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Úvod

Leukemie, maligní onemocnění lymfoidních anebo
myeloidních progenitorových buněk, je nejčastěji se vy-
skytující malignita u dětí. Nejběžnějším typem je akutní
lymfoblastická leukemie (ALL), která tvoří 75–80 %
všech dětských leukemií, zbývající subtypy pocházejí
z myeloidní linie (1). Zlepšení chemoterapie, spolu s při-
bývajícími poznatky o biologickém chování leukemic-
kých buněk, vedlo k vysokému snížení mortality. Nejmo-
dernější léčbou se podaří zachránit 75 % dětí s ALL.
V současné době je cílem hematologie definovat příčinu
selhání léčby, ke které dochází u 20 % ALL a zároveň
zvýšit antileukemický účinek terapie.

ALL je heterogenní onemocnění charakterizované klo-

nální expanzí transformovaných hematopoetických bu-
něk, které se diferencují do T nebo B řady (1). Dominant-
ní formu dětských ALL tvoří B – prekurzorové leukemie.

Maligní transformace leukemických lymfoblastů je
spojena s chromozomálními abnormalitami, aberantní ge-
novou expresí a abnormálně exprimovanými povrchový-
mi molekulami (2). Každý ze dvou nejčastějších gene-
tických podtypů tvoří asi čtvrtinu dětských ALL. Jsou to
přítomnost fúzního genu TEL-AML1, jako důsledek
translokace t(12;21), a vysoká hyperdiploidie, kdy počet
chromozomů je zvýšen na 51 až 65 (3). Oba genotypy
jsou asociovány s dobrou prognózou (2). Méně časté ge-
netické translokace u ALL spojené se špatnou prognózou,
jsou přítomnost fúzního genu BCR-ABL a MLL-AF4 (1).

Leukemická buňka zásadně ovlivňuje pacienta, což ve-
de ke známým základním klinickým a laboratorním pro-
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Souhrn
Některé klinické symptomy u akutní leukemie (AL) mohou vznikat v důsledku působení solubilních faktorů secer-
novaných leukemickými buňkami do mikroprostředí kostní dřeně. Na druhé straně jsou leukemické buňky často zá-
vislé na mikroprostředí hostitele, takže většina leukemických buněk podlehne apoptóze během prvních dnů v in vit-
ro podmínkách. I tento podpůrný vliv na leukemické buňky může být zprostředkován solubilními faktory. Většina
pozornosti se logicky soustřeďuje na maligní buňky, a tak složení solubilních faktorů může být neprávem opomíje-
no. Vyšetřovali jsme proteiny v kostní plazmě dětí s akutní lymfoblastickou leukemií (ALL), které mohou být zodpo-
vědné za agresivitu ALL blastů nebo za mikroprostředím zprostředkované přežívání ALL buněk. 
Plazma z kostní dřeně a periferní krve byla analyzovaná pomocí proteinové array a dvojrozměrné elektroforézy
(2-DE). Metodou proteinové array jsme detekovali 23 proteinů, jejichž koncentrace byla signifikantně odlišná u pa-
cientů a kontrolních vzorků. Z kostní plazmy jsme před provedením 2-DE depletovali 12 abundatních proteinů
pomocí afinitní chromatografie. Tím se nám podařilo zvýšit počet spotů, které jsme analyzovali pomocí softwaru
PDQuest.
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In acute leukemia (AL), several clinical symptoms may be caused by soluble factors secreted by AL cells into the bo-
ne marrow (BM) microenvironment. On the other hand, AL cells are often dependent on the microenvironment of
the host, with most AL cells dying during first days after transferred to in vitro. This support of leukemic cells may
be mediated by soluble factors as well. Attention is logically focused on malignant cells and the composition of solub-
le factors may be unjustly omitted. We aimed at identifying proteins in BM plasma of children with lymphoblastic
AL (ALL), which may be responsible for ALL aggressiveness or for microenvironment-mediated survival of ALL cells.
BM plasma and blood samples were analyzed by protein microarray and/or by two-dimensional electrophoresis (2D
PAGE). We detected 23 proteins with a significantly different concentration in patients by Protein microarray. Befo-
re 2D PAGE, BM plasma was immuno-depleted from 12 abundant proteins by affinity chromatography. With this
approach we succeeded to increase the number of spots that were analyzed by the PDQuest software.
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jevům (potlačení nemaligní krvetvorby, ovlivnění meta-
bolismu, změny metabolismu kostí apod.). Na druhou
stranu jsou leukemické buňky samy závislé na hostiteli,
takže u významného procenta pacientů s akutní lymfob-
lastickou leukemií (ALL) buňky podlehnou apoptóze
a nekróze bezprostředně po převedení do podmínek in vit-
ro (4–6).

Faktory zodpovědné za přežívání leukemických buněk
nejsou dosud známy. Publikovaná data ukazují supresiv-
ní efekt molekul přítomných v plazmě u dospělých s akut-
ní myeloidní leukemií na růst hematopoetických proge-
nitorových buněk. Tento efekt byl potlačen protilátkami
proti TNF alfa a adiponectinu (7).

K zjištění důležitosti solubilních faktorů u ALL jsme
používali dvě proteomické metody: dvojrozměrnou elek-
troforézu (2-DE) a proteinovou array. Pomocí těchto tech-
nik jsme hledali proteiny, jejichž hladina se významně li-
ší v plazmě kostní dřeně dětí při diagnóze ALL a u kon-
trolní skupiny. Takové molekuly mohou sloužit jako dia-
gnostické znaky leukemií, nebo jako potenciální terape-
utické cíle, bude-li se jednat o molekuly významně pod-
porující přežívání leukemických buněk.

Materiál a metody

Pacienti
V naší bance plazmy kostní dřeně uchováváme dia-

gnostické vzorky dětí s ALL (vzorky leukemické kostní
plazmy, LKP) a kontrolní vzorky (KKP), odebrané od pa-
cientů bez známek maligního onemocnění více než 1 rok
po transplantaci kostní dřeně. Všechny vzorky byly zís-
kány po informovaném souhlasu. Ve snaze pokrýt široké
změny v proteomickém profilu jsme vzorky použité na 2-
DE smíchali od 5 dětí s ALL se třemi hlavními genoty-
pickými podtypy (hyperdiploidie, TEL-AML1, a bez fú-
ze a hyperdiploidie) a srovnávali je s KKP smíchanou od
5 kontrolních pacientů. Vzorky na cytokinovou array jsme
testovali jednotlivě. Pomocí cytokinové array jsme tes-
tovali jinou kohortu 15 LKP a 9 KKP než pomocí 2-DE.
Periferní krev jsme získali od 5 zdravých dospělých dob-
rovolných dárců. 

Zpracování vzorků
LKP a KKP byla získána jako horní supernatant po gra-

dientové centrifugaci na roztoku Ficoll Paque Plus (GE
Healthcare Bio-Sciences) při 500 g při 4 °C, po dobu 35
min. Ihned po centrifugaci a odsátí byl materiál uložen při
-80 °C. Po rozmražení jsme do vzorků použitých na 2-DE
přidávali směs inhibitorů proteáz a vzorky jsme použili
opakovaně. Na cytokinovou array jsme použili vzorky
jednorázově bez přidání proteázových inhibitorů.

Cytokinová array
Pro zjištění profilu solubilních proteinů jsme použili

cytokinový kit (RayBio Human Cytokine antibody array
V map) od firmy RayBiotech, Inc. Testovali jsme 15 LKP,
9 KKP a 5 plazem z periferní krve. Na každé membráně

je navázáno 79 protilátek proti cytokinům. Po přidání 1 ml
kostní plazmy na membránu s protilátkami jsme vzorky
inkubovali při laboratorní teplotě. Následovala inkubace
se směsí biotinylovaných protilátek a streptavidinem, po
které jsme detekovali chemiluminiscenční signál pomo-
cí CCD kamery na přístroji FluorChem FC2 od firmy Alp-
ha Innotech. Optickou denzitu signálu jsme analyzovali
pomocí softwaru AlphaEase FC. 

Imunodeplece
Vysoce abundantní proteiny ve vzorcích kostní plazmy

jsme depletovali pomocí kitu Proteomelab Ig Y-12 (Beck-
man Coulter). Kit obsahuje kolonky s purifikovanými ku-
řecími protilátkami, které jsou kovalentně konjugované
s polymerními kuličkami. Protilátky vážou 12 abundant-
ních proteinů v lidské plazmě, kterými jsou albumin, IgG,
transferin, fibrinogen, IgA, α2-makroglobulin, IgM, α1-
antitrypsin, haptoglobin, α1-glykoprotein, apolipoprote-
in A1, apolipoprotein A2. Tyto proteiny představují až 96
% všech plazmatických proteinů, čímž činí identifikaci
minoritních biologických markerů obtížnou. 

Po imunodepleci jsme nízce abundantní proteiny vys-
ráželi v TCA (kyselina trichloroctová) o finální koncent-
raci 6 % s 0,01 % deoxycholátem sodným 45 minut při
laboratorní teplotě. Vzorky jsme rozpustili v rehydratač-
ním roztoku (7 mol/l močovina, 2 mol/l thiourea, 4 %
CHAPS, 1 % w/v DTT, 1 % Pharmalyte pH 3–10 /GE He-
althcare/) a uchovávali při -80 °C.

Dvojrozměrná elektroforéza (2-DE)
Na gelový proužek s imobilizovaným pH gradientem

o rozsahu pH 3–10 jsme nanesli 200 μg plazmatických
proteinů v rehydratačním roztoku (viz Imunodeplece), pře-
vrstvili minerálním olejem a rehydratovali přes noc. Izo-
elektrickou fokusaci (1. rozměr 2-DE) jsme provedli na
přístroji Multiphor II (GE Healthcare) při 45 kVh. Prouž-
ky byly před analýzou v druhém rozměru ekvilibrovány
v pufru ve složení 50 mmol/l Tris HCl pH 6,8, 6 mol/l mo-
čovina, 30 % glycerol, 10 % SDS (dodecylsulfát sodný)
a 0,2 % DTT (dithiotreitol) po dobu 15 min. Následně by-
ly přeneseny do pufru, který byl stejného složení avšak
místo DTT obsahoval 0,25% Iodoacetamid. Pro dělení
v druhém rozměru v přítomnosti SDS jsme použili 10 %
polyakryamidový gel o rozměrech 18x20 cm. Dělení ve
druhém rozměru pak probíhalo v zařízení Millipore Inves-
tigator Unit (Millipore Corporation, Inc.). Elektroforetic-
ká analýza probíhala podle protokolu doporučeného vý-
robcem zařízení. Ve všech experimentech jsme při analý-
ze v softwaru PDQuest porovnávali 4 nezávislé gely LKP
(1gel = 1 vzorek LKP od 5 pacientů) a 4 nezávislé gely
KKP (1gel = 1 směsný vzorek KKP od 5 kontrolních pa-
cientů bez známek ALL). Rozdíly mezi LKP a KKP jsme
vyhodnotili pomocí softwaru PDQuest. 

Barvení proteinů
Proteiny jsme vizualizovali barvením pomocí stříbra

(ProteoSilver stain kit, Sigma-Aldrich), pro kvantitativní
analýzu pomocí softwaru PDQuest pak fluorescenční bar-
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vou Sypro Ruby (Sypro Ruby, Invitrogen). Fluorescenč-
ně barvené gely jsme analyzovali ve snímacím zařízení
Molecular Imager™ FX (Bio-Rad) při rozlišení 100 μm.

Výsledky

Proteinový profil leukemické (LKP) a kontrolní kostní
plazmy (KKP) a plazmy z periferní krve metodou cyto-
kinové array

Metodou lidských cytokinových protilátkových arrayí
jsme otestovali koncentraci 79 proteinů (cytokinů, chemo-
kinů a dalších sekretovaných faktorů). Zjišťovali jsme kon-

Možné zvýšení v LKP (bez Bonferroniho korekce, Zvýšení v LKP (s Bonferroniho korekcí, p < 0,000633)
0,000633 < p < 0,05)
Ang (Angiogenin) LIF (leukemia inhibitory factor)
BLC (B-lymphocyte chemoatractant) TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases)
FGF-4 (fibroblast growth factor)
GRO (Growth-related oncogene)
I-309 
IGFBP-1 (insulin-like growth factor binding protein)
IGFBP-2
IGFBP-4
IL 1 beta (interleukin)
IL-5 
IL-6
IL-7
IL-12
LIGHT (protein TNF rodiny)
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein)
MCP-2
MIF (macrophage migration inhibitory factor)
MIP-gama (macrophage inflammatory protein)
TGF beta (transforming growth factor)
TGF beta2
TPO (thyroid peroxidase)

Tab. 1. Proteiny se signifikantně vyšší expresí v LKP podle cytokinové arraye.

Obr. 1. Reprezentativní 2-DE gel KKP a LKP (KKP a LKP vznikly smí-
cháním 5 individuálních vzorků) před deplecí abundantních proteinů.
Na gelu jsme identifikovali 264 skvrn (průměrný počet skvrn vyhod-
nocený na Master gelu). Dominantní skvrna představuje největší plaz-
matický protein albumin. Gel barvený Sypro-ruby.

Obr. 2. 2-DE gel proteinů KKP a LKP po depleci albuminu a dalších
majoritních proteinů. Gel barvený Sypro-ruby. Imunodeplece výrazně
zvýšila množství minoritních proteinů ve srovnání s obr. 1. Počet iden-
tifikovaných skvrn stoupl na 393 (průměrný počet skvrn vyhodnocený
na Master gelu).

centraci u LKP (n = 15), u KKP (n = 9) a plazmy z peri-
ferní krve zdravých osob (n = 5). Detekovali jsme 23 pro-
teinů se signifikantně rozdílnou koncentrací mezi LKP
a KKP (p < 0,05). Všechny nalezené rozdílně zastoupené
proteiny měly vyšší hladinu exprese u pacientů (tab. 1). Vz-
hledem k vysokému množství pozorování je možné, že ně-
které ze zjištěných rozdílů jsou významné díky náhodě.
V Tabulce 1 je proto označen rozdíl jako „možný“, pokud
byla hodnota p nižší než 0,05, ale vyšší než 0,000633, což
je požadovaná hladina významnosti po Bonferroniho ko-
rekci (odpovídá hodnotě 0,05/n, kde n je počet pozorová-
ní = 79). V případech, kde jsme zjistili možný rozdíl kon-
centrace, je nutno rozdíly potvrdit nebo vyvrátit jinou ne-
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závislou metodou. Statistické významnosti s Bonferroni-
ho korekcí dosáhly rozdíly v koncentraci proteinů LIF
a TIMP-1. Nepozorovali jsme žádné signifikantní rozdíly
mezi plazmou z kostní dřeně a plazmou z periferní krve. 

Dvojrozměrná elektroforéza (2-DE)
Složení proteomu kostní plazmy (KP)

Relativně malý počet (10–15) proteinů (především al-
buminu) tvoří více než 90 % všech proteinů KP. Tato sku-
tečnost ztěžuje detekci a separaci proteinů vyskytujících
se v plazmě v nízkých koncentracích. Proto bylo nutno
tyto majoritní proteiny odstranit.

Abundantní protein jsme odstranili imunochromatogra-
ficky. Tato technika zlepšila separaci proteinů při dvoj-
rozměrné elektroforéze a výrazně zvýšila množství pro-
teinových skvrn (obr. 1 a obr. 2) a ulehčí následnou iden-
tifikaci minoritních plazmatických proteinů s potenciálně
důležitým biologickým účinkem.

Rozdíly mezi LKP a KKP po depleci
Gely po 2-DE jsme analyzovali pomocí PDQuest 7.3.1

softwaru (Bio-Rad). Na gelu jsme rozlišili 393 proteino-
vých skvrn, což je průměrný počet skvrn na tzv. Master
gelu (gel vytvořený v softwaru PDQuest po analýze ge-
lů LKP a KKP), přičemž bez deplece jsme rozlišili na
Master gelu jen asi 260 skvrn. Intenzita (odpovídající kon-

centraci) 16 skvrn ze 393 byla signifikantně rozdílná při
porovnání mezi LKP a KKP. 

Srovnání výsledků s expresními profily
V závěrečné části jsme srovnávali expresi LIF a TIMP-

1 s jejich již publikovanými expresními profily, tedy s ex-
presí na úrovni mRNA. Ve všech vybraných studiích byl
použit stejný typ čipu, což nám umožnilo jednotlivé stu-
die navzájem srovnat. Porovnávali jsme leukemické buň-
ky (8) s nemaligními B-prekurzory (9) a s nesortovaný-
mi buňkami kostní dřeně (10) (obr. 3a, b). Exprese TIMP1
je u B-prekurzorové ALL vyšší než u B prekurzorů, ale
nižší než u nesortovaných buněk kostní dřeně. Exprese
LIF je u B-prekurzorové ALL nižší u B prekurzorů i u ne-
sortovaných buněk kostní dřeně.

Diskuse

Hlavním cílem této studie bylo nalézt solubilní prote-
iny důležité u ALL. Analyzovali jsme proteinový profil
kostní plazmy KP pocházející od dětí při diagnóze B-pre-
kurzorové ALL a KP dětí rok a více po transplantaci kost-
ní dřeně, jako kontrolní skupiny. KP je bohatým zdrojem
proteinů pocházejících přímo z mikroprostředí kostní dře-
ně; přestože se při standardní diagnostice nevyšetřuje,
proteom KP nejlépe reprezentuje procesy probíhající
v tomto mikroprostředí na úrovni solubilních molekul.

Používali jsme 2 nezávislé metody: proteinovou array
a dvojrozměrnou elektroforézu (2-DE). Pomocí proteino-
vé array jsme stanovili profil solubilních proteinů jako
jsou cytokiny, chemokiny a růstové faktory. Tato metoda
je vysoce citlivá a dokáže stanovit proteiny přítomné ve
vzorcích i ve velmi nízkých koncentracích. 2-DE patří
mezi nejlepší separační techniky a díky nezávislosti na
předchozí informaci může objevit i molekuly, jejichž vý-
znam dosud nebyl objeven. Proteiny se při 2-DE dělí na
základě izoelektrického bodu pI, a molekulové hmotnos-
ti. Použili jsme systém 2-DE, který umožňuje zachytit
proteiny větší než 10 kD. Většina cytokinů a chemokinů
má molekulovou hmotnost nižší než 10 kD, takže pro sta-
novení těchto proteinů jsme použili proteinovou array, je-
jíž výsledky diskutujeme níže. 

Abychom získali vyšší koncentraci důležitých minorit-
ních plazmatických proteinů a zlepšili proteinovou sepa-
raci, upravovali jsme kostní plazmu před 2-DE pomocí 2
technik. První z nich, frakcionace plazmy pomocí ZOOM
IEF Fractionator (Invitrogen), nedosáhla reprodukovatel-
ných výtěžků a míry separace proteinů (data neukázána).
Proto jsme pro další experimenty využili imunodepleci
pomocí Proteomelab IgY-12 systému, která se ukázala ja-
ko nejvhodnější. Pomocí této techniky se nám podařilo
zvýšit počet identifikovaných skvrn a nalézt rozdíly
v koncentraci mezi LKP a KKP.

Metodou proteinové array jsme stanovili 23 proteinů,
které vykazovaly signifikantně vyšší expresi u pacientů
než u kontrolní skupiny. Vysoké statistické významnosti
dosáhly rozdíly zjištěné u proteinů LIF a TIMP-1. LIF je

Obr. 3a. Graf znázorňuje expresi TIMP1 přepočítanou podle dostup-
ných dat z expresních profilů (reference zmíněny v textu).

Obr. 3b. Graf znázorňuje expresi LIF přepočítanou podle dostupných
dat z expresních profilů (reference zmíněny v textu).
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polyfunkční glykoprotein ovlivňující tkáně i bez jakéko-
liv zjevné souvislosti s leukemií nebo krvetvorbou. Zá-
kladní funkce této obdivuhodně pleiotropní molekuly pře-
kračují rámec maligní i nemaligní krvetvorby: Mezi jeho
funkce patří stimulace proliferace a diferenciace někte-
rých hematopoetických buněk (zejména trombocytů), ne
zcela potvrzený inhibiční účinek na myeloidní leukemic-
ké buňky, ale i umožnění implantace blastocysty, udrže-
ní totipotence embryonálních kmenových buněk, stimu-
lace osteoblastů i osteoklastů, stimulace produkce adre-
nokortikotropního hormonu (ACTH) a jiné (11). LIF mů-
že být produkován různými buňkami, jako jsou fibroblas-
ty, T-lymfocyty, osteoblasty, stromální buňky a některé
druhy nádorových buněk (12). Stromální buňky, jako jed-
ny z buněk produkujících LIF, jsou součástí extracelu-
lární matrix (ECM), která vytváří dynamickou síť tvoře-
nou převážně kolagenem, fibronektinem, lamininem
a proteoglykanem (13). Zvýšená exprese LIF v LKP mů-
že být nejen důsledkem produkce této molekuly leuke-
mickými buňkami, ale hlavně produkce nemaligními buň-
kami kostní dřeně (stromální buňky). Tomuto tvrzení od-
povídají také data z expresních profilů, podle kterých je
LIF méně exprimován u leukemií ve srovnání s nemalig-
ními buňkami kostní dřeně a s B-prekurzory. LIF by tak
mohl být jedním s faktorů, umožňujících leukemickým
buňkám dobře přežívat v mikroprostředí kostní dřeně, na
rozdíl od in vitro podmínek, kde leukemické buňky čas-
to podléhají apoptóze (5). 

Protein TIMP1 patří mezi důležité inhibitory matrixo-
vých metaloproteináz (MMPs). Kromě toho TIMP1 poten-
cuje erytroidní aktivitu, podporuje buněčný růst různých
typů buněk, jako jsou fibroblasty a hemato-lymfoidní buň-
ky (13–15). Zjistili jsme vyšší koncentrace TIMP1 v LKP
u ALL. TIMP signifikantně vyšší koncentrace byla před-
tím prokázána v krvi jak u pacientů s ALL, tak i s AML
(16), stejně jako u lymfomů a u normálních aktivovaných
B-buněk (17). Na základě přepočítání dostupných expres-
ních dat jsme zjistili, že leukemické buňky mají nižší ex-
presi TIMP1 než nemaligní buňky kostní dřeně, ale vyšší
expresi než B-prekurzory. Podobně jako LIF může být ta-
ké TIMP1 ve velké míře produkovaný právě nemaligními
buňkami kostní dřeně, ale důležitou roli v produkci LIF
mohou mít také leukemické buňky.

Data získaná z proteomické analýzy otevírají nový po-
hled na patofyziologii dětských leukemií a poskytují po-
hled nikoliv na úrovni mRNA, ale solubilních proteinů,
což je významné, protože tyto dvě hladiny mezi sebou
často nekorelují. Připravujeme identifikaci rozdílně ex-
primovaných proteinů a ověření identifikovaných prote-
inů nalezených v této studii pomocí metody ELISA, pří-
padně jiných proteomických technik. Biologický účinek
přítomnosti jednotlivých proteinů začínáme testovat
v podmínkách in vitro. Uvedené poznatky mohou přispět
k nalezení nových cílů léčby dětských leukemií.
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