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SOUHRN

Tato bakalaiska prace se zabyva charakteristikou genu TP53, ktery se na zakladé
svych vlastnosti fadi mezi tumor supresorové geny. Na proteinové urovni kéduje
transkripcni faktor p53, ktery ma v buiice prfedevsim funkci senzoru poskozeni DNA. Po
aktivaci protein p53 spousti ochranné mechanismy, nejcastéji ve form¢ zastavy bunéného
cyklu, DNA-opravnych mechanismd, ptipadné indukuje bunéénou smrt.

Mutace nadorového supresorového genu TP53 casto koreluji s patogenezi
hematologickych malignit, proto ptedstavuji vyznamny prognosticky faktor téchto
onemocnénti.

Teoreticka ¢ast prace pojednava o zakladnich vlastnostech genu TP53 a proteinu
p53, jejich struktufe, funkci a regulaci. Naésleduje struény popis jejich role
U hematologickych malignit se zaméfenim na myelodysplasticky syndrom (MDS)
a chronickou lymfocytarni leukemii (CLL).

V ramci praktické ¢asti byla pomoci ptimého Sangerova sekvenovani provedena
mutacni analyza vybranych exont genu TP53 u skupiny deseti pacientd s MDS nebo CLL.
Ziskané vysledky maji ptimy vliv na prognostickou stratifikaci nemocnych a napoméhaji

ve volbé ideélni 1écebné strategie.



SUMMARY

This bachelor thesis is focused on the characterization of the TP53 gene, which is
based on its characteristics among tumor suppressor genes. TP53 gene encodes
transcription factor p53 at the protein level, p53 has primarily a function of the sensor
of DNA damage in a cell. Protein p53 initiates the protective mechanisms after its
activation, mostly in the form of cell cycle arrest, DNA repair mechanisms or induces cell
death.

Mutations of TP53 gene often correlate with the pathogenesis of hematological
malignancies, therefore, they are an important prognostic factor in these diseases.

The theoretical part discusses the basic properties of the TP53 gene and protein
p53, their structure, function and regulation. Then follows a brief description of their role
in hematologic malignancies, focusing on myelodysplastic syndrome (MDS) and chronic
lymphocytic leukemia (CLL).

In the practical part, the mutational analysis of selected exons of the TP53 gene was
performed by direct Sanger sequencing method in the group of ten patients with MDS or
CLL. The results have a direct impact on the prognostic stratification of the patients and
they assist in choosing the ideal treatment strategy.
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1 UVOD

Kancerogeneze je vicestupiiovy proces, béhem kterého dochazi k postupné
akumulaci genetickych a epigenetickych zmén, které maji za néasledek pfeménu normalni
buniky v buiiku nadorovou. Riziko pfemény normalni bunky v buiitku nadorovou je znacné
vyssi, pokud ma buiika snizenou schopnost udrzovani stability genomu.

TP53 je tumor supresorovy gen, ktery zajiStuje ochranu a stabilitu lidského
genomu. Gen TP53 koduje DNA vazebny fosfoprotein p53, ktery funguje jako transkripéni
faktor, podilejici se na opravé DNA, zastaveni bunécného cyklu a programované bunécné
smrti. Pokud v genu TP53 vznikne mutace, dochazi k naruseni funkce proteinu p53. Jeho
inaktivace mutaci je ¢astd v pribéhu maligni transformace bun¢k u nékterych solidnich
nadort i hematologickych malignit.

Mutacéni analyza genu TP53 u hematologickych malignit ma zejména prognosticky
vyznam. Pacienti nesouci mutaci TP53 vykazuji vyrazné¢ hor$i prognézu, vyssi
pravdépodobnost progrese do symptomatického onemocnéni, Spatnou a kratsi odpovéd’ na
chemoimunoterapeutickou 1écbu. Medidn pteziti téchto pacient od doby zahajeni 1écby je
méné nez tfi roky. V soucasné dobé je mutace nebo delece TP53 jedind geneticka
abnormalita, ovliviiujici vybér 1éCebného postupu a soucasné piedpovidajici odpoveéd na
tuto 1é¢bu u chronické lymfocytarni leukémie.

Hlavni naplni mé bakalatrské prace byla analyza mutaci genu TP53 v exonech 5-8,
ve vzorku DNA izolované z mononuklearni frakce bunék periferni krve ¢i kostni diené
usouboru 10 pacient postizenych myelodysplastickym syndromem (MDS) nebo
B-bunéénou chronickou lymfocytarni leukémii (B-CLL). Mutace genu TP53 byly

detekovany pomoci metody ptimého Sangerova sekvenovani.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Gen TP53

Gen TP53 je tumor supresorovy gen vyskytujici se ve vSech jadernych bunkach
v lidském téle (Bates et al., 1999). V soucasné dobé se fadi mezi nejvice studované
nadorové supresory (Klener, 2002).

Tumor supresorové geny jsou zodpovédné za ochranu a stabilitu lidského genomu,
nebot’ jimi kodované proteiny se podili na regulaci mnoha bunécnych procest (Obr. 1).
Svou funkci zésadné ovliviiuji transkripci, opravy DNA, zmény metabolismu buniky, fizeni
bunééného cyklu a programovanou bunéénou smrt — apoptozu (Loyo et al., 2013).

onkogenni : .
nedostatek nukleotidi UV zéfeni ionizatni zafeni signalizace hypoxie blokace transkripce
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zéstava bun&né cyklu reparace blokace buné¢na smrt

DNA angiogeneze
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Obr. 1. Zpusoby ochrany genomu zajiS§téné proteinem p53. Protein p53 je
aktivovan celou fadou vnitinich i1 vnéjSich stresovych signall a je zodpovédny
za indukci bunééné odpovédi, zahrnujici zejména zastavu bunétného cyklu,
opravu DNA a apoptozu.

(Zdroj:  http://www.proprofs.com/flashcards/ ~ story.php?title=cancer-biol465-
lectures-56; upraveno)

Gen TP53 patii z hlediska evoluce mezi staré geny, nachdzi se v mnoha
vyznamnych skupindch obratlovci. Ve vSech organismech, kde byl doposud identifikovan,
jevi podobnou organizaci. Produktem genu TP53 je protein p53. V sekvenci nukleotida

genu TP53 se nachazi pét evoluéné konzervovanych domén, které jsou dulezité pro


http://www.proprofs.com/flashcards/%20story.php?title=cancer-biol465-lectures-56
http://www.proprofs.com/flashcards/%20story.php?title=cancer-biol465-lectures-56

protinadorovou aktivitu (Genetics Home Reference). Shodnost téchto péti domén dosahuje

témer 100 % u vSech popsanych proteint p53 (Friedman et al., 1993).

2.1.1 Struktura genu TP53 a charakteristika proteinu p53

Lidsky gen TP53 je lokalizovan na kratkém raménku 17. chromozomu, konkrétné
v oblasti 13.1 (Obr. 2) (Seifert et al., 2009). Sklada se z 11 exont (prvni z exonu je vSak
nekodujici), 10 intronti a jeho celkova délka ¢ini 20 kb (Loyo et al., 2013).

Gen TP53 koduje jaderny fosfoprotein p53 (Lamb et al., 1986). Oznaceni p53

vychazi z molekulové hmotnosti proteinu, ktera ma hodnotu 53 kDa (Levine et al., 2009).
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Obr. 2: Lokalizace genu TP53 na 17. chromozomu. Sipka znaéi konkrétni
oblast 13.1, kde je gen TP53 lokalizovan.
(Zdroj: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp)

Protein p53 se jako dulezity nadorovy supresor, podili se na ochrané buiiky pied
onkogenni transformaci (Rivlin et al., 2011). Byl objeven jiz v roce 1979 jako jeden
Z prvnich tumor-supresori (Ahuja et al.,, 2005), avSak diky jeho wvysoké expresi
v nadorovych tkanich byl pivodné povaZzovan za onkogen (Solomon, 2010).

Od doby svého objevu je protein p53 intenzivné zkouman, v roce 1993 dokonce
ziskal oznaceni molekula roku (Koshland, 1993). Intenzivni studia probihaji zejména
z toho dlvodu, Ze se rizné typy mutaci v genu TP53 vyskytuji u vice nez 50 % lidskych
nadord (Olivier et al., 2010) a ze, protein p5S3 ma klicovou ulohu v regulaci zakladnich
procest buiiky — vV bunééném cyklu, apoptoze a genomové stabilité (Shaw, 1996).

Protein p53 je DNA vazebny fosfoprotein, jehoZ monomerni jednotka je tvofena
393 aminokyselinami (Bronchud et al., 2004). Za fyziologickych podminek je v bunkach
jeho koncentrace nizkd, nebot’ dochdzi k neustdlé degradaci. Naopak pii plisobeni
stresovych faktorti dochdzi v bunce ke stabilizaci p53 a narGstu jeho koncentrace

(Hamzehloile et al., 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp

Struktura p53 je tvofena tfemi funkénimi oblastmi (Obr. 3): N-koncova oblast,
centralni oblast a C-koncova oblast. Pravé N-koncové a C-koncové oblasti jsou mistem

posttranslacnich uprav samotného proteinu, jakymi jsou naptiklad fosforylace a acetylace

(Nathan et al., 2011).

N-konec Centralni oblast C-konec

1 50 100 150 200 250 300 391

Transaktivaini Oblast bohaté na prolin DNA-vazebna doména Tetrameriza®ni Regula¢ni
doména doména doména

Obr. 3: Hlavni domény proteinu p53. Zaklad struktury monomerni jednotky
tvoti 3 domény: N-koncov4, centralni a C-koncova doména.
(Zdroj: http://mww.umass.edu/microbio/chime/beta/consurf3/dec19/my_molecu

les/pipes/mypipes/introduction.htm; upraveno)

N-koncova oblast

N-koncova oblast zajistuje interakce s proteiny, ovliviiujicimi navazani p53 na
DNA. V N-koncové oblasti se nachazi dvé transkripéné aktivacni domény (Trans
activation domain — TADI, TAD2) a doména bohatd na prolin (Proline rich domain —
PRD).

V transkripéné aktivaéni doméné se nachdzi vazebné misto proteinu MDM2, ktery
je hlavnim negativnim regulatorem p53 (Liu et al., 2003). Déle se na transkripcné aktivacni
doménu vazi transkripéni faktory TAF; 40 a TAF;60, vazebny protein TATA,
acetyltransferazy a mnoho dalSich bunéénych a virovych proteint (Thut et al., 1995; Reed
etal., 2015).

Oblast bohatd na prolin je nezbytnd pro transkripéni aktivaci cilovych genil
proteinu p53. Pravé tato doména ovliviiuje funkei pS3 a reguluje jeho stabilitu, ¢imz ma
piimy vliv na regulaci programované bunécné smrti (Beckerman et al., 2010). Soucasné se
na tuto doménu vaze i protein iASPP (inhibitory apoptosis stimulating protein p53), ktery
ma na apoptdzu inhibi¢ni uc¢inky (Notari et al., 2011).

N-konec Casto podléha post-translacnim modifikacim, naptiklad jeho fosforylace je

kli¢ova pro stabilitu proteinu a transkripci cilovych genii (Xu, 2003).
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Centralni oblast

Centralni oblast, neboli DNA vazebna doména, se skladd ze ¢tyf konzervativnich
domén. Pravé DNA vazebnd doména je zodpovédna za sekvencné specifickou vazbu na
promotory genil regulovanych proteinem p53 (Pavletich et al., 1993) a méa klicovy vyznam
na stabilitu celé struktury proteinu p53. Zakladem této oblasti je sendvi¢ dvou B-list, které
jsou k sobé vzajemn¢ antiparalelni (Olivier et al., 2010).

Centralni Cast je znacné nestabilni, nebot’ denaturuje jiz pii teploté nepatrné vyssi,
nez je télesnad teplota. Pii teploté 37 °C nastdva zmeéna, pii které dojde k rychlému
rozvolnéni konformace domény do rozbalené¢ho stavu (Chan et al., 2004). To je takeé
divod, pro¢ se nejvice mutaci nachazi praveé v této oblasti (Cino et al., 2016).

Az 90 % doposud popsanych mutaci u proteinu p53 je lokalizovano pravé v DNA
vazebné doméné p53. Nejcastéji se jedna o bodové mutace, které mohou ¢astecné nebo
uplné narusovat vazbu p53 na cilovou DNA, a tim blokovat jeho funkci transkripéniho
faktoru (Végran et al., 2013).

Soucasti DNA-vazebné domény je i1 atom zinku, jehoz pfitomnost je nutnd pro
vazbu na DNA. Na DNA se p53 vaze ve formé tetrameru, tvofené¢ho dvéma identickymi
dimery, které jsou provazané protein-proteinovymi vazbami. Mezi tyto vazby patii polarni

vazby, vodikové mustky a hydrofobni interakce (Cino et al., 2016).

C-koncova oblast

C-koncova oblast se skladd z oblasti bohaté na prolin, kterd umoznuje propojeni
s centralni oblasti. Dale je pak tvofena negativni autoregulacni a tetramerizacni doménou.
Tetrameriza¢ni doména zodpovida za tetramerni uspotfadani proteinu p53 béhem vazby na
DNA. Negativni autoregulatni doména zodpovida za nespecifickou vazbu DNA,
v disledku ¢ehoZz dochézi k allosterické inhibici proteinu. Mutace v této oblasti maji za

nasledek zvySeni transaktivacnich vlastnosti a proteinové stability (Stavridi et al., 2005).

2.1.2 Funkce proteinu p53 a jeho regulace

Ulohou proteinu p53 je pfedeviim ochrana bungk pred moznou pfeménou na buiiky
nadorové. Mezi hlavni funkce proteinu p53 patii kontrola intaktnosti DNA v priibéhu

mnoha bunécnych procesti, napt. bunééného cyklu, diferenciace, starnuti a programované
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bunééné smrti. Pro tyto dulezité vlastnosti byva také Casto nazyvan ,strazcem genomu‘
(Efeyan et al., 2007).

Pfi normaélnich fyziologickych podminkdch se protein nachazi v builce
Vv inaktivovaném stavu a nizké koncentraci (Ashcroft et al., 1999), nebot’ dochazi k jeho
neustalé degradaci — poloc¢as jeho rozpadu se pohybuje v rozmezi 6 az 20 minut (Davis,
2013).

Aktivace proteinu p53

Reakei na stresové signdly, at’ uz piichazejici z vnéjSiho ¢i vnitiniho prostiedi
(Obr. 4), je protein p53 aktivovan (Horn et al., 2007). Signaly spoustéjici aktivitu p53 jsou
riznorodé: hypoxie, kritické zkraceni telomer, posSkozeni DNA (Lakin et al., 1999;
Calado et al., 2012; Lodish et al., 2000).

ribozomalni
VIrova stres Selhanl_
infekce transkripce

onkogeny/
hyper-proliferace

vycerpani
Zivin

UV zateni
reaktivni
poskozeni kyslikové radikaly
DNA
o
zkraceni
telomer mitoticka
> katastrofa
tepelny
Sok 5 3 nadorovy supresor
p -transkrip¢ni faktor

RN

smrt preziti
6 bungincho || Stabilita {1 i
apoptoza S genomu S

autofagie | |reparace]|senescence

Obr. 4: Stresové podnéty vedouci k aktivaci p53. Siroké spektrum stresovych
podnéti se podili na aktivaci p53. Aktivace p53 vede ke koordinovanym
zménam v genové expresi a odliSnym reakcim zavisejicim na typu bunck
a intenzit¢ trvani stresovych signalt.

(Zdroj: Loughery et al., 2013; upraveno)
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Jsou znamy tfi zpGsoby aktivace p53: aktivace umoznéna interakci s p14”RF,
aktivace zpusobena negenetickymi faktory a aktivace po poskozeni DNA (Lowe, 1999;
Vogelstein et al., 2000). Po detekci poskozeni DNA dochazi k fosforylaci vazebného mista
pro negativni reguladtor MDM2, ¢imz je znemoznéna tvorba komplexu p53-MDM2 a p53
je timto aktivovan.

Stabilizace a aktivace p53 indukuje expresi inhibitoru bunééného cyklu p21.
Protein p21 inhibuje cyklin-dependentni kinazy 2, 4 a 6, které fidi prichod buiky
kontrolnimi body bunéc¢ného cyklu v G1 fazi. Pravé inhibice cyklin-dependentnich kinaz
zabrani fosforylaci Rb proteinil, coz ma za nésledek zastaveni bunky v G1 fazi. Aktivita
Rb proteint je fizena fosforylaci. Pokud jsou Rb proteiny hypofosforylované, dochazi
K inhibici exprese gent, které jsou nezbytné pro vstup bunky do S-faze. Proteiny Rb navazi
E2F transkripéni faktor, ktery se timto stdva netcinny, a to je zpusob, jakym je exprese
gent, nutnych pro vstup buiiky do S-faze, inhibovana (Obr. 5).

Pro spravny priichod G1 fazi bunééného cyklu je nezbytna fosforylace proteinu Rb
pomoci komplexi cyklini s cyklin-dependentnimi kinazami. Protein p53 zastavi bunéény
cyklus tim, Ze prostiednictvim p21°P inhibuje fosforylaci Rb proteinti. Jestlize samotna
buika v této fazi jiz nezvladne opravit poskozeni DNA, pak protein p53 indukuje
apoptozu. Zastava bunécného cyklu v kontrolnim bod¢ Gl je spojena s degradaci cyklinu
D, v dasledku této degradace dojde k uvolnéni p21°ip z CKD4 (Falck et al., 2001; Garrett
et al., 2001; Israels et al., 2001).

13
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Obr. 5: Signalizace proteinu p53. Inaktivni protein p53 je v cytoplazmé
navazan na prenase¢ MDM2. V piipad¢ posSkozeni DNA se spusti signalizacni
kaskéada, ktera fosforyluyje MDM2 auvolni protein p53, ktery se timto stava
aktivni. Aktivni p53 vjadfe indukuje expresi inhibitoru buné¢ného cyklu,
proteinu p21. Protein p21 svou vazbou inhibuje komplexy CDK4/cyklin D1
a CDK2/cyklin E, které dale nemohou fosforylovat protein Rb a dochazi
k zastavé buné¢ného cyklu.

(Zdroj: http://p53.free.fr/p53_info/p53_Pathways.html; upraveno)

Regulace proteinu p53

Regulace aktivity p53 je nezbytna pro normalni rist a vyvoj bunék (Li et al., 2007).
Protein p53 je vyznamnym inhibitorem proliferace bunék (Serrano et al., 1997) a jeho
regulace mize V buiice probihat na Urovni transkripce, translace, pomoci kovalentnich
I nekovalentnich modifikaci a konformacnich zmén (Ashcroft et al., 1999). Lidsky protein
p53 je nejméné na 18 mistech posttranslacné modifikovan (Appella et al., 2001). Kontrola
stability p53 je klicovym mechanismem jeho regulace (Ashcroft et al., 1999).

Kvuli dulezité roli p5S3 v buiice je nutna jeho piesna regulace (Brooks et al., 2011).
Klicovou tlohu béhem regulace p53 hraje protein MDM2, jehoZ exprese je indukovéna
piimo samotnym p53. Protein MDM2 funguje jako ubikvitin-ligaza a je zodpovédny za
udrzovani nizké hladiny p53 v buiice za fyziologickych podminek prostfednictvim
ubikvitin-zavislé degradace v proteazomu (Obr. 6), (Moll et al., 2003; O'Keefe et al., 2003;
Shi et al., 2012).
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Obr. 6: Proces degradace p53. MDM2 indukuje ubikvitinylaci p53.
Ubikvitinylovany p53 je transportovan zjadra do cytoplazmy, kde je
degradovan v proteazomu 26S. Toho procesu se také ucastni protein MDMX,
strukturni homolog proteinu MDM?2, jehoz aktivita neni proteinem p53

regulovana.

(Zdroj: Chao, 2015; upraveno)

2.1.3 Mutace genu TP53

Mutace TP53 byla poprvé nalezena v roce 1989 u karcinomu tlustého stfeva
(Baker et al. 1989). Pfi¢emz az doposud je nejvice mutaci lokalizovano v centralni doméné
proteinu (Obr. 7), kde zapfiCinuji ztratu schopnosti vazat se na cilovou DNA. Ptimo
Vv centralni doméné proteinu se nachazi Sest mist, kde je frekvence mutaci nejvyssi. Tato
mista se nazyvaji mutacni ,,hot spoty*. Mezi ,,hot spot* mutace fadime naptiklad substituce
argininu na pozicich 175, 243, 273 a 282. ,,Hot spot™ mutace tvoii okolo 20 % vSech
mutaci (Rivlin et al., 2011). Naopak daleko méné se mutace vyskytuji v N-termindlnich
a C-terminalnich doménach (Pavletich et al., 1993).

Cetnost somatickych mutaci TP53 zavisi na konkrétnim typu daného nadoru
(Rivlinetal., 2011). Nejvyssi Cetnost mutaci se nachazi u koznich nadord (kromé
melanomi) (Benjamin et al., 2008), dale pak u nddori mocového méchyre — hlavné
Vv pozdnich stadiich (Berggren et al., 2001).

V soucasné dobé se vétSina doposud objevenych mutaci vyskytuje v 5.—8. exonu,

konkrétné v oblasti DNA-vazebné domény (Végran et al., 2003). Mutace TP53 maji na
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rozdil od vétSiny nddorovych supresorti zcela odlisSnou inaktivaci. Zatimco inaktivace
celkovou ztratu proteinu, inaktivace proteinu p53 ma nejcastéji charakter bodovych mutaci
Vv kodujici sekvenci (Strano et al., 2007). Konkrétné mezi nejcastéjsi mutace TPS53 patii
substituce ztratového typu, kdy vlivem zatrazeni odlisného nukleotidu dojde ke zméné
tripletu, translaci se pfifadi odlisSnd aminokyselina, a tim i zméné funkce polypeptidu

(Campomenosi et al., 2011).

_
o
J

273

o]
!

(o]
1

248
175

163
151 194

III II‘IIIIIIIL|I lllm II II||I | Ill
DNA-vazebna doména H"-ﬂ&?;:‘iéi,’:“”}c

220

H
Il

282

N
Il

frekvence mutovanych kodont (%)

o

z

aktivacni
doména

Obr. 7: Mutace inaktivujici p53 a jejich cetnost. Struktura genu TP53
a ¢etnost mutaci na jednotlivych kodonech. Histogram mutaci ukazuje, nejvice
mutaci se vyskytuje v oblasti DNA-vazebné domény.

(Zdroj: Brachova et al., 2015; upraveno)

Mutace vyskytujici se v centrdlni doméné je mozné rozdélit do dvou kategorii. Do
prvni kategorie spadaji mutace, které ovliviiuji aminokyseliny ucastnici se vazby na DNA.
Radime sem mutované zbytky p53 s nejvyssi frekvenci mutaci (Arg-248 a Arg-273). Do
druhé kategorie spadaji mutace vyskytujici se v oblastech vyznamnych z hlediska
konformacni stability (Bykov et al., 2009).

Mutace genu TP53 kodujiciho protein pS3 byly nalezeny u vice nez 50 % pacientti
s onkologickym onemocnénim (Joerger et al., 2007). K roku 2007 bylo popsano okolo
30 000 mutaci genu TP53 (Petitjean et al., 2007). Vliv na caste¢nou nebo celkovou
dysfunkci proteinu p53 miZe mit iporucha nékteré jeho signalni drahy. Bunky
s nefunkénim proteinem p53, pfipivaji k hor§Simu vyvoji onemocnéni, nebot nemohou
dostateén¢ zajistit opravy DNA (Tandom et al., 2010). Mutovany p53 v néadorech
zapricinuje jejich vyssi agresivitu a rezistenci vuc¢i chemoterapeutické 1écbé (Oren et al.,

2010). Cetnost mutaci je odliSna, zavisi na konkrétnim druhu nadorového onemocnéni,
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U hematologickych malignit ¢ini zhruba 14 %, coz je niz$i hodnota, nez vykazuji jind
nadorova onemocnéni (Newcomb, 1995).

Protein p53 podléhajici mutacim muze mit fenotyp ,,gain of function®. U tohoto
fenotypu dojde k zisku onkogennich vlastnosti, které v buiikach zvySuji nadorovy potencial
a tim 1 citlivost nadorti k chemoterapeutikim. U pacientl, ktefi maji ,,gain of function*
mutaci p53 je odolnost vici chemoterapii vyssi, nez u pacientd, jimz p53 zcela chybi.
Dalsim typem fenotypu muze byt ,,loss of function®, jehoz projevem je ztrata schopnosti
vazby na promotor cilovych gent a jejich regulace. Pro spravné ptisobeni proteinu p53 je
nezbytny jeho vyskyt v jadfe, v nékterych nadorech je inaktivace p53 zpiisobena tim, Ze je
misto v jadte lokalizovan v cytoplazmé (Oren et al., 2010).
prostfednictvim proteinu MDM2. Z divodu rozsédhlého pusobeni proteinu p53 je nutna
jeho bezchybna funkce. Pisobi totiz jako transkripéni faktor, ktery indukuje expresi
desitek cilovych genii (Obr. 8). Tyto cilové geny tvoii komplexni sit’, tudiz aktivita

proteinu p53 se promita do velkého pocétu procest na bunééné urovni (Moll et al., 2003).

G2-M Inhibice angiogeneze,
@patd) metastazi
Zastaveni buné¢ného cyklu Oprava DNA

Buné¢na smrt

Obr. 8: Geny aktivované proteinem p53. Protein p53 funguje jako transkripéni
faktor indukujici expresi velkého poctu cilovych genti. Cilové geny proteinu
p53 umoziuji rizné biologické procesy a spousti programy vedouci k zastave
bunééného cyklu, bunééné smrti, inhibici angiogeneze nebo opravé DNA.

(zdroj: Harris et al., 2005; upraveno)
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Béhem poskozeni DNA dojde ke zvySeni hladiny proteinu p53, coz ma za nasledek
zastavu bunécného cyklu v G1 fazi. Nasleduje reparace poskozené DNA nebo indukce
apoptozy, vse zavisi na fyziologickém stavu bunky. VétSina mutaci deaktivujicich p53 ma
za nasledek ztratu schopnosti proteinu vazat se k jeho cilovym DNA sekvencim, a zabrani
tak transkripcni aktivaci pfislusnych gent (Sionov et al., 2013). Pro naruSeni funkce
nadorového supresoru pS53 je nejcastéji zapotiebi inaktivace obou alel. V nékterych
vzacnych pripadech se mutace TP53 mohou vyskytovat i v zarodecnych bunkach,
v disledku ¢ehoz se prenaseji do dalsi generace (Kim et al., 2015).

Na specifické sekvence DNA v promotorovych oblastech cilovych gena se p53
vaze ve form¢ tetrameru (McLure et al., 2015). Produkty cilovych geni proteinu p53 maji
vliv na mnoho bunécnych procesii spjatych s nadorovou transformaci. Jestlize protein p53
ztrati svou funkci, dojde k deregulaci podfizenych signalnich drah a k posunu bunky

k nadorovému fenotypu (Rivlin et al., 2011).

Teplotné zavislé mutace

Teplotné zavislé mutace tvoii okolo 10 % vSech znamych mutaci p53. Protein p53
nesouci teplotné zavislou mutaci se neni schopen za fyziologickych podminek vazat na
DNA sekvence cilovych genti, ale k obnové schopnosti vazby dochazi pravé zménou
teploty. Teplotné zavislé mutace pifedstavuji bodové mutace v DNA-vazebné doméné,
vedou ke ztraté funkce nadorového supresoru p53, ale také obvykle méni transaktivaéni
vlastnosti proteinu p53, pficemz ovliviiuji aktivaci jinych genti, podporujicich nadorovy
rust (Butler et al., 2005).

V zéavislosti na charakteru rozliSujeme dva typy teplotné zavislych mutaci. Prvnim
typem jsou teplotné citlivé mutace, u téchto mutaci se zvySujici se teplotou aktivita
proteinu p53 s mutaci klesa. Druhy typ prestavuji chladové citlivé mutace, kde aktivita
proteinu p53 s mutaci se zvySujici se teplotou stoupa (Zhang et al., 1994). Vyzkum
teplotné zavislych mutaci je dilezity z hlediska schopnosti cilené terapie pii obnoveni

funkce aktivace p53 (Parrales et al., 2015).

Mutace p53 a zmény ve struktui‘e chromozomii
V buiikdch u hematologickych malignit se vetné aberace charakteristické pro
konkrétni typ onemocnéni Casto nachdzi i pfestavby chromozomdi, zahrnujici i zmény

chromozomu 17, kde se p53 vyskytuje (Zedan et al., 2015).
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V piipad¢ ztraty celého chromozomu 17 ¢i jeho zlomu v oblasti s p53 muze dojit
k projevu efektu bodové mutace pritomné ve druhé alele, v disledku ¢ehoz nadorovy
supresor zcela ztrati svllj vyznam — tato situace je nazyvana ztratou heterozygotnosti

(Shetzer et al., 2014).

Hematologické malignity

Hematologické malignity jsou nddorova onemocnéni postihujici lymfatické uzliny
a kostni dfen. Onemocnéni je dano preménou zdravé bunky na klon malignich bunék,
nasledné infiltrujicich nejcastéji lymfatické uzliny nebo kostni dien.

Postupnou akumulaci genetickych a epigenetickych zmén dochazi k nadorové
transformaci builky — nddorové buiiky nekontrolovatelné proliferuji, jsou rezistentni
Kk pro-apoptotickym signaltim, a ziskavaji schopnost migrace a metastazovani (Chen et al.,
2013) Hematologické malignity klasifikujeme na zakladé¢ kmenové buiky, ze které
vychézi (Jones et al., 2008), dal§i moznost klasifikace je na zakladé klinickych ptiznaka

(Tab. 1),

19



Akutni leukémie
Akutni lymfoblastové leukémie
Akutni myeloblastové leukémie

Chronické leukémie

Chronicka lymfocytova leukémie
Prolymfocytova leukémie
Leukémie s vlasatymi bunikami

Myelodysplastické syndromy

Refrakterni anémie

Refrakterni anémie s excesem blastli

Refrakterni anémie s excesem blasti v transformaci
Refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty
Chronick4a myelomonocytova leukémie

Chronicka myeloidni leukémie a neleukemické myeloproliferacni choroby
Chronick4 myeloidni leukémie

Prava polycytémie

Primarni trombocytémie

Myelofibroza s myeloidni metaplazii

Maligni lymfomy
Hodgkinovy lymfomy
Nehodgkinské lymfomy

Imunoproliferaéni onemocnéni — onemocnéni plasmatické buiiky a pribuzné choroby
Plazmocytom — mnohocetny myelom

Doutnajici myelom

Monoklonélni gamapatie

Waldenstromova makroglobulinemie

Tabulka 1: Déleni hematologickych malignit.
(Zdroj: MIRKA, Hynek. Moznosti vypocetni tomografie s vysokou rozlisovaci schopnosti
Vv diagnostice plicnich komplikaci hematoonkologickych onemocnéni. Plzen, 2006. Doktorandska

dizerta¢ni prace. Lékarska fakulta UK v Plzni. Fakulta 1ékafska.)

2.2 Role mutaci TPS3 u vybranych hematologickych malignit

V porovnani se solidnimi nadory je frekvence mutaci TP53 u hematologickych
malignit mnohem niz8i (Cheung et al., 2009). Vyskyt mutaci TP53 je mezi jednotlivymi
malignimi lymfoproliferacemi velmi odlisny, zavisi piedevS§im na histologickém subtypu
a stadiu onemocnéni. U leukémii se frekvence mutaci genu TP53 pohybuje v rozmezi
5 — 20 % (Takahashi et al., 2016).
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Mutace TP53 je témét vzdy spjata s hor§i progndézou onemocnéni, progresi
onemocnéni do dalsi faze (napt. myelodysplasticky syndrom se miize vyvinout do akutni
myeloidni leukémie), CetnéjSimi transformacemi, rezistenci vi¢i chemoterapii a kratsi
délkou celkového preziti (Newcomb, 1995). Dilezité je také zminit, Ze mutace TP53 se
vice vyskytuji u starSich pacientli a pacientl s pozménénym karyotypem (Hou et al., 2015).
Vliv pfitomnosti mutace TP53 na progndzu je vyznamnéjsi u pacientii do 60 let veku.
Inaktivace p53 ma nejvétsi vyznam zejména v pozdéjSich fazich leukomogeneze, kdy
vznik mutaci koresponduje s posunem Kk agresivnéjSimu leukemickému fenotypu bunék

(Pavlova et al., 2002).

Prakticka cast této bakalarské prdace je zamérena na analyzu mutaci v genu TP53

uB-CLL a MDS, proto se dadle bude zabyvat jen téemito dvema diagnozami.

2.2.1 B-buné¢na chronicka lymfocytarni leukémie

Zakladni charakteristikou tohoto onemocnéni je chorobné zvySend tvorba
lymfocyti neboli lymfoproliferace. B-bunéc¢na chronicka lymfocytarni leukémie (B-CLL)
se fadi mezi nizce maligni onemocnéni, typické proliferaci a hromadénim klonu malych
z morfologického hlediska zrale vypadajicich B-lymfocytl nachéazejicich se v kostni dfeni,
lymfatickych uzlinach, jatrech, slezin¢ a zfidka i v dalSich organech (Panovské et al.,
2011).

Pfi¢ina onemocnéni neni doposud objasnéna, a to 1 pfesto, ze vyskyt hematologické
malignity v piibuzenstvu a vysii vék jsou typickymi rizikovymi znaky pro B-CLL. Cetné
vyzkumy v oblasti epidemiologie se zabyvaly vlivy vné&jSich faktorl, kterymi byly
naptiklad virové infekce, ionizujici zafeni ¢i karcinogenni chemikalie. VeSkeré vystupy
téchto vyzkumii byly negativni, z ¢ehoz vyplyva, Zze B-CLL je pravdépodobné jedinou
leukémii, jejiz vyskyt neni ovlivnén zminénymi vnéjsi faktory (Brown, 2009).

Mezi nejvice frekventovanou leukémii u dospélé populace v zapadnich zemich
fadime pravée B-CLL. Diky své incidenci 3:100 000 tvoii v Evropé okolo 30 % vSech
leukémii. Z cel¢ Sife nddorovych onemocnéni zaujima tato diagnoza cca 1 %. NejcCasteji
postiZzeni jedinci jsou osoby starsi 50 let. S dvojnésobnou Cetnosti jsou postizeni muzi
oproti Zendm, muZi maji zaroven hor$i prognoézu onemocnéni. U mladsich jedinct se

onemocnéni vyskytuje celkem vzacné, déti nejsou postizeny viibec. Incidence onemocnéni
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se pohybuje v rozmezi 3—-5 nemocnych na 100 000 obyvatel. Pti pfepoctu na obyvatelstvo
Ceské republiky se jedna o 300—500 novych piipadii roéné (Spacek et al., 2013).

Prognoza onemocnéni zavisi na mnozstvi biologickych a klinickych faktort, které
prispivaji k patogenezi, Spatné¢ odpoveédi na 1éCbu a pfezivani pacientl. Jednim
z vyznamnych patogenetickych faktort B-CCL je pravé mutace v genu TP53 (Foa et al.,
2013). Mezi nejvice frekventované mutace v genu TP53 se fadi substituce, které
predstavuji az 82 % vsech mutaci vyskytujicich se u pacientii s CLL (Spacek et al., 2013).
Mutace genu TP53 se nejcastéji objevuje u pacientl v pozdni fazi CLL (Hadrabova, 2015).

2.2.2 Myelodysplasticky syndrom (MDS)

Terminem myelodysplasticky syndrom se zna¢i ziskané chronické onemocnéni
krvetvorby. Jedna se o potencialné¢ maligni onemocnéni krvetvorby, zapti¢inéné poruchou
na urovni pluripotentni hematopoetické kmenové buniky (Yoshida, 1996).

Mutace V pluripotentnich kmenovych bunkach maji za nasledek poruchu
diferenciace a vyzravani, butiky v kostni dfeni také vice odumiraji. Jedinci postizeni MDS
maji v kostni dfeni velké mnozstvi nediferenciovanych bun€k (blastl) a dalsi krevni
elementy vykazuji vzhledové abnormality (Hochova et al., 2006).

Ptedpokldda se, Ze k primdrnimu poskozeni hematopoetické kmenové bunky
uMDS dochézi vlivem spontdnni nebo indukované mutace, mezi rizikové faktory patii
geneticka predispozice, vék nemocného (s rostoucim vékem dochézi k nartstu frekvence
genovych mutaci) a expozice vnéjSim faktorim, vyvolavajicim vznik chromozomalnich
aberaci (aromatické uhlovodiky, ropné produkty, radia¢ni zateni) (Malek, 2005). Dal§imi
dilezitymi faktory, majicimi vliv na patogenezi MDS je aktivace onkogenil a inaktivace
tumor supresorovych genii, mezi které patii i gen TP53. Mutace genu TP53 se vyskytuji
u 5-15 % ptipadi MDS (Christiansen et al., 2001).

Selhani krvetvorby s klinickou manifestaci cytopenie v periferni krvi a cetné
transformace do akutni leukémie (asi u jedné tfetiny pacientil) pfedstavuji nejvétsi
zévaznosti tohoto onemocnéni. Pfitomnost chromozomalnich aberaci se vyskytuje u vice
nez poloviny pacienti s MDS. Dal§i mutace snejvétsi pravdépodobnosti vedou

k malignizaci onemocnéni a jsou pficinou leukemického klonu (Pavlova et al., 2002).
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MDS tvoii heterogenni skupinu chorobnych stavii, dosud je u nich zndmo nékolik
cytogenetickych odchylek, které jsou tuzce spjaty s charakteristickym morfologickym
obrazem.

Dle sv€tové zdravotnické organizace WHO (World Health Organization)
klasifikujeme myelodysplasticky syndrom na zéklad¢ jeho patogeneze. Tento klasifika¢ni
systém navazuje na starSi platny FAB (French-American-British) klasifika¢ni systém a
patii do souhrnné revize klasifika¢niho systému zahrnujiciho vSechna hemato-onkologicka

onemocnéni (Vondrakova, 2010) (Tab. 2).

Onemocnéni Periferni krev Kostni dren
refraktorni anémie (RA) anémie pouze erytroidni dysplazie
Zadné blasty a <5 % blastl, < 15 % prstencitych sideroblastt
< 1x 10%1 monocytt
refraktorni anémie s prstencitymi  anémie pouze erytroidni dysplazie
sideroblasty (RARS) Z4dné blasty < 5 % blasttl, = 15 % prstencitych sideroblastti
refraktorni anémie cytopenie (bicytopenie nebo dysplazie v = 10 % bunék ve dvou &i vice myeloidnich | liniich
s multilineami dysplazii (RCMD) pancytopenie) Zadné blasty < 5 % blast( ve dfeni, nejsou Auerovy tyce,
nejsou Auerovy tyCe < 15 % prstencitych sideroblastl
< 1x 10°1 monocyta

refraktorni cytopenie s multilineami

cytopenie (bicytopenie nebo

dysplazie v = 10 % bunék ve dvou ¢i vice myeloidnich | liniich

dysplazii a prstencitymi pancytopenie), Zadné blasty < 5 % blastli ve dfeni, nejsou Auerovy tyce,
sideroblasty (RCMD-RS) nejsou Auerovy tyce > 15 % prstenditych sideroblastt

< 1x 10°1 monocytd
refraktorni anémie s prebytkem cytopenie jednolinearni nebo multifineari dysplazie
blasti-1 (RAEB-1) < 5% blast( 5-9 % blastl, nejsou Auerovy tyée

nejsou Auerovy tyce

< 1x 1091 monocytt
refraktorni anémie s prebytkem cytopenie jednolinearni nebo multiinearni dysplazie
blasti-2 (RAEB-2) 5-19 % blasth 10-19 % blastl, Auerovy ty&e +

Auerovy tyce, < 1x 10% monocytl

myelodysplasticky syndrom, cytopenie jednolinearni granulocytami & megakaryocytami dysplazie
neklasifikovany (MDS-U) nejsou blasty ¢i Auerovy tyée < 5 % blast, nejsou Auerovy tyce

MDS asociovany anémie normaélni &i zwsené megakaryocyty s hypolobulovanymi jadry
s zolovanou del(5q) < 5 % blastt < 5 % blastl, nejsou Auerovy tyce, zolovany del(5q)

desticky norméini &i zvySené

Tabulka 2: Klasifikace myelodysplastického syndromu dle WHO.

(Zdroj: http://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/myelodysplasticky-syndrom-458605)

5g- syndrom

Myelodysplastické syndromy, u kterych je nalezena se izolovana delece dlouhého

raménka na 5. chromozomu se oznacuji jako 5q- syndrom. Dle klasifikace WHO je

50- syndrom povazovan za samostatny subtyp MDS, a to z divodu celkové lepsi prognézy

nemocnych.

Jedna se o subtyp MDS, mezi jeho typické znaky patifi makrocytarni anémie

refrakterni a refrakterni s prstencitymi sideroblasty, vétSinou s trombocytézou v periferni
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krvi. Tento subtyp byl poprvé popsan van der Berghem v roce 1974. Pro morfologicky
nalez v kostni dfeni jsou charakteristické hypolobulizované megakaryocyty, pocet blastii
Vv kostni dfeni neptesahuje 5 %. Na rozdil od primérnich MDS, 5q- syndrom nejCastéji

postihuje Zeny (Hochova et al., 2007).

Role mutace genu TP53 v prognéze 5¢- syndromu

Z diagnostického hlediska vykazuji mnohem leps$i progndézu pacienti postizeni
50- syndromem Vv porovnani s pacienty postizenymi ostatnimi typy MDS. Nalez
mutace TP53 vSak u 5q- syndromu prognézu vyrazné zhorSuje, a to z divodu cetnych
transformaci MDS do akutni myeloidni leukémie (Jadersten et al., 2011).

Aktivace p53 v disledku ribozomalniho stresu je vV 50- syndromu velmi dulezita.
V prekurzorovych erytroidnich buiikdch dochazi k aktivaci volnych ribozomalnich
proteinti, blokujicich navazani proteinu p53 na MDM2 ubiquitin-ligazu, a tim i degradaci
p53 Vv proteazomu. Konkrétné up-regulace drahy p53 je u 5q- syndromu potencidlnim

terapeutickym cilem (Fuchs, 2012; Jadersten et al., 2011; Kulasekararaj et al., 2013).
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3 CILE BAKALARSKE PRACE
e Osvojeni zékladnich molekularné-biologickych metod a systému prace v laboratofi.
¢ Analyza mutaci genu TP53 u 10 vybranych pacientli s chronickou B-lymfocytarni
leukemii nebo myelodysplastickym syndromem pomoci metody piimého

sekvenovani.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material

Do mutac¢ni analyzy bylo zatazeno 10 vzorkiit DNA izolované z mononuklearni
frakce periferni krve a kostni dfené pacientli 1éCenych na Hemato-onkologické klinice
Fakultni nemocnice Olomouc. Pacienti byli diagnostikovani v rozmezi let 2007 az 2016.
Soubor pacientu ¢ital 2 muze a 8 zen, median véku byl 70,5 let (rozmezi 38-78 let).

Vychozim materidlem pro izolaci DNA byla periferni krev nebo punktat kostni
dfené. Material byl odebran do plastové zkumavky s antikoagula¢nim roztokem K3EDTA
Vv poméru 1,5 mg na 1 ml materialu. Po naplnéni byla zkumavka promichana opakovanym
pievracenim.

Pouzité pracovni postupy vychdzeji ze standardnich operacnich protokola

Laboratoie molekularni biologie Hemato-onkologické kliniky FN Olomouc.

4.2 Pristrojova technika

e Automatické pipety (Pipetman, Gilson) + jednorazové $picky s filtrem
e Centrifuga C1301R (Labnet)

e Centrifuga 5424 (Eppendorf)

e Centrifuga 5430 R (Eppendorf)

e Centrifuga Biofuge 22 R (Heraeus)

e Dokumentac¢ni systém AlphaDigiDoc RT2 s transiluminatorem a integrovanou
kamerou (Alpha Innotech)

e Elektroforeticka vana s ptisluSenstvim (Bio-Rad)

e Geneticky analyzator ABI PRISM 3100 + 96 jamkova desticka (Applied
Biosystems)
e Lednice (4-8 °C), C4298 (Vestfrost)

e Mikrovlnna trouba 1195 (ETA)

e Mrazici boxy (-80 °C, -20 °C), (Sanyo)

e Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies)
e Stolni minicentrifuga C 1301 (Labnet)

e Termocykler PeqSTAR 2x Gradient (PEQLAB)

e Thermal Cycler T100 (Bio-Rad)

e ThermostatBlock Bio TDB-1 (Biosan)

e UV transiluminator (Biostep)

e Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (CastelMac SpA)
e Zatizeni na upravu vody Direct-Q UV3 (Millipore)

e Zdroj napéti pro elektroforézu (VWR)

e Zdroj napéti pro elektroforézu PS9009 (Apelex)
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4.3 Chemikalie a spotiebni material

Agardza (Amresco, LLC)

Ampli Tag Gold Taqg DNA polymeraza (Applied Biosystems), koncentrace 5 U/ul
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
6x Blue/Orange Loading Dye (Promega)

Deionizovany formamid (Applied Biosystems)

DNA ladder 100 bp (Promega)

dNTPs (Promega), koncentrace 10 mmol/I

70% ethanol (Fagron)

96% ethanol (Fagron)

Ethidium bromid (Top-Bio)

Isopropanol (Mikrochem)

MgCl> (Applied Biosystems), koncentrace 25 mmol/I

Octan sodny, koncentrace 3 mol/l (Iékarna FNOL)

PBS (I¢karna FNOL)

10x PCR Buffer Il -MgCl> (Applied Biosystems)

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAgen)

Reverzné osmoticka a ultracista voda (Millipore)

5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems)

Tris (1¢karna FNOL), koncentrace 10 mmol/l; pH 7,5

Alobal

Izolepa

Laboratorni sklo

Latexové ochranné rukavice

Ledova drt

Mikrozkumavky (2ml;1,5ml)

Miska na ledovou drt’

Nuizky

Ochranné bryle

PCR mikrozkumavky (0,5ml; 0,2ml)
Popisovaci fix

Skalpel

Stojanky na mikrozkumavky a PCR mikrozkumavky

4.4 Prehled metod — teorie

Detekce mutaci v genu TP53 piimym sekvenovanim

V sekvenci genu TP53 koddujici protein p53 jsou detekovany bodové mutace

a kratké delece ptimym sekvenovanim na analyzatoru ABI PRISMTM 3100. V kodujici

sekvenci genu TP53 bylo popséno vice jak 20 000 bodovych mutaci. Nékteré z nich maji

vyrazny dopad na snizeni funk¢nosti proteinu p53.
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Pacienti s témito mutacemi jsou hodnoceni jako rizikové€jsi. Je u nich rovnéz
pfedpokladdna snizend uc¢innost 1écby chemoterapeutiky, které vyuzivaji drahu p53.
Sekvenovany jsou exony 5, 6, 7 a 8 kodujici DNA vazebnou doménu, ve kterych se
nachdzi 95 % vSech mutaci TP53.

Hrub4 data ziskand ze sekvenatoru byla za pomoci pocitatového programu

Chromas a webového nastroje Blast srovnavana s referenénimi sekvencemi.

4.4.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je biochemicka reakce slouzici k amplifikaci
cilového useku DNA, ohrani¢eného parem syntetickych oligonukleotidli — tzv. primerti
(Obr. 9).

Amplifikaci DNA zajistuje termostabilni DNA polymeraza izolovana z bakterie
Thermus aquaticus, nazyvana jako Taq polymeraza. Zakladni jednotku polymerazové
fetézové reakce tvoii jeden cyklus skladajici se ze tii kroka: denaturace, nasednuti primeri
a syntézy DNA (Obr. 10). V pribéhu PCR dochéazi k nékolikanasobnému opakovani
(nejcastéji v rozmezi 25-35 cykla).

V prvnim kroku je genomickd DNA denaturovana zahiatim na teplotu v rozmezi
92-95 °C. Dochazi k uplnému rozvolnéni dvoufetézcové molekuly DNA na dva
samostatné fetézce.

V dal§im kroku se na templdtovou DNA na zikladé¢ komplementarity vaZou
oligonukleotidové primery (optimalni teplota nasedani primert byva zhruba o 5 °C nizsi,
nejcastéji v rozmezi 50-60 °C).

Syntéza nové vznikajiciho vldkna DNA je =zajiStovana polymerazou, ktera
k nasednutym primerim na zakladé komplementarity k templatové DNA postupné
pfipojuje volné nukleotidy a vytvaii tak nové vlakno DNA. Syntéza DNA obvykle probiha
pii 70-72 °C.

Tyto kroky reakce se cyklicky opakuji do té doby, az je dosazen potiebny stupeii
amplifikace. Amplifikace probihd exponencialné, v kazdém kroku se mnozsvi PCR

produktu zdvojnasobi (Joshi et al., 2010; Snustad et al. 2009).
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Obr. 9: Exponencialni nartst koncentrace PCR produktu béhem
amplifikace. Amplifikace DNA produkti v prubéhu PCR reakce b&hem
kazdého cyklu exponencialné nartsta.

(Zdroj: http://vlab.amrita.edu/?sub=3&brch=186&sim=321&cnt=1; upraveno)
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Obr. 10: Pribéh PCR reakce. Prvnim krokem PCR reakce je denaturace, kdy

prodluZovani@ | % 2. cyklus
\_,,

dochézi k rozruseni vodikovych mustkl. Nésleduje nasednuti primeri na
komplementarni tsek jednofetézcové DNA a syntéza nov€ vznikajici
dvouftetézcové DNA.

(Zdroj: Garibyan et al., 2013; upraveno)
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4.4.2 Elektroforéza

Elektroforéza je analyticka metoda umoziujici separaci volnych elektricky nabitych
Castic v roztoku, za pusobeni stejnosmérného elektrického proudu. V zévislosti na
rozdilnych elektroforetickych mobilitaich dochéazi k oddéleni nabitych molekul — iontt.

Soucasti nukleovych kyselin jsou zaporné nabité fosfatové skupiny, diky kterym se
nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opacné nabité elektrodé. Dlouhé
fragmenty DNA migruji pomaleji, na rozdil od DNA fragmentt kratSich.

Elektroforéza se provadi na vhodném gelovém nosici, ktery je ponofen do
elektroforetického pufru. Gely vytvaii sitovitou strukturu polymernich molekul s poéry.
Koncentrace polymeru je vyznamnym faktorem pro mobilitu DNA. V pfipadé, ze ma
polymer vyssi koncentraci, dochazi k lepsi separaci kratkych DNA fragmentt. Velikost
pori lze ovlivnit koncentraci polymeru a slozenim roztoku. Rychlost pohybu molekul
DNA v gelu je nepfimo iimérna logaritmu jejich velikosti (Lee et al., 2012; Snustad et al.
2009; Stellwagen, 2009).

K identifikaci polohy separovanych molekul je tfeba zviditelnit molekuly DNA
pomoci vhodného barviva (napf. interkala¢ni barvivo ethidium bromid), které po navazani
na DNA fluoreskuje pod ultrafialovym zafenim. Molekuly DNA o stejné velikosti jsou na
gelu ve form¢& prouzkd, intenzita téchto prouzk je pfimo tmérna koncentraci DNA

(Sigmon et al., 1996).

4.4.3 Sangerovo sekvenovani DNA

Sangerova sekvenac¢ni reakce

Cilem sekvenovani DNA je urceni pofadi nukleotidii v molekuldch DNA. Znalost
potfadi nukleotidli v DNA je vyuZivana k odvozovani informaci o sekvenci aminokyselin
kédujicich proteiny, o regulaci jejich tvorby a rovnéZ umoziuje detailni stanoveni
charakteru mutaci. Mezi metody, umoziujici stanoveni pofadi nukleotidl patii
sekvenovani dle Sangera. Principem Sangerova Sekvenovani je specifickd inhibice
enzymové syntézy DNA fetézcu.

Sekvence DNA, ktera ma byt stanovena, je pouzita jako matrice k nasyntetizovani
komplementarnich fetézct o riizné délce prostiednictvim DNA polymerazy. Retézec na
matricové DNA je syntetizovan od mista, na které je pfipojen primer se specifickou
sekvenci pro sekvenovani. Syntéza matricového fetézce DNA je ukonena v misté, kde je

do prodluzovaciho fetézce namisto bézného deoxyribonukleosidtrifosfatu zaclenén jeho
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fluorescenéné¢ znaceny analog 2°, 3— dideoxyribonukleosidtrifosfat (ddNTP). ddNTP
postrada 3’-OH skupinu, po zac¢lenéni do prodluzujiciho fetézce DNA slouzi jako koncovy
inhibitor syntézy DNA. Z divodu neptitomnosti 3°-OH skupiny neni DNA polymeraza
schopna k nému piipojit dalsi nukleotid a syntéza nového vlakna DNA je timto ukoncena.

O tom, jak dlouhé fetézce, ndhodné zakoncené v misté zaclenéni ddNTP budou
DNA polymerazou syntetizovany, rozhoduje vhodny pomér mezi ddNTP a odpovidajicim
dNTP (Heather et al., 2016; Sanger et al., 1977; Snustad et al., 2009).

Automatické sekvenovani pomoci kapilarni elektroforézy

Automatické sekvenovani je provanéno pomoci kapilarni elektroforézy
v automatickém sekvenatoru. V kapilare probiha separace produktii Sangerovy sekvenacni
reakce na zaklad¢ velikosti, fluorescencni signal termina¢niho ddNTP je sniman pomoci
laseru. Kone¢nym vystupem vysledkt automatického sekvenacniho procesu je vizualizace

nukleotidové sekvence useku DNA (Karger et al., 2009), tzv. sekvenogram (Ptiloha 3).

4.5 Pracovni postupy

4.5.1 Separace mononuklearni frakce bunék (MNC)
e Vzorek periferni krve nebo kostni diené v 50 ml zkumavce nafedit V poméru
1:1sPBS.
e Nauvrstvit na 3 ml Histopaque v 15 ml zkumavce.
e Stocit pii 2000 rpm, 20 min, pfi teploté 4 °C.
e Stahnout prstenec MNC do 50 ml zkumavky, doplnit do 15-20 ml 1 x PBS.
e Stocit 5 min pfi 3500 rpm, slit.

4.5.2 1zolace DNA

e Burnky pfemistit do 2ml Sroubovaci mikrozkumavky, stocit 2 min pifi 3000 rpm.

Podle velikosti peletu ptidat nasledujici mnozstvi roztok:

roztok 1 (cell lysis buffer) roztok 2 (protein precipitation buffer)
300 ul + 100 ul
600 ul + 200 pl
900 pl + 300 ul

e Inkubovat 5 min na vortexu.

e Stocit 5 min, pii 10 000 rpm.
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e Supernatant pienést do vymrazeného izopropanolu ve 2ml Sroubovaci
mikrozkumavce — stejny objem, jako jsme davali roztok 1 (300, 600, 900 ul)

e Lehce protiepat zkumavku v prstech, musi se vytvofit bila srazenina, tu pipetou
prenést do 1,5ml Sroubovaci mikrozkumavky.

e Dvakrat promyt 1 ml vymrazeného 70% ethanolu, sto¢it 2 min, pii 10 000 rpm.

e Ethanol odsat, pelet vysusit (30 min, oteviena zkumavka, ptikryt bunicitou vatou).

e Piidat okolo 10 mM Tris v zavislosti na velikosti peletu, nechat rozpoustét do
druhého dne.

4.5.3 Spektrofotometrické méfeni koncentrace DNA na NanoDropu
e Zméfit koncentraci na spektrofotometru NanoDrop. Natedit pomoci 10 mM Tris na

koncentraci ptiblizné¢ 100 ng/pl.

454 PCR
V prvnim kroku se amplifikuji useky z DNA odpovidajici exoniim 5, 6, 7, 8 za pouziti
odpovidajicich primera (TP53 5F, TP53_5R, TP53 6F, TP53_6R, TP53_7F, TP53 7R,
TP53_8F, TP53_8R).

e PCR reakci provadét na ledé.

e Pripravit PCR reakéni mix pro kazdou PCR reakci dle poctu vzorka (viz Tab. 3)

e Reakéni mix rozpipetovat po 49 ul do jednotlivych PCR zkumavek a ptfidat 1,5 pl

templatové DNA.
e Vse fadné zcentrifugovat.
e PCR reakéni smés inkubovat v thermocykleru dle teplotniho profilu PCR reakce

(Tab. 4), teplota nasednuti jednotlivych primert (Tab. 5).

Reagencie Vysledna koncentrace | Objem na 1 vzorek (ul)

Reverzné€ osmoticka a ultracista H,O - 36,7

PCR Buffer Il (-MgCly) 1x 5

MgCl» 1,5 mmol/I 3

dNTPs 0,2 mmol/l 1

Primer F 20 pmol/reakci 2
= 0,4 pmol/ul

Primer R 10 pmol/reakci 1
= 0,2 pmol/ul

Ampli Tag Gold DNA Polymerase 1,5 U/ul 0,3

DNA 2 ng/pl 15

Tabulka 3: Pipetovaci schéma pro PCR reakci.
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94 °C

94 °C | Dle exonit | 72°C | 72 °C

4 min

40s 40s 1 min | 10 min

35x

Tabulka 4: Teplotni profil PCR reakce.

Cislo exonu | Teplota (°C)
5 55
6 60
7 67
8 58

Tabulka 5: Teploty nasedani primeri.

4.5.5 Elektroforeticka detekce PCR produktu

Piipravit 1,5% agarozovy gel v 1x TBE pufru s ethidium bromidem (10 pl na
100 ml gelu).

Do prvni jamky na gelu napipetovat 10 ul markeru.

Do nasledujicich jamek nanést 20 pl PCR produktu smichaného s 5 pl nandSeciho
pufru.

Nechat separovat pifi napéti 110 V cca 45-60 minut.

Vizualizovat pod UV svétlem.

4.5.6 Extrakce PCR produktu z gelu

Pomoci skalpelu vyfiznout fragmenty DNA, odpovidajici exonim 5, 6, 7 a 8.
Ptenést do 1,5 ml mikrozkumavky.

Ptidat 600 ul QG pufru, inkubovat 10 min pti 50 °C v termostatickém bloku.
Prenést cely objem mikrozkumavky na kolonku, sto¢it 1 min pti 13 000 rpm, pufr
vylit.

Centrifugovat 1 min pfi otackach 13 000 rpm.

Na kolonku piidat 500 pl QG pufru, sto€it 1 min pti 13 000 rpm, pufr vylit.

Na kolonku piidat 725 pl PE pufru, sto¢it 1 min pti 13 000 rpm, pufr vylit.

Z dliivodu vysuseni kolonku stocit 2 min pii 13 000 rpm.

Kolonku pfenést do Cisté oznacené 1,5 ml mikrozkumavky. doprostied kolonky
ptidat 40 ul EB pufru.

Centrifugovat 1,5 min pti 13 000 rpm.

Koncentraci extrahované DNA zméfit spektrofotometricky pomoci NanoDropu.

Za idealni je povazovana koncentrace piiblizné 20 ng/pl.
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4.5.7 Sekvenacni reakce

e Sekvenacni reakci provadét na lede.

e Do PCR zkumavek (0,2 ml) napipetovat reagencie (dle Tab. 6).

e Vse fadné zcentrifugovat.

e PCR zkumavky umistit do termocykleru pii ur¢itém teplotnim profilu (Tab. 7).

Reagencie Zasobni Vysledna Objem
koncentrace | koncentrace | 1 vzorek (ul)

Reverzné osmoticka a ultracista H,O + - - 6
purifikovany templat

5x Sequencing Buffer 5X 0,5 x 1
Sekvenacni primer 5 pmol/ul 5 1

pmol/reakce

Sequencing MIX (BigDye) 5x 1x 2

Tabulka 6: Schéma pipetovani sekvenac¢ni PCR reakce.

Teplota (°C) | Cas (min) | Opakovini cyklu
95 5 -
95 0,5 -
53 0,25 28X
60 4 -

Tabulka 7: Teplotni profil sekvena¢ni reakce.

¥ Wew

4.5.8 Precisténi produktu sekvenacni reakce

e Do 1,5ml zkumavek napipetovat 25 ul vymrazeného 96% ethanolu a 1 ul octanu

sodného, pfenést tam cely objem sekvenacni reakce.

e Protiepat, nechat precipitovat 15 min pfi -80 °C.

e Centrifugovat 15 min pii 16 500 rpm, 4 °C.

e Promyt 50 pl vymraZeného 70% ethanolu.

e Pelet ususit ve tmé (cca 30 min).

e Pelet rozpustit ve 20 pl deionizovaného formamidu, pienést do 96-jamkové

sekvenacni desti¢ky, zaviit a stocit.

e Denaturace 5 min pii 95 °C v cykleru, ihned zchladit na ledu.
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4.5.9 Vlastni sekvenovani — kapilarni elektroforéza
e Desticku S denaturovanymi vzorky ve formamidu vlozit do sekvenétoru a spustit
kapilarni elektroforézu.
e Ziskané sekvence vyhodnotit pomoci softwaru Chromas a porovnat s referen¢nimi

sekvencemi (Piiloha 2) pomoci webového nastroje BLAST.
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5 VYSLEDKY

Prakticka cast této bakalarské prace si kladla za cil muta¢ni analyzu vybranych
exonli genu TP53 u pacientii postizenych B-bunécénou chronickou lymfocytarni leukémii
nebo myelodysplastickym syndromem.

Jako analyzovany material slouzila vendzni krev a kostni dieni. Celkové bylo
vySetieno 10 pacientd lécenych na Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice
Olomouc. Soubor pacientii zahrnoval 8 Zen a 2 muze ve véku 38 az 78 let. Analyza téchto
pacientt probihala od bfezna 2016 do zaii 2016.

Béhem mutacni analyzy byly postupné vyuzity molekularné-biologické metody,
jejichz podrobny postup je uveden v kapitole 4.5 Pracovni postupy. Prvnim krokem byla
separace mononukledrni frakce bun¢k pomoci hustotniho gradientu Histopaque-1077,
nasledovala izolace DNA, jejiZ koncentrace byla spektrofotometricky stanovena pomoci

NanoDropu (Obr. 11).

o Re-hlank | PrintScreen | Recording | Measurement complete 2432017 1310 =
ure xit
Blank Print Report | Show Repart | User Default

| — —
- Overlay control  Clear graph each Sample [+ Sample Type DNAED TI
220 77N
2,00 / \ Sample ID
10 // \\
o 1,60
2
& 14N |~ - :
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5 1,20\
2 100> \ A 230 2 nm  Abs 1013
=
E o080 \ A-260 10 mm path 2,292
™ 060
\ A-28010 mm path  1.212
0.40 \
0.20 2607 1.89
0.00-—— S
2604 2,26
-0'25:1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm ngiuL 11486
3.8.1 B3428 0,05/88/24

Obr. 11: Krivka a stanoveni koncentrace izolované DNA. V pravém dolnim
rohu je v jednotkach ng/ul vyjadiena hodnota koncentrace vzorku analyzované
DNA pfi vinové délce 260 nm.

(Zdroj: NanoDrop software)
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Po zméteni koncentrace byla provedena kontrola kvality (,,nefragmentovanosti®)

izolované DNA elektroforetickou detekci na 1% agar6zovém gelu (Obr. 12).

M1 2 3 4 5 6789 10

(Obr. 12: Elektroforetogram izolované DNA na agarézovém gelu. Vlevo je
napipetovan marker molekulové hmotnosti (M), v nasledujicich jamkach jsou
naneseny vzorky DNA analyzovanych pacientti (1-10).

(Zdroj: fotografie potizena pomoci dokumentaé¢niho systému AlphaDigiDoc
RT2)

DNA od vSech analyzovanych pacientd se podafilo izolovat v dostatecné
koncentraci (Obr. 11) a kvalité (Obr. 12), byla proto dale vyuzitelna pro PCR a sekvenacni
analyzu.

V polymerazové tetézové reakci byly za pouziti ¢tyi pard primert (Pfiloha ¢. 1)
amplifikovany tseky DNA odpovidajici exoniim 5, 6, 7 a 8. Nasledné byly produkty

polymerazové fetézové reakce podrobeny elektroforetické detekci (Obr. 13).

37



— D). E€XO0N

6. exon

7. exon

8. exon

Obr. 13: Elektroforetogram PCR produkti na agarézovém gelu. Vievo je

napipetovan marker molekulové hmotnosti (M), v néasledujicich jamkéch jsou

naneseny PCR produkty amplifikované DNA odpovidajici exontim 5, 6, 7 a 8.

(Zdroj: fotografie pofizena pomoci dokumentaéniho systému AlphaDigiDoc

RT2)

Po ovéfeni dostate¢né koncentrace a specifity byly produkty PCR reakce

extrahovany z agardézového gelu pomoci extrakéniho kitu od firmy Qiagen a jejich

koncentrace byla spektrofotometricky zméfena pomoci NanoDropu. Nésledné byla

provedena Sangerova sekvenacni reakce a ethanolova precipitace produktii této reakce. Po

rozpu$téni peletu v deionizovaném formamidu probéhlo vlastni sekvenovani pomoci

kapilarni elektroforézy. Vysledky sekvenacni analyzy byly ziskany na zakladé srovnani

sreferen¢ni sekvenci genu TP53 (Cislo referen¢ni sekvence: NM_000546). Soubor

vySetfenych pacientd, véetné vysledkli mutacni analyzy je uveden nize (Tab. 8).

Pacient | Inicialy Rok Pohlavi Biologicky Diagnéza | Mutace
dislo narozeni material
1 LO 1939 zena periferni krev | MDS 5¢- | nenalezena
2 AL 1942 Zena periferni krev | MDS 5g- | nenalezena
3 IF 1944 zena kostni dien MDS 50- | nenalezena
4 PZ 1945 muz periferni krev B-CLL nalezena
5 \AY 1946 zena kostni dren MDS 5g- | nalezena
6 AM 1947 zena periferni krev | MDS 5¢- | nenalezena
7 AO 1948 Zena periferni krev | MDS 5g- | nenalezena
8 FC 1948 muz periferni krev B-CLL nalezena
9 ZN 1963 Zena periferni krev B-CLL | nenalezena
10 RS 1979 zena periferni krev | MDS 5¢- | nenalezena

Tabulka 8: Soubor analyzovanych pacienti.
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Exony 5, 6, 7 a 8 byly osekvenovany u kazdého z 10 pacientd, s cilem detekovat
mutace genu TP53. Tii pacienti z vybraného souboru mutaci v genu TP53 vykazovali
(Tab. 9), uzbyvajicich sedmi 74dnd mutace nalezena nebyla. U jednoho z pacientd
nesoucich mutaci (pacient ¢. 8) byl soucCasné¢ nalezen i1 polymorfismus v exonu 6.

Sekvenogramy nalezenych mutaci a jednoho polymorfismu zndzornuji obrazky 14-17.

Pacient ¢islo | Inicialy | Exon | Kodon | Zaména nukleotidii | Zaména aminokyselin
4 PZ 5 158 CGC-CTC Arg-Leu (R158L)
5 \AY 5 175 CGC-CAC Arg-His (R175H)
8 FC 5 176 TGC-AGC Cys-Ser (C176S)
8 FC 6 213 CGA-CGG Arg-Arg (R213R)

Tabulka 9: Souhrn nalezenych mutaci v genu TP53.

A

br. 14: Sekvenogram, vystup zprogramu Chromas. Mutace nalezena

vexonu 5 upacienta ¢ 4. Sipkou je vyznaCena bodovd mutace — zména
v jednom nukleotidu. Orienta¢ni zastoupeni mutované alely 100 %.
(Zdroj: Chromas software)
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Obr. 15: Sekvenogram, vystup zprogramu Chromas. Mutace nalezena
vexonu 5 upacienta & 5. Sipkou je vyznatena bodova mutace — zména
v jednom nukleotidu. Orienta¢ni zastoupeni mutované alely cca 20 %.

(Zdroj: Chromas software)
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Obr. 16: Sekvenogram, vystup zprogramu Chromas. Mutace nalezena
vexonu 5 u pacienta ¢. 8. Sipkou je vyznaena bodova mutace — zména
v jednom nukleotidu. Orienta¢ni zastoupeni mutované alely cca 30 %.

(Zdroj: Chromas software)
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Obr. 17: Sekvenogram, vystup zprogramu Chromas. Polymorfismus
(oznaCen Sipkou) nalezen v exonu 6 u pacienta ¢. 8. Orientacni zastoupeni
mutované alely cca 30 %.

(Zdroj: Chromas software)

Nalezené mutace piimo méni genetickou informaci genu, a tim vyrazné postihuji
funk¢nost proteinu. Ke zméné dochazelo vzdy v jednom nukleotidu, jde o tzv. bodové
mutace, substitu¢niho typu. U pacienta ¢. 4 doSlo k transverzi (zdméné purinové baze za
bazi pyrimidinovou). Pacient ¢. 5 vykazoval tranzici (zdménu purinové baze za purinovou
bazi). U pacienta ¢. 8 doslo v 5. exonu k transverzi a v 6. exonu Kk neutralni mutaci, kdy
zatazenim odliSného nukleotidu se neméni smysl kodonu, ktery nadale kéduje stejnou
aminokyselinu.

Pritomné substituce maji vliv na zafazeni jiné dusikaté baze, neZ by odpovidalo
puvodni genetické informaci a pravidlim komplementarity. Vysledkem substituce byla
Vv téchto piipadech ztratova mutace, kdy zatazenim odliSné¢ho nukleotidu doslo ke zméné
smyslu kodonu, translace poté vede k zatrazeni odliSné aminokyseliny a tim 1 zméné funkce
proteinu.

Vsechny detekované mutace se vyskytuji v centralni doméné proteinu p53, coz
koresponduje s literarnimi zdroji, které rovnéz uvadéji nejvyssi pocet lokalizovanych
mutaci pravé v centralni doméné. Prvni dvé z detekovanych mutaci (u pacienta ¢. 4
a pacienta ¢. 5) se fadi mezi hot spot mutace, nebot’ se nachazi v jednom ze Sesti mist
Vv centralni doméné, kde je frekvence mutaci nejvyssi. Mutace U pacienta €. 8 v exonu 5 se
diky své frekvenci vyskytu, ktera je nizSi nez u dvou predchozich nalezenych mutaci, fadi
mezi Casté mutace. Posledni detekovanou zménu, taktéz u pacienta ¢. 8, vexonu 6
nefadime mezi mutace, jedna se o polymorfismus. Nebyla objevena zadn4 novéa mutace,

nebot’ kazda z nalezenych mutaci jiz existuje a byla nalezité popsana.
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6 DISKUZE

Cilem této bakalatské prace byla analyza mutaci tumor supresorového genu TP53
u 10 pacienti  postizenych B-bunécnou chronickou lymfocytarni leukémii nebo
myelodysplastickym syndromem. Median véku analyzovaného souboru pacienti byl
70,5 let, zahrnoval 8 Zen a 2 muze. K mutacni analyze byla pouZzita metoda piimého
Sangerova sekvenovéani. Tato metoda byla prvni komeréné dostupnou metodou
sekvenovani, zaroven je i pfes svou ¢asovou naro¢nost a pracnost, rozSifena v mnoha
laboratotich. V uplynulych letech vSak sekvenacni technika zaznamenala velky pokrok,
zejména diky sekvenatoriim nové generace (Koubkova et al., 2014).

Mezi moderni technologie sekvenace DNA fadime sekvenovani nové generace
(NGS). Metoda NGS umoziiuje v prubéhu kratkého Casu paralelni sekvenaci az tisict
sekvenacnich templatil, zatimco u Sangerova sekvenovani je moZna identifikace sekvence
pouze do velikosti 900 bp. Finan¢ni naro¢nost NGS se od jeho zavedeni velmi rapidné
snizuje, v soucasnosti je jiZ srovnatelnd scenou Sangerova piimého sekvenovani.
Zakladem téchto sekvenatort je vytvofeni DNA knihovny, sekvenovani a analyza dat
(Park et al., 2016).

Casto diskutovanou problematikou je citlivost raznych sekvena¢nich piistupt
a vyznam minoritnich klonli v patogenezi onemocnéni. Udavana citlivost Sangerova
sekvenovani je mezi 10-30 %, (tzn., Ze minoritni klony s niZ§im zastoupenim nejsme
schopni touto metodou odhalit), zatimco u NGS sekvenatori je deklarovana senzitivita
I méné nez jedna desetina procenta. Otazkou vSak nadale zlstava klinicka relevance takto
ziskanych dat. U majoritnich klont detekovanych pomoci Sangerova sekvenovani se diky
jejich vysokému procentudlnimu zastoupeni predpokladd vyznamny podil na klinickém
prib&hu onemocnéni a lécebné odpovédi, naopak vyznam minoritnich klonli s mutaci je
stale predmétem védeckého zkoumani a diskuzi (Kriangkum et al., 2015).

V posledni dobé vsSak bylo prokazano, ze i puvodné¢ minoritni klony vlivem
klonalni evoluce a selekce v prubéhu terapie mohou expandovat a v pozdé&jsich stadiich
onemocnéni hrat vyznamnou roli. Selekce Kklond s mutaci TP53 se poji s progresi
onemocnéni a relapsem. Selekce je rovnéz nezbytna pro evoluci agresivniho rezistentniho
onemocnéni. Pfedpoklada se, Ze detekce minoritnich klonli s TP53 mutaci pted léebnym
procesem miize v budoucnu vyznamné ovlivnit volbu 1écby pro nasledujici postup béhem

relapsu onemocnéni (Stano Kozubik et al., 2012).
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S nastupem modernich technologii sekvenovani se Sangerovo sekvenovani dostava
do pozadi, nicméné je nutné dodat, Ze pro mnohé laboratofe stale zlstava nejdostupnéjSim
sekvenaCnim pfistupem a souCasn¢ ma stale nedocenitelnou ulohu pii verifikaci mutaci

nalezenych pomoci NGS.
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7 ZAVER

Bakalafska prace se zabyvala problematikou mutacni analyzy tumor supresorového
genu TP53 u dvou vybranych typti hematologickych malignit: B-bunééné chronické
lymfocytarni leukémie a myelodysplastického syndromu. V rdmci teoretické Casti prace
byla vypracovana literarni reSerse, ktera tuto problematiku shrnuje.

Experimentalni Cast prace byla zaméfena na analyzu souboru 10 pacientd
postizenych B-bunécnou chronickou lymfocytarni leukémii nebo myelodysplastickym
syndromem, s cilem odhalit pfitomné mutace v testovanych exonech 5-8.

Z analyzovaného souboru deseti pacientll vykazovali pfitomnost mutace tfi jedinci.
Byly nalezeny tii mutace: R158L, R175H, C176S a jeden polymorfismus R213R. Vsechny
pfitomné mutace byly detekovany vexonu 5, jediny polymorfismus byl detekovan
Vv exonu 6. Mutaéni analyza genu TP53 ma hlavné klinicky vyznam, na zakladé vysledkt

analyzy je provadéna volba vhodné l1écebné strategie.
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9 SEZNAM ZKRATEK

Arg arginin

B-CLL B-cell lymphoma leukemia (B-bunécna lymfocytarni leukémie)
bp base pairs (pary bazi)

°C stupné Celsia

CDK cyklin-dependentni kinaza

CLL chronicka lymfocytarni leukémie

Cys cystein

¢. ¢islo

DNA deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
DNTPs deoxynucleotide triphosphates (deoxynukleotid trifostaty)
E2F E2 transkripcni faktor

etal. a kolektiv

ethOH ethanol

FAB Francouzsko-americko-britska klasifikace

FNOL fakultni nemocnice Olomouc

G1,S gap 1, synthesis (G1 faze a S-faze bunécného cyklu)

H20 voda

His histidin

K:EDTA ethylenediaminetetraacetic acid tripotassium salt dihydrate

(tri draselna sul kyseliny ethylen-diamino-tetra octové)
kb kilobaze

kDa kiloDalton

Leu leucin

MDM2 human homolog of mouse double minute 2
(lidsky homolog mysiho genu MDM?2)

MDMX human homolog of mouse double minute 4
(lidsky homolog mysiho genu MDM4)

MDS myelodysplasticky syndrom

MgCl: chlorid hotecnaty

mg miligram

min minuta

ml mililitr

mM milimolarni

MNC mononuclear cells (mononuklearni bunky)

ng/ul nanogram na mikrolitr

NGS next generation sequencing (sekvenovani nové generace)

Obr. obrazek

PBS phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

PCR polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

pRb protein retinoblastoma

PRD proline rich domain (doména bohata na prolin)

rpm rotation per minutes (otacky za minutu)

26S proteazom 26S

Ser serin

TP53 tumor supresorovy gen kodujici protein p53

Tab. tabulka

TAD trans-aktivacni doména
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TAF;40
TAF60
TATA
TBE
Tris

uv
WHO

transkripéni faktor

transkrip¢ni faktor

sedminukleotidova sekvence TATAAAA

tris borat EDTA

tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultraviolet (ultrafialové svétlo)

Word Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)
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10 PRILOHY

Piiloha 1: Sekvence primeri

TP53 5F: CTCTGTCTCCTTCCTCTTCC
TP53_5R: GCAATCAGTGAGGAATCAGAGG

TP53_6F: AGATAGCGATGGTGAGCAGC
TP53_6R: ACTGACAACCACCCTTAACC

TP53_7F: CAGGTCTCCCCAAGGCGCAC
TP53_7R: GCAAGCAGAGGCTGGGGCAC

TP53_8F: GGAGTAGATGGAGCCTGGTT
TP53_8R: GTGAATCTGAGGCATAACTG

Piiloha 2: Referenc¢ni sekvence dle NM_000546

EXON 5
TACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTG
CAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGC
CATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACC
ATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATG

EXON 6
GTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTGGAGT
ATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCG
CCTGAG

EXON 7
GTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACAACTACATGTGTAACAGTTCCTGC
ATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATCATCACACTGGAAGACTC
CAG

EXON 8
TGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGG
GAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCAC
CACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAG
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Piiloha 3: Vystupy sekvenci nukleotidii z webového nastroje BLAST
Vystupy jednotlivych exont pacientti, u nichz byla nalezena mutace. Zaznamenané zmény

v nukleotidovych sekvencich jsou ¢ervené vyznaceny.

Pacient ¢. 4, 5. exon

Score Expect Identities Gaps Strand
261 bits(141) Se-75 143/144(99%) 0/144(0%) Plus/Plus

10 A 10 T 1 T o D 0 i 0 0 0

Query 1 AGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTC]TICG 60
Sbjct 41 AGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCAGLG 100

Query 61 CCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACC 120
B 5 4 010 O 0 o O W 0 O
Sbjct 101 CCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACC 160

Query 121 ATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATG 144

I LERLEGED R R R
Sbjct 161 ATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATG 184

Pacient €. 5, 5.exon
Score Expect Identities Gaps Strand
248 bits(134) 3e-71 136/137(99%) 0/137(0%) Plus/Plus

Query 1 AGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCG 60

. A 0. 0 0 01 0 0 20 L. 0 6 0. s 0 0 A
Sbjct 41  AGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCG 100

Query 61 CCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGUALTGCCCCCACC 120

. 1 11 0 [0 1 U o o 0 0 1 0 O 0 0 0 0
Sbjct 101 CCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGUGLTGCCCCCACC 160
Query 121 ATGAGCGCTGCTCAGAT 137

_ PRI ETEerertntl
Sbjct 161 ATGAGCGCTGCTCAGAT 177

Pacient €. 8. 5.exon

Score Expect Identities Gaps Strand
261 bits(141) 5e-75 143/144(99%) 0/144(0%) Plus/Plus

Query 1 AGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCG 60

) PR EET e et e b e e b e e e e et bt
Sbjct 41 AGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCG 100

Query 61 CCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCG 0 CCCCCACC 120
Sbjct 101 CCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGUT[EFCCCCCACC 160

Query 121 ATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATG 144
L 0 0 0 O R T
Sbjct 161 ATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATG 184
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Pacient ¢&. 8, 6.exon

Score

204 bits(110)

Expect Identities Gaps Strand
5e-58 112/113(99%) 0/113(0%) Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct

46
1
106
61

GTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGARATTTGCGTGTGGAGTATTTGG 105

I A . J 1. ¢ 10 0 0 L o . 0 0 O 0 . O 0 0 A L0
GTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGARGGAAATTTGCGTGTGGAGTATTTGG 60

ATGACAGAAACACTTTTCHGLATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAG 158
ATGACAGAAACACTTTTCQALATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAG 113
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