Trans 2 zlom

30.6.2006 17:11 Strénka 76

@E

Je vysoka exprese genu WT1 znakem nadorovych bunék?
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Souhrn

Vyznam exprese genu WT1 v blastech akutnich leukemii a myelodysplastického syndromu (MDS) byl opakované
provérovan s nejednoznacnymi vysledky. V nasi studii jsme se zamérili na stanoveni exprese WT1 pomoci kvantita-
tivni PCR v diagnostickych vzorcich détskych pacientti s akutnimi leukemiemi (n = 113), myelodysplastickym syn-
dromem (n = 14) a aplastickou anémii (n = 25). Jako kontroly byly vySetieny vzorky kostnich dfeni zdravych darca
a vzorky pupecnikovych krvi (n = 35), které exprimuji gen WT1 na velice nizké nebo nedetekovatelné hladiné.
Exprese genu WT1 v blastech akutnich myeloidnich (n = 62) i lymfoblastickych leukemii (n = 51) se pohybovala
v Sirokém rozpéti. Vysoka exprese byla u lymfoblastickych leukemii spojena s pritomnosti hybridniho genu
MLL/AF4, zatimco BCR/ABL a TEL/AMLI1 pozitivni pacienti méli expresi nizkou. T bunécné lymfoblastické leu-
kemie exprimovaly gen WT1 v Sirokém rozmezi. U myeloidnich leukemii byla vysoka exprese spojena s méné zraly-
mi subtypy (zejména se subtypem M3), naopak leukemie subtypu M5 exprimovaly na signifikantné nizkych hladi-
nach. Pacienti s aplastickou anémii maji velice nizké nebo nedetekovatelné hladiny transkriptu WT1, zatimco paci-
enti s myelodysplastickym syndromem souhrnné exprimuji gen WT1 na vyS$si hladiné. Pfi porovnani pacienti
s aplastickou anémii se skupinou pacienti s myelodysplatickym syndromem typu refrakterni anémie byl nalezen sta-
tisticky vyznamny rozdil (p = 0,0079). Vyznam stanoveni hladiny transkriptu WT1 pro diferencialni diagnostiku
téchto chorob je vS§ak omezeny kvili piekryvu namérenych hodnot. Nizka exprese genu WT1 v blastech nékterych
subtypu akutnich leukemii dokazuje, Zze hyperexprese genu WT1 neni ,,panleukemickym‘ markerem.
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Summary B
Kalinova M., Muzikova K., Sramkova L., Stary J., Horak J., Trka J.: Is WT1 gene hyperexpression
a malignant cells marker?

WTT1 expression in myelodysplastic syndrome (MDS) was repeatedly tested with unequivocal results. In our study
we concentrated to the determination of WT1 expression using quantitative RT-PCR in the diagnostic samples of
paediatric patients with acute leukaemia (n=113), myelodysplastic syndrome (n=14) and aplastic anaemia (n=25).
We used normal bone marrow samples and cord blood samples (n=35) with very low or undetectable expression as
the negative controls. The expression levels in both the blasts of acute myeloid (n=62) and lymphoblastic (n=51) leu-
kaemia widely varied. High expression was linked to the presence of MLLL/AF4 fusion gene in contrast to BCR/ABL
and TEL/AMLI1 fusion. T-cell leukaemias expressed WT1 in a wide range. In AML, high WT1 expression was lin-
ked to less mature subtypes (particularly M3), in contrast M5 subtype expressed significantly less WT1. Aplastic
anaemia patients had very low or undetectable WT1 transcript levels, whereas myelodysplastic syndrome patients
expressed WT1 on a higher level. Comparison of patients with aplastic anaemia to the refractory anaemia subtype
of myelodysplastic syndrome revealed statistically significant difference (P=0,0079). However, the significance of
WT1 expression estimation is limited due to the overlap of measured values. Lower WT1 expression in blasts of some
of the acute leukaemia subtypes clearly demonstrates that WT1 hyperexpression is not a ,,panleukaemic” marker.
Key words: aplastic anaemia, myelodysplastic syndrome, acute leukaemia, qRT-PCR, WT1 gene expression

Trans. Hemat. dnes, 12, 2006, No. 2, p. 76-82.

ka a v hematopoetickych prekurzorech (1, 2). Gen WT1

Uvod o velikosti 50kb je lokalizovdn na kritkém raménku
chromozomu 11 v oblasti 11pl13 a obsahuje 10 exont,
Gen WT'1 kdy exony 7-10 kéduji motiv transkripéniho faktoru —

Gen WT1 je transkripéni faktor, jehoZ nazev je odvo-
zen od Wilmsova tumoru. Jde o potencidlni nadorovée
supresorovy gen.

Fyziologicky je gen WTI1 exprimovan prenatdlné
v mezotelidlnich liStdich abdomindlni dutiny, zahrnuji-
cich perikard, slezinu, specialni populaci miSnich neuro-
nu a sklerotik vyvijejicich se somitli. Postnatalné pretr-
vavé exprese genu WT1 v podocytech ledvin, v Sorteliho
butikach varlat a granul6znich butikach délohy a vajecni-

motiv Ctyt ,,zinkovych prsti. Posttranskripéni modifika-
ce a nékolik alternativnich pocatkid transkripce davaji
genu WT1 moznost velkého poctu (nejméné 36) riznych
proteinovych izoforem, které jsou lokalizovany ve speci-
fickych bunéénych kompartmentech v zavislosti na jejich
funkci a typu bunék (3-5).

Gen WTI reguluje expresi mnoha cilovych genti —
bylo identifikovano vice nez 45 rtznych cilovych genti
(geny pro rastové faktory, receptory rdstovych faktort
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a dalsi, napt. CSF-1, TGFp-1, RARa, c-myc, bcl-2,
WTI1, PDGF-A) a gen WT1 je také zahrnut v postran-
skripéni dpravé RNA. Funkce genu WT1 je jak v kontro-
le proliferace, diferenciace, buné¢ném cyklu, tak v apo-
ptoze (6).

Dulezita je funkce genu v kontrole proliferace a dife-
renciace hematopoetickych bunék, kdy hematopoetické
prekurzory (CD34+4/CD38-) prochazeji bifazickym
vyvojem exprese genu WT1: gen WT1 je exprimovan
v nezralych progenitorech, ve kterych navozuje stav
»quiscence”, ¢imzZ tyto buniky udrZuje ve fenotypicky pri-
mitivnim stavu (GO faze), poté dochazi k rapidnimu sni-
Zeni exprese genu WT a znovuobjeveni az ve zralejSich
prekurzorech granulocytarni/monocytarni fady (7).

U rznych typi malignit a premalignich syndromt byly
detekovany jak mutace v genu WTI, tak zmény hladin
exprese. Typickym piikladem je tloha WT1 jako nddoro-
vého supresoru u WAGR syndromu (Wilmsiiv tumor, ani-
ridie, urogenitdlni vady a mentdlni retardace) (8).

Prvni zminky o tom, Ze gen WT1 miZe byt ucasten
vyvoje leukemii byly popsany v roce 1990 Callem et al.
(9). Mutace v genu WT1 typu bodovych mutaci, malych
deleci nebo inzerci byly nalezeny u 10-20 % pacientli
s akutni leukemii, pfevaZné u pacientl s bifenotypickou
leukemii a akutni myeloidni leukemii (AML), vzacné
u pacienti s akutni lymfoblastickou leukemii (ALL).
U pacientii s AML jsou tyto mutace spojeny s horsi pro-
gnodzou (3,10).

Aberace typu nadmérné exprese (hyperexprese) genu
WT1 byly nalezeny u 80-90 % pacientii s AML, u 70-90
% pacientli s ALL a u pacientii s MDS (4, 10-17). Ztrata
exprese genu WT1 u pacientll s CLL, HCL a ,,plasma
cell leukemia“ naznacuje, Ze exprese genu WT1 je limi-
tovéna pouze na nezralé leukemie (18). Nektefi autofti (4,
19-23) nalezli nizkou hladinu exprese genu WT1 u AML
se subtypem M5 a M7.

V nékolika studiich (19, 20, 23) byla vysoka exprese
genu WT1 pfi diagndze u pacientll s akutnimi leukemie-
mi urcena jako nezdavisly prognosticky faktor spojeny
s hor$i prognézou, ale néktefi autoti (21, 24) toto tvrze-
ni ve svych studiich neprokézali.

Zpravy o pritomnosti, resp. nepiitomnosti jednotli-
vych izoforem proteinu WT1 v rdznych stadiich vyvoje
fyziologickych hematopoetickych prekurzori a jejich
nepomér v buiikdch akutnich leukemii jsou zatim neu-
spofddané a vzdjemné si protifeci (25-28).

Myelodysplasticky syndrom je zpisoben klondlnim
postizenim kmenové builky a je charakterizovan neefek-
tivni hematopoézou. Je spojen s vysokym rizikem trans-
formace do AML. Tamaki et al. (1999) (29) ve své praci
ukazuje, Ze by hladina exprese genu WT1 mohla slouZit
jako nadorovy marker preleukemickych nebo leukemic-
kych blasti MDS a Ze odraZi progresi tohoto onemocnéni.
Pokud by exprese genu WT1 byla skute¢né jednoznacnym
markerem maligniho postiZeni, umoZiiovala by jeho kvan-
titativni detekce spolehlivé rozliSeni refrakterni anémie
(RA) od jinych forem anémie, zejména aplastické (SAA).
Soucasné by umoZilovala sledovéani progrese MDS.

@E

Nékteré diskrepance mezi jednotlivymi studiemi
zabyvajicimi se hladinami exprese genu WT1 v riznych
bunécnych populacich mohou byt zplisobeny nestandar-
dizovanymi technikami a riznymi kvantifikacnimi pfi-
stupy (semikvantitativni PCR vs. real-time PCR, relativ-
ni vs. absolutni kvantifikace, rtizné kontrolni geny).
Proto jsme zalozili spolu s kolegy z Frankfurtu, Jeny
(Némecko) a Monzy (Itdlie) European Study Group on
WT1 Expression in Childhood AML (ESG-WT1-AML),
v ramci které standardizujeme metody pro kvantifikaci
exprese genu WT1 s kontrolou kvality minimalné 2krat
ro¢né. Metodikou vyvinutou v nasi laboratofi a otestova-
nou a pfijatou skupinou ESG-WT1-AML jsme kvantifi-
kovali expresi genu WT1 u velkych skupin pacient
s AML, ALL, MDS, SAA a zdravych kontrol. V této stu-
dii jsme se zaméfili zejména na porovnani hladin expre-
se mezi MDS a SAA, resp. jednotlivych stadii MDS.

Soubor pacientii

V této studii jsme vySetfili vzorky kostni dfené pfi dia-
gnoze 14 détskych pacientd s MDS (4krat refrakterni
anémie (RA), 3krat refrakterni anémie s excesem blasti
(RAEB), 3krat refrakterni anémie s excesem blastd
v transformaci (RAEBY), 4krat juvenilni myelomonocy-
tarni leukemie (JMML)), 25 détskych pacientti s aplas-
tickou anémii (SAA), 62 détskych pacienti s AML
(4krat MO, 9krat M1, 17krat M2, 8krat M3, 14krat M4,
10krat MS), 49 détskych a 2 dospélé pacienty s ALL
(5krat BCR/ABL+, 8krat détské MLL/AF4+ a 2krat
dospélé MLL/AF4+, 19krat TEL/AMLI+, 10krat T-
ALL, 7krét kojeneckd ALL bez pritomnosti MLL/AF4:
jeden pacient vysetfen pii diagnéze a pii relapsu one-
mocnéni) a 35 kontrolnich vzorka (16krat kostni dieni od
zdravych darct, 19krat pupecnikova krev — z toho 9krat
celd bunécna populace, Skrat CD34+ populace a Skrat
pupecnikova krev rozdélend magnetickou separaci na
frakce CD19+, CD19-, CD34+, CD 34-).

Pacienti byli diagnostikovani na zakladé morfologic-
kého a imunofenotypického vysetieni kostni diené podle
standardnich diagnostickych kritérii. VySetfeni bylo pro-
vedeno s informovanym souhlasem pacientli, rodict
nebo jejich zastupct.

Material a metodika

Vzorky odebrané pri diagnéze détskym pacientim
z center Pracovni skupiny pro détskou hematologii
v Ceské republice (Praha, Plzei, Ceské Budg&jovice,
Hradec Krilové, Usti nad Labem, Brno, Olomouc,
Ostrava,) s hematologickym onemocnénim byly shro-
mazdovany v Laboratofi molekularni genetiky
(Laboratorni centrum Kliniky détské hematologie
a onkologie ve Fakultni nemocnici Motol, Praha). Dva
vzorky dospélych pacientd byly odebrédny v Ustavu
hematologie a krevni transfuze, Praha.
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Vsechny vzorky byly zpracovany v Laboratoii moleku-
larni genetiky (Laboratorni centrum Kliniky détské
hematologie a onkologie ve Fakultni nemocnici Motol,
Praha).

Odbér vzorkii

Vzorky aspirat kostni diené a pupecnikové krve byly
odebrany do sterilnich zkumavek s antikoagulancii (K,
nebo K;EDTA) a ihned transportovany pii pokojové teplo-
té do laboratofe, kde probéhla izolace mononuklearnich
bunék pomoci centrifugace v hustotnim gradientu (Ficoll-
Pague, hustota 1,077g/ml; Pharmacia, Uppsala, Svédsko).
Izolované mononuklearni buriky byly uchovavany v alik-
vétech po 1x107 buné€k (v piipadé dostate¢ného mnozstvi)
améné v -80 °C. Celkova RNA byla extrahovana zavede-
nou technologii (modifikace ,,single-step* metody) podle
Chomczynski a Sacchi (30) a kontrola integrity a mnozstvi
ziskané RNA byla provedena pomoci vizualizace na aga-
rézovém gelu. Prepis do cDNA probihal pomoci MMLV
reverzni transkriptazy a ndhodnych hexametrt v reak¢nich
podminkach: 1krat RT pufr (50 mM Tris-HCL, pH 8,3; 75
mM KCI, 3 mMMgCI2); 0,01 M dithiotreitol; 12,5 uM
hexamery; 0,5 mM kazdého dNTP, 200U MMLYV reverzn{
transkriptazy — poté 1 h/37 °C.

Bunécné populace

Vybrané odbéry pupecnikové krve (podle bunéénosti)
byly po izolaci na hustotnim gradientu nasledné separo-
vany pomoci magnetickych kulicek (CD34 a CDI19
MACS-Magnetic Cell Sorting of Human Leukocytes,
Miltenyi, Biotec, Germamy) na bunécné subpopulace
obohacené o danou frakci, ze kterych nasledné probiha-
la izolace RNA a reverzni transkripce (viz vyse).

Kvantitativni PCR

Kvantitativni detekce exprese genu WT1 a , housekee-
ping* genu pro 2-mikroglobulin probihala na pfistroji
LightCycler™ (Roche) za pouziti hydrolyza¢ni sondy
(gen WT1) a hybridiza¢nich sond (gen pro 2-mikroglo-
bulin).

Provedli jsme amplifikaci genu WT1 od exonu 5
k exonu 10 s naslednym vloZenim do plazmidu a trans-
formovanim do bunék bakterie E. coli (TOPO
T/A Cloning Kit — Invitrogen, Groningen, Nizozemi). Po
namnoZeni téchto transformovanych bakterii jsme izolo-
vali plazmid s ndmi vloZenym inzertem, poté jsme zmé-
fili koncentraci plazmidu pomoci spektrofotometru
a vypocetli pocet kopii genu WT1. Pro sestrojeni stan-
dardni kalibraéni kfivky pro absolutni kvantifikaci jsme
provedli logaritmické fedéni plazmidu. Redé&ni probihalo
ze zéasobniho roztoku (100), ktery odpovidal 2,5x1010
poctu kopii genu WT1 v 1 ul. Tento roztok byl logarit-
micky fedén do roztoku pufrované vody TRIS-base pH
8,06 krok po kroku do fedéni 10-3. Toto fedéni bylo poté
logaritmicky fedéno do xeno-DNA (koncentrace 0,2
ug/ul, DNA z lososich spermii, (sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Némecko) krok po kroku do fedéni 109,
které odpovida 2,5x10! poctu kopii genu WTI.

@E

Standardni kalibracni kiivka, ktera slouzila pro urceni
poctu kopii ve vySetfovaném vzorku, byla sestrojena
7 2,5x106 do 2,5x10! kopii genu WT1.

Podobnym zptsobem jsme postupovali i v pripadé tzv.
housekeeping genu — vybrali jsme si gen pro p2-mikrog-
lobulin. Tento gen spliiuje vSechny podminky pro ,hou-
sekeeping gen®, nebot lidsky genom neobsahuje Zadné
jeho pseudogeny (na rozdil od znamych kontrolnich
gent, jako je napf. gen pro f-actin a gen pro glyceralde-
hyd — fosfat dehydrogenazu, kde je znimo n=8 respekti-
ve n=52 moznych pseudogent). Dile nema tento gen
velmi vysokou expresi jako napf. kontrolni gen pro
18S rRNA a nevyznacuje se ani velmi nizkou expresi
a neobsahuje Zadné alternativni zacatky transkripce.

Pro sestrojeni standardni kalibra¢ni kfivky jsme pro-
vedli fedéni, které probihalo ze zasobniho roztoku (109),
ktery odpovidal 1x1019 po¢tu kopii genu pro p2-mikrog-
lobulin v 1ul. Tento zasobni roztok byl fedén do roztoku
pufrované vody TRIS-base pH 8,06.

Standardni kalibra¢ni kfivka, kterd slouzila pro uréeni
poctu kopii ve vySetfovaném vzorku byla sestrojena
z 1x107 kopii ,housekeeping genu* coz odpovidalo
expresi ,housekeeping genu“ z mnoZstvi izolovaného
z 1x107 bunék zdravych darct (odpovida 100 %) . Toto
fedéni bylo fedéno do pufrované vody v fedéni 30 %,
10 %, 3 %, 1 %, ptipadné 0,1 %; které odpovida 1x10*
poctu kopii ,,housekeeping genu®.

Ucinnost obou systémi — jak detekce exprese genu
WTI, tak detekce exprese ,housekeeping genu® se
pohybovala ve stejnych rozmezi (sklon kfivky 3,33 = 0,2,
korelacni koeficient 1,00).

Normalizovana hladina exprese genu WTI1 je poté
urcena jako pomér exprese genu WT1 k expresi ,,house-
keeping genu‘‘ — genu pro 2-mikroglobulin.

Reakcni podminky kvantitativni PCR

Primery pouZzivané pro kvantitativni detekci exprese
genu WTI1(31):
WT F: ACA ggg TAC gAg AgC gAT AAC CA
WT R: CAC ACg TCg CAC ATC CTg AAT
WT TM: 6FAM-CAA CgC CCA TCC TCT gCg gAg
CCCAXTp

Do reakce vstupovalo 250 nM primerd a 100 nM
sondy (WT TM), TagMan Universal PCR Master Mix,
No AmpErase UNG (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) v reak¢nich podminkach: 50 °C/2 min., 95
°C/10 min., 50x: 95 °C/15 s, 60 °C/60 s. V piipadé pou-
Zivani kvantitativniho pristroje typu LightCycler™ nutno
pridavat do reakce 0,25 g/l BSA (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Némecko).

Primery pouzivané pro kvantitativni detekci ,,house-
keeping genu‘‘ (32):

B2 MIC F: 5°- CCA gCA gAg AAT ggA AAg TC-3’

2 MIC A: 5°- gAT gCT gCT TAC ATg TCT Cg — 3’

B2 M5LC: LC Red640-ATg AAA CCC AgA CAC ATA
gCA ATT CAgp
P2M3FL:TTCTTCAgTAAgTCAACTTCAATgTCggA-Fl
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Do reakce vstupovalo 500 nM primert a 200 nM sond
(B2 M5SLC, p2M3FL), 1x pufr, 3 mM MgCl,, 0,2 mM
kazdého dANTP, 1U Platinum Taq DNA Polymerazy
(Invitrogen) v reak¢énich podminkdch — plati pro
LightCyclerm: 95 °C/1 min, 50x: 95 °C/3 s, 62 °C/10 s,
72 °C/5 s. V pripadé pouZzivani kvantitativniho pfistroje
typu LightCycler nutno pridavat do reakce 0,25 g/l BSA.

Analyza vysledkii a statistické zpracovdni

Vsechny statistické analyzy zahrnujici deskriptivni
neparametrickou regresni analyzu byly zhotoveny za
pomoci Instant a Stat-View softwaru (SAS Institute, Cary,
NC, USA).

Vysledky

Kontrolni vzorky

Vysetiili jsme celkem 35 kontrolnich vzorkt (16krat
kostni dfei od zdravych darct, 19krat pupecnikova krev —
z toho 9krét celd bunécna populace, Skrat CD34+ popula-
ce a Skrat pupecnikova krev rozdélena magnetickou sepa-
raci na frakce CD19+, CD19-, CD34+, CD 34-).

Kontrolni vzorky kostnich dieni a pupeénikovych krvi
exprimuji gen WT1 na velice nizké nebo nedetekovatel-
né hladiné (0—41,4; median 0) — obrazek 1. Pfi rozdé€leni
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Obr. 1. Porovnani hladin transkriptu WT1 u jednotlivych diagnéz pfi
zdkladnim rozdéleni.
Vysvétlivky: Jednotlivé boxy reprezentuji hodnoty mezi 25-75 percen-
tilem okolo medidnu, ktery je zndzornén pfimkou uvniti boxu. Hodnoty
mezi 10-90 percentilem jsou vyznaceny piimkou mimo box a odlehlé
hodnoty jsou reprezentovany body (ANOVA test).

na vzorky kostnich dfeni a pupecnikové krve: kostni
dfen¢ 0-41.,4; median 1 a ve vzorcich pupecnikové krve
byly hladiny nedetekovatelné kromé 5 vzorkt ve kterych
byla detekovatelnd hladina na velice nizké drovni
(0,1-4).

Aplastické anémie a MDS

Pacienti s aplastickou anémii (n = 25) maji velice nizkou
nebo nedetekovatelnou hladinu exprese genu WTI1
(0-50,9 normalizovanych kopii genu WT1, median 5,9).
Pacienti s MDS (n = 14) souhrnné exprimuji gen WT1 na
vy$§i hladin€ neZ pacienti s aplastickou anémii
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Obr. 2a. Porovnéni hladin transkriptu WT1 pacientt s SAA a pacientd
s MDS — roz¢lenéno na jednotlivé subtypy MDS.
Vysvétlivky: Jednotlivé boxy reprezentuji hodnoty mezi 25-75 percen-
tilem okolo medidnu, ktery je zndzornén pfimkou uvnitf boxu. Hodnoty

mezi 10-90 percentilem jsou vyznaceny pfimkou mimo box a odlehlé
hodnoty jsou reprezentoviany body (ANOVA test).
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Obr. 2b. Souhrnné porovnani hladin transkriptu WT1 u pacientti podle
subtyptl a podjednotek jednotlivych diagnoz.

Vysvétlivky: Jednotlivé boxy reprezentuji hodnoty mezi 25-75 percen-
tilem okolo medidnu, ktery je znazornén pfimkou uvniti boxu. Hodnoty
mezi 10-90 percentilem jsou vyznaceny pfimkou mimo box a odlehlé
hodnoty jsou reprezentovany body (ANOVA test).

(18,4-7261,9, median 495,1) — viz obrazek 1. Pfi rozdé-
leni MDS pacientii na jednotlivé podskupiny byla distri-
buce expresnich hladin nasledujici: RA (18,4-551,4;
median 238,8), RAEB (34,2-7261,9; median 1441,6),
RAEBt (597,1-4251,2; median 2864,6) a JMML
(25,4-581,6; median 307,7) — obrazek 2.

Po statistické analyze pomoci neparametrickych testd
Mann-Whitney (2 parametry) a Kruskal-Wallis (vice nez 2
parametry) jsme nalezli statistickou vyznamnost pti porov-
nani hladin exprese u pacientl s aplastickou anémii a paci-
entd s MDS (p < 0,001), a stejn€ statisticky vyznamné je
i porovnani téchto skupin s kontrolnimi vzorky. V pfipadé
roz¢lenéni MDS na jednotlivé subtypy (RA, RAEB,
RAEBt a JMML) dosahuje statisticka vyznamnost hodno-
ty p < 0,001; pfi porovnani se skupinou pacientl s aplas-
tickou anémii a zdravymi kontrolami. Pfi porovnani paci-
entd s SAA se skupinou pacientll s RA nachazime rozdil
statisticky vyznamny (p = 0,0079). Jednozna¢né rozliSeni
mezi RA a SAA ale komplikuje fakt, Ze se hodnoty namé-
fené u obou skupin prekryvaji.
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Pacienti s ALL

U pacienttl s fiznim genem BCR/ABL (n = 5) jsme
detekovali nizkou hladinu exprese genu WT1 (1,31-182,4,
median 106), pacienti nesouci fizni gen TEL/AMLI (n =
19) méli také nizkou hladinu exprese genu WT1 (0-459,5;
median 13,1). Naopak pacienti s fiznim genem MLL/AF4
(n = 10) exprimuji gen WTI1 na vysoké trovni
(3449,5-16422; median 8642). U pacienti s T typem ALL
(n = 10) jsme detekovali expresi genu WT1 v Siroké skale
hladin, od 0,5 do 11532,5 s medianem 287,7. V piipadé
kojeneckych ALL (n = 7) jsme nalezli hladinu exprese
genu WT1 od 0,17; kdy tato nizka hladina byla nalezena
u kojence s fuznim genem MLL/AF9 do hladiny exprese
16 554,5 nalezené u kojence s detekovanou MLL prestav-
bou v translokaci t(4;11;18). Median exprese u kojene-
ckych ALL je 293,2; nizkd hladina exprese je nalezena
také u pacienta s diagnézou kojenecké preB ALL jak pii
diagnoéze, tak pii relapsu onemocnéni (35,6 vs. 186,8) —
obrazek 2b.

Prfi statistické analyze jsme nalezli signifikantné vyso-
kou hladinu exprese genu WT1 u pacienti nesoucich
fazni gen MLL/AF4 (p < 0,001).

Pacienti s AML

U pacientd s AML (n = 62) jsme nalezli signifikantné
vyssi hladinu exprese genu WT1 u subtypu AML M3
(n =8) (319-29213,9; median 5212,1). U subtypu AML
M5 (n = 10) jsme shodné€ s literaturou nalezli niz$i hla-
dinu exprese, a to v hodnotach od 0 do 209,2 s medianem
exprese 1,7. Pii porovnani hladin exprese genu WTI1
v celé skupiné AML s kontrolnimi vzorky nachazime sta-
tistickou vyznamnost p < 0,001. Statisticky vyznamna je
i vysoka hladina exprese genu WT1 u subtypu AML M3
v porovnani s ostatnimi skupinami u pacientd s AML
(p = 0,0001) a pfi porovnani hladin exprese se skupinou
AML M5 nachazime p = 0,0005.

Porovnani hladin exprese genu WT1 u vSech vySetie-
nych pacientil délenych podle jednotlivych diagnéz je na
obrazku 2a a 2b.

Diskuse

Aberantni exprese genu WT1 v leukemickych blastech
a v nékterych typech nadorovych bunék byla a je opako-
van¢ studovana (28). V pfipadé vysokych hladin exprese
u leukemii, pfevazné AML, patii podle nékterych autorti
vysoka hladina exprese genu WT1 mezi nezéavislé pro-
gnostické faktory s mozZnosti vyuziti kvantitativni detek-
ce exprese genu WT1 jako markeru pro sledovani mini-
malni rezidualni nemoci (MRN) (15, 23, 33).

Exprese genu WT1 v nemalignich krevnich burikach
(s vyjimkou malé frakce casnych progenitort
CD34+/CD38") by méla byt na nizké nebo nedetekova-
telné hlading, proto jsme se zaméfili na studium nema-
ligniho typu onemocnéni SAA. Diferencidlni diagnosti-
ka SAA a nékterych typt myelodysplastického syndro-
mu (MDS typu refrakterni anémie) je stale komplikova-
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na a neexistuje jednoznacné kritérium, které by tato
zasadné rozdilna onemocnéni odlisilo.

Dle vysledki v nasem malém souboru (jen 4 RA) hla-
diny exprese genu WT1 rozliSuji nemaligni typ anémie
SAA a maligni typ anémie MDS — RA (p = 0,0079).
Velikost souboru v tomto pfipadé neni zdsadnim problé-
mem: statistické vyznamnosti bylo dosazeno, ale zasad-
ni prekazka vyuziti v diferencialni diagnostice je zfejma.
Jak ukazuje obrazek 2, naméfené hodnoty pro SAA a RA
tvori plynulou $kalu. Je tfeba prihlédnout i k tomu, Ze
diagnostika probihala na zakladé morfologického obrazu
kostni dfené a otdzkou zistava i morfologickd hranice
mezi SAA a RA a z toho odvozena diagnéza (a také RA
s multilinearni dysplazii vs. RA). V pripadé dalsich stu-
dii zabyvajicich se hladinami exprese genu WT1 u MDS
nalezli autofi ve shodé€ s nami expresi u RA také na nizké
nebo nedetekovatelné hladiné (29, 34, 35).

Tamaki et al. (29) ve své studii demonstruji, Ze hladi-
na exprese genu WT1 odrazi stupen progrese MDS do
AML a Ze monitorovani hladiny exprese genu WTI1
muze predikovat transformaci MDS. Ve své studii uka-
zuji, Ze mezi hladinami exprese genu WT1 u MDS paci-
entd s RAEB a RAEBTt neni statisticky vyznamny rozdil,
ale nalezl u nich zhruba o 2 fady vyssi hladinu exprese
nez u RA. Vysledky vSak neporovnaval s kontrolami ani
s nemalignim onemocnénim. NaSe vysledky korelu;ji
s vysledky Tamakiho et al., kdy v nasi skupiné MDS
pacientd s RA jsme nalezli o jeden fad nizsi hladinu
exprese nez u pacienti s RAEB a RAEBt a pacienti
s RAEB a RAEBt maji podobné hladiny (median expre-
se 1441,6 vs. 2864,6).

V pfipadé porovnavani pacientd s RA s ostatnimi
pacienty s MDS (RAEB, RAEBt, JIMML) — jsme nalezli
statistickou vyznamnost, kdy vyssi hladina exprese genu
WT1 koreluje v zdsad€ s vysSim zastoupenim blastd.

U pacientit s ALL jsme nalezli velice variabilni hladi-
ny exprese genu WT1. U pacientli nesoucich fizni gen
MLL/AF4 jsme nalezli signifikantné vysokou hladinu
exprese a tito pacienti maji horsi prognézu danou vsak
pfitomnosti této prognosticky nepfiznivé translokace.
V pripadé nizkych hladin exprese genu WT1 u pacientti
s horsi prognézou danou fiznim genem BCR/ABL
a naopak u pacientd s fiznim genem TEL/AMLI1 spoje-
nym s lepSi prognézou nam ukazuje, Ze podle hladin
exprese genu WT1 nelze zatazovat pacienty s ALL do
prognostickych skupin a Ze vysoka i nizka exprese genu
WT1 v pfipadé€ pacienti s ALL ma nevalny prognosticky
vyznam. Prognostickym vyznamem vysSich a nizsich
hladin exprese genu WT1 u détskych pacientd s ALL
v porovnani s kontrolnimi vzorky kostnich dfeni se bliZe
zabyvame v nasi publikované studii (36).

U skupiny détskych pacienti s AML jsme nalezli
shodné s literaturou nizkou hladinu exprese genu WT1
u subtypu M5 (4, 19-23) a u subtypu M3 vyssi hladinu
exprese genu WT1 v porovnani s ostatnimi subtypy.

V nasi pfedchozi studii (23) jsme nalezli signifikantné
horsi prognézu u détskych AML pacientt, ktefi expri-
movali gen WT1 ve vysokych hladinidch. Shodné s ndmi
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popisuji vysokou hladinu exprese genu WT1 jako neza-
visly prognosticky faktor i jini autofi (19, 20, 31, 37-39),
ale néktefi toto tvrzeni vyvraceji (21, 24, 40, 41). Jak
jsme uz naznadili, tyto rozdily mohou byt zplsobeny
technickym pfistupem ke kvantifikaci exprese WT1, vol-
bou a kvalitou pouZzitych kontrol a také zaméfenim na
détské, resp. dospélé pacienty. Z nasi soucasné studie
zaméfené na SAA a MDS vsak jednoznacné vyplyva, Ze
prestoZe subtypy MDS s pritomnosti blastl exprimuji
WT1 na signifikantn€ vyssich hladinach, pro diferencial-
ni diagnostiku SAA a RA predstavuje kvantitativni
detekce exprese genu WT1 jen omezeny piinos.

Zaveér

Autori této publikace nabizeji vSem akademickym
pracovistim v CR i SR zaslidni plazmidid WT1
a B2M s podrobnym navodem pro absolutni kvantifikaci
genu WTI.
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Predmétem prace je vzacné onemocnéni erytropoezy, zapadajici do
heterogenni skupiny kongenitdlnich dyserytropoetickych anémii.
Retrospektivni francouzska multicentrickd studie zahrnuje 12 déti z 9
rodin. CDA I nebyla zpocatku spravné diagnostikovana ve 4 ptipadech
(dvakrat hereditarni sférocytoza, dile thalasémie a 1x fetopatie). Do
spravné diagnozy uplynulo od zac¢itku anémie 5,1 roki (hranice 0,2 az
18). Pramérny vék pri diagnéze byl 6,7 roku (2 mésice az 20 let). U 8
déti byly pritomny kongenitalni malformace, nejcastéji kostni (spon-
dyloepifysealni dysplazie, hemivertebrae, brachydaktylie, syndakty-
lie). Nutno proto odlisit CDA I od jinych neonatalnich anémii s ano-
maliemi skeletu, jako je Diamondova-Blackfanova anémie. Fanconiho
anémie a vzacné pripady Shwachmanova-Diamondova syndromu.
Zpusob dédicnosti proti hereditarni sférocytéze je odlisSny, CDA I je
recesivné dédicnd, hereditarni sférocytéza ma dominantni zplsob
dédi¢nosti. Hematologicky obraz a kostni dfefi vykazovaly charakte-
ristické nalezy, vcetné elektronové mikroskopie vysSetfené v 9 piipa-
dech. Byly vySetieny téZ membranové proteiny erytrocytil. ZjiSténo,
ze protein 4.1 (hlavni slozka skeletonu erytrocyttl) byl v 5 testovanych

pfipadech sniZen. Ve vSech téchto piipadech byl osmoticky gradient
ektacytometrie normalni. Mutace genu CDAN1 (gene encoding coda-
nin-1), povazované za zodpovédné pro tuto chorobu, byly zjistény u 3
vySetfenych pacientd.

Transfuze byly nutné u 11 déti, pouze 3 déti nepotiebovaly transfu-
ze po prvnim roce véku, 5 déti dostdvalo pravidelné transfuze v mésic-
nich intervalech. Jedno dité vyzadovalo intrauterinni transfuze pro téz-
kou fetdlni anémii (35 g/1) ve 28. a 30. tydnu t¢hotenstvi. Sekundérni
hemochromatéza se vyvinula u déti s pravidelnymi transfuzemi.
Zlu¢ové kameny zaznamendny u vice neZ poloviny déti asng, uz i ve
véku 4 let. Lécba interferonem IFN alfa 2 byla tspé$na u 3 pacientl.
Ma byt indikovana jako 1écba prvni fady u nemocnych zavislych na
transfuzich. Velky pozor je tfeba davat na riziko tézké neurotoxicity,
zv148té u déti, které dostavaly denni davky dosahujici vice nez 1 x 109
Ul/tyden. Je tfeba hledat nejmensi tcinnou davku.
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