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Uvod
Akutni leukémie

Leukémie je charakterizovana akumulaci nezralych, abnormalnich krevnich
bunék v krvi a kostni dreni, které kompetuji s normalnimi hematopoetickymi
bunikami. Tento stav vede k selhani normalni hematopoézy, projevujicimu se
anemii, infekcemi a krvacenim, leukemické bufiky navic mohou invadovat do
ostatnich tkani a organl. Potlateni normalni krvetvorby souvisi s klinickymi
symptomy onemocnéni. Na zakladé klinickych projevl se leukémie déli na akutni
(AL) a chronické a na zakladé typa buneék, ze kterych pochazeji, do dvou hlavnich
skupin na lymfoidni a myeloidni.

U déti tvori leukémie asi 1/3 v8ech nadorovych onemocnéni. Z toho 80%
tvori akutni lymfoblasticka leukémie (ALL), incidence je 3 nové pfipady/100 000
déti a adolescentl do 15 véku Zivota za jeden rok. V Ceské republice onemocni
rocné asi 65-70 déti. DalSich 15-20% tvofi akutni myeloidni leukémie a zbylée
pfipady jsou chronické myeloidni leukémie a ostatni typy pribuzné leukémie.
NejCastéji je toto onemocnéni diagnostikovano mezi 2. a 6. rokem Zivota.
Molekularni analyzy bézZnych genetickych abnormalit v leukemickych bunkach
pfispély k porozumeéni patogeneze a ke zlepSeni progndézy ALL u déti(1,2).
Chromosomalni prestavby u tohoto onemocnéni &asto pfitomné zpuisobuji
aberantni expresi protoonkogent a tvofi fuzni geny, které koduji konstitutivné
aktivni kinazy a aberantni transkripCni faktory. Tyto genetické zmény pfispivaji
k leukemogenni transformaci hematopoetickych bunék. Méni dulezitée regulagni
mechanizmy udrzovanim nebo podporou sebeobnovovaci schopnosti bunék,
naruSenim kontroly normalni proliferace, blokovanim diferenciace a podporovanim
rezistence k apoptoze.

Lécba ALL v poslednich desitkach let dosahla velkych pokrokld. Do
kompletni remise se dostane 98% vsech lé€enych déti a vic neZ 70% v ni zlstava.
Zbylych 20-25% déti recidivuje. Dilezitym krokem je v soucasnosti zaméfit se na
léébu rezidualni nemoci tj. na leukemické burky, které jsou rezistentni vici

inicialni chemoterapii.



Specifickou skupinu ALL tvofi pacienti s fuznim genem TEL/AML1. U déti
s touto translokaci je pozorovana rychla odpovéd na inicialni Ié¢bu a proto jsou
razeny do skupiny s pfiznivou prognozou. Ponévadz vS8ak i u nich dochazi
k relapsom onemocnéni, zaméfili jsme se u této genotypicky definované
podskupiny ALL na cilenou terapii. V prvni ¢asti jsme se snazili objasnit
mechanizmus UCinku L- Asparaginazy (L-Asp) vzhledem k popsané vySSi citlivosti
TEL/AML1 pozitivnich pacientd na toto cytostatikum a dale jsme studovali novy
pristup v lé¢bé vyuzitim inhibitorl deacetylaz histonti (HDACI).

Charakteristika podskupin ALL

NejcastéjSimi a nejvyznamnéjSimi nenahodnymi genetickymi aberacemi
nachazenymi u neoplazii z B prekurzorl jsou zmény v poétu chromosom( a
translokace t(12;21), 1(9;22), t(1;19) s fuznimi geny TEL/AML1, BCR/ABL
respektive E2A/PBX1 a prestavby genu MLL.

Zmény v poctu chromosomu

Jedna z nejvétdich podskupin ALL je charakterizovana tim, Zze nese ve
svych blastech zvyseny pocet chromosom( - hovofime o nizce hyperdiploidni (nad
47 chromosomi) a vysoce hyperdiploidni (nad 50 chromosom( & DNA index
>=1,16) ALL. Vysoce hyperdiploidni leukémie tvofi asi 25% détskych ALL,
v dospélosti jejich podil postupné klesa na priblizné 3-5%. Hyperdiploidni blasty
jsou citlivéjSi k nékterym cytostatikim a in vitro vykazuji zvySenou apoptézu. U
deti je tato abnormalita spojena s velmi dobrou prognézou (preziti bez znamek
onemocnéni (DFS) 80-90%). Molekularni podstata maligni transformace u tohoto
typu leukémie neni dosud odhalena. | kdyZz zastoupeni nadpodetnych
chromosomu neni zcela nahodné (nejcastéji se objevuji 3-4 kopie chromosomu X,
4, 6, 8, 10, 14, 17, 18 a 21'), variabilita je pfrilis velka a tak se zatim nepodarilo
urtit, které specifické genetické oblasti jsou v patogenezi témi klicovymi. Dosud
publikovana data pouze naznacuji, ze vznik hyperdiploidie je prvni €i Casnou
zmeénou (ne-li ve v8ech pripadech pak alespon v nékterych vzniklou jiz prenatalné)
a druhym zasahem muze byt napfiklad mutace v genu pro receptorovou kinazu
FLT3(3). Dobra prognéza u détskych pfipadl je spojovana predevsim
s nadbytecnymi chromosomy 4, 10 a 17.



Hypodiploidni leukémie tvofi asi 5% pfipadi a jejich zastoupeni se s vékem
vyznamné neméni. Na rozdil od hyperdiploidnich jsou spojovany s vyznamné
hor§i progndzou, zejména tam, kde je pocet chromosom( niZz$i nez 40-42 (DFS
10-60%)(4,5).

1(9;22)(q34;q911) s fuznim genem BCR/ABL

Derivovany chromosom 22 Gcastnici se translokace (9;22)(q34;q11) byva
oznacovan jako Philadelphsky (neboli Ph) chromosom. Byl poprvé popsan védci
z Philadelphie (odtud jeho nazev) v roce 1960 a je historicky prvni cytogenetickou
abnormalitou specificky asociovanou s malignim onemocnénim. V roce 1973 bylo
odhaleno, Ze Ph chromosom je produktem translokace t(9;22) a v poloviné 80. let
byly klonovany a popsany i geny ABL a BCR, které se této translokace ucastni.
Philadelphsky chromosom je charakteristickym znakem chronické myeloidni
leukemie (CML) a u détské ALL se vyskytuje relativné vzacné — asi ve 4%
pfipad(l. S vékem pak jeho zastoupeni mezi ALL roste a u starSich dospélych tvori
BCR/ABL pozitivhi leukémie az Ctvrtinu v8ech ALL. Podle oblasti mista zlomu
v genu BCR rozliSujeme nékolik variant hybridniho genu BCR/ABL, mezi nimi ffi
zakladni: nejkratsi m-BCR/ABL (,minor*), ¢asty pravé u déti s ALL, M-BCR/ABL
(,Major*) charakteristicky pro CML, ale vyskytujici se i u pediatrickych ALL, a
nejdelSi, vzacnou variantu p-BCR/ABL (,micro®), nalezenou u sporadickych
pfipadt CML, charakterizovanych jako chronické neutrofilni leukémie (CML-N), ale
i u klasickych CML. To, Ze se urité typy prestaveb vyskytuji preferenéné u
ur€itych onemocnéni, ukazuje na vliv fuzniho proteinu BCR/ABL na transformaci
hematopoetickych bunék. Tato schopnost byla prokazana v experimentalnich
pokusech in vitro a na mysich modelech. Translokaci dochazi k interakci proteinu
BCR/ABL s beta (c) podjednotkou receptoru pro interleukin-3 a ke konstitutivni
aktivaci bunééné tyrozin-kinazy ABL. U ALL se mohou vyskytovat oba nejCastéjsi
typy hybridnich proteinii — p190°™ j p210°"® transladni produkty minor
respektive Major varianty fuzniho genu. Zatim nebyl nalezen signifikantni rozdil
v pribéhu a progndéze onemocnéni s jednim ¢i druhym typem prestavby, lécebné
vysledky jsou u obou variant stejné nepfiznivé - ve vétSiné terapeutickych
protokolld je pfitomnost BCR/ABL povazovana za prognosticky negativni marker a

tito pacienti jsou obvykle Ffazeni do lé¢ebnych ramen s nejvy$Sim rizikem(4,6,7).



Prestavby genu MLL (11g23)

Gen MLL, ktery lezi na dlouhém raménku 11.chromosomu, je u
hematologickych malignit mimpradné promiskuitnim translokaénim partnerem.
Dosud bylo popsano vice nez SE chromosomalnich lokust, se kterymi se MLL gen
spojuje, a z nich vice nez 50 jiz bylo i charakterizovano na genové urovni.
NejcastéjSimi partnery jsou geny AF4 (MLLT2), AF9 (MLLT3), ENL (MLLT1), AF10
(MLLT10) a AF6 (MLLT4), které jsou soucasti translokaci t(4;11), t(9;11), t(11;19),
t(10;11) respektive 1(6;11) a které tvori dohromady asi 85% pfipadu. Prestavby
MLL se objevuji u lymfoidnich i myeloidnich leukémii a vysledky studii expresnich
profill leukémii s témito prestavbami ukazuji, Ze tvofi zvlastni skupinu
onemocnéni stojici mezi klasickou ALL a akutni myeloidni leukémii (AML).
Leukémie s translokacemi zahrnujicimi chromosomalni lokus 11923 jsou typické
zejména v kojeneckém véku, kde tvofi az 80% vsSech akutnich leukémii, u
ostatnich détskych leukémii jsou relativné vzacné (s vyjimkou akutnich
myeloidnich leukémii podtypu M5) a o néco Castéji se s nimi pak setkavame u
starSich dospélych s ALL. Relativné ¢asté jsou u leukémii sekundarnich, vzniklych
nasledkem cytostatické |éCby - je prokazano, Ze néktera cytostatika (zejména
inhibitory topoisomerazy |l a antracykliny) zplsobuji zlomy v MLL genu a
vyvolavaji tak vznik translokaci(8).

| kdyz se i u leukémii s MLL pfestavbou predpoklada nejmené
dvoustupnovy model, jejich latence je obvykle (na rozdil napfiklad od ALL
s TEL/AML1 fazi) velmi kratka. Navic jsou leukémie s prestavbou genu MLL
povazovany obecné za prognosticky nepfiznivé. Jakym prfesnym mechanizmem
poSkozeni MLL genu prispiva k leukemogenezi neni ani zde zcela objasnéno, ale
bylo prokazano, Ze u téchto leukémii dochazi k vyznamnym zménam v expresi
homeoboxovych (HOX) genu, které jsou zodpovédné za diferenciaci bunék(9,10).
Zda se, Ze svou dllezitou Glohu hraji i reciproké translokaéni produkty genu MLL,
tedy nejen chiméry MLL/"translokacni partner”, ale i "translokacni partner"/MLL.
Vysvétleni kratké latence a vysoké agresivity MLL pozitivnich leukémii pak bylo
cilem nedavno publikované studie, ktera ukazala, Zze exprese fuzniho genu
MLL/ENL v mysich progenitorech vede k porucham opravnych mechanizmd po

poSkozeni DNA a tim k dramatickému zvySeni incidence dal§ich chromosomalnich



abnormalit v proliferujicich burikach. Tento fenotyp je spojen s alteraci schopnosti

zastavy bunééného cyklu a/nebo apoptézy(11,12).

TEL/AML1 pozitivni ALL pacienti

NejCastéjSi chromosomalni aberaci u déti s ALL je translokace
1(12;21)(p13;922). Tato chromosomalni zména je pfitomna pfiblizné u 25%
pacientl s prekurzorovou ALL z B fady (BCP-ALL)(1,7). Translokace zahrnuje gen
TEL (také oznacovany ETV6) lezici na lokusu 12p13 a gen AML1 (také
oznacovany CBFA2 anebo RUNX1) na lokusu 21g22. Tato translokace spojuje 5
konec genu TEL (aminokyseliny 1-336) ,in frame“ s témér celym genem AML1
(aminokyseliny 21-480). Zlomova mista se objevuji vintronu 5 genu TEL a
vintronu 1 genu AML1. Druha Casta varianta je vysledkem fluze mezi intronem 5
na TEL a intronem 2 na AML1. Translokace t(12;21) tvofi fuzni gen TEL/AML1 a
jeho reciprokou variantu AML1/TEL. Pfiblizné 70% TEL/AML1 pozitivnich pacient(
ma také deleci netranslokovaného genu TEL(13-16). U téchto pacientl byly take
popsané priidatné chromosomaini zmeény jako je trisomie 21 a duplikace
der(12)(12;21) a to hlavné u relapsi onemocnéni(17-19). Pacienti s timto
genotypem tvofi homogenni skupinu vyznacujici se diploidnim obsahem DNA a
pfitomnosti typickych povrchovych antigent jako je hyperexprese CD10, pozitivita
CD19 a negativita CD20, coZ je fadi vyhradné mezi B-prekurzorové leukémie.
Byla u nich popsana také aberantni exprese myeloidnich znakil — CD15 a
CD33(20). Kumulace incidence leukémie stouto abnormalitou je u déti
v pred$kolnim véku, nenachazi se u kojencl (déti pod jeden rok Zivota) a jen ve
vyjimeénych pfipadech se objevuje u dospélych (<3%)(21,22). TEL/AML1 pozitivni
leukémie predstavuji leukémie s dobrou Casnou odpovédi na Iécbu, coz je fadi
mezi leukémie s dobrou prognézou. Vyskytuji se u nich hlavné pozdni relapsy, ale
i u téch byva odpovéd na lécbu zpravidla velmi dobra a to je fadi mezi jednu

e

z prognosticky nejpfiznivéjSich podskupin détské ALL(23-25).



TEL (12p13) AML1 (21q22)
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Obrazek ¢.1 Znazornéni reciproké translokace mezi 12. a 21. chromosomem za
vzniku fuzniho genu TEL/AML1

Gen TEL

Gen TEL (Translocation — ETS — Leukemia) lokalizovany na lokusu 12p13
byl pivodné identifikovan jako soucast fady chromosomalnich translokaci véetné
t(12;21), 1(5;12) a £(9;12)(26,27). TEL patii do skupiny ETS faktor(, se kterymi ma
homologii v evoluéné konzervované ETS doméné (DNA-vazebna domeéna) a
obsahuje také N-terminalni ,pointed“ doménu (PNT) se specifickym motivem HLH
( Helix-Loop-Helix), homologni s Pointed proteinem drozofily podilejicim se na
embryonalnim vyvoji(28). ETS faktory kontroluji expresi gent kritickych pro celou
fadu biologickych procesl véetné bunécné proliferace, diferenciace, vyvoje,
transformace a apoptézy(29). Kromé interakce DNA-protein se doména ETS
ucastni interakci protein-protein. PNT doména se zucastiiuje homo-oligomerizace,
heterodimerizace, transkrip&ni represe a nuklearniho exportu proteinu TEL(30-32).
TEL patfi do malé podtfidy ETS transkripénich represorli, jejichZz aktivita je
kontrolovana mitogennimi signaly a/nebo signaly regulujicimi bunéény cyklus. Tyto
ETS proteiny jsou cilem signalni drahy MAPK(33). Represni doména je tvoiena
velkou centraini doménou proteinu TEL (kdédovanou exonem 5) a dalSi ¢ast se
skladd z domény ETS a 50 aminokyselin ,upstream® od domény ETS(34).

Represe mediovana proteinem TEL je asociovana s vazbou korepresordi mSin3A



a SMRT/N-CoR(31,35,36). Asociace SMRT/N-CoR a mSin3A navzijem a
s deacetylazemi histont (HDAC) zprostfedkovava represi pomoci riiznych DNA-
vazebnych represorll transkripce(37,38). Vazba HDAC na cilové promotory
zplsobuje deacetylaci histond, hlavné H3 a H4. Deacetylace histon( usnadriuje
chromatinovou kondenzaci a promotor se stava hife pfistupnym transkripéni
masinérii(39). Homozygotni delece TEL u mysi vede k defektim ve vyvoji
vaskularniho systému Zloutkového vacku a nasledné k embryonalni smrti. Pro
fetalni krvetvorbu nema TEL kliCovy vyznam a neni pravdépodobné nutny
k udrzeni fetalni homeostazy v zZloutkovém vacku a v jatrech(40). U TEL-
deficientnich embryonalnich kmenovych bunék vSak nedochazi k ,homingu® do
kostni diené pfijemce(41). Tyto vysledky charakterizuji TEL jako prvni transkripcni
faktor potfebny k ustaveni hematopoézy v kostni dreni. TEL exprimovany v RAS-
transformovanych NIH3T3 bunkach inhibuje jejich rlst a indukuje bunéénou
agregaci(42,43). TEL navic reprimuje expresi stromelyzinu—1, extracelulami
matrixové metaloproteinazy (MMP), ktera remodeluje extracelularni matrix. MMP
je potfebna pro angiogenezi, remodelaci tkané a invazi nadorovych bunék(44).
V souvislosti s inhibici stromelyzinu-1 nadory exprimujici TEL nejsou schopné
invaze do okolnich svali(42). Z téchto pozorovani vyplyva, Zze TEL je potrebny
pro bunétnou migraci a bude sehravat ulohu v kontrole ristu a v bunééné
adhezivité. TEL zasahuje také do aktivity onkoproteinu FLI-1 a do apoptotickych
drah pfes ¢lena anti-apoptotické rodiny BCL, Bcl- X (45).

Chromosomalni pfestavby, ve kterych je gen TEL pfitomen, vedou
ke vzniku myeloidnich anebo lymfoidnich leukémii a solidnich tumord. Fuzni
partnefi proteinu TEL mohou byt rozdéleni do dvou skupin: tyrozinové kinazy a
transkripcni faktory. Translokace genu TEL s tyrozin kinazou je pfitomna napfiklad
vi(5;12) (TEL/PDGFRB) u chronické myelomonocytarni leukémie,
v 1(9;12)(q34,p13) (TEL/ABL) u akutni myeloidni leukémie, chronické myeloidni
leukémie (CML) a ALL, v1(9;12)(q24;13) (TEL/JAK2) u ALL a CML(46-49).
V téchto pripadech aberantni regulace kinazové aktivity pfispiva k leukemogenezi.
Fuze TEL s transkripénimi faktory mohou zachovat anebo eliminovat DNA-
vazebnou aktivitu proteinu TEL. MN1/TEL u myeloproliferativniho onemocnéni

zachovava doménu ETS a konvertuje TEL zrepresoru na aktivator(50,51). U
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t(12;21) (TEL/AML1) u ALL dochazi ke ztraté domény ETS a TEL funguje jako
konstitutivni inhibitor transkripce cilovych gend proteinu AML1(52).

Gen AML1

Gen AML1 lezi na lokusu 21q22 a jeho proteinovy produkt je soucasti
komplexu CBF - Core Binding Factor(53,54). CBF je heterodimericky transkripni
faktor patfici do rodiny ,runt-domain“, obsahuje podjednotku CBFp a jednu
z podjednotek CBFa. Do skupiny o podjednotek zarazujeme transkripéni faktory:
AML1, AML2 (RUNX3 nebo CBFA3) a AML3 (RUNX2 nebo CBFA1). AML2 a
AML3 jsou lokalizovany na lokusech 6p21 a 1p26. Jsou exprimovany v odliSnych
tkanich, AML3 je transkribovdn v osteoblastech a je nezbytny pro jejich
diferenciaci a AML1 je exprimovén takika vyluéné v hematopoetickych bunkach a
gangliovych burikach nervového systému(55). VSechny podjednotky CBFa nesou
vysoce evoluéné konzervovanou doménu o 128 aminokyselinach nazyvanou “runt
homology domain“ (RHD), zodpovédnou za heterodimerizaci s CBFp
podjednotkou a zaroven za vazbu s DNA(55-57). Transkripéni aktivace probiha
pfes C-terminalni transaktivacni doménu (TA). AML1 je fyziologicky exprimovan u
v8ech hematopoetickych linii, reguluje transkripci myeloidné a lymfoidné
specifickych genl, vcetné povrchovych receptorll jako je podjednotka T-
bunécného receptoru a receptoru pro M-CSF (macrophage colony-stimulating
factor), myeloperoxidazu, neutrofiini elastazu, granzym B a cytokiny jako
interleukin-3 a GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor)(58-
62). Mysi postradajici AML1 a/nebo CBFP nevytvareji fetalni hematopoézu v
jatrech, coz poukazuje na nezbytnou pfitomnost heterodimerického komplexu CBF
pro definitivni hematopoézu vSech linii.

Nékteré prace také naznacuji, Ze CBF reguluje expresi nékterych clend
rodiny genlt HOX (63,64). Transkripcni faktory HOX se vazi na DNA a reguluji
geny Uucastnici se diferenciace embryondlnich a také hematopoetickych
kmenovych bunék. Geny HOX jsou navic dllezité pro sebeobnovovani a
proliferaci hematopoetickych kmenovych bunék.

AML1 je jeden z nejCastéji deregulovanych genti u leukémii; je soucasti

mnoha translokaci. Translokace zahrnujici gen AML1 se objevuji u riznych
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podtyp( leukémii stvorbou fuznich gent koédujicich chimérické proteiny jako
napfiklad AML1/ETO u t(8;21) pozitivni AML, TEL/AML1 u t(12;21) pozitivni ALL,
zfidka AML1/MDS1 u t(3;21) pozitivhiho myelodysplastického syndromu a CML
anebo jiné translokace(65-67). Funkce AML1 je naruSena také nepfimo, pfikladem
je inv(16), kde je gen pro CBFf} fuzovan ke genu pro myozinovy fetézec hladkého
svalstva(68). V nedavné dobé byly popsany i jiné mechanizmy poruchy funkce
AML1 jako je bodova mutace anebo amplifikace genu AML1 u ALL(69).
Overexprese CBF u inv(16) plsobi represivné a inhibuje progresi bunééného
cyklu, na zakladé c¢ehoz se predpokliada uloha AML1 resp.CBF v G1 fazi
bunééného cyklu. Nékteré prace zas naznacuji, ze exprese AML1 reguluje
prechod mezi G1 a S fazi(70,71).

CBF ma sam o sob& pomérné slaby transaktiva¢ni potencial pro expresi
cilovych gentli. Exprese téchto genl je zavisla na pfitomnosti dalSich vazebnych
mist pro ostatni ,lineage restricted” transkripéni faktory jako je c-Myb, C/EBPa a
Clenove rodiny ETS. CBF vystupuje ve funkci vazebného organizatora, ktery vaze
dalsi tkanove specifické transkripcni faktory do nukleoproteinovych komplexi
anebo enhanceosomtl, které stimuluji tkariové specifickou transkripci(72,73).
AML1 se vaZe na specifické regulaéni misto TGTGGT(74). Tento komplex
zahrnuje transkripéni aktivatory p300 a CBP (CREB-binding protein), které maji
vlastni histon-acetyltransferazovou aktivitu a pfidavaji acetylovou skupinu
k histonlim vazicim DNA, &imz zptsobuji konformaéni zménu chromatinu zvySujici
transkripci cilovych gend. Na druhé strané, AML1 zpUsobuje inhibici transkripce
vazbou s komplexem mSin3A a/nebo groucho/TLE proteiny a HDAC, které
chromatin uzaviraji. Z toho vyplyva, ze AML1 muze fungovat nejen jako aktivator,
ale také jako transkripéni represor. AML1 hraje v transkripci gent potfebnych pro
proliferaci a diferenciaci normalnich hematopoetickych bunék ustfedni roli, proto

abnormality tohoto proteinu pfispivaji riznymi cestami k leukemogenezi.

Funkce fuzniho proteinu TEL/AML1

Zakladni hypotéza funkce TEL/AML1 vychazi z predpokladu, Ze tento
chiméricky protein slouzi jako aberantni transkripéni faktor s represni aktivitou.

Existuji vSak rlizné teorie o mechanizmu této represivni funkce TEL/AML1. V této
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kapitole nacrtneme ty zékladni. Prvni studie vychazi ze sledovani promotorove
aktivity genu Cr1 (komplementovy receptor 1). Z analyzy vyplyva, ze AML1
zvySuje jeho aktivitu, pficemz TEL jeho bazalni aktivitu reprimuje. ZvySena aktivita
promotoru genu Cr1 zplsobena proteinem AML1 byla potlacena pfitomnosti
proteinu TEL, a to v zavislosti na koncentraci. Kdyz jsou TEL/AML1 a AML1
pfitomny v bufice soucasné, protein TEL/AML1 inhibuje transaktivacni aktivitu
proteinu AML1 bez ohledu na to, ze TEL/AML1 si zachovava transaktivacni
doménu proteinu AML1(75). Dalsi studie hovori o tom, ze TEL/AMLA
heterodimerizuje s proteinem TEL a zabrafuje tak jeho represni aktivit&(76).
Druha teorie vysvétluje dominantné negativni efekt TEL/AML1 pfes vazbu na
jaderné koaktivatory, které izoluje do komplexu lokalizovaného v cytoplazmé.
Jednim z koaktivatori je p300, ktery se vaze na transaktivacéni doménu AML1 a
jeho izolace tak zabraruje transkripcni aktivité proteinu AML1(76,77). Dalsi prace
ukazuje, Ze nasledkem sumoylace - posttransiaéni modifikace — proteiny TEL a
TEL/AML1 méni svou lokalizaci v ramci buriky a to mlze také pfispivat k procesu
neoplastické transformace(78). Poslednim navrzenym mechanizmem je
Jecruitment” korepresorti (mSin3A, N-CoR) k fuznimu proteinu TEL/AML1 vazbou
pfes vazebna mista umisténa v ¢astech odpovidajicich plvodnim proteinm TEL
a AML1. N-CoR a SMRT se vazou na protein TEL, mSin3A na oba transkripcni
faktory. Navic je vazba mSin3A k proteinu TEL/AML1 pevnéj$i nez k samotnému
TEL nebo AML1 proteinu, coz naznacuje, Ze tento korepresor je klicovym
stabilizatorem celého komplexu(31,58). Tento korepresorovy komplex pak na sebe
vaze HDAC, konkrétné histon deacetylazu — 3 (HDAC-3)(79), ktera méni

chromatinovy vzorec promotorti cilovych gentl faktoru AML1. (Viz Qbr.2)
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IL-3, GM-CSF,
CSF-1R, MPO, TCR
etc.

Etiologie TEL/AML1 pozitivni ALL

Tak jako nékolik jinych podskupin pediatrickych ALL, t(12;21) pozitivni ALL
je iniciovana in utero(80). Studované modely fUzniho proteinu TEL/AML1 jsou
heterogenni. Studie na mysSich modelech ukazuiji, Ze prestoze samotna pritomnost
TEL/AML1 neni dostate€na pro vznik leukémie, fuzni gen mize mit za nasledek
jeji vznik, pokud jsou pfitomny pfidatné mutace. Prikladem takového modelu in
vivo jsou p16/p19-deficientni mySi s bunkami kostni dfené transdukovanymi
retroviralnim vektorem exprimujicim TEL/AML1, které vyvinuly leukémii ve vysokeé
frekvenci ve srovnani s mySmi transplantovanymi identickymi bunkami bez deficitu
gend p16/p19(81). U modelu TEL/AML1 popsaného Fisherem a kol. nebyl
navzdory akumulaci jak multipotentnich tak B-bunéénych progenitorli pozorovan
vznik leukémie v pribéhu obdobi jednoho roku(82). Dalsi prace ukazuji, ze
TEL/AML1 dramaticky méni diferenciaci hematopoetickych progenitora in vitro,
preferencné vyvoj B lymfocytl zvySenim samoobnovovaci schopnosti B
prekurzorli a zaloZzenim trvalé pre—B bunécné linie zavislé na rlstovém
faktoru(83). V mySim modelu Tsuzukiho a kol. s kmenovymi burikami

transdukovanymi genem TEL/AML1 exprese TEL/AML1 inhibovala diferenciaci B
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bunék, coZ vedlo ke kumulaci ¢asnych B-bunécnych progenitorl. To by mohlo
nasvédCovat potencialnimu mechanizmu prodiouzeného preleukemického stavu,
ktery Casto pfedchazi ALL(84). Ani v tranzientnim mySim modelu, kdy mysSi
v lymfoidnich bunkach exprimovaly protein TEL/AML1, nedoSlo k zadné maligni
hematologické poru3e ani zadné histopatologické nebo imunofenotypické
zmeéné(85). V souladu s témito pozorovanimi se zda, Ze pro plnohodnotnou
maligni transformaci je zapotiebi pfidatné udalosti(86-89). Vznik viastni leukémie
pak vyvola az druhy (postnataini) zasah, analogicky s tzv. dvouzasahovou teorii
popsanou Knudsonem(90). Delece druhé alely genu TEL pfitomna u 70%
pacientl je povaZovana za takovy mozny druhy zasah v leukemogenezi
TEL/AML1 pozitivni ALL(26,91). Jednim z dllezitych objevll posledniho desetileti
je nalez bunék (pre)leukemického klonu ve vzorcich pupeénikové krve nékterych
déti s AL, dokladajici in utero plvod leukémii. Jiné prace potvrdily plvod
preleukemického klonu z Guthrieho karticek - kapek zaschlé novorozenecké krve -
pomoci detekce charakteristickych fuznich gen((87,92). Dale Taub a kol.
prezentovali, ze u 70% piipadl hyperdiploidni leukémie byla pomoci detekce
leukemo - specifického genu pro téZzky imunoglobulinovy fetézec prokazana
pfitomnost preleukemickych bunék jiz v pupeénikoveé krvi pacienti(93). Fuzni gen
TEL/AML1 byl detekovan u 1% vSech vySetrenych pupecnikovych krvi zdravych
novorozencll, coz je 100 nasobné vyssi frekvence nez je incidence onemocnéni.
To se shoduje s tzv.infekéni teorii vzniku détské ALL popsanou Greavesem a kol.,
ktera poukazuje na velké rozdily v incidenci onemocnéni v industrialni a méné
industrialni ¢asti svéta(94,95). Tato teorie hovofi o tom, Ze détska ALL vznika
disledkem nedostatecného vystaveni antigennim podnétim a selhanim modulace
imunitniho systému v kojeneckém a &asném batolicim véku. Efektivni pfechod
z Th2 odpovédi pfi narozeni na pozdéjsi Th1 odpovéd buné&éné imunity mize byt
kriticky pro interferonem y zprostiedkovanou eliminaci aberantnich klonl a/nebo
jejich eliminaci pomoci pfirozenych zabijeci — NK bunék. Zajimavym se zda byt
pozorovani, Ze nékteré leukémie (napf. TEL/AML1) zvySené exprimuji
kostimulatni molekuly a tak umozZiiuji byt 1épe rozeznané NK burikami a/nebo
cytotoxickymi T lymfocyty(96).
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Progn6za TEL/AML1 pozitivni ALL

Dlouhodobé preziti déti s ALL stouplo v pribéhu 40 let z nulové Sance na
preZiti pocatkem 60. let 20.stoleti na 80% pocatkem 21.stoleti. V Ceské republice
EFS (preziti bez udalosti; event free survival) déti s ALL po |é¢bé protokolem BFM
95 bylo 72,9% (OS (celkové preziti; overall survival) 80,2%). Po |écebném
protokolu ALL IC-BFM 2002 po dobu sledovani 3 let je EFS 81% pro divky a 80%
pro chlapce. Vyvoj uspésné terapie slouzi jako pfiklad pro rozvoj léEebné strategie
zhoubnych nadorli véech typl. Laboratorni vyzkum zasadné prohloubil nase
znalosti o biologii bufiky. Uspéchy v 16&bé& byly dosazeny predev§im intenzifikaci
chemoterapeuticke 1écby a stratifikaci pacientd do skupin standardniho, stfedniho
a vysokeho rizika selhani terapie. Toto déleni probiha na zakladé urCeni pocCtu
leukocytl pfi diagnéze, véku pacientl, odpovédi na prednison a identifikaci
genotypickych zmén leukemickych bunék pacientl. Do skupiny s vysokym rizikem
jsou zafazovani napriklad pacienti s Ph chromosomem (BCR/ABL). Pacienti
s dobrou prognézou, jako jsou ti s hyperdiploidnim obsahem DNA v leukemickych
burikach, jsou stratifikovani do skupiny standardniho rizika. Fuzni gen TEL/AMLA1
je povazovan za dobry prognosticky znak(24). Existuje vSak kontroverze mezi
timto tvrzenim a vysokym poétem pozdnich relapsi u této skupiny pacientl
lécenych podle protokolu BFM. Na rozdil od téchto vysledkl, studie Dana Farber
Cancer Institute dobrou prognézu pacientd s TEL/AML1 chimérickym genem
potvrzuji(25). Existuji dvé vysvétleni, jedno vychazi ze studii Guthrieho karticek a
tzv. lag periody, ktera prfedchazi klinickou manifestaci. Tato teorie pfedpoklada, ze
pozdni relapsy jsou vlastné jiné leukémie. Potvrzuje to studie, ktera srovnavala
delece druhé alely TEL u diagndzy a pozdniho relapsu. Tyto delece byly rozdilne,
u relapsu byla delece o néco kratsi, co nasvédCuje tomu, Ze se jednalo o novy
leukemicky klon, pravdépodobné pochazejici z perzistujiciho aberantniho fetalniho
preleukemického klonu. Jednalo se tedy o novou leukémii(97). Druhym mozZnym
vysvétlenim je, Ze TEL/AML1 pozitivni pacienti byli v protokolu BFM stratifikovani
do skupiny s méné intenzivni Ié¢bou ve srovnani s protokolem DFCI 95-01(Dana-
Farber Consortium Protocol) a proto se béhem inicialni chemoterapie nepodarilo

eradikovat v8echny preleukemické burnky(25). Na zakladé sledovani citlivosti

16



pacientl s ALL na jednotliva cytostatika pouzivana b&zné v terapii byla u pacientl
s fuznim genem TEL/AML1 popsana vysSi citlivost pravé na L-Asp(98), coZ by
vzhledem Kk jejimu velmi rozdilnému davkovani v riznych protokolech mohio byt

dalS$im podkladem pro vysvétleni lepSich vysledk u této skupiny.

Vyvoj terapie pacientu s AL

V pozdnich 80. letech 20. stoleti doSlo k obrovskému posunu v pohledu na
terapii AL. Molekularni a geneticky pfistup odhalil naprosto noveé signalni drahy,
které reguluji bunécné aktivity jako je proliferace a pfezivani. Mnoho z téchto drah
je v nadorovych burikach pozménénych. Védci se soustiedili na mozZnou opravu
téchto molekularnich defektil a to vedlo ke vzniku tzv. cilené terapie. Nové cile
zahrnuji rustove faktory, signaini molekuly, proteiny bunééného cyklu a modulatory
apoptézy. Inovace v technologiich zvy$ily GspéSnost v hledani inhibitorl pro
specifické cile. Kombina&ni chemie poskytla tisice unikatnich struktur pro in vitro
skrinink inhibitor. Molekuly vybrané pomoci ,high-throughput® skriningu mohou
byt dale optimalizovany pro dalsi vlastnosti. Charakteristikou slibnych
protinadorovych latek je metabolicka stabilita s dlouhym polo¢asem rozpadu
v modelovych systémech a takeé u lidi. Za druhé je potfebna dostate¢na absorpce
po oralnim podani. A v prvni rfade je dllezita nizka toxicita v biologicky uc€innych
davkach.

Koncem 90. let minulého stoleti byl stejnou cestou vyvinut tyrozin-kinazovy
inhibitor STI571 dnes znamy jako imatinib mesylat, od registrace v roce 2001
s komerénim nazvem Glivec (v USA Gleevec). Tato latka se vaze na aktivni misto
kinazy ABL (rovnéz c-kit a PDGFR) a kompetitivné tak snizuje jeji aktivitu. Zatimco
inhibice funkce normalni kinazy ABL mlze byt v burice nahrazena alternativnimi
buné&nymi drahami, inhibice BCR/ABL v leukemickych blastech vede k zastavé
proliferace maligniho klonu. Tato cilena terapie je dnes vyuZivana zejména u
CML, ale acinku imatinib mesylatu se vyuziva i v |écbé akutnich leukémii.
V soucasné dobé je ve stadiu vyvoje nékolik dal§ich tyrozin-kinazovych inhibitord,
které by mély mit vy$si GCinnost a pfipadné dc€inkovat i na imatinib-rezistentni
klony BCR/ABL pozitivnich bunék, pro které jsou charakteristické zejména bodové

mutace v kinazové &asti fuzniho genu(6).
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V této praci jsme se z hlediska lécby zabyvali dvéma latkami, jedna je uz
dlouhou dobu pouzivana v 1é¢bé détskych pacientl s ALL a dal$i nova potenciaini
skupina latek charakteristickd svym specifickym Ucinkem patfi do skupiny cilenych
terapeutik.

L-Asparaginaza

V roce 1953 Kidd a kol. pozorovali, Ze u nékterych lymfomd my3i a potkana
doslo k supresi proliferace nadorovych bunék po kultivaci se sérem morcete.
V roce 1961 byla popsana L-Asp jako inhibi¢ni faktor v séru a toto pozorovani bylo
potvrzeno nékolika laboratofemi. V roce 1964 Mashurn a Wriston izolovali L-Asp
zE.coli. V roce 1967 Oettgen a kol. popsal potencialni GCinek L-Asp proti
leukémiim a lymfomim u ¢lovéka(99). In vitro studie na vzorcich pacientd
s TEL/AML1 pozitivni a negativni ALL ukazaly, Ze jediny signifikantni rozdil
v senzitivité na rizna cytostatika je u L-Asp(98). Buriky TEL/AML1 pozitivnich
leukémii jsou vyrazné citlivéj$i na toto cytostatikum. Popsanym mechanizmem
G¢inku L-Asp je schopnost depletovat asparagin a glutamin z extracelularniho
prostiedi. Normalni neleukemické buriky jsou rezistentni na G€inek L-Asp, protoZe
si asparagin syntetizuji samy a nejsou zavislé na jeho extracelularnim pfisunu.
Leukemické buriky vyuzivaji extracelularni asparagin pro proteosyntézu a jeho
nedostatek se projevuje zastavou syntézy a proliferace bunék a prechodem do
apoptozy. Asparagin a glutamin byly u lymfoidnich bunék oznageny za esenciaini,
protoZe pfi nadmérné proliferaci glutamin nahrazuje glukozu a stava se jedinym
zdrojem energie(100). Nedostatek asparaginu a glutaminu blokuje burky
v priichodu bunéénym cyklem. Buriky jsou zastaveny v G1/GO fazi a prochazeji do
apoptézy(101). Zaroven u nich dochazi ke zvySené expresi genu pro asparagin
syntetazu (AsnS). Mechanizmus uéinku L-Asp v terapii byl tradi¢né vysvétlovan
nizkou aktivitou AsnS v leukemickych burnkach(102). ZvySeni exprese AsnS bylo
pozorovano v leukemickych burikach s uméle vyvolanou rezistenci na L-Asp(103).
AsnS v bunce katalyzuje syntézu asparaginu a glutamatu z aspartatu a glutaminu
v pritomnosti ATP. AsnS patfi do tfidy Il glutamin amidotransferdzové nadrodiny.
Glutamin-utilizaéni doména lezi na N konci pficemz C-konec zahrnuje aktivni ¢ast

enzymu Ucastnici se aktivace aspartatu. Sekvence AsnS je vysoce konzervovana
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v ramci druh(i(104). Gong a kol. identifikovali AsnS jako gen, ktery je schopny
odstranit blok v G1 fazi bunééného cyklu v teplotné-citivé mutantni bunécne
linii(105). Dalsim dlkazem regulace bunééného cyklu zavislé na AsnS je studie,
kdy byl ke klidovym tyroidnim bunkam pfidan tyroidni stimulaéni hormon, ktery
podporil buriky v pfechodu do S faze a dos$lo zaroven ke zvySeni hladiny AsnS
mRNA(106).

Gong a kol. dokumentovali indukci hladiny mRNA AsnS jako odpovéd na
deprivaci asparaginu, leucinu, izoleucinu a glutaminu(107). Pozdé&ji bylo zvySeni
hladiny mRNA pro AsnS pozorovano jako odpovéd na deprivaci vSech
aminokyselin spolecné a také samostatné(108). Na druhé strané zvySeni hladiny
mRNA pro AsnS muze byt odstranéno pfidanim jediné aminokyseliny do ,amino
acid-free” media. Tento zdanlivy paradox bude zfejmé objasnén tehdy, az budou
odhaleny detaily o c¢asnych signalnich udalostech cesty AAR (amino acid
response). Bylo také popsano, ze stuperi represe se liSi podle typu deprivované
aminokyseliny: glutamin, asparagin, histidin a leucin maji nejvétSi efekt, ale
aspartat, glycin a glutamat jsou nejslab$i represofi(108). Shrnuto, vysledky
naznaduji, Ze kontrola exprese AsnS neni zavisla na samotném asparaginu.
Guerrini a kol. dokazali, Ze regulace AsnS po deprivaci aminokyselinami se
odehrava na transkripéni trovni(109). Dele¢ni analyzy genu AsnS ukazaly, Zze po
deprivaci aminokyselin je pro indukci AsnS potiebny cely fragment -164 do +44.
Mutaéni studie detekovala v oblasti -70 az -64 misto AARE (amino acid response
elementns) na genu AsnS. Barbosa-Tessman a kol. popsali indukci genu AsnS
také po deprivaci glukozy pres cestu ERSR (Endoplasmic Reticulum Stress
Response)(100,110). Ukazali, ze aktivace genu AsnS obéma AAR a ERSR
cestami je zprostiedkovana stejnymi elementy(111).

V soucasné dobé je L-Asp pouzivana ve vétsiné protokold pro lécbu
détskych akutnich lymfoblastickych leukémii a nékteré studie naznacuji jeji mozné
pouziti v Iécbé détskych akutnich myeloidnich leukémii(102). Pfi samostatném
podani vede ke kompletni remisi u 40-60% vSech ALL détskych pacient(i(112-
114). V jednotlivych 1é¢ebnych protokolech pacientll s ALL se davky a pocet
podani li8i, ale vysledky naznaduji, Ze pozitivni vysledky léCby, tzn. EFS, koreluje
s vy88imi davkami L-Asp. Lécebny protokol DFCI 91-01 prokazal signifikantné
lepSi vysledek lécby détskych pacientll s ALL pravdépodobné diky prodlouzené
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intenzifikaci L-Asp. Konkrétné, pacienti ktefi tolerovali 25 a méné tydnii L-Asp méli
horsi vysledky nez ti, ktefi dostavali L-Asp nejméné 26 tydn(115). V dalSi studii
byly srovnavany vysledky dvou protokoli — COALL (némecka pracovni skupina) a
DCOG (Dutch Childhood Oncology Group). COALL pouziva vy$si kumulativni
davku L-Asp. To mozna vysvétluje lepSi EFS u TEL/AML1 pozitivnich pacientd
leé¢enych COALL (5-leté EFS - 80%) ve srovnani s TEL/AML1 pozitivnimi pacienty
lecenymi DCOG protokolem (5-leté EFS 73%)(116).

Pfesny mechanizmus nedostatecné aktivity AsnS v leukemickych burikach,
regulace exprese genu AsnS vleukemickych burfikach, mozné interakce
s produkty fuznich genl a mechanizmus vzniku bunék rezistentnich na L-Asp
nejsou v soucasné dobé detailné prostudovany.

Inhibitory deacetylaz histont

Transkripéni regulace je hlavnim mechanizmem v zastavé bunécného
cyklu, diferenciaci a/nebo bunécné smrti bunék in vivo a in vitro. Jednim
zregulaénich mechanizmii zapojenych do oviivnéni transkripce je zména
v terciarni struktufe DNA, ktera ovliviiuje pfistup transkripénich faktor( k cilovym
segmentim DNA.

V eukaryotickém jadie je DNA sbalena do nukleoproteinového komplexu
nazyvaného chromatin(117). Zakladni stavebni jednotkou chromatinu je
nukleosom, ktery obsahuje DNA, histony (2A, 2B, 3 a 4) tvofeny oktamer a
molekuly histonu 1 (H1) slouzici jako linker. Nukleosom obsahuje DNA o délce
147bp (par(t bazi), kierda se obtaci priblizné 1,7krat okolo téla oktameru.
Nukleosomy jsou navzajem propojeny linkerovou DNA. H1 interaguje
s nukleosomem a s linkerovou DNA a podporuje vy§3i organizaci a kompaktnost
chromatinu. Struktura a kompozice chromatinu jsou rozhodujici pro procesy
probihajici na Grovni DNA, napfiklad pfistupnost pro ATP-zavislé chromatin-
remodelujici  faktory, reparaci DNA, DNA replikaci a homologickou
rekombinaci(118-121). Chromatin-remodelujici faktory jsou zodpoveédné za aktivitu
skladani a rozkladani nukleosomi a také mobilizaci (tzv.sliding) nukleosomd.
Navic jsou histony vystaveny Siroké Skale posttranslaénich modifikaci jako je
acetylace, metylace, fosforylace, ubiquitinace, jez méni jejich biofyzikalni

vlastnosti a plsobi jako signal pro specifické interakce regulacnich faktor(
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s chromatinem(122-124). Acetylace (hlavné na H3 a H4) je témér vylucné spjata s
transkripéné aktivnim stadiem chromatinu. Proto je funkce acetyltransferazy
histon(i (HAT) spojovana s aktivaci a deacetylazy histont (HDAC) s represi.

Deacetylazy histon( jsou charakterizovany svou schopnosti odstranit
acetylovou skupinu zlyzinového zbytku l|okalizovaného na histonu a na
transkripCnich faktorech jako jsou YY1, PLZF a p53(125,126). Konec histonu
vystupuje pfes DNA na povrch nukleosomu, kde mize byt enzymaticky
modifikovan a interagovat sjinymi proteiny a sousednimi nukleosomy.
Deacetylaci histonl na aminokyselinovych zbytcich vznika kladny naboj, tim
dochazi k tésnéjsi vazb& mezi nukleosomy a vytvaii se nevhodné prostiedi pro
transkripci. Naopak po acetylaci zabezpetované HAT dochazi k voingj§i vazbé
DNA a histoni a dana oblast se zpfistupni pro transkripéni komplex. Acetylace a
deacetylace chromatinu je fundamentalni Zivotni funkci vSech organizmi
tvofenych jadernymi bufkami. Enzymy tohoto procesu zabezpecuji rovnovahu
v aktivité chromatinu, ktera je dllezita pro normalni vyvoj buné&k. Naruseni této
rovnovahy muze vést k malignimu zvratu.

HDAC se fadi do tfi hlavnich tfid na zakladé homologie s kvasinkovymi
proteiny rpd1, hda1 a SIR2(127). HDAC se li§i ve vzorci exprese, ve schopnosti
spojovat se s korepresory a rovnéz v molekularni struktufe. Nékteré HDAC jsou
schopné heterodimerizace nebo existuji v riznych komplexech - tvofi napfiklad
vétsi komplexy s korepresory jako jsou mSin3A, retinoblastomovy protein anebo
N-CoR/SMRT(128,129). HDAC rovné&Zz zprostfedkuji ,silencing® efekt DNA
metylace vazbou metyl CpG-vazebnych proteinG (MeCP2) a DNA
metyltransferasy 1 a 3a. HDAC jsou rozhodujicimi ¢&leny korepresorovych
komplext vytvarenych transkripénimi faktory Géastnicimi se leukemogeneze, jako
jsou Bcl-6 a MLL a také fuzni geny AML1/ETO, PML/RARA a TEL/AML1(130-
132). Tabulka s pfehledem jednotlivych tfid HDAC je prevzata z review Melnicka a
Lichta (2002)(133).
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Table 1, The human histone deacetylase families

Farily Enzyme Coreprassos Transcription factors Commant

Class | HDAG 1 Sin3, NuRD, MeCP2, Subtyps of NCoR (&2, Bals, PLZF, NFB, MADMAX, Critical target in mest lsukemias
compler. SET proteins, DNWMTs Rb, ETOQ, BRCAL
Grouchs, Sharp, tope ll CoREST,
WNT pathway, TAL
HDAC 2 Sin3, NuRD, MaCF2, Subtyps of NCoR (53, Bel-g, PLZF, MFkB, MAD/MAX, Critical targetin mest lzukemias

complex. SET pratelns, DNMTs Rb, ETO, BRCAL
Groucho, Sharp, CoREST
HDAG 3 NCeR, SMRT Potentially any NCaR and SMRT Critical target in leukemias,
partner, GATA, NFkB, Class |l Deacetylates fransaription
HDACs factors.
HDAC # In contrastto other HOACs, appears active in the absance of cofactus
Class I HDAC 4 NCoR, SMRT MEF2 Muctear shuttling oscntrolied by

14-3-3, ERK1/2, CaMK

HOAC & NCoR, SMRT MEF2, GATAZ Nuclear shuttling caontrolled by
f4-3-3, CaMK

HDAC & Two catalytic domaing. Insansitive o trapoxin, CHAR and butyrata

HDAC 7 NCoR, SMHT MEF2 Nuciear shuttling cantrolled by
14-3-3, Cahk

HDAC € (7 MEF2 B-Call Malignancizs

HDAC 10 MNA HDAC3 N/A

Class Il SIRTA SIR oomplac Fa3 Aqing, hatarochromatin functions

SIRT?

SIRT3

SIRT4 MN:A

SIRTS

SIRTE

SIRT?

Pred 25 lety byla objevena schopnost butyratu sodného reverzibiiné
inhibovat HDAC(134). V soucasnosti je znamo jiz nékolik tfid inhibitor(i deacetylaz
histonti (HDACi) s rGznou chemickou strukturou, ucéinkem a specifitou(135,136).
HDACI indukuji zastavu rlstu, diferenciaci a apoptézu v rizném rozsahu. Byly
derivovany z pfirodnich i syntetickych zdroju, nékteré produkty byly vybrany na
zakladé skrininku malych molekul s G€inkem inhibitord HDAC(137,138). AZ na
vyjimky mohou byt rozdéleny do skupiny derivatd kyseliny hydroxamoveé,
karboxylatll, benzamidi, elektrofilnich ketonl a cyklickych peptid(. Nékteré z nich
maji polarni konec, kterym se vazi ke kritickému zinkovému iontu v katalytickém
pouzdie HDAC, zatimco dalsi ¢ast téchto latek blokuje kanaly vedouci k aktivni
Casti, jak bylo prokazano krystalografickou metodou u SAHA - suberoylanilidu
kyseliny hydroxamové(139). NejCastéji klinicky testované latky z této skupiny byly
butyraty — jednak diky snadné syntéze a také proto, Ze byly uz Ié¢ebné podavany.
Butyrat sodny je nespecificky a jiz v malych davkach znaéné toxicky. Do nové
generace latek jsou zafazeny SAHA, pyroxamid, depsipeptid a MS-275, které jsou
méné toxické v davkach potfebnych pro inhibici HDAC. V nedavnych studiich byl
popsan (€inek dalSiho inhibitoru HDAC, valprooveé kyseliny (VPA), ktera se
pouziva bézné u pacientl s epilepsii; jeji U¢inek u této diagndézy vSak nesouvisi
s inhibici HDAC(140). Publikovana data ukazuji, ze VPA je uCinn&jSi spiSe u
HDAC L.tfidy nez u HDAC |l tfidy(140).
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Mohlo by se zdat, Zze HDAC nejsou vhodnym cilem pro terapii, protoze
jejich inhibici mize dojit k nespecifickym zasahum do kli¢ovych bunéénych funkci
nemalignich bunék. Studie monitorujici pomoci expresniho profilovani procento
genl ovlivnénych v eukaryotickém organismu plUsobenim HDACI se vyrazné lisi,
udavaji se hodnoty >5-20%(141,142). Funkéni in vitro analyzy potvrdily, Ze HDACI
rast a prezivani normalnich bunék neovliviiuji. Pfi studiu indukce apoptédzy bylo
popsano, ze nadorové bunky na rozdil od bunék normalnich po podani HDACI
neprezivaji. Kliovou roli pravdépodobné sehravaji reaktivni formy kysliku (ROS),
které jsou v normalnich bunkach vychytavany thioredoxinem (TXN). Jeho exprese
je vtéchto bunkach po podani HDACi zvySena. Protoze v nadorovych burikach
neni TXN exprimovan, ROS se v nich akumuluji a dochazi ke zvySeni procenta
bunék podléhajicich buné&tné smrti(143). Tabulka s pfehledem jednotlivych HDACi
je pfevzata z review Melnicka a Lichta (2002)(133).

Table 2. Histone deacetylase inhibitors

Diugs Potancy Clinical use in hama malignancies Comments
Bityratas mmaoliL Phasa | in hema malignancies with azacytidine NS taxicity, non-specific
Phasa | in hame malignancies with ATRA HDACS rasistant

Phasa | in EBY-induced LPD with gangcydcryir
Phasa [1in AML, NHL, MM with azacytidine
Phase |l with GM-CSF and dexamethasons for relapsed 118:21) AML

Valproic acid mmok L Phase /Il combined with ATRA in AML FDA approved for epilepsy
Trchostatier A nmoldL None in U.S. Cwestions about toxcity
Trapoin nmolL None in U.S. Ireversible HDACS resistant
CHAP nmalA. Nane in U.S. lirevorsible HDACS resistant
MS-275 umalil, Phasa | hema malignancies
Phase | olid tumers (inel. MHL)
Camflatin pmeliL Monsin U.S.
Apicicin nmatL Mone in .S,
Depudicin pmelsL Mone in U.S, Imeyarsible
Scrptaid nmok/L Mone in U.S.
Depsipaptide (FK228) prnolsL Phase | AML, CLL, ALL, MM
H-scetyldinaline pmoliL Mone in hems malignancies
SAHA pmoliL Phasge | hematologic malignancias
Pryrovamide pmaliL Mone in U.S,
Sglitemicin pmaliL Ma Clags Il
Sittinol pmnliL Na Clags it
Micatinamide pmialiL Nia Classg |

Vyznamnym pralomem pfi studiu HDACi bylo objeveni jejich schopnosti
obejit (v kooperaci s retinoidy) aberantni transkripéni represi u akutni
promyelocytarni leukémie (APL) s translokaci t{11;17)(132,144). APL slouZila jako
prvni modelové onemocnéni, na némz ma HDAC podil. Tato forma leukémie je
charakterizovana zastavou myeloidni diferenciace leukemickych bunék
v promyelocytarnim stadiu a je zplisobena vznikem faznich proteinl sloZenych z
casti receptoru pro retinovou kyselinu (RAR) a zcasti nékterého z dal3ich
proteind: PML (>95% pfipadld) nebo PLZF (~5% pfipad(l). Pacienti s APL
odpovidaji na l€¢bu ligandem RAR, retinovou kyselinou (RA). Na bunécné urovni

dochazi k re-inicializaci programu diferenciace leukemickych bunék, ktery

23



prochazi do finalni neutrofilni diferenciace a pak do fyziologické bunééné
smrti(145). RAR je transkripéni faktor, ktery v nepfitomnosti RA asociuje
s komplexem obsahujicim HDAC a to vede kumléeni RA-cilovych gend.
Koncentrace RA v burikach uvolifiuje HDAC-komplexy a umozni navazat na cilové
geny HAT. V pripadé APL udrzuji fuzni proteiny vazbu HDAC-komplexi na RA-
cilové geny, pficemz fyziologické koncentrace RA nejsou schopny tuto vazbu
odstranit. Vyssi, terapeutické davky RA disociuji HDAC z RAR, fazni proteiny jsou
degradovany a dochazi k reaktivaci transkripce RA cilovych genl. PLZF/RAR
neodpovida na |éCbu RA, ale vkombinaci s HDACi dochazi i u tohoto
chimérického proteinu k efektivni reaktivaci RA-cilovych gent a kbunécné
odpovédi(146).

Fuzni proteiny pfitomné u jinych typl leukémii maji také schopnost vytvaret
komplexy s HDAC. Prikladem je AML1/ETO u AML-M2, ktery se vaze na cilove
geny transkripéniho faktoru AML1 a pfedpoklada se, ze méni jejich acetylacni
vzorec. Tato translokace je tvofena vdemi ¢tyfmi doménami plvodniho proteinu
ETO a DNA-vazebnou doménou transkripéniho faktoru AML1. Fazni partner ETO
je schopen na sebe vazat korepresorové proteiny N-CoR, mSin3A a HDAC-1 a —
3(147). Moznym mechanizmem funkce AML1/ETO v leukemickych bufkach je
tedy zastava transkripce genl a blok v diferenciaci myeloidnich bunék zplsobeny
pravé pritomnosti tohoto represorového komplexu(148). Podobny mechanizmus je
hypoteticky predpokladan také u aberantniho transkripniho faktoru TEL/AML1,
nebot TEL ma vazebna mista pro N-CoR/SMRT a mSin3A a ty jsou schopny
vazat HDAC-3(131).

Vysledky prvnich klinickych studii pouziti HDACi u hematologickych i
nehematologickych malignit ve fazi /Il testovani byly publikovany
nedavno(135,149). Vysledky téchto studii jsou velmi nadéjné a potvrzuji nizkou

toxicitu HDACI v porovnani s momentalné pouzivanymi protinadorovymi léky.
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Cile dizertacni prace

Dizerta¢ni prace se zabyva riznymi pohledy a pfistupy k Ié¢bé genotypicky
definované podskupiny ALL - TEL/AML1 pozitivni ALL. V prvni ¢asti jsme sledovali
mechanizmus ucinku bézné pouzivaného cytostatika - L-Asp - ktery se zda byt
vzhledem ke zvySené Gcinnosti u této skupiny pacientt odli$ny. V dalsi ¢asti jsme
testovali Gc¢inek novych latek potencialné vyuzitelnych v terapii — inhibitor(
deacetylaz histon(.

Cast |

Vychazeli jsme z prokazaného vztahu mezi pfitomnosti hybridniho genu
TEL/AML1 v leukemickych lymfoidnich burikach a vy$si citlivosti na L-Asp, ktera
byla dokazana pomoci MTT cytotoxického testu. Predpoklad byl, Ze gen
TEL/AML1 se podili na negativni regulaci exprese funkéniho antagonisty L-Asp,
genu pro AsnS. Dale jsme predpokladali, Ze mechanizmus rezistence na L-Asp,
kterda mize souviset s relapsem TEL/AML1 pozitivni leukémie u ¢asti pacientd,
souvisi se zvySenou expresi nebo zménou jeji regulace u genu pro AsnS.

Cilem této studie bylo pfispét k objasnéni mechanizmu regulace exprese
genu pro AsnS a jeho vztahu k hybridnimu genu TEL/AMLA1.

Projekt pro splnéni cile zahrnoval nasledujici body:

. Sledovani rozdilu exprese AsnS mezi blasty akutnich leukémii a
zdravymi leukocyty

. Sledovani zmén regulace exprese AsnS u bunék akutnich leukémii
s genotypem souvisejicim s vyssi citlivosti na L-Asp a u bunék s niz§i citlivosti

. Sledovani dynamiky indukované exprese AsnS po podani L-Asp u
TEL/AML1 pozitivnich vs TEL/AML1 negativnich leukemickych a normalnich
bunek

. Sledovani vlivu deprivace aminokyselin (asparagin, glutamin) na rist
jednotlivych typt bunék a na expresi AsnS (v normalnich, leukemickych,
TEL/AML1 pozitivnich burikach)

. Studium zmény regulace exprese AsnS u bunék s in vitro vyvolanou
rezistenci na L-Asp
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. Hlubsi studium drahy zodpovédné =za syntézu asparaginu a
glutaminu v bufikach meta-analyzou dat expresniho profilovani détskych pacientd
s ALL

Castll

| kdyz leukémie s t(12;21) tvoii 20 — 25% vSech détskych ALL, biologicky
mechanizmus transformace lymfoblastli onkogenem TEL/AML1 neni zatim jesté
zcela objasnén. Tyto leukémie pfedstavuji skupinu s dobrou prognézou, coz je
divodem relativné malého zajmu na dal§im zlepSovani jiz tak dobrych vysledk
terapie. AvSak v soucCasnosti se ukazuje, Ze i vtéto skupiné leukémii dochazi
k relapsiim, a to zejména pozdnim. Tyto relapsy pak pfi dostatecné dlouhé dobé
sledovani vysledky 1éCby zhorSuji. Je tedy tfeba dale zlepSovat I&Cbu i téchto
leukémii novymi pristupy.

Predpokladanym cilem této prace byla terapie pomoci VPA, ktera ma
vlastnosti inhibitoru deacetylaz histont a jejiz Gcinek by mél vést k potlaceni
represivniho vlivu proteind TEL/AML1 na expresi cilovych geni. Predpokladali
jsme také zvraceni patologického diferencia¢niho bloku zptisobeného pfitomnosti
proteinu TEL/AML1. Timto pristupem jsme chtéli ovéfit mozny mechanizmus
funkce aberantniho transkripéniho faktoru TEL/AML1 a jeho dominantné negativni
ucinek. Viastni komplexni analyzou dat expresniho profilovani jsme identifikovali
cilové geny (TEL/)AML1 u lymfoidnich bunék, protoze timto pfistupem bychom
mohli odhalit lohu AML1 v lymfopoéze.

Cile jsme rozdélili do téchto bodu:

° Ovéreni efektu HDACi na TEL/AML1 pozitivni buriky sledovanim
zmén exprese diferenciacnich znakl B bunék pomoci pritokové cytometrie a

kvantitativni PCR v porovnani sjinymi podtypy leukémii (BCR/ABL,
TEL/PDGFRB) a kontrolnimi zralymi lymfocyty

. Analyza bunééneho cyklu po ovlivnéni bunék inhibitory deacetylaz
histontl
® Primy dlkaz regulace genu pro granzym B (nesouciho vazebné

misto pro transkripéni faktor AML1) faznim proteinem TEL/AML1

@ Identifikace cilovych gend transkripéniho faktoru TEL/AML1 vyuZitim
expresniho profilovani
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Metody |

Pacienti

Byly pouzity vyhradné vzorky kostni dfené détskych pacientd s ALL.
Celkovy pocet TEL/AML1 pozitivnich pacientli ve véku 2-6 let byl 20. Ve stejném
vékovém rozmezi byly vybrany dalsi 23 vzorky pacientll s BCP-ALL bez fuznich
genl TEL/AML1, BCR/ABL a MLL/AF4. Na analyzu rizika relapsu bylo sledovano
dalSich 10 TEL/AML1 pozitivnich a 17 TEL/AML1 negativnich pacientl s
naslednym relapsem. Jako kontrola byla pouzita periferni krev (PB, n=30)
zdravych dobrovolnik(i a neleukemické kostni dfené (n=2). Podrobnéji je metodika
shrnuta v ¢lanku v ¢asopisu Leukemia 2004;18(3):434-41 (viz pfiloha 1).

Bunécné linie

Bunééna linie REH (TEL/AML1 pozitivni buriky, B- prekurzorova leukemicka
bunééna linie s translokaci (12;21)) byla ziskana od R. Pieterse (Erasmus Medical
Center Rotterdam), Nalm-6 (TEL/AML1 negativni burky, B-prekurzorova
leukemicka bunécna linie s TEL/PDGFRB) byla zakoupena z DSMZ — German
Collection of Microorganisms and Cell Celtures, Braunschweig, Némecko.
Kazdych 24h jsme znadili buriky trypanovou modfi pro detekci viability, analyzovali
bunéény cyklus pomoci pritokové cytometrie a zamrazovali pelety bunék na
extrakci RNA. Pfi sledovani dynamiky rustu a genové exprese AsnS byly buriky
inkubovany s L-Asp (Kidrolase, Rhone-Poulenc Bellon, Francie) v koncentraci 0,4
anebo 4U/ml. VSechny experimenty byly délany v triplikdtech. Podrobnéji je
metodika shrnuta v ¢lanku v ¢asopisu Leukemia 2004;18(3):434-41 (viz pfiloha 1).

Izolace bunék

Mononuklearni bunky kostni dfené a/nebo periferni krve byly izolovany
pomoci denzitocentrifugace s Ficoll-Paque (hustota 1,077g/ml, Pharmacia,

Uppsala, Svédsko) a uskladnény v -80°C na extrakci RNA.
Izolace RNA a prepis do cDNA

Celkovd RNA byla extrahovana ze standardni koncentrace

mononuklearnich bunék izolovanych z pacientskych vzorkdi nebo bunéénych linii
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podle modifikované metody Chomczynského a Sacchi(150). Celkova RNA byla
rozpusténa v odpovidajicim objemu podle vychoziho mnozstvi bunék a
konvertovana na cDNA pouzitim MoMLV reverzni transkriptazy (Gibco BRL,
Carlsbad, TX, USA) podle navodu vyrobce.

qRT-PCR

Kvantitativni reverznée-transkriptazova polymerazova retézova reakce(qRT-
PCR) v realnim ¢ase byla provadéna na pfistroji LightCycler™ (Roche Diagnostic
GmbH, Mannheim, Némecko). Pro kvantifikaci jednotlivych genl jsme pouZili
oligonukleotidové hybridizatni sondy nebo fluorescenéni DNA-vazici barvivo
SYBRGreen. Normalizovana exprese AsnS a glutamat dehydrogenazy (GDH)
(AsnSn a GDHy) byla vypoctena jako pomér mezi hladinami exprese AsnS resp.
GDH a B-2-mikroglobulinu (B2m) ziskanymi qRT-PCR.
Slozeni reakéniho pufru, sekvence primeri a sond a teplotni podminky jsou

podrobné shrnuty v €lanku v ¢asopisu Leukemia 2004;18(3):434-41 (viz priloha 1).

Pratokova cytometrie

Analyza bunécného cyklu byla provadéna z bunétné suspenze pomoci
pritokové cytometrie. Vyhodnocovani a princip metody je podrobnéji shrnuty
v ¢lanku v ¢asopisu Leukemia 2004;18(3):434-41 (viz pfiloha 1).

Statisticka analyza
Mann-Whitney neparovy neparametricky test byl pouzit pfi analyze hladin
AsnSy u pacientskych a kontrolnich vzork(. Celkova distribuce AsnSy hladiny byla

testovana pomoci metody Kruskal-Wallise. Analyza preziti byla provedena Kaplan-
Meierovym testem.

REH linie rezistentni na L-Asp

Pro vytvoreni modelu buné&né linie s vysokou rezistenci na L-Asp bylo
potiebné selektovat subpopulaci REH bunék inkubaci parentalni REH bunééné
linie pfi koncentraci L-Asp LCS50, kterou jsme stanovili pomoci MTT cytotoxického
testu. Bunky byly péstované vRPMI 1640 s L-Asp az do dosazeni

exponencialniho ristu. Pak byly buiiky pfeneseny do ¢erstvého média bez L-Asp
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a kultivovany dalsi tyden. Pak byly provedeny experimenty analyzujici dynamiku
exprese AsnS.

Statisticka analyza dat expresniho profilovani

V plivodnich datech expresniho profilovani pacientli s ALL jsme selektivné
hledali geny UcCastnici se syntézy asparaginu a glutaminu. Na zakladé této
reanalyzy byl vybran gen pro GDH. Rozdil v expresnich datech genu pro GDH
detekovany pomoci tfi riznych sad sond (31690-at, 31691-g-at, 37341-at)
u TEL/AML1 pozitivnich a TEL/AML1 negativnich pacientd byl vypoéten pomoci
Mann-Whitneyho neparového neparametrického testu. Pfi analyze vysledkd
kvantitativni detekce normalizované exprese genu u sledovanych pacienti byl
pouzit tentyz test.

Vysledky |

Porovnani exprese genu pro AsnS v TEL/AML1 pozitivnich vs TEL/AML1

negativnich leukemickych burikach a ve vzorcich zdravych jedincu

Pro sledovani exprese gend AsnS a TEL/AML1 jsme navrhli systémy pro
kvantifikaci mMRNA pomoci kvantitativni PCR v realném ¢ase, qRT-PCR. Jako
referenéni gen (,house-keeping“) pro eliminaci chyb zptisobenych nestejnym
poétem bunék a rozdily v isolaci mRNA slouzil gen pro B-2-mikroglobulin (B2M),
ktery vykazuje v hematopoetickych burnkach stabilni expresi. V prvni ¢asti studie
jsme se zabyvali expresi genu AsnS pfi diagndze u déti s akutni leukémii (n=66)
v porovnani s kontrolni skupinou zdravych osob (n=20) a porovnanim jednotlivych
subtypt akutni lymfoblastické a akutni myeloidni leukémie pfi diagnéze. Sledovali
jsme rozdil exprese AsnS ve vzorcich pacientd TEL/AML1 pozitivnich a pacientl s
B-prekurzorovou leukémii bez flznich gen TEL/AML1, BCR/ABL,
MLL/AF4(n=23). VSichni pacienti byli diagnostikovani mezi 2.-6. rokem Zivota.
TEL/AML1 pozitivni pacienti méli signifikantné vyS$Si AsnSy (normalizovana
exprese;, median=0,823) v porovnanim s TEL/AML1 negativhimi pacienty
(median=0,416; p=0,008). Obé tyto skupiny maji v porovnani s burikami periferni
krve zdravych jedincl (median=0,087) vyrazné vyssi expresi AsnS (p<0,0001).
Celkova distribuce AsnSy nebyla nahodna (p<0,0001). Analyzovali jsme také
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expresi AsnS v blastech pacientd s AML FAB M1 a M2 (n=10), pacientl s AML
FAB M4 (n=9) a pacientll s AML FAB M5 (n=7). Na rozdil od pacientl s ALL, u
pacientt s AML FAB M5 (median=0,215), ktefi maji zvy$enou citlivost na podani
L-Asp, byla prokadzana niz§i hladina exprese AsnS v porovnani s ostatnimi
subtypy (median=0,503; p=0,04). (Viz Obr.3)
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Obrazek ¢.3 Srovnani exprese genu pro AsnS mezi TEL/AML1 pozitivnimi a
astatnimi ALL, podskupinami AML a zdravymi jedinci

Hladina exprese genu pro AsnS jako prognosticky znak

Prestoze TEL/AML1 pozitivni pacienti maji obecné lepsi prognozu, i u nich
se mohou vyskytnout relapsy. My jsme sledovali AsnSy v diagnostickych vzorcich
pacientl, ktefi dlouhodobé pfezivali vprvni kompletni remisi (CR1)
(median=0,823), a pacientu, ktefi prodélali relaps (median=0,261). Prokazali jsme
mezi témito dvéma skupinami signifikantni rozdil (p=0,002), ktery by mohl! slouzit
jako dobry prognosticky znak (viz Obr. 4). U TEL/AML1 negativnich pacient( jsme
tento rozdil vexpresi mezi pacienty vdlouhodobé remisi a srelapsem
nezaznamenali. Median doby sledovani ve skupiné s relapsem byl 33,5 mésice a
ve skupiné s CR1 62 mésice.

Vysoka AsnS
n=15
event=0

Obrazek ¢.4 Predikce relapsu
u TEL/AML1pozitivnich pacientl

nizka AsnS
n=15

. |o=0.00028 SRR detekci exprese genu pro Asns
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Porovnani exprese AsnS u diagnostickych a relapsovych vzorku pacientu s

ALL

Pfi dalSim studiu jsme sledovali vztah mezi expresi AsnS a mechanizmem
vzniku rezistentnich bunék, ze kterych se mulze vyvinout relaps. Na zakladé
predchozich praci jsme pfedpokladali, ze vzorky rezistentni na L-Asp budou mit
zvySenou hladinu genu pro AsnS. PFi testovani hypotézy, ze relapsovy klon u déti
s ALL mize vychazet z bunék rezistentnich na L-Asp, jsme porovnavali expresi
AsnSy u skupiny déti s ALL (n=23) pii diagnéze onemocnéni a pfi relapsu.
Sledovali jsme 16 pacientli s B-prekurzorovou leukémii a 7 pacient( s T leukémii.
Celkove jsme testovali 47 vzork(, prfiéemz jeden pacient mél 2 relapsy. Vysledky

hypotézu o rezistenci relapsového klonu na L-Asp nepotvrdily. (Viz Obr.5)
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Obrazek ¢.5 Srovnani mezi hladinou exprese AsnSy u diagnostickych a

relapsovych vzork( pacientli s ALL
TEL/AML1 pozitivni linie rezistentni na L-Asp

V dal§i ¢asti naSeho projekiu jsme sledovali zmény exprese AsnS pii
rezistenci vyvolané in vitro u TEL/AML1 pozitivnich bunék. Podafilo se nam
selektovat klon bunék rezistentnich na L-Asp. Vychazeli jsme z bunécné linie
REH, ktera byla kontinualné kultivovana v pfitomnosti L-Asp po 12 tydn( a rdst
bunék byl monitorovan. Rezistence leukemickych bunék byla potvrzena
cytotoxickym MTT testem zaloZzenym na méfeni absorbance formasanu, ktery se

tvofi jenom v Zivych burikach. K detekci viivu L-Asp na expresi fazniho genu
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TEL/AML1 u rezistentnich bunék REH jsme opét pouzili qRT-PCR. REH buriky
senzitivni k cytostatiku a buriky rezistentni jsme kultivovali s L-Asp v koncentracich
0,04 U/ml; 0,4 Uml; 4 Uml a 40 U/ml po 24 a 48 hodin. TEL/AML1y je
signifikantné nizsi u rezistentni skupiny bunék (median=0,.296) nez u plvodni
senzitivni bunécéné linie (median=0,841; p<0,0001) bez zavislosti na koncentraci
cytostatika v médiu. Detekovali jsme zvySenou expresi AsnSy u rezistentnich
bunék, coz potvrzuje uz drive publikované vysledky. (Viz Obr.6)

senzitivni REH linie rezistentni REH linie

D p—— 2

~DO,4U/mI
1 E4U/mi

= T W 40U/ml
24 hod g

Obrazek ¢.6 Snizena exprese genu TEL/AML1 u bunék rezistentnich na L-Asp.

Po podani L-Asp v jednotlivych koncentracich se hladina exprese TEL/AML1 dale
nemeni

Dynamika exprese AsnS v kratkodobém experimentu po podani L-Asp

Pro vySetfeni uc€inku L-Asp na expresi genu pro AsnS jsme v in vitro
podminkach sledovali zmény exprese genu AsnS u TEL/AML1 pozitivni bun&cné
linie (REH), TEL/AML1 negativnhi bunécné linie (Nalm-6) a normaini
lymfoblastoidni linie (NC-NC) kultivovanych bez (kontrolni skupina) nebo s L-Asp.
Experiment byl navrzen tak, aby poskytl detailngj§i pohled na dynamiku exprese
genu pro AsnS v kratkodobém sledovani po podani L-Asp. Bazalni a indukovanou
expresi AsnS jsme detekovali pomoci gRT-PCR v ¢asovych intervalech 3, 6, 9, 12
hodin bez/s L-Asp [4U/ml]. Vysledné hodnoty exprese AsnS byly zavislé jen na
bazalni hlading, indukce po podani L-Asp byla shodna u vSech linii. Na zaklade
téchto vysledkli predpokladame, Ze neexistuje pfimy vztah mezi indukovanou
expresi AsnS a zvySenou citlivosti TEL/AML1 pozitivnich bunék na L-Asp. (Viz
Obr.7)
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Obrazek ¢.7 Dynamika indukované exprese genu pro AsnSy v rlznych
bunécnych liniich po podani L-Asp

In vitro experiment simulujici terapeuticky protokol ALL-BFM 95

Dale jsme simulovali terapeuticky protokol ALL-BFM 95 (Berlin-Franfurkt-
Minster) na leukemické linii REH (TEL/AML1 pozitivni) a Nalm-6 (TEL/AML1
negativni). Zajimal nas terapeuticky efekt opakovaného podani L-Asp, ktery jsme
hodnotili sledovanim viability bunék, apoptézy a rozdéleni bunék do jednotlivych
fazi bunécného cyklu. Také jsme detekovali zmény exprese genu pro AsnS. L-Asp
je v indukéni fazi protokolu BFM podavana kazdy treti den. Pé&stovali jsme bunky v
médiu RPMI 1640 s L-Asp v koncentraci 4U/ml, vybrané podle sérové koncentrace
naméfené ve farmakokinetické studii. Experimentalni procedury musely byt
modifikovany, aby bylo mozné porovnat navzajem buriky REH a Nalm-6. Nalm-6
bunky maji krat§i cCas déleni (36h) arychla spotfeba média nedovoluje
dlouhotrvajici kultivaci v neménném médiu. Aby byl dosazen potiebny pfisun Zivin,
kazdé tii dny byly bufiky pfeneseny do ¢erstvého média s nalezitou koncentracii L-
Asp. Béhem prvni casti experimentll (trvajici 9 dni), byly burky vysazeny
v koncentraci 0.3 x 10° bunék/ml a kultivovany v médiu s L-Asp. Kontrolni buiky
byly péstovany v médiu bez L-Asp. Paraleiné byly kultivovany bunky
s jednorazovym podanim (Oh) a opakovanym podanim (0, 72, 144h) cytostatika.
Po 9 dnech bylo 10° bunék pfeneseno do &erstvého média RPMI 1640 bez L-Asp
a kultivovano dalSich 8 dni. Pak byly buiiky sesbirany a pasazovany opéet do
Cerstvého média bez L-Asp apéstovany dalSich 11 dni. Kazdych 24h byla

sledovana viabilita bunék, analyzovan buné&ny cyklus a pfipravena peleta bunék
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na izolaci RNA. Rlst bunék obou bunécnych linii byl vysoce potlaten pii
jednorazovém a také opakovaném podani v porovnani s kontrolnimi burfikami,
jejichz pocet exponencialné narlstal. Celkové byla inhibice buné&ného ristu
vyznamnéjsi u bunék REH. U bunék predkultivovanych v médiu s jednorazovym
podanim L-Asp do$lo k obnoveni riistu po 19 dnech v médiu bez L-Asp u obou
bunéénych linii. REH bunfky kultivované pfedtim s opakovanou davkou L-Asp si
v8ak zachovaly zastavu ristu i po pfeneseni do média bez L-Asp. U bunék Nalm-6
nebyl naproti tomu zaznamenan Zadny rozdil v prolongaci inhibice rastu po pasazi

bunék v médiu bez L-Asp. (Viz Obr. 8)
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Obrazek ¢.8 Prezivani bunék TEL/AML1 pozitivnich vs negativnich po podani L-
Asp jednorazové anebo opakované

Nasledné jsme analyzovali bunécny cyklus, opét kazdych 24 hodin.
Pozorovali jsme signifikantni rozdil mezi burikami REH a Nalm-6. DoSlo k zastavé
bunek REH v G1/G0 fazi. Procenta bunék v S a G2/M fazi po jednoduchém
a opakovaném podani L-Asp jsou prezentovana na obr.9. Vét§ina REH bunék byla
kumulovana v G1/G0 fazi: 81-98% pfi jednorazovém podani, 91-98% pri
opakovanych davkach. Rlst Nalm-6 bunék byl po celou dobu experimentu
neovlivnén podanim L-Asp. Primémé, pouze 51-60% bunék pfi jednorazovém
podani a 47-57% bunék pfi opakovaném podani jsme detekovali v G1/G0 fazi.

Sledovali jsme také vliv L-Asp na expresi genu pro AsnS. Po 24h inkubaci
v médiu s L-Asp doslo k vyznamnému zvySeni hladiny exprese genu pro AsnS
u bunék REH i Nalm-6. Absolutni hladina exprese genu byla zavisla na bazalni
hladiné AsnS u jednotlivych bunéénych linii. V dalSich ¢asovych bodech byla

dynamika AsnSy rozdilnd. U bunék Nalm-6 klesala aZz na hladinu shodnou
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s hladinou exprese u kontrolni skupiny. U bunék REH si exprese AsnS udrzela
témér shodnou hodnotu po celych 9 dni ieiiho sledovani. (Viz Obr.10)
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Obrazek ¢.9 Relativni pocet bunék ve frakci S+G2/M bunééného cykiu

detekovanych 8 dni po ovlivnéni REH a Nalm-6 bunék L-Asp podana jednou
anebo opakované
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Obrazek ¢.10 Normalizovana exprese genu pro AsnS detekovana 9 dni po podani
L-Asp u bunécné linie Nalm-6 a REH
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Meta-analyza dat expresniho profilovani — role glutamat dehydrogenazy

Vyse popsané vysledky naznacuji, Ze v udinku L-Asp budou hrat ulohu take
jiné proteiny pritomné v kaskadé syntézy asparaginu. Pfi meta-analyze expresnich
dat publikovanych Yeohem a kol. jsme identifikovali gen pro GDH, ktery byl
rozdilné exprimovan u TEL/AML1 pozitivnich pacientl oproti ostatnim pacientiim
s ALL. Tento jev jsme potvrdili pomoci gRT-PCR. Pouzili jsme diagnostické
vzorky 22 TEL/AML1 pozitivnich pacientl a 20 TEL/AML1 negativnich pacientd,
jednotlivé hodnoty GDHy porovnali a rozdil statisticky vyhodnotili. U TEL/AML1
pozitivnich pacientd byla exprese GDHy signifikantné nizsi v porovnani s ostatnimi
ALL pacienty (p=0,013). Jak znamo, GDH nepfimo reguluje tvorbu glutaminu.
AsnS je v eukaryotickych burikach glutamin-dependentni a proto prfedpokladame,
ze zména hladiny exprese genu pro GDH v TEL/AMLA1 pozitivnich bufikach bude
mit vliv na citlivost bunék na L-Asp. (Viz Obr.11)
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Obrazek ¢.11 Srovnani hladiny exprese genu pro GDH mezi TEL/AMLA

pozitivnimi a negativnimi pacienty v datech expresniho profilovani podle Yeoh a
kol. a vysledk(i gPCR nasich pacientt
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Metody i

Bunécné linie

Bunécna linie REH (TEL/AMLA1 pozitivni buriky, B-prekurzorova leukemicka
bunééna linie s translokaci t(12;21)) byla ziskana od R.Pieterse (Erasmus Medical
Center Rotterdam), Nalm-6 (TEL/PDGFRB; B-prekurzorova leukemicka bunécna
linie), byla zakoupena v DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell
Celtures, Braunschweig, Némecko a Nalm-24 (BCR/ABL; B-prekurzorova
leukemicka bunkova linia) byla zakoupena z Fujisaki Cell Center, Hayashibara
Biochemical Laboratories, Inc., Okayama. Buriky byly kultivovany v 6-jamkovych
destickach 24 a 48 hodin s VPA o koncentraci 0,6mM a 1,0mM a s TSA o
koncentraci 120nM a 240nM. Davky VPA byly vybrany na zakladé optimalni
sérové koncentrace u neurologickych pacientld (0,35-0,7mM). Podrobnéji je

metodika popsana v rukopisu zaslaném k publikaci (viz pfiloha 2).

Izolace bunék
Mononuklearni burky kostni difené a/nebo periferni krve byly izolované

pamaci Ficoll-Paque (hustota 1,077g/ml, Pharmacia, Uppsala, Svédsko)
denzitocentrifugace a uskladnény v -80°C na RNA extrakci.

Izolace RNA a prepis do cDNA

Celkova RNA byla extrahovana ze standardni koncentrace mononukleard
izolovanych z pacientskych vzork(l nebo bunécénych linii podle modifikované
metody Chomczynski a Sacchi(150). CelkovdA RNA byla rozpusténa
v odpovidajicim objemu podle vychoziho mnoZstvi bunék a konvertovana na
cDNA pouzitim MoMLV reverzni transkriptazy (Gibco BRL, Carlsbad, TX, USA)
podle navodu vyrobce.

Pratokova cytometrie

Zmény imunofenotypu bunék ovlivnénych HDACi byly detekovany
kombinaci fluorescentnich monoklonalnich protilatek. Protilatky byly vybrany tak,
aby pokryly jednotliva stadia vyvoje B bunék. Vybrané znaky byly méreny
multibarevnou kombinaci: povrchové antigeny - CD10 FITC / CD20 PE / CD71
A1633 / DAPI; intracelularni antigeny - iTdT FITC / ilgM PE / CD20 PC5 and
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iIRAG-1 A1633. Pro méfeni jsme pouZili pritokovy cytometr BD FACSAria (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) a data byla analyzovana pomoci softwaru FlowJo
(TreeStar, Ashland, OR, USA) a CELLQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit (Becton Dickinson; San Jose, CA,

USA) byl pouzit pro analyzu DNA. VSechny jednotlivé kultivace a méfeni byly
provadény v nezavislych triplikatech.

Plazmidy

Plazmid pcDNAS3.1-TEL/AML1Myc pro tranzientni TEL/AML1 model a
pGZMB-luc pro luciferazovou esej byly poskytnuty A. Fordem (Institute of Cancer
Research, LRF London). Kontrolni vektor pcDNA3.1-prazdny byl pfipraven

restrikci EcoRI a pGL3-basic a pRL-CMV byly ziskany od Promega, Madison, WI,
USA.

Luciferazova esej

Luciferazova aktivita byla méfena luminometrem Microlate TLX2 pouzitim
Dual-Luciferase® Reporter Assay systému (Promega, Madison, WI, USA). Data
byla pfevedena na relativni luciferazovou aktivitu (RLU). V prvni fadé byl pfipraven
tranzientni TEL/AML1 model a dale byly bunky transfekovany konstruktem
pGZMB-luc, v kterém je pfed gen pro Luc vloZzena oblast promotoru granzymu B.
Pro ovéfeni pfimého efektu HDACi na TEL/AML1 byl tento buné&ény model
kultivovan s VPA (1mM) a TSA (240nM) a byla méfena zménéna luciferazova
aktivita. Podrobnéji je luciferazova esej popsana v rukopisu zaslaném k publikaci
(viz priloha 2).

qRT-PCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realnim &ase byla provadéna
na pristroji LightCycler™ (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Némecko). Na
kvantifikaci jednotlivych gend vybranych z analyzy dat expresniho profilovani jsme
pouzili hydrolyzaéni sondy, pro detekci TdT a RAG-1 genu jsem pouZili
fluorescenéni DNA-vazici barvivo SYBRGreen. Normalizovana exprese

jednotlivych genli byla vypoétena jako jejich pomeér k hladinam exprese genu 32m.
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Slozeni reakéniho pufru, sekvence primerl a sond a teplotni podminky jsou

podrobné shrnuty v rukopisu zaslaném k publikaci (viz priloha 2).

Méreni genové exprese a analyza

Pro expresni profilovani byly pouzZity tzv. spotted cDNA microarrays
obsahujici 43000 sond, které reprezentuji asi 30000 gend (Stanford Functional
Genomics Facility, Stanford, CA, USA). Oznagili jsme vzorky RNA a referenéni
RNA rozdilnymi fluorescenénimi barvickami (Cy5-dUTP a Cy3-dUTP, Amersham
Pharmacia Biotech Europe, Freiburg, Germany) a komparativné je hybridizovali na
array.

Intenzity fluorescence Cy5 a Cy3 byly méfeny pomoci Genepix 4000
scanner (Axon Instruments, Foster City, CA, USA) a analyzovany pomoci GenePix
Pro 4.1 softwaru (Axon [nstruments, Foster City, CA, USA). Nasledna analyza a

normalizace dat byla provedena na zakladé pfedchozich praci (151,152).

Statisticka analyza

Pro analyzu dat vzorkl buné&tné linie REH ovlivnénych HDACi v
supervizované analyze jsme pouzZili Significance Analysis of Microarrays
(SAM)(153). Signifikantné rozdilnou expresi genll jsme zjistovali permutacnim
testem s ohledem na FDR (false discover rate) 5% a ,fold change* >2.

Rekalkulace dat expresniho profilovani pacienti s ALL byla provadéna z
dat publikovanych Fine a kol.(151,152), kterd jsou pfistupna ve Stanford
Microarray Database (http://genome-www.stanfard.edu/microarray) jak jiz bylo
diive popsano(154). Zmény mezi genotypickymi podskupinami byly vypocteny z
dat pacientll s BCP-ALL. V zajmu nazorného srovnani prediktivni hodnoty gent
korelujicich s genotypem uréenym riznymi metodami byla stanovena optimalni
hraniéni hodnota (cut-off) pro dany gen (gen mlze byt na Cipu reprezentovan vice
nez jednim oligonukleotidem, tzv. probe set) za pouziti statistického softwaru R
(http://www.r-project.org). Pro kazdy ,probe set* byla vypocitana hraniéni hodnota

na zakladé nejdelSi vzdalenosti od diagonaly. Na zakladé této hodnoty byla

identifikovana skupina genl, ktera nejlépe oddélila dvé srovnavané skupiny
pacientti(154).
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Vysledky |l

Vliv HDACI na proliferaci a apoptozu leukemickych bunék

Studovali jsme pribéh bunééného cyklu — proliferaéni aktivitu a apoptozu
bunék po podani HDACi. Apoptézu jsme hodnotili jako pomér mezi burikami
ovlivnénymi a neovlivnénymi HDACI. U TEL/AML1 pozitivni bun&éné linie REH byl
podil mrtvych bunék 8% po podani 1TmM VPA a 26% po podani 240nM TSA
v porovnani s 3,7% a 1,7% v kontrolnich lymfocytech (bunécéna linie NC-NC).
Podobné tomu bylo u bunééné linie Nalm-6 (TEL/AML1 negativni) - 17% s VPA a
41% s TSA. Buriky Nalm-6 redukovaly svoji proliferaéni aktivitu (S+G2/M) o 19%
(VPA), 28% (TSA) a REH buniky o 7% (VPA), resp.15% (TSA). Tato analyza
prokazala, ze u TEL/AML1 pozitivni linie po podani TSA bunky pfechazeji do
apoptdzy a po podani VPA dochazi na rozdil od TEL/AML1 negativnich bunék ke
kumulaci bunék v GO/G1 fazi bunééného cyklu. U NC-NC bunék jsme na rozdil od

ostatnich nezaznamenali Zadny vyrazny posun v buné&ném cyklu.

_L«___L@.._L_“
Ll | -

apo___GUGD _ S+GuM | apo  GUGD  s+6uM | apo  GIGO  s+Gam |
351 8392 30.66 54 4934 4129 2861 5539 15.55
017 62 35.94 1356 5213 IRE 4163 5024 8

333 80.29 14.51 4.91 74,29 17.48

5.07 76.27 16.18

S W N
I
T

| apa G160 s+G2M | apo  GUGO  s+GuM | apo G160 s+Gam |
! 351 63.02 3068 [10.58 6506 2363 l 1544 7002 13.49 l

NC-NC

077 62 35.94 17.58 65.17  16.68 49.36 40.84 945
333 80.29 1451 14.42 77.43 7.53 8.41 80.98 8.91

Obrazek ¢. 12 Histogramy zobrazujici jednotlivé fazy buné&éného cykiu bunék
REH, Nalm-6 a NC-NC po podani VPA a TSA. Tabulky s procenty bunék
v jednotlivych frakcich bunééného cyklu
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Detekce diferenciacniho posunu

Pro monitorovani diferenciace byly vybrany tfi leukemickeé linie se znamymi
faznimi geny: REH (TEL/AML1), Naim-24 (BCR/ABL) a Nalm-6 (TEL/PDGFRB).
TEL/AML1 pozitivni buriky pfesly po podani HDACI do vySsSiho vyvojového stadia
na rozdil od TEL/AML1 negativnich leukemickych bunék. V prvnim kroku byly
detekovany znaky CD10, CD20 a CD19 ve dvou ¢asovych bodech — 24 a 48 hodin
po podani HDACI (VPA, TSA). Vysledky byly prezentovany jako primér intenzity
fluorescence, coz umoznilo sledovat posun v diferenciaénim vzorci. Plvodni
expresni vzorec REH bunék je CD10++/CD20-/CD19+. Po kultivaci s HDACi se
hyperexprese CD10 (CD10++) snizila na CD10+, CD20 negativita se zménila na
slabou pozitivitu (CD20dim/+) a hladina CD19 se snizZila, ale zlstala pozitivni.
Plvodni Nalm-24 buriky exprimuji CD10+/CD20+/CD19+, Po Kkultivaci doslo
ke snizeni exprese vSech sledovanych znak(, coZ je mozné vysvétlit prechodem
bunék do apoptézy. Plivodni Nalm-6 buriky maji expresni vzorec CD10++/CD20-
/CD19+. Exprese CD10 byla dysregulovana v zavislosti na davce a typu HDACI.
Povrchovy antigen CD20 si zachoval inicialni negativitu. Aékoliv buriky Nalm-24 a
Nalm-6 neprochazeji diferenciaénim posunem, bunécna linie REH exprimuje
CD10, CD20 ve sméru zralejSich lymfoidnich bunék. Pro dikaz vyzravani bunék
REH jsme pouzili jesté dalsi znaky B bunééné diferenciace, TdT a RAG-1. Po
podani HDACi doslo u REH ke sniZeni exprese TdT o vice nez polovinu, u bunék
Nalm-24 snizZeni tak evidentni nebylo. Exprese RAG-1 byla paralelni s TdT. Niz§i
davky (0,5mM VPA, 120nM TSA) VPA a TSA byly méné efektivni avSak zmény si
zachovaly shodny trend.

Snizeni exprese RAG-1 a TdT byle potvrzeno také na trovni mRNA pomaci
gRT-PCR. Mnozstvi transkriptu genu RAG-1 a TdT bylo normalizovano k expresi
housekeeping genu, R2-mikroglobulinu. Byla porovnana normalizovana exprese
ovlivnénych a neovlivnénych vzorkd. Hladina mRNA genu RAG-1 rapidné poklesla
(vice nez 3x) uz po 24 hodin z inicialni hladiny 3,30+0,321 na 1,004+0,053 po
podani VPA (p=0.0002) a 0,197+0,046 po TSA (p<0.0001). Podobné& tomu bylo i u
genu TdT, jehoz mRNA po 24 hodin poklesla z inicialni hladiny 1,767+0,178 na
0,888+0,110 po VPA (p=0,01) a 0,072+0,020 po TSA (p=0,0001) (tabulka €.3).
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antigeny
bunky cas HDACI CcD10 cDh20 CD19 TdT RAG1
Kont. 1,00+0,03 1,00£0,10 1,00£0,02 1,00+0,02 1,00£C. 13
24 hod VPA 0,76:0,07 1,470 1 0,77:0,04 0,430,089 0,740,086
REH TSA 0,5+0,04 2,18+0,46 0.5+0,01 0,45+0,05 0,83z0,16
Kont. 1,00£0,02 1,00+0,05 1,00+0,02 1,00+0,01 1,00+0,00
48 hod VPA 0,88+0,02 0,98+0,03 0,84+0.05 0,44:0,05 0,67+0.02
TSA 0,62+0,09 0,850,04 0,28+0.02 0,2520,08 0,2810,02
Kont. (,00+0,02 1,00£0,03 1,00£0,02 1,000, 11
24 hod VPA 0,79+0,01 1.12£0,11 0,8+0 04 0,75+0.07
N‘;ldm TSA 0,62+0,01 0,68+0,02 0,7+0,01 0,57+0,06
Kont. 1,00+0,12 1,00£0,07 1,00£0,02 1,00+0,14
48 hod VPA 0,70+0,03 0,52+0,02 0,69+0,00 0,72+0,04
TSA 0,56+0,03 0,43+0,17 0,44+0.02 0,28+0,02

Tabulka ¢.3 Zmeny exprese prepottené k expresi kontrolnich neovlivnénych
bunék (Kont.) jednotlivych diferenciaénich znakl( B-bunék v liniich REH a Nalm-24
po podani VPA nebo TSA

Funkéni dukaz regulace aberantnim transkripénim faktorem TEL/AML1

Transkripce granzymu B (GZMB) je regulovana proteinem AML1(60).
Abychom prokazali represni aktivitu TEL/AML1, pouZili jsme luciferazovy konstrukt
se zaklonovanou promotorovou oblasti GZMB s pfitomnosti AML1 vazebného
mista. Luciferazova aktivita byla méfena v Hela bunkach transfekovanych
pcDNA3.1-TEL/AML1Myc a porovnana sbuikami Hela transfekovanymi
prazdnym vektorem pcDNA3.1. Mysi fragment promotoru GZMB (bp —324 az —43)
obsahuje dvé AML1-vazebné mista (-278 az -273, —219 az -214). V této casti
promotoru existuje mezi mysi a Elovekem 84% sekvencni homologie. V8echny
bunky byly transfekovany vektorem pGZMB-luc nebo pGL3-basic pro normalizaci
luciferazové aktivity. Zména o 3 RLU (relativni luciferazova jednotka) v TEL/AMLA1
pozitivnich vs kontrolnich burikach (prazdny vektor) naznacuje, zZe exprese GZMB
je skuteéné negativné regulovana proteinem TEL/AML1. 24-hodinova kultivace
s HDACi tento expresni blok uvolnila. Hodnoty byly propoéitany jako RLU
TEL/AML1 bunék / RLU kontrolnich bunék. Pomér luciferazove aktivity
neovlivnénych bunék byl 0,436+0,13 a ovlivnénych bunék 0,796+0,07 (VPA) a
0,78910,21 (TSA). (Viz Obr.13)
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Obrazek ¢.13 Funkéni dikaz regulace exprese Granzymu B transkripénim
faktorem TEL/AML1 a zvraceni tohoto efektu pouzitim HDACI

Strategie analyzy expresnich dat pro identifikaci cilovych genu

Pro identifikaci cilovych genl (TEL/)AML1 v B lymfoidnich bunkach jsme
vyuzili pfimy efekt HDACi na TEL/AML1 pozitivni leukemické bunky. Hierarchicka
klastrovaci analyza expresnich profili ovlivnénych vs neovlivhénych bunék REH
ukazala, Ze tii skupiny vzorkl (VPA-ovlivnéné, TSA-ovlivnéné a neovlivnéné) jsou
dobfe oddélitelné. Zajimaveé je, Zze VPA-ovlivnéné bunky jsou klastrovany blize ke
kontrolnim bunkam neZ TSA-ovlivnéna skupina. Mozné vysvétleni je, ze VPA je
méne toxické a vice specifické, jak uz jsme zminovali vySe. V prvnim kroku jsme
identifikovali geny, které jsou odlisné exprimovany u TEL/AML1 pozitivnich
leukémii v porovnani s ostatnimi podtypy. Vypocitali jsme tzv. cut-off exprese
v8ech gen(, ktery spolehlivé oddéli TEL/AML1 pozitivni diagnostické leukemické
vzorky od ostatnich genotypicky definovanych podskupin ALL (BCR/ABL a
MLL/F4). Na zakladé téchto propoctll jsme vybrali geny, které nas zajimaly, a to
geny, kieré byly u TEL/AML1 pozitivnich pacientld ,downregulovany“. V dalSim
kroku jsme definovali tzv. ,closeness" (,blizkost’) analyzovanych gent. ,Blizsi*
geny meli podobnou expresi u bunék REH a vzorki TEL/AML1 pozitivhich
pacientl. ,Vzdalenéj§i“ geny méli rozdilnou expresi v bunkach REH, resp.
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vzorcich TEL/AML1 pozitivnich pacientll ve srovnani s BCR/ABL a MLL/AF4
pacienty. Geny, které splnily tato pravidla, byly dale protnuty skupinou gent se
signifikantn& zmé&nénou expresi po podani VPA. Zavérem jsem vybrali 24 gent,

které jsou zobrazeny v tabulce 4.

MHAME t xx Lyy  closeness median C_median VPA  VPAC  p(VPA/C)

BSPRY <05 67 38 0.60 2,32 [ER) 1,23 0.0072

ACKA1 272 100.00 Q.20 2.73 1,25 1.04 0.005=

ANTXR2 10,00 81,25 0,32 8,25 1,23 156 0.0142

mm2c 0,60 69,75 3,57 -1,50 0,52 2,02 ool

CXXC5 16,18 8128 0,12 -0,02 0,56 0.96 0.0082

AHH 9,08 71,43 0,13 -2.20 072 082 0.0057

ARD1 908 68,75 3,30 -3A3 0.25 073 [ARR S

PAK1 D,oo 568,25 0,355 -2,23 1.DE 134 00012

MNIDG7 16,18 7333 0,49 -1,08 1.26 232 0.0019

POGFRB 0,00 63,33 0.03 231 1,58 239 0.0nz

RNF144 10,60 62,50 0,06 -C,03 0,5« 057 0.0079

FLJOOO12 20,80 89,75 a,82 -1,32 ae2 194 0.00Z2

C14orf101 4545 9375 022 030 0,01 0457 0.0102

Sinilar to peptidyiprolyl isomerase A (LGC402673) 5455 100,00 0,10 232 0.4< 0.77 0.0017
AlID2216 16,18 62,50 0,18 -1.24 0.42 ae? 007

AA252394 50,00 9233 0.24 5.24 0.49 673 a.oocs

COMA FLJ10641 fis, clone NT2RP2005748 22,23 £429 032 042 0.€€ 1.07 00124
N24645 8,05 52,00 0,05 0,28 0,47 073 00128

WDR? 45,25 £2,82 043 -2.91 -0,18 0.75 00150

CDMA FLJ45905 fis, clone OCBBF3026576 45.4% 8252 0,03 8.3 0,61 0.e2 o,0102
HRMTAL1 36,38 75,00 Q47 =034 0.22 0.58 00032

THNFRSF5 20,00 52,33 0,23 0,05 0.2 037 0.0079

MGMT 0,00 3333 0,12 £.38 0,70 .06 0.0123

ATRX 45 45 7333 0.038 020 0,28 0,58 00022

Tabulka ¢.4 txx — cut-off pro jednotlivé geny u TEL/AML1 pozitivnich pacientu; tyy
— cut-off pro jednotlivé geny u TEL/AML1 negativnich pacientli (BCR/ABL,
MLL/AF4); "closeness” je shoda genové exprese mezi TEL/AML1 pozitivhimi
pacienty a TEL/AML1 pozitivni linii REH (podrobnéji v textu); median C je median
exprese genu u neovlivnénych TEL/AML1 pozitivnich bunék; median VPA je
median exprese genu u ovlivnénych TEL/AML1 pozitivnich bunék; VPA-C je rozdil
mezi expresi genu u ovlivnénych a neovlivnénych TEL/AML1 pozitivnich bunék;

p(VPA/C) je hodnota zmény vyjadfena na zakladé statistické vyznamnosti
Expresni profilovani vs qRT-PCR

Zménénou expresi ¢tyr vybranych genl jsme potvrdili pomoci qRT-PCR, ftFi
z nich byli ,downregulované“ a jeden ,upregulovan‘ u TEL/AML1 pozitivnich
leukémii. Prvni dva, ACK1 (alias TNK2, activated p21cdc42Hs kinase) a
PDGFRB (platelet derived growth factor receptor B) byly vybrany ztabulky 24
genil, které nejlépe spliovaly vySe popsana kritéria. Navic byla jejich rozdilna
exprese u TEL/AML1 pozitivnich a TEL/AML1 negativnich pacientl potvrzena

srovnanim s ostatnimi vefejné pristupnymi daty expresnich profili publikovanymi
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Yeohem a kol. a Rossovou a kol. zvefejnénymi na strankach
http://www .stjuderesearch.org/ALL1
http://www.stjuderesearch.org/ALL3(155,156).

Gen JunD (jun D proto-onkogen) byl vybran z rozsahlejsi skupiny 70 gend
spliujicich kritéria a gen TCF4 (transcription factor 4) byl vybran jako pfiklad
supregulovaného* genu u TEL/AML1 pozitivnich leukémii — tedy jakoby regulovany
opaénym mechanizmem. Exprese gend ACK1, JunD a PDGFRB byla u pacient(
snizena a po podani VPA doslo k narlstu jeji hladiny. Gen TCF4 mél expresi
zvySenou a po podani VPA doslo k jejimu poklesu. Potvrdili jsme zmény hladiny
exprese pomoci qRT-PCR mezi ovlivnénymi a neovlivnénymi burkami: JunD —
TSA p=0,013, VPA p=0,0008; ACK1 — VPA p=0,07, TSA p=0,5; PDGFRB - TSA
p< 0,0001, VPA p=0,016; TCF4 — TSA p< 0,0001, VPA p=0,0002 (tabulka ¢.5).

Kontrola FPA IS4
exprese exprese P exprese p
genu/fB2M genuw/p2M ~genw/B2M
ACK1 0,08+0,02 0,1940,03 0,07 0,16+0,04 0,5
PDGFRB |0,032+0,002 0,042+0,003 0,016 0,013£0.002  <0,0001
JunD 0,085+0,01 0,691+0,2 0,0008 0.510+0,1 0,01
TCF4 12,97+1,2  2,09+0,194 0,0002 1,03+0,118 <0,0001

Tabulka ¢.5: Potvrzeni analyzy expresniho profilovani pomoci gRT-PCR u &tyf
vybranych genl
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Zavery a diskuse |

Pacienti s ALL s faznim genem TEL/AML1 maji dobrou progndzu, ale
relapsy se vyskytuji stale u cca 17% déti. Z mnohych studii vyplyva, ze L-Asp
sehrava v terapii détskeé TEL/AML1 pozitivni ALL kli€ovou roli. Dosavadni studie
poukazuji na vyznamné rozdily v Uspésnosti IéEby splisobené odliSnymi davkami
L-Asp pouzivanymi v porovnavanych lécebnych protokolech. V tomto projektu
jsme studovali vztah fazniho genu TEL/AML1 a vySSi citlivosti na L-Asp. Na
zakladé pochopeni tohoto mechanizmu pfedpokladame, Ze by bylo mozné
pristoupit k stratifikaci |éCebného protokolu podle genotypové definovanych
skupin, pfipadné k vypoctu davek L-Asp "na miru" pro jednotlivé pacienty nebo
podskupiny pacient(.

NaSe vysledky nepotvrdily vztah mezi snizenou aktivitou AsnS a vyssi
citlivosti na L-Asp. Na zakladé sledovani dynamiky exprese AsnS v riznych
bunécnych liniich predpokladame, Ze neexistuje pfimy vztah mezi indukovanou
expresi AsnS a zvySenou citlivosti TEL/AML1 pozitivnich bunék na L-Asp. V in
vitro experimentech, kdy jsme porovnavali ucinek L-Asp v TEL/AML1 pozitivnich
bunkach a TEL/AML1 negativnich bunkach a simulovali Ié¢ebny protokol ALL-
BFM 95, jsme prokazali prodlouzeny efekt L-Asp pfi opakovaném podani (celkem
tiikrat, kazdy 3.den) a to pouze u TEL/AML1 pozitivnich bunék. TEL/AML1
pozitivni burky byly po celou dobu experimentu zastaveny v G1/GO0 fazi
bunééného cyklu a hladina exprese AsnS byla zvySena celych 9 dni experimentu.
Naproti tomu, bufiky TEL/AML1 negativni byly schopny pfechodu do S faze
bunécného cyklu a hladina exprese AsnS se postupné vyrovnala bazalnim
hladinam. Z téchto pozorovani vyplyva, Ze nutricni stres zplsobeny depleci
asparaginu a glutaminu nejsou TEL/AML1 pozitivni buriky schopny obejit, zatimco
TEL/AML1 negativni buiky ano. Na zakladé analyzy dat expresniho profilovani
predpokladame, Ze za citlivost bunék na L-Asp budou zodpovédné i jiné proteiny
v kaskadé syntézy asparaginu a glutaminu. GDH, u které jsme prokazali
signifikantné niz8§i hladinu exprese u TEL/AML1 pozitivnich vs TEL/AML1
negativnich pacientd, je protein, ktery je dilezity pro syntézu glutaminu v bunkach
a glutamin je zase nepostradatelny pro aktivitu AsnS. GDH je enzymem oxidacni

deaminace, pfi které se uvolfuje amoniak a nasledné je vyuzZivan glutamin
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syntetdzou. Predpokladame, Ze pravé nedostate¢na funkce GDH (zplUsobena
nizkou expresi) vede v konetném disledku k nedostate¢né tvorbé glutaminu
vbunce a tento nedostatek zvySuje expresi AsnS. Moznost buné&cného
metabolismu reagovat na omezeni zevniho pfisunu asparaginu a glutaminu po
podani L-Asp je tak oslabena. Tyto vysledky odhalily efekt regulagnich
mechanizml bunééného metabolismu asparaginu a glutaminu v leukemickych
bunkach. Potvrdili jsme také experimentalné empirickou zkuSenost, ktera vedla
k opakovanému podavani L-Asp v |é¢ebnych protokolech détskych ALL.

Zavery a diskuse Il

Pfitomnost flizniho genu TEL/AML1 u pacientl s ALL ma zfejmy vliv na
klinické projevy onemocnéni, pokud se tyka odpovédi na lécbu a kratkodobou
prognézu. Z toho predpokladame, Ze tento chimericky gen bude sehravat
v leukemogenezi pozitivnich lymfoidnich bunék dulezZitou Glohu. Z nékterych studii
vyplyva jeho role jako dominantné& negativniho faktoru. Také se predpoklada, ze
v lymfoidnich burikach zplsobuje patologicky diferenciani blok, jehoz nasledkem
buiiky nedozravaji a jsou schopné neregulované proliferace. Jako
nejpravdépodobnéj$i mechanizmus funkce TEL/AML1 se jevi vazba s komplexem,
ktery obsahuje HDAC a zplsobuje tak zménu chromatinového vzorce
v promotorové oblasti genl s AML1-vazebnym mistem. Kultivovali jsme
leukemicke buriky s HDACi (VPA, TSA), které jsou schopné blokovat
enzymatickou aktivitu HDAC. V prvni c¢asti jsme potvrdili ¢asteCny posun
v diferenciaci TEL/AML1 pozitivnich leukemickych bunék v porovnani
s leukemickymi burikami s odliSnym mechanizmem leukemogeneze (BCR/ABL,
TEL/PDGFBR). Analyzou bunééného cyklu jsme ukazali méné toxicky a vice
specificky efekt VPA oproti TSA u TEL/AML1 pozitivnich buné&k. Pomoci
luciferazove eseje jsme funkéné prokazali requlaci genu pro granzym B proteinem
TEL/AMLA. Tento represni U€inek jsme odstranili vyuzitim HDACi a nasledné jsme
tento pfistup vyuzZili pro identifikaci dalSich cilovych genl proteinu (TEL/)AML1.
Komplexni analyzou dat expresniho profilovani pacienti s ALL a ovlivnénych
(VPA nebo TSA) vs neovlivnénych bunék REH jsme vybrali 24 geny, které jsou u
bunék TEL/AML1 pozitivniho fenotypu ,downregulované” a po podani VPA

47



dochazi ke zvyseni jejich expresni hladiny. U ¢tyf vybranych genill z této analyzy
jsme porovnali data z expresniho profilovani s kvantifikaci exprese pomoci gRT-
PCR. Tyto vysledky potvrdily spravnost nasi in silico analyzy. Vybrané geny jsou
dilezitou soucasti kaskad zodpovédnych za bunécénou proliferaci a prachod
bunécnym cyklem a proto pfedpokladame také jejich tlohu v leukemogenezi.

HDAC jsou v soucasnosti jednim ze slibnych cili ve vyvoji cilenych 1é€iv
pro nadorovou terapii a HDACi prvni generace jiz jsou v /Il fazi klinického
testovani(157). Predpokiadame, ze HDACi by mohly byt potencialné pouzity
u molekularnich relapst nebo u TEL/AML1 pozitivnich pacientl s minimalni
rezidualni nemoci v pozdni fazi terapie. Davky VPA testované v nasi studii
odpovidaji sérovym koncentracim u pacientl |é€enych pro epilepsii. UZivani
tohoto leku v humanni mediciné preduréuje VPA pro testovani u TEL/AML1
pozitivnich pacientl s vysokym rizikem.
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L-Asparaginase is a standard component in chemotherapy of
childhood acute lymphoblastic leukaemia (ALL). Leukaemic
cells carrying TEL/AML1 fusion gene are more sensitive to
treatment with L-asparaginase compared to other subtypes of
ALL. We demonstrate in vitro the prolonged growth suppres-
sion of TELJAML1[ +] cells compared to TEL/JAML1[-] leukae-
mic cells after L-asparaginase treatment simulating treatment
protocol. Cell cycle analysis revealed TEL/AML1[+] cells to
accumulate in G1/G0 phase (81-98%) compared to TEL/
AML1[-] cells (47-60%). Quantitative analysis of asparagine
synthetase (AsnS) expression showed the ability of TEL/
AML1[ +] cells to increase AsnS mRNA levels after L-aspar-
aginase treatment to the same extent as TEL/AML1[-] leukae-
mic and nonleukaemic lymphoid celis. We hypothesise that
TEL/AML1[ +] cells are unable to progress inlo the S phase of
cell cycle under nutrition stress caused by L-asparaginase,
despite the ability of AsnS upregulation. Significantly higher
expression of AsnS was found in untreated leukaemic cells
from children with TELJAML1[+] ALL (n=20) in comparison
with the group of age-matched children with ALL bearing no
known fusion gene (n=25; P=0.0043). Interestingly, none of
the TELJAML1[+] patients with high AsnS level relapsed,
whereas 10/15 patients with AsnS below median relapsed
(P=0.00028). Therefore, high AsnS levels in TELWAMLI[+]
patients correlate with better prognosis, possibly reflecting the
stretched metabolic demand of the lymphoblast.

Leukemia (2004) 18, 434-441. doi:10.1038/sj.leu.2403259
Published online 15 January 2004

Keywords: asparaginase; asparagine synthetase; cell cycle;
leukaemia; TEL/AML1

Introduction

In 1967, Oettgen et al' have shown a potent effect of
L-asparaginase against leukaemia and lymphoma in man. At
present, L-asparaginase is a standard component in the therapy
of childhood acute lymphoblastic leukaemia (ALL). When used
alone, it causes complete remission in 40-60% of paediatric
ALL cases.”™ Besides the well-recognised effect of L-asparagi-
nase in paediatric ALL, some authors now propose a benefit of
L-asparaginase treatment also for patients with acute myeloid
leukaemia (AML), particularly for the most sensitive AML type
FAB M5.>~7

The presumptive effect of L-asparaginase is based on
decreased activity of asparagine synthetase (AsnS) in leukaemic
cells.® AsnS was described to be one of the genes related to
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entering S phase of the cell cycle.® Temperature-sensitive AsnS
mutants were shown to be blocked in G, phase and to
accumulate AsnS mRNA when incubated at nonpermissive
temperature. This block could be bypassed by adding aspar-
agine, the end product of AsnS-mediated enzymatic reaction.'®
Addition of asparagine led to a dramatic decrease in AsnS
mRNA levels and reverted accumulation in G; phase, thus
indicating the end-product regulation of AsnS expression.'® Two
different regulatory pathways converge in this regulation:
unfolded protein response and endoplasmatic reticulum stress
response.’''* The expression of AsnS gene can be induced in
response to both carbohydrate fimitation and deprivation of
various amino acids.'"'® In vitro experiments documented
increased AsnS expression in treatment-resistant leukaemic
cells."”> Concerted increase in AsnS mRNA, protein and
enzymatic activity after amino-acid deprivation suggests tran-
scriptional control of the AsnS."?

Several studies of sensitivity to L-asparaginase carried on
patients’ leukaemic cells published so far were based on the
enzyme activity or the survival of the leukaemic cells during
in vitro drug-resistance tests. The work carried by Ramakers-van
Woerden et al identifies TEL/AML[+] ALL (besides a
more heterogeneous group of hyperdiploid patients) to be
a genotypically defined subgroup with a higher sensitivity
to L-asparaginase.' S TEL/AML1 fusion  results  from
(12;21)(p13;g22) that brings together the N repression domain
of translocation-ets-leukaemia (TEL) transcription repressor and
the N-terminus of acute-myeloid-leukaemia-1 (AML1) transcrip-
tion factor.'”'® The fusion of the TEL repression domain to
AMLT converts AMLT to an unregulated transcriptional repres-
sor forming a more stable complex with mSin3 corepressor.'?
Other co-repressors, N-Cor and SMRT, bind to the TEL/AML1
fusion protein together with histone deacetylase 3.'”*° The TEL/
AML1 fusion is the most common genetic abnormality found in
paediatric ALL, present in up to 25% cases.?' It is considered to
be associated with a good prognosis, particularly in the
protocols with intensive L-asparaginase treatment.**** Despite
the excellent short-time event-free survival reported in this
group of patients, relapses can occur.”> We and others recently
described higher levels of AsnS mRNA in TEL/AMLT[ + ] patients
compared to the TELAML1{~] group (Krejci O et al, The
Hematology journal 2001, 1(1), 696 abstract).’*

We have studied cell proliferation and cell cycle of TEW
AML1[+] and TEL/AML1[—] cells under in vitro simulated
therapeutic conditions. In contrast to the current hypothesis, our
data indicate that leukaemic cells are able to upregulate Asn$S
gene expression under nutrient stress caused by L-asparaginase.
Surprisingly, TEAMLT[+] but not TE/AML1[-] cells do not
proceed into the S phase of the cell cycle when treated with
L-asparaginase. Quantitative analysis of AsnS mRNA levels in
diagnostic samples not only distinguishes between TEL/
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l[+] and TEL/AMLT[—] leukaemias, but also identifies a
0of TEVAML1[ 4] patients with high risk of relapse. This
L is the first to present a detailed study of AsnS gene
ssion dynamics and kinetics under the treatment with
urginase with respect to TEL/AML1-positivity.

l

ierials and methods
|

s {s

il of 20 TEAMLT[ +1 patients aged 2-6 years, together
" ihe age-matched group consisting of 23 B-cell precursor
*jtients without any of TEL/AMLT, BCR/ABL or MLL/AF4
ngenes, were chosen for the analysis solely on the basis
I presentation bone marrow (BM) sample availability.
inlyses regarding the risk of relapse, additional 10
L11+1 and 17 B-cell precursor TEL/AML1[-] patients
“ubsequent relapse were appended. A total of 26 paediatric
W natients were also analysed.

Janosis as well as French—-American—British (FAB) classi-
o0 was made according to standard criteria. All samples
thtained with the informed consent of the children’s
W or guardians. Immunophenotype and DNA ploidy was
e ined using a FACS-Calibur flow cytometer, as described
e?® The presence of TEL/AML1, BCR/ABL and MLL/
fLmon genes was detected by two-round nested PCR, as
“ibed previously.”®7 The ALL patients were treated
“iing to ALL BFM 90/95 protocols, the AML patients were
Wi according to AML BFM 93/98 protocols in one of the
Wi Paediatric Haematology Working Group (CPH) centres.
sinples were transported to our institution and processed
“110h after aspiration. The peripheral blood (P8, n=30) of
Uy volunteers as well as nonleukaemic BM (n=2) samples
Wiested as controls.

| lines

WIEUAMLT [ +1 cells, B cell precursor leukaemia cell line
Aanslocation (12;21)) was kindly provided by R. Pieters
sty Hospital Rotterdam). Nalm-6 (TEL/AML1[—] cells -
Jusor leukaemia cell line without any identified translo-
“iland NC-NC (normal lymphoblastoid cells immortalised
“Wkin-Barr virus) were purchased from the DSMZ - German
#lion of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig,
uy. Cells were cultured in Roswell Park Memorial
& (RPMI) 1640 medium with 2 mm L-glutamine, 10% of
il serum (FCS) and 10 ml/l antibiotic solution (100 U/m
ilin, 100 ug/ml streptomycin). All suspension cultures
‘maintained at 37°C in 5% CO,. Cells were collected by
sation for T0min at 240 g and resuspended at a density
“cells/ml in fresh medium 24 h before all experiments.
Wiying dynamics and AsnS gene expression, cells were
ul with L-asparaginase (Kidrolase, Rhone-Poulenc, Bel-
“ cells with trypane blue for the detection of the cell
Ay, analysed the cell cycle by flow cytometry and froze the
wlets for RNA extraction. All experimental samples were
Witiplicates.

" solation

S0l sach cell line were collected in tubes, flasks were
« by phosphate-buffered saline (PBS; pH=7.4) and
Wiized at 240 g/10 min.

| ince) at concentrations 0.4 or 4U/ml. Every 24h we

L-asparaginase blocks the cell cycle of TEL/AMLI + cells
0 Krejci et af

Bone marrow or peripheral blood mononuclear cells were
separated by Ficoll-Paque (density 1.077g/mL, Pharmacia,
Uppsala, Sweden) density centrifugation and stored at —80°C
prior to the RNA extraction.

Extraction of RNA and cDNA conversion

Total RNA was extracted from a standardised amount of
mononuclear cells isolated from patients or cell line using a
modified method described by Chomczynski and Sacchi.?® The
total extraction volume of RNA was adjusted to the number of
processed cells and converted into cDNA using MoMLV
Reverse Transcriptase (Gibco BRL, Carlsbad, TX, USA) accord-
ing to manufacturers instructions.

RQ-RT-PCR

Real-time polymerase chain reaction (RQ-PCR) was performed
in the LightCycler™ rapid thermal cycler system (Roche
Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany), according to the
manufacturer’s  instructions. Oligonucleotide hybridisation
probes were used in the system for quantification of f2micro-
globulin (#2m) that served as a house-keeping gene, as
described previously.?® The AsnS transcript was detected by
the set of primers from exon 4 overlapping intron to exon 5
with the SYBRGreen DNA-binding dye. The primer sequences
(5'-3") were as follows: forward primer AAAGTGGAGCCTTTT-
CTTCCTG, reverse primer AGCCAATCCTTCTGTCTGTCATC.
PCR amplification was carried out in 1 x reaction buffer
(28 mmol/l Tris-HCI (pH 8.4), 50 mmol/l KCl, 2.0 mmol MgCl,)
containing 200 umol/l of each dNTP, 0.5 umol/I of each primer,
BSA 5 ug/reaction and 1 U of Platinum® Taq DNA Polymerase
(Gibco BRL-Life Technologies Inc., Gaithersburg, USA) and
5 x 107 diluted SYBRGreen dye (FMC BioProducts, Rockland,
MA, USA) in a final reaction volume of 20 ul. For each PCR
reaction, Tul of cDNA template was used. The cycling
conditions were as follows: initial denaturation 94°C, 10 min,
45 cycles of denaturation 95°C 55, annealing 68°C 30s and
elongation 72°C 155. A melting curve analysis was performed
after each run to find any possible nonspecific amplification or
primer—dimers. The melting curve analysis was performed from
64°C.

Amplification and calibration curves were generated by
affiliated software LightCycler 3 Data Analysis Software version
3.5.28 (Idaho Technology Inc., Salt Lake City, UT, USA). The
calibration curve to assess the level of AsnS and f2m expression
was achieved by dilution of REH cell line cDNA into buffered
water for the experiments with cell lines. The calibration curve
used for the analysis of patients’ samples was prepared by a
standard dilution of peripheral mononuclear cell (PBMC) cDNA
obtained from healthy volunteer donors into buffered water.

For the in vitro experiments, the same aliquot of cDNA was
used to prepare the dilution series in all tests. All samples were
run in duplicates; the mean value was used. The normalised
AsnS expression (AsnSy) was determined as a ratio between
AsnS and f2m expression levels, assessed by RQ-RT-PCR. In
order to achieve highly precise values of AsnS expression, very
strict criteria were applied to the samples analysed in this study.
The difference of G (threshold cycle) between duplicates was
<0.5 in all instances. In order to rule out the possible
differences of PCR efficacy at various cDNA concentrations,
the concentration of the samples was adapted so that all samples
measured were within 1-20% of the calibration curve. All
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samples were run in duplicates, a mean value was used for
calculation of AsnSy,.

Flow-cytometry analysis

CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, CA, USA) was used for analysis of
nuclear DNA from cell suspension according to the manufac-
turer’s instructions. Briefly, propidium iodide bound to DNA is
visualised as an orange-color fluorescence area. The distribution
of cell-cycle phases is analysed with CELLQuest (Becton
Dickinson) and ModFit (Verity House, Topsham, ME, USA)
software applications,*®

Statistical analysis

Mann-Whitney unpaired nonparametric test was used for the
analysis of the AsnSy level in the patients’ and control samples.
The overall distribution of AsnSy levels was tested using the
Kruskal-Wallis method. MANOVA test was used for the
multivariate analysis of patients’ characteristics. Survival analy-
sis was performed using Kaplan-Meier test.

Results

Growth suppression of TEIL/AML1[+ ] cells after BFM
protocol-like L-asparaginase administration

We have simulated the therapeutic protocol ALL BFM 95 on
REH (TEL/AML1{ +1) leukaemic cell line and on Nalm-6 (TEU
AMLIT[~]) leukaemic cell line. L-asparaginase is administered
every third day on BFM protocol. We have grown cells in RPMI
1640 medium with L-asparaginase at concentrations 0.4 and
4U/ml, chosen according to the serum concentration measured
in pharmacokinetics studies.*® During the first part of the
experiment (lasting 9 days), cells at the concentration of
0.3 x 10°/ml were cultured in medium supplemented with
L-asparaginase. Control samples were cultured without drug
for 9 days of experiments. In parallel, cells were cultured with
single {at Oh) or repeated (at 0, 72, 144 h) administration of
L-asparaginase. After 9 days, 10° cells/ml were transferred into
fresh RPMI1640 medium without L-asparaginase, and cultured
for another 9 days. After 9 days, cells were collected and
reseeded at the concentration 10° cells/ml and cultured for 10
days more. Every 24 h, the viability of the cells was monitored,
and the cell cycle analysis and collection of cells for RNA
isolation was carried out.

The growth of the cells was highly suppressed at the
concentration 0.4 U/ml in single and repeated administration,
respectively, compared with the control group. The effect of
L-asparaginase was enhanced in the group cultured with 4 U/ml
of L-asparaginase (Figure 1a). In the second part of the
experiment, after 9 days of cultivation in a medium without
L-asparaginase, the group pretreated with only a single dose
of 0.4 U/ml L-asparaginase restarted to proliferate. The growth of
cells pretreated with a single dose of 4 U/ml of L-asparaginase
was detectable after a total of 19 days in L-asparaginase-free
medium. In spite of L-asparaginase absence, the group
previously treated with a repeated dose of 4 U/ml maintained
cell growth suppression (Figure 1b). The data are summarised in
Table 1.

10.00 4

1.00 4

Living celis x10° per ml

0.10 1 Treea

0.01 -

51 75 99 123 147 171 195 219
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10.00 4
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0.10 =t

Living celis x108 per mi

0.01
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9 days
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10 days 1

——if—— Control —a— 0.4 U/ml|

---0- - - 0.4 U/ml repsated administration ——a— 4 U/ml

--A- .. 4 U/ml repeatad administration

Figure 1 TEL/AMLT[+]| cell line growth under L-asparaginase
treatment. Proliferation of TEL/AML1[+] cells (REH) under the
L-asparaginase treatment. (a) REH cell line was cultured up to 219
days without t-asparaginase (control group), with single or with triple
administration of 0.4 or 4.0U/ml of L-asparaginase. (b) Cells from
previous experiment were transferred into a fresh medium without
L-asparaginase and cultured for another 9 days. After 9 days, cells were
transferred into a fresh medium and cultured for another 10 days. The
number of living cells ( x 10°) is expressed on the y-axis.

The experimental procedure had to be modified in order to
compare the REH and Nalm-6 cell lines. Nalm-6 cell line has a
shorter doubling time (36 h) and rapid medium consumption not
allowing a long-term culture in unchanged medium. In order to
provide sufficient amount of nutrition, the cells were transferred
into a fresh medium with appropriate concentration of
L-asparaginase, every third day. During this experiment, REH
cell line was kept under the same conditions as Nalm-6 cell line.
Cells were cultured without (control group), with single (at Oh)
and repeated (at 0, 72, 144 h) administration of L-asparaginase
(4 U/ml). After each 24 h, the same parameters were detected, as
described in the previous experiment (Tables 2 and 3, Figure 2).
Cells (10°/ml) were also transferred into RPMI 1640 medium
without L-asparaginase and cultured for 8 days. After 8 days,
cells were collected and reseeded at the concentration 10° cells/
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el TELAMLI[+) cell line growth under L-asparaginase treatment®
swaraginase® (dose U/mi) Cell concentration (cells/ml)

Initial Day 9 Initial® Day 9 Initial® Day 10
3.0x10° 9.3 x 10° 1.0 x 10° 2.2x 10° 1.0 x 10° 49 x10°
3.0x10° 7.1%10° 1.0 % 10° 3.3x10° 1.0 x 10° 3.0x 10°
3.0x10° 4.3%x10° 1.0% 10° 1.2 x 10° 1.0x 10° 2.1 % 10°
3.0x 10° 1.7 x 10° 1.0 % 10° 0.8 x 10° 1.0 x 10° 7.6 x10°
3.0x10° 1.1 % 10° 1.0 x 10° 1.1 x10° 1.0 x 10° 1.6 x 10°

dove table presents the concentrations of TEL/AML1[+] (REH) cells during BFM protocal-like L-asparaginase administration. L-asparaginase
‘“ministrated at 0.4 and 4 U/ml concentration as a single or repeated dose. The control group of cells was cultivated without L-asparaginase.
iy and final concentrations of cells/ml are presented for each group.
wer of doses and concentration of L-asparaginase (U/ml).
“passage in RPMI 1640 medium without L-asparaginase.
nd passage in RPMI 1640 medium without L-asparaginase.
TEUAMLT{+] and TEL/AMLT (-] cell line growth under L-asparaginase treatment®
wraginase” (dose U/m) Cell concentration (cells/mi)
Initial Day 9
0.0
1x4.0 3.0x10° 6.0 x 10°
3x4.0 3.0x10° 1.5 % 10
0.0 30x10° 0.8 x 10
1x4.0 3.0x10° 1.7 x 107
3x4.0 30x10° 2.1 %10°
30x10° 2.4x10°
Jave table presents the concentrations of TEL/AML1[+] (REH) and TEL/AML1{-] (Nalm-6) cells during BFM protocol-like-L-asparaginase
“iiration. L-asparaginase was administered at 4 U/mi concentration as a single or repeated dose. Control groups of cells were cultivated
J -asparaginase. The starting and final concentrations of cells/ml are presented for each group.
& of doses and concentration of L-asparaginase (U/m),
Selected clinical and laboratory characteristics of TEL/AMLT (+] patients®
No relapse Subsequent relapse Significance
(n=20) h=10)
53.5 (29-73) 49 (23-162) NS
8.5 (2.7-149) 13 (4.2-121) NS
13/7 6/4 NS
0.823 (0.261-1.418) 0.261 (0.089—-0.538) P =0.0002
il analysis was performed using MANOVA test, degree of freedom = 1. All the data refer to initial diagnosis parameters.
Itured for 11 more days. The inhibition of cell growth Figure 3. Most of the REH cells were found to be in the G1/
ior in the REH culture. We have observed no effect of GO phase: 81-98% with a single dose, 91-98% with a repeated
“ L-asparaginase administration on the prolongation of ~ dose. The growth of Nalm-6 cells was unaffected by
L inhibition of Nalm-6 after its transfer into a medium L-asparaginase throughout the experiment. In average, only
{Lasparaginase (data not shown). 51-60% with a single dose and 47-57% with a repeated dose of
Nalm-6 cells were in G1/GO phase.
ycle analysis
AsnS dynamics in cells treated with L-asparaginase
taurse of the experiment simulating the BFM therapeutic
ol we analysed the cell cycle of leukaemic cells treated To determine the influence of L-asparaginase on the AsnS gene
sparaginase. We have found a significant difference expression, REH cell line, Nalm-6 cell line and nonleukaemic
1 REH and Nalm-6 cell line. Flow cytometry analysis B-lymphoid cells (NC-NC cell line) were cultured in the
e REH cells being accumulated in the G1/GO phase. absence (control group) or presence of L-asparaginase. The
tentage of the cells in S and G2/M phases after single or  following experiment was designed to provide a detailed insight
d administration  of L-asparaginase is presented in into the dynamics of AsnS gene expression in the short period
Leukemia
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Figure 2 TEUAMLI [+ and TELW/AMLT (-] cell line growth under
L-asparaginase treatment. Proliferation of TEL/AMLT[+]} (REH) and
TEUAMLT(—] (Nalm-6) under the L-asparaginase treatment. Nalm-6
and REH ccll lines were cultured up to 216 days without
L-asparaginase (control group), with single or with triple administration
of 4.0 U/ml of L-asparaginase. The medium was changed every third
day (ie, after 72 and 144 h) in order to meet the nutrition demands of
Nalm-6 cell line. The number of living cells (x 10°) is expressed on
the y-axis.

after L-asparaginase administration. After 24h incubation in
fresh medium, 4 U/ml L-asparaginase was added. This concen-
tration was shown to completely hydrolyse the amount of
asparagine present in the medium (our unpublished results and
Hutson et al).'? The cell samples were isolated at time points 3,
6,9 and 12 h after L-asparaginase administration. The basal level
of AsnSy and induced level of AsnSy was determined by RQ-RT-
PCR. The level of basal transcription in untreated (control) group
of REH and NC-NC cells was 3.9 and 3.8 times lower than that
of the Nalm-6 cells. The AsnSy, in the control groups remained
stable over the period of 12 h in all three groups. The absolute
level of induced AsnSyn depended on the initial level. The
relative rate of induction calculated as a ratio between induced
(treated group) and basal (control group) AsnSy at each time
point is nearly the same for the leukaemic and normal cells
(Figure 4a, b).

RNA stability assay

The possible time-dependent degradation or upregulation of
AsnS and f2m transcripts in BM or PB samples was evaluated.
The TEL/AML1{+] BM diagnostic sample was divided into
seven aliquots. One aliquot was processed within 3 b from the
aspiration and the others were left at room temperature and
processed at 6, 24, 30, 48, 54 and 78h after the sample was
taken. This experiment was performed twice. The sample of PB
from healthy volunteers was divided into six samples. One
aliquot was processed within 3 h from the aspiration and the
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Figure 3 Cell cycle analysis of TEUAMLT[+] and TEL/AMLT([—]
cell line under L-asparaginase treatment. Analysis of cell cycle. Cells
were cultured up to 8 days without L-asparaginase (control group),
with single or triple administration of 4 U/ml of L-asparaginase. Flow-
cytometric analysis of cells stained with propidium iodide was
performed every day. The percentage of cells in S+ G2/M in (a) TEL
AMLT[+] (REH) and (b) TEL/AMLT[-] (Nalm-6) cell culture was
measured every 24 h.
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Figure 4 Expression of AsnS in TELUAMLT([+] and TEVAMLT[—|
cell line under L-asparaginase treatment. Expression of AsnS in TEL/
AMLT[+} (REH), TEL/AML1[-] (Nalm-6) cell lines and EBV-trans-
formed lymphoblastoid cell line (NC-NC). The level of AsnSy
represents the ratio of AsnS expression to the f2m control gene. (a)
AsnSy level in untreated cells. (b) Relative AsnSy level in cells
incubated 3, 6, 9 and 12 h with 4 U/ml of L-asparaginase.
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swere left at room temperature and processed at 6, 12, 24,
id 48 h after the sample was taken. This experiment was
med eight times. RNA stability assay showed no increase
WinSy over 36h in both TEL/AML1[-] and [4] samples.
tlore, we ruled out significant artificial changes of AsnSy in
iles before processing.

ints with TEVAMLT[+] ALL

Jave compared AsnS expression in the BM samples taken at
snfation in paediatric patients with acute leukaemia. Our
W consisted of patients with TEL/AMLT[ +] ALL aged 2-6
2in=20), and B-cell precursor ALL patients without TEL/
1|, BCR/ABL or MLL/AF4 fusion genes diagnosed at the age
16 years (n=23). The TEL/AMLI[+] patients showed
diantly higher AsnSy (median =0.823) compared to TEL/
I=] patients (median =0.416; P=0.008). Both of these
gishowed significantly higher AsnSy compared to the PB of
Wy individuals (median=0.087; P<0.0001) (Figure 5a).
verall distribution of AsnSy was nonrandom (P<0.0001).
150 analysed AsnS expression in unsorted and CD34%
ded normal BM samples (n=2). The AsnS expression of
amples, full bone marrow (AsnSy = 0.272) and separated
i+ cells (AsnSy,=0.164), were lower than the median
5 of leukaemic samples. We have also analysed TEL/
Il-] patients with respect to ploidy. No significant
uice in AsnS expression in the group of hyperdiploid
vas observed compared to the group of nonhyperdi-

‘expression in AML subtypes

Woanalysed AsnS expression in blasts of patients with AML
iland M2 (n= 10), patients with AML FAB M4 (n=9) and
lswith AML FAB M5 (n=7). The AML subgroup FAB M5,
110 have highest sensitivity to L-asparaginase among AML,
ol significantly lower AsnSy in diagnostic samples
a=0.215) compared to the group of AML FAB M1/M2
0=0.503; P=0.04). All tested AML subtypes, AML FAB
%, M4 and M5 showed higher AsnSy, compared to the PB
alhy individuals (P<0.001, P=0.002 and 0.006)

expression of TEL/AMLT[+ ] ALL patients with
quent relapse

UAMLT[+] patients with subsequent relapse (n=10)
wer AsnSy in the BM sample at initial diagnosis
1=0.261) compared to TEL/AMLI[+] patients who
in first complete remission (CR1) (n=20; med-
13; P=0.002) (Figure 5b). The median time to relapse
‘tlapse group’ was 33.5 (12-57) months; the median
W of the group in CR1 was 62 (35-75) months.
¥, the event-free survival in the TEWVAML1[+] group
Wificantly better for patients with AsnSy above the
1P=0.00028) (Figure 6).

dd not observe a similar difference in the group of
wecursor ALL without TEL/AML1 fusion gene. The group
2 (n=17) showed similar AsnSy in diagnostic
edian = 0.552) compared to patients with no relapse
dian=0.416). The median time to relapse in the
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Figure 5 Expression of AsnS in clinical samples. AsnS expression
in the clinical samples taken at the time of diagnosis and of healthy
controls. The level of AsnSy represents a ratio of AsnS expression to
B2m control gene. Boxes represent values between the 25th and 75th
percentiles with the median marked, whiskers represent 10th and 90th
percentiles, and the outlying values are represented by dots. (a) Box
plot graph demonstrates AsnSy in the TEUAMLT[+], TEVAMLT[-]
ALL, FAB subtypes of AML and healthy controls. The overall
distribution is nonrandom (Kruskal-Wallis; P<0.0001). (b} Box plot
graph of AsnSy in the TEUAMLI[+] patients with and without
subsequent relapse, the difference is significant (Mann-Whitney;
P=0.002).

‘relapse group’ was 32 (7-53) months; the median follow-up in
the group with no relapse was 52 (32-73) months. No difference
in the event-free survival was found within the TEWUAMLT[-]
group.

Both presentation and relapse samples were available and
analysed in 23 patients. No significant difference in AsnS
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Fipure 6 Event-free survival of TEUAMLT[+] patients with high

and low expression of AsnS at presentation. TEWAMLT[+] patients
with (n=10) and without (n=20) subsequent relapse of the disease
were pooled. The median value of AsnS expression (0.6) was used as a
cutoff for the separation into groups with ‘high’ (n=15) and ‘low’
(n=15) AsnS expression, respectively. Crosses represent patients still
at risk of relapse.

expression and no trend were observed (median AsnSy =0.456;
median AsnSy, =0.427, respectively, data not shown).

Discussion

It is assumed that the sensitivity of the cells to the treatment with
L-asparaginase is a result of multiple mechanisms including
AsnS expression and enzymatic activity,'*'® amino-acid trans-
port’' and a demand for asparagine in cells. We focused on the
relationship between the sensitivity to L-asparaginase and the
expression of its antagonist — AsnS.

We have used TE/AML1[ + ] (REH) and TEL/AML1[~] (Nalm-
6) cell lines for in -vitro model. Cytotoxicity assay showed a
higher sensitivity of REH to L-asparaginase compared to Nalm-6
(data not presented). This is in confluence with the data
published on patient samples.'® The basal AsnS levels of REH
and Nalm-6 cell lines are in the range observed in patient
samples. The basal level of AsnS expression in Nalm-6 is higher
compared to the REH cell line, which is opposite to the general
trend observed in patients. Nevertheless, due to the large
overlap of TEUAML1[+] and TEL/AML1[~] patients, each of
the celt lines may perfectly represent a particular patient. Still,
cell line models were used solely for the expression induction
experiments and no conclusions should be made on the basis of
their initial AsnS expression levels. We disproved the first
hypothesis tested that the ability to induce AsnS expression
under the treatment with L-asparaginase would discriminate
between L-asparaginase-sensitive, hypersensitive and insensitive
cells. Rather surprisingly, the rate of AsnS expression induction
after L-asparaginase administration was similar in TEVAMLT[ +]
and TEL/AML1[~] leukaemic cell lines. Moreover, the rate of
AsnS expression induction of both leukaemic cell lines did not
differ from the nonleukaemic lymphoblastoid cell line. These
results indicated that a distinct sensitivity to L-asparaginase is an
apparently more complex mechanism than simply insufficient
induction of AsnS expression. However, a significant difference
was seen when AsnS expression was studied in the healthy
controls and ALL patients. The AsnSy was elevated in the
presentation samples of patients with B-cell precursor ALL

compared to the healthy controls. We found significantly higher
AsnSy, level in the presentation samples of TEL/AMLT[+] ALL
patients compared to TEL/AML1[—] patients. This observation is
in a perfect confluence with the data presented by Stams et al,**
although it contradicts what always has been thought, namely
that a high level of AsnS expression is related to L-asparaginase
resistance and not sensitivity. Conversely, both studies indicate
an existing relationship between sensitivity to L-asparaginase
and Asn$ expression in untreated cells.

In 1992, Colleta et al’ described AsnS to be a cell cycle ‘early-
delayed response gene’. Temperature-sensitive AsnS mutants,
when exposed to nonpermissive temperature, could not proceed
through the cell cycle, and compensationally increased AsnS
transcription.’® We propose that a similar compensatory
mechanism of cells unable to progress through the G,
checkpoint can cause elevated AsnSy in samples of TEU
AML1[+] ALL patients. This is indeed supported by the
S-phase arrest which we observed in TEWUAML1[+], but not
the TEL/AML1[-] leukaemic cell line when incubated with
L-asparaginase. It is known that enzymatic activity of
L-asparaginase causes not only asparagine, but also glutamine
depletion in media.** Glutamine concentration was also shown
to be crucial for progression into the S phase of the cell cycle in
various cells including lymphocytes.>*=*

These findings together with our results led us to the
hypothesis that TEL/AMLT[ + ] cells are unable to progress into
the S phase of cell cycle under nutrition stress caused by
L-asparaginase. In contrast, TEL/AML1[—] cells are able to
proceed through cell cycle under L-asparaginase treatment. This
fact is then demonstrated with a different sensitivity to
L-asparaginase between these two groups.

The TEL/AML1([+] group of ALL is generally considered to
have an excellent prognosis, although relapses can occur.”'”#
We compared AsnSy in the presentation samples of the TEL/
AMLT patients with subsequent relapse, and those who
sustained complete remission. Both groups had a comparable
length of follow-up. The TEL/AMLI[+] ALL group with
subsequent relapse displayed significantly lower levels of
AsnSy, similar to the TEL/AMLT[—] group. This may reflect a
lower sensitivity of leukaemic cells of these patients to
L-asparaginase treatment. This effect was also demonstrated in
the event-free survival analysis of TEUAML1{+] group.

[t has been proposed earlier®? that the better outcome of TEL/
AMLT(+] children on DFCI protocols23 might be due to a
higher L-asparaginase dose. Better sensitivity to L-asparaginase is
believed to be the only treatment-related factor that would
distinguish between TEL/AMLT{ +1 and (-] patients. Therefore,
quantitative determination of AsnS levels in diagnostic samples
might provide a potentially powerful tool for the identification of
TEL/AML1[ +] patients at risk of relapse.
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Sdhrn

L-Asparaginiza je cytostatikum beZne pouZivané pri liecbe detskej akiitnej lymfoblastickej leukémie. U pacientov
s fiznym génom TEL/AMLI1 bola zistend zvySena citlivost na toto terapeutikum. Tato geneticky definovana skupi-
na sa vyznacuje dobrou odpovedou na lie¢bu, relaps viak stile zostiva problémom pre asi 17 % deti. L-
-Asparaginiza depletuje asparagin a glutamin z extraceluldrneho prostredia. U leukemickych buniek bola popisa-
nd znizend aktivita enzymu asparagin syntetizy, ktora tieto aminokyseliny syntetizuje. Predchadzajice prace vSak
paradoxne ukazali zvySeni expresiu asparagin syntetizy u TEL/AMLI[+] pacientov. Autori teda hibSie analyzovali
biochemickii cestu, ktord ovplyviiuje syntézu asparaginu a glutaminu v malignych lymfoidnych bunkach. Analyza
dat expresného profilovania pacientov s akiitnou lymfoblastickou leukémiou poukazala na signifikantne nizSiu hla-
dinu génu pre glutamét dehydrogenizu u TEL/AML[+] leukémii v porovnani s TEL/AMLI1([-]. Tento jav bol potvr-
deny aj pomocou kvantitativnej RT-PCR. Autori predpokladaji, Ze prive nedostato¢na funkcia glutamit dehydro-
gendzy vedie v koneénom dosledku k nedostatoénej tvorbe glutaminu v bunke a tento nedostatok zvySuje expresiu
asparagin syntetazy. MoZnost bunkového metabolizmu reagovat na obmedzenie vonkajSieho prisunu asparaginu
a glutaminu po podani L-Asparaginazy je tak oslabena. Uplné objasnenie procesov, ktoré sii zodpovedné za zvySe-
ni senzifivitu k L-Asparagindze, by mohlo ovplyvnit doterajie terapentické postupy.

Klitova slova: L-Asparagindza, TEL/AMLI, leukémie, asparagin syntetaza, glutamat dehydrogeniza

Summary

Starkovd J., Krej¢i O., Otova B., Krejéikova K., Hruidk O., Stary J., Trka J.: TEL/AMLI1 incre-
ases sensitivity of leukemia cells to L-Asparginase by induction of metabolic stress

L-Asparaginase is a drug commonly used in the therapy of childhood lymphoblastic leukaemias. A higher sensiti-
vity to L-Asparaginase has been detected in patients with TEL/AMLI fusion gene. This genotypically-defined group
is distinguished by a good response to the therapy, yet relapses still occur in 17% of children. L-asparaginase deple-
tes asparagines and glutamine from extracellular enviroment. The activity of asparagine synthetase that synthesizes
these amino acids is reduced in leukaemic cells. This paper, as well as some previous studies, paradoxically proves
increased expression of asparagine synthetase in TEL/AMLI1[+] patients. The authors have carried out a deep ana-
lysis of the biochemical cascade that affects the synthesis of asparagine and glutamine in malignant lymphoid cells.
The analysis of expression profiling data from patients with acute lymphoblastic leukaemias have showed signifi-
cantly decreased gene expression of glutamate dehydrogenase in TEL/AMLI1[+] patients, as compared with
TEL/AMLI1|-] patients. This phenomenon has also been confirmed by quantitative real-time PCR. The authors assu-
me that an insufficient function of glutamate dehydrogenase leads to an insufficient synthesis of glutamine in the cell,
leading to an increased expression of asparagine synthetase gene. The cellular metabolism’s ability to react to the
limited asparagine and glutamine intake from extracellular enviroment following the administration of L-
Asparaginase is thus weakened. An explanation of the higher sensitivity to L-Asparaginase of the specific subgroup
of patients could affect existing therapeutical procedures.

Key words: L-Asparaginase, TEL/AMLI, leukemia, asparagine synthetase, glutamate dehydrogenase

Trans. Hemat. dnes, 12, 2006, No. 2, p. 70-75.

NaruSuju dolezité regulané procesy ako je proliferdcia,
diferencidcia a apoptéza. NajcastejSou chromozomilnou
aberaciou u detskych ALL je translokécia

Bikémie (ALL), 15-20 % akdtne myeloidné leukémie
AML). Zavedenie molekularnych vySetreni typickych
wietickych abnormalit v leukemickych bunkich prispe-
Uk pochopeniu patogenézy a prognézy ALL u deti (1,
3 Genetické aberdcie (najéastejSie translokécie a inver-
i) tvoria fuzne gény, ktoré koduja kindzy a aberantné
anskripéné fuktory. Tieto genetické zmeny prispievaja
eukemickej transformadcii hematopoetickych kmefio-
buniek alebo ich komitovanych progenitorov.

1(12;21)(p13;q22) (3, 4). Koduje fazny protein pozosta-
vajuci z TEL (tieZ ETV6) génu leZiaceho na chromozo-
me 12pi3 a AMLT1 (tiez RUNXI alebo CBFA2) génu na
chromozome 21q22. TEL gén zastupuje transkripény
faktor z ETS rodiny, produkt tohto génu obsahuje dve
funkéné domény: N-terminalnu PNT (pointed) doménu
a C terminédlnu ETS (erytroblast transformation specific)
doménu (5-7). AMLI] reprezentuje alfa-podjednotku
CBF (Core Binding Factor), proteinovy produkt je tvore-
ny 480 aminokyselinami a vykazuje vysoki homoldgiu
so segmentacnym génom drosofily runt. Obsahuje nieko-
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ko charakteristickych domén, doména Runt je zodpo-
vednd za vdazbu s DNA a protein-proteinovou interakci-
ou, v C-termindlnej oblasti sa nachadza transaktivaéna
doména bohatd na prolin a serin (8, 9). Pacienti nesici
hybridny gén TEL/AMLI tvoria skoro §tvrtinu vietkych
deti s ALL, hlavne predskolského veku, a napriek dobrej
prognéze dochddza aj u nich k relapsom ochorenia (10,
11). Pochopenie mechanizmu ti¢inku cytostatik, ktoré st
pri terapii bezne pouZivané, by mohlo viest k pochopeniu
odliSnej prognézy v ramci tejto genotypovej skupiny
a nasledne k detailnejgej stratifikacii lieCebného protoko-
lu so zohladnenim jednotlivych podskupin TEL/AML1
pozitivnych ALL.

My sme sa zamerali na sledovanie c¢inku L-Asparagi-
nazy (L-Asp; L-asparagine amido-hydrolase), ktora je jed-
nym zo §tandardne pouZzivanych cytostatik pri lie¢be det-
skej ALL. V roku 1967, Oettgen et al. ukazali potencial-
ny G¢inok L-Asp proti leukémiam a lymfémom u Elove-
ka (12). Pri monoterapii dochadza ku kompletnej remisii
u 40-60 % detskych ALL pacientov (13). Okrem zname-
ho déinku u ALL (kde je takmer vyhradne pouZivana),
niektori autori predpokladaja benefit liecby L-Asp aj
u pacientov s AML, konkrétne u podskupiny FAB M5
(14, 15). Praca Ramakers-van Woerden et al. identitiko-
vala TEL/AML[+] ALL ako genotypicky definovani
skupinu s vy$Sou citlivostou na L-Asp (16).

Popisanym mechanizmom G¢inku L-Asp je schopnost
depletovat asparagin a glutamin z prostredia, ktord vedie
k bunkovému effluxu a deplécii tychto aminokyselin
(AMK) z buniek. Tieto AMK boli u lymfoidnych buniek
oznacené za esencidlne, pretoZe pri nadmernej prolifera-
cii glutamin nahradzuje glukozu a stéva sa jedinym zdro-
jom energie (17). U rastlin zase asparagin slazi ako jedi-
ny transportér nitrogénu pri deprivacii karbohydratov
(18). Nedostatok asparaginu a glutaminu blokuje bunky
v prechode bunkovym cyklom. Bunky si zastavené
v GI/GO faze a prechadzaji do apoptozy (19, 20).
Zaroven u nich dochadza k zvy8enej expresii génu pre
asparagin syntetizu (AsnS). Pri §tudiu teplotne zavislych
mutantov BHK (Syrian hamster) bunkovej linie, ktori st
zablokovani v §pecifickej fize bunkového cyklu pri non-
permisivne] teplote, bol objaveny gén tsl 1. Jeho expresia
Je Specifickd pre rastice alebo v raste blokované bunky
a bola u nho objavena homoldgia s Tudskou AsnS (21).
Uloha AsnS je syntetizovat intracelularny asparagin
z aspartitu odStiepenim aminoskupiny z glutaminu. Na
zdklade tychio poznatkov sme predpokladali priamy
vztah AsnS a zvySenej citlivosti TEL/AMLI1[{+] buniek na
L-Asp. Pri kvantifikdicii expresie génu pre AsnS sme
paradoxne dokizali signifikantne vy3§iu hladinu génu pre
AsnS v TEL/AMLI[+] bunkdch pacientov oproti
TEL/AMLI1[-] a zdravym bunkam. Studovali sme bunko-
v prolifericiu a bunkovy cyklus v in vitro podmienkach
simulujicich terapeuticky protokol pre liecbu detskych
lymfoblastickych leukémii BFM (Berlin — Frankfurt —
Miinster) v TEL/AMLI[+] a TEL/AMLI[-] bunkéch.
Napriek tomu, Ze k indukcii expresie AsnS dochidza
u vietkych 3Studovanych leukemickych subtypov,
TEL/AMLI[+] bunky na rozdiel od TEL/AMLI[-] nepre-

chadzaji do S fazy bunkového cyklu v pritomnosti L-Asp
(22). V tejto préaci sme pomocou kvantitativncho merania
expresie génu pre AsnS potvrdili rozdiely medzi genoty-
picky rozdielnymi bunkami. Vietky dosial publikovane
§lddie zamerané na ucinok L-Asp sa zaujimali o depléciu
asparaginu, pri¢om L-Asp kompletne Stiepi aj glutamin.
Meta-analyza verejne pristupnych dét expresného profilo-
vania ziskanych z velkého saboru pacientov s ALL uka-
zuje na signifikantne zniZend hladinu génu pre glutamat
dehydrogeniazu (GDH) u TEL/AML[+]|v porovnani
s TEL/AMLI1{-] leukémiami (23). Tento jav sme potvrdili
pomocou kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie
v realnom ¢ase (QRT-PCR). AsnS je v eukaryotickych bun-
kach glutamin-dependentnd, a kedze GDH nepriamo regu-
luje tvorbu glutaminu, predpokladame, Ze zmena hladiny
expresie génu pre GDH v TEL/AMLI[+] bunkach bude
mat na citlivost buniek na L-Asp vyznamny vplyv (24).

Material a metody

Pacienti

Boli pouzité vyhradne vzorky kostnej drene pacicntov
s ALL. Celkovy poc¢et TEL/AML[+] pacientov bol 22, a to
vo veku 2-6 rokov. V rovnakom vekovom rozmedzi bolo
vybranych dal$ich 20 vzoriek prekurzorovych ALL paci-
entov bez TEL/AMLI1, BCR/ABL a MLL/AF4 faznych
génov.

Diagndza bola prevedend na zdklade $tandartnych kri-
térii. VSetky vzorky boli ziskané na zaklade informované-
ho sithlasu rodi¢ov alebo poruénikov deti. Imunofenotyp
a DNA ploidita bola determinovana pomocou FACS-
Calibur prietokového cytometra, ako uz bolo skor publi-
kované (11). Pritomnost TEL/AMLI, BCR/ABL
a MLL/AF4 faznych génov bola detekovana pomocou
dvojkolovej nested PCR (25, 26). Vsetci pacienti boli lie-
Cent podla ALL BFM 90/95 protokolov v jednom z cen-
tier Pracovnej skupiny pre detskd hematolégiu v CR.
V3etky vzorky boli transportované na nasu kliniku a spra-
cované do 30 hod. od aspiracie.

Bunkové linie

REH (TEL/AML{+] bunky, B-prekurzorova leukemic-
kd bunkova linia s translokdaciou (12;21)) bola ziskana od
R.Pieters (Erasmus Medical Center, Rotterdam), Nalm-6
(TEL/AML[-] bunky, B-prekurzorova leukemicka bun-
kova linia) bola zakipena v DSMZ — German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig,
Nemecko. Bunky boli kultivované v Roswell Park
Memonal Institute (RPMI) 1640 médiu s 2mM L-gluta-
minom, 10% fetalne telacie sérum a 10 ml/l antibioticky
roztok (100U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin).
Vietky kultiry boli inkubované pri 37 °C v 5% CO,.
Bunky boli zbierané pomocou centrifugacie 10 min/240
g aresuspendované v koncentracii 3 x 10% buniek/ml Cer-
stvého média 24 hod. pred vSetkymi experimentami. Pri
sledovani dynamiky a génovej expresie AsnS boli bunky
inkubované s L-Asp (Kidrolase, Rhone-Poulenc Bellon,
Francuzsko) v koncentracii 4 U/ml. KaZzdych 24 h sme
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zamrazovali pelety buniek na RNA extrakciu. V3etky
experimenty boli robené v triplikatoch.

Izoldcia buniek

Mononuklearne bunky kostnej drene alebo periférnej
krvi boli izolované pomocou Ficoll-Pague (hustota 1,077
g/ml, Pharmacia, Uppsala, Svédsko) denzitocentrifuga-
cie a drzané v -80 °C na RNA extrakciu.

Izoldcia RNA a prepis do cDNA

Totdlna RNA bola extrahovand zo $tandartnej kon-
centracie mononukledrov izolovanych z pacientskych
vzoriek alebo bunkovych linii podla modifikovanej
metody Chomezynski a Sacchi (27). Totalna RNA bola
rozpustend v odpovedajiicom objeme podla vychodzi-
eho mnoZstva buniek a konvertovand na cDNA pouZi-
tim MoMLV reverznej transkriptazy (Gibco BRL,
Carlsbad, TX, USA) podla navodu vyrobcu.

gRT-PCR

Kvantitativna real-time polymerazova retazova reakcia
bola prevadzand na pristroji LightCycler™ (Roche
DiagnosticGmbH, Mannheim, Nemecko). Na kvantifika-
ciu P2mikroglobulinového génu (P2m), ktory slazil ako
tzv. house-keeping gén, boli pouZité oligonukleotidové
hybridizaéné sondy, popisané uZ skor (28). AsnS transkript
bol detekovany pomocou systému popisaného v predchad-
zajucej priici (22). Pre detekciu expresie génu pre GDH bol
pouZity SYBRGreen a primery s nasledovnou sekvenciou:
forward primer AAG ATC AAT CCC AAG AAC TAT ACT
GAT, reverse primer GGA AGA CAC CAC GGC CAGT.
PCR amplifikicia prebiehala pri rovnakych podmienkach
ako uZ bolo popisaného v predchddzajicom ¢lanku (22).
Kalibratna krivka k vypoditaniu hladiny AsnS, GDH
a B2m expresie bola pripravena riedenim cDNA bunkovej
linie REH v pufrovanej vode na exprerimenty bunkovych
linii. Kalibraénd krivka na analyzu pacientskych vzoriek
bola pripravend z ¢DNA periférnych mononukledrnych
buniek (PBMC) ziskanych zo zdravych dobrovolnikov
v pufrovanej vode. U in vitro experimentov bola u véetkych
testov pouziti cDNA riedend z rovnakej vzorky. Vietky
vzorky bezali v duplikdtoch; bola pouzita hodnota prieme-
ru. Normalizovana expresia AsnS a GDH (AsnSy a GDHy)
bola vypolitana ako pomer medzi hladinami expresie
AsnS, resp. GDH a $2m ziskané qRT-PCR.

Statistickd analyza ddt expresného profilovania "™

V povodnych ddtach expresného profilova-
nia pacientov s ALL sme selektivne hladali
gény zicastnujiice sa syntézy asparaginu a glu-
taminu (23). Na zdaklade tejto reanalyzy bol
vybrany gén pre GDH. Rozdiel v expresnych o
ditach génu pre GDH detekovany pomocou
troch roznych sad send (31690-at, 31691-g-at,
37341-at) u TEL/AML[+] a TEL/AMLI[-|
pacientov bol vypocitany pomocou Mann-
Whitney neparového neparametrického testu.
Pri analyze vysledkov kvantitativnej detekcie
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expresie normalizovaného génu u sledovanych pacicntov
bol takisto pouZzity Mann-Whitney neparovy neparame-
tricky test.

Vysledky

Zdstava rastu TEL/AMLI[+] buniek po podani L-Asp
podla BFM protokolu

Simulovali sme terapeuticky protokol ALL-BFM 95
na REH (TEL/AMLI[+]) leukemickej linii a Nalm-6
(TEL/AMLI[-]) leukemickej bunkovej linii. L-Asp je
v protokole BFM podéavana kazdy treti defi. Pestovali
sme bunky v RPMI 1640 médiu s L-Asp v koncentracii
4 U/ml, vybranej podla sérovej koncentracie meranej vo
farmakokinetickej $tadii (29). Experimentéaine procediry
museli byt modifikované, aby bolo mozné porovnat
bunky REH a Nalm-6 medzi sebou. Nalm-6 bunky maju
krat§i Cas delenia (36 hod.) a rychla spotreba média
nedovoluje dlhotrvajuce kultivacie v nemenenom médiu.
Aby bol dosiahnuty potrebny prisun Zivin, kazdé tri dni
boli bunky prenesené do Cerstvého média s néleZitou
koncentriciou L-Asp. Pogas prvej Casti experimentov
(trvajucich 9 dni), bunky vysadené v koncentrdcii 0,3
x 105 buniek/ml boli kultivované v médiu s L-Asp.
Kontrolné bunky boli pestované v médiu bez L-Asp.
Paralelne boli kultivované bunky s jednoduchym poda-
nim (0 hod.) a opakovanym podanim (0, 72, 144 hod.)
cytostatika. Po 9 ditoch bolo 105 buniek prenesenych do
Cerstveho RPMI 1640 média bez L-Asp a kultivovanych
daiSich 8 dni. Potom boli bunky zozbierané a presadené
opit do Cerstvého média bez L-Asp a pestované eSte 11
dni. KaZdych 24 hod. bola sledované viabilita buniek,
analyzovany bunkovy cyklus a pripravena peleta buniek
na izolaciu RNA.

Rast buniek oboch bunkovych linii bol vysoko potla-
¢eny pri jednoduchom aj opakovanom podani v porov-
nani s kontrolnymi bunkami, ktorych pocet exponenci-
dlne narastal. Celkovo bola inhibicia bunkového rastu
vyznamnejSia u REH buniek. U buniek predkultivova-
nych v médiu s jednoduchym podanim L-Asp doSlo
k obnoveniu rastu po 19 dioch v médiu bez L-Asp
u oboch bunkovych linii. REH bunky kultivované pred-
tym s opakovanou davkou L-Asp si vSak zachovali
zastavu rastu i po preneseni do média bez L-Asp.
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Grafl 1. Rast TEL/AMLI[+] bunkovej linic (REH) a TEL/AMLI(-] bunkovej linte
(Nalm-6) po podani L-Asparaginazy s jednoduchym alebo opakovanym podanim
monitorovany pocas 28 dni trvania experimeniu. Po 9 ditoch kultivicie buniek v médiu

s L-Asp boli bunky prenesené do média bez L-Asp a kultivované dalSich 19 dni s jed-
nou pasdzou.
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U Nalm-6 buniek nebol naproti tomu zaznamenany
Ziadny rozdiel v prolongacii inhibicie rastu po pasiZi
buniek v médiu bez L-Asp (22) (obr. 1).

Dynamika expresic AsnS u REH vs Nalm-6 buniek
vexperimente simulujiicom BFM protokol
V rdmci simulovaného experimentu sme u jednotli-
wch skupin buniek po kaZzdych 24 hod. zamrazovali
pelety buniek a nasledne izolovali RNA. Sledovali sme
wlyv L-Asp na expresiu génu pre AsnS. Po 24 hod.
imkubdcie v médiu s L-Asp dolo k vyznamnému zvyse-
nu hladiny génu pre AsnS u REH aj Nalm-6 buniek.
- Absoldtna hladina expresie génu bola zdvisla na bazélnej
fladinc AsnS u jednotlivych bunkovych linii. V dalich
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Graf 2a. Normalizovand hladina AsnS detekovand v TEL/AMLI[-]
hunkich (Nalmi-6) kazdych 24 hod. v experimente simulujicom lie-
{tbny protokol BEM-ALLYS po 9 dni.
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Graf 2b. Normalizovana hladina AsnS detekovana v TEL/AMLI[+]
hunkdch (REH) kaZdych 24 hod. v experimente simulujticom lie¢ebny
potokol BFM-ALL9S po 9 dni.

tisovych bodoch bola dynamika AsnSy rozdielna.
U Nalm-6 buniek klesala aZ na hladinu rovnaku s hladi-
1oy expresie u kontrolnej skupiny. U REH buniek AsnS
tipresia si udrZiavala priblizne rovnakd hodnotu po
telych 9 dni jej sledovania (obr. 2).

Metaanalyza expresného profilovania

Na zdklade verejne pristupnych dat expresného profi-
lovania ALL pacientov sme pomocou $tatistickej analy-
2y identifikovali gény asociované s TEL/AMLI fenoty-
pom. Na zdklade najprisnejSich kritérii sme vybral gény
zidastitujiice sa syntézy asparaginu a glutaminu a identi-
fikovali gén pre GDH.
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Graf 3a. Statisticka analyza relativnej expresie génu GDH z expresné-
ho profilovania pacientov TEL/AMLI[+] a porovnani s ostatnymi
pacicntmi; p < 0,00001 vypoCitand Mann-Whitney neparametrickym
neparovym lestom.
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Graf 3b. Porovnanie normalizovanej expresie génu GDH detekovane;j
pomocou gRT-PCR medzi TEL/AMLI1{+] a TEL/AMLI[-] pacicntmi;
p=0,013 vypotitand Mann-Whitney neparametrickym nepdrovym tes-
tom.

Porovnanie expresie génu pre GDH medzi pacientmi
TEL/AML[+] vs ostatnymi ALL pacientmi

Pomocou gqRT-PCR sme detekovali hladiny génu
kodujuceho GDH. Pouzili sme diagnostické vzorky
TEL/AMLI[+] pacientov a TEL/AML[-] pacientov a jed-
notlivé GDH\, porovnali a rozdiel Statisticky vyhodnoti-
li. U TEL/AML[+] pacientov bola expresia GDHy signi-
fikantne niZSia v porovnani s ostatnymi ALL pacientmi
(p =0,013) (obr. 3).

Diskusia

Povodna tedria zaoberajica sa mechanizmom Gcinku L-
Asp na leukemické bunky vychddzala z hypotézy
o neschopnosti leukemickych buniek zvySovat aktivitu
AsnS (30). Zda sa vSak, Ze za citlivost pacientov na L.-Asp
nebude zodpovedna zniZena schopnost indukcie expresie
AsnS, pretoze pri sledovani hladiny AsnS u TEL/AML[+]
pacientov, u ktorych bola pomocou cytotoxického MTT
testu zistend zvySend citlivost na toto cytostatikum, sme
detekovali paradoxne vy$8ie hodnoty expresie (16, 22, 31).
Na zdklade detekcie mnoZstva transkriptu sa predpoklada
linedma zavislost s mnoZstvom proteinu a enzymatickou
aktivitou (32). In vitro experimenty simulujice liecebny
protokol BFM ukazali, Z¢ obe bunkové linie vykazovali
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distavu v raste. V dlhodobej kultivacii uZ bez pritomnosti
L-Asp viak Nalm-6 bunky (TEL/AMLI[-]) svoj rastovy
Aok odstranili, pricom u REH (TEL/JAML[+]) buniek bol
mstovy blok zachovany. Zastava rastu REH buniek bola
potvrdend aj pri analyze bunkového cyklu pomocou prieto-
lovej cytometrie. REH bunky sa hromadili v G1/GO faze
uproti Nalm-6 bunkam, ktoré boli schopné prechodu do
Sfizy. Z viacerych $tidii vyplyva, Ze prave nedostatok glu-
laminu a asparaginu zabranuje prechodu buniek do S fazy
120). Expresia AsnS sa zvySuje pri deprivicii aminokyse-
iin, ¢o sa zhoduje s naSimi vysledkami kvantifikdcie expre-
sie génu pre AsnS. Po 24 hod. inkubécie buniek s L-Asp
bolo zvy¥enie AsnS vyrazné u oboch bunkovych linii, no
\dalSich ¢asovych bodoch sledovania sa vysledky roz-
thidzaji. U Nalm-6 buniek sa hladina génu pre AsnS
rovndva hodnotim nameranym v kontrolnej skupine
fniek pestovanych cely &as bez L-Asp, pricom REH
nky si zachovavaji priblizne rovnaké zvySenie expresie
g a2 do 9. diia experimentu. Vyplyva z toho, e REH
funky nie st schopné obist nutriény stres spdsobeny nedo-
ditkom asparaginu a glutaminu v prostredi a pretrvava
Atich prediZeny Gcinok L-Asp. Nalm-6 bunky si pravde-
{dobne pahradia depletovany asparagin a glutamin
Hastnych zdrojov. Tato neschopnost dlhodobo kompen-
val nedostatok asparaginu a glutaminu (a nie neschop-
Wil kritkodobo zvySoval expresiu AsnS) je zrejme prici-
Wi vy$ej cinnosti L-Asp u TEL/AML1[+] buniek.
Lanalyzy expresného profilovania vyplyva, e senzi-
' aresp. rezistencia na L-Asp bude korelovat s expre-
bl aj inych génov (33). Okrem toho v bunkich ALL
Mientov zvySena expresia AsnS nie je asociovana
L-Asp rezistenciou (34).

AsnS je zavisla na pritomnosti glutaminu a aspartatu.
libaminotransferdza vyuZiva glutamin ako jediny zdroj
inoskupiny. Jeho pritomnost v bunkéch je zdvisla na
Mivite glutamin syntetazy(GS), ktora je regulovani pro-
Wlom oxidacnej deaminicie glutamatu 2-oxoglutara-
il 33). Tito enzymaticki reakciu zabezpetuje prive
UH (36). U TEL/AMLI+] pacientov sme detekovali
fiifikantne niZ3iu hladinu expresie génu pre GDH na
iliel od ostatnych ALL pacientov, z Eoho vyplyva zni-
Miktivita GS. Na zaklade tychto vysledkov predpo-
bime, Ze mnoZstvo glutaminu v bunkéch a schopnost
ek si ho samostatne produkovat ovplyviiuje citlivost
lick na L-Asp. Pokial dalSie experimenty tito teériu
irdia, objasnime tak podrobnejfie mechanizmus
iky L-Asp v antileukemickej terapii. U% v tejto chvi-
#e vjsledky napovedaju, pre¢o maji TEL/AMLI1[+]
el lepsie lieCebné vysledky na protokoloch s vys-
Wivkovanim L-Asp (37).
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Introduction

Neoplastic transformation is characterised by inadequate proliferation and changes in the
mechanisms of differentiation and apoptosis '. Aberrant transcription factors, frequently
present at diagnosis of leukaemias are probably responsible for one of the steps in
leukaemogenic transformation in these particular cases. The expression of chimeric
transcription factors results in a block of differentiation and apoptosis by interfering with the
function of their wild-type counterparts. The role for one of these chimeric transcription
factors, ETV6/RUNX1 or TEL/AML1 in leukaemogenesis is still not completely understood
despite the frequency of t(12;21)-positive acute lymphoblastic leukaemia (ALL; up to 25%) *
4.

In normal haematopoietic cells protein ETV6 (TEL), an ETS family transcription factor, is
composed of two functional domains: N-terminal PNT (pointed) domain and C terminal ETS
(erythroblast transformation specific) domain 7. RUNX1 (AML1, CBF-beta), a member of the
RUNX protein family ® represents a beta-subunit of CBF (Core Binding Factor) and displays a
high homology with the Drosophila gene segment runt. RUNX1 comprises some
characteristic domains, the Runt domain is responsible for the binding with DNA and protein-

protein interaction, the transactivation domain is located in the C-terminus site *'2.

ETV6/RUNX1 fusion protein contains the N-terminal part of ETV6 protein with the
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dimerization PNT domain and almost the complete RUNX1 protein with all functional
domains. Deficiency in RUNX1 expression leads to an early block in the haematopoietic
differentiation. Therefore, RUNX1 knockout completely lacks a mature haematopoiesis and is
embryonic lethal ™', RUNX1 seems to have a dual role in promoting cell cycle progression
and differentiation, which could depend on the presence of different factors that interact with
it during each stage of the development of a cell . RUNX proteins are able to either
increase or actively inhibit the transcriptional activity of the target genes, most likely
depending on the specific cell type as well as the particular target gene 8 ETV6 function is
essential for the establishment of haematopoiesis of all lineages in the bone marrow .
ETV6-/- mice are embryonic lethal because of a yolk sac angiogenic defect.

The observed effects of ETV6/RUNX1 fusion protein in haematopoiesis are heterogeneous.
An in vivo model of p16p19-deficient mice with bone marrow cells transduced with retroviral
vector expressing ETV6/RUNX1 resulted in a high frequency of leukaemia '® However, in an
ETV6/RUNX1 model published by Fisher et al, despite the accumulation of both muitipotent
and B-cell progenitors in vivo, no leukaemia induction was observed over one year .
Another study showed that ETV6/RUNX1 dramatically alters differentiation of haematopoietic
progenitors in vitro, preferentially promoting B-lymphocyte development, enhancing the self-
renewal of B-cell precursors, and leading to the establishment of long-term growth factor—
dependent pre-B cell lines %. In the model of Tsuzuki et al, ETV6/RUNX1 expression was
found to inhibit B-cell differentiation, thus leading to an accumulation of early B-cell
progenitors that could provide a potential mechanism for the protracted preleukaemic state
that often precedes ALL ?'. These models assume that ETV6/RUNX1 fusion generates a
preleukaemic clone in utero that persists for several years in a clinically covert fashion ' and
confirm the relevant impact of ETV6/RUNX1 protein on the haematopoietic cell development
although differences were described according to the model used.

As the DNA-binding domain of RUNX1 is retained in ETV6/RUNX1 fusion, it is expected that
this fusion protein bind to DNA through this domain and functions in a dominant negative
fashion. Several thecries propose a mechanism of repression activity of ETV6/RUNX1. Siu et
al describe heterodimerisation of ETV6/RUNX1 and ETV6 that prevents normal ETV6
activity. Another study suggests that the dominant negative effect of ETV6/RUNX1 is caused
by binding with RUNX1 co-activators (e.g. p300) and sequestering into the complex localised
in cytoplasm #*2*, Another theory proceeds from previously described association of ETV6
part of the chimeric protein with the nuclear co-repressors mSin3A, N-CoR and the histone
deacetylase 3 (HDAC-3) which led to the assumption that ETV6/RUNX1 works as a
transcriptional repressor by the change of chromatin pattern 7225, Published results
confirmed direct negative effect of ETVB/RUNX1 protein using reporter constructs driven by

regulatory regions derived from haematopoiesis-specific genes including the lymphoid-
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specific TCRB enhancer and IL3 promoter '°?°. However, no other target genes of
RUNX1/ETV6, expressed in haematopoietic cells were identified so far. The proposed
mechanism of action via chromatin remodelling using histone deacetylases (HDACs) was not
proven.

HDACs are characterised by their capability to secede acetyl group from the lysine residues
localized at the ends of histones. HDACs repress expression via binding to the cis-regulatory
elements of genes and blocking the differentiation of haematopoietic cells. Relation of
HDACs to haematological diseases was described for the first time in the study on acute
promyelocytic leukaemia (APL). RARalpha receptor is able to bind the co-repressor complex
including HDACs and this function is extended by binding with its fusion partner PML in
t(15;17). Another fusion partner of RARalpha, PLZF in t(11;17), also binds the co-repressors
and stops transcription of the target genes, consequently blocking the myeloid differentiation.
The aberrant repression in both in vivo and in vitro models of APL was turned over only by
HDAC inhibitors (HDACI) in combination with retinoic acid . HDACi are small molecules
interfering with HDACs and thus affecting the acetylation of histones, resulting in the
unwinding of chromatin %, A number of HDACi have been characterised that inhibit the
deacetylation of histones, which is associated with the re-activation of gene expression, and
inhibition of tumour growth "2830-%2

It was proposed that the ability of chromatin remodelling is responsible for the
leukaemogenic role of RUNX1/ETV6 fusion protein and that this effect could be revertible by
the application of HDACi **. We aimed to explain the mechanism of action of ETV6/RUNX1
aberrant transcription factor. In the current project we used HDACIi Trichostatin A (TSA) and
valproic acid (VPA) to test the hypothesis of aberrant chromatin remodelling that affects
expression of genes originally transactivated by RUNX1 %28 We tested whether HDACi can
release the pathological differentiation block of lymphoid leukaemic cells by direct effect on
ETV6/RUNX1. We wanted to identify the target genes of ETV6/RUNX1 in lymphopoiesis
using expression profiling and studied whether their expression actually vary depending on
the acetylation/deacetyiation of histones.

Material and methods

Cell cultivation

REH, B-cell precursor leukaemia cell line with translocation (12;21) provided kindly by R.
Pieters (Erasmus Medical Center Rotterdam), Naim-6 B-precursor leukaemic cell line with
translocation (5;12), Nalm-24 B-precursor leukaemic cell line with translocation (9;22) and
NC-NC - normal lymphoblastoid cells immortalized by EBV (Epstein-Barr virus)
transformation were used for experiments. Cell cultures except for REH were purchased

from the DSMZ - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig.
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Cells were cultured in Roswell Park Memarial Institute (RPMI) 1640 medium with 2mM L-
glutamine with 10% of faetal calf serum (FCS) and 10ml/l antibiotic solution (100U/ml
penicillin, 100pg/ml streptomycin). All suspension cultures were maintained at 37T in 5%
CO,. Cells were collected by centrifugation for 10min at 240g and resuspended at a density
of 5x10° cells /ml in fresh medium 24hrs before all experiments. Cell lines were treated in 6-
well plates, 24 and 48 hours with VPA at concentration 0.5mM and 1.0mM and with TSA at
concentration 120nM and 240nM. The doses of VPA were chosen according to the optimum
serum concentrations in neurological patients (0.35-0.7mM).

Isolation of mRNA and cDNA conversion

Total RNA was extracted from a standardised amount of mononuclear cells isolated from cell
line using a modified method described by Chomczynski and Sacchi *° and from patients
samples as described previously *°. The total extraction volume of RNA was adjusted to the
number of processed cells and converted into cDNA using MoMLV Reverse Transcriptase

(Gibco BRL, Carlsbad, TX, USA) according to the manufacturer’s instructions.

Flow cytometry

Immunophenotype measurement of treated cells was performed with a combination of
fluorescent monoclonal antibodies. Particular antibodies were chosen in order to cover
specific stages of studied B-cell development. The selected immunostainings were measured
by multicoloured combinations: surface antigens - CD10 FITC / CD20 PE / CD71 A1633 /
DAPI; intracellular antigens - iTdT FITC / ilgM PE / 20 PC5 and iRAG-1 A1633. For
measurement we employed BD FACSAria Cell-Sorting System (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) and data acquisition analyses were performed by FlowJo (TreeStar, Ashland, OR,
USA) and by CELLQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) software applications.
CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit (Becton Dickinson; San Jose, CA, USA) was used for

DNA analysis. All individual cultivations and cell measurements were performed in
independent triplicates.

Plasmids
Plasmid pcDNA3.1-ETV6/RUNX1Myc for transient ETV6/RUNX1 model and pGZMB-luc for
luciferase assay were kindly provided by A. Ford (Institute of Cancer Research, LRF

London). Control vector pcDNA3.1-empty was prepared by EcoRI restriction and pGL3-basic
and pRL-CMV were purchased from Promega, Madison, WI, USA.
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Luciferase assay

The human carcinoma cell line 1.5.10° Hela bb/well (24well dish) was transfected with
pcDNA3.1- ETV6/RUNX1Myc or pcDNA3.1-empty (1,6 pg) by Lipofectamine (2uL), 600uL of
serum free medium 24hrs before transfection with pGZMB-luc. DNA fragment of granzyme B
(GZMB) promoter was subcloned into Sma-l site of pGL3-basic luciferase reporter gene
construct to form pGZMB-luc. Cells were transfected by pGL3-basic to normalize the
luciferase activity (pGZMB-luc/pGL3-basic). pRL-CMV was transfected to each sample for
normalizing transfection efficiency.

To test the effect of HDACi on ETV6/RUNXA1, after incubation of HeLa cells with VPA (1mM)
and TSA (240nM) luciferase activity was monitored again and the difference between
untreated and treated cells was calculated. 100% value was assign to untreated cells.
Luciferase activity was measured by luminometer Microlate TLX2 using Dual-Luciferase®
Reporter Assay System (Promega, Madison, WY, USA) according to manufacturers

instructions. All experiments were done in triplicates. Data were expressed as relative
luciferase activity (RLU).

gRT-PCR

Real-time quantitative RT-PCR was performed in the LightCycler™ rapid thermal cycler
system (Roche Diagnostic GmbH, Basel, Switzerland) and Q-Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) according to manufacturer's instructions. Oligonucleotide hydrolyzation probes were
used in systems for quantification of genes selected from expression profiling, SYBRGreen
DNA-binding dye for RAG1 and TdT genes and oligonucleotide hybridization probes for
B2microglobulin (B2m; house-keeping gene) *.

Gene expression measurements and analyses

Spotted cDNA microarrays were used that contain more than 43,000 features representing
approximately 30,000 genes (Stanford Functional Genomics Facility, Stanford, CA, USA).
We labeled the sample RNA and reference RNA with different fluorescent dyes (Cy5-dUTP
and Cy3-dUTP, Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg, Germany) and
comparatively hybridized them to an array.

The fluorescence intensities of Cy5 and Cy3 were measured using a Genepix 4000 scanner
(Axon Instruments, Foster City, CA, USA) and analysed using GenePix Pro 4.1 software

(Axon Instruments, Foster City, CA, USA) Subsequent analysis and normalisation of data
was performed as previously described %4’
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Statistical analysis

To analyse the data of REH samples treated with HDACI in the supervised analysis, we used
Significance Analysis of Microarrays (SAM) *2. Significantly differentially expressed genes
were obtained performing a 1000fold permutation test and considering a FDR of 5% and a
Fold change of >2.

Recalculation of expression profiling data from ALL patients was performed analysing the
data published in Fine et al. * which are available through the Stanford Microarray Database
(http://genome-www.stanford.edu/microarray) as previously described 43 Differences
between genotypic subgroups were calculated using the data from patients with B-cell
precursor ALL. For graphical comparison of the predictive value of genes correlating with a
genotype assessed by different methods, the probe-set-specific optimal cut-off value was

determined using a statistical software R (http://www.r-project.org). For each probe set, the

frequencies of cases above all possible cut-off values were computed. The cut-off value that
led to the best separation (judging by distance from a non-correlating diagonal that connects
all points with equal frequencies) was calculated. The level that led to the largest distance

from the diagonal of equality was used as the optimum cut-off value for each probe set *°.

Results

Effect of HDACI on proliferation activity and apoptosis

We have tested cell cycle progress and apoptosis rate after HDACi treatment. Increase in the
number of apoptotic cells was expressed as the ratio of apoptotic fraction in treated cells to
apoptotic fraction in untreated cells. In REH cell line, the apoptosis rate was 8% using 1mM
of VPA, and 26% using 240nM of TSA in contrast to 3.7% and 1.7% in control lymphocytes
(NC-NC cell line). Similarly, in Naim-6 the apoptosis rate reached 17% with VPA, and 41%
with TSA. The Nalm-6 and REH cell lines reduced their proliferation activity (S+G2/M) by
19%(VPA), 28%(TSA) and 7%(VPA), 15%(TSA), respectively. These data suggest that
treatment with TSA preferentially leads to apoptosis in both ETV6/RUNX1-positive and -
negative cells. However, this effect was seen after VPA treatment clearly only in Nalm-6 cells
whereas in REH cells we observed a relative increase in G1/G0. In contrast, in NC-NC cells

cell cycle phases retained proportionally almost unchanged. (Figure 1).

Detection of differentiation antigen shift

Three leukaemic cell lines with known fusion genes, REH (ETV6/RUNX1), Nalm-24
(BCR/ABL) and Nalm-6 (TEL/PDGFRB), were selected for monitoring of differentiation.
Initially, CD10, CD20 and CD19 levels were detected 24 and 48 hours after HDACI
(VPA, TSA) treatment. Due to different developmental stage of selected cell lines mean

fluorescence area intensity instead of genuine cell count was measured. This allowed a
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simple comparison of differentiation pattern shift. Native REH cells expression pattern was
CD10++/CD20-/CD19+. After cultivation with HDACi, CD10 hyperexpression decreased
(CD10+), CD20 expression increased to low positivity (CD20dim/+) and level of CD19
decreased but retained within positive range. Native Nalm-24 cells expression pattern was
CD10+/CD20+/CD19+. After treatment, expression of all studied antigens decreased,
however, did not reach negativity. Native Nalm-6 cells expression pattern was
CD10++/CD20-/CD19+. Expression of CD10 was disregulated in up and down manner
depending on the time of acquisition, dose and type of HDACI. Its level oscillated;
nevertheless, it tended to slightly higher expression. Surface antigen CD20 maintained its
initial negativity under treatment with HDACi (data not shown).

Whereas Nalm-24 and Nalm-6 cell lines did not display evident differentiation drift, REH cell
line expressed CD10, CD20 and CD19 in a pattern similar to more mature normal blast 44.
To prove REH cell maturation, we used another differentiation marker of B-cell development,
TdT. After HDACi administration the expression of TdT in REH cell line decreased down to
one half of untreated control, in Nalm-24 cells the TdT level decrease was not so evident.
RAG-1 expression in REH cell line paralleled that of TdT. Overall expression changes of
these common B-cell precursor differentiation antigens normalized to untreated cell levels
are shown in Table 1. Value of each measurement is presented as the mean * standard
deviation of fluorescence. Lower doses (0.5mM VPA, 120nM TSA) of VPA and TSA were
less effective, however the same trends were observed.

The expression decrease of RAG-1 and TdT antigen was confirmed on mRNA level by gRT-
PCR. Transcription level of RAG-1 and TdT were normalized to the expression of
housekeeping gene, R2-microglobulin. Normalized expression data of treated and untreated
samples were compared.

The mRNA level of RAG-1 gene rapidly decreased after 24 hours from initial level
3.30+0.321 to 1.004+0.053 after VPA (p=0.0002) and 0.197+0.046 after TSA (p<0.0001)
administration. Similarly, the mRNA level of TdT significantly decreased within 24 hours after
TSA or VPA treatment from initial RNA level 1.767+0.178 to 0.888+0.110 (p=0.01) and
0.072+0.020 (p=0.0001), respectively (Figure 2).

Functional proof of ETV6/RUNX1 regulation of Granzyme B

The transcription of GZMB is known to be directly regulated by RUNX1 protein “>°.
Therefore, we used GZMB promoter region cloned to luciferase construct to determine
whether ETV6/RUNX1 represses GZMB expression on the basis of an existing RUNX1-
binding site. Luciferase activity was measured in HelLa cells transfected with pcDNA3.1-
ETV6/RUNX1Myc and compared to Hela with pcDNA3.1 empty vector. Mouse DNA
fragment of GZMB (bp —324 to —43) has two RUNX1-binding sites (-278 to —273, —-219 to —
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214). Inserted sequence of GZMB has 84% homology with human gene fragment. Cells were
transfected by pGZMB-luc or pGL3-basic to normalize the luciferase activity a fold change of
about 3 RLU (relative luciferase unit) in ETV6/RUNX1 cells vs control cells (empty vector)
indicates that GZMB is downregulated by ETV6/RUNX1. Twenty-four hours cultivation with
HDAC: released the expression block. Values were calculated as RLU of ETV6/RUNX1 cells
/RLU of control cells. Ratio of luciferase activity of nontreated cells was 0.436+0.13 in

comparison with cells treated with VPA or TSA, 0.796+0.07; 0.789+0.21, respectively (Figure
3).

Screening strategy for identification of downstream genes

We used the direct effect of HDACi on ETV6/RUNX1-positive leukaemic celis to identify the
target genes of (ETV6/)RUNX1 in B-lineage lymphoid precursor cells. Hierarchical cluster
analysis of expression profiling of treated (VPA, TSA) vs untreated REH cells showed that
the three groups (TSA-treated, VPA-treated and non-treated controls) were clearly
separated. Interestingly, the VPA-treated cells clustered closer to the control cells than to the
TSA-treated cells, the possible explanation being the less toxic and more specific effect of
VPA discussed further. Initially we aimed to identify genes differentially expressed in
ETV6/RUNX1-positive leukaemias when compared to other leukaemia subgroups. We set
the cut-off level of expression of all genes reliably discriminating diagnostic leukaemic
samples of ETV6/RUNX1-positive paediatric patients against other genotypically
characterised ALL subgroups (BCR/ABL and MLL/F4). The level that led to the largest
distance from the noncorrelating diagonal was used as the optimum cut-off value for each
probe set **. Based on this criterion we lined up the genes of interest. We selected genes
that were downregulated in ETV6/RUNX1-positive cells. During the next step, we defined the
“closeness” of the genes under analysis. The genes were selected if the mathematical
difference between their expression in ETV6/RUNX1-positive patients and in REH cells was
less than the minimum difference in expression between ETV6/RUNX1and BCR/ABL
samples, and at the same time, between ETV6/RUNX1 and MLL/AF4 samples. Furthermore,
genes that fulfilled above described criteria were selected and interdigitated with the group of

genes with significantly upregulated expression after VPA treatment. Finally, top 24 genes
were selected (shown in Table 2).

Expression profiling vs qRT-PCR

We confirmed the expression of four genes by gqRT-PCR, three of them downregulated and
one upregulated in ETV6/RUNX1-positive leukaemias. First, ACK1 (alias TNK2, activated
p21cdc42Hs kinase) and PDGFRB (platelet derived growth factor receptor B) were chosen

from our list of top 24 genes (see above). Moreover, differential expression in ETV6/RUNX1-
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positive and -negative patients was confirmed by comparison with other publicly available
expression profiling data at http://www.stjuderesearch.org/ALL 1 and
http://www.stjuderesearch.org/ALL3 *"*®. Gene JunD (jun D proto-oncogene) was chosen
from the more extensive list of first 70 genes and gene TCF4 (transcription factor 4) was
selected as an example of genes upregulated in ETV6/RUNX1-positive cells. Expression of
JunD, ACK1 and PDGFRB in ETV6/RUNX1-positive patients as well as in the cell lines was

low with a clear increase after HDACi treatment. TCF4 gene expression was high and the

treatment with HDACi led to a decrease. We confirmed changes of expression levels by
gRT-PCR between treated vs untreated cells: JunD — TSA p=0.013, VPA p= 0.0008; ACK1 -

VPA p=0.07, TSA p=0.5; PDGFRB ~ TSA p< 0.0001, VPA p=0.016; TCF4 — TSA p< 0.0001,
VPA p=0.0002 (Figure 4).

Discussion

Functional consequences of fusion gene formation are either constitutive kinase activation
(e.g. BCR/ABL) or an altered transcriptional regulation. Published studies suggest that
RUNX1 fusion proteins may act as the negative regulators of genes that, in normal
haematopoiesis, are trans-activated by RUNX1 transcription factor 2*4%%', RUNX1 is known
to regulate promoters of various genes involved in myeloid differentiation, such as
macrophage colony-stimulating factor (CSF) receptor, granulocyte-macrophage CSF,
interleukin 3, neutrophil elastase, myeloperoxidase and other “*°2. RUNX1 regulates
haematopoietic myeloid cell differentiation and transcriptional activation but its role in
lymphoid development is not yet fully understood®. Only few RUNX1 target genes or regions
have been described in lymphoid cells (i.e. B-lymphoid kinase, complement receptor 1,
enhancers of T-cell receptor § and immunoglobin a) 10354,

We hypothesized that a normal role of RUNX1 in B-cell precursors (transcriptional regulation
of genes involved in lymphoid differentiation) is overridden by its dominant negative fusion
competitor. ETV6/RUNX1 recruits a co-repressor complex including HDAC, thus inducing a
chromatin remodelling and consequently blocking transcription of genes normally trans-
activated by RUNX1. We assumed that ETV6/RUNX1 causes pathological differentiation
block in lymphoid cells by binding to the target DNA sequences using the RUNX1 part of
fusion protein. To prove the direct involvement of HDACs in this differentiation block, we
utilized treatment with HDACi to overcome this presumptive block. Despite expected broad
effects of HDACIi on the transcriptional regulation of cells, these compounds act very
selectively to alter the transcription of fewer than 2% of expressed genes °.

HDACi VPA and TSA show specific effect on the cell cycle and differentiation of
ETV6/RUNX1-positive cells. The expression of differentiation markers in ETV6/RUNX1-

positive cells has changed in accordance with our hypothesis (decrease of CD10, TdT,
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RAG1 expression and upregulation of CD20) after HDACI administration. This clear
differentiation shift was in contrast to the reaction of other leukaemia subtypes to HDACI
treatment. Cell lines derived from leukaemias with aberrant tyrosine kinase fusion genes
(BCR/ABL, TEL/PDFBR) underwent unspecific immunophenotype changes without a
differentiation effect.

In contrast to the leukaemic cells, the administration of HDACi did not change the progress of
cell cycle in the normal mature lymphocytes. Both HDACi we used decreased the number of
proliferating cells in the leukaemic cell lines. TSA had a more pronounced effect with a
significant shift towards apoptosis in both ETV6/RUNX1-positive and -negative cells,
whereas, VPA acted differentially, arresting ETV6/RUNX1-positive cells in the G1/G0 phase
of the cell cycle instead driving them to apoptosis. This result are in agreement with the
previously published data suggesting that VPA preferentially acts on corepressor-associated
HDACs and inhibits class | HDACs more efficiently than class Il enzymes. Previous studies
also showed lower toxicity of VPA to normal haematopoetic precursors *.

To prove the direct effect of HDACi on ETV6/RUNX1 in the cells in vitro, we have chosen a
previously identified target gene of RUNX1, GZMB. To our knowledge for the first time, we
show a direct effect of the interaction between ETV6/RUNX1 and any of the potential target
genes of RUNX1. For this purpose we have established a transient ETV6/RUNX1 expressing
model to demonstrate the downregulation of GZMB in the presence of ETV6/RUNX1 protein
compared to ETV6/RUNX1-negative controls. In the next logical subsequent step, we
demonstrated that after the HDACIi treatment, luciferase activity of pGZMB-luc increased in
ETV6/RUNX1-positive model compared to the control cells transfected only with the empty
vector.

Identification of ETV6/RUNX1 target genes was based on a selection of gene expression
data of ALL patients and cells expressing fusion gene ETV6/RUNXA1. Identification of specific
genes of ETV6/RUNX1-positive phenotype was based on the analysis of specific cut-offs; the
selection of genes specifically over- or under-expressed in ETV6/RUNX1-positive patients’
cells was made. This group of genes was confronted with the genes, which expression had
changed significantly after the treatment with HDACI. From the genes, which fulfilled these
criteria of analysis we have selected 4 genes to compare the expression data from
expression profiling and the data from qRT-PCR. These 4 genes were selected from the
extensive list on the basis of their previously described fundamental role in the cell
proliferation and the regulation of cell cycle ***°. Our results suggest that JunD, ACK1,
PDGFRB and TCF4 are directly regulated by ETV6/RUNX1 fusion protein in a model system,
therefore being a likely targets of RUNX1 transcription factor in B-lineage lymphopoiesis. We

assume that these genes are likely to be involved in ETV6/RUNX1-driven leukaemogenesis.
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HDACs are currently among the most promising targets in the drug development for cancer
therapy, and first—generation HDACI are currently being tested in phase I/ll clinical trials 2
ALL patients carrying ETV6/RUNX1 fusion have a good prognosis compared to other
subgroups of childhood ALL, but relapses still occur in this group. We presume that HDACi
can potentially be used in the treatment of molecular relapses or in patients with detectable
residual disease in the later phases of therapy in this genotypically defined subgroup of
patients. The doses of VPA we used in our study correspond to the serum concentrations of
this agent in the neurological patients. The use of this agent in the human medicine

predisposes VPA for the testing in the high-risk ETV6/RUNX1-positive leukaemia patients.
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Figure 1: Detection of changes in cell cycle progress
Cell cycle was monitored 48 hours after HDACI treatment of REH, Nalm-6 and NC-NC cell
lines. Cell cycle fractions are presented as a percentage of all cells.

Figure 2: Comparison of changes in gene expression and protein expression levels of
TdT and RAG-1

The expression of differentiation markers was measured using flow cytometry 24 and 48
hours after the treatment with HDACi in REH cells. In the upper part of figure, dot blot images
show effect of TSA (120nM, 240nM) and VPA (0.5mM, 1.0mM) after 48 hours on the
expression of TdT and RAG-1. Data are presented as percentage of cells of specific
quadrants. Graphs in lower part present normalized gene expression level by qRT-PCR 24

hours after incubation of REH cells with HDACI. Significance was calculated by Mann-
Whitney test (* < 0.05; **< 0.01).

Figure 3: GZMB expression regulation by ETV6/RUNX1 chimeric transcription factor
A) Normalized activities of GZMB-luc detected in Hela cells with empty vector and cells
transiently transfected with ETV6/RUNX1.
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B) The ratio of RLU of GZMB-luc in HeLa ETV6/RUNX1-transfected cells to RLU of
normalized GZMB-luc in HelLa control cells (empty vector) were assigned to a value of 100%.
Control and ETV6/RUNX1 cells were transfected with GZMB-luc and treated with HDACI.

Released repression activity of ETV6/RUNX1 protein was recalculated in percent.

Figure 4: Analysis of gene expression of selected using qRT-PCR

Quantification of four genes selected from microarray data was performed by qRT-PCR
comparing untreated and treated REH cells. Gene expression of target was normalized to
B2microglobulin as a housekeeping gene. All samples were measured in triplicates and gene
expression of each replicate was detected in duplicate. P value was calculated from mean of

ratio of selected gene to B2m of every replicates with absolute error.
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cells time drug CD10 CD20 CD19 TdT RAG1
Cont. 1,00+0,03 1,00+0,10 1,00+0,02 1,00%0,02 1,00£0,13
24 hours VPA 0,76+0,07 1,47£0,1 0,77+0,04 0,43+0,09 0,7+0,06
REH TSA 0,6+0,04 2,18+0,46 0,6+0,01 0,45x0,05 0,83+0,16
Cont. 1,00+0,02 1,00+0,05 1,00+0,02 1,00£0,01 1,00+0,00
48 hours VPA 0,88+0,02 0,98+0,03 0,84+0,05 0,440,056 0,57+0,02
TSA 0,63+0,09 0,85+0,04 0,28+0,02 0,25+0,08 0,38+0,02
Cont. 1,00+0,02 1,00+0,03 1,00+0,02 1,000,111
24 hours VPA 0,79%0,01 1,12+0,11 0,8+0,04 0,75+0,07
Nalm-24 TSA 0,62+0,01 0,69+0,02 0,7+0,01 0,57+0,06
Cont. 1,0010,12 1,00£0,07 1,00+0,02 1,00+0,14
48 hours VPA 0,70+0,03 0,52+0,02 0,69+0,00 0,72+0,04
TSA 0,56+0,03 0,43+0,17 0,44+0,02 0,28+0,02
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NAME t xx tyy closeness median C median VPA__VPA-C__ p(VPA/C)'
BSPRY 9,09 92,86 0,60 -0,82 0,41 1,23 0,0074
ACK1 27,27 100,00 0,20 -0,79 0,25 1,04 0,0054
ANTXR2 10,00 81,25 0,32 -0,25 1,33 1,58 0,0140
ITM2C 0,00 68,75 0,57 -1,50 0,52 2,02 0,0141
CXXC5 18,18 81,25 0,12 -0,02 0,96 0,98 0,0063
AHI1 9,09 71,43 0,13 -0,20 0,72 0,92 0,0097
ARD1 9,09 68,75 0,30 -0,49 0,25 0,74 0,0114
PAK1 0,00 56,25 0,36 -0,28 1,06 1,34 0,0012
NID67 18,18 73,33 0,49 -1,06 1,26 2,32 0,0018
PDGFRB 0,00 53,33 0,05 -0,81 1,68 2,39 0,0112
RNF144 10,00 62,50 0,06 -0,03 0,54 0,57 0,0079
FLJ00012 20,00 68,75 0,62 -1,32 0,62 1,94 0,0024
C14orf101 45,45 93,75 0,22 -0,60 0,01 0,61 0,0103
Similar to peptidylprolyl isomerase A (LOC402673) 54,55 100,00 0,10 -0,32 0,45 0,77 0,0017
Al302216 18,18 62,50 0,18 -0,24 0,43 0,67 0,0117
AA252394 50,00 93,33 0,24 -0,24 0,49 0,73 0,0054
CDNA FLJ10641 fis, clone NT2RP2005748 22,22 64,29 0,32 -0,42 0,65 1,07 0,0104
N24645 9,09 50,00 0,06 -0,26 0,47 0,73 0,0125
WDR7 45,45 84,62 0,43 -0,91 -0,16 0,75 0,0150
CDNA FLJ45905 fis, clone OCBBF3026576 45,45 84,62 0,08 -0,31 0,61 0,92 0,0103
HRMT1L1 36,36 75,00 0,47 -0,34 0,34 0,68 0,0032
TNFRSF5 20,00 53,33 0,28 -0,05 0,32 0,37 0,0079
MGMT 0,00 33,33 0,12 -0,36 0,70 1,06 0,0123
ATRX 45,45 73,33 0,08 -0,20 0,38 0,58 0,0022

! t xx — cut-off for each gene in ETV6/RUNX1-positive patients; t yy — cut-off for each gene in ETV6/RUNX1-negative patients; “closeness” is
a relative gene expression similarity between ETV6/RUNX1-positive patients’ samples and ETV6/RUNX1-positive cell line (see also the text);
median C is the median expression level in untreated ETV6/RUNX1-positive cells, median VPA is the median expression level in VPA-treated
ETV6/RUNX1-positive cells; VPA-C is a difference between median C and median VPA with a p value.
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Souhrn

Hypotéza, 7e (pre-)leukemicky klon bunik détské akutni lymfoblastické leukémie mbize vznikat v pritbéhu
prenatilniho Zivota, byla neddvno potvrzena. Dikazy byly poddny pomoci studii klonality u leukémii monozygot-
nich dvojéat a v nékolika pfipadech pomoci zpétného sledovdani markeru leukemickych bunék do materidlu
pochizejiciho z perinatilniho obdobi Zivota pacienti. Tyto nilezy potvrzuji vicezdsahovy model vzniku leukémie
a kladou okamzik prvniho zdasahu (alespoi u nékterych typh leukémii) do prenatilniho Zivota. Autofi se ve studii
zaméfili na detekei mRNA hybridniho genu TEL/AMLI, ktery je nalézén témér u &tvrtiny viech détskych pacienti
s akutni lymfoblastickou lenkémii a jehoZ vznik by mohl byt disledkem tohoto prvniho zasahu. VySet#ili celkem
298 vzorkh pupeénikové krve zdravych novorozenci a celkem v 8 pripadech (<3 %) proksdzali pozitivitu
TEL/AML1 pomoci (kvantitativni) reverzné transkriptazové polymerizové fetézové reakce. Pozitivitu nalezli také
v jedné z 12 vydetienych fetilnich hemopoetickych tkini. V jednom pFipadé pfitomnost fitze TEL/AML1 potvrdili
i pomoci fluorescentni in situ hybridizace. In vitro experimenty na buitkdch bunéénych linii a zdravych darci
neprokizaly, ze by fiize TEL/AML1 mohla vznikat arteficidlné jako ddsledek apoptézy v jiz odebraném vzorku.
Tyto vysledky potvrzuji, Ze bufiky nesouci hybridni gen TEL/AMLI jsoun v organismu déti pritomny jiz pFi
narozeni, a to ve frekvenci minimdiné 40krit vy3si, neZ je celkovd kumulativni pravdépodobnost, Ze kterékoli
z téchto déti onemocni kdykoli v pritbéhu Zivota TEL/AML1 pozitivni leukémii.

Klicovi slova: détskd akutni Ilymfoblastick: lenkémie, pupetnikova krev, TEL/AML1

Summary

Acute Leukaemia Associated Hybrid Gene TEL/AMLI1 is Generated During Normal Foetal
Development and Can Be Detected in Cord Blood of Healthy Newborns

Pre-natal origin of acute lymphoblastic leukaemia in children has been recently confirmed. The evidence
comprises the clonality studies of concordant leukaemias in monozygotic twins and several cases of backtracking
of leukaemic cell markers back to the material from the peri-natal period of life. These findings confirm that more
events are necessary for the origin of acute leukaemia and lay the first event into the period of pre-natal life at least
in some types of leukaemia. This study concentrated on the detection of mRNA of the TEL/AMLI1 hybrid gene
that is found in almost one gquarter of all patients with acute lymphoblastic leukaemia. The origin of TEL/AML1
was recently attributed to the first leukaemogenic event. Authors analysed a total of 298 cord blood samples from
healthy newborns and in 8 cases they identified TEL/AMLI positivity using (quantitative) reverse-transcriptase
polymerase chain reaction. Authors found positivity alse in one of 12 foetal haematopoietic tissues tested. In one
case, they confirmed TEL/AMLI positivity by fluorescent in situ hybridisation. In vitro experiments using cell
lines and healthy donors cells did not confirm the hypothesis that TEL/AMLI fusion can originate due to
apoptogenic stimuli during the period between the samples were taken and processed. These results demonstrate
that TEL/AMULI-positive cells can be detected at birth and that the frequency of this finding is forty times higher
than total comulative probability for these children to develop TEL/AML1-positive leukaemia.

Key words: paediatric acute lymphoblastic leukaemia, cord blood, TEL/AML1
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Uvod

Akutni lymfoblastickd leukémie (ALL) je nejcast&jSim
fulignim onemocnénim détského véku, PrestoZe prognostic-
I faktory jsou dobfe zndmé a lé¢ba ALL md vysokou dspés-
st (14), vime relativné milo o okolnostech a dob& vzniku
fonemoci. Predpoklddd se, Ze pro naprostou vét§inu subtypt
ALL plati dvou- nebo vicezasahova teorie vzniku leukemic-
tého klonu (8). O okamziku, ve kterém dojde k prvnimu
zisahu, vedoucimu ke vzniku pre-leukemického klonu, bylo
doneddvna mozno jen spekulovat. Pf{pady novorozeneckych
éivrozenych leukémii v8ak potvrzovaly, Ze leukemogeneze
neho alespon jeji ¢dst maZe probéhnout jiz in utero. Prvnf
piimy dukaz o prenatdinim plvodu akutni leukémie v déti
piinesli v roce 1993 Ford se spolupracovniky (5). Analyzovali
Jpiipady konkordantnich leukémii u monozygotnich dvojéat
ana zikladé identickych prestaveb genu MLL u jednotlivych
déti v kazdém pdru dospéli k zdvéru, Ze leukémie dvojeat maji
spole¢ny klondlni ptivod. Hypotéza, Ze (pre-)leukemicky klon
vznikd v organismu jednoho dvojéete a do druhého je prene-
sena cestou intraplacentdrnich anastomdz, byla pozdéji potvr-
zena fadou podobnych publikovanych pripadi (1, 4, 7, 11,
22). Podle téchto praci se prenatélni pivod ALL monozygot-
nich dvoj¢at neomezuje na novorozenecky a kojenecky vék:
Wiemelsova price doklddd devitiletou latenci mezi vznikem
leukémie u jednoho a druhého dvojéete (22).

Budeme-li tedy povaZovat za prokdzanou teorii o prena-
tilnim vzniku détské ALL (alespofi u &4sti piipadil), miZeme
ofekdvat, ze leukemicky nebo pre-leukemicky klon bude
v malém mnozstvi u nékterych déti detekovatelny jiz pti na-
rozeni. Tento zavér potvrzuji i dosud publikované vysledky
studii tzv. zpétného sledovdni lenkemickych bun€k neboli
.backtrackingu®. Tato metodika, poprvé pouZitd Gale a spo-
lupracovniky (6), vyuZzivd ke zpétné detekci markeru leuke-
mického klonu materid]l odebrany ditéti krdtce po narozen{
a poté dlouhodobé archivovany: kapku krve uréenou primar-
né pro screening metabolickych vad na tzv. Guthrieho karté,
Gale uplatnila tuto metodu u 3 kojeneckych pacientf
au viech prokdzala pfitomnost bunék nesoucich aberaci ty-
pickou pro leukemické butiky v DNA z Guthrieho karty. Dal-
§{ prace, které tuto metodiku vyuzily s riznymi druhy markerd
(leukemogenni hybridni geny, pfestavby imunoreceptoro-
vych genii), potvrdily u &dsti vySetfenych pacientl prenatdlni
puvod jejich onemocnéni (3, 6, 12, 21-23).

Protoze prenatélni plivod byl prokdzan také u fady ptipadi
TEL/AMLI pozitivni ALL, zaméfili jsme se pravé na tento
gen. Hybridni gen TEL/AML1 vznikd disledkem translokace
1(12;21)(p13:q22) a nachdzi se u témef Etvrtiny détskych pa-
cientlh s ALL (16). Je tak vibec nejtastéjsi chromosomalni
aberaci u détskych leukémii a povazuje se za prognosticky
piiznivou zndmku (15, 24). Pravé vysoka frekvence této abe-
race a prokdzany prenatdlni plvod nékterych pripadi
TEL/AMLI pozitivni ALL, spolu s relativn€ jednoduchou
metodikou detekce mRNA tohoto genu, nds vedly k prezen-
tované studii.

Rozhodli jsme se pdtrat v pupe¢nikovych krvich velkého
pottu zdravych novorozencti po pfitomnosti fiizniho trans-
kriptu TEL/AMLI. NaSe hypotéza vychdzela z toho, Ze
vznik translokace t(12;21) a tim i hybridniho genu
TEL/AMLI1 je primédrni uddlosti, kterd vede ke vzniku
(pre)leukemického klonu. Ten je v organismu piitomen az do
doby, kdy probéhne dalsi leukemogenni uddlost a vznikne
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definitivni leukemicky klon. Tato druhd leukemogenni udd-
lost ziejmé jiZ bezprostiedné predchdzi vlastni diagnézu leu-
kémie a u TEL/AMLI pozitivnich ALL probéhne vétsinou
v predikolnim véku (16). Prenatdlni pivod TEL/AMLI pozi-
tivai ALL byl v8ak prokdzan i u pacienta, u kterého byla
leukémie diagnostikovdna az ve 14 letech véku (22). U pa-
cientd nad 18 let je vak jiz tento typ ALL extrémné vzicny.

Tato fakta naznaduji, Ze nedojde-li ke druhé uddlosti v ur-
¢itém vékovém rozmezi, jeji pravdépodobnost se vyznamné
snizuje. Za takovychto podminek neni vyloucené, Ze v nékte-
rych ptipadech k této udalosti nedojde viibec a od narozent
ptitomné TEL/AMLI pozitivni buriky u takovychto déti samy
o sob& nikdy leukémii nevyvolaji. Pfedbézné vysledky naSi
studie potvrdily, Ze mRNA hybridniho genu TEL/AMLI je
skuteéné mozno detekovat v pupednikovych krvich zdravych
novorozenct (17, 19). Soudasné s ndmi pracuje na stejné
problematice skupina prof. Greavese (Leuekaemia Research
Fund Centre for Cell and Molecular Biology, Institute of
Cancer Research, Londyn, Velka Britdnie). Vzhledem
k tomu, Ze ve Velké Britdnii uz existovala banka pupe¢niko-
vych krvi uréend vyhradné pro védecké ucely, mohla tato
skupina prioritné prokdzat pritomnost transkriptu translokace
t(12;21) v 1 % normdlnich pupecnikovych krvi nejen meto-
dou molekuldrmné genetickou, ale i pomoci fluorescenéni in
situ hybridizace (FISH) (13).

Témét soulasné se ale objevila zprdva, Ze hybridn{ gen
TEL/AML! miZe vznikat disledkem apoptotickych zmén
v buiikdch - a to jak v in vitro podminkdch pfi arteficidln{
apoptogenni stimulaci (napf. hladovénim), tak i in vivo pii
febrilnich nemalignich stavech (2). Proto jsme roz§itili nasi
analyzu pupeénikovych krvi o fadu in vitro experimentd na
burikdch zdravych dobrovolniki i buné¢nych linii a vySetieni
déti s febrilnimi stavy.

Cilem studie bylo potvrzeni piitomnosti mRNA hybridni-
ho genu TEL/AML! v pupeénikovych krvich, ovéfeni pfi-
tomnosti transtokace t(12;21) pomoci FISH, stanovenf frek-
vence tohoto fenoménu a testovani potencidlniho arteficidlni-
ho vzniku této translokace viivem apoptogenni stimulace.
VyuZili jsme kromé klasické metodiky reverzné transkripta-
zové polymeridzové fetézové reakce (RT-PCR) také moderni
technologii kvantitativni RT-PCR v redlném case (RQ-RT-
PCR).

Material a metody

Pupetnikové krve a fetdlni hemopoetické tkané

Analyzovali jsme celkem 3 série normdlnich pupecniko-
vych krvi (PUK) odebranych na Gynekologicko-porodnické
klinice FN Motol. Krve byly shrom4Zzdény pfisn€ anonymné
a s informovanym souhlasem rodi¢ek. Prvni série (A) zahrno-
vala celkem 149 PUK, druh4 série (B) 94 PUK a treti (C) 55
PUK. V3echny PUK byly zpracoviny do 24 hodin od prijetf
materidlu. Ddle jsme analyzovali 10 vzorki tkdné€ jater z po-
tracenych plodd a vzorek tkané sleziny a jater z dal3iho potra-
ceného plodu (29. gestaéni tyden, sepse).

Periferni krev déti s febriliemi

Vysetiili jsme také s informovanym pisemnym souhlasem
vzorky 30 détskych pacientd, pfijatych na II. détskou kliniku
s nemalignim horenatym onemocnénim (teplotou v okamzi-
ku odbéru vy$3i nez 38 °C).
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Bunééné linie a polyklondlni kontroly

Pro in vitro experimenty jsme pouZili jaderné burnky peri-
ferni krve zdravych dobrovolnych ddrci a buitky bunéénych
linif REH a K562.

Vzorky kostni diené pacientd s non-TEL/AMLI1 ALL

Retrospektivné jsme vysetfili vzorky kostni diené 23 pa-
cientll s non-TEL/AML1 ALL v remisi onemocnéni. Jednalo
se 0 odbéry pied Protokolem M (ALL BFM-95).

Protikontaminaéni opatieni

Prestoze i pfi béZném provozu klademe velky diiraz na
opatfeni proti tzv. ,,carry-over" kontaminaci, v pfipad€ analy-
zy PUK jsme zavedli jedté dalsi specidlni postupy. Série Ba C
(viz ddle) byly zpracovdny v novych laboratorich, kde do té
doby nikdo nepracoval se vzorky pacientd s leukémiemi,
které by mohly byt potencidlnim zdrojem kontaminaci. Nega-
tivni kontroly byly zahruty do v8ech krokl a v sériich B a C
byla pozitivni kontrola pro PCR vysoce nafedéna (~10%). Tato
kontrola byla pfiddna v oddélené mistnosti po uzavieni viech
reakénich zkumavek se vzorky PUK. V sérii B byla navic jako
kontrola pro PCR pouzita cDNA s méné astym typem fiize
TEL/AMLI (exon 5 genu TEL - exon 3 genu AML1), kterou
jsme dosud identifikovali pouze u dvou pacientdl s ALL ze 73
pozitivné testovanych.

Pouzili jsme nové pipety, centrifugu a dal§i vybavent,
chemikalie a reagencie byly pfipraveny a uloZeny oddélené
od ostatnich.

Izolace jadernych/mononukledrnich bunék

Buiky byly z kostni dfené/periferni krve izolovany pomo-
ci centrifugace na hmotnostnim gradientu (Ficoll Paque, Phar-
macia, Uppsala, Svédsko) nebo osmotickou lyzou. Poget %i-
vych bunék pro experimenty byl poitdn ve svételném mikro-
skopu pomoci trypanové modfi.

Magneticka separace bunék (MACS)

Pro dgely MACS separace byl cely objem mononukledr-
nich bunék ziskanych ze vzorku PUK rozdélen na dvé iden-
tické &dsti a ty byly podrobeny sortoviani na CDI19+/-
a CD34+/- frakce pomoci zafizeni MiniMACS (Miltenyi Bio-
tec GmbH, Bergisch Gladbach, SRN) a magnetickych znace-
nych kuli¢ek anti-CD19 a anti-CD34. Uginnost separace
jsme v poéatecnich ex perimentech ovéfovali pomoci priitoko-
vé cytometrie, pozdéji rutinné ovéfovdna nebyla.

Extrakce RNA

RNA byla extrahovana pomoci upravené jednokrokové
metody Chomczynskiho & Sacchi (9). Uprava mnoZstvi bu-
nék, ze které¢ho byla RNA izolovdna, zaruovala, Ze v jedné
PCR reakci byla amplifikovana cDNA alespoii z 2,2x10° ne-
separovanych bunek.

Extrakce DNA

DNA byla extrahovana pomoci QIAamp DNA Blood kitu
(QIAGEN, Hilden, SRN) a jeji mnozstvi a ¢istota byly oveé-
feny na spektrofotometru.

Priprava cDNA

Pouzili jsme ndhodné hexametry a reverzni transkriptazu
MMLYV (Gibco BRL - Life Technologies Inc., Gaithersburg,
MD, USA) a postupovali ptesné podle ndvodu vyrobce.

Amplifikace TEL/AML1 ¢DNA (RT-PCR)

Klasickou dvoukolovou PCR detekci transkriptu
TEL/AMLI1 jsme provadéli tak, jak jsme popsali diive (24).
Citlivost metody dosahovala 10* az 10° TEL/AMLI pozitiv-
nich bunék, jak jsme oveéfili pomoci dilu¢ni fady.

Kvantitativni detekce TEL/AML1 ¢cDNA (RQ-RT-PCR)

Primery a sondy byly pfipraveny ve spolupréci s firmou
TIB Molbiol (Berlin, SRN). Amplifikaéni systém zahmuje
exon 5 genu TEL a exon 3 genu AMLI1. Sonda byla hydro-
lyzaéni, znatend FAM/TAMRA (reporter/quencher) a ke
kvantitativni detekci byl pouZit pfistroj pro ,real-time” PCR
ABI 7700 (Applied Biosystems, Fopster City, CA, USA). Pro
zvy8eni citlivosti jsme testovali vyuziti amplifikdtu prvniho
kola klasické RT-PCR jako templdtu pro RQ-R1-PCR ve
srovndni s jednokolovou RQ-RT-PCR. Experimenty proka-
zali mirné vy33i citlivost dvoukolové modifikace a ta byla
naddle pouZivdna s vyjimkou screeningu, kde jsme z antikon-
tamina¢nich diivoda i naddle pouzivali jednokolovou reakci.
Citlivost obou metod standardné presahovala 10 pti jedno-
kolové a 10 pfi dvoukolové amplifikaci.

Sekvendéni analyza

Produkty PCR byly pied sekvenaci na pfistroji ABI
PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) vyfiznuty z gelu a purifikovdny pomoci Kitu
Qiagen (Hilden, SRN). Sekvence byly analyzovédny pomoci

softwaru Vector NTI 8 Suite (InforMax, Inc., Bethesda, MD,
USA).

Fluorescentni in situ hybridizace (FISH)

Analyza interfaznich jader byla provddéna pomoci dvou-
barevné transloka¢ni sondy LSI TEL/AMLI ES od firmy
Vysis (Downers Grove, IL, USA) pro detekei fizniho genu
TEL/AMLI.

Apoptogenni stimulace

K vyvolani apoptézy in vitro jsme vyuZzili kultivaci bunék
v médiu bez fetdlniho séra (RPMI/FCS-) nebo jednominuto-
vého ozdreni UV. Nestimulovanou apoptézu vznikajici pfi
opozdéném zpracovéni vzorku jsme simulovali ponechdnim
vzorkd bungk zdravych dobrovolnikd a bunééné linie K562
pfi pokojové teploté 0-72 hodiny.

Analyza Zivotnosti bunék

Pro detekci a kvantitativni stanoveni apoptdzy jsme pouZi-
li Annexin-V-FLUOS kit (Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim, SRN). Postupovali jsme podle firemniho protokolu.

Vysledky

Pritomnost transkriptu TEL/AMLI v pupeénikovych kr-
vich

V sérii A jsme detekovali piitomnost TEL/AMLI cDNA
ve tfech ze 149 vy3ettenych vzorkd PUK pomoci klasické
dvoukolové RT-PCR (obr. 1). Pfimé sekvenovdni potvrdilo,
ze se jednd o klasickou fizi TEL/AMLI, pfi které je exon 5
genu TEL fizovdn s exonem 2 genu AMLI1. Tato varianta se
vyskytuje v naprosté vétsiné leukemickych bunék pacientt
s TEL/AMLI pozitivni ALL.
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Obr. 1. Ptiklad pozitivafho ndlezu transkriptu TEL/AML1 cDNA
v PUK pomoci klasické RT-PCR. V drdze &slo 1 je pozitivei PUK,
¥ drdze Cislo 15 pozitivni kontrola (¢cDNA pacienta s TEL/AMLI1
pozitivni lenkémii), velikost ohou produkti je 269 part bazf (bp).

Fig. 1. An example of positive finding of the TEL/AMLI c¢DNA
transcript in cord blood (CB) by a classical RT-PCR. In the lane No
1 pasitive CB, in the lane No 15 positive control (cDNA of a patient
with TEL/AMLI1 positive leukaemia), the size of both products is 269
base pairs (bp).

Viech 19 vzorki, obohacenych o CD19+ buiiky pomoci
MACS separace, bylo negativnich.

Z 94 dostupnych vzorkll v sérii B, které byly MACS
separoviny do CD19+/- a CD34+/- frakci, bylo pouze v 78
dostatecné mnozstvi bunék pro extrakci RNA ve viech &ty-
fech frakcich, V jednom z nich jsme v CD19 obohacené frak-
ci identifikovali pomoc{ klasické dvoukolové RT-PCR pro-
dukt, ktery velikosti neodpovidal klasické TEL/AMLI fiizi
(obr. 2). Sekvenéni analyza odhalila, Ze hybridni cDNA je
tvofena nedplnym exonem 5 genu TEL pfipojenym k exonu
| gemu AMLI. Tato varianta fiize vede ke vzniku stop kodonu
vexonu 2 genu AMLI a tim k translaci pfed¢asné ukonZené-
ho hybridniho proteinu TEL/AMLI (obr. 3).

Obr. 2. RT-PCR vySetieni jediného pozitivnfho vzorku v sérii B.
Produkt je jiné velikostl (319 bp) neZ klasicka fize TEL/AMLI (269
bp), coi potvrdila i sekvenéni analyza. Pritomnost atypické fiize,
navic 5 posunem ¢tecihe rdmcee, vylutuje moZnost kontaminace.
Sporny je ale biolegicky vyznam fize vedouci k nefunkénimu, zkrs-
cenému proteinu.

Fig. 2. RT-PCR examination of the only one positive sample in the
B series. The product size is different (319 bp) than the classical fusion
TEL/AMLI (269 bp), as also confirmed by sequence analysis. The
presence of an atypical fusion, also with the frameshift, excludes
a possibility of contamination. The biological significance of the fusi-
on, leading to non-functional, shorter protein, is questionable.
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Obr. 3. Schéma piedstavuje,,novou* variantu fiize u PUK z obrizku
2 a ukazuje polohu stop Kodonu vzniklého posunem éteciho rdmce
(ORF).

Fig. 3. The diagram represents a ,,new* variant of the fusion in CB
from Fig. 2 and shows the position of the stop codon produced by
open reading frame (ORF).

Pokusili jsme se neuspe¥né prokdzat s pouzitim specific-
kych primer pfitomnost této flize na drovni genomoveé DNA.

Metodou I-FISH jsme analyzovali celkem 3x 10’ jader
v tomto pozitivnim vzorku PUK a TEL/AMLI fizi jsme de-
tekovali ve tfech z nich (obr. 4). V kontrolnim vzorku kostni
dfené jsme Zddné pozitivni jddro nenalezli (celkem analyzo-
vino 5x10’ jader). Jeden pozitivni signdl jsme ale detekovali
také v kontrolnim vzorku PUK, kiery byl RT-PCR negativni.

Viechny vzorky série C byly MACS separovdny do
CDI9+/- a CD34+/- frakci. Viechny frakce byly vysetfeny
pomoci jednokolové RQ-RT-PCR v triplikdtu. Celkem 4
vzorky byly reprodukovateiné pozitivni na hladindch odpovi-
dajicich 2,2x10° - 7x10* leukemickych bunék (obr. 5). Jed-
nalo se 0 CD34- a CD19- frakee.

Pritomnost transkriptu TEL/AMLI1 ve vzorcich fetdlnich
hemopoetickych tkdni

Vysetfili jsme celkem 10 vzorkd jaternf fetdini tkdné po-
moci RT-PCR s negativnim vysledkem. Ve vzorku tkdné
sleziny plodu spontdnng potraceného v 29. tydnu gestace
jsme reprodukovatelné prokdzali pozitivitu TEL/AMLI. Za-
jimavé je, Ze ve dvou ze tif paralelné vy3ettovanych alikvota
tkang jsme nalezli pouze krat§i hybridni cDNA (fiize exonu 5
genu TEL a exonu 3 genu AML1). ProtoZe kontrola v tomto
piipadé - stejn€ jako naprost4 v&iSina leukemickych pacientd
(viz vy$e) - obsahovala variantu s pfevazujicim v&t§im trans-
kriptem (exon 5 genu TEL fizovin s exonem 2 genu AMLI),
tento ndlez vylucuje moznost kontaminace (viz obr. 6).

Detekce transkriptu TEL/AMLI1 ve vzorcich non-TEL/
/AML1 ALL

Viech 23 vysetfenych vzorki bylo negativnich v klasické
dvoukolové RT-PCR. V3echna vySetfeni byla provedena
v triplikdtu.

Detekee transkriptu TEL/AMLI po apoptogenni stimulaci

Pti simulaci pfirozené vznikajici apoptézy (stdni v poko-
jové teploté 0-72 hodiny) na vzorefch bunék dvou zdravych
ddrct a bunééné linie K562 nebyly detekovdny stopy trans-
kriptu TEL/AML.1. Skuteéné mnoZstvi apoptotickych bunék
jsme v tomto experimentu nestanovovali.
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Obr. 4. FISH analyza pozitivniho vzorku PUK, Zeleny signdl pied-
stavuje normédlni TEL gen, v&t3f &erveny signdl normalni gen AML1,
mendi ferveny signdl zbytek materidlu z translokovaného genu
AML1 a zeleno-Cerveno-Zluty signdl fiizi TEL/AMLI. PouZiti tohoto
typu sondy vyluéuje faleinou pozitivitu vzniklou ndhodnym pfekry-
tim chromosomu v jddie.

Fig. 4. FISH analysis of a positive CB sample. The green signal
represents a normal TEL gene, the larger red signal is the normal
AMLI1 gene and the green-red-yellow signal represents the
TEL/AML] fusion. The use of this type of probe precludes a false
positivity originated by a random overlap of chromosomes in the
nuclens.

VySetfili jsme v triplikdtu vzorky 30 déti s hore¢natym
nemalignim onemocné&nim. V jednom vzorku jsme detekovali
transkript TEL/AML1, ale opakovany experiment s nové ex-
trahovanou RNA z téhoZ vzorku tuto pozitivitu nepotvrdil.

Vy3Setfovali jsme vzorky normdlnich krevnich jadernych
bunék 4, 8, 12, 24 a 36 hodin od zahdjeni apoptogenni stimu-
lace (UV nebo RPMI/FCS-). Maximum apoptotickych buné&k
jsme detekovali po 4 hodindch v obou systémech. Vzorky
byly potom v triplikdtu vysetfeny standardni RT-PCR. Nede-
tekovali jsme Zidnou reprodukovatelnou TEL/AMLI1 poziti-
vitu.

Diskuse

Od doby, kdy byly pfineseny prvn{ ditkazy o prenatdinim
plivodu détské ALL (5), se nabizi otdzka, u jak vysokého pro-
centa détf jsou leukemické (nebo alespoii potencidlné leukemo-
gennf) buriky pfitomny jiZ pfi narozeni. Dal8i navazujici otdzkou
je, zda tyto bufiky jsou detekovatelné jiz krditce po narozeni
a pokud ano, zda je 1ze nalézt se stejnou nebo vétsi frekvenci, nez
je frekvence phistuiného druhu détské leukémie.

Nejdrive se pozomost soustfedila na gen MLL/AF4, jehoz
pritomnost{ je charakterizovdna novorozeneckd a kojeneckd
ALL. Jedind zprdva o ndlezu MLL/AF4 pozitivnich bunék
u velkého poétu zdravych novorozencil a pacientd s non-
MLL/AF4 pozitivni leukémif (20) byla zpochybnéna meto-
dicky i fakticky (10, 18). Pozornost se potom soustfedila na
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Obr. 5. Ukdzka RQ-RT-PCR analyzy. Sipky oznatuji amplifikaéni
kiivky diluénf fady TEL/AMLI pozitivni linie REH ‘L}"" nadi Fedéni
TEL/AMLI pozitivnich bun&k v poméru 1:10; 10 = 1:10% 10° =
1:10° ). Zelend a éervend kiivka jsou pozitivai PUK.

Fig. 5. An example of RQ-RT-PCR analysis. The arrows mark
amplification curves of the TEL/AML1 dilution curve of the REH
positive line (10'l delineates dilution of the TEL/AMLI-positive cells
in the ratio 1:10; 10™ = 1:10°, 10" = 1:10%). The green and red curves
represent positive CB.

Obr. 6. VySetfeni jater a sleziny potraceného plodu pomoci RT-
PCR. Jaterni tkdi je negativni (drdha 1), drdhy 2-4 obsahuji ampli-
fikat slezinné tkdné. Alikvoty ve tietf a &tvrté drize obsahuji pouze
kratdi variantu fize TEL/AMLI, zatimeco v prvnim alikvotu (driha
2) a pozitivni kontrole (cDNA pacienta s TEL/AMLI pozitivni leuké-
mii) (drdha 6) se amplifikuji ob& varianty. V pozitivni kontrole
vyznamné prevaluje varianta vtii, coZ prakticky vylutuje kontami-
naci do alikvotd 3 a 4,

Fig. 6. The examination of the liver and spleen of an aborted foetus
by RT-PCR. The liver tissue is negative (lane 1), the lanes 2-4 contain
an amplified sample of the spleen tissue. The aliquots in the lane 3
and 4 contain only a shorter variant of the TEL/AMLI fusion, whe-
reas in the first aliquot (lane 2) and in the positive control (cDNA of
a patient with TEL/AML 1-positive leukaemia) (lane 6) both variants
are amplified. In the positive contral the larger variant significantly
prevails, which virtually rules out a contamination into aliquots 3
and 4.

méné agresivni subtypy leukémie s prokdzanym prenatdlnim
ptivodem a molekuldrnimn markerem, zejména na TEL/AMLI1
pozitivni ALL. 7 experimentt vyuZivajicich , backtracking"
se dd odvodit, ze frekvence bunék leukemického (nebo preleu-
kemického) klonu je v materidlu ziskaném z Guthrieho karet
<10™ (6). Detekee tichto velmi vzacnych bunék v pupetniko-
vych krvich je komplikovdna faktem, Ze na rozdil od ,.back-
trackingu" nemdme k dispozici klondlné specifickou sekvenci
a nemiiZzeme zvySit citlivost a specificitu vySetfeni vyuZitim
specifického primeru. Navic v pifpadé ndlezu transkriptu
TEL/AML! pomoci RT-PCR nebo RQ-RT-PCR v podstaté
neexistuje moznost, jak prokdzat, Ze se nejednd o kontaminaci
TEL/AMLI pozitivnim materidlem (napf. kontrolni ¢cDNA
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(R reakci) nebo produktem PCR jinych vzorkd, se kterymi
vlaboratofi pracovalo. ProtoZe mnoZstv{ templétu pfitom-
e vzorku je velmi malé, neni mozno oéekdvat ani stopro-
“ilni reproducibilitu vySetfeni.
[Na stejném problému jako naSe skupina sou€asné pracuje
iboratot prof. Greavese z Londyna. Ta vyuZila existujici
_I'mské banky pupecnikovych krvi, diky které u vzorki, které
iy ve screeningu TEL/AMLI pozitivn{, bylo moZno ana-
Jovat vetdi mnozstvi materidlu a provést cilenou separaci
wci FACS nebo MACS (13). Na tomto materidlu pak bylo
“wino specificitu vySetfeni potvrdit pomoc{ FISH analyzy.
iimavé je, ze Greavesova skupina TEL/AMLI pozitivitu
‘wkdzala kromé nefrakcionované PUK také v CD19+,
D34+, ale také CDI10-/19+/k/A+ frakci. To znamend, Ze
L/AML1 pozitivni mohou byt také zralé B buiky, ze
“erjch nikdy nevznikd TEL/AMLI pozitivni leukémie.
' Celkova frekvence TEL/AML1 pozitivnich PUK je mirné
if v na§em souboru nez v publikované Moriho studii (13).
“nio fakt ale miiZe byt zplisoben celkové relativné malym
wilem vySettenych PUK v obou studiich (vzhledem k frek-
Y:nci pozitivnich ndlezt). Také fakt, Ze nachdzime
E/AMLI pozitivni buitky v CD19- a CD34- frakeich mize
«chizet z toho, Ze jsme analyzovali celkové mensi mnoZstvi
eridlu v jednotlivych PUK a tim se oslabil efekt magne-
gé separace na kor vét§i buné&nosti negativnich frakei. Na
uhé strané je teoreticky mozné, ze TEL/AMLI pozitivni
iky se neomezuji na CDI19+/34+ frakce, ale mohou se
sskytnout v neocekdvanych vyvojovych typech B bunék.
Celkové ale nase i Moriho vysledky potvrzuji, Ze
SL/AML1 pozitivni buniky jsou detekovatelné v krvi jiz
Imce po narozeni a Ze tedy pochdzeji z prenatalniho udobf
ota. Frekvence t€chto ndlezi v PUK je minimadlné 40krat
i, neZ je celkovd kumulativni pravdépodobnost, Ze nékteré
Jtichto déti kdykoli v pritbéhu Zivota onemocni TEL/AMLI
wzitivni leukémii. Jinymi slovy, ndlez TEL/AMLI pozitiv-
“thbunék vzniklych v prenatdlnim obdobf Zivota nedetermi-
e nutné ke vzniku leukémie. Ndlez fize TEL/AMLI po-
wei FISH i v PUK, kterd byla RT-PCR negativni, miiZe
Fmvidat, Ze hrani¢nf pozitivita miZe byt pfitomna dokonce
WIE Cast€ji a Ze jedna z detekénich metod miZe pii téchto
’Lnni&m’ch ndlezech selhat. Nejasnosti tykajici se konkrétnich
“kei TEL/AMLI pozitivnich bunék zasluhujf dal§{ studium.,
Sioritni je ndlez reprodukovatelné TEL/AMLI pozitivity ve
uilni slezinné tkdni, ktery by mohl napovédét o mistu a &asu
“miku TEL/AMLI pozitivniho klonu.
- NaSe experimenty nepotvrdily tdaje publikované Eguchi-
himaem et al. o Castém specifickém vzniku t(12;21) na
“klad€ apoptogennf stimulace (2). Pokud by in vitro experi-
tenty prokdzaly spontdnni vznik (pro leukemické buiky
“pického) hybridniho genu TEL/AMLI, pfedstavovalo by to
dnoduché vysvétleni pro ndlez TEL/AMLI pozitivnich bu-
“ v rliznych biologickych materidlech. Apoptéza iniciova-
“iaz v odebraném vzorku vlivem vnéjsiho prostedi by vedla
(arteficidlnim faleSné pozitivnim vysledkiim. PiestoZe jsme
wpakovali komplewni spektrum pokusii provedenych Egu-
di-Ishimaem et al., nenalezli jsme TEL/AMLI pozitivitu ani
déti s febriliemi, ani ve vzorcich vystavenych pokojové
sploté ¢i apoptogennf stimulaci. Stejné tak jsme nedetekovali
unskript TEL/AMLI1 ve vzorcich kostni dfené déti s non-
EL/AMLIL ALL, pfestoZe se jednalo o ndbéry provedené
' pribéhu intenzivni chemoterapie a tedy s indukovanou
foptozou.

6

Zavér

Nage vysledky potvrzuji hypotézu navrienou Greavesem
(8), podle které by u skupiny TEL/AMLI pozitivnich leuké-
mii mohl byt vznik fize TEL/AMLI1 disledkem prvniho
leukemogenniho zdsahu. Tento zdsah by se odehrdl v prena-
tilnim obdobi a v okamZiku porodu by bylo mozno velmi
citlivou metodou tyto preleukemické buiiky detekovat. K de-
finitivnimu zvratu do leukemického klonu a zjevnému pro-
puknuti klinického obrazu leukémie by pak dochdzelo pouze
u ¢dsti déti po kontaktu s dosud nezndmym faktorem (antige-
nem?) v prib&hu postnatdlniho Zivota.
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Svédsti experti sledovali, jakd je nemocnost téch déti,
0 které se stard jen jeden z odloucené zijicich manzeld. Vysled-
ky této studie byly velmi tristni. Ukdzalo se totiZ, Ze tyto déti
jsou trikrdt ¢astéji zdvislé na drogach, dvakrdt tak Casto trp{
néjakou psychickou nemoci a prakticky dvojndsobng Easto
konci sviij zivot sebevrazdou neZ jejich vrstevnici z dplnych
rodin. Tyto déti z rozlouCenych rodin také vykazuji obecng
vys8i mortalitu, ¢astéji umiraji po nes$tastném irazu, ne v8ak
v ramci dopravniho ruchu,

Studie byla zahdjena v roce 1991 a trvala 8 let, piicemz
vedle imrti byly analyzoviny i vdechny hospitalizaéni pobyty

téchto détf ve véku 6 az 18 let. Celkem 65 tisic déti Zilo
v ,odloucenych* rodindch, 920 tisic se spole¢né Zijici rodinou
tvorilo kontroln{ skupinu. V tomto mezidobi zemfielo celkem
1912 déti, z toho 364 po suicidiu, 528 pii dopravnich neho-
déch a 70 na nésledky drog. Pti¢iny nepfiznivych vysledki
u déti odloucenych rodicid se viak nepodarilo pfesn& objasnit.
Roli hrdla napf. nezaméstnanost odlouceného rodice, §patné
bytové poméry, asi 10 % déti bylo mozno oznacit jako ,chu-
dé*, finan¢nf primér byl v t€chto pfipadech o polovinu niZsi.

Tato problematika bude i naddle nardistajicim a dosud ne-
vyfedenym tkolem, ponévadz podle odhadu expertd Zije jen
s jednim rodic¢em asi jedna Ctvrtina viech déti, a to se urcié
netykd jen Svédska, ale i napf. pomérii v Némecku.

Fuchs, Praha
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Seznam pouzitych zkratek

AARE
ACK1
AL

ALL
AML
APL
ASH
AsnS
BCP-ALL
B2M
BFM
CBFa
CLIP
CML
CR1
EFS
ERSR
FAB
GDH
GZMB
HAT
HDAC
HDACi
HOX
L-Asp
Nalm-6
Nalm-24
NC-NC
0S
PDGFRB

Ph chromosom

amino acid response element

activated p21cdc42Hs kinase

akutni leukémie

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie

akutni promyelocytarni leukémie
American Society of Hematology
asparagin syntetaza

prekurzorova leukémie B-fady
beta-2-microglobulin
Berlin-Frankfurt-Minster

core binding factor alpha

Childhood Leukaemia Investigation Prague
chronicka myeloidni leukémie

first complete remission

event-free survival

endoplasmic reticulum stress response
French-American-British classification of AML
glutamat dehydrogenaza

granzyme B

histon acetyltransferaza

histon deacetylaza

inhibitory deacetylaz histon(
homeoboxové geny

L-Asparaginaza

TEL/PDGFRB pozitivni leukemicka linie
BCR/ABL pozitivni leukemicka linie

EBV transformované zralé lymfocyty
overall survival

platelet derived growth factor receptor beta

Philadelphsky chromosom
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RA
RAG-1
REH

RLU
gRT-PCR

TCF-4
TdT
TSA
VPA

retinoic acid
subunit of recombination activating gene
TEL/AML1 pozitivni leukemicka linie

relative luciferase unit

real-time quantitative reverse transcription-polymerase

chain reaction

transcription factor 4

terminal deoxynucleotidyl transferase
Trichostatin A

kyselina valproova
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