciaci. Tyto vysledky argumentuji proti onkogenni roli WT1 u
lidskych leukémii (Elisssen et al. 2001). Narusena funkce tohoto genu tedy muze piispet ke
vzniku ur¢itych podtypt leukémii, ale vétSina piipada spiSe ziskavd mutace, které je mohou
ucinit necitlivé k ucinku ,wild-type“ WTI. S témito vysledky se také shoduji data
publikovana Ellissenem, kterd poukazuji na neschopnost ektopické WT1 exprese indukovat
diferenciaci v leukemickych bunkach, které¢ nejsou schopny odpovédi na diferenciacni agens

(Elisssen et al. 2001).

In vitro studiemi byla prokdzana kooperativni role dvou isoforem proteinu WT1
béhem diferenciace. Oproti WT1(- S2), hojnéjsi forma, ¢ili WT1(+ S2) nemé specifickou
DNA vazebnou aktivitu (Rauscher etr. al.1990). Bylo vSak také prokdzéano, ze tato forma i
sama o sob¢ ma nepatrny vliv na diferenciaci a také dokaze zvysit diferenciaci indukovanou
jinymi diferenciacnimi agens, z ¢ehoz vyplyva, ze WT1(+ S2) mé schopnost modulovat, ale
ne iniciovat diferenciaci (Elisssen et al. 2001). Nicmén¢ fyziologicky vyznam této isoformy je
zdlraznén riznymi vyvojovymi abnormalitami (napt. Frasieriv syndrom), které jsou
vysledkem sniZzené exprese tohoto proteinu (Barbaux et al 1997). Pfesny mechanismus
kooperace téchto dvou isoforem pfti indukci diferenciace vSak stale zlistava nejasny (Elisssen

etal. 2001).

Obecné lze tici, Ze rizné WT1 isoformy hraji rizné role béhem hematopoese. Nekteii
autori zjistili, ze WT1 (obsahujici S1 i S2) blokuje G-CSF-zprostiedkovanou diferenciaci
(Inoue et al. 1998 ), kdezto WT1 (bez S1 a S2) urychluje diferenciaci (DM Loeb et al. 2003).
Také bylo zjisténo, ze nekteré CD34+ progenitory exprimuji pouze jednu isoformu WTI. Je
tedy mozné, Zze CD34+ bunky, exprimujici WT1 (obsahujici S1 a S2) nejsou jesté ,,lineage-
commited®, zatimco buiniky exprimujici WT1 (bez S1 a S2) uz podstupuji granulocytarni

diferenciaci. Mechanismus, kterym dochazi ke spousténi granulocytarni diferenciace, jesté
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stale neni jasny (Loeb DM et al. 2003).

Studie ektopické exprese WTI1 také odhalily jeho schopnost indukovat kromé
zastaveni bunécného cyklu také apoptoézu (Englert et. al. 1995).

Z vyse zminénych poznatki a publikovanych dat lze vypozorovat velké neshody v
nazorech a vysledcich jednotlivych pracovist. Mozné pfi¢iny zminuji v kapitole 5.1, obecné
1ze vSak fici, ze bude nutno provést jest¢ mnoho studii, tykajicich se funkce tohoto genu at’ uz

v hematopoese ¢i leukemogenese, abychom mohli u€init konkrétni zavéry o jeho ucinku.

4.5. Role genu WT1 v leukemogenese

Jak jiz bylo zminéno,WTI je exprimovan v hematopoetickych progenitorech a poté je
jeho exprese vyrazné snizena béhem diferenciace. Pokud je ale toto sniZeni zatim jeste
nedefinovanym zpisobem narusSeno, miZze tato porucha podle jedné z teorii vést k expansi
hematopoetickych progenitori a tim je ucini citlivé k dal$im genetickych zméndm, které
nasledné¢ mohou vést ke vzniku leukémie. Jini autofi predpokladaji piimou ucast aberantné
exprimovaného proteinu na leukemogenese, naptiklad v diive zminéné kooperaci s AMLI1-
ETO (Nishida ef al. 2006). Byla vsak také publikovana préce, jejiz autofi povazuji WTI

pouze za marker proliferace (Olszewski ef al. 2005).

Vysoka exprese genu WT1 byla nalezena témét u vSech leukémiich (Menssen et al.
1995). Stejné jako u Wilmsova tumoru vSak pouze 10 — 15 % lidskych akutnich leukémii mé
mutaci v tomto genu, zatimco vétSina exprimuje vysokou hladinu ,,wild-type* transkriptu
(Mensen et al. 1995; King Underwood et al. 1996; Miyagawa et al. 1999). NejcastéjSimi
mutacemi jsou malé inserce v exonu 1 a 7, nonsense mutace v exonu 9 a jejich vysledkem je
ve vSech pfipadech zkraceny protein, jenz vykazuje defekt v ,,zincfinger doméné. Nalez

téchto mutaci znamena pro pacienty vzdy nepiiznivou progndzu.

Vzhledem ke komplexité této problematiky jsem se v nasledujici ¢asti zaméfila pouze
na vyuziti WT1 k detekci MRN, nebot’ v nasi laboratofi je monitorovani MRN pomoci WTI

jednim z hlavnich cild, na které bude vyzkum WTI1 zaméten.

5. Detekce MRN pomoci WT1

Jak jiz bylo feCeno, monitorovani MRN pomoci kvantitativni PCR by mohlo byt
hlavni metodou k identifikaci pacienti s vysokym rizikem relapsu. Kromé béznych
molekularnich cilit PCR jako napftiklad fazni transkripty AMLI-ETO, CBFB-MYH11, PML-
RARA a fuzni geny MLL, BCR-ABL (viz tabulka 3) jsou stale hledany dalSi potencialni
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markery pro studium MRN. Divodem je fakt, ze vice nez 50 % vSech AML (a pfiblizné 40%
ALL) postrada fuzni gen, jenz by mohl byt pro toto sledovani pouzitelny (Cilloni et al. 2004).
Aby bylo moZzno zahrnout co nejvice AML pacienti do studia MRN, je nutné identifikovat
takovy molekularni cil, aplikovatelny na vétSinu piipadi. Gen WT1 byl navrZzen jako jeden z
téchto moznych cilii (Cilloni et al. 2004), nebot’ bylo zjisténo, Ze u vice nez 90 % ptipadi s

AML au 70-90% ALL je jeho exprese vyrazné zvySena (Boublikova et al. 2006).

5.1. Detekce MRD pomoci WT1 u AML

Jiz diive bylo zjisténo, ze v kmenovych buikach zdravych darci a AML pacientll v
kompletni remisi jsou hladiny exprese WT1 srovnatelné (Weisser et al. 2005). Déle bylo také
zjisténo, ze navozeni morfologické kompletni remise byva doprovazeno vyraznym sniZenim
hladiny WT1 a MRN-negativni vzorky regenerujici kostni dien¢ (BM) vykazuji témér
identickou expresi béhem 1é¢by leukémie jako normalni BM zdravého jedince (Boublikova et
al. 2006). Mnozi autoii zkoumali moznost pouziti tohoto genu jako univerzalniho markeru
pro studium MRN u AML (Cilloni et al. 2002; Trka et al. 2002; Ogawa et al. 2003) avSak
vysledky si vyrazné protifeci. Zatimco néktefi poukazuji na vyznamnou korelaci mezi
prabéhem 1écby a hladinou WTT1 (Trka et al. 2002; Inoue ef al.1996; Weisser et al. 2005), jini

autofi zadnou souvislost nepotvrdili (Schmid ef al. 1997).

Mezi dalsi kontroverzni vysledky patii interpretace vysoké hladiny WT1 v dobé¢
diagnosy jakoZto negativniho prognostického faktoru. Vysoka hladina WT1 je nékterymi
védci povazovéana za nepiiznivou prognosu (Trka et al. 2002; Inoue et al. 1996), jini vSak
korelaci neprokazali (Schmid et al. 1997; Weisser et al. 2005; Bergmann et al. 1997). Naopak
monitorovani této hladiny v pribéhu nemoci se ukazalo byt vyznamnym prognostickym

faktorem (Weisser et al. 2005).

Déle bylo také zjisténo, Ze podskupiny AML s piiznivym karyotypem vykazovaly
nizkou hladinu WT1 exprese (Ostergaard et al. 2004) avSak u jinych autor naopak
vykazovaly vysoké hladiny exprese (Cilloni et al. 2002). Tyto neshody mohou byt zplisobeny
vybérem jinych kohort pacientd, riiznym kontrolnim genem, pouzitim primera asociujicich s
odlisSnymi oblastmi genu (coz mlzZe byt problém pii detekci riznych isoforem WTI1), nebo
pouzitim ruaznych PCR protokoli pro detekci a kvantifikaci WTI, coz muze vést k

odli$nostem v citlivosti této metody (Cilloni et al. 2002).

Dal8im problémem, ktery miZe zkreslovat odhad exprese WT1 je variabilni hladina

exprese v normalnich hematopoetickych bunkéch ptitomnych v kostni dfeni. Ve vzorcich
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periferni krve zdravych jedinct je vSak exprese vyznamné nizsi nez ve vzorcich kostni dfené
(Cilloni et al. 2002) a nékde dokonce nedetekovatelnd. Proto je pro mnohé védecké skupiny
lakava predstava, Ze by analyza vzorka periferni krve slouzila k monitorovani MRN. Zatim

jsou vsak veskeré relapsy detekovany pouze ve vzorcich kostni diené (Weisser et al. 2005).

Korelace mezi hladinou WT1 a procentem infiltrace blasti, ¢i hladinou exprese
CD34+ nebyla prokazana, coz naznacuje, ze WT1 reprezentuje spiSe mnozstvi leukemickych

blastli, nez CD34 pozitivitu.

Signifikantné vyssi hladina WT1 byla naopak prok4dzdna u M4eo a M3 podtypu AML,
kdezto nejvyssi hladina byla u M5 podtypu a oproti jedinciim s normalnim karyotypem také u
pacientd s fuznimi geny jako napt. CBFB-MYH 11 a PML-RARA (Weisser et al. 2005).
Obecné lze fici, Ze u AML je obvykle detekovéna niz8i hladina WT1 u zralejSich subtypl
leukémii jako napt. M5 AML, neZ u méné diferenciovanych podskupin (Kreuzer et al. 2001;

Trka et al. 2002), jiné vysledky vSak tento jev nepotvrdily (Ostergaard et al. 2004).

U pacientil, kde bylo mozné sledovat hladinu WT1 béhem nemoci spolecné s jinymi
markery napf. fiznimi geny, byla zjiSténa vyznamnd korelace exprese WTI1 s expresi
aberantniho genotypu (Weisser et al. 2005). Kvantitativni odhad hladiny WT1 tak umoziuje
diive detekovat blizici se relaps a poskytuje tak moznost v€asné aplikace dalsi &by (Weisser

et al. 2005).

5.2. Detekce MRN pomoci WT1 u ALL

Ackoli se zdalo, ze by vysledky studia exprese WT1 u ALL pacientti mohly byt stejné
hodnotné jako u AML, je bohuzel hladina exprese WT1 u tohoto druhu akutnich leukémii
mnohem méné vypovidajici nez u AML. WTI1 exprese u ALL je totiz velice variabilni a
obecné mnohem niz8i nez u AML (Cilloni et al. 2002) a u Zadnych pacientli nebyla tato

exprese signifikantn€ vyssi nez exprese WT1 u zdravych kostnich dfeni.

U BCP-ALL byla ve vétsin€ ptipadii naméeiena hladina WT1 blizka hodnoté namérené
v normalni kostni dfeni, avSak u témét 1/3 pacientli byla tato hladina dokonce niz$i nez ve
zdravé kostni dfeni. Oproti BCP-ALL byla u T-ALL nalezena ve vétSing€ ptipadi zvySena
exprese WT1 (Boublikova et al. 2006).

Pokud se zaméfime na srovnani hladin WT1 a pfitomnost chromosomalnich aberaci,
nalezneme zvySenou expresi u ALL nesoucich MLL-AF4 oproti jinym fuznim gendm jako

napf. TEL-AMLI1 a oproti pacientim postradajicim tyto aberace (Boublikova et al. 2006).
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Mezi hlavni rizikové faktory u ALL patii vék a WBC (mnozstvi leukocyti v dobé
diagnosy). Jakakoli souvislost hladiny WT1 a WBC prokazéana nebyla. Déti starsi 10 let mely
vyrazn¢ vyssi hladinu WT1, nez déti mezi 1-10 lety, ale déti mladsi 1 roku mély opét vyssi
expresi. Tento vysledek vSak mohl byt ovlivnén pfitomnosti nepfiznivého fuzniho genu

(Boublikova et al. 2006).

Podivame-li se na expresi WT1 opét jako prognosticky faktor relapsu, byla u ALL
oproti myeloidnim leukémiim nalezena korelace s negativni prognosou u pacientli s vyrazné
vys$i ale 1 vyrazné€ nizsi hladinou WT1 oproti primérné hodnoté. Vyznam a vysvétleni tohoto

jevu vsak nejsou zndmy (Boublikova et al. 2006).

Z t&chto uvedenych divodl a vzhledem k tomu, Ze nalezené korelace nejsou velmi
vyrazné, lze obecné fici, ze pro détské ALL bohuzel neni WT1 uzitecnym markerem pro
monitorovani MRN (Boublikova et al. 2006); to vSak nemusi platit pro dospélé pacienty s

ALL.

6. Budouci cile a smérovani prace

Z dosavadnich studii tykajicich se biologickych pfi¢in leukémii lze vysledovat velky
zajem hematologii o problematiku spojenou s genem WTI. Jak uz jsem nékolikrat v textu
zminila, vysledky byly v minulosti velice nejednoznaéné. Ugelem teoretické ¢asti moji prace
hematopoese a leukemogenese publikovany s diirazem na jeho vyuziti v detekci MRN u

pacientt s leukémii.

Pracovni skupina CLIP, Laboratot molekularni genetiky Kliniky détské hematologie a
onkologie, kde jsem svou bakalafskou praci vypracovala pod vedenim doc. MUDr. Jana Trky,
Ph.D., publikovala dvé prace zamétené na gen WT1 u détskych akutnich leukémii. Prvni z
nich se tyka prognostického vyznamu u AML a jedna se o pilotni studii na toto téma, nebot’

spiSe naznacuje, jakym smérem budeme ve vyzkumu ohledné¢ WT1 a AML postupovat.

Druhou praci je publikace na téma exprese WT1 u ALL z roku 2006, ktera byla

zamétfena na mozny vyznam hladin exprese u pacientii s ALL.

V budoucnosti bychom se chtéli ve studiu genu WT1 zabyvat témito tématy:

@ Stabilita transkriptu WT1 u zdravych darca, hlavné ve vzorcich kostni dien€, nebot’

vétSina dosavadnich praci byla zaméfena hlavné na vzorky periferni krve. Vyznam
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tohoto zjiSténi je zfejmy — urceni stability transkriptu, zejména ve vztahu ke stabilité
transkriptu kontrolnich geni, je kli¢ové pro vyuZitelnost metodiky zalozené na

kvantifikaci mRNA.

® Isoformy proteinu WT1 a jejich zastoupeni u zdravych darct a pacientti. Z literarniho
ptehledu je zfejmé, Ze role isoforem je dosud velmi kontroverznim tématem. Navic
nebyla publikovana komplexni, metodicky dobfe provedena studie vyuzivajici

kvantitativni PCR. Zamé&fime se na vzorky zdravych darcti 1 pacientl s leukémiemi.

® Prognosticky vyznam poméru sestfithovych variant WT1. Logickym pokracovanim
ptedchoziho bodu je retrospektivni sledovani prognostického vyznamu nalezenych

poméru jednotlivych isoforem.

® Detekce exprese WT1 a jeho jednotlivych variant v isolovanych prekurzorech
krevnich bunék sortovanych ze vzorki fyziologickych kostnich dfeni. I v tomto

piipad¢ chybi kvalitni kvantitativni data zalozend a na RQ-PCR.

® Rozsifeni souboru pacientt AML, u nichz bude monitorovana hladina WTI, a
prodlouzeni doby jejich sledovani by mélo pfinést definitivni odpovéd na otdzku

klinického vyznamu detekce transkriptu WT1.

4 | 4 14
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