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SOUHRN

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala stanovenim chemorezistence V in Vitro
podminkach u pediatrickych pacient s diagndézou akutni lymfoblastické leukemie.
Od téchto pacientti byly odebrany vzorky kostni dfené 0. den pied zahajenim 1éCby a 8.
den 1écby. Z dodanych vzorki jsem vyizolovala leukemické buniky a nechala je kultivovat
Vv rizné koncentraci glukokortikoidu — dexamethasonu nebo prednisolonu. Pomoci 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromidového (MTT) testu jsem stanovila
koncentraci 1é¢iva, ve kterém bylo usmrceno 50 % leukemickych bunék (ECs).
Ze ziskanych hodnot jsem urcila, zda je pacient na studované glukokortikoidy senzitivni

nebo rezistentni.



SUMMARY

In this bachelor’s thesis | was determining the in vitro resistance of paediatric
patients with acute lymphoblastic leukaemia. From these patients samples of bone marrow
were obtained on 0™ day before beginning of treatment and on 8" day of treatment.
I isolated leukemic cells from bone marrow and cultivated them in different concentration
of glucocorticoid — dexamethasone or prednisolone. By using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-difenyl tetrazolium bromide (MTT) assay | determined the concentration of drug,
which kills 50 % leukemic cells (ECsp). According to the obtained values | determined

whether the patient is sensitive or resistant to the studied glucocorticoids.
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1.0VOD

Akutni lymfoblastickd leukemie je nejcastéjSim nadorovym onemocnénim
v détském véku. V Ceské republice roéné onemocni 70 az 90 déti. Na 1é¢bu tohoto
onemocnéni Se zaméiuji specialisté v hematoonkologickych centrech, kde postupuji podle
mezinarodné standardizovanych lécebnych protokolli. Od osmdesatych let minulého
stoleni pfistoupila cesko-slovenskd pracovni skupina pro détskou hematoonkologii
na lécbu podle BFM (Berlin-Frankfurt-Miinster) protokolu. Za pouziti vysoce agresivnich
protokolll bylo dosazeno vyrazné lepSich 1écebnych vysledki, které ale byly netmérné
toxické a zpiisobovaly zdvazné nezadouci vedlejsi ucinky. V souCasnosti jsou pacienti,
jejichz nemoc je 1éCitelna i méné agresivnim léCebnym protokolem, nuceni podstoupit
zbyte¢né intenzivni cytotoxickou 1é¢bu. V budoucnu by bylo pro tyto pacienty vyhodng&jsi
odklonit se od protokolarni 1éby a 1écebné schéma jim ptizplsobit.

Ptizpsobeni 1écby ale predchazi nalezeni statisticky vyznamné vazby mezi
diagnostikovanymi parametry, mezi které patii morfologické odliSnosti, rozdilny
imunofenotyp, cytogenetické zmény a neméné dulezitym udajem je i stupeit vnimavosti
na cytostatika, ktery lze ur€it v in vitro podminkach pouzitim kolorimetrického MTT testu
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromidu). V¢asné uréeni rezistence
na nékteré z 1é¢iv protokolu by mélo smétovat K upravé 1ééebného postupu u konkrétniho
pacienta. Chemosenzitivni pacienti by byli 1é¢eni s minimalné toxickou terapii oproti
pacientim, ktefi by vykazovali rezistenci, ti by byli 1éeni agresivnéji.
Takovouto individualizaci 1é¢by by se dosahlo zkvalitnéni terapie (Mihal et al, 2000,
2004).



2.CILE PRACE

Cilem této bakalatské prace je stanovit in vitro chemorezistenci leukemickych
bunék détskych pacientti s akutni lymfoblastickou leukemii na kortikoidy — prednisolon
a dexamethason pomoci cytotoxického MTT testu.

Z kostni diené pacientd vyizolovat nadorové bunky gradientovou centrifugaci
a nasledn¢ kultivovat in vitro s testovanymi latkami. V in vitro podminkach sledovat reakci

vyizolovanych vitdlnich nadorovych buné€k konkrétniho pacienta na jednotlivé latky.



3.LITERARNI PREHLED

3.1. Leukemie

Leukemie jsou heterogenni skupinou onemocnéni postihujici hematopoeticky
systém. Blasticky transformované nadorové buiky ztraceji schopnost diferenciace
ve zralou, pln¢ funkéni krevni buiku, ale maji zachovany anebo vyssi proliferacni
potencial. Tento stav vede k nekontrolovatelnému bunéénému déleni, leukemické blasty
jsou kumulovany V kostni dieni a zpisobuji jeji selhani, coz ma za nasledek celou fadu
klinickych a laboratornich projevi.

Leukemie mizeme klasifikovat podle riznych kriterii, podle pribéhu je I1ze rozdélit
na akutni a chronické, podle toho, ve které vyvojové fadé dojde k maligni transformaci pak
na lymfoblastické a myeloidni leukemie. Akutni lymfaticka leukemie (ALL)
je charakterizovana poruchou v proliferaci a diferenciaci lymfoidni vyvojové ftady,
Vv dtsledku ¢eho dochazi k hromadéni nezralych lymfocyti (lymfoblasti) v kostni dfeni.
Pro akutni myeloidni leukemii (AML) je pak charakteristickd pfitomnost myeloblasti,
které vznikaji poruchou proliferace a diferenciace myeloidni progenitorové buiiky (Provan

et al., 2007).

3.1.1. Akutni lymfoblasticka leukemie

Akutni lymfoblastickd leukemie je nejCastéjsi pediatrickou hematologickou
malignitou a nejcastéjSim deétskym nddorovym onemocnénim vibec. Nejvyssi incidence
onemocnéni je ve véku 1 az 6 let (3,5/100 000 déti do 15 let) a s rostoucim vékem klesa,
po 40 roku veéku dochazi k mirnému naristu onemocnéni. Nemoc je ¢astéjsi u chlapct nez
u divek. U 95 — 98 % pediatrickych pacientii je dosazena kompletni remise tj. stav,
ktery je charakterizovan vymizenim symptomt nemoci, normalizaci po¢tu bilych krvinek
a obnovenim spravné funkce kostni dien¢. Kompletni remise je diagnostikovana, jestlize je
Vv periferni krvi nejméné 1,5 X 101 neutrofilnich segmentl, trombocytl je vice nez 100 x
10°/1, hladina hemoglobinu je > 100 g/l, v natérech nejsou pritomny 74dné blasty a v kostni
dieni je méné nez 25 % blasti. U 75 — 85 % pediatrickych pacientii v remisi je predpoklad
dlouhodobého pteziti, avsak ve 20 — 25 % ptipadi dochéazi k opétovnému navratu piiznakt
nemoci — relapsu, kdy se v periferni krvi nachazi vice jak 5 % blast (Behrman et al, 2000;
Mayer et al., 2002; Mihal 2004).
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3.1.1.1.

Klasifikace ALL

Klasifikace ALL je provadéna na zakladé¢ imunofenotypu nebo morfologickych

vlastnosti malignich leukocytl izolovanych z pacientovy kostni diené. Maligni leukocyty

se od normdlnich odliSuji nésledujicimi znaky: imunoglobulinovymi pfestavbami,

zménami v genu pro T — lymfaticky receptor, odliSnou expresi antigenli a rozdilnymi

glykoproteiny na svém povrchu.

Imunologicka klasifikace vychazi z rozdilného imunofenotypu urceného pomoci

flow cytometrie. Touto klasifikaci se ALL primarné déli na ALL B fady, ALL T tady

a na bifenotypickou ALL. U nemaligni B — lymfocytarni fady jsou pfitomny antigeny
CD19, CD20, CD22 a u T — lymfocytarni fady antigeny CD2, CD3 a CD7.

Leukemické buiiky maji tyto antigeny exprimovany odlisSné a navic nesou dalsi typy

antigend, podle jejichz rozdilné exprese jsou rozliSovany podtypy ALL. V tabulce €. 1

je uvedena klasifikace ALL tady B.

Tab. €. 1: Imunologicka klasifikace ALL B tady (prevzato a upraveno podle Mayer et al, 2002)

Charakteristika | Cetnost u déti | Molekuldrni
Typ B ALL Podtyp ) ) Prognoza
a imunofenotyp [96] genetika
5-6
velmi nezralé B
proB ALL Casta u MLL/AF4 Spatna
prekurzory, CD10 .
kojenct
50 — 65
common . .
vyzralejsi preB nejvice TEL/AMLL, )
prekurzorova ALL . R pfizniva
lymfocyty, CD10 v predskolnim | hyperdiploidie
(BCP ALL) (cALL)
veku
nejvyssi stupent 15-30
vyzravani, obvykle nejvice ]
preB ALL . t(1;19) piizniva
CD107, cytoplazmat. | v predskolnim
IgM* véku
zralé B — lymfocyty,
] . faze onkogenu )
zrala B ALL polovina CD107, 2-4 piizniva

antigeny B-fady”

myc

Obdobné¢ je podle stupné zralosti délena i ALL fady T, i kdyZ jednotlivé kategorie

maji odliSnou progndzu, 1écba podle protokold pouzivanych u nas neni déle stratifikovana,
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proto zde neni uvedeno presné déleni. Frekvence vyskytu pediatrické ALL tady T je 12 —
15 %. U nemocnych akutni bifenotypickou leukemii se nachazi blasty exprimujici
antigeny, které se poji jak s B- ¢i T-fadou, tak s myeloidni fadou.

Na morfologickych kritériich je zalozena tzv. FAB (French-American-British)
klasifikace, ktera vnikla v roce 1976. Podle ni je ALL délena na tii subtypy L1, L2 a L3.
L1 subtyp je charakterizovan malymi blasty s nedostatecnym obsahem cytoplazmy.
Tyto blasty maji kulaté pravidelné jadro se shluky chromatinu a s nenapadnym jadérkem,
které muze uplné schazet (viz Obr. ¢. 1). Subtyp L1 se vyskytuje v 70 — 80 % piipada
ALL. U L2 subtypu se vyskytuji velké blasty s dostateCcnym mnozstvim cytoplazmy.
Jadro blasti mé nepravidelny tvar, chromatin je hrubé kondenzovany a jadérko je napadné
(viz Obr. ¢. 1). V blastech L1 i L2 subtypu se mohou vyskytovat cytoplazmatické vakuoly.
Posledni subtyp L3 je definovan velkymi blasty s kulatym jadrem, denznim chromatinem,
napadnym jadérkem a cytoplazmatickymi vakuolami viz Obr. ¢. 2 (Mayer et al., 2002; Pui,
2006; Pui et al, 2008).

Obr. ¢. 1: Blasty z kostni dfené pacienta s CALL: subtyp L1 (vlevo), subtyp L2 (vpravo)
Zdroje: http://hmds.org.uk/insets/all_4.htm, http://hmds.org.uk/insets/all_5.htm
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Obr. ¢. 2: Blasty ALL: subtyp L3

Zdroj: http://home.ccr.cancer.gov/oncology/oncogenomics/WEBHemOncFiles/Review%200f%20Terms.html

3.1.1.2. Klinické symptomy ALL

Prvnimi projevy nemoci jsou casto nespecifické priznaky — tzv. B-symptomy,
které doprovazeji i celou fadu dalSich onemocnéni. Patii k nim horecka, bledost, malatnost,
unava, nechutenstvi, kloubni bolest, typicka leukemicka trias, jenz zahrnuje
hepatosplenomegalii, lymfadenopatii a krvacivou diatézu, je pfitomna u asi jedné tietiny
pacientd.

Klinické symptomy nemoci jsou nejcastéji projevem infiltrace blasti do kostni
dien¢ a jednotlivych tkani anebo organi. Infiltraty v kiizi zptsobuji tzv. leukemia cutis,
které jsou typické pro kongenitalni a kojenecké leukemie. Nasledkem leukostazy v mozku
jsou bolesti hlavy, zvraceni, somnolence, v plicich je pfi¢inou zrychleného a namahavého
dychani. U pacientt se také vyskytuje bolest kosti a kompresivni fraktury obratlu.

V laboratornim nalezu muze byt pfitomen normélni anebo nizsi pocet leukocytu,
hyperleukocytéza je ptfitomna vasi 50% piipadd. Leukocytézu miZe doprovazet
vyznamna trombocytopenie, kterd je pfi¢inou poruch krevni koagulace, kdy se objevuji
hematomy, krvaceni z dasni, epistaxe, krvaceni do sitnice, menorrhagie, ale také krvaceni
do mozku ¢i plic. V dusledku potlaceni fyziologické krvetvorby je v periferni krvi
pfitomna normocytarni normochromni anemie rizného stupné. Vyskytuje se i neutropenie,
ktera ma za nasledek vznik infekci rizné etiologie a lokalizace, kdy jsou velmi casté
plisnové infekce napf. ustni kandidozy a invazivni plicni aspergildzy.
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Komplikaci onemocnéni je leukemicka infiltrace mozku, jejiz detekce je mozna
pomoci lumbélni punkce s néalezem nadorovych bunék v mozkomisnim moku.
Infiltrace mozku zptsobuje obrny hlavovych nervu, strabismus, edém papily zrakového
nervu a dal$i. U chlapct se muzZe objevit infiltrace testes (Mayer et al., 2002; Provan 2003,
2007).

3.1.1.3. Diagnostika ALL

Spravné stanoveni diagndézy ALL spociva nejen ve zhodnoceni anamnestickych
udaji a standardniho klinického vySetfeni, ale také v cytologické morfologii doplnéné
0 cytochemii a vysledky dalSich metod imunologickych, cytogenetickych a molekularné
genetickych. Kritériem pro diagnézu ALL je obsah bunék kostni dien¢ s jadrem tvofici
lymfoblasty vyssi nez 25 %.

V ramci diagnostiky ALL se jako vySetfovany material pouziva periferni krev,
kostni dfen a mozkomis$ni mok. Pro cytologické vySetfeni se pouzivaji natéry barvené
panoptickym barvenim podle Pappenheima s pouzitim barviv Maye-Griinwaldova
a Giemsa-Romanovského. Pro cytogenetické vySetieni karyotypu se pouzivaji buiky
kultivované in vitro. Karyotyp je hodnocen pruhovacimi technikami - G, C, R nebo Q
pruhovanim. Mezi dal$i metody molekularni cytogenetiky patii fluorescencni in situ
hybridizace (FISH), mnohobarevna in situ hybridizace (M-FISH), spektralni karyotypovani
(SKY) a srovnavaci genomickad hybridizace (CGH). Tyto metody se pouZzivaji jak pro
urceni komplexnich piestaveb karyotypu, tak pro detekci specifickych nukleotidovych

sekvenci (Mayer et al., 2002; Mihal, 2004).

3.1.1.4. Priciny vzniku ALL

Akutni lymfoblasticka leukemie je onemocnéni s multifaktoridlni etiologii.
Predisponujicimi faktory pro vznik leukemie jsou néktera kongenitdlni geneticka
onemocnéni, ktera jsou charakterizovana vysokym vyskytem chromozomalnich aberaci.
Tato onemocnéni souhrnné oznaCujeme jako syndromy chromozomadlni instability,
patii zde napf. Downtiv syndrom, ataxia telangiectasia (Syndrom Louis-Barové), Bloomiv
syndrom a Nijmegentiv syndrom lomivosti. Predispozice mohou mit pfi¢inu ve zménéném
po¢tu chromozomu: hyperdiploidii (> 50 chromozémi) nebo hypodiploidii (< 45
chromozomu). Pti hyperdiploidii dochazi nejcastéji K trizomii 4, 10 nebo 21 chromozému

(Downuv syndrom). Hyperdiploidie se vyskytuje ve 25 % pediatrickych pacienti s ALL
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a je spojena s dobrou 1écebnou progndzou. Hypodiploidie byva diagnostikovana piiblizné
u 1 % pediatrickych pacientti a ma $patnou lécebnou prognédzu.

Nicméné i dalSi genetické zmény maji podil na vzniku a rozvoji nemoci.
K témto genetickym zménam patii bodové mutace, delece, chromozomalni translokace
nebo genové amplifikace. Mutace v protoonkogenech, jejichz produkty se ucastni normalni
regulace proliferace a diferenciace bunky, vedou Kk jejich pfeméné na onkogeny a bunku
transformuji v nddorovou. U vice jak 50 % pacienti s T linii ALL byvéa pfitomen
mutovany gen NOTCH1 koédujici transmembranovy receptor, ktery reguluje normalni
vyvoj bunék T linie. Mutace v tomto genu ma za nasledek aktivaci MYC onkogenu a jeho
nositelé maji ptiznivou prognoézu. Transformaci bunky maji za nasledek i mutace
v antionkogenech tj. genech potlacujicich tvorbu nadoru, mezi které patfi Rb-1 gen a p53
gen.
Upacienti s ALL casto identifikovany. Jde napiiklad o translokaci t(12;21)
u B prekurzorové linie ALL (BCP-ALL), ktera zpisobuje fizi dvou genti, TEL genu
odpovédného za regulaci vyvoje hematopoetickych bunék a AML1 genu nezbytného
pro embryonalni diferenciaci krevnich buncék. Tato fuze vede k cCasnym porucham
ve vyvoji B linie lymfocytd. TEL/AMLI1 flze se vyskytuje ve véku 1 — 5 let (25 — 30 %),
velmi vzidcné u adolescenti a dospélych. Je spojend s velmi dobrou progndzou
(dlouhodobé preziti az 85 %) a také sdobrou chemoterapeutickou odpovédi.
Pti aberaci t(9;22), kdy vznika tzv. philadelphsky chromozom, dochazi k fuzi gent BCR
a ABL zpisobujici konstitutivni expresi tyrosin kinazy. Fuzni gen BCR/ABL se vyskytuje
u 5 % pacientli a je spojen se znacn¢ heterogenni lécebnou odpovédi. Aberaci t(4;11)
vznika fuzni gen MLL/AF4, ktery je typicky pro pediatrickou pro B-ALL. Produkt fuzniho
genu MLL/AF4 blokuje hematopoetickou diferenciaci a redukuje bunéCnou smrt,
coz prispiva k leukemogenezi. Nositelé této translokace mivaji $patnou prognozu.

Genetické zmény vyvolava také ionizujici zafeni, cytostatickd 1écba, ucinek
chemickych latek (napf. alkylacnich cinidel), ale i onkogenni viry, které zpiisobuji
mutagenezi skrze inkorporaci svého virového genomu do hostitelské DNA nebo castéji
aktivaci bunééného protoonkogenu (Behrman et al, 2000; Kovaf, 2003; Mihal, 2004; Xia
et al, 2005; Mihal, 2008; Pui et al, 2008).
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3.1.1.5. Lécba ALL

Zakladem 1é¢by détské ALL je chemoterapie, avSak pouziva se i ozafovani mozku
a alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bun¢k. Chemoterapeuticka 1écba je
rozdélena do tfech fazi: remisné-indukéni faze, konsolidaéni faze a udrzovaci faze.
Cilem remisné-indukéni fdze je eliminovat co nejvice leukemickych bunc¢k a obnovit
normalni hematopoézu. V konsolidacni fazi dochdzi k zintenzivnéni 1écby, aby se
odstranily 1 zbyvajici rezistentni leukemické buiiky a snizilo se tak riziko zhorSeni nemoci
(relapsu). Udrzovaci faze 1é¢eni ma piedejit relapsu a trva 2 az 2,5 roku (Pui et al, 2008).

V Ceské republice jsou od roku 2002 pediatriéti pacienti 1é¢eni podle ALL IC-BFM
2002 protokolu, do kterého jsou pacienti zatazeni podle né¢kolika kritérii, mezi které patii
vék a in vivo odpovéd’ na prednisolonovou piedfazi 1écby. Terapie dle tohoto protokolu
vychazi se stratifikace pacientii do skupin podle stupné rizika. Pacienti jsou zafazeni bud’
do skupiny se standardnim rizikem, se stfednim rizikem nebo do skupiny s vysokym
rizikem. Zakladem pro toto rozdéleni je inicidlni pocet leukocytii v krvi, vék pacienta,
pocet blasti v periferni krvi 8. den 1é¢by, morfologické odlisnosti blastii a chromozomalni
zmény (Mihal, 2004).

V 1é¢bé se pouziva kombinace cytostatik v zavislosti na tom, do jaké prognostické
skupiny byl pacient zarazen. Léciva jsou podavana oralng, intraven6zné nebo
intrathekalné a  jejich  mnozstvi je  specifikovano  danému  pacientovi.
Kromé glukokortikoidii se pouzivaji napiiklad tato 1éciva vinkristin, daunorubicin,
doxorubicin, | — asparaginaza,cytosin arabinosid, merkaptotuprin, metotrexat a dalsi.

Uspé&snost 16¢by se odviji od genotypu ALL a rezistence leukemickych blastil vici
rychlost redukce blastd v periferni krvi pfi inicialni tydenni 1é¢bé prednisonem.
Pacienti, kteti maji po této 1écbé v krvi pocet blasti pod 1000/ul (tzv. dobii respondefi
na prednison) maji vyznamné lepSi prognoézu neZ pacienti, kteti takto rychlé redukce
nedosdhnou (tzv. Spatni respondéfi na prednisolon). Nepfiznivou prognoézu maji pacienti
s inicialni leukocytézou >50000/ul a vyznamnou hepatosplenomegalii. Prognodza je
ovlivnéna vékem pacienta, kdy horsi progndézu maji kojenci a nejlepsi déti mezi 1 — 6 lety

Pies uspéch v inicialni fazi 1é¢by dochazi v nékterych piipadech k relapsu nemoci,
ktery se projevuje novym naristem leukemickych bun¢k v kostni dieni nebo leukemickou

infiltraci mozku anebo testes. Tyto leukemické blasty vykazuji velmi ¢asto mnohocetnou
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Iékovou rezistenci. Ke zvratu relapsu je nutna intenzivni lécba vysokymi davkami
cytostatik (Mayer et al, 2002).

3.2. Glukokortikoidy

Glukokortikoidy (GC) jsou derivaty cholesterolu a fadime je mezi Steroidni
hormony. Jejich syntetické derivaty byly vyvinuty jako 1éCiva a v soucasnosti se staly
jednémi z neptedepisovangjsich na svéte pro 1éEbu mnoha nemoci.

V lidském téle jsou GC syntetizovany v kife nadledvinek. Jejich tvorba je fizena
hypotalamem, ze kterého se uvoliiuje adrenokortikotropni hormon do krve a vaze se
na receptory v buikéch nadledvinek, timto zptisobi uvolnéni GC.

Piiblizné¢ 90 % GC se vaze na globuliny v krvi. Diky lipofilnimu charakteru,
jsou schopné snadno prochazet membranou burniky a pusobit tak ve veskerych tkanich.
Uvnitf buiiky interaguji s cytoplazmou a jadernymi glukokortikoidovymi receptory (GR).
Vznikly komplex GC-GR ovliviiuje vétSinu hormonalné fizenych ¢innosti.

GC se ucastni mnoha biologickych procest. Plsobi na funkci bunék, tkani
a organtl, zapojuji se do metabolizmu meziprodukti proteint, lipidd, sacharidi, podili se
na homeostaze glukozy, zachovani cévniho napéti, imunitni a zanétlivé regulace, maji vliv
na centralni nervovou soustavu, nNa vyvoj a programovanou buné¢nou smrt (Duma et al,
2006).

Syntetické GC se uzivaji v 1é€bé imunitnich a zanétlivych onemocnéni,
véetné astmatu, revmatoidni artritidy, degenerativni osteoartritidy, viedovitého zanétu
tlustého stieva, eozinofilniho zanétu zaludku, obranné reakce pii transplantaci, komplikace
pfi ziskanych imunodeficientnich syndromech a dalSich. Pouzivaji se i pro 1é¢bu nemoci
hematologického pivodu zahrnujici Hodgkintiv lymfom, ALL a mnohocetny myelom (Lu
et Cidlowski, 2004). V lymfatickych buiikach GC indukuji zastaveni buné¢ného cyklu
v G1 fazi a apoptozu (Tissing et al., 2003).

Pti dlouhodobém uzivani GC se objevuji neptiznivé vedlejsi ucinky a vzniké také
rezistence. Mezi nezadouci vedlejsi UCinky patii naptiklad snizeni svalové hmoty,
rezistence na inzulin, usazovani tukd, poruchy rustu, osteoporoza, katarakta, hypertenze,
zvySena fragilita cév a tvorba hematomu, zhorSené hojeni ran a dalsi. Aby se omezil vznik
nezadoucich u¢inkd, Syntetizuji se nova léciva, ktera jsou tkanové specificka (Mayer et al.,

2002; Duma et al., 2006).
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Zadouci i nezadouci Gginky GC jsou zpUsobené aktivaci transkripce gend.
Naptiklad v lidskych leukocytech GC pozitivné nebo negativné reguluji ptiblizné 20 %
exprimovanych gent. (Galon et al., 2002).

3.2.1. Glukokortikoidovy receptor

Glukokortikoidy se vazi na glukokortikoidovy receptor (GR). Jedna se o jaderny
steroidni receptor, ktery piislusi k transkripénim faktoram (Revollo et Cidlowski, 2009).
Nachazi se v cytosolu vétsiny lidskych bunék (Hauk et al., 2002). GR je vysoce homologni
k mineralokortikoidnimu, progesteronovému a androgenovému receptoru (Tissing et al.,
2003).

Tento receptor je kddovan genem, ktery je lokalizovan na chromozému 5 v oblasti
5931 (Theriault et al., 1989). Gen pro GR se sklada celkem z 10 exond, jejichz minimalni
velikost je 80 kb. Tento gen ma tii rozdilné promotory, jejichz transkripty odpovidaji tiem
variantam exonu 1: 1A, 1B a 1C. Pficemz exon 1A muze byt alternativné sestfizen do tii
variant. Exon 1 tvofi pouze 5’- netranslatovanou sekvenci a exon 2 koduje ¢ast amino-
konce receptoru. Nasledujicich devét exonl tvofi protein receptoru. Prvnich osm je
identickych, kdezto devaty exon je heterologni (9a a 98) (Encio et al., 1991; Tissing et al.,
2006).

Alternativnim sestfithem primarniho transkriptu vznika pét isoforem: GRa, GRS,
GRy, GR - P aGR — A (Tissing et al., 2003).

Proteinové isoformy GRa a GRP maji prvnich 727 aminokyselin stejnych.
GRp se lisi od GRa tak, Ze poslednich 50 aminokyselin je nahrazeno unikatni sekvenci
15 aminokyselin. GRp tak postrada vazebnou steroidni doménu. Tento rozdil zptsobuje,
7ze GRP neni schopen vazat GC a ztrdci svou vazebnou afinitu k DNA, nemiize
transaktivovat GC - senzitivni geny. V bunkach, kde je GR vice exprimovany, dochazi
k tvorbé heterodimeru s GRa. Heterodimer se pfemisti do jadra, kde pusobi jako inhibitor
GRa receptoru (Hauk et al., 2002).

GRy je vysledkem alternativniho sestfihu, kdy jsou zachovany tii baze z intronu
odd€lujici exon 3 a 4. Tyto tii baze koduji dalSi aminokyselinu arginin v DNA vazebné
doméné receptoru (Rivers et al., 1999).

Isoforma GR - P byla popsana u myelomové bunécéné linie (Krett et al., 1995).

GR —-Pje zkraceny oproti proteinu GRo na 676 aminokyselin, protoze postrada
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exony 8 a 9. Je kodovan exony 2 az 7 a ¢asti intronu mezi 7 a 8 exonem (de Lange et al.
2001).
GR — A je mensi nez GRa. protein, protoze mu schazi exony 5, 6 a 7. Tato isoforma

je tvotfena pouze 185 aminokyselinami (Moalli et al., 1993).

3.2.1.1. Struktura glukokortikoidovéhe receptoru

Protein GR se sklada z n¢kolika odlisnych oblasti: N — termindlni domény NTD,
DNA — vazebné domény DBD a C — terminalni oblasti (Nicolaides et al, 2010).

Prvnich 421 aminokyselin NTD oblasti koéduje transaktivaéni doménu AF1.
Dalsich 65 aminokyselin utvaii vysoce konzervované zinkové prsty DBD, které maji
dalezitou roli pfi homodimerizaci receptoru, DNA — vazebné specifité a interakci
s kofaktory (Zhou et Cidlowski, 2005). Pomoci zinkovych prsti se receptor vaze
na glukokortikoidné¢ odpovédné useky (GRE) sekvence. DBD také zahrnuje jaderny
lokaliza¢ni signal NLS1. Prvni zinkovy prst utvaii doménu nezbytnou pro vazbu
s transkripénimi faktory: jadernym faktorem NF-xB a aktivaénim proteinem AP — 1.
Tato vazba je dulezita pro transrepresi receptoru. Druhy zinkovy prst zajistuje dimerizaci
receptoru a GRE — zprostiedkovanou transaktivaci (Tissing et al., 2003).

C — terminalni oblast je slozena z 250 aminokyselin, které primarné tvoti ligand —
vazebnou doménu LBD a obsahuje také motiv pro ligand — dependentni transaktivacni
doménu AF2. Funkéné je C — terminalni oblast zahrnuta v interakci protein — protein
s cytosolickymi chaperony nebo s koregulatory. DBD i LBD obsahuji jaderné lokaliza¢ni
signaly NLS (Zhou et Cidlowski, 2005).

3.2.1.2. Postranslacni upravy glukokortikoidového receptoru

Funkce GR mulze byt ovlivnéna posttranslacnimi uGpravami: fosforylact,
ubiquitinilaci, sumoylaci a acetylaci.

Fosforylace pobih4 v oblasti NTD a muzZe ovliviiovat lokalizaci receptoru a jeho
schopnost modifikovat transkripci cilovych gent. Hyperfosforylace béhem G2/M faze
muze zpusobovat resistenci ke GC.

Pii ubiquitinilaci dochazi ke kovalentni vazb& ubiquitinu a receptor je poté

degradovan v proteasomu. Touto degradaci je regulovana mira GC signalizace.
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B¢hem sumoylace je SUMO-1 kovalentné vazan na lysinové zbytky receptorového
proteinu a ovliviiuje tim jeho stabilitu, lokalizaci a aktivitu transkripénich regulatort
(Duma et al., 2006).

Acetylace probiha po navazani ligandu na GR a pfedchazi pfemisténi receptoru
do jadra. Acetylovan je usek bohaty na lysiny. Po acetylaci dochazi k deacetylaci histon
deacetylasou 2, coz umozni vazbu GR na NF-«kB a to zptsobi represi gent ovlivnénych

GC (Ito et al., 2006).

3.2.1.3. Aktivace glukokortikoidového receptoru

GRua se prevazné nachazi v cytoplazmé bunky, kde je soucasti hetero-oligomerniho
komplexu s proteiny tepelného Soku HSP 90, 70 a 50 (Pratt 1993). Po vazb¢ ligandu - GC
na GR dojde k disociaci proteini vazanych na receptoru. Timto se odkryje a aktivuje
nuklearni lokaliza¢ni signal NLS domény receptoru. GR komplex se piemisti do jadra jako
homodimer, kde ovliviiuje expresi gent (Tissing et al., 2003).

GC mohou ovlivnit piiblizné¢ 900 gent a piedpoklada se, ze uréité geny jsou
Vv riznych buiikéch regulovany rozdilné. Mezi tyto geny patii napiiklad gen pro GRa,
cyklin G2, glutamin syntdzu, antigen CD53, NF-kB inhibitor o a mnoho dalSich (Schmidt
et al, 2004).

GC indukuji expresi po interakci s GREs nebo represi (viz. Obr. €. 3), kdy dochazi
Kk potlaceni transkripce tvorbou komplexu GR s GC ligandem a transkripénimi faktory AP-
1 nebo NF-«kB, ktery se nachazi v cytoplazmé v komplexu s IkBa, od kterého je odstépen
a premistén do jadra. Exprese genl je zprostiedkovana vazbou GR na GRES, kter¢ se
nachazi v promotorové oblasti genti ovladanych GC. Rozpozndvanym usekem GR
Je obracena Sesti - nukleotidova palindromicka sekvence oddélena 3 nukleotidy GGT ACA
NNN TGT TCT (Tissing et al., 2003). Ke kazdé palindromické sekvenci se vaze jeden
GR. Pro iniciaci transkripce vyuziva AF-1 a AF-2, které povrchoveé interaguji s jadernymi
receptorovymi koaktivatory a chromatin-pfestavujicimi komplexy. Nékteré koaktivatory
komplexem, a usnadnuji tak pienos glukokortikoidového signalu k RNA-polymeraze II.
Koaktivatory maji také vlastni histon acetyltransferasovou aktivitu, ktera umoznuje
komplexu RNA-polymerazy Il, tedy samotnou iniciaci transkripce. (Nicolaides et al.,
2010)
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V bunkach sensitivnich na GC muze vést aktivace i represe gend Kk indukci

programované bunééné smrti - apoptoze (Tissing et al., 2003).

RO

>
Bunéini membrina S - @
e.m Ha
~
® A & Transalktivace Trmsre]]rese

GRE Gane A

Jadro

L]
GGTACANNNTGTTCT
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Obr. €. 3: Schéma GC indukované apoptdzy (upraveno podle Tissing et al., 2003)

3.3. Apoptoza

Apoptéza neboli programovand bunécna smrt je charakterizovana néckolika
morfologickymi zménami: svraS§ténim bunky, tvorbou puchyit na membrang, vznikem
apoptoticky télisek, Stépenim a kondenzaci DNA, aktivaci kaspaz a vyskytem
fosfatidylserinu ve vn&js§i membrané bunky. Iniciace apoptoézy probihda dvéma signalnimi
drahami  vnéj§i a wvnitfni. Vné&jSi draha je aktivovana ligandem vazajicim se
na membranovy Fas — receptor a vnitini drahu spousti proteiny Bcl-2 skupiny, které vedou
k poskozeni mitochondrialni membrany (Schmidt et al, 2004). Pficemz vngj$i draha
nehraje zasadni roli pfi odpovédi na pusobeni GC, ale vnitini ano (Ashkenazi A. et Dixit
V. M., 1999).

Prvni drahu zahajuji faktory zplisobujici nekrézu tumoru TNF, mezi néz patii CD95
a TNF — sprazeny ligand indukujici apoptézu TRAIL. Tyto faktory stimuluji nahromadéni

Fas — receptoru a navazani Fas — spfazené domény FADD a kaspazy-8, které vytvorii
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signalni komplex indukujici smrt DISC. Aktivaci kaspazy-8 je zahajena kaspazova
kaskada vedouci k apoptoze. Kaspaza-8 miize také zpiisobit apoptézu cestou poskozeni
mitochondrie (Fulda S., 2009).

V druh¢ draze hraji dalezitou roli faktory uvolnéné z mezimembranového prostoru
mitochondrie. Pro-apoptotické proteiny skupiny Bcl-2 (Bak a Bax) utvofi pory ve vnéjsi
mitochondridlni membrané, tim se zméni potencial membrany a dojde k uvolnéni
cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru. (Desagher S. et Martinou J. C., 2000).
Uvolnény jsou i dalsi faktory: faktory indukujici apoptozu AIF, sekundarni
mitochondrialni aktivator kaspazy Smac a proteiny inhibujici apoptéozu IAP.
V cytosolu cytochrom ¢ vytvoii apoptézovy komplex s Apaf-1 a kaspazou-9 a aktivuje tak
kaspazu-3. Kaspazy mohou byt také aktivovany pomoci Smac, ktery inhibuje IAP (Fulda
S., 2009).

Kaspazy jsou cysteinové protedzy obsahujici aktivni cysteinovy zbytek,
ktery je nutny pro proteolytickou aktivitu. Podstatou aktivace kaspaz je rozstépeni proteinu
v misté¢ zbytku kyseliny asparagové. Pfedpokladéd se, Ze aktivace kazpaz mé charakter
aktivacni kaskady pficemz jednotlivé aktivované kaspéazy Stépi piisluSné cilové proteiny.
Jestlize je v bunice aktivovan gen p53, vede tato postupna aktivace k apoptoze. (Kovar,
2003).

Protein p53 je tumor supresorovy protein regulujici ob& drahy apoptozy.
Je kédovan antionkogenem nachéazejicim se na 17. chromozému. Tento protein ptsobi jako
sekvencné specificky transkripéni faktor, ktery odliSné ovliviiuje mnoho rozdilnych
promotorovych oblasti. A proto hraje vyznamnou roli pii regulaci bunétného cyklu
a indukci apoptozy Vv diisledku poskozeni DNA. Protein p53 aktivovany na zakladé detekce
poskozeni DNA indukuje transkripci proteinu p21, ktery funguje jako inhibitor cyklin-
dependetni kinazy fidici vstup bunkky do S faze bunécného cyklu, diisledkem je zastaveni
rustu bunky a apoptéza. (Zhao et al., 2000; Kovar, 2003).

Spravna funkce proteini zapojenych v apoptdéze mize mit vyznamny vliv na vznik

rezistence ke GC a tak ovlivnit pribéh i 1écbu ALL.
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3.4. Chemorezistence

Chemorezistence je obecné¢ definovana jako neschopnost bunky nebo celého
organismu vyvolat dostate¢nou odpovéd’ na pisobeni urcité latky.

Glukokortikoidova rezistence mitize byt zplisobena nedostatecnou koncentraci
intracelularntho  GC, kterd vznikd jako nasledek oslabeného vstiebavani, zvySené
pfitomnosti proteinti vazicich steroidy, snizené aktivity enzymi konvertujici GC nebo
overexpresi genit ABC transportéru, kde fadime geny kodujici P-glykoprotein, protein
asociovany s multilékovou rezistenci a protein plicni rezistence.

Dalsi pii¢ina mize byt v samotném GR, Vv jeho mutaci, varianté isoformy nebo
v nedostateéné expresi (Schmidt et al, 2004). Ukazalo se, ze u pacienta s ALL,
ktefi jsou sensitivni na prednisolon, se vyskytuje vice sestfihovych variant GRy
nez U pacientd na prednisolon rezistentnich (Lauten et al., 2009). Pomér GRB/GRa je nizsi
u pacientii s BCP-ALL, ktefi dobfe reaguji na lécbu GC nez u pacientli s T linii ALL,
B linii ALL nebo s Philadelphskym chromozomem, tedy s horsi prognézou (Koga et al,
2005). Avsak Beesley et al. 2009 zkoumali rezistenci na vzorcich T-ALL, které nebyly
vystavené GC, a vyslovili nazor, Ze rezistence neni spojena s mutaci v GR nebo s mirou
jeho exprese.

Na vznik rezistence a pritbéh nemoci maji také vliv proteiny zapojené v signalnich
drahach apoptozy. Napiiklad odlisnou expresi vykazuji proteiny skupiny Bcl-2 kontrolujici
neporusenost vnéj$i mitochondridlni membrany. Do této skupiny patii antiapoptotické
proteiny Bcl-2, Mcl-1, Bcl-X. a Bcl2A1, multidoménové proapoptotické proteiny Bax
a Bak a proapoptotické BH3-only proteiny Bad, Bim, Puma, Bid, Bik, Noxa a Bmf (Vogler
et al.,, 2009). Antiapoptoticky protein Mcl-1 je vice exprimovan u pacienti B-ALL
rezistentnich na prednisolon (Holleman et al., 2006). Proapoptoticky protein Bim vykazuje
vy$§i expresi u leukemické linie bunék CEM-C7, které byly vystaveny pulsobeni
dexamethasonu (Wang et al., 2003). Apoptézu bunék B linie pacientd s ALL, Ize navodit
inhibici BCL2 pouzitim antisense oligonukleotidu (Szegedi et al., 2008) nebo
antagonistickymi molekulami ABT-737 a ABT-263, které inhibuji antiapoptotické
proteiny Bcl-X,, Bcl-2 a Bel-w (Lock et al, 2008).

| rozdilnd exprese proteint survivinu a livinu, patfici mezi IAP, ovliviiuje prub¢h
nemoci. U détskych pacienta s BCP-ALL s relapsem je survivin exprimovan 10 krat vice

nez u normalnich hematopoetickych bun€k (Troeger et al., 2007). Exprese proteinu livinu
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je odlisnd u pacienti s chromozomalnimi aberacemi. U pacientli s fuznim genem
TEL/AML1, pro které je charakteristicky pfiznivy prubéh nemoci, byl livin exprimovan
028 % vice nez wupacienti s chromozomalni prestavbou t(9;22)/11q23,

jejichz onemocnéni ma horsi prabéh (Choi et al., 2007).

3.5. Pusobeni dexamethasonu a prednisolonu

Dexamethason (DEX) a prednisolon (PRED) jsou syntetické glukokortikoidy,
které se pro sviij dlouhodoby uéinek staly zakladem 1é¢by détské ALL. Jejich struktura je

znazornéna na obrazcich ¢. 4 a 5.

OH

Obr. ¢. 4: Struktura dexamethasonu Obr. ¢. 5: Struktura prednisolonu
Zdroj: http://www.drugbank.ca/drugs/DB01234 Zdroj: http://www.drugbank.ca/drugs/DB00860

Stejné mnozstvi téchto dvou GC pisobi rizné. Vysledky in vitro testt ukazaly,
ze uCinek je DEX 16 az 35x vy$si nez PRED. V 1écbé ALL ma DEX delsi Gcinek
nez PRED, a proto je ho mozné detekovat V centralni nervové soustavé. (McNeer
(te Poele et al., 2007). Prednisolon je aktivni forma vznikajici hydroxylaci prednisonu
Vv jatrech (Mayer et al., 2002).

Dexamethason u pacienti s ALL vyvolava rozdilnou regulaci proapoptotickych
a antiapoptotickych proteint Bcl-2 skupiny. Inhibuje antiapoptotické proteiny Bcl-2 a Bcl-
XL a aktivuje proapoptotické proteiny Bak a Bax, které zapti¢inuji uvolnéni cytochromu c.
Dexamethason ma rovné€z schopnost navodit Casnou aktivaci kaspazy-2 a kaspazy-3
a spustit tak reakce vedouci k apoptoze (Laane et al., 2007). Prednisolon ptisobi obdobné,

také redukuje Bcl-2 a Bcl-xL a zvysuje expresi Bax (Casale et al, 2003).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Biologicky material

Jako biologicky materidl byly pouzity leukemické bunky izolované ze vzorkl
kostni dfené, které byly odebrany od détskych pacienti s diagn6zou ALL. Jednalo se
0 pacienty, kteti byli diagnostikovani ve spolupracujicich onkohematologickych centrech
napii¢ Ceskou republikou. Kostni dfefi byla ziskana aspira¢ni biopsii nej¢astéji ze spina
iliaca posterior superior kosti ky¢elni, kosti hrudni anebo kosti holenni necastéji v celkové
anestezii. Mnozstvi odebrané kostni dfen¢ bylo variabilni a pohybovalo se v rozmezi 1 —
10 ml. Kostni dien byla odebrana do sterilni falkonky s 20 ml transportniho média.
Do transportniho média s ptidavkem 0,1 ml heparinu bylo odebrano 20 ml periferni krve.

Vzorky byly dopraveny do laboratofe a zpracovany do 24 hodin.

4.2. Izolace leukemickych bunék

Nadorové builkky byly izolovany metodou centrifugace v hustotnim gradientu.
Zkumavky s 5 ml gradientu byly pievrstveny 5 ml dodaného materialu. Zkumavky byly
centrifugovany 30 min pii 2200 ot/min. Nasledné byly Pasteurovou pipetou posbirany
prstence leukemickych bunék do samostatnych zkumavek, které byly doplnény
promyvacim médiem. Zkumavky byly zcentrifugovany 7 min pifi 1600 ot/min.
Po centrifugaci byl supernatant slit, jestlize sediment obsahoval erytrocyty, bylo nutné je
pomoci deionizované sterilni vody zlyzovat a lyzu zastavit pfidanim MEM média.
Zkumavka byla opét doplnéna promyvacim médiem a zcentrifugovana 7 min pfi
1400 ot/min. Nasledovalo sliti supernatantu, roztfepani sedimentu, doplnéni promyvacim
médiem a centrifugace 7 min pii 1400 ot/min. Vznikly sediment byl roztiepan a bylo
pfidano kultiva¢ni ALL médium tak, aby byly buiiky nafedéné na koncentraci 2,5 x 10%/ml,
kterd je potfebnd pro stanoveni rezistence pomoci MTT testu. Bunétna suspenze byla
dukladné resuspendovana.

Pocet bun€k v suspenzi byl zjiStén s¢itanim v Biirkerové komirce pod svételnym
mikroskopem. Po smichani 10 pl suspenze s 10 pl trypanové modfi, bylo ve 25 velkych
¢tvercich  komtlrky spofteno mnozstvi neobarvenych leukemickych  bunék.
Obarvené buniky byly mrtvé buiky, jejichz poskozenou membranou pronikla trypanova

modf.
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4.3. MTT test

Pro kolorimetricky MTT test byla pouzita 96 jamkova desticka obsahujici 20 ul GC
v rizné koncentraci nebo 20 pl kultivatniho média slouzici jako kontrola. Jako slepa

zkouska (blank) byly pouzity jamky obsahujici pouze ALL médium (viz Obr. €. 6.).

1] 2]3[4]5]6]7][8]9]10]11]12
A
B 6,0 2424
C 0,75 30,3
D |« ‘—é‘ 0,0937 3,7875
E |3 § 0,0117 0,4534
F 0,0014 0,0591
G 0,0001 0,0073
v
DEX PRED

Obr. ¢. 6: Schéma 96 jamkové desti¢ky s jednotlivymi koncentracemi GC uvedenych

V pg/ml

Do kazdé jamky bylo pfidano 80 pl nafedéné bunécné suspenze. Desticka byla
inkubovana Vv inkubatoru 72 hodin pii 37 °C v 5,12 % CO, atmosféie. PO ukonceni
kultivace bylo do jednotlivych jamek véetné blanku a kontroly pfidano 10 ul MTT. Jestlize
buiiky kultivaci ptezily, doSlo na mitochondridlni membrané¢ ke konverzi zlutého
solubilniho MTT na modré nerozpustné krystaly formazanu. Tyto krystaly byly
rozpoustény ve 100 pl 10 % SDS o pH = 5 v termostatu po dobu 12 hodin. Poté byla
zméfena absorbance v jamkach pfi vinové délce 540 nm pomoci mikrodesti¢kového
spektrofotometru.

Vysledky byly zpracovany pomoci pocitacového programu Chemorezist.
Hodnoty chemosenzitivity byly vyjadieny v ECsy, tj. v koncentraci (ug/ml) 1écCiva,

ktera usmrti 50% buné&éné nadorové populace.
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4.3.1. Princip kolorimetrického MTT testu

MTT test se pouziva pro urceni bunécné proliferace a cytotoxicity protinadorovych
1éCiv. Podstatou testu je metabolicka redukce, pii niz je solubilni zlutd tetrazoliova stl
MTT pifeménéna na nerozpustné modré jehlicovité Krystalky formazanu. K redukci
dochazi pasobenim dehydrogenaz na mitochondridlni membrané zivych bunék.
Krystalky formazanu jsou nasledné rozpustény silnym detergentem a vznikly roztok
je spektrofotometricky méfen pii vlnové délce 540 nm. MTT je redukovan pouze
na respira¢né aktivnich mitochondriich, proto jamky obsahujici zivé bunky jsou intenzivné
zbarveny. Zatimco jamky s usmrcenymi bunikami maji barvu zlutou, protoze zde k redukci
nedoslo. Princip konverze popsali v roce 1954 Black a Speer a v roce 1983 jej Mosman

zavedl do laboratorni praxe (Scudiero, 1988; Berridge et Tan, 1993).

4.4, Pouzité chemikalie

dexamethason fosfat (Dexona), dodecylsulfat sodny (Sigma), tepelné inaktivované
teleci sérum FCS (Sigma), Ficoll 400 (Pharmacia LKB), gentamycin (Sigma), glutamin
(Sigma), heparin (Spofa), insulin, MEM médium (Sigma), Minimalni Eaglovo médium
(Sigma), MTT (Sigma), penicilin, prednisolon fosfat (Iékarna FN Olomouc), RPMI 1640
médium (Sigma), saturovany lidsky transferin (Sigma), streptomycin, Telebrix, trypanova
mod#, NaCl, NaHCOj; (Sevac), Na;HPO, . 1 H,0, Na,HPO, . 12 H,0, KCI, KH,PO,.

45. Pouzité roztoky

Gradient
H,O 1000,0 ml
Ficoll 400 72,2 g (= 7,33 % roztok)
Telebrix 200,0 ml
pH7,2-74
hustota 1,077 kg/I

Kultivacni médium
FCS 15,0 ml
gentamycin 3,0 mg (penicilin 100 j./ml a streptomycin 100 pg/ml)

glutamin 25,0 mg
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insulin 300,0 pl
transferin 0,5 mg
RPMI 1640 100,0 ml

PBS pufr
NaCl 16,0 g
KCl 0,49

Na,HPO, . 12 H,0 6,0 g
Na,HPO, . 1 H,0 0,3 g
KH,PO, 0,4 g

H,0 2000,0 ml

Promyvaci médium
Minimalni Eaglovo médium 10x fedéné 100,0 ml
gentamycin 3,0 mg
NaHCO37,5% 1,0 2,0 ml

Roztok MTT
PBS 1,0 ml
MTT 5 mg

Transportni médium (pro 5 ml kostni dien¢)
kultivaéni médium 20,0 mi

heparin 50,0 ul
Trypanova modr

trypanova modf 0,5 g

PBS 100,0 ml

4.6. Pouzité laboratorni pristroje

Centrifuga (Eppendorf), flow box (Trigon plus), inkubator (Trigon plus),
mikrodestickovy spektrofotometr Labsystems iEMS Reader MF, svételny mikroskop.
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5.VYSLEDKY

Celkovy soubor 40 détskych pacientii s noveé diagnostikovanou ALL byl tvotfen 23
chlapci a 17 divkami ve véku od 0,5 roku do 17 let (pruimérny v€k 6 let). Od téchto
pacientli byly ziskany vzorky kostni dfen¢ (KD) 0. den pied zahijenim 1écby a 8. den
1é¢by. U vzorka byla pomoci MTT testu uréena chemosensitivita.

Podle ziskanych hodnot ECsy byli pacienti rozdéleni na senzitivni anebo rezistentni
na DEX nebo PRED. Jestlize byla hodnota ECsy DEX < 0,0937 pg/ml anebo hodnota ECsg
PRED < 3,7875 pg/ml, byl pacient senzitivni na dany GC. Byla-li hodnota vyssi, pacient
byl rezistentni.

Z procentudlniho poctu pacientll senzitivnich anebo rezistentnich na DEX anebo
PRED testovanych na vzorcich KD odebrané 0. den byly sestaven graf ¢. 1. Ze vzorki
odebranych 8. den 1écby byl obdobné sestaven graf €. 2.

Z grafu ¢. 1 vyplyva, Ze na oba testované GC bylo 32,5 % (n = 13) pacientl
senzitivnich a 25 % (n = 10) pacienti bylo rezistentnich. U 7,5 % (n = 3) se vyskytla
zaroven senzitivita na PRED a rezistence na DEX.

V grafu ¢. 2, ktery shrnuje vysledky chemosensitivity stanovené 8. den
prednisolonové piedfaze 1é¢by, 1ze pozorovat pokles v poctu testovanych vzorki, protoze
doslo k vyraznému ubytku blasti v KD, ktery byl disledkem ptiznivé odpovedi pacienta
na lécbu.

Z vyslednych hodnot ECsg stanovenych 0. den u senzitivnich pacientli byla

vypoctena primérna hodnota, Ktera ¢inila pro DEX 0,024 pg/ml a pro PRED 0,764 pg/ml.
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6.DISKUZE

Zabyvala jsem se cytotoxickym ucinkem syntetickych derivatu kortisolu -
dexamethazonu a predinsolonu, jez maji velmi podobnou strukturu, avSak mira s jakou
indukuji apoptézu se lisi. Divodem miize byt rozdilnd afinita ke glukokortidovému
receptoru leukemickych bunék, kterda se odviji od rozdilné isoformy a miry exprese
receptoru, jez ma svij pavod ve struktufe DNA.

Mezi pacienty testovanymi na chemosensitivitu blasti z KD pied zahajenim 1é¢by
se vyskytli pacienti, ktefi byli senzitivni (32,5 %) anebo rezistentni (25 %) na oba
glukokortikoidy, avs$ak leukemické bunky vykazaly i rozdilnou in vitro odpovéd u tii
pacientd (7,5 %). Tyto blasty byly vnimavé na PRED, ale na DEX byly rezistentni.
Vysledky neddvno publikované studie ukazaly, Ze nejlépe apoptézu navozuje pravé PRED
(Haarman et al., 2008).

Stanovenim chemosensitivity se zabyvali Vroce 1999 Mihal et al., kdy ale pro
rozdéleni pacientti na vnimavé anebo rezistentni pouzili vy$si koncentrace glukokortikoidt
(hodnoty ECsy byly pro senzitivni u PRED < 12,0 pg/ml a u DEX < 0,15 pg/ml),
proto nelze jejich vysledky optimalné porovnat. Avsak u 30 % (n = 21) pacientl zjistili
rozdilnou odpovéd’, kdy 14 % (n = 10) bylo senzitivnich na PRED a rezistentnich na DEX
a prave naopak 16 % (n =11) pacientt.

Osmy den 1é¢by bylo testovano pouze 12,5 % pacientl, zbyli pacienti zareagovali
pfizniv€ na prednisolonovou piedfazi, a tudiZ nebylo v jejich vzorku dostatecné mnoZstvi

blastli pro dalsi test.
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7.ZAVER

V této bakalaiské praci jsem stanovila chemosensitivitu u pediatrickych pacientt
s akutni lymfoblastickou leukémii. Pouzila jsem cytotoxicky MTT test, ktery ma fadu
vyhod, ale i nevyhod. Hlavni pfednosti tohoto testu je, ze ziskané vysledky odpovidaji
klinické odpovédi pacienta a proto je mozné jich vyuzit pfi optimalizaci 1é¢ebného postupu
u konkrétniho pacienta. AvSak pifi interpretaci vysledkii musime vSak brat v uvahu,
ze cytotoxicky ucinek testovanych latek zasahne nejenom maligni buniky, ale i bunky
zdravé (Kaspers et Veerman, 2003).

Zjistila jsem, ze v in vitro podminkach vykazuji leukemické bunky pacientd na oba
testované glukokortikoidy rozdilnou odpovéd jak v ramci senzitivity, tak i v ramci
rezistence. Rezistence k témto 1é¢ivim je zavaznym jevem a  vede
ke komplikacim v 1é¢b¢, a proto nalezeni pfic¢iny jevu a jeji pfedejiti anebo odstranéni by

zvysilo kvalitu terapie.
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9.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABC
ABL
AF

AlF
ALL
AML
AML1
AP
Apaf-1
B-ALL
Bcl-2
BCP-ALL
BCR
BFM
BH3-only
proteiny
C

CD
CEM
DBD
DEX
DISC
DNA
ECso

FAB
FADD
FCS

adenin

adenosintrifosfat vazajici kazeta

c-abl oncogen 1

aktivacni funkce

faktor indukujici apoptdzu

akutni lymfoblastické leukemie

akutni myeloidni leukemie

acute myeloid leukemia 1

aktivacni protein

faktor aktivujici apoptotickou protedzu 1

akutni lymfoblastick4 leukemie odvozend od B linie
skupina proteinti identifikovana v lymfomu B-bunék (B-cell lymphoma)
prekurzorova B akutni lymfoblastickd leukemie
breakpoint cluster region

Berlin-Frankfurt-Miinster

proteiny, které maji pouze jednu z Bcl-2 homolognich oblasti (BH3)

cytosin

antigeny na povrchu buniky (cluster of differentiation)

bunécna linie odvozena od bunék akutni lymfoblastické leukemie
DNA — vazebna doména

dexamethason

signalni komplex indukujici smrt

deoxyribonukleova kyselina

koncentrace glukokortikoidu v ug/ml, pfi které pieziva 50 % nadorovych
bunck

Francouzsko - Americko — Britska klasifikace

Fas-sprazena doména

fetalni teleci sérum

guanin
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G2
GC
GR
GRE
HSP
IAP

IkBa
kb
KD
LBD

MEM
MTT
MYC
MLL
N

NF
NLS1
NOTCH1
NTD
p21
p53
PBS
PRED
q
RB-1
RNA
RPMI

SDS
Smac
SUMO-1

druha generacni fdze bunééného cyklu

glukokortikoidy

glukokortikoidovy receptor

glukokortikoidné odpovédné useky (glucocorticoid response elements)
proteiny tepelného Soku

proteiny inhibujici apoptozu

interkontinentélni

jaderny faktor

kilobaze

kostni dfeil

ligand — vazebna doména

mitotickd faze bunécného cyklu

Minimalni Eaglovo médium
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid
gen homologni ke genu izolovaného z viru pta¢i myelocytomatdzy
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia

adenin, guanin, cytosin nebo thymin

jaderny faktor

jaderny lokaliza¢ni signal

Notch homolog 1

N — terminalni doména

gen pro inhibitor cyklin dependentni kindzy 1A

tumor supresorovy gen, jehoz protein ma velikost 53 kDa
fosfatovy pufr

prednisolon

dlouhé rameno chromozému

retinoblastomovy gen

ribonukleova kyselina

Roswell Park Memorial Institute

synteticka faze bunécného cyklu

dodecylsulfat sodny

sekundarni mitochondrialni aktivator kaspazy

maly ubiquitinu — podobny modifikator
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T
t
T-ALL
TEL
TNF
TRAIL
11923
t(1;19)

thymin

translokace

akutni lymfoblastické leukemie odvozena od T linie

neboli ETV6 (ets variant 6), koduje transkrip¢ni faktory

faktor zptisobujici nekrozu tumoru

TNF — sprazeny ligand indukujici apoptozu

aberace v oblasti genu MLL

translokace, kterou vznika onkoprotein E2A/PBX1, ktery blokuje

diferenciaci primarni myeloidni progenitorové bunky
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