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Souhrn

Nékteré klinické symptomy u akutni leukemie (AL) mohou vznikat v disledku pusobeni solubilnich faktori secer-
novanych leukemickymi buiikami do mikroprostiredi kostni direné. Na druhé strané jsou leukemické buriky casto za-
vislé na mikroprostiedi hostitele, takzZe vétSina leukemickych bunék podlehne apoptéze béhem prvnich dni v in vit-
ro podminkach. I tento podpiirny vliv na leukemické buriky muze byt zprostredkovan solubilnimi faktory. VétSina
pozornosti se logicky soustied'uje na maligni buiiky, a tak sloZeni solubilnich faktorts miize byt nepravem opomije-
no. VySetrovali jsme proteiny v kostni plazmé déti s akutni lymfoblastickou leukemii (ALL), které mohou byt zodpo-
Plazma z kostni direné a periferni krve byla analyzovana pomoci proteinové array a dvojrozmérné elektroforézy
(2-DE). Metodou proteinové array jsme detekovali 23 proteinii, jejichZ koncentrace byla signifikantné odlisna u pa-
cientti a kontrolnich vzorku. Z kostni plazmy jsme pred provedenim 2-DE depletovali 12 abundatnich proteini
pomoci afinitni chromatografie. Tim se nam podarilo zvySit pocet spotii, které jsme analyzovali pomoci softwaru
PDQuest.
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Summary

Kova¢ M., Petrackova D., Bezouskova S., Pelkova V., Vaskova M., Mejstrikova E., Kalina T.,
Weiser J., Stary J., Hrusak O.: Proteomic analysis of soluble proteins important in pediatric acute lympho-
blastic leukemia

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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Uvod

Leukemie, maligni onemocnéni lymfoidnich anebo
myeloidnich progenitorovych bunék, je nejcastéji se vy-
skytujici malignita u déti. Nejbéznéjsim typem je akutni
lymfoblastickd leukemie (ALL), kterd tvori 75-80 %
vSech détskych leukemii, zbyvajici subtypy pochdzeji
z myeloidni linie (1). ZlepSeni chemoterapie, spolu s pfi-
byvajicimi poznatky o biologickém chovani leukemic-
kych bunék, vedlo k vysokému sniZeni mortality. Nejmo-
derné€jsi 1écbou se podafi zachrdnit 75 % déti s ALL.
V soucasné dobé je cilem hematologie definovat pfic¢inu
selhani 1écby, ke které dochdzi u 20 % ALL a zaroven
zvysit antileukemicky tcinek terapie.

ALL je heterogenni onemocnéni charakterizované klo-

ndlni expanzi transformovanych hematopoetickych bu-
nék, které se diferencuji do T nebo B fady (1). Dominant-
ni formu détskych ALL tvoii B — prekurzorové leukemie.

Maligni transformace leukemickych lymfoblastt je
spojena s chromozomadlnimi abnormalitami, aberantni ge-
novou expresi a abnormdlné exprimovanymi povrchovy-
mi molekulami (2). Kazdy ze dvou nejcastéjSich gene-
tickych podtypt tvoii asi ¢tvrtinu détskych ALL. Jsou to
pritomnost fizniho genu TEL-AMLI, jako disledek
translokace t(12;21), a vysoka hyperdiploidie, kdy pocet
chromozomu je zvySen na 51 az 65 (3). Oba genotypy
jsou asociovany s dobrou prognézou (2). Méné Casté ge-
netické translokace u ALL spojené se Spatnou prognézou,
jsou ptitomnost fizniho genu BCR-ABL a MLL-AF4 (1).

Leukemicka burika zdsadné€ ovliviluje pacienta, coZ ve-
de ke zndmym zdkladnim klinickym a laboratornim pro-
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jevim (potlaceni nemaligni krvetvorby, ovlivnéni meta-
bolismu, zmény metabolismu kosti apod.). Na druhou
stranu jsou leukemické bunky samy zdvislé na hostiteli,
takZe u vyznamného procenta pacientd s akutni lymfob-
lastickou leukemii (ALL) bunky podlehnou apoptéze
a nekrdze bezprostredné po prevedeni do podminek in vit-
ro (4-6).

Faktory zodpovédné za prezivani leukemickych bunék
nejsou dosud zndmy. Publikovand data ukazuji supresiv-
ni efekt molekul pritomnych v plazmé u dospélych s akut-
ni myeloidni leukemii na rist hematopoetickych proge-
nitorovych bunék. Tento efekt byl potlacen protildtkami
proti TNF alfa a adiponectinu (7).

K zjisténi dilezitosti solubilnich faktord u ALL jsme
pouzivali dvé proteomické metody: dvojrozmérnou elek-
troforézu (2-DE) a proteinovou array. Pomoci téchto tech-
nik jsme hledali proteiny, jejichZ hladina se vyznamné li-
§i v plazmé kostni dfené déti pri diagnéze ALL a u kon-
trolni skupiny. Takové molekuly mohou slouZit jako dia-
gnostické znaky leukemii, nebo jako potencidlni terape-
utické cile, bude-l1i se jednat o molekuly vyznamné pod-
porujici prezivani leukemickych bunék.

Material a metody

Pacienti

V nas{ bance plazmy kostni dfen¢ uchovavame dia-
gnostické vzorky déti s ALL (vzorky leukemické kostni
plazmy, LKP) a kontrolni vzorky (KKP), odebrané od pa-
cientll bez zndmek maligniho onemocnéni vice nez 1 rok
po transplantaci kostni dfené. VSechny vzorky byly zis-
kdny po informovaném souhlasu. Ve snaze pokryt Siroké
zmény v proteomickém profilu jsme vzorky pouZité na 2-
DE smichali od 5 déti s ALL se tfemi hlavnimi genoty-
pickymi podtypy (hyperdiploidie, TEL-AML1, a bez fi-
ze a hyperdiploidie) a srovnévali je s KKP smichanou od
5 kontrolnich pacientli. Vzorky na cytokinovou array jsme
testovali jednotlivé. Pomoci cytokinové array jsme tes-
tovali jinou kohortu 15 LKP a 9 KKP nez pomoci 2-DE.
Periferni krev jsme ziskali od 5 zdravych dospélych dob-
rovolnych dérct.

Zpracovdni vzorkii

LKP a KKP byla ziskédna jako horni supernatant po gra-
dientové centrifugaci na roztoku Ficoll Paque Plus (GE
Healthcare Bio-Sciences) pii 500 g pfi 4 °C, po dobu 35
min. Thned po centrifugaci a odsati byl material uloZen pri
-80 °C. Po rozmraZeni jsme do vzorkt pouzitych na 2-DE
priddvali smés inhibitorti protedz a vzorky jsme pouZili
opakované. Na cytokinovou array jsme pouZili vzorky
jednordzové bez pridan{ protedzovych inhibitori.

Cytokinova array

Pro zjistén{ profilu solubilnich proteinl jsme pouzili
cytokinovy kit (RayBio Human Cytokine antibody array
V map) od firmy RayBiotech, Inc. Testovali jsme 15 LKP,
9 KKP a 5 plazem z periferni krve. Na kaZzdé membrané

je navdzano 79 protilatek proti cytokiniim. Po pfidani 1 ml
kostni plazmy na membranu s protildtkami jsme vzorky
inkubovali pri laboratorni teploté. Ndsledovala inkubace
se smési biotinylovanych protildtek a streptavidinem, po
které jsme detekovali chemiluminiscen¢ni signil pomo-
ci CCD kamery na pristroji FluorChem FC2 od firmy Alp-
ha Innotech. Optickou denzitu signdlu jsme analyzovali
pomoci softwaru AlphaEase FC.

Imunodeplece

Vysoce abundantni proteiny ve vzorcich kostni plazmy
jsme depletovali pomoci kitu Proteomelab Ig Y-12 (Beck-
man Coulter). Kit obsahuje kolonky s purifikovanymi ku-
fecimi protildtkami, které jsou kovalentné konjugované
s polymernimi kulickami. Protilatky vdZou 12 abundant-
nich proteint v lidské plazmé, kterymi jsou albumin, IgG,
transferin, fibrinogen, IgA, o2-makroglobulin, IgM, a1-
antitrypsin, haptoglobin, o.1-glykoprotein, apolipoprote-
in A1, apolipoprotein A2. Tyto proteiny predstavuji az 96
% vSech plazmatickych proteind, ¢imz ¢inf identifikaci
minoritnich biologickych markert obtiZnou.

Po imunodepleci jsme nizce abundantni proteiny vys-
razeli v TCA (kyselina trichloroctovd) o findlni koncent-
raci 6 % s 0,01 % deoxycholdtem sodnym 45 minut pri
laboratorni teploté. Vzorky jsme rozpustili v rehydratac-
nim roztoku (7 mol/l mocovina, 2 mol/l thiourea, 4 %
CHAPS, 1 % w/v DTT, 1 % Pharmalyte pH 3-10 /GE He-
althcare/) a uchovavali pfi -80 °C.

Dvojrozmeérnd elektroforéza (2-DE)

Na gelovy prouzek s imobilizovanym pH gradientem
o rozsahu pH 3-10 jsme nanesli 200 pg plazmatickych
proteinl v rehydrataénim roztoku (viz Imunodeplece), pie-
vrstvili minerdlnim olejem a rehydratovali pfes noc. Izo-
elektrickou fokusaci (1. rozmér 2-DE) jsme provedli na
pristroji Multiphor II (GE Healthcare) pri 45 kVh. Prouz-
ky byly pred analyzou v druhém rozméru ekvilibrovany
v pufru ve sloZeni 50 mmol/l Tris HCI pH 6,8, 6 mol/l mo-
Covina, 30 % glycerol, 10 % SDS (dodecylsulfat sodny)
a0,2 % DTT (dithiotreitol) po dobu 15 min. Nésledné by-
ly preneseny do pufru, ktery byl stejného sloZeni avSak
misto DTT obsahoval 0,25% Iodoacetamid. Pro déleni
v druhém rozmeéru v piitomnosti SDS jsme pouzili 10 %
polyakryamidovy gel o rozmérech 18x20 cm. Déleni ve
druhém rozméru pak probihalo v zafizeni Millipore Inves-
tigator Unit (Millipore Corporation, Inc.). Elektroforetic-
ka analyza probihala podle protokolu doporuc¢eného vy-
robcem zarizeni. Ve vSech experimentech jsme pii analy-
ze v softwaru PDQuest porovndvali 4 nezavislé gely LKP
(1gel = 1 vzorek LKP od 5 pacientti) a 4 nezavislé gely
KKP (1gel = 1 smé&sny vzorek KKP od 5 kontrolnich pa-
cientli bez znamek ALL). Rozdily mezi LKP a KKP jsme
vyhodnotili pomoci softwaru PDQuest.

Barveni proteinii

Proteiny jsme vizualizovali barvenim pomoci stfibra
(ProteoSilver stain kit, Sigma-Aldrich), pro kvantitativni
analyzu pomoci softwaru PDQuest pak fluorescen¢ni bar-
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vou Sypro Ruby (Sypro Ruby, Invitrogen). Fluorescenc-
né barvené gely jsme analyzovali ve snimacim zafizeni
Molecular Imager™ FX (Bio-Rad) pfi rozliseni 100 pwm.

Vysledky

Proteinovy profil leukemické (LKP) a kontrolni kostni
plazmmy (KKP) a plaziny z periferni krve metodou cyto-
kinové array

Metodou lidskych cytokinovych protilatkovych arrayi
jsme otestovali koncentraci 79 proteinti (cytokind, chemo-
kinti a dalSich sekretovanych faktort). Zjist ovali jsme kon-
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Obr. 1. Reprezentativni 2-DE gel KKP a LKP (KKP a LKP vznikly smi-
chanim 5 individualnich vzorki) pfed depleci abundantnich proteinti.
Na gelu jsme identifikovali 264 skvrn (pramérny pocet skvrn vyhod-
noceny na Master gelu). Dominantni skvrna predstavuje nejvetsi plaz-
maticky protein albumin. Gel barveny Sypro-ruby.

LKP

centraci u LKP (n = 15), u KKP (n = 9) a plazmy z peri-
ferni krve zdravych osob (n = 5). Detekovali jsme 23 pro-
teind se signifikantné rozdilnou koncentraci mezi LKP
a KKP (p < 0,05). VSechny nalezené rozdilné zastoupené
proteiny mély vyssi hladinu exprese u pacientt (tab. 1). Vz-
hledem k vysokému mnoZstvi pozorovani je mozné, Ze né-
které ze zjisténych rozdild jsou vyznamné diky ndhodég.
V Tabulce 1 je proto oznacen rozdil jako ,,mozny*, pokud
byla hodnota p nizsi nez 0,05, ale vyssi nez 0,000633, coz
je poZadovana hladina vyznamnosti po Bonferroniho ko-
rekci (odpovida hodnoté 0,05/n, kde n je pocet pozorova-
ni =79). V pripadech, kde jsme zjistili mozny rozdil kon-
centrace, je nutno rozdily potvrdit nebo vyvritit jinou ne-
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Obr. 2. 2-DE gel proteint KKP a LKP po depleci albuminu a dalSich
majoritnich proteind. Gel barveny Sypro-ruby. Imunodeplece vyrazné
zvysila mnoZstvi minoritnich proteind ve srovnéni s obr. 1. Pocet iden-
tifikovanych skvrn stoupl na 393 (primérny pocet skvrn vyhodnoceny
na Master gelu).

Tab. 1. Proteiny se signifikantné vyssi expresi v LKP podle cytokinové arraye.

Mozné zvySeni v LKP (bez Bonferroniho korekce,
0,000633 < p < 0,05)

Zvyseni v LKP (s Bonferroniho korekci, p < 0,000633)

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)

1-309

IGFBP-1 (insulin-like growth factor binding protein)

IGFBP-2

IGFBP-4

IL 1 beta (interleukin)

IL-5

IL-6

1L-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)
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Obr. 3a. Graf zndzornuje expresi TIMP1 prepocitanou podle dostup-
nych dat z expresnich profild (reference zminény v textu).
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Obr. 3b. Graf zndzornuje expresi LIF pfepocitanou podle dostupnych
dat z expresnich profild (reference zminény v textu).

zavislou metodou. Statistické vyznamnosti s Bonferroni-
ho korekei dosédhly rozdily v koncentraci proteind LIF
a TIMP-1. Nepozorovali jsme zZadné signifikantni rozdily
mezi plazmou z kostni dfené a plazmou z periferni krve.

Dvojrozmeérnd elektroforéza (2-DE)
SloZeni proteomu kostni plazmy (KP)

Relativné maly pocet (10-15) proteinti (pfedevsim al-
buminu) tvoii vice nez 90 % vsech proteint KP. Tato sku-
teCnost zt€Zuje detekci a separaci proteinti vyskytujicich
se v plazmé v nizkych koncentracich. Proto bylo nutno
tyto majoritni proteiny odstranit.

Abundantni protein jsme odstranili imunochromatogra-
ficky. Tato technika zlepSila separaci proteint pfi dvoj-
rozmérné elektroforéze a vyrazné zvysila mnozstvi pro-
teinovych skvrn (obr. 1 a obr. 2) a uleh¢i ndslednou iden-
tifikaci minoritnich plazmatickych proteint s potencidlné
dulezitym biologickym uéinkem.

Rozdily mezi LKP a KKP po depleci

Gely po 2-DE jsme analyzovali pomoci PDQuest 7.3.1
softwaru (Bio-Rad). Na gelu jsme rozlisili 393 proteino-
vych skvrn, coZ je primérny pocet skvrn na tzv. Master
gelu (gel vytvoreny v softwaru PDQuest po analyze ge-
It LKP a KKP), pfi¢emZ bez deplece jsme rozliSili na
Master gelu jen asi 260 skvrn. Intenzita (odpovidajici kon-

centraci) 16 skvrn ze 393 byla signifikantné rozdilna pri
porovnéani mezi LKP a KKP.

Srovndni vysledkii s expresnimi profily

V zavéretné Casti jsme srovnavali expresi LIF a TIMP-
1 s jejich jiz publikovanymi expresnimi profily, tedy s ex-
presi na drovni mRNA. Ve vSech vybranych studiich byl
pouZit stejny typ Cipu, coZ ndm umozZnilo jednotlivé stu-
die navzdjem srovnat. Porovndvali jsme leukemické bun-
ky (8) s nemalignimi B-prekurzory (9) a s nesortovany-
mi bunkami kostni diené (10) (obr. 3a, b). Exprese TIMP1
je u B-prekurzorové ALL vyssi nez u B prekurzort, ale
nizsi nez u nesortovanych bunék kostni dfen¢. Exprese
LIF je u B-prekurzorové ALL niz$i u B prekurzort i u ne-
sortovanych buné¢k kostn{ drené.

Diskuse

Hlavnim cilem této studie bylo nalézt solubilni prote-
iny dulezité u ALL. Analyzovali jsme proteinovy profil
kostni plazmy KP pochazejici od déti pii diagnéze B-pre-
kurzorové ALL a KP déti rok a vice po transplantaci kost-
ni dfené, jako kontroln{ skupiny. KP je bohatym zdrojem
proteinil pochazejicich pfimo z mikroprostied{ kostn{ dfe-
né; prestoze se pii standardni diagnostice nevysetfuje,
proteom KP nejlépe reprezentuje procesy probihajici
v tomto mikroprostfedi na trovni solubilnich molekul.

Pouzivali jsme 2 nezdvislé metody: proteinovou array
a dvojrozmérnou elektroforézu (2-DE). Pomoci proteino-
vé array jsme stanovili profil solubilnich proteini jako
jsou cytokiny, chemokiny a riistové faktory. Tato metoda
je vysoce citliva a dokaZe stanovit proteiny pritomné ve
vzorcich i ve velmi nizkych koncentracich. 2-DE patf{
mezi nejlepsi separaéni techniky a diky nezdvislosti na
predchozi informaci miiZe objevit i molekuly, jejichZ vy-
znam dosud nebyl objeven. Proteiny se pfi 2-DE déli na
zdkladé izoelektrického bodu pl, a molekulové hmotnos-
ti. Pouzili jsme systém 2-DE, ktery umoznuje zachytit
proteiny vétsi nez 10 kD. VétSina cytokinl a chemokintl
md molekulovou hmotnost nizsi nez 10 kD, takZe pro sta-
noveni téchto proteini jsme pouZzili proteinovou array, je-
jiz vysledky diskutujeme niZe.

Abychom ziskali vyssi koncentraci dilezitych minorit-
nich plazmatickych proteind a zlepsili proteinovou sepa-
raci, upravovali jsme kostni plazmu pred 2-DE pomoci 2
technik. Prvni z nich, frakcionace plazmy pomoci ZOOM
IEF Fractionator (Invitrogen), nedosahla reprodukovatel-
nych vytézkid a miry separace proteinti (data neukdzana).
Proto jsme pro dalSi experimenty vyuZili imunodepleci
pomoci Proteomelab IgY-12 systému, kterd se ukdzala ja-
ko nejvhodnéjsi. Pomoci této techniky se nam podafilo
zvySit pocet identifikovanych skvrn a nalézt rozdily
v koncentraci mezi LKP a KKP.

Metodou proteinové array jsme stanovili 23 proteintl,
které vykazovaly signifikantné vyssi expresi u pacienttl
neZ u kontrolni skupiny. Vysoké statistické vyznamnosti
dosdhly rozdily zjisténé u proteint LIF a TIMP-1. LIF je
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polyfunkéni glykoprotein ovliviiujici tkdné i bez jakéko-
liv zjevné souvislosti s leukemii nebo krvetvorbou. Za-
kladnfi funkce této obdivuhodné pleiotropni molekuly pre-
kracuji rdmec malign{ i nemaligni krvetvorby: Mezi jeho
funkce patii stimulace proliferace a diferenciace nékte-
rych hematopoetickych bunék (zejména trombocytil), ne
zcela potvrzeny inhibi¢ni u¢inek na myeloidni leukemic-
ké buriky, ale i umoznéni implantace blastocysty, udrze-
ni totipotence embryondlnich kmenovych bunék, stimu-
lace osteoblastl i osteoklastd, stimulace produkce adre-
nokortikotropniho hormonu (ACTH) a jiné (11). LIF ma-
Ze byt produkovan rtiznymi burikami, jako jsou fibroblas-
ty, T-lymfocyty, osteoblasty, stromdln{ buriky a nékteré
druhy naddorovych bunék (12). Stromalni bunky, jako jed-
ny z bunék produkujicich LIF, jsou soucésti extracelu-
larni matrix (ECM), kterd vytvari dynamickou sit’ tvore-
nou prevazné kolagenem, fibronektinem, lamininem
a proteoglykanem (13). ZvySena exprese LIF v LKP mi-
Ze byt nejen diisledkem produkce této molekuly leuke-
mickymi buitkami, ale hlavné produkce nemalignimi bun-
kami kostn{ difen¢ (stromaln{ buiiky). Tomuto tvrzeni od-
povidaji také data z expresnich profildi, podle kterych je
LIF méné exprimovan u leukemif ve srovnani s nemalig-
nimi bunkami kostni diené a s B-prekurzory. LIF by tak
mohl byt jednim s faktorti, umoziujicich leukemickym
bunkdm dobre prezivat v mikroprostiedi kostni dfené, na
rozdil od in vitro podminek, kde leukemické bunky cas-
to podléhaji apoptdze (5).

Protein TIMP1 patii mezi dtilezité inhibitory matrixo-
vych metaloproteindz (MMPs). Kromé toho TIMP1 poten-
cuje erytroidni aktivitu, podporuje bunéény rust riznych
typti bunék, jako jsou fibroblasty a hemato-lymfoidni{ buri-
ky (13-15). Zjistili jsme vyS$§i koncentrace TIMP1 v LKP
u ALL. TIMP signifikantné vyssi koncentrace byla pred-
tim prokdzdna v krvi jak u pacientt s ALL, tak i s AML
(16), stejné jako u lymfomu a u normélnich aktivovanych
B-bunék (17). Na zakladé prepocitani dostupnych expres-
nich dat jsme zjistili, Ze leukemické bunky maji nizsi ex-
presi TIMP1 neZ nemaligni buriky kostni dfené, ale vyssi
expresi neZ B-prekurzory. Podobné jako LIF mtiZe byt ta-
ké TIMP1 ve velké mife produkovany pravé nemalignimi
bunkami kostni dfené, ale dilezitou roli v produkci LIF
mohou mit také leukemické buriky.

Data ziskana z proteomické analyzy oteviraji novy po-
hled na patofyziologii détskych leukemif a poskytuji po-
hled nikoliv na drovni mRNA, ale solubilnich proteini,
coZ je vyznamné, protoZe tyto dvé hladiny mezi sebou
Casto nekoreluji. Pripravujeme identifikaci rozdilné ex-
primovanych proteind a ovéfeni identifikovanych prote-
inll nalezenych v této studii pomoci metody ELISA, pfi-
padné jinych proteomickych technik. Biologicky ucinek
pfitomnosti jednotlivych proteini zacindme testovat
v podminkach in vitro. Uvedené poznatky mohou prispét
k nalezeni novych cild 1é¢by détskych leukemii.
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