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Souhrn

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je nejcastési formou leukémie
v zapadnich zemich. CLL je lymfoproliferativni, maligni onemocnéni S neznamou
etiologii, které se vyznacuje velkou klinickou a genetickou heterogenitou.

U pacientti s CLL byvaji v 50 % pfitomny genetické zmény, mezi nejcastéjsi patii
delece del(13q), del(11q), del(17p), del(6q), trisomie 12 a dalsi. Tato bakalaiska prace se
zabyva studiem expresnich profilii vybranych molekul u pacienti s CLL s deleci na
dlouhém raménku chromozému 6 [del(6q)], ktera se vyskytuje u 7 % pacientd s CLL a
byva spojovana s horsi progndzou.

U pacientt s del(6q) nebyl dosud studovan expresni profil gend, které se nachazi
V minimalni deletované oblasti na dlouhém raménku chromozomu 6. Tato bakalarska prace
je proto zaméfena na studium mRNA / proteinové exprese vybranych molekul, které v této
oblasti lezi nebo s nimi souvisi. Konkrétné se tato prace zaméfuje na studium exprese genti
FoxO3a, NF-xB, TBX21, IL-2 a BCL10.

U souboru CLL pacientti s del(6q) a bez del(6g) a u kontrolnich zdravych jedinct
byla provedena kvantitativni PCR a bylo zji$téno, ze nejvice deregulovanymi geny jsou
FoxO3a a NF-xB. U téchto genti byla pomoci metody Western blotting studovana
proteinova exprese a byla zjisténa zvysena exprese FOxO3a i NF-kB proteinti u pacientti
sCLL sdel(6q). U molekul TBX21, IL-2 a BCL10 nebyl prokazan rozdil mezi
studovanymi skupinami.

Deregulace exprese transkripénich faktori FoxO3a a NF-xB mize mit kli¢ovy vliv
na priabéh onemocnéni a horsi prognézu CLL pacientt s del(6q) ve srovnani s CLL bez

del(6q) a kontrolnimi jedinci a bude urcité predmétem dalsiho studia.

Préce vznikla za finan¢ni podpory grantu Univerzity Palackého LF_UP_2015_009.



Summary

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common leukemia in the western
countries. CLL is a lymphoproliferative malignant disease with unknown etiology which is
characterized by high clinical and genetic heterogeneity.

In 50 % of CLL patients are genetic changes, such as deletion del(11q), del(17p),
del(6g) and others. This thesis deals with the molecular characterisation of patients with
CLL with deletion on the long arm of chromosome 6 (del(6q), which occurs in 7 % of
patients with CLL.

There is no gene expression profile study in patients with a deletion on the long arm
of chromosome 6. This thesis is therefore focused on the study of mRNA / protein
expression of selected molecules in minimal deleted region on the long arm of
chromosome 6 in patients with CLL. Specifically, this work is focused on the study of
gene expression FoxO3a, NF-kB, TBX21, IL-2 and BCL10.

In a group of CLL patients with del(6g) and without del(6q), and control healthy
subjects the gene expression profiling was performed using quantitative PCR, and it was
found that genes FoxO3a and NF-kB were deregulated. The protein levels of these
transcription factors were investigated by Western blotting. There was increased
expression of FoxO3a and NF-kappa B proteins in CLL patients with del(6q) comparing to
patients without del(6q).

The deregulation of the expression of the aforementioned molecules FoxO3a and
NF-kB could affect the course and prognosis of CLL patients with del(6g) and will be

investigated in future studies.

This work was financially supported by grant of Palacky University LF_UP_2015 009.
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1. Uvod

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je lymfoproliferativni onemocnéni
charakteristické klonalni proliferaci a akumulaci zralych klonti lymfocyt v kostni dieni,
slezin€, lymfatickych uzlinach a jatrech. CLL je nejcastéjsi formou leukemie v zapadnich
zemich. CLL je velmi heterogenni onemocnéni a jeji etiologie neni stale znama. I ptes
rozsahly vyzkum zlstava presny mechanismus CLL na molekulédrni Grovni stale nejasny,
coz je jeden z diivodi, pro€ je CLL stale nevylécitelnou nemoci.

U pacientd s CLL se ¢asto setkdvame s chromozomovymi aberacemi. NejcastéjSimi
chromozomovymi aberacemi jsou delece [del(13q), del(11q), del(17p, del(6g)] nebo
trisomie 12. V7 % vsech piipadd CLL se setkavame s deleci na dlouhém raménku
chromozomu 6 (6q), del(6q). U této chromozémové aberace neni zatim znam jeji funkéni
dopad na expresi gentl, které lezi v deletované oblasti nebo s nimi souvisi.

Tato prace se proto zabyva studiem exprese gent, které lezi v minimalni deletované
oblasti na 6q. Konkrétné je tato prace zameétena na expresi genti FoxO3a, NF-«xB, TBX21,
IL-2 a BCL10, u kterych se ptedpoklada, ze budou deregulovany a mohly by mit dopad na
vyvoj a prognézu CLL.

Soubor pacientt, u kterych byly porovnany expresni profily, tvotili pacienti s CLL
s del(6q), pacienti s CLL bez delece del(6q) a zdrava kontrolni skupina jedinct. U souboru
pacienti a kontrolnich jedinci byla studovdna exprese na mRNA trovni pomoci

kvantitativni PCR (qPCR) a exprese na proteinové trovni pomoci Western blottingu (WB).



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1. Chronicka lymfocytarni leukémie

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je lymfoproliferativni onemocnéni
charakteristické proliferaci a akumulaci zralych klonu lymfocytu v kostni dfeni, slezing,
lymfatickych uzlinach a jatrech (Papajik 2002). V 95% jde o klony B - lymfocyti, CD5+,
CD19+, CD20+4™ CD23+ a slgM¥™ (Obrazek 1, 2, 3), pouze v5 % jde o klony T —
lymfocyti (Ticchioni et al. 2007, Wang et al. 2011).
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Obrazek 1: Akumulace B — lymfocytii Obrazek 2: B —  lymfocyty u pacienta
v krvi (http://www.pathpedia.com/educati s CLL (http://www.findingdulcinea.com/
on/eatlas/histopathology/blood_cells/chron guides/Health/Cancer/Leukemia/Chronic-
ic_lymphocytic_leukemia_%28cll%29 b- Lymphocytic Leukemia.pg_01.html, na_ -
cell.aspx, navstiveno dne 19. 4. 2015). vitiveno dne 19. 4. 2015).
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Obrazek 3: Akumulace B — lymfocytil v kostni dfeni
(http://pathy.med.nagoya-u.ac.jp/atlas/doc/node64.html,
navstiveno dne 19. 4. 2015).
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2.1.1. Etiologie CLL

CLL je nejcastéjsi forma leukémie v zapadnich zemich. Vyskytuje se u 30 % vsech
ptipadt leukémie a je charakteristicka pro pacienty starSiho véku v rozmezi 67 — 72 let, ale
muze se vyskytovat i u lidi mladSich 40 let, vzacné 1 u déti. Postihuje az 1,96x Castéji muze
nez zeny (Dalsass et al. 2013, Hallek et al. 2013). Pti¢ina onemocnéni CLL je v soucasné
dobé neznama (Graga et al. 2007). Jsou znamy pouze rizikové faktory, kterymi jsou vek a
vyskyt hematologickych malignit v roding: 15 — 20 % lidi s CLL ma rodinného pfislusnika
s CLL nebo jinym lymfoproliferativnim onemocnénim (Brown et al.2013).
Pomoci Genome—Wide Association Studies (GWAS) bylo identifikovano 13 genetickych
variant v genomu, které jsou spojeny s rizikem vzniku CLL (Berndt et al. 2013). CLL je v

soucasné dobé nevylécitelnym onemocnénim.

2.1.2. Vyvoj CLL

Ke spusténi CLL (Obrazek 4) dochazi tehdy, kdyz zraly lymfocyt (Obrazek 2)
vytvaii své klony na zakladé patogenetickych faktorti. Mezi tyto patogenetické faktory
patii nadmérna exprese protoonkogenu bcl-2, mutace p53 genu, delece RB1 genu,
nadmérnd exprese c-myc transkripéniho faktoru, pisobeni cytokind TNF-a a interleukint.
Tyto klony bun¢k vznikaji transformaci imunokompetentnich bun¢k. U téchto klont
lymfocytu dochazi k inhibici apoptdzy, klony daného lymfocytu se zacinaji v organu
akumulovat (Mladosievicova et al. 2011).

U pacienti s CLL dochazi zpocatku k proliferaci lymfocyti (zvysené
hladiny 5x10% 1), které neutladuji narfist ostatnich krevnich elementi. V piipadé, e
zvysena hladina leukocytl pretrvava (cca 3 mésice), pacientovi je diagnostikovana CLL.
Klony lymfocytu pak utlacuji vznik dalSich krevnich elementtii. V tomto dasledku vznikaji
rizné druhy anémii, trombocytopenie ¢i neutropenie (Papajik et al. 2002b).

Schopnost lymfocytu generovat jeho klony vSak miZze byt dana uZ ve stadiu
hematopoetické kmenové buiiky, coz naznacuje, ze primarni leukemogenni stav v CLL
mize zahrnovat samoobnoveni hematopoetické kmenové bunky (Kikushige et al. 2011).
Predpoklada se, ze leukemickd transformace hematopoetické kmenové buriky je iniciovana
specifickymi genetickymi zménami zpiisobenymi odstranénim specifickych miRNA gent,

a tim sniZeni citlivosti lymfocytu vuci apoptdze (Calin et al. 2002).
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Obrazek 4: Vznik chronické lymfocytarni leukémie. Plisobenim patogenetickych faktorti
na lymfocyt vznikaji jeho klony, které nejsou schopny apoptdzy a akumuluji se v orgdnech
na tkor dalsich krevnich derivata.

2.1.3. Role mikroprostiedi

Je znamo, ze CLL bunky nejsou schopny ptezivat in vitro, role mikroprostiedi
(naptiklad ptsobeni IL-4 nebo IFN-a) je pro CLL bunky klicova. Bez mikroprostiedi se
inhibuje antiapopticky protein bcl-2 a je spusténa apoptoza (Boelens et al. 2009).

Tyto poznatky vedly ktomu, Ze in vivo musi byt CLL bunky v kontaktu
I S dendritickymi bufikami a ostatnimi bufikami nebo cytokiny, které jim vhodné

mikroprostiedi zajisti (Caligaris-Cappio et al. 2014).

2.1.4. Genetika CLL

Identifikace kompletniho genomu a genetickych variant, které reguluji patogenezi
CLL, je hlavnim cilem post-genomového biomedicinského vyzkumu (Tan et al. 2008).

V 50 % vSech ptipadl jsou u pacientii s CLL piitomny genetické abnormality
(Smida 2012). Pacienti s CLL mohou mit bud’ cytogenetické aberace nebo somatické
hypermutace (SHM).

Nejcastéjsi cytogenetickou aberaci je delece na dlouhém raménku chromozomu

13 [del(13g14)]. Tato geneticka zména se vyskytuje az u 55 % vSech piipadi pacientl


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boelens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331210

s CLL (Hallek et al. 2013b). U této delece bylo prokazano, ze se v kritickém regionu
del(13g14) vyskytuji miRNA, které pak zapfic¢inuji vznik CLL.

chromozomu 11 [del(11g)]. Tato delece se vyskytuje svétsi Cetnosti u pacientl
Vv pokrocilych stadiich CLL (Zenz et al. 2010). Pacienti s del(ql1l) maji snizené celkové
preziti diky poskozeni genu ATM (pacienti s 11q23), ktery kéduje proximalni poskozeni
ATM DNA kinazy (Hallek et al. 2013c).

Trisomie chromozoému 12 je identifikovana v 10 — 12 % ptipadi pacientd s CLL
(Zenz et al. 2010b). Patogeneze geni s trisomii 12 vSak neni v Soucasné dobé znama
(Seiffert et al. 2012).

Delece na kratkém raménku chromozomu 17 [del(17p)] je nalezena v5 — 8 %
pfipadd. Pro tuto deleci je témét vzdy charakteristicky prouzek 17pl3, kde se nachdzi
nadorovy supresor TP53. Tito pacienti maji velmi Spatnou progndzu a jsou oznacovani
jako ,,ultra-high risk* (Hallek et al. 2013d).

Dalsi ¢astou genetickou zménou je delece na 6q [del(6q)], ktera se vyskytuje u 7 %
pacient s CLL a byva spojovana s hor$i prognézou.

Vsechny tyto zminéné chromozémové aberace jsou odliSné nejen svou Cetnosti, ale
i progndézou (Tabulka 1). Cytogenetické aberace zhodnocené metodou FISH a jejich
hierarchicky model vlivi na jejich prognézu definuje 5 podskupin genetickych zmén
u CLL: del(17p), del(11q), trisomie 12, del(6q) a del(13qg) (Dohner et al. 2000).

Tabulka 1: Nejcastéjsi genetické zmény u pacienti s CLL, jejich procentualni zastoupeni
a median preziti pacientti s CLL a ur¢itym typem delece (Papajik et al. 2002c, Hallek et al.
2013e).

Geneticka zména Vyskyt (%) Median preziti (roky) Citace
del(13q) 55 >15,0 Papajik et al. 2002c
del(11q) 17 6,6 Papajik et al. 2002c
trisomie 12 10-12 10,9 Papajik et al.2002c
del(17p) 5-8 3,6 Papajik et al.2002c
del(6q) 7 11,0 Hallek et al. 2013e




SHM variabilniho tézkého fetézce imunoglobulinu (IgVH) je v soucasné dobé
lepsi prognozu, vétSinou maji del§i indolentni fazi nemoci. Vyjimkou v jinak dobré
prognodze pacienti s mutovanymi IgVH jsou mutace, které zahrnuji variantu V3-21. Zde je
prognoza obvykle stejna jako u pacientd s nemutovanymi IgVH (Kozak 2008).

Krom¢ mutace IgVH se vyskytuji mutace v genech NOTCH1, MYDS8, TP53, ATM,
SF3B1, FBXW?7, POT1, CHD2, EXP1, KLHL6, ZAP-70 atd. Tyto SHM mohou, ale nemusi
souviset s mutaci IgVH (Puente et al. 2011, Rodriguez et al. 2013).

2.1.5. Delece dlouhého raménka na chromozému 6

Del(6q) je méné Castou genetickou aberaci. Vyskytuje se u 7 % pacientd s CLL
(Hallek 2013f). Pacienti s del(6q) jsou prognosticky fazeni do skupiny ,,intermediate—risk®,
jelikoz del(6q) je spojend s atypickou morfologii lymfocytl, vyrazngj$i lymfocytozou,
splenomegalii, vyS$im vyskytem CD38+ a neni zde pfitomna mutace IgVH
(Rodriguez et al. 2013b). Del(6q) se u malignit Casto vyskytuje jako sekundarni
chromozémové abnormalita (Finn et al. 1998).

Del(6q) se nachdzi umnoha typl nadorovych onemocnéni, jako napiiklad u
melanomu, rakoviny prostaty, fibroadenomu, karcinomu prsu a dalSich. Del(6q) jsou takeé
Castymi u lymfoidnich malignit, jako jsou akutni lymfocytarni leukémie (ALL), CLL, non
Hodgkiniv lymfom (NHL), mnohocetny myelom (MM) a Waldenstormova
makroglobulinemie (WM). Tyto delece mohou byt bud terminalni nebo intersticialni
(Lawce et al. 2009).

U vSech zminénych genetickych zmén dochazi ve vétSiné piipadi Vv pribéhu
onemocnéni K dal§im genetickym zménam. U del(6q) byly provedeny analyzy FISH a
cytogenetické vySetfeni u souboru 52 pacientt s CLL a del(6q). U 61 % ptipadi po
cytogenetickém a u 50 % ptipadl po FISH + cytogenetickém vySetieni byly pfitomny jesté
dalsi genetické zmény (Graf 1 a 2) (JaroSova et al. 2014).

U del(6q) neni doposud znam funkéni dopad na expresi gent. U skupiny pacient
s CLL sdel(6q) byla provedena arrayCGH, ktera vyhodnotila minimalni deletovanou
oblast, kde byly lokalizovany kandidatni geny (Obrazek 5), které by mohly mit
prognosticky a funkéni dopad na vyvoj CLL (JaroSova et al. 2014b). Minimalni deletovana

oblast 6q ma velikost 1,4 Mb (Obrazek 5). V této minimalné deletované oblasti se nachazi
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geny SOBP, SCML4, SEC63, OSTM1, NR2E1, LACEL, FoxO3 a ARMC?2. Tato bakalaiska
prace je zaméfena pouze na vybrané geny, které by mohly mit funkéni dopad na vyvoj

onemocnéni.

i o gl st 5

Graf 1: Vysledky cytogenetického vyseteni a FISH u skupiny 52 pacientd s CLL a deleci
69 (60-) (JaroSova et al. 2014c).
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Graf 2: Vysledky FISH u skupiny 52 pacientti s CLL a deleci 6q (6g-) (Jarosova et al.
2014d).
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Obrazek 5: Stanoveni minimalni deletované oblasti na dlouhém raménku chromozomu 6
pomoci arrayCGH (JaroSova et al. 2014e).

2.1.6. Forkhead box (Fox)

U skupiny pacientli s CLL s del(6q) byla provedena arrayCGH, ktera vyhodnotila
minimalni deletovanou oblast, kde byly lokalizovany kandidatni geny (Obrazek 5).
Jednim z téchto geni je gen pro FOXO3 (JaroSova et al. 2014f).

Gen pro transkrip¢ni faktor FoxO3 patii do rodiny Fox proteintl. Tyto Fox proteiny hraji
dilezitou roli vregulaci genové exprese v procesech bunécéné proliferace, apoptdzy,
oxidacniho stresu, embryondlnim vyvoji a buné¢ném ristu.

Fox proteiny se fadi do tfid A - R. Forkhead box tfidy O (FoxO) patii do obrovské
rodiny forkhead transkripénich faktord, které jsou charakterizovany konzervativni
forkhead box DNA - binding doménou (Wang et al. 2009). FoxO proteiny jsou Akt-
regulované transkrip¢ni faktory (PKB), které se podili na kontrole bunééného cyklu, DNA
opravach, obrané proti stresu, apoptoze a tumorsupresi. FoxO proteiny jsou také dulezitymi
regulatory primarni lymfocytarni proliferace, pfispivaji k ukonceni bunééného cyklu diky
indukci exprese inhibitoru bun&ného cyklu p27K"l. Do sav¢i forkhead tidy
transkripcnich faktori O (FoxO) se fadi proteiny FoxO1, FoxO2, FoxO3, FoxO4 a FoxO6.
Aktivita FoxO roste diky proteinkinazam jako JNK, MST1 a AMPK (Essafi et al. 2011).

Transkripéni faktor FoxO3 je tumorsupresorem. Akt aktivovana draha PI3K
ristovymi faktory a cytokiny fidi fosforylaci FoxO1l, FoxO3 a FoxO4 a tato Akt-
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dependentni fosforylace zajistuje jaderné vylouceni proteint FoxO3. V leukemickych
bunikach jsou FoxO3 proteiny esencidlnimi spoustéci onkogeneze, ristovych faktorti nebo
rezistence vuci [éEbe.

FoxO3a transkripéni faktory se nachazi na 6q (6q21), ktera patiti do jedné

Z nejcastéji deletovanych oblasti u malignich onemocnéni (Karube et al. 2012).

2.1.7. Nuclear factor — kappa B (NF-«B)

Transkripéni faktor NF-kB je je exprimovan ve vSech bunécnych typech. Reguluje
expresi mnoha antiapoptickych gent, jejich produkty jsou asociovany s transformaci
normalni buiiky na nadorovou bunku a pfezivanim nadorové bunky (Prasad et al. 2010).
Transkripéni faktor NF-kB hraje dutlezitou roli v klicovych bunéénych funkcich jako je
regulace apoptozy a tumorogeneze tim, ze kontroluje expresi fady cilovych gent (Dong et
al. 2002). Aktivita NF-«B je jednim z hlavnich znakt pro B — malignity a CLL (Frenzel et
al. 2011).

Funkéni transkripéni faktor NF-kB se sklada z 5 podjednotek: RelA, RelB, c-Rel,
p50 (ktery je se svym prekurzorem pl05 znam jako NF-kB1) a p52 (ktery je se svym
prekurzorem pl00 znam jako NF—«B2). Tyto podjednotky se chovaji jako dimery (jak
homodimery, tak i heterodimery), které spolu asociuji a davaji dohromady funkéni

transkrip¢ni faktor NF-xB (Huang et al. 2005).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16154093

3. Principy metod

3.1. Reverzni transkripce a PCR

mRNA je velmi nestabilni, neda se pfili§ dlouho uchovavat a manipulace s ni je
rovnéz velmi naro¢na. Proto se vyuziva reverzni transkripce, kdy je mRNA piepsana
do komplementarni DNA (cDNA) pomoci enzymu reverzni transkriptdzy. Po reverzni
transkripci nasleduje amplifikace cDNA pomoci PCR.

In vitro reverzni transkripce se provadi ve dvou krocich (Obrazek 6). PouZzivaji se
oligonukleotidy (primery) a nahodné nukleotidy. V této metod¢ je vyuzito VN kotvy, ktera
je piipojena k primeru, kdy Vje dGTP, dATP nebo dCTP a N je jakakoliv
dusikata baze. Tato VN kotva zajisti syntézu vlakna ve sméru 5” — 3" (http://www.thermosc
ientificbio.com/applications/basic-rt-qpcr/, navstiveno 19. 4. 2015).

Standard oligo dT
K 5

5 MANA ARARARAAAAAAAAA

V dGTP dATP or dCTP

3 5
NVTTTTTTIT

3 mRANA AAAAAAAAAAAAAAA y

Anchored oligo dT

N any basa

Obrazek 6: Schéma popisujici prepis MRNA do cDNA (http://www.thermoscientificbio.c
om/applications/basic-rt-gpcr/, navstiveno 19. 4. 2015).

10


http://www.thermoscientificbio.com/applications/basic-rt-qpcr/
http://www.thermoscientificbio.com/applications/basic-rt-qpcr/

3.2. Kvantitativni PCR (qPCR) technologii dualné znacenych sond
TagMan™

Kvantitativni PCR (qPCR) je zalozena na polymerazové tetézové reakci (PCR),
kdy dochazi k denaturaci a renaturaci nukleovych kyselin, a tak k amplifikaci signalu,
ktery je nasledovné detekovan a kvantifikovan. Podstatou qPCR je, Ze amplifikace DNA
muze byt sledovana po kazdém cyklu v redlném case, a to diky fluorescenénim sondam,
které se hybridizuji na DNA. Tyto fluorescenéni sondy pak emituji zafeni, které je pristroj
schopen detekovat. Uroveii detekované fluorescence pak odrazi mnozstvi DNA po kazdém
cyklu (http://web.Ifhk.cuni.cz/farmakol/interakce/micuda/real-PCR.htm, navstiveno dne
19. 4. 2015).

Technologie TagMan™ vyuziva dualné znac¢enych hydrolyza¢nich sond a 5"  exo-
nukleazové aktivity Taq polymerazy ke $t€peni sondy, ktera ma na svych koncich fluoro-
for a zhase¢ (http://www.generi-biotech.com/sondy-dualne-znacene sondy/, navstiveno
19. 4. 2015). Jeden fluorofor je kovalentné navazan na 5" konci oligonukleotidového
vlakna, druhy fluorofor — zhasec, je kovalentné vazan na 3" konci tohoto vlakna.

Tyto sondy hybridizuji k cilové DNA. Kdyz Taq polymeraza dosyntetizuje nové
vznikajici vlakno az k sond¢, 5’exonukleazova aktivita Tag polymerazy degraduje tuto
sondu. Diky 5’exonukleazové aktivité se odstépi fluorofor na 5” konci sondy, a tim se do-
stane fluorofor do vétsi vzdalenosti od zhasece. Zhase¢ neni schopen pohlcovat emitované
zafeni z fluoroforu a emitované zateni fluoroforu je pak detekovano real-time ptistrojem

(Obrazek 7) (http://premierbiosoft.com/tech_notes/TagMan.html, navstiveno 19. 4. 2015).
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Obrazek 7: Princip dualné znacenych hydrolyza¢nich sond TagMan™ (http://premierbios
oft.com/tech_notes/TagMan.html, navstiveno 19. 4. 2015).

3.3. SDS-PAGE a Western blotting (WB)

Western blotting (WB) je analyticka metoda vyuZzivana k separaci a identifikaci
proteini. V této technice je mix proteini denaturovan teplotné a pomoci SDS (dodecyl
siran sodny), ktery jim doda uniformni zaporny naboj - proteiny se pohybuji v elektrickém
poli ke kladn¢ nabité anodé. Nasledné jsou proteiny separovany na zakladé jejich moleku-
lové hmotnosti pomoci elektroforézy v akrylamidovém gelu. Vysledny produkt elektrofo-
rézy je prenesen na membranu (Obrazek 8), kde kazdy prouzek prezentuje jeden urcity
protein. Tato membrana je pak inkubovéana s primarni protilatkou, kterd je specificka proti
hledanému proteinu, a ndasledné¢ je pfiddna sekundarni, enzymaticky znacena
protilatka proti primarni protilatce (Tahrin et al. 2012). Protein je nasledné

chemiluminiscenéné vizualizovan.
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Obrazek 8: Systém slozeni membrany a gelu, postup pii detekci proteinu
(www.komabiotech.com., navstiveno dne 19. 4. 2015).
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4. Cil prace

Cilem této prace bylo srovnani genovych a proteinovych expresnich profila vybra-
nych kandidatnich molekul u pacientd s CLL s del(6q) a pacientd s CLL bez del(6q) a u
kontrolni skupiny zdravych jedinci. Byla studovana exprese transkripéniho faktoru
FoxO3a, ktery se nachazi v minimalni deletované oblasti na dlouhém raménku chromo-
zomu 6, a dalsich vybranych kandidatnich molekul (NF-xB, TBX21, IL-2 a BCL10), které

se mohou na patogenezi CLL podilet.
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5. Material a metodika

5.1. Material a vybaveni

¢ Biologicky material:

Periferni krev pacienti.

e Jzolace leukocvti:

o Pomiicky:
Box s laminarnim proudénim (Thermo Scientific)
Stojan na zkumavky (Sarstedt)
Stojan na mikrozkumavky (Merci)
Centrifuga chlazen4 (Sigma Laborzentrifugen)
Pasteurova pipeta (Equmed, 3 ml)
Zkumavky (Gama, 15 ml)
Mikrozkumavky (Eppendorf, 1,5 ml)
Automaticka pipeta (Eppendorf research plus)
Plastové $picky s filtrem (Eppendorf)

o Chemikalie a roztoky:
Fosfatovy pufr (PBS), (Exbio Olomouc s.r.0.)
Flota¢ni roztok (Ficoll), (Sigma-Aldrich)

e Reverzni transkripce a PCR:

o Pomiicky:
Stolni centrifuga nechlazena — Hermle (Bio Tech)
Prouzek 8 PCR mikrozkumavek s vypouklymi vicky, PP (Vekon)
Kryjostojanek na mikrozkumavky (Verkon)
Termocyklér (Eppendorf)
Box s laminarnim proudénim (Thermo Scientific)
Stripy s vi¢ky pro Rotor-Gene (I1AB, 0,1ml)
Rotor-Gene Q (Qiagen)
Plastové $picky s filtrem (Eppendorf)

Automaticka pipeta (Eppendorf)
15



RotorGene Software 6.1.71, Corbett Research
o Chemikalie a roztoky:
Voda pro PCR (B. Braun)
Hoftecnaté ionty (Thermo Scientific)
PCR pufr (Thermo Scientific)
Start™TagDNA polymeraza (Thermo Scientific)
Primery, Sondy (Roche, Life Technologies, IDT), (Tabulka 6)
Transcriptor first strand cDNA synthesis kit (Roche)

e Priprava bunéénvych lyzata:

o Pomiicky:
Box s laminarnim proudénim (Thermo Scientific)
Vortex (Biosan)
Centrifuga chlazena (SIGMA Laborzentrifugen)
Stojan na mikrozkumavky (Merci)
Mikrozkumavky (Eppendorf, 1,5ml)
Automaticka pipeta (Eppendorf research plus)
Plastové Spicky s filtrem (Eppendorf)

o Chemikalie a roztoky:
RIPA pufr (Sigma-Aldrich)
Koktejl inhibitorti proteinaz (Sigma-Aldrich)

e SDS-PAGE a Western blotting:

o Pomiicky:
Stojan na skla (Bio—Rad)
Skla 1,5 mm (Bio—Rad)
Plastové hiebeny na gel, pro 9 jamek (Bio—Rad)
Elektroforeticka vana (Bio—Rad)
Zdroj napéti (Bio—Rad)
PVDF membrana (Life Technologies)
Ttepacka (IKA)
Blotovaci aparatura pro elektrotransfer (Bio—Rad)

Rontgenové snimky (Thermo Scientific)
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Termo blok (Stvard)
Plastové $picky s filtrem (Neptune)
Automaticka pipeta (Eppendorf)
Inkubator ( Life Science)
o Chemikalie a roztoky:
Fosfatovy pufr (PBS), (Exbio Olomouc s.r.o.)
Metanol (Nalgen)
Délici gel (viz ptiloha, tab. 1)
Zaosttovaci gel (viz ptiloha tab. 2)
Elektrodovy pufr (viz ptiloha)
Vzorkovy pufr (viz ptiloha)
Promyvaci roztok (viz ptiloha)
Blokovaci roztok (viz ptiloha)
Tobwintv roztok (viz ptiloha)
Stripovaci pufr (viz ptiloha)
GeneRuler Plus Pre—Stained Protein Ladder (Fermentas), (10 — 250 kDa)
Primarni protilatka FoxO3a rabbit polyclonal (Cell Signalling), 1:1000, Mr 82 — 97 kDa
Primarni protilatka NF—xB rabbit polyclonal (affymetrix eBioscience), 1:1000, Mr 65 kDa
Primarni protilatka p-NF—«B rabbit polyclonal (affymetrix eBioscience), 1:1000, Mr 65
kDa
Primarni protilatka f—aktin rabbit polyclonal (Cell Signalling), 1:1000, Mr 45 kDa
Sekundarni protilatka anti-rabbit (Cell Signalling), 1:10000 — 1: 20000
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate Kit (Thermo Scientific)
Vyvojka 1:3 (Manual fixing bath AFGA)
Kyselina octova (Nalgen)
Destilovana voda (Nalgen)

Stripping buffer (viz ptiloha)

Pozn.: Ostatni pouzité chemikalie byly v Cistoté p. a. nebo vyssi.
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5.2. Schéma postupu prace

Reverzni
kvantitativni

PCR

Odbér periferni krve 1zolace mMRNA transkripce  a

PCR

Méteni
koncentrace Western blotting

proteint

5.3. Soubor pacientti a kontrol

Do souboru jedinct, jejichz biologicky materidl byl pouzit na mRNA a proteinovou ex-
presi bylo zahrnuto 22 pacientii s CLL a del(6q), 30 pacientii s CLL bez del(6q) (Tabulka
1) a 20 zdravych kontrolnich jedinct.

Tabulka 1: Soubor pacient.

Pacientis CLL s Pacienti s CLL bez
del(6q) del(6q)
muzi 16 24
zeny 6 6
celkem 22 30

5.4. Odbér vzorkii, separace a homogenizace leukocyti

Pro tucely molekuldrni diagnostiky bylo vyuzito 2 - 10 ml periferni krve
Vv ethylendiamintetraoctanu sodném (EDTA).

Pro separaci leukocytii byla pouzita metoda izolace bun¢k v hustotnim gradientu
pomoci flota¢niho roztoku (Ficoll).

Z 1zolovanych bunék (leukocytli) byly ptedptipraveny bunécné lyzaty pomoci ly-
zacniho pufru RIPA a koktejlu inhibitoru proteindz. K peleté leukocytii bylo ptfidano
150 pl pufru RIPA a 1,5 pl koktejlu inhibitoru proteindz. Takto pfipraveny vzorek byl
vortexovan a sto¢en na centrifuze na 10000 ot./ 10 minut (tento krok je nutny, aby se vy-

srazely tzv. “debris”™).
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5.5. Reverzni transkripce a PCR

Veskera prace byla provadéna na led¢, protoze MRNA je velmi nestabilni mole-
kula. Pro reverzni transkripci byl pouzit komer¢ni kit Transcriptor first strand cDNA
synthesis kit (Roche, 04 897 030 001).

Nejprve byl piipraven Template—primer mix (Tabulka 2). Na jednu reakci bylo
potieba 7 pl vody pro PCR a 1 ul Anchored-oligo (dT). Do 0,2 ml PCR mikrozkumavek
s vypouklym vi¢kem bylo napipetovano 8 ul Template—primer mixu.

Do kazdé zkumavky pak byl pfidan piislusny vzorek mRNA o objemu 5 pl. Zku-
mavky pak byly centrifugovany a dany do termocykléru, kde byly zahtaty na 65 °C po
dobu 10 minut. Poté byly mikrozkumavky chlazeny 5 minut na ledu.

Do vsech mikrozkumavek pak bylo pfidano 7 pl RT-mixu (Tabulka 3). Do kazdé
mikrozkumavky bylo ptidano 4 pl Transcriptor reverse transcriptase reaction buffer, 0,5 pl
Protector RNase inhibitor (40 U/ul), 2 ul Deoxynucleotide mix (10 mmol/l) a 0,5 ul
Transcriptor reverse transcriptase.

Mikrozkumavky byly poté opét centrifugovany a vlozeny do termocykléru, kde byl
nastaven program na 65 minut (60 minut inkubace pfi 50 °C, 5 minut inaktivace pii 85 °C).

Produkt v mikrozkumavkach (cDNA) byl poté zchlazen na 4 °C a skladovan pfti
teploté -20 °C.

Tabulka 2: Template—primer mix.

Reagencie Objem na jednu reakci [pl]
Voda pro PCR 7,0
Anchored—oligo (dT) 1,0
Celkem 8,0
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Tabulka 3: Mix pro reverzni transkripci.

Reagencie Objem na jednu reakci [pl]
Transcriptor reverse transcriptase reaction 4,0
buffer
Protector RNase inhibitor (40 U/ul) 0,5
Deoxynucleotide mix (10 mmol/ I) 2,0
Transcriptor reverse transcriptase 0,5
Celkem 7,0

5.6. Kvantitativni PCR (qQPCR)

gPCR byla provedena v teplotnim profilu (Tabulka 4) vhodném pro Thermo—Start
™ TagDNA polymerazu (Life Technologies) v celkovém objemu jedné reakce 25 pl. Na
sledovani exprese gend byly pouzity fluorescen¢ni sondy TagMan™ (Life Technologies,
IDT) (Tabulka 6).

Do kazdé mikrozkumavky o objemu 0,1 ml bylo napipetovano 11,55 pul vody pro
PCR, 2,5 ul AB pufru (10x), 3,5 ul MgClz (25 mmol/l), 1 pl ANTPs (10 mmol/l), 1,25 pl
AB mix (assay) a 0,2 Thermo—Start ™TagDNA. Do mikrozkumavek bylo napipetovano
vzdy 20 pl reakéniho mixu (Tabulka 5).

Do mikrozkumavek sreakénim mixem byl pfidan pfislusny vzorek cDNA.
K méteni fluorescence byl pouzit piistroj Rotor—GeneQ. Pro vyhodnoceni dat byla pouzita
metoda druhé derivace (RotorGene Software 6.1.71, Corbett Research). Vysledky exprese
gentl pacientii s CLL del(6q) byly porovnany s housekeepingovym genem PKGI.

Tabulka 4: Teplotni profil qPCR.

Krok Teplota [°C] Cas [s] Pocet cyklii
Pocate¢ni denaturace 95 15 1
Denaturace 94 30 40
Nasedani primerQ 60 45 40
Syntéza DNA 72 60 40
Celkem 72 300 1
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Tabulka 5: Protokol pro gPCR (Life Technologies, IDT).

Reagencie Objem na jednu reakci [pl]

Voda pro PCR 11,55
AB pufr (10x) 2,5
MqgCl» 3,5
dNTPs (10 mmol/l) 1,0
AB mix (assay) 1,25
Thermo—Start ™TagqDNA 0,2
Celkem 20
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Tabulka 6: Popis studovanych gent, pouzitych sond a primert pro gPCR.

Zkratka genu Nazev genu Referencni Cislo Poloha sondy (exony) Assay 1D Vyrobce
FoxO3 Forkhead box O3 NM_201559 1-2 Hs.PT.56a.39296574 IDT
Nuclear factor of kappa
NF-xB1 light polypeptide gene NM_001165412.1 16-17 Hs.PT.56a.20344216 IDT
enhancer in B - cells
BCL10 B-cell CLL/lymphoma NM_003921 2-3 Hs.PT.56a.4981478 IDT
TBX21 T —box 21 NM_013351 1-2 Hs.PT.56a.3936407 IDT
IL-2 Homo sapiens interleukin 2 NM_000586.3 2-3 Hs00174114 m1l Life Technologies
PKG1 phosphoglycerate kinase 1 NM_000291 4-5 Hs.PT.39a.1406561 IDT




5.7. SDS-PAGE a Western blotting

Pro stanoveni koncentrace proteind v lyzatech byl pouzit ELISA reader a Pierce
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Vzorky byly ptipraveny dle navodu z Pierce
BCA Protein Assay Kit a napipetovany do mikrotitracni desticky. Absorbance vzorkl byla
zméfena na ELISA readru pii 540 nm. Z vyslednych absorbanci byla vyhotovena kalib-
racni kiivka a podle rovnice pifimky vypoctena koncentrace proteinil. Podle vysledkl byly
vzorky nafedény na stejnou koncentraci.

K tomu, aby byl detekovan urcity protein, (v pfipad¢ této prace proteiny FoxO3a,
NF—«B, p-NF—«B a referen¢ni protein p—aktin), bylo nutné proteiny ze vzorku od sebe
separovat. Pro separaci proteini byla vyuzita metoda SDS-PAGE. Byla sestavena apara-
tura na nalévani gelu, kde byl nalit 10% délici gel do 2. tietiny skla (viz priloha, Tabulka
1), na tento d¢lici gel byl nalit butanol, ktery odstranil bubliny a vyrovnal povrch gelu.
Butanol byl po zatuhnuti gelu odstranén a vymyt destilovanou vodou. Po zaschnuti déli-
ciho gelu byl na délici gel nalit 4% zaostiovaci gel (viz priloha, Tabulka 2).
Do zaostiovaciho gelu, mezi skla byl vlozen hieben pro 9 jamek.

Poté byl gel vlozen do elektroforetické vany, kde byl zalit do migra¢niho pufru, byl
vyndan hieben a do jamek byly napipetpvany, vzorky: 10 pl markru do prvni jamky a
do ostatnich jamek 20 pl roztoku vzorku se vzorkovacim pufrem (1:4), kdy takto pfipra-
vené roztoky vzorkd byly inkubovany pii 95 °C 5 minut. (Vzorkovaci pufr obsahuje
dodecyl siran sodny (SDS), ktery denaturuje proteiny a zaroven jim doda zéporny naboj,
takze se proteiny pohybuji ke kladné anod¢€). Byla spusténa elektroforéza (150 V), ktera
zajistila separaci proteinti v gelu podle jejich molekulové hmotnosti.

PVDF membrana byla inkubovdna 1 minutu v metanolu, pot¢é 1 minutu
Vv destilované vodé€ a poté byla vloZzena do Tobwinova roztoku. Taktéz filtracni papiry,
které byly pouZity pti blottingu byly ponofeny do Tobwinova roztoku.

Po ukonceni elektroforézy byly proteiny separované v gelu preblotovany na PVDF
membranu pomoci blotovaci aparatury pro elektrotransfer, ktera byla pfipojena ke zdroji
elektrického napéti a zapnuta na 150 mA po dobu 1,5 hodiny. PVDF membréana pak byla
promyta v promyvacim roztoku, a poté byla inkubovana pies noc pii 4 °C v blokovacim
roztoku, urc¢eného k zablokovani nespecifickych vazeb primarni protilatky. Na takto pfi-

pravenou PVDF membranu byl nanesen roztok primarni protilatky proti FoxO3a (1:1000),
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NF—«B (1:1000), p-NF—«B (1:1000) a p—aktinu (1:1000), v blokovacim roztoku. Tento
roztok s primarni protilatkou byl s membranou inkubovan pies noc pii 4 °C. Poté byla
PVDF membrana promyvana 3 x 10 minut promyvacim roztokem PBS/T.

Poté byl na PVDF membranu nanesen roztok sekundarni protilatky, znacené kieno-
vou peroxidazou (HRP) (1:10000 — 1:20000) v blokovacim roztoku. Sekundarni protilatka
se nechala ptsobit 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Sekundarni protilatka se specificky
navazala na primarni protilatku. Sekundarni protilatku bylo také tfeba fadn¢ promyt 5 x 5
minut promyvacim roztokem.

Na membranu byl pfidan SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
Kit (Thermo Scientific), ktery rozlozil bezbarvou a rozpustnou HRP navazanou na sekun-
darni protilatce na nerozpustny, barevny produkt.

Takto ptipravend PVDF membrana byla zatavena do folie. A vysledny snimek byl
vyvolan ve fotokomote na rentgenovy snimek.

PVDF membranu je mozno opakované pouzit. Téze PVDF membrana byla pouzita
k detekci transkrip¢nich faktord FoxO3a, NF-«B, p-NF—«xB a referen¢niho proteinu p-
aktinu. Po vyvolani membrany na rentgenovy snimek byla membrana promyta promyva-
cim roztokem a poté inkubovana 45 minut ve stripovacim pufru (viz p¥iloha) pii 37 °C. Po
45 minutach byla membrana 4 x 5 minut promyta v promyvacim roztoku. Takto pfipravena

membrana byla pouZita k detekci dal$iho sledovaného proteinu v bunéénych lyzatech.

24



6. Vysledky

6.1.Vysledky exprese vybranych genii (FoxO3a, NF-xB, TBX21, IL-2,
BCL10, PGK1) provedené pomoci gPCR

U skupiny pacientd s CLL s del(6q), s CLL bez del(6q) a u kontrolni skupiny
jedicni byla provedena reverzni transkripce, PCR a qPCR (viz kapitoly 4.5 a 4.6)
u vybranych gentt (NF—«B, FoxO3, IL-2, TBX21 a BCL10), které lezi v minimalni deleto-
vané oblasti na dlouhém raménku chromozému 6 nebo s ni souvisi. VSechny vysledky byly
vztazeny k referencnimu (housekeepingovému) genu PGK1.

Porovnani exprese mezi skupinami pacient a kontrolnich jedincti bylo provedeno
pomoci neparametrického Mann — Whitney U — testu. Pro analyzu dat byl pouZit statisticky
program GraphPad Prism 5.01. Hodnoty p < 0,05 byly povazovany za statisticky signifi-
kantni.

Nejvice deregulované geny v minimalni deletované oblasti na dlouhém raménku

chromozomu 6 u pacientti s CLL a del(6q) byly NF-xB a FoxO3 (Tabulka 7).

6.1.1. Vysledky exprese NF-«xB

U skupiny pacienti s CLL s del(6q) byla pozorovana vyssi exprese transkripéniho
faktoru NF-xB oproti pacientim s CLL bez delece (p = 0,03). U skupiny pacienti s CLL
sdel(6g) byla detekovana zvySena exprese NF-xB oproti kontrolni skupiné jedinct

(p < 0,0001) (Graf 3).
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Graf 3: Vysledky exprese NF-«B u pacientd s CLL s deleci 6q (60-), bez delece a zdra-
vych kontrolnich jedinct.

6.1.2. Vysledky exprese FoxO3

U skupiny pacient s CLL a del(6q) byla pozorovana nizs§i exprese oproti pacien-
tam s CLL bez delece (p = 0,03). U skupiny pacientt s CLL a del(6q) byla u FoxO3 také

snizena exprese oproti kontrolni skupiné jedinci (p < 0,0001) (Graf 4).
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Graf 4: Vysledky exprese FOxO3 u pacienti s CLL s deleci 6q (60-), bez delece a zdra-
vych kontrolnich jedincd.
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6.1.3. Vysledky exprese |L-2

Pti porovnani skupin pacientii s CLL s del(6q) a bez del(6q) nebyl pozorovan rozdil
v expresi IL-2 (p = 0,166). U skupiny pacienti s CLL s del(6q) byla u IL-2 pozorovana

snizena exprese oproti kontrolni skupin¢ jedinct (p = 0,003) (Graf 5).
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Graf 5: Vysledky exprese IL-2 u pacientti s CLL s deleci 6q (6g-), bez delece a zdravych
kontrolnich jedincti.

6.1.4. Vysledky exprese BCL10

Pti porovnani skupin pacientii s CLL s del(6q) a bez delece nebyl detekovan rozdil
v expresi BCL10 (p = 0,991). Exprese BCL10 se nelisila ani pifi porovnani skupiny paci-
entll s CLL s del(6q) se skupinou kontrolnich jedinct (p = 0,692) (Graf 6).
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Graf 6: Vysledky exprese BCL10 u pacientti s CLL s deleci 6q (60-), bez delece a zdra-

vych kontrolnich jedinct.

6.1.5. Vysledky exprese TBX21

Exprese TBX21 se nelisila mezi skupinami pacientd s CLL s del(6q) a bez delece

(p =0,303), ani pti porovnani skupiny pacienti s CLL sdel (6q) s kontrolnimi jedinci

(p =0,519) (Graf 7).
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Graf 7: Vysledky exprese TBX21 u pacienti s CLL s deleci 6q (6g-), bez delece a zdra-

vych kontrolnich jedinci.
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Tabulka 7: Shrnuti vysledki genové exprese u vybranych gentl, které lezi v minimalni

deletované oblasti na dlouhém raménku chromozému 6.

molekula CHLe delégﬁ()esgi Sl lez CLL s del(6q) vs kontrola
NF-xB p = 0,03*1 p < 0,0001*1
FoxO3 p=0,03*] p <0,0001*]
IL-2 p=0,166 p = 0,003*|
BCL10 p=20,991 p = 0,692
TBX21 p=0,303 p=0,519

*geny, které byly signifikantné deregulovdny, 1 geny, u kterych byla zvySend exprese
oproti kontrolnim jedinciim, | geny, u kterych byla snizena exprese oproti kontrolnim je-

dincam.

6.2. Proteinova exprese vybranych molekul (FoxO3a, NF-kB, p-NF-

kB) provedena pomoci Western blottingu

Detekce proteinii pomoci metody western blotting byla provedena pouze u téch
molekul, které vykazovaly deregulaci genové exprese u pacientd s CLL s del(6q) oproti
pacientim s CLL bez del(6q). Z vysledki qPCR vyplyva, Ze nejvice deregulovanymi geny
u pacientit s CLL s del(6q) jsou geny FoxO3a a NF-xB. Pro ovéfeni téchto vysledk na
proteinové urovni byla provedena metoda Western blotting (viz kapitola 4.7), kdy byla
prokdzana rozdilnd exprese proteini FOxO3a, p-NF—«B, NF—«B. Exprese jednotlivych

proteinii byla porovnana s expresi referen¢niho proteinu f—aktinu (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Vysledky detekce proteinii FoxO3a, pNF — kB, NF — kB a f—aktinu u pacientt
s CLL bez del(6q) (P1 a P2), CLL s del(6q) (P3 a P4) a kontroly C (reprezentativni obrazek).

6.2.1. FoxO3

Z vysledki z qPCR vyplyva, Ze gen pro FoxO3a je u pacientd s CLL s del(6q)
méné exprimovan nez u pacientil s CLL bez del(6q) a kontrolnich jedincd.

Po provedeni Western blottingu vsak bylo zjisténo, Ze protein FOxO3a je naopak
exprimovan vice u pacienti SCLL s del (6q) nez u pacientat s CLL bez delece.

U kontrolnich jedinct nebyl tento protein exprimovan viibec.

6.2.2. NF-xB a p-NF-xB

Z vysledkt qPCR vyplyva, ze gen pro NF—«B je u pacientii s CLL a del(6q) expri-
movan vice nez u pacientli s CLL bez delece a kontrolnich jedinct.

Po provedeni Western blottingu bylo zjisténo, ze protein NF—«B je exprimovan
u pacientt s CLL s del(6q). I u pacienti s CLL bez delece byl NF—«B detekovan, zatimco
u kontrolnich jedincti nebyl tento protein detekovan. Tato proteinova exprese odpovida
vysledkiim genové exprese.

U proteinu NF—«B byla detekovana pomoci Western blottingu i jeho aktivni, fosfo-
rylovana forma, p-NF—«B, ktera byla exprimovana pouze u pacientti s CLL a del(6q). U

pacientl s CLL bez delece a kontrolnich jedinct nebyl p-NF—«B exprimovan.
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7. Diskuse

CLL je lymfoproliferativni onemocnéni charakteristické¢ proliferaci CD5+ B —
lymfocyti. Pro CLL jsou charakteristické genetické zmény, zejména delece [del(11q),
del(6q), del(17p)] a trosomie 12. Tato prace se zabyvala studiem delece dlouhého raménka
na chromozému 6, kde se nachazi minimalni deletovand oblast, obsahujici fadu geni.
(Jarosova et al. 2014). Delece této oblasti, a tedy genti, které v ni lezi, by mohla mit
funkéni dopad na prognézu a vyvoj nemoci.

Cilem této prace bylo sledovani mRNA expresnich profili vybranych gent (NF-
kB, FoxO3a, IL-2, TBX21a BCL10), které lezi v minimalni deletované oblasti na dlouhém
raménku chromozému 6, a jejich porovnani u pacientd s CLL a del(6q), pacienti s CLL
bez del(6q) a u kontrolni skupiny jedincu.

Prvni zkoumanou molekulou byl transkripéni faktor NF—«B, u né¢hoz byla pozoro-
vana zvySena MRNA exprese u pacientd s CLL s del(6q) a bez del(6g) v porovnani
s kontrolni skupinou jedinci. Exprese NF-xB na proteinové urovni korelovala s mMRNA
expresi: byla detekovana zvySena exprese NF-kB proteinu u pacienta s CLL s del(6q)
VvV porovnani s pacienty s CLL bez del(6q) a kontrolnimi jedinci. Aktivni, fosforylovana
forma (p-NF-xB) byla detekovana pouze u pacientid s CLL s del(6q). Vysoké hladiny NF-
kB u B — lymfocytt pacientd s CLL oproti hodnotam detekovanym v B - lymfocytech
zdravych jedincu jiz byly prokazany (Skorka et al. 2014). Zvyseni aktivity NF-«B vede ke
zvysené proliferaci nadorovych bun€k a zvysena aktivita NF—«B je obecné charakteristicka
pro CLL (Frenzel et al. 2011b). Exprese NF-xB byla zvysena také u pacienti s CLL s
del(6q) oproti pacientlim bez delece (JaroSova et al. 2014f).

Druhou zkoumanou molekulou byl transkrip¢ni faktor FoxO3, u kterého byla pozo-
rovana snizena MRNA exprese u pacientd s CLL s del(6q) oproti pacientim s CLL bez
delece a kontrolnim jedinctim. Na proteinové tirovni byl naopak FoxO3a pfitomen zejména
u pacientti s CLL s del(6q), u pacienti s CLL bez delece a kontrolnich jedincti FoxO3a
ptitomen nebyl. Rozdilna exprese FoxO3 na genové a proteinové urovni mize byt zptiso-
bena posttranskripénimi a posttranslacnimi regula¢nimi mechanizmy (Mehra et al. 2003).
FoxO3a se podili na kontrole bunécného cyklu, DNA opravach, obrané proti stresu,
apoptoze a tumorsupresi (Essafi et al. 2011b). Gen pro FoxO3a se nachazi na dlouhém
raménku chromozomu 6 v oblasti 6921, jedné z nejéastéji deletovanych oblasti u malignich

onemocnéni (Karube et al. 2012b). Inaktivaci transkripéniho faktoru FoxO3a pfispivaji
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homeostatické chemokiny k rezistenci vi¢i apoptoze a tim ke vzniku malignich onemoc-

néni (Ticchioni et al. 2007c¢).

Treti zkoumanou molekulou byl cytokin IL-2. U tohoto genu byla u pacientd
s CLL s del(6q) snizena exprese oproti kontrolni skupiné jedincua. IL-2 je u CLL vyznam-
nym antiapoptickym faktorem. Transdukce antiapoptického signalu IL-2 probiha prostred-
nictvim dal$ich molekul jako MAP kinazy, PI-3K. Tato transdukce signalu ovliviuje bu-

nécnou proliferaci a inhibici apoptdzy (Decker et al. 2010).

Dalsi zkoumanou molekulou byl transkripéni faktor TBX21 (T-bet), u néhoz nebyl
pozorovan rozdil v expresi mezi podskupinami pacientti a kontrolnich jedincti. Jedna se o
klicovy  transkripéni ~ faktor =~ Thl  imunitni  odpovédi.  Vysokd  exprese
TBX21 se v lidském téle byla popsana predevsim % Thl lymfocytech
(http://www.ebi.ac.uk/gxa/genes/ENSG00000073861, navstiveno 19. 5. 2014). T-bet tran-
skripéni faktory (do podskupiny T-bet patii i zkoumany gen TBX21) jsou exprimovany
Vv neoplazmatech, které jsou odvozeny od pamétovych bunék. Tato neoplazmata jsou pre-
kurzory vétsiny B bunéénych lymfoprolyferativnich onemocnéni véetné CLL. T-bet by
v budoucnu mohl slouzit jako uzite¢ny prognosticky marker pti diagnostice B lymfoproli-
ferativnich onemocnéni (Dorfman et al. 2004).

Nasledujici zkoumanou molekulou byl transkripéni faktor BCL10, u néhoz nebyl
pozorovan rozdil v expresi mezi podskupinami pacientl a kontrolnich jedinci. BCL10 se
podili na aktivaci NF-kB, avSak bylo zjisténo, Ze BCL10 se zfeymé& nepodili na vyvoji CLL
(Yuille et al. 1999).

Tato studie prokazala rozdilné expresni profily vybranych molekul u CLL pacientt
sdel(6g) a bez del(6q) a na zaklad¢ téchto fakti poukazuje na kliCovou roli dere-
gulovanych gent lezicich v minimalni deletované oblasti na chromozoému 6 u pacientl
s CLL s del(6q) a souvislost téchto gent se Spatnou prognézou onemocnéni u téchto paci-
entd. Pro ovéteni téchto vysledkli a vyhodnoceni funkéniho dopadu delece dlouhého ra-
ménka chromozému 6 a genli v ném obsazenych na vyvoj a progndzu onemocnéni, bude

potieba jesté dalSich studii na SirSim souboru pacientd.
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8. Zavér

V teoretické ¢asti se tato prace zabyvala studiem CLL a funkéniho dopadu delece
dlouhého raménka na chromozému 6 na expresi genli u pacientii s CLL.

V praktické ¢asti této prace byla provedena qPCR u kandidatnich genti (FoxO3a,
NF-xB, TBX21, IL-2 a BCL10). U téchto genu byly vyhodnoceny expresni profily
U pacientll s CLL s del(6q), pacientd bez del(6q) a kontrolnich zdravych jedinci. Nejvétsi
deregulaci vykazovaly geny FoxO3 a NF—«B. U téchto gent byla ovétena exprese na pro-
teinové urovni pomoci Western blottingu. U proteinu FoxO3a se nepotvrdila zvysena ex-
prese u pacientti s CLL s del(6q). U proteinu NF-xB byla naopak potvrzena zvySena ex-

prese u pacientll s CLL s del(6q) v porovnani s pacienty s CLL bez delece.
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Seznam pouzitych zkratek

ALL — akutni lymfocytarni leukémie

AMP — aktivovana protein kindza

ATM - ataxia telangiectasia mutated

BCL — B — cell lymphoma

CD - antigenni struktury u B - lymfocyta

CLL — chronické lymfocytarni leukémie

c-myc — regulacni gen kodujici transkripéni faktory
del(11)- delece na chromozému 11

del(13)- delece na chromozému 13

del(17)- delece na chromozému 17

del(6q), 6g- - delece na dlouhém raménku chromozému 6
EDTA - ethylendiamintetraoctan sodny

EXP1 — exportin 1

FBXWT7 - F-Box and WD repeat domain containing 7, E3 ubiquitin protein ligaza
Ficoll — flota¢ni roztok

FoxO — forkhead box tfidy O

CHD2 - chromodomain-helicase-DNA-binding protein 2
IgVH — tézky fetézec imunoglobulinu

IL-2 — interleukin 2

IL-4 — interleukin 4

INF-a — interferon-a

JNK - c-Jun N-terminal kinaza

KLHLS6 - kelch-like protein 6

LACEL1 — lactacion elevated protein 1

MM — multiplexni myelom

NF-xB — nuclear factor-kappa B

NHL — non Hodgkinv lymfom

NOTCH1 — translocation- associated homolog 1
OSTML1 - osteopetrosis-associated transmembranovy protein
PBS — fosfatovy pufr

POT1 — protection of telomerases 1

POT1 - protection of telomeres protein 1

PVDF membrana — membrana z polyvinylfluoridu
RB1 — retinoblastomovy protein 1

RelA, RelB, c-Rel, P50, p100 — podjednotky NF-xB
SCML4 - sex comb on midleg-like 4

SEC63 — translokacni protein

SF3BL1 — splicing factor 3 podjednotkal

SOBP - sine oculis-binding protein

TBX21 — T-box transkripéni faktor 21

TNF-o — tumor necrosis factor-a

TP p53 — nadorovy protein

WM - Waldenstormova makroglobulinemie

ZAP-70 — zeta-chain-associated protein kinaza 70



Priloha
Roztoky
Tabulka €. 1: Délici gel, 10%

Voda 6,25 ml
4x Tris buffer, pH 8,8 3,72 ml
Akrylamid Sml
Persiran amonny 75 ul
TEMED 15 ul

Tabulka €. 2: Zaostfovaci gel, 4%

Voda 6,5 ml
4x Tris bufter, pH 6,8 2,5 ml
Akrylamid 1,3 ml
Persiran amonny 50 pl
TEMED 10 pl

5x SDS elektrodovy pufr

15,1 g TRIS (hydroxymetyl)aminomethan, (CalBiochem)
79 g glycin (SERVA)

5 g SDS (dodecyl siran sodny) (CalBiochem)

11dd H20

Vzorkovy pufr

50 mM TrisHCI pH=6,8
100 mM DTT

2% SDS

0,01% bromfenolova modf
10% glycerol

Promyvaci roztok PBS — Tween20

e 100 mI10x PBS 100
e 0,5ml Tween20
e §899,5 ml destilované vody

Blokovaci roztok 1% BSA v roztoku PBS — Tween20

e 1gBSA
e 100 ml PBS — Tween20




Tobwinuv roztok

e 0,09gTris
e 43,2gglycin
e 600 ml metanol

Stripovaci pufr

7,5 g glycin

0,59 SDS

5 ml Tween20

doplnit do 500 ml ddH20
pH =272

Primarni protilatka

e 15ml 1% BSA v PBS — Tween20
e 15 pl primarni protilatky

Sekundarni protilatka
e 30ml 1% BSA v PBS — Tween20
e 3ul sekundarni protilatky

4x Tris buffer, pH 8,8

45,5 g TRIS (hzdroxymetyl)aminomethan, (CalBiochem)
1 g SDS (dodecyl siran sodny), (CalBiochem)

150 ml dd H20

Doplnit do 250 ml deionizovanou vodou

4 X Tris buffer, pH 6,8

15,125 g TRIS (hzdroxymetyl)aminomethan, (CalBiochem)
1 g SDS (dodecyl siran sodny), (CalBiochem)

150 ml dd H20

Doplnit do 250 ml deionizovanou vodou



