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ABSTRAKT

Teoreticka cast diplomové prace shrnuje obecné informace o lidském genu TP53
a proteinu p53, ktery je timto genem kodovan. Je zde pojednano také o transkripénich
variantach — izoforméch p53.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na detekci izoformy p53p a jeji kratsi, dosud nepopsanou
formu. Vychozim materidlem je periferni krev pacientd Fakultni nemocnice Brno, ze které
byla po zpracovani izolovana RNA. Ta byla dale prepsdna reverzni transkripci do cDNA,
kterd byla amplifikovana pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR).

Experimentalnim méfenim bylo dokazano, ze p53p se vyskytuje ve vSech B-lymfocytech
pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii. Byla také prokdzdna existence krat$i formy
pS3P.

ABSTRACT

The theoretical part of the thesis summarizes general information about the human TP53
gene and p53 protein, which is encoded by this gene. There is also dealt with the
transcriptional variants - p53 isoforms.

The experimental part is focused on the detection of isoform p53f and its shorter, yet
undescribed form. The starting material is peripheral blood of patients from University
Hospital Brno, from which RNA was isolated. Subsequently, RNA was transcribed by reverse
transcription into cDNA which was amplified by polymerase chain reaction (PCR).

Experimental measurements demonstrate that p53f occurs in all the B-lymphocytes
of patients with chronic lymphocytic leukemia. It also demonstrats the existence of a shorter
form of p53p.

KLICOVA SLOVA
p53, chronicka lymfocytarni leukémie, mutace, izoformy
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1 UVOD

Gen TP53 patii mezi vyznamné tumor supresorové geny. Koduje protein p53, coz je
transkripcni faktor odpovédny za spravnou odpovéd’ buiiky na stresové podminky.

Protein p53 je jaderny fosfoprotein, ktery dohlizi na spravny prabéh buné¢ného déleni.
V soucasnosti je zndmo 100-150 (podle riznych zdrojui) ptimych cilovych gend, na které p53
pusobi.

Pti poskozeni DNA vyvola protein p53 zastavu bunécného cyklu. Tim zisk4 buiika cas
na opravu poskozené DNA. Protein p53 aktivuje dalsi geny, aby mohly opravit poskozeni.
Pokud dojde k vazngjsimu naruSeni bunééné DNA, spusti p53 expresi jiné skupiny gentl,
které navozuji apoptozu. Timto zpusobem p53 piedchazi déleni bunék s poskozenou DNA,
jejichz déleni by vedlo k nadorové transformaci. Je tedy zajistén vznik pouze zdravych bunék.
Z toho vyplyva, Ze poSkozeni p53 ma velmi vdzné nésledky. Diky svym ochrannym funkcim
byva p53 velmi ¢asto oznacovan jako ,,straZce genomu*.

Je ziejmé, Ze stabilita a aktivita p5S3 musi tedy byt velmi dikladné regulovana. Hlavni
regulaéni tlohu plni protein MDM2 (MDM - mouse double minute), ktery inhibuje
transkrip¢ni aktivitu p53, nebo indukuje jeho degradaci.

Vaznym problémem jsou mutace v genu TP53, které vedou k inaktivaci p53. Mutace p53
je nejcastejs$i mutaci vyskytujici se v rakovinnych buiikdch. Dysfunkce proteinu p53 je také
spojovana s agresivnéj$im pribéhem onemocnéni a horsi prognézou. Extrémnim piipadem je
Li-Fraumeniho syndrom, kdy geneticky defekt v p53 vede k vysoké cCetnosti rakoviny
u postizenych jedincti, a to dokonce uz v raném véku. VétSina mutaci, které deaktivuji p53,
zpusobuji ztratu schopnosti proteinu véazat se k jeho cilovym DNA sekvencim, a zabrani tak
transkripcni aktivaci ptislusnych genii. Nékdy mize byt problém i v drahach, jejichz spusténi
p53 vyvolava.

Diky alternativnimu sestiihu mtize vznikat 12 rtiznych izoforem p53, z nichz kazdad ma
trochu odliSnou strukturu a funkci. Tyto izoformy maji také souvislost se vznikem nadort.

Soucasny vyzkum se zaméfuje na porozuméni vSech drah souvisejicich s proteinem p53,
na stanoveni a zkoumani izoforem p53 a na obnovu plivodnich funkci mutovanych forem p53.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Tumor supresorovy gen TP53 a protein p53

Gen TP53 je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 17, konkrétné se jedna o lokus
17p13.1, a je dlouhy 20 kilobazi (kb). Obsahuje 11 exond a 10 introni, které celkové koduji
393 aminokyselin [1].

Gen TP53 patfi do rodiny genti p53 spolu s dalsimi dvéma analogy — geny pro proteiny
p63 a p73. Tyto tii proteiny maji podobnou sekvenci i1 strukturu. Proteiny p63 a p73
rozpoznavaji také stejna DNA-vazebnd mista jako p53 a pokud jsou v organizmu
exprimovany, mohou aktivovat geny, které navozuji apoptoézu. Kazdy z téchto proteint plni
dilezitou funkci v bunééném cyklu i pfi vzniku nadoru a miize se vyskytovat v n¢kolika
izoformach.

Protein p53 je evolu¢né velmi stary, vyskytuje se u vSech vyznamnych skupin obratlovci
[2]. Tumor-supresorovy protein p53 je lokalizovan v jadru bunék po celém téle, kde se vaze
pfimo na DNA. VétSina bunéénych procesu fizenych p53 zéavisi na jeho schopnosti aktivovat
transkripci cilovych gent. Pro G¢innou aktivaci transkripce je nutné, aby vznikl tetramer p53
(Obrazek 1), ktery se v promotorech cilovych gent vaZze na dvé sekvence 5" PuPuPuCA/T T/A
GPyPyPy-3" (Pu = purinova béaze a Py = pyrimidinova baze), které mohou byt oddéleny az 13
pary bazi [3 s. 53].

Obréazek 1: Tetramerni forma p53 navdzanda na DNA: jednotlivé monomery jsou odliseny
barevné a oznaceny pismeny A, B, C a D [4]



2.1.1 Historie

Protein p53 byl objeven roku 1979. Z pocatku se zdalo, Ze jde o onkogen kvuli jeho vysoké
expresi v nadorovych tkénich, ale pozdéji bylo zjisténo, Ze jde o nadorovy supresor.
V puvodnich studiich byla totiz pro vyzkum pouzita cDNA (complementary DNA)
s mutovanou formou p53 [5].

2.1.2 Struktura proteinu

Monomerni protein p53 se sklada ze tfi domén: N-koncova doména, centralni doména
a C-koncova doména (Obrdzek 2). Na C- a N- koncich probihaji posttransla¢ni Upravy
proteinu, jako jsou acetylace a fosforylace [6].
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Obrézek 2: Zndzornéni domén proteinu p53: V DBD se nachdzeji strukturni motivy L1 (L —
Loop, smycka), L2, L3 a LSH (Loop-Sheet-Helix, smycka-list-helix), upraveno [7]

2.1.2.1 N-koncova doména

N-koncova doména obsahuje dvé domény. Témi jsou transaktivaéni doména (TAD —
Transactivation Domain, aminokyseliny 1-43) a doména bohata na proliny (PRD — Proline
Rich Domain, aminokyseliny 61-94) [8].

TAD obsahuje misto pro vazbu proteinu MDM2 [9] a je dulezita pro spravnou regulaci
aktivity proteinu p53 [10].

PRD se ucastni indukce apoptozy [11] a je také velmi dulezita pro transaktivaci cilovych
genu proteinu p53 [12]. Na tuto doménu se také vaze protein iASPP (inhibitory Apoptosis
Stimulating Protein of p53), ktery ma inhibi¢ni vliv na apoptézu [13].



2.1.2.2 Centralni doména

Centralni doména, nebo také DNA-vazebna doména (DBD — DNA Binding Domain,
aminokyseliny 110-286) [8], se ucastni sekvencné-specifické vazby na promotory gent
regulujicich p53 [14]. Praveé tato doména se vaze na konsensus sekvenci 5’"PuPuPuCA/T T/A
GPyPyPy-3".

Ze vsech popsanych mutaci proteinu p53 se 71 % z nich nachazi pravé zde [8], [15].
Bodové mutace v této doméné¢ jsou nejfrekventovanéjsimi zménami v p53, které se vyskytuji
v nadorovych buiikach [16], [17], protoZe potlacuji jeho aktivitu jako nadoroveho supresoru
[8]. V dusledku toto dochazi ke zhorseni nebo az ke znemoznéni vazby proteinu p53 na DNA
a tim k naruseni jeho transaktiva¢ni funkce.

2.1.2.3 C-koncova doména

C-koncova doména obsahuje tetrameriza¢ni doménu (4D, OD, OLD — Tetramerization
Domain, aminokyseliny 326-355) a regulacni doménu (aminokyseliny 363-393) [8].
C-koncovd doména (CTD — C-Terminal Domain) pravdépodobné hraje hlavni roli pfi
opravach a rekombinaci DNA [16] a reguluje interakce DBD proteinu p53 s molekulou DNA
[18].

Tetramerizaéni doména, neboli oligomerizaéni doména, umoziuje oligomerizaci tohoto
proteinu, tedy usporddani Ctyf molekul p53 do tertrameru, a je nezbytna pro protein-
proteinové interakce, posttranslaéni modifikace, degradaci pS3 a pro navazani DNA [8].
Je také dulezitd pii prechodu proteinu p53 zjadra do cytoplasmy pomoci jaderného
exportniho signdlu NES (Nuclear Export Signal) [18]. Mutace Vv tetrameriza¢ni doméné vedou
K nespravnému utvoteni tetrametru. Misto spravné poskladaného tetrametru pak mohou
vznikat tertramery s pozménénou strukturou, dimery, nebo protein zlstane ve formé
monomeru [19, 20]. V takovych piipadech muze dojit ke zméné jeho vazebnych schopnosti
a vazba se nemusi viibec uskutec¢nit [21].

2.1.3 Regulace p53

Vzhledem k zasadnim funkcim p53 v organismu je potieba jeho dukladné regulace.
Klicovou roli v regulaci stability p53 hraje MDM2, jehoZ exprese je vyvolana samotnym p53
proteinem. Celd regulace je vlastné zpétnovazebna autoregulacni smycka: protein p53
vyvolava expresi MDMZ2 a ten se zase podili na jeho degradaci [22].

Hlavni regulaéni mechanismy probihaji na posttransla¢ni urovni (Obrazek 3), ale nékteré
mechanismy byly objeveny také na Urovni transkripce (indukce interferonem alfa/beta [23])
a translace (zvySeni translace vyvola napi. pisobeni UVC zafeni [24] nebo gamma zafeni
[25]). Posttransla¢ni modifikace mohou probihat nejméné na 18 mistech [26].
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Obrazek 3: Posttranslacni modifikace proteinu p53, upraveno [27]

2.1.3.1 Regulace v normdlnich burikdch

V normalnich buiikach se protein p53 nachazi v malych koncentracich diky jeho rychlé
degradaci v proteasomem 26S [28]. Proteasom umi rozeznat pouze proteiny, které
jsou oznacené ubikvitinem. Ubikvitin se kovalentné¢ vaze k lyzinim cilovych proteinu.
Nejprve je v bufice navazan a tim aktivovan pomoci ubikvitin-aktivujiciho enzymu E1. Potom
je prenesen na enzym E2 (ubikvitin-pfenasejici enzym) a pomoci ubikvitin-ligazy E3
je ubikvitin navazan na protein ureny k degradaci. Pravé aktivitu ubikvitin-ligazy ma
uz zminovany protein MDM2 [29]. Navdzanim MDM2 na p53 dojde k ¢astecnému piekryti
transaktivacni domény p53 a tim i ke znemoznéni navazani p53 na DNA a indukci transkripce
cilovych gent [30]. Komplex p53-MDM2 je poté transportovan z jadra do cytoplasmy,
kde degradace probihd [29]. Pokud by byl néktery mezi¢lanek degradace p53 v normalni
buiice defektni, doslo by k nahromadéni p53 a zvySeni jeho koncentrace, coz by mohlo
indukovat nezadouci apoptoticky proces.
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Byly objeveny jaderné exportni signaly NES pro p53 (pro p63 a p73 dosud zadné jaderné
exportni signaly identifikovany nebyly). Z toho lze vyvodit, Z2 MDM2 a p53 mohou unikat
Z jadra nezavisle na sobé [22 s. 63].

Strukturné je proteinu MDM2 velmi podobny protein MDMX, neboli MDM4. Vysokého
stupné¢ homologie je dosazeno predevsim v N-termindlni doméné, kterd je zodpovédna
za vazbu na protein p53 [31]. Proto se MDM4 miize také navazat na p53 a blokovat tak jeho
transkrip¢ni aktivitu [32]. Neni ale schopny ubikvitinace a degradace p53. Na druhou stranu
ale neni zavisly na transkrip¢ni aktivité p53 [31].

2.1.3.2 Regulace p53 v buiikdch poskozenych stresovymi faktory

V piipad¢, ze bunka byla vystavena pisobeni faktort, které posSkozuji jeji DNA, dochazi
ke zvySeni koncentrace p53. Stresové signaly iniciuji posttransla¢ni modifikace p53
(fosforylace, acetylace, metylace, ubikvitinace nebo sumylace), které vedou Kk jeho aktivaci.
Potom mize p53 aktivovat transkripci cilovych gend potfebnych k nasledné odpovédi
ha stres.

Posttransla¢ni modifikace zvysuji polocas rozpadu p53 z 20 minut az na n¢kolik hodin.
Tim dojde k n¢kolikanasobnému zvySeni jeho koncentrace v bufice. Dale tyto modifikace
umoziiuji vazbu p53 na DNA a tim regulaci transkripce cilovych gent [33]. Cilové geny p53
potom navodi potfebnou odpoved’ na aktudlni stav buiiky.

U mnoha typti poskozeni DNA, které stabilizuji p53, bylo zjisténo, ze indukuji fosforylaci
p53 ve specifickych mistech. Obzvlasté zajimavé ztohoto hlediska jsou v lidském p53
aminokyseliny Serl5, Ser20, Ser37 a Thrl8, jejichz fosforylace redukuje asociaci s MDM2
a nasledkem toho chrani p53 pied degradaci [22]. Dulezité posttranslaéni modifikace u bunék
posSkozenych genotoxickym stresem probihaji také na Ser 392. Fosforylace na tomto misté
zvySuje asociani konstantu pro tetramerni formu tohoto proteinu a mize zvySovat vazbu
specifickych sekvenci DNA. Fosforylace na Ser 15 pfedstavuje ¢asnou odpovéd buriky
na genotoxicky stres [26]. Fosforylaci zprostiedkovavaji kinazy ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated), ATR (Ataxia Teleangiectasia and Rad3 related), JNK (Jun Kinaza) a dalsi.
Fosforylovany ale mohou byt i dal$i aminokyseliny. Proteiny MDM2 a JNK piisobi nezavisle
na sob¢ [34].

Na rozdil od degradace proteinu p53 v neposkozenych buikach se komplexy MDM2-p53
vyskytuji specificky v S a G2/M fazi [35].

2.1.4 Funkce p53

p53 je multifunkéni protein, ktery je odpoveédny za spravnou odpovéd’ buiiky na stresové
podminky, jako je ionizujici zafeni, UV zafeni, infraCervené zafeni, hypoxie, pusobeni
toxickych latek a dalsi stresové faktory. Jeho Gcinky jsou zprostiedkovany vazbou proteinu
jako tetrametru na DNA. Protein p53 hraje klicovou roli v regulaci bunééného cyklu, reparaci
DNA poskozené riznymi stresovymi faktory a Vv navozeni apoptdzy v piipadé, ze je
poskozeni DNA piili§ rozsahlé a neopravitelné. To, zda bude bunééna DNA opravena,
nebo bude indukovana apoptédza, sdéluje p53 nékolika zpisoby. Jednim z nich je koncentrace
proteinu v bunce. Niz§i mnozstvi vyvola zastavu bunééného cyklu a vyssi hladina proteinu
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vede K indukci bunécné smrti [36]. Podili se také na senescenci, opravach DNA, zméné
metabolismu [37], replikaci, transkripci, diferenciaci, udrzovani stability genomu a mnoha
dalsich déjich [38-40].

2.1.4.1 Zastava bunécného cyklu

Bunécny cyklus se sklada z interfaze a vlastniho buné¢ného déleni — mitdzy. Interfaze
se sklada z né€kolika piipravnych fazi. Jednd se o G1 fazi (postmitotickd faze), ve které
dochézi ke kontrole DNA, S fazi, béhem niz se DNA replikuje a G2 fazi, béhem které se tvoti
bunécné struktury. Nedélici se bunky se nachazeji v GO fazi. Bunécny cyklus ma dva
kontrolni body a v obou pfipadech se kontroly Gcastni i protein p53. Samotny pfechod bunky
do dalsi faze je fizeny riznymi cyklin-dependentnimi kinazami (Cdk). Prvni kontrolni bod
se nachazi na konci G1 faze. Za normalnich okolnosti je tento krok regulovan supresorovym
proteinem Rb (Retinoblastoma protein) [41]. Pokud ale byla bunika vystavena pusobeni
stresovych faktort, aktivuje se protein p53, ktery vyvola expresi proteinu p21, zastavu cyklu
a opravu poskozené DNA. V piipadé rozsahlejsiho poskozeni buiiky indukuje apoptozu.
Druhy kontrolni bod se nachazi na konci G2 féze, tedy tésné pied vstupem buiky
do mitotické faze, a p53 zde opét za uréitych okolnosti mize vyvolat zastavu bunécného
cyklu a umoznit tak postreplikaéni opravy.

Pii poskozeni bunééné DNA dojde pusobenim ATM kindzy k fosforylaci, ke zvySeni
koncentrace a aktivity proteinu p53 a k zastavé bunétného cyklu [42]. Aktivovany protein
p53 stimuluje transkripci proteinu p21, ktery ma dvé ulohy. Prvni funkci je, Ze inhibuje
cyklin-dependentni kindzy cdk2, cdk3, cdk4 a cdk6, ¢imz brani ptechodu buiky z G1 faze do
S faze (Obrazek 4). Také blokuje aktivitu PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) a tim
inhibuje DNA replikaci v S-fazi [43]. G1 faze bunéného cyklu je fizena cykliny D a E.
Funkce cyklinii D je spojena s Cdk4 a Cdk6, zatimco funkce cyklinu E je spojena s Cdk2.
Uvedené komplexy cyklin/cyklin-dependentni kinazy fosforyluji a tim inaktivuji protein
retinoblastomu, ktery fidi pfechod z G1 do S faze [44].

Exprese genu p21 je kontrolovana proteinem p53. Promotor genu p21 obsahuje vazebné
misto pro protein p53. Navazanim proteinu je transkripce aktivovana a p21 zprostitedkovava
p53 dependentni zastavu bunééného cyklu v G1 fazi v odpovédi na rlizné stresové stimuly
[45]. Koncentrace proteinu p21 mutize byt ale regulovana i mechanismy, které na p53 nezavisi,
jako naptiklad aktivace p21 proteinem BRCAL (Breast Cancer 1) [46].

U nékterych bunck dochézi k poskozeni DNA aZz béhem G2 faze. Proto je provadéna
kontrola 1 na jejim konci, aby buiika s poskozenou DNA nemohla vejit do mitotické faze.
V tomto kontrolnim bodé¢ je také provadéna kontrola opravené DNA z G1/S kontrolni faze.
Ptestup z G2 do M faze je kontrolovan né¢kolika mechanismy, z nichz jeden vede 1 ptes p53.
Ten je schopny v piipadé potieby inhibovat Cdk2, ktera zajistuje vstup do M faze. Pro vstup
do M faze je také dilezity cyklin B1, na ktery se Cdk2 vaze a jehoZ expresi je p53 schopny
potlacit [37].
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Obrazek 4: Zastava bunécného cykiu v G1 fazi zprostiedkovand p53, upraveno [47]

2.1.4.2 Indukce apoptdzy

Apoptdza je geneticky programovana bunécna smrt, na které se builkka sama podili.
Jde o fyziologicky proces, ktery udrzuje rovnovahu mezi bunéénym rtstem a smrti. Mdze k ni
dojit také v pfipadé, Ze je bunééna DNA poskozena do takové miry, Ze jiZ neni mozné
ji opravit.

V piipadé vazného poskozeni DNA protein p53 indukuje syntézu proteinu BAX [48].
Ten inhibuje funkci proteinu Bcl-2 (Bcl - B-cell lymphoma), ktery apoptozu reprimuje
(Obrazek 5). Bcl-2 proteiny slouzi jako regulatory propustnosti vnéjs§i mitochondrialni
membrany. Kdyz je represor inaktivni, je apoptoticka draha aktivovana [49]. Samotna
apoptdza je zprostiedkovana protedzami kaspazami.

Dalsi moznosti indukce apoptdzy skrze protein p53 je ptres proapoptoticky protein PUMA,
ktery je také lokalizovany na mitochondriich. Tento protein je schopny interagovat
s antiapoptotickymi proteiny rodiny Bcl-2 pomoci BH3 domény. Za normalnich podminek
je PUMA vbunce exprimovan pouze malo. Kjeho vyssi expresi dochazi az vlivem
stresovych faktort pomoci nékolika rtiznych transkripénich faktord (tedy p53 neni jedinym
transkripénim faktorem). ZvySend koncentrace proteinu PUMA vede k uvolnéni proteinu
BAX z antiapoptotického proteinu Bcl-XL, k jeho konformac¢ni zméné, oligomerizaci
a mitochondrialni translokaci proteinu [50]. Samotny apoptoticky proces je opét
zprostfedkovan kaspazami.

Na apoptoze zprosttedkované proteinem p53 se podili 1 dalsi proteiny, z nichz je dobré
zminit alespon protein Noxa. Jeho indukce ale neni striktné zavisla na pusobeni p53.

V zévislosti na podnétu, ktery apoptoticky proces vyvolal, mohou byt aktivovany i jiné
dréhy zprostiedkované jinymi proteiny.
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Obrazek 5: Indukce apoptOzy v poskozenych burikdch prostrednictvim p53 [51]

2.1.4.3 Angiogeneze

Angiogeneze je novotvorba cév. Normalni p53 novotvorbu cév inhibuje, ale mutovany p53
Ji naopak podporuje, protoze dochazi ke snizeni exprese trombospondinu, ktery ve zdravych
tk&nich angiogenezi tlumi [52].

Zvysena angiogeneze podporuje vznik nadord, protoze se tak tvoii nové cévy, které nadory
vyzivuji. Hraje dilezitou roli nejen u solidnich nadort, ale také u hematologickych malignit.

2.1.4.4 p53 a metabolismus

Nadorové buniky maji jiny metabolismus neZ buiiky normalni. Naptiklad absorpce glukézy
je v nadorech podstatné vyssi nez v normalnich tkanich [53]. Ovsem dlouho byly metabolické
zmény malignich bunék povazovany pouze za vedlejsi efekt maligni transformace [54].
Az pozdéji se zacaly metabolické zmény v bunice chapat jako néco, co stoji uz na pocatku
nadorové transformace.

Protein p53 je schopny reagovat na metabolické zmény a ovlivilovat metabolické drahy
nékolika mechanismy a tim oddalovat maligni progresi (Obrazek 6). V podstaté kazdy
stresovy signal muze aktivovat p53. V tomto pfipad¢ to znamena, Ze p53 muze byt aktivovan
také sniZenym piijmem zivin, energie nebo omezenym piistupem kysliku.
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Nedostacujici vyzivové faktory vedou ke znemoznéni stimulace AKT-mTOR drah
(MTOR - mammalian Target Of Rapamycin), které podnécuji nadorovou pireménu,
a k aktivaci AMPK (5" Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase, enzym dilezity
pro energetickou homeostazu), coz vede k indukci p53 [55 s. 53]. AKT (nebo také protein
kinaiza B, PKB) amTOR jsou specifické serin/threoninové Kkinazy, které se zapojuji
do procestt glykolyzy, apoptézy, bunétné proliferace, transkripce, bunééné migrace
a angiogeneze. Za normalnich okolnosti AKT aktivuje hlavni regulator p53, protein MDM2,
takze v ptipadé¢ jeho inhibice se prodlouzi polo¢as rozpadu p53 a tim se zvysi jeho
koncentrace v bunce. Pii nedostatku glukdzy je také enzym malatdehydrogendza schopen
se navazat a aktivovat p53. Dale mtze byt vazba p53 na DNA ovlivnéna skrze ATP, ktery
inhibuje, a ADP, ktery podporuje tuto vazbu [56], [57]. Také hypoxie vede k aktivaci p53,
ktery cCasto, jako odpovéd’ na nedostatek kysliku, vyvola bunécnou smrt. Hypoxie totiz vede
ke snizené expresi MDM2, ¢imz se zvysi aktivita p53 [56]. Dalsim metabolickym faktorem
aktivujicim p53 je ribozomalni stres, protoze ribozomalni proteiny také vazi a aktivuji MDM?2
[58].

Podle ngkolika studii je p53 schopen regulovat glykolyzu i oxidativni fosforylaci.
Bylo objeveno nékolik mechanizmu, kterymi mutze p53 zpomalit glykolyzu — tedy pusobi
proti zvySeni glykolyzy, kterd je charakteristickd pro nadorové bunky. P53 totiz inhibuje
expresi glukézovych transportéri GLUT1 a GLUT4 (GLUT - Glucose Transporter) [59].
Mize také snizit koncentraci fosfoglyceratmutazy, enzymu glykolyzy [60], zatimco dochazi
ke zvysene expresi TIGAR (TP53 Induced Glycolysis And Apoptosis Regulator) [61], ktery
glykolyzu blokuje. Oba dva t¢inky tedy inhibuji rizné kroky glykolyzy. Protein p53 je také
schopen regulovat glykolyzu neptimo pies jaderny faktor kB (NF-«xB) [62].

Ovsem existuji i studie, podle kterych p53 naopak glykolyzu podporuje [63].
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Obrazek 6: Role p53 v metabolismu [64]
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2.1.5 Genova rodina p53

Genova rodina p53 zahrnuje tii geny: TP53, TP63 a TP73. To znamena, ze tyto tii proteiny
sav¢i rodiny p53 jsou odvozeny triplikaci jednoho ptivodniho genu [65]. Geny TP63 a TP73
byly objeveny roku 1997 [66, 67]. VSechny geny této rodiny exprimuji vice variant mRNA
diky riznému sestfihu a nékolika alternativnim promotorum [68]. p63 i p73 obsahuji ve své
struktufe prodlouzenou C-terminalni doménu, ktera v p53 neni piitomna a diky které muze
dochézet k alternativnim sestfihim a tim ke vzniku nékolika izoforem oznaenych jako
p730- a p63a-y.

2.1.5.1 Struktura a funkce p63 a p73

Geny TP73 a TP63 maji piiblizné 65 kb (TP53 méa zhruba 20 kb) a obsahuji 14, respektive
15 exonil (p53 jich obsahuje 11). Organizace exonl a intronll je ve struktuie TP53, TP63
I TP73 vzajemné velmi podobna.

Proteiny p63 a p73 vykazuji vysokou homologii s proteinem p53 (Obrazek 7). Nejvice
se shoduji ve svych DNA-vazebnych doménach, a to v63 %. V N-terminalni doméné
je homologie dosazeno piiblizn¢ v 22-29 % a C-terminalni domény se shoduji ve 42 %. Proto
i trojrozmérné struktury jednotlivych homolognich proteint jsou vzajemné podobné [69].

Mohou ovSem byt exprimovany jako dva rizné typy: FL (Full-Lenght) proteiny, které
obsahuji TA doménu (Transcription Activation) a AN proteiny, které tuto doménu postradaji.
P63 a p73 obsahuji dva promotory (stejné jako p53) — P1 promotor, ktery produkuje
transkripcné aktivni TA proteiny a P2 promotor, ktery dava vzniknout AN proteinim
s dominantné negativnimi funkcemi vii¢i nim samym a také vici WT (Wild Type) p53 [70].
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Obrézek 7: Struktura genii rodiny p53 a naznaceni jejich N-koncovych izoforem [71]
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Proteiny p63 a p73 maji také dilezitou ulohu ve vyvoji a diferenciaci. Konkrétné p63
je nutny pro vyvoj koncetin a také pro spravnou tvorbu zubu, vlast, mlé¢né zlazy, prostaty
apotnich a slinnych zlaz. Protein p73 je zase dilezity pro neurogenezi specifickych
nervovych struktur [70].

2.1.5.2 Mutace a rakovina

V rakovinnych buiik4ch ptevladaji AN izoformy a koncentrace TA izoforem je vyznamné
snizena. ANp63a je pfevazné exprimovan v fadé nadorovych bunék hlavy a krku [72].

Mutace v genu pro protein p63 zpusobuji Sest vzacnych autosomalné-dominantnich
vyvojovych vad, pii kterych pacienti trpi postizenim rukou/nohou, vyvojovymi defekty
ektodermalnich struktur, rozstépy, deformacemi usi, abnormalitami urogenitalniho systému
a nemaji dostateéné vyvinuté prsni zlazy a bradavky (zminéné postizeni rizn¢ kombinuji tyto
vady) [65].

Izoformy p73 mlzeme v riizné mife najit u tumord mocového méchyie, prsu, plic,
neuroblastomu a hepatocelularniho karcinomu [73].

2.1.6 1zoformy p53

Lidsky gen TP53 exprimuje diky alternativnimu sestfihu, alternativni iniciaci translace
a alternativnimu pouziti promotoru 12 raznych p53 izoforem. Ve struktufe TP53
jsou pfitomny dva promotory (P1 a P2), 4 pocatky translace (ATG1, ATG40, ATG133
a ATG160) a 3 alternativni sestfihy C-terminalni domény (a, B a y) [74]. Alternativni sestiih
intronu 9 umoznuje vznik tfi izoforem nesoucich tfi rizné N-terminalni domény (p53a, p533
a p53y). Pritomnost alternativniho promotoru v intronu 4 generuje A133p53 izoformy, kterym
chybi transaktivani doména a také c¢ast DNA-vazebné domény. Iniciace translace
na alternativnim AUG kodonu, 40 nebo 160, vede ke vzniku izoforem A40p53 a A160p53.
Izoformy p53 tedy miZeme rozdélit do Ctyt kategorii: TApS53, A40p53, A133p53 a A160p53,
kde kazda podtiida obsahuje izoformy o, B a y [75 s. 53] (Obréazek 8). ANp53 izoformy, které
postradaji transaktivacni doménu [76], pozménuji funkci FLp53, maji dalsi, jiné, nezavislé
funkce [77] a funguji jako dominantné-negativni represor geni regulovanych p53 [78].
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Obréazek 8: Transkripcni varianty TP53 [79]

Vsechny izoformy se bézn¢ vyskytuji ve vSech tkanich, ale podstatné vice
jsou exprimovany Vv tkanich zasazenych rakovinou [80]. Také dosavadni vyzkumy ukazuji,
7e jejich pFitomnost zvySuje riziko vzniku rakoviny [75]. Nékteré p53 izoformy byly také
pozorovany Vv riznych tkanich béhem riznych vyvojovych stadii [78]. Tkanove-specificka
exprese pS3 izoforem by také mohla vysvétlovat tkdnoveé specifickou regulaci transkripcni
aktivity p53 jako odpovéd’ na riizné stresové podnéty, jako je ionizujici zateni, UV zateni, pH
nebo hypoxie [68]. Izoformy maji také rtiznou subcelularni lokalizaci, coz opét naznacuje,
ze kazda izoforma ma jinou funkci [81].

2.1.6.1 TAp53 izoformy

Skupina TAp53 izoforem obsahuje izoformy TAp53a, TAp53 B a TAp53y, z nichz nejvice
pozornosti je vénovano p53p.

p53P postrada oligomeriza¢ni doménu [82] a C-terminalni regulacni doménu [83]. Nékteré
u¢inky méa shodné s p53, ale dosahne jich pisobenim jinych proteint. Naptiklad bylo zjisténo,
ze p53P se prednostné vaze na proapoptoticky protein Bax a méné na MDM2, zatimco
normalni p53 se vaze predev§sim na MDM?2 a jen malo na Bax.
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Luciferazovym testem bylo zjisténo, ze p53P zvySuje pS3 transkripcni aktivitu
na promotoru Bax, ale nijak neovliviiuje promotor p21. To muize byt zpiisobeno piimou
interakci pS3P s p53, protoze tyto dva proteiny jsou schopné spolu tvorit komplex. Vysledky
nékterych studii ukazuji, Ze p53p je moduldtorem p53 tumor-Supresorové aktivity, protoze
je schopny modulovat jeho transkripéni aktivitu [81]. Dale podporuje senescenci
v normélnich fibroblastech [84].

Imunofluorescencné bylo zjisténo, ze p53p je lokalizovan piedevsim v jadrech bunck
a minimalné také v cytoplasmé [81 s. 53].

Izoforma p53y je pfitomna ve vétSiné bunék v jadie a v nékterych burikach v cytoplasmé.
To ukazuje na moznost, ze je schopna pfesunu mezi jadrem a cytoplasmou a ZzZe jeji
subcelularni lokalizace tedy mize byt regulovana [81].

Podobné jako p53p i p53y postrada oligomeriza¢ni doménu [82].

2.1.6.2 A40p53 izoformy

A40p53 izoformy vznikaji alternativnim sestiihem intronu 2 a postraddaji prvnich
40 aminokyselin [76]. V literatuie mizeme také nalézt oznaceni p47, p53/47 nebo ANp53
[85]. Jak uz bylo feceno dfive, i tato skupina obsahuje izoformy a, 3 a y.

A40p53 postradaji ¢ast transaktivaéni domény, coz vede k omezeni jeji schopnosti
transaktivace [86]. Chyb¢jici c¢ast transaktivaéni domény znemoziiuje vazbu MDM2.
Degradace A40p53 je tedy fizena jinym mechanismem, Ktery dosud nebyl objasnén.
Jeho hladina v buiice se ani nezvySuje pii poskozeni DNA, coz naznacuje, ze A40p53
se netcastni odpovedi na genotoxicky stres [85]. Ostatni domény zlstavaji shodné s FLp53,
takze je zachovana také schopnost vazat DNA a regulovat expresi dalSich gend. Diky
zachovani oligomeriza¢ni domény miuze také tvofit komplexy s FLp53 [87].

Podle nékterych vyzkumu A40p53 potlacuje transkripéni aktivitu pS3 [76] a funguje jako
jeho negativni regulator [85].

Monoubikvitinace A40p53 je spojena sjeho exportem zjadra do cytoplasmy.
V piitomnosti A40p53 dochazi ke snizené polyubikvitinaci p53 a jeho degradaci
a to je provazeno zvySenou monoubikvitinaci pS3 a jeho exportem z jadra. A40p53 muize
timto zplisobem ovliviiovat aktivitu p53. U rtznych typt nadorti byla zjisténa zvysSena
koncentrace p53 v cytoplasmé a tito pacienti méli také horsi prognozu [76].

Ptestoze A40p53 postrada Cast transaktivacni domény, jeji schopnost indukovat apoptozu
zUstala zachovana diky doplnujici roli zbylé ¢asti TAD a domény bohaté na proliny [88, 89].

2.1.6.3 A133p53 izoformy

A133p53 izoformy vznikaji tehdy, je-li vyuzit alternativni promotor v intronu 4. Vzniklé
izoformy potom postradaji transaktivacni doménu a také ¢ast DNA-vazebné domény [75 s.
53]. Tedy A133p53 maji na svém N-konci 132 aminokyselin deletovanych. Jsou schopné
inhibovat senescenci v normalnich fibroblastech [84].

Z této skupiny je nejvice diskutovanou izoformou A133p53a, kterd byla zkoumana
v modelovém organizmu Danio rerio (sladkovodni Kkaprovitd ryba). Danio rerio
je v poslednich letech velmi ¢asto vyuzivany modelovy organizmus, mezi jehoz vyhody patii
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nizka pofizovaci cena, levné a snadné udrzovani béhem vyzkumu a samoziejmé také kratka
generacni doba [90]. Velkou vyhodou je i velké mnozstvi embryi, ktera se vyviji mimo télo
ryby a navic jsou pruhledna, takze je mozné sledovat embryondlni vyvoj piimo pomoci
mikroskopu. Toho se vyuziva napiiklad pfi studiu vyvojovych poruch, ale Danio rerio ma sve
vyuziti i v mnoha dalSich oblastech vyzkumu [91, 92].

Bylo napiiklad prokazano, ze A133p53a moduluje transkripéni aktivitu p53 a apoptozu
[75, 93]. Jeji role pii rustu nadorového bujeni je ovSem zatim neznama [75]. Pomoci
luciferazového testu bylo zjisténo, Ze kotransfekce A133p53a spolu s FLp53 inhibuje p53
transkrip¢ni aktivitu v promotorech Bax a p21. Také A133p53a mize tvorit komplex s FLp53.
Je pravdépodobné, Ze A133p53a inhibuje transkripéni aktivitu p53 pfimou interakci s FLp53.
Exprese A133p53a izoformy inhibuje replikacni starnuti a podporuje bunécénou proliferaci
modulaci p53 transkripéni aktivity [84].

Podobné jako p53P je 1 Al133p53a lokalizovan ptfedev§im v jadie a v malé mife také
v cytomplasé [81]. Casto byva nadmérné exprimovéna v nadorech prsu [82].

A133p53y je lokalizovana v cytoplasmé [81].

2.1.6.4 A160p53 izoformy

Tato izoforma je exprimovana od promotoru lokalizovaného v intronu 4 a postrada
ve svém fetézci 159 aminokyselinovych zbytkl. Byla objevena teprve neddvno a jeji funkce
zatim nejsou dost dobte prostudované [79].

2.1.6.5 Role p53 izoforem p¥i vzniku rakoviny

Bylo zjisténo, Ze izoformy p53 se vyskytuji v riiznych typech nadord. Jedna se predev§im
0 nédory prsu, akutni myeloidni leukémii, nddory hlavy a krku, melanomy, nadory vaje¢nikd,
renalni karcinom a nadory tlustého stfeva [83, 94-98]. Nejvice izoforem je exprimovano
pravé v nadorech hlavy a krku a v nadorech na vajeénicich [95, 97]. Naptiklad v prsni tkéani
je bézné exprimovan p53 a izoformy p53p a p53y. Izoformy p53 tedy mohou jak aktivovat,
tak potlacovat aktivitu pS3 jako naddorového supresoru, ale jejich abnormalni exprese miize
zpusobit ztratu funkce p53 jako nadorového supresoru v nadorech prsu [81].

V bunéénych liniich melanomu a primérnich tumorech byly detekovany p53p a A40p53
izoformy, ale nebyly zjiStény v melanocytech a fibroblastech, coz ukazuje, ze by mohly hrat
roli ve vyvoji melanomu [96].

2.1.7 Mutace a delece v genu TP53
2.1.7.1 Inaktivace proteinu p53
V mnoha ptipadech je pfi¢inou inaktivace p53 mutace nebo delece TP53. Piedpoklada se,

ze vétSina nadorit méa néjakym zplisobem poskozenou nékterou signalni drahu p53.
K inaktivaci p53 dochazi také pfimou interakci p53 proteinu s onkogennimi viry, jako jsou
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napi. SV40 (Simian Virus 40) [5], adenoviry, papilomaviry, virus hepatitidy B a herpesviry
HHV1,6,8 (Human Herpes Virus), CMV (Cytomegalovirus) a EBV (Epstein-Barr Virus) [99].

2.1.7.2 Cetnost, vyskyt a typy mutaci proteinu p53

Néadorovy supresorovy gen TP53 je mutovany u vice nez 50% nadora [100, 101]. Mutace
muze byt pfitomna i piimo v zarode¢nych builkdch a tak se dédit na potomstvo. Potom
se jedna o Li-Fraumeni syndrom (LFS) nebo Li-Fraumeni-like (LFL) syndrom. Jejich
nositeltim hrozi vétsi riziko vzniku nadora.

U vétSiny mutaci p53 se jedna o bodové mutace, kdy dojde k zaméné jedné baze
a v dasledku toho k zatfazeni jiné aminokyseliny. Jednd se tedy o missense (ménici smysl
kodonu) mutaci. Také miize dojit k posunu cteciho ramce, tzv. frameshift mutace, ke ztraté
smyslu kodonu (nonsense), tiché mutaci (silent), pifipadné k mutaci ovliviujici sestiih
(Obréazek 9).

Acetylované lysiny
PPPP P PP P
n-{ TAD |} PRD ] DED | o | Regulaimid |-c
1-42 62-92 96-296 325-363 364-393
<—— N-koncova — -<=—— Centralni —= < C-koncova ——=
doména doména doména
Missense 14(66%) | | 41(48.2%) 7122 (7.7%) 32 (33.7%) 2(333%)
Nonsense 0 13 (15.3%) 535 (5.8%) 37 (36.9%) i
Silent 1{4.8%) 1(1.2%) 381 {4.2%) 3(3%) 1 (16,6 %)
Jiné B(286%)| |30(26.6%) 1085 (12,3%) 23 (24.2%) 3 (50%)
Celkem 21 a5 9123 95 B

Obrazek 9: Mutace p53 v jednotlivych doménéach, upraveno [102]

Nejcastéji se mutace objevuji v DNA-vazebné doméne, kde zpiisobuji ztratu schopnosti
vazat se na DNA. Ty tedy také mivaji nejvaznéjsi diasledky. V centrdlni doméné bylo
identifikovano 6 mist, na kterych se mutace vyskytuji nejcastéji. Jedna se o tzv. ,,hot spot™
mutace [103] (Obréazek 10). Méné casto je mutace piitomna v N- a C-terminalnich doménéch.
Mutace Vv oligomerizaéni doméné mohou vést k nespravné tvorbé tetramerni formy proteinu.
Podle pfitomnosti mutace v ur¢it¢ aminokyseliné DBD domény je 1ze tedy rozdélit na DNA-
vazebné mutanty, kdy mutace znemoziuje navazani cilové DNA. V druhém piipadé se jedna
0 strukturni mutace, kdy ma protein p53 diky mutaci pozménénou konformaci [104].

N-koncova doména Centralni doména C-koncova doména
[ 11 ¢ ~10 1 |
RI75  R24% = NES
T ~ T l | * T
.42 63-97 98.292 L il {300-323( 324-355 363-393]
Rt R245] R273 %
Risg  R282

Obrazek 10: ,, Hot spot “ mista v DNA-vazebné doméne p53, upraveno [28]
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Asi 10% mutaci p53 jsou teplotné zavislé mutace. Jednd se opét o bodové mutace,
nejcasteji v DNA-vazebné doméné. Tyto mutace ovliviiuji transaktivacni schopnosti proteinu
p53, ale nastavenim vhodnych podminek je mozné obnovit jeho pivodni funkei [105].

Mutace vedou nejen ke ztraté funkce p53 jako nadorového supresoru, ale také casto méni
jeho transaktivacni schopnosti a dochazi k aktivaci jinych gend, které podporuji nadorové
bujeni.

Mutovany p53 také vykazuje tzv. ,,gain of function® fenotyp, coz znamend, ze dochézi
k zisku onkogennich vlastnosti. To vede ke zvySeni naddorového potencialu bunék
¢i k odolnosti tumoru vic¢i chemoterapeutiktim. Pacienti s ,,gain of function® mutaci p53 jsou
k chemoterapii a radioterapii odoIné&jsi nez pacienti s nadory, kde p53 chybi upln¢ [106-108].
Mutovany protein p53 je také schopny inaktivovat dalsi dva ¢leny rodiny p53, proteiny p63
ap73[109]

Pokud ma p53 plnit spravné svoji funkci transkripéniho faktoru, musi byt lokalizovan
Vv jadie. U nékterych naddort maze dojit k inaktivaci p53 tim, ze je misto v jadie lokalizovan
Vv cytoplazmé [109].

2.1.7.3 Somatické mutace p53

Drtiva vétSina vSech mutaci p53 jsou somatické mutace (Obrdzek 11). Somatické mutace
jsou zpusobeny ndhodnym vznikem chyb béhem Zivota v nékterych genech v urcité buice.
Pokud se tato buiika za¢ne nekontrolovatelné délit, dojde k nahromadéni mutovanych bunék,
vzniku rakoviny a muze dojit také k metastazovani do vzdalengjSich cCasti téla. VétSina
somatickych mutaci jsou bodové mutace v DNA-vazebné doméné (Obrazek 12).
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Obrazek 11: Frekvence vyskytu TP53 mutaci u nejcastéjsich nadorovych onemocnéni
Prevzato 7 disertacni prace Jitky Malcikové, upraveno podle z IARC databdze [110]
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Obréazek 12: Mutace TP53 v somatické burice/26608 mutaci, upraveno [100]

2.1.7.4 Zarodecné mutace p53

Pokud je mutace genu TP53 pienesena pohlavnimi bufikami na potomka a je pfitomna
ve vSech jeho buiikéach, potom se jednd o zdrode¢nou mutaci p53. Takto postiZeni jedinci maji
dédi¢nou predispozici k nadorim zptisobenym mutovanym p53 (Obréazek 13).

Zarodetné mutace
1%

missense mutace
nesmyslna mutace
silent mutace
frameshift mutace
sestfihova mutace
Jiné

infronowa mutace

delece

Obrazek 13: Mutace TP53 v Zdrodecni burice/597 mutaci, upraveno [100]

Li-Fraumeniho syndrom je vzacné autosomalné¢ dominantni nadorové onemocnéni
zpusobené zarode¢nou mutaci v genu TP53. Popsan byl teprve v 60. letech 20. stoleti.
V rodinéch, kde se tento mutovany gen dédi, je zvysené riziko vzniku maligniho onemocnéni.
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Navic nadorové onemocnéni Casto propukne v raném véku. Nejcastéji se jedna o sarkomy
meékkych tkani a kosti, nadory prsu, mozkové nadory, leukémie, lymfomy a dalsi [111]
(Obréazek 14).

Jiné

Pankreas
Prostata

Plice

Sarkomy mékkych

Nadledviny thkani

Leukémie

Mozek
Osteosarkom

Obrézek 14: Nejcastéjsi nadorova onemocnéni v rodindch postizenych Li-Fraumeniho
syndromem, upraveno [112]

Se vznikem Li-Fraumeniho syndromu pravdépodobné souvisi i gen CHEK2 (22912.1),
ktery koduje proteinkinazu regulujici bunéény cyklus [113]. Existuji ale i dal§i mozné
genetické zmény, které mohou pfispivat ke vzniku Li-Fraumeniho syndromu.

Po klinické strance rozliSujeme dva typy tohoto onemocnéni. Prvnim typem je klasicka
forma Li-Fraumeniho syndromu, pi#i které jsou diagnostikovany typické nadory pro LFS
uvice Clent rodiny uz v mladém veku. Druhym typem je Li-Fraumeni-like syndrom,
kdy se v rodiné vyskytuji pouze dva z typickych nadorti u pfibuznych prvniho nebo druhého
stupné.

2.2 Chronickéa lymfocytarni leukémie

Chronicka lymfocytarni leukémie, nebo také téz lymfaticka leukémie (CLL) je nadoroveé
onemocnéni bilych krvinek, B-lymfocyti. Ze vSech leukémii se pravé tato objevuje
Vv zapadnim svété nejcastéji [114]. Onemocnéni postihuje predevsim starsi populaci od 65-70
let, Castéji se vyskytuje u muzi a mé u nich také horsi prognozu.

Podkladem onemocnéni je pfeména zralych lymfocyti v bunky nadorové, Kkteré
se vyznacuji dlouhou zivotaschopnosti, a také vysS$i schopnosti replikace nez lymfocyty,
u kterych k nadorové preméné nedoslo. Dochazi ke klonalni proliferaci malych B-lymfocyta
s typickym imunofenotypem v periferni krvi, kostni dieni, lymfatickych uzlinach, jatrech,
slezing ¢i jinych organech. Pfi absenci organového postizeni je pro stanoveni diagndzy nutna
pritomnost vice nez 5.10%1 monoklonalnich lymfocyti koexprimujicich CD5 a CD23
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(CD - Cluster of Differentiation) v periferni krvi. Posledni doporu¢eni International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia - sponsored Working Group (IWCLL-WG)
z roku 2008 piipoustéji diagndzu CLL iv piipadé periferni cytopenie a lymfopenie, pokud
jsou zplsobeny masivni infiltraci kostni dfené pti zakladnim onemocnéni [115].

Imunitni odpovéd’ ,,zdravého* B-lymfocytu je zaloZena na rozpoznani antigenu receptorem
(BCR - B-Cell Receptor). Kdyz se na BCR navaze antigen, B-lymfocyt je aktivovan
a pfeméni se na plazmaticky B-lymfocyt produkujici imunoglobuliny. Po setkani B-lymfocytu
s antigenem v sekundarnich lymfatickych organech dochazi k somatické hypermutaci BCR
(bodovym mutacim v subgenech), jejimz cilem je zvysit afinitu protilatky k tomuto antigenu.
Predpoklada se, ze pravé antigenni stimulace hraje v patogenezi CLL dulezitou roli. Kromé
toho k maligni transformaci pfispiva také naruseni apoptotickych drah a vliv mikroprostiedi
[116].

Charakteristicky CLL B-lymfocyt ma na svém povrchu exprimovany antigeny CD19,
CD20 a CD23, koexprimuje T-bunéény antigen CD5 a soucasné je méné exprimovan CD79b
[115].

U 5-10% pacienti s CLL byla prokdzana souvislost vyskytu CLL s existenci CLL
u piimych ptedki pacienta [117].

2.2.1 Prognostické faktory CLL

Mezi klasicke prognostické faktory CLL patii klinické stadium, pohlavi pacienta, odpovéd’
na lécbu, zdvojovaci Cas lymfocytl, pocet prolymfocytl, z nichZz dozravaji lymfocyty, typ
infiltrace kostni diené pii histologickém vySetfeni a zvySena hladina laktatdehydrogenazy
a beta2-mikroglobulinu. Nové se také zjistuje exprese CD38 a ZAP 70 (Zeta-associated
protein 70), cytogenetické abnormality, mutac¢ni stav IgVH genu (gen pro tézké fetézce
imunoglobulintl) a mutace p53 [118-123].

Klasifikace podle Raie rozdéluje CLL podle né€kolika laboratornich a klinickych parametrt
(lymfocytdza, pocet postizenych infiltrovanych lokalit, hodnoty hemoglobinu a trombocytl)
do 5 stadii (0, I, 11, 111, IV a V) [122]. Obdobné Binet rozdélil CLL do 3 stadii (A, B a C)
[118, 124]. Ob¢ klasifikace dovedou rozlisit tii zakladni skupiny pacientll podle prognézy
preziti, ptficemz vychazi z toho, ze bézné podavané 1éky celkové preziti pacientli neovliviiuji
(Tabulka 1) [118, 122, 124]. Oba systémy se pouzivaji dodnes a maji stile vyznamnou
vypovidaci hodnotu.

Tabulka 1: Prognoza CLL pacientii podle Raie a Bineta [118, 122, 124]

Stadium Prognoza Median preziti (roky)
Rai 0, Binet A Dobra > 10
Rai I+11, Binet Stiedni 5-7
Rai Il1+1V, Binet C Spatna <3-4

Mezi tzv. nové prognostické faktory patii piitomnost chromozomalnich aberaci
(Tabulka 2). U 55 % pacientti s CLL byla zjisténa delece 13ql4, v 18 % pfipadi to byla
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delece 11q a v 16 % piipadu $lo o trizomii 12. chromozomu. V 6 % piipadl byla zjisténa
delece chromozomu 17p, ktery zahrnuje gen TP53 [125]. Cetnost vyskytu jednotlivych
aberaci, zejména 17p deleci, se muze liSit v zavislosti na stadiu onemocnéni. U delece 13q14
je oblast zlomu blizk& genu pro retinoblastom (Rb). CLL pacienti stouto jedinou aberaci
bez delece genu pro retinoblastom maji vyrazné lepsi prognézu neZ pacienti s deletovanym
genem pro retinoblastom [126 s. 14]. Pacienti s trizomii chromozomu 12 maji atypickou
morfologii CLL a jejich progndéza je podle nékterych studii stejnd jako u pacienta
s normalnim karyotypem, ale podle jinych studii je vyrazné horsi [127, 128 s. 12]. Delece 11q
jsou spojeny s vyraznou lymfadenopatii, S$patnou odpovédi na 1é¢bu a horsi progndzou
[129]. Delece 17p jspu spojeny s chemorezistenci, rychlou progresi a $patnou progndzou
[130].

Tabulka 2: Chromozomalni aberace u CLL a celkové preziti, upraveno [125]

Karyotyp % pacientll Median preziti (mésice)
Delece 17p 7 32
Delece 11q 18 79
12+ (trizomie 12) 16 114
Normalni karyotyp 18 111
Delece 13q 55 113

Lze tedy konstatovat, ze delece 17p u CLL nejsou pfili§ casté, ale poskozeni tohoto genu
vede k agresivnéj§imu pribéhu onemocnéni a k rezistenci na béznou terapii. Kromé deleci
se na 17p mohou vyskytovat v oblasti TP53 také mutace.

Za zminku urcité stoji skute¢nost, ze pravé védcum z CMBGT, kde byla zpracovana tato
diplomova prace, se teprve nedavno podatilo prosadit mezinarodni doporuceni pro postupy
pii urCovani prognézy chronické lymfocytarni leukémie. Doporuceni se tykaji objasnéni
vyznamu a zpusobl analyzy mutaci TP53 [131]. Diive se totiz stanovovala pouze
ptitomnost/nepfitomnost delece kratkého raménka 17. chromozomu, na kterem TP53 lezi.
Pfitom i pfitomnost mutaci vtomto genu je provazena $patnou odpovédi na 1écbu a horsi
progndzou.

2.2.2 Lécba pacientii s CLL

CLL patii mezi zatim nevyléitelnd onemocnéni. V mnoha piipadech probiha
bezptiznakové€, a proto ne vzdy o ni postizeny ¢lovék vi. Pokud je CLL u pacienta zjiSténa,
ale pacient nema zatim zadné problémy, nemoc se nijak nelé¢i a 1ékafi pacienta pouze sleduji.
Z4dn4 klinicka studie dosud nepotvrdila, Ze véasné zahajeni 16¢by (Rai 0, Binet A) pacientim
prospiva. Naopak Dighiero a kol. zaznamenali zvySeny vyskyt duplicitnich karcinomu
U pacientit s ¢asnym stadiem CLL, kteti byly 1é¢eni chlorambucilem, ve srovnani s pacienty
bez terapie [132].

Indikaci k zahajeni 1é¢by je aktivni choroba, masivni lymfadenopatie a splenomegalie,
zdvojovaci ¢as lymfocytti do 12 mésict ¢i narust poétu lymfocytl o vice nez 50% za posledni
2 meésice, progredujici anémie a trombocytopenie a autoimunitni cytopenie nereagujici
na kortikoidy.

27




Zatim jedingm moznym feSenim, které by mohlo vést ke kompletnimu vyléceni,
je alogenni transplantace kostni dfen¢. Ta ma ovSem riziko zvysené toxicity a mozného imrti
pacient [133].

V praxi se zatim nejvice osvédcila 1é¢ba pomoci kombinace dvou cytostatik fludarabinu
a cyklofosfamidu a imunoterapie rituximabem (FCR). Cyklofosfamid je alkyla¢ni ¢inidlo,
které poskodi DNA. Fludarabin je purinovy analog branici opravé poSkozené DNA tim,
ze blokuje syntézu DNA, porusuje jeji reparacni mechanismy, vyvolava depleci ATP,
nahromadéni fragmentit DNA a apoptéozu malignich lymfocytd [134]. Lécba fludarabinem
s sebou nese zvySené riziko rozvoje autoimunitni hemolytické anémie [134] a ve srovnani
s chlorambucilem (jedno z nejstarSich cytostatik) je také toxi¢t&jsi. Rituximab je chimericka
IgG protilatka proti antigenu CD20, kterd zprostiedkovava bunéfnou cytotoxicytu
a cytotoxicitu zavislou na komplementu, pfimo navodi apoptézu a zvysi citlivost malignich
B-lymfocyti na terapii [135].

Pfitomnost mutace a/nebo delece p53 casto vede k rezistenci na terapii FCR. Proto
je dulezité tento defekt véas zjistit, aby nedoslo k nasazeni Spatné 1é¢by a tim ke zhorSeni
stavu pacienta nevhodnou lé¢bou. U téchto pacientli je proto volena 1écba zalozena na jiném
principu nez na poSkozeni DNA a indukci apoptdzy. Pouziva se napiiklad humanizovana
protildtka proti antigenu anti-CD52 alemtuzumab. I pfi jejim nasazeni je vSak progndza
pacientd s inaktivaci p53 velmi nepiizniva [136]. Antigen CD52 se vyskytuje pouze na B-
a T-lymfocytech, monocytech a makrofazich, takze tento preparat neposkozuje krvetvorné
kmenové bunky.

V soucasné dobé se nejvice k1écbé pouziva alemtumuzab, ale problémem je jeho
hematologicka toxicita. Lécba skupiny pacientd s poSkozenym p53 stale zistava
nejkomplikovanéjsi, a proto se testuji latky s mechanismem ué¢inku nezavislym na draze p53.

2.2.3 VySsetieni pS3 u CLL

Jelikoz p53 je u CLL vyznamnym prognostickym a prediktivnim markerem, je stanoveni
pritomosti deleci lokusu TP53 (17p) a také mutaci v genu soucasti rutinnich vysetieni CLL
pacientl ve Fakultni nemocnici Brno. Mutace jsou vysetfovany na Ustavu patologie
ve spolupraci s CMBGT pomoci kvasinkové funkéni analyzy FASAY [137], [138].

FASAY funguje na principu subklonovani a analyzuje tedy jednotlivé p53 molekuly
(Obrazek 15). Takto byla v . CMBGT zachycena u né¢kolika pacienti v jednotlivych
kvasinkovych koloniich ptitomnost izoformy p53p a také izoformy o 16 nukleotidd kratsi,
ktera dosud nebyla v literatufe popsana. Proto bude jeji detekce soucasti experimentalni ¢asti
diplomové prace. Tato kratsi izoforma bude v textu oznacovana jako p538A16.
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Obréazek 15: Metoda FASAY: bilé kolonie znaci vzorek bez mutace a cervené kolonie
vzorek s mutaci [139]

29



3 CiLE PRACE

Experimentalni ¢ast této diplomové prace se zabyva vyhradné izoformou p53.

1. Optimalizace metody PCR tak, aby podminky reakce byly idealni pro amplifikaci
izoformy p53p. Zjisténi minimalni vychozi koncentrace DNA detekovatelné pomoci
PCR.

2. Screening ptitomnosti pS3P v krvi CLL pacientt a ve vybranych bunécnych liniich.

3. Detekce kratsi formy izoformy p53p.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a soubor pacienti
4.1.1 B-lymfocyty CLL pacienti

Pro analyzu bylo pouzito celkem 40 vzorki B-lymfocytl pochazejicich od 36 pacienti
s chronickou lymfocytarni leukémii. VSechny vzorky pochazely z Interni hematologické
a onkologické kliniky pfi Fakultni nemocnici Brno a vSichni pacienti podepsali informovany
souhlas. U jednoho z CLL pacienti byly do screeningu pouzity tii vzorky, jejichz odbéry
aizolace byly provedeny 9 (pacient ¢. 1b) a 14 (pacient ¢. 1¢) mésici po prvnim odbéru
(pacient ¢. la). Dalsi téi vzorky pochazely od jiného pacienta z odbérti krve provedenych
ve stejny den. Kazdy z téchto tii vzorkll byl zpracovan jinym zplsobem: v prvnim pitipadé
byly B-lymfocyty separovany ihned po odbéru, v druhém piipadé $lo o mononuklerani bunky
zpracované ihned po odbéru a tietim vzorkem byly mononuklearni buiky po 24h v lednici.
V 11 vzorcich byl p53 mutovany.

4.1.2 B-lymfocyty transformované EB virem

Ve dvou pfipadech byly pro screening pouzity vzorky B-lymfocyti zdravych
dobrovolniku, které byly imortalizovany transformaci EB virem (OL 04/06 a ET-EBV).

Jeden vzorek tvofily B-lymfocyty pacienta s Li-Fraumeniho syndromem, které také byly
transformovany EB virem (LiFrau).

4.1.3 RNA bunéénych linii

Poslednich 5 vzorki tvofila RNA 3 bunéénych linii odvozenych z B-bunééného lymfomu
(WSU-NHL, MEC-1 a DHL-4) a RNA 2 bunéénych linii odvozenych z Burkittova lymfomu
(RAMOS a RAJI).

4.1.4 Plazmidy

Pro optimalizaci PCR, jako kontrola pro PCR a pro restrikéni St€peni byly pouzity
plazmidy pSS16 pouzivané pii funkéni kvasinkové analyze FASAY obsahujici WTp53 o pIné
delce (13/2), p53p (41/1, 852/3) a p53BA16 (363/3) poskytnuté pracovniky CMBGT.

4.2 Pouzité pristroje

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, USA)

Bézné laboratorni sklo, umélohmotny material a bézné laboratorni pomucky
Box na PCR a reverzni transkripci (Biosan, Litva)

Centrifuga (Eppendorf, Némecko)
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e Lednice a mrazak pro uchovani chemikalii a vzorku (Liebherr, Némecko)

e Mikropipety (Eppendorf, Némecko)

e NanoDrop ND-1000 Specthrophotometer (Thermo Scientific, USA)

e Termocyklery: XP Cycler (BIOER, Cina); C1000 TouchTM Thermal Cycler (Biorad,
USA), Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Vortex (Biosan, Litva)

e Zatizeni pro elektroforézu: elektroforeticka vana, zdroj elektrického napéti
pro elektroforézu (Biorad, USA)

e Zkumavky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

4.3 Metody
4.3.1 Zpracovani krve

Zpracovani krve je rutinn¢ provadéno pracovniky CMBGT a nebylo soucasti diplomové
prace. Pfesto jsem si zpracovani krve na né€kolika vzorcich vyzkousela.

Material
Periferni krev odebrana do heparinu

Chemikalie a roztoky

e RosetteSep Human B Cell Erichment Cocktail (50 pl I/ ml krve) (StemCell
Technologies)

e RosetteSep Human CD3 Depletion Cocktail (25 pl / ml krve) (StemCell
Technologies)

e 2% FBS v PBS; (FBS - Fetalni bovinni sérum, PBS - phosphate buffered saline,
fosfatovy pufr) (MP Biomedicals, LLC)

e Ficoll-Paque (GE Healthcare)

e Roztok pro osmotickou lyzi (1x)

e RPMI-1640 (10% FBS; PenStrep)

B-lymfocyty byly separovany z periferni krve odebrané do heparinu pomoci RosetteSep®
system (B Cell Enrichment Kit, StemCell Technologies Inc). Vzorek krve byl inkubovan
s koktejlem  vybranych  bispecifickych  protildtek  proti  povrchovym antigenim
hematopoetickych non-B bunék (CD2, CD3, CD16, CD36, CD56, CD66b) a proti
glycophorinu A, povrchovému antigenu erytrocyti. Buiiky nesouci tyto antigeny tvoii spolu
S erytrocyty rozety, které¢ zvySuji jejich denzitu a jsou odstranény gradientovou centrifugaci
na Ficoll-PaqueTM Plus (GE Healthcare). Cistota vzorku byla ovéfena pritokovou
cytometrii.

4.3.2 lzolace totalni RNA

Izolace RNA je rutinn¢ provadéna pracovniky CMBGT a nebyla soucasti diplomové prace.
Ptesto jsem si izolaci RNA na nékolika vzorcich vyzkousela.
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Material
B-lymfocyty ziskané zpracovanim krve

Chemikalie a roztoky
e PBS
e TRI Reagent
e BCP (1-bromo-3-chloropropan)
e Isopropanol
e 75% etanol (pfipraven nafedénim 96% ethanolu)
¢ Nuclease-free voda (Qiagen)

5-20 milionti bunék je promyto PBS a sediment je dikladné zlyzovan v 1 ml TRI reagentu,
bunéény lyzat je zamrazen ponofenim do dusiku a uchovédn pii -80 °C. Po rozmraZeni
na pokojové teploté je priddn BCP, smés je fadn€ protfepana a zvortexovana a je ponechana
stat pti pokojové teploté 1 minutu, béhem které se od sebe zaénou odd€lovat faze DNA (dole),
proteinti (uprostied) a RNA (nahote). Smés je sto¢ena pii 4 °C (12000 RCF/16 min), horni
faze (RNA) je ptenesena do ¢isté zkumavky, smichana s isopropanolem a inkubovéna
20 minut pii -20 °C. Opét je provedena centrifugace pii 4 °C (12000 RCF/10 min),
supernatant je odsan a zbytek promyt v 75% ethanolu a 1 minutu inkubovan. Promyti
je provedeno jesté dvakrat, ale uz bez inkubace s centrifugaci pii 4 °C (5 min/7500 RCF).
Po posledni centrifugaci je supernatant ditkladné odsat a pelet je ponechan 10-15 min schnout.
VysuSeny pelet je rozpoustén v Nuclease-free vodé po dobu 1 h pii 4 °C, poté zamrazen
na -80 °C a druhy den je zmé&fena koncentrace a Cistota na NanoDropu.

4.3.3 Reverzni transkripce SuperScript 11

Reverzni transkripce je enzymové reakce katalyzovana reverzni transkriptazou, pii niz
dochazi k piepisu genetické informace z molekuly RNA do cDNA (complementary DNA).

vevr

Material
Vzorek: RNA (500 ng/reakci) izolovand z periferni krve CLL pacientl

Chemikalie a roztoky

Nuclease-free voda

Oligo(dT)

10mM dNTPs

Mastermix: 5x First Strand Buffer; 0,1M DTT (Dithiothreitol); RNaseOUT
SuperScript |1

Vsechny komponenty jsou soucasti kitu SuperScript Il kit (Invitrogen). Do kazdé reakce
je napipetovana do mikrozkumavky Nuclease free voda, jejiz mnozstvi je pfedem vypocitano
tak, aby doplnilo ostatni komponenty na objem 20 pl; 1 pl oligo(dT); 1 ul 10 mM dNTPs
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a0,5 pg RNA. Mikrozkumavky jsou inkubovany 5 minut pii 60 °C v termocykleru
a zchlazeny na ledu. Poté je ke kazdému vzorku ptidano 7 ul master mixu a opét je provedena
inkubace 2 minuty pii 42 °C. Nakonec je pfidan 1ul SuperScriptu Il a smés je inkubovana
50 min p#i 42 °C, nasledné 15 min pti 70 °C a pak jsou vzorky ochlazovany 10 minut
pii 4 °C. Vzorky cDNA jsou uchovany Vv lednici do dalsiho pouziti.

4.3.4 Polymerazova retézova reakce PCR

PCR je ttikrokova amplifika¢ni metoda vyuzivajici opakované denaturace dvouietézcoveé
DNA (dsDNA, double strand), nasledného nasednuti primert na jednofetézcovou DNA
a syntézy nového, komplementarniho fetézce.

Material
Vzorek: cDNA ziskana reverzni transkripci (2 pl/reakci)

Chemikalie a roztoky

PCR voda

Reakéniho pufr (10x)

10mM dNTPs

10 mM primery BF a BR, nebo P3 a P4
Taq polymeraza (50 U/ul)

Tabulka 3: Koncentrace jednotlivych komponent v PCR

Reak¢ni komponenta | Objem (ul) | Koncentrace v reakci
Reakéni pufr 10x 2 1x
10 mM dNTPs 0,4 0,2 mM/ul
10 mM primery 0,4 0,2 mM/ul
Taq polymeraza 0,1 05U

Vsechny komponenty pro PCR jsou soucasti kitu a jsou skladovany pii teplot¢ —20 °C.
Po jejich rozmrazeni a zvortexovani (kromé Taq polymerazy, ktera se nevortexuje) je z nich
pfipravena smés pro PCR. Ta je pfipravovana ve specialnim boxu, vyzaieném UV zafivkou
po dobu 20 minut. Pro urychleni pfipravy smési pro PCR je nejprve namichan master mix,
ktery obsahuje vsechny komponenty kromé& DNA matrice v mnozstvi pro pocet testovanych
vzorkd a pro pozitivni kontrolu (PK), negativni kontrolu bez DNA templatu (NTC —
No Template Control) a piipadné i pro negativni kontrolu s DNA templatem (NK) + 10%
jako rezerva pro ztraty pii pipetovani. Vzorky cDNA jsou piidany do jednotlivych zkumavek
az po rozpipetovani master mixu. NTC je ptipravena smichanim smési pro PCR s PCR vodou,
kter4 nahrazuje DNA matrici a NK je pfipravena smichanim smési pro PCR s plazminem
s FLp53 vektorem.

Pro screening CLL pacientii jsou pouzity primery PF a PR (Tabulka 3), diky kterym
je naamplifikovan pouze usek p53p, pokud je ve vzorku izoforma p53p pritomna. Kontrolni
reakce kvality ptepsané cDNA a piitomnosti p53 (bez ohledu na to, zda byla normalni délky,
nebo zda jde o p53p) je provedena s primery P3 a P4 (Tabulka 4 a 5, Obrazek 16). Reakéni
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kroky pro reakci s primery BF a BR jsou soucasti uikolu optimalizace PCR pro amplifikaci
p53p, a proto jsou uvedeny az ve vysledcich.
Po skon¢eni programu jsou vzorky bud’ ihned dale zpracovany, nebo uloZeny do lednice

do dalsiho zpracovani.

Tabulka 4. Seznam pouzitych primerii

Specifita primeru

Nazev primeru

Velikost PCR produktu

pS3P

BF, BR

177

kontrolni produkt p53

P3, P4

1022

Néazev primeru

Sekvence primeru

BF CCA GAC CAG CTT TCA AAA AGA

BR CCT CAT TCAGCT CTC GGA AC

P3 CCT TGC CGT CCC AAG CAATGG ATG AT
P4 ACCCTT TTT GGACTT CAG GTG GCT GGA GT

Tabulka 5: Podminky pro kontrolni PCR s pouzitim primerit P3 a P4

l. Pocatcvacm denflturace cDNA 95 °C 15 min
pfed prvnim cyklem
2. Denaturace 95 °C 40s
3. Nasednuti primera (annealing) 65 °C 1 min
4. Syntéza nového vlakna DNA (extenze) 72 °C 1min20s
5. Prodlouzena syntéza vre‘Eezce poposlednim 79 °C 10 min
cyklu (konecné extenze)
6. Chlazeni 4°C 10 min
Pocet opakovani kroktli 2. — 4. (pocet cykll) 35
35 cykli
95 °C a5 %2
15 min 40 5 7o o0 7o
65 °C 1 min 20 s 10 mun
1 it
4°C
10 tnin

Obréazek 16: Podminky pro kontrolni PCR s pouzitim primerii P3 a P4
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4.3.5 Agarozova gelova elektroforéza

Agardézova gelova elektroforéza je separacni metoda, kterd se pouziva pro rozdéleni
nabitych molekul podle rizné velikost nebo podle rizné velkého elektrického naboje
v elektrickém poli.

Material
Vzorek: PCR produkt, nebo produkt restrikéniho §tépeni

Chemikalie a roztoky

e Pufr 1x TBE (TBE — pufr tris-borate- EDTA) (Sigma-Aldrich, USA)
Agaro6za Sigma nebo Serva pro 1,5% gel
Agar6za Nusieve pro 3,5% gel
Ethidium bromid
Nanaseci pufr 6x Orange (Fermentas - Thermo Fisher Scientific, Litva)
Zebtitek — DNA ladder 100pb (Fermentas, - Thermo Fisher Scientific, Litva)

Pro piipravu 1,5% agarézového gelu je navazena agaréza Sigma nebo Serva a odméfen
IXTBE pufr. Celd smés je dikladné rozpuSténa zahtivanim Vv mikrovinné troubé,
kdy indikatorem dokonalého rozpusténi je Ciry roztok bez krystalkll agar6zy. Homogenni
smés je ¢astecné zchlazena pod tekouci vodou na teplotu cca 60 °C a poté je do ni pfidano
interkalaéni barvivo ethidium bromid Vv poméru 1:10000. Smés je opét promichana
a homogenizovana a nalita do elektroforetické vany, do které je upevnén hiebinek pro tvorbu
jamek pro vzorky. Gel se nechd ztuhnout pii laboratorni teploté po dobu 30-40 minut.
Po uplynulém case jsou z gelu vytazeny hiebinky a gel je pienesen do elektroforetické vany
naplnéné 1x TBE pufrem. Timto postupem je pfipraven 1,5% agardézovy gel, ktery
je vyuzivan pro separaci PCR produkti. Do jedné jamky jsou napipetovany 4 pl zebiicku
a do dalsich jamek je napipetovano 5 ul NTC, PK a zkoumanych PCR produkti a ptipadné
NK smichanych s 1 pl nanaseciho pufru. Elektroforéza probiha pfi 70 V po dobu 30-45 minut.
Nasledné je gel vizualizovan pod UVC zafenim.

Pro separaci PCR produktii §tépenych restrikénim enzymem je pouzit 3,5% agarozovy gel.
Elektroforéza probihd pii 70 V po dobu 60 — 90 minut a vizualizace probihd stejné
jako u 1,5% gelu.

4.3.6 Restrikéni Stépeni

Material
Vzorek: PCR produkt

Chemikalie a roztoky
e Restrikéni enzym Sspl-HF™, 20 jednotek (New England Biolabs)
e 10x NEBuffer 4 (New England Biolabs)
e PCR voda (Agilent, USA)
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Do zkumavky je napipetovan PCR produkt, enzym a pufr a smés je 1 h inkubovana
Vv termobloku pfi 37 °C. Poté je provedena inaktivace enzymu pii 65 °C po dobu 20 min
a zchlazeni na 4 °C/10 min. Produkty jsou vizualizovany na 3,5% agar6zovém gelu.
Sekvence nukleotidli rozeznavana Sspl- HF™: 5" AATVATT 3’
3’ TTAATAAS

4.3.7 DNA ¢ip - Bioanalyzer
DNA ¢ip funguje podobné jako elektroforéza, ale déleni fragmentt probiha v kapilafte.

Material
Vzorek: PCR produkt

Chemikalie a roztoky

DNA dye (konc.) (Agilent, USA)

Gel (Agilent, USA)

Marker 1000 (Agilent, USA)

DNA Ladder 1000 pb (Agilent, USA)
PCR voda (Agilent, USA)

ZAP (Agilent, USA)

DNA Marker, DNA Ladder a gel jsou vytemperovany pti laboratorni teploté¢ po dobu
30 min ve tmé&. Do gelu je pfidiano DNA dye a tim vznikne gel-dye mix. Tato smés
je zvortexovana a pienesena na kolonku a centrifugovana pii 2240 RCF/15 min. Do oznacené
jamky Cipu je napipetovano 9 ul gel-dye mixu, pist je stla¢en do spodni polohy, ¢imz dojde
K rozliti gelu do kapilar Cipu. Pak je napipetovano po 9 ul smési gelu do dalSich dvou
oznaéenych jamek. Do jamek pro zebficek a pro vzorky je napipetovano 5 ul markeru
ado kazdé jamky pro vzorky je pfidan 1pl vzorku. Nakonec je napipetovan 1 pl Zebiicu
do jamky ktomu uréené. Cip je zvortexovan 2400/1 min, elektrody Bioanalyzeru
jsou promyty vodou, ¢ip je vlozen do Bioanalyzeru a je spustén program. Po skonceni analyzy
je ¢ip ihned vyndan a elektrody jsou opét nékolikrat promyty vodou a ZAPem.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace PCR pro amplifikaci p53

Cilem optimalizace bylo urceni specifickych podminek vhodnych k amplifikaci izoformy
p53P s pouzitymi chemikaliemi. Dulezité bylo nastavit podminky tak, aby vznikal pouze
jediny produkt odpovidajici amplifikovanému Gseku. Pokud neni PCR produkt na gelu
dostate¢né zfetelny, nebo naopak je vidét vice produktli, podminky reakce nebyly optimalni
a je tieba je upravit.

p53p ma mezi exonem 9 a 10 inzerci 133 nukleotidd intronu 9. Tyto inzertované
nukleotidy obsahuji sekvenci, kterou rozeznava primer BF (Obrazek 17). Proto pii pouziti
primerd BF a PR dojde k amplifikaci pouze v ptfipadé, ze je ve vzorku p53f pfitomna.
Vysledny produkt p53p ma velikost 177 pb. PCR je tedy navrzena pro specificky zachyt
izoformy p53p.

177 bp
—
El E2 E3 E6 E7 EZ E9 i# EI0 Ell
pF— —pEk

Obréazek 17: Nasednuti primerii fF a PR a naznaceni amplifikovaného useku o 177 pb.
Cervené jsou oznaceny nepiepisované sekvence, svétle modrou nekodujici prepisované
sekvence, tmave modrou kédujici sekvence a fialovou intron 9. "E" je oznaceni jednotlivych

exonu, "i" oznaceni intronii.

Podminky pro prvni pokus byly uréeny podle pokynii vyrobce polymerazy a podle teploty
tani primeru — TM (Tabulka 6).

Tabulka 6: Optimalizace specifické PCR pro amplifikaci p53p, 35 cykli

1. Poéétveéni den,aturace cDNA 95 °C 15 min
pied prvnim cyklem

2. Denaturace 95 °C 45s

3. Nasednuti primeril 53 °C 30s

4. Syntéza nového vlakna DNA (extenze) 72 °C 30s

5. Prodlouzena syntéza fetézce (konecna extenze) 72 °C 7 min
6. Chlazeni 4°C 10 min

Pocet opakovani krokti 2. — 4. (pocet cyklit) 35

Pro otimalizaci byly pouzity plazmidy pSS16 obsahujici p53p. Jako NK s DNA templatem
obsahujicim FLp53 byl pouzit plazmid 13/2.

Ihned po prvnim pokusu byl po elektroforéze na gelu dobie zietelny pozadovany
PCR produkt bez jakychkoliv dalsich nezadoucich produkti (Obrazek 18, Tabulka 7).
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1500 bp
1000 bp

500 bp

177 bp
100 bp

Obrézek 18: Optimalizace PCR pro amplifikaci p53p, 35 cykii

Tabulka 7: Optimalizace PCR pro amplifikaci p53p, 35 cykiu

B Vzorek PCR
¢h produkt
1 100 bp -

Zebiicek
2 41/1 +++
3 852/3 ++ +
4 62/2 ++ +
5 363/3 +++
6 NK -
7 NTC -

Vzhledem k dostatecné sile PCR produktu byl snizen pocet cykla z 35 na 30. | po reakci
s niz§im pocétem cykli byl PCR produkt dostate¢né silny (Obrazek 19, Tabulka 8), a proto
byl pro dalsi reakce sniZzen pocet cykli na 30. VSechny ostatni kroky zustaly nezménéné.
1 2 & 4 5 K 7

1500 bp
1000 bp
500 bp

100 bp ———

177 bp

Obrazek 19: Optimalizace PCR pro amplifikaci p538, 30 cykiu
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Tabulka 8: Optimalizace PCR pro amplifikaci p53p, 30 cyklu

Béh Vzorek PCR produkt
1 100 bp zebticek -
2 NK -
3 41/1 +++
4 852/3 +++
5 62/2 +++
6 363/3 +++
7 NK -

5.2 Zjisténi minimalniho vychoziho mnoZstvi DNA detekovatelného po PCR
na 1,5% agardzovém gelu

Po optimalizaci PCR specifické pro p53p bylo potieba zjistit, jaké minimalni mnozstvi
DNA je mozné touto metodou naamplifikovat tak, aby byl PCR produkt po elektroforéze jesté
dobfe zietelny.

Pro tfedéni byl pouzit plazmid 41/1, ktery obsahoval izoformu p53p a jehoz vychozi
koncentrace byla 10 ng/ul. Nefedény plazmid byl pouzit i jako pozitivni kontrola. Jako NK
byl opét pouzit plazmid 13/2, ktery obsahoval WT FLp53 plné délky a jako PK slouzil
netedény plazmid 41/1. K fedéni plazmidu 41/1 byl pouzit plazmid 13/2.

Pro objektivni vysledky bylo potieba zjistit pocet molekul v 1 ul vychoziho produktu
pomoci rovnice:

M,

m=N—A

(D

kde m je hmotnost jedné molekuly, My, je molarni hmotnost v g/mol a Na je Avogadrova
konstanta.

Plazmid obsahuje 9200 pb a inzertovana p53p obsahuje 177 pb. Celkem tedy plazmid
S p53p obsahuje 9377 pb. Pramérna molarni hmotnost 1 nukleotidu je 330 g/mol. Molarni
hmotnost je vypocitana podle vzorce:

M,, = M,yk - Ns - Np (2)

kde Mmnk je molarni hmotnost 1 nukleotidu v g/mol, Ns znaéi pocet fetézcii molekuly DNA
a Ng je pocet bazi. Po dosazeni do rovnice (2) ziskame:

M,, =330-2-9377 = 6188820 g
mol

Vysledek z rovnice (3) je dosazen do rovnice (1):
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6188820

_ o o00er .10-18 4 — 109
m—6,023.1023 10,3-107°g =10,3-107" ng

Pocet molekul v 10 ng/ul vychoziho produktu byl tedy vypoc¢itan podle rovnice:

Nng
= @

N, =

kde Np je pocet molekul a Ny je pocet ng vychoziho produktu. Po dosazeni do rovnice (4)
vyjde:

D= _10 0,97 - 10°

~103-10° 0

V 1ul nefedéného plazmidu o koncentraci 10 ng/ul je tedy pfitomno 0,97 - 10° molekul.
Pro dal§i vypoéty je tento vysledek zaokrouhlen na 1-10° molekul v1 pl vychoziho
produktu.

Netedény plazmid 41/1 byl nejprve nafedén v poméru 1:4 a dalsi fedéni byla provedena
v poméru 1:1 (Tabulka 9).

Tabulka 9: Redéni plazmidu 1:1 a vysledné koncentrace

Objem41/1 |  Objem 13/2 Vysledna Pocet molekul
Vzorek (ul) ) koncentrace (ng/ i) plazmidu v 1 pl
vychoziho produktu
1 1 3 2,5 250.10°
2 2 2 1,25 125.10°
3 2 2 0,625 62,5.10°
4 2 2 0,313 31,3.10°
5 2 2 0,156 15,6.10°
6 2 2 0,078 7,81.10°

Do PCR reakce byl pouzit vzdy 1 pl nafedéné smési. Elektroforéza probéhla na 1,5%
agardzovém gelu pii 70 V (Obréazek 20, Tabulka 10).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1500 bp
1000 bp
500 bp

177 bp
100 bp

Obrazek 20: Méieni minimalni detekovatelné koncentrace, iedéni 1:1
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Tabulka 10: Méieni minimalni detekovatelné koncentrace, redéni 1:1

Vzhledem k tomu, Ze v§echny koncentrace byly na gelu detekovatelné, probéhlo jesté dalsi
fedéni, a to fedéni plazmidu 41/1 o koncentraci 10 ng/pl desetkrat (Tabulka 11). Elektroforéza

Béh Vzorek PCR produkt

1 100 bp zebricek -

2 1 + + +
3 2 + + +
4 3 + +
5 4 + +
6 5 +

7 6 +

8 PK + + +
9 NK -
10 NTC -

probéhla za stejnych podminek jako pii ptedchozim fedéni (Obrdzek 21, Tabulka 12)

Tabulka 11: Redént plazmidu 1:10 a vysledné koncentrace

Cislo Objem Objem Vysledna Pocet molekul plazmidu v 1
fedéni 42/1 (ul) | 13/2 (ul) | koncentrace (ng/ul) ul vychoziho produktu

1. 0,4 3,6 1,0 100.10°

2. 0,4 3,6 0,1 10.10°

3. 0,4 3,6 0,01 1.10°

4, 0,4 3,6 0,001 0,1.10°

5. 0,4 3,6 0,0001 0,01.10°

1500 bp

1000 bp

500 bp

— 177 bp
100 bp

Obrazek 21: Méieni minimadlni detekovatelné koncentrace, edéni 1:10




Tabulka 12: Méieni minimalni detekovatelné koncentrace, fedéni 1:10

ve)
<
=

Vzorek PCR produkt
100 bp Zebricek -
1 +++
++ +

PK -
NK -
NTC -

O OoNOoOUOAW|IN|(F
g~ wiN
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Z obrdzku 20 je ziejmé, Ze nejmensi mnozstvi vychozi DNA, které je mozné amplifikovat
pomoci PCR pro p53f a poté detekovat na 1,5% agardzovém gelu je 1.10° molekul.

Dal$im fedénim by bylo mozné urcit minimalni mnozstvi vychozi DNA jesté presnéji.
Dalo by se vyjit z koncentrace plazmidu 41/1 0,01 ng/ul a provést dalsi fedéni v poméru 1:1.
Z praktického hlediska to ale neni potieba.

5.3 Screening p53p
5.3.1 Screening p53p CLL pacientii v B-lymfocytech

Jitka Malcikova ve své disertacni praci uvadi, Ze spolu s dalSimi pracovniky pomoci
FASAY (functional analysis of separated alleles in yeast) analyzy identifikovala p53p
Vv jednotlivych koloniich pacientt s klonalnimi mutacemi i u pacientti s wt p53 [110]. Piestoze
byla p53p popsana uz diive, dosud nebyla provedena zadna studie, kterd by upfesnila,
jak ¢asto se p53B u CLL pacientll vyskytuje. Proto byl soucasti experimentalniho méfeni
I screening CLL pacientti na pfitomnost p53.

Nejprve byl kazdy vzorek krve zpracovan a poté z n¢j byla izolovana RNA. Ta byla dale
prepsana reverzni transkripci do cDNA, ktera byla pouzita do PCR reakce. PCR produkt
byl detekovan elektroforézou na 1,5% agarézovém gelu s vizualizaci pomoci ethidium
bromidu. Specifickd PCR prob¢hla s primery BF a PR, které jsou uréené k amplifikaci p53p.
Pro kontrolni PCR byly pouzity P3 a P4 ur¢ené k amplifikaci kontrolniho produktu (Obrazek
22). Jako pozitivni kontrola byl pro prvni reakci pouzit plazmid 41/1 a pro dalsi reakce je jako
pozitivni kontrola pouzit pozitivni vzorek z prvni reakce.

Na vSech fotkach gelt pro vSech 40 vzorkli CLL B-lymfocytd byly zfetelné¢ vidét PCR
produkty. Ztoho jednoznacné vyplynulo, ze izoforma p53f byla pfitomna ve vsech
zkoumanych vzorcich bez ohledu na to, zda byl p53 mutovany, nebo ne. Stejné tak rtizné
zpracovani vzorkd nemélo na pfitomnost izoformy zadny vliv. Jako ptiklad specifické PCR
pro amplifikaci p53p je zde uvedena jedna fotka gelu (Obrazek 23, Tabulka 13). Kontrolni
PCR vysla pro vSechny vzorky také pozitivné (Obrazek 24, Tabulka 14).

Kvantitativné se jednotlivé vzorky obsahujici p53p od sebe vzajemné liSily. Pro piesné
kvantitativni stanoveni rozdila exprese by bylo tieba zavést specifickou PCR v realném case.
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2) 1022 bp

E1 B2 B3 E6 B7 ES E9 E10 Ell
P3 — — P4
177 bp
b) —
El E2 E3 E6 E7 E3 E9 & E10 ElIl
pPF— —BE

Obrazek 22: a) Nasednuti primerii P3 a P4 na p53 a zndzornéni amplifikovaného Gseku
kontrolniho produktu o 1022 pb, b) Nasednuti primerii BF a R a zndzorneni amplifikovaného
Useku p536 0 177 pb. Cervené jsou oznaceny neprepisované sekvence, svétle modrou
nekodujici prepisované sekvence, tmavé modrou kodujici sekvence a fialovou intron 9. "E" je

"

oznaceni jednotlivych exonii, "i" oznaceni intronil.

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13

1500 bp
1000 bp

500 bp

100 6p 177 bp

Obrazek 23: Screening p53f v CLL B-lymfocytech s pouzitim primeriit BF a BR

Tabulka 13: Screening p53f v CLL B-lymfocytech s pouzitim primerii fF a pR

B¢h Vzorek PCR produkt

1 100 bp Zebricek -

2 NK -

3 PK ++ +

4 Pacient ¢. 1a, mutace p53 +++

5 Pacient ¢. 1b, mutace p53 +

6 Pacient €. 1¢, mutace p53 + +

7 Pacient ¢. 2 + +

8 Pacient ¢. 3 +
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1500 bp
1000 bp ——
500 bp ——

100 bp —

1500 bp
1000 bp —
500 bp ——
100 bp —

9 Pacient ¢. 4 +
10 Pacient €. 5 + +
11 Pacient ¢. 6 +
12 Pacient ¢. 7 +
13 Pacient ¢. 8 +

Obrazek 24: Kontrolni PCR s pouzitim primeri P3 a P4

Tabulka 14: Kontrolni PCR s pouzitim primerii P3 a P4

—1022bp

— 1022bp

Béh Vzorek PCR produkt
1 100 bp zebiicek -
2 NK -
3 PK +++
4 Pacient ¢. 19a, mutace p53 +++
5 Pacient €. 19b, mutace p53 + +
6 Pacient ¢. 19¢, mutace p53 +++
7 Pacient ¢. 20 +++
8 Pacient ¢. 21 ++
9 Pacient ¢. 22 +++
10 Pacient ¢. 23 +++
11 Pacient ¢. 24 +++
12 Pacient ¢. 25 +++
13 Pacient ¢. 26 +++
14 Pacient ¢. 27 +++
15 Pacient ¢. 28 +++
16 Pacient ¢. 29 +++
17 Pacient ¢. 30 +++
18 Pacient ¢. 31 +++
19 Pacient ¢. 32 +++
20 Pacient €. 33 +++
21 Pacient ¢. 34 +++
22 Pacient ¢. 35 +++
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5.3.2 Screening p53p CLL pacienti v bunécnych liniich

Jak vyplynulo z ptedchozich vysledki, p53p byla detekovana u vSech testovanych
CLL pacientd. Vyskyt této izoformy byl jiz diive popsan v nedélicich se buinkach [140]
a CLL lymfocyty jsou v periferni krvi zastaveny v GO fazi. Proto byla v dalsi ¢asti prace
studovana izoforma p53p v rychle se délicich bunéénych liniich. Konkrétné se jednalo o dva
vzorky B-lymfocytu zdravych dobrovolnikui transformovanych EB virem, jeden vzorek
B-lymfocyti pacienta s Li-Fraumeniho syndromem také transformovanych EB virem,
3 vzorky tvofila RNA z bunécnych linii odvozenych z B-bunétné¢ho lymfomu a 2 vzorky
RNA bunéénych linii odvozenych z Burkittova lymfomu. Tyto vzorky byly poskytnuty
pracovniky laboratoie.

Ve v8ech osmi piipadech byl screening pozitivni (Obrazek 24, Tabulka 15). Jako kontrola
kvalitni cDNA a ptitomnosti p53 opét slouzila reakce s primery P3 a P4 (Obrazek 25, Tabulka
16).

Z vysledkl se dé& predpokladat, Zze by pS53B mohla byt pfitomna ve vSech, nebo alespoi
ve vétsing rychle se délicich bunécnych liniich. Pro pfesnéjsi zavér by ale bylo nutné provést
PCR vice vzorkt bunéénych linii. Také by bylo zajimavé provést kvantitativni analyzu,
podobné jako u kvantitativni analyzy p538 v CLL B-lymfocytech.

1500bp
1000 bp —
500 bp ——

100 bp — — 177bp

Obréazek 24: Screening p53f v bunécnych liniich s pouzitim primerii fF a SR

Tabulka 15: Screening p53f v bunécnych liniich s pouzitim primerii fF a fR

Béh Vzorek PCR produkt
1 100 bp Zebiicek -
2 NK -
3 PK +++
4 WSU-NHL +++
5 MEC-1 +++
6 RAMOS +++
7 RAJI +++
8 SU-DHL +++
9 OL 04/06 +++
10 ET-EBV +++
11 LiFrau +++
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1500 bp —__
1000 bp —

500 bp —
100 bp —

— 1022 bp

Obrézek 25: Kontrolni PCR s pouzitim primerit P3 a P4

Tabulka 16: Kontrolni PCR s pouzitim primerit P3 a P4

Béh Vzorek PCR produkt
1 100 bp zebiicek -
2 NK -
3 PK + +
4 WSU-NHL +++
5 MEC-1 ++
6 RAMOS ++
7 RAJI +++
8 SU-DHL +++
9 OL 04/06 +++
10 ET-EBV +++
11 LiFrau + +

5.4 Restrikéni Stépeni vybranych PCR produkti — detekce pS3pA16

Kromé izoformy p53fB byla pomoci FASAY v CMBGT zachycena i1 pfitomnost p538,
krat§i o 16 nukleotidi. Tato izoforma nebyla dosud v literatufe popsana. Pracovné jsme ji
nazvali pS3BA16 a cilem této Casti prace bylo ovéfit jeji pfitomnost u CLL pacientt.

PCR produkty p53B a p53BAl16 Ize od sebe rozlisit nastépenim pomoci restrikéniho
enzymu Sspl-HF™. Ten totiZ rozeznava a $tépi sekvenci nukleotidil, kterd se nachazi uvnit
sekvence 16 nukleotidi deletovanych u p53BA16 (Obrazek 26). V ptipade, Ze pS53p tyto
nukleotidy obsahuje, nastépi restrikéni enzym PCR produkt na dva produkty, které jsou
po agar6zové gelové elektroforéze vidét jako dva prouzky (delsi produkt se 129 pb a kratsi
produkt se 48 pb). Pokud PCR produkt nukleotidy postrada, na gelu se objevi pouze jeden
nestépeny produkt (177 pb).
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177 bp

aJ
El E2 E3 E6 E7 EB E® 9 EI0 El1
PE— «—BR
i%  +H- 16N EI0
b)
) GTAAGTTGAAATY ATT

Obrazek 26: a) Nasednuti primerii SF a SR a zndazornéni amplifikovaného Useku o 177 pb, b)
Amplifikovany Usek p53p +/- 16N, c) Sekvence 16 nukleotidii u p53f s naznacenym
restrikcnim mistem. Cervené jsou oznaceny nepiepisované sekvence, svétle modrou nekddujici
prepisované sekvence, tmavé modrou kodujici sekvence, fialovou intron 9 a zlutou.

"

16 hledanych nukleotidii. "E" je oznaceni jednotlivych exonii, "i" oznaceni intronii.

Restrikéni $té€peni bylo nejprve provedeno pro plazmid 41/1, u kterého bylo znadmo,
Ze obsahuje kompletni sekvenci nukleotidt, a pro plazmid 363/3, ktery obsahoval potencialni
izoformu p53BA16 (Obrazek 27, Tabulka 17).

1500 bp
1000 bp —
500 bp —
st 177 bp
100 bp — — 129bp
— 48 bp

Obrazek 27: Restrikcni Stépeni plazmidii se znamymi sekvencemi nukleotidi

Tabulka 17: Restrikcni Stépeni plazmidit se zndmymi sekvencemi nukleotidii

Béh Vzorek PCR produkt
1 100 bp Zebricek -
2 41/1, nestépeny 1 produkt
3 41/1, §tépeny 2 produkty
4 363/3, nestépeny 1 produkt
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5 363/3, stépeny 1 produkt
6 NTC -

Potom bylo $tépeni provedeno u tfi vzorkii pacientd, u nichz dosud nebylo zndmo, zda
obsahuji p53pA16, nebo ne. U vSech ti vzorkl byly na gelu po $tépeni zietelné dva produkty,
coz znamena, ze amplifikované Gseky byly nastépeny (Obrazek 28, Tabulka 18). Kromé dvou
zietelnych produkti byl mirné patrny i produkt pivodni délky 177 pb. Vzhledem k tomu,
ze nebylo zcela jasné, zda se jedna o nedostépeny PCR produkt, nebo zda jde o p53p16, jejiz
existence ovsem dosud nebyla prokdzana, byla provedena vizualizace pomoci Bioanalyzeru,
Ktery ma vyssi rozliSovaci schopnost nez agarézova gelova elektroforéza a dokaze oddglit
produky lisici se pouhymi 16 nukleotidy.

1. B8 = 4 3 & g 8

1500 bp <.
1000 bp ——
500 bp ——
__ _177bp
100 bp —— 12: EP
—— 48bp

Obrézek 28: Restrikcni stépeni vzorkii s neznamymi sekvencemi nukleotidii

Tabulka 18: Restrikcni stépeni vzorkit s neznamymi sekvencemi nukleotidii

B¢h Vzorek PCR produkt

1 100 bp zebiicek -

2 Vzorek €. 1, nestépeny 1 produkt
3 Vzorek €. 1, Stépeny 2 produkty
4 Vzorek €. 2, neStépeny 1 produkt
5 Vzorek €. 2, Stépeny 2 produkty
6 Vzorek €. 3, neStépeny 1 produkt
7 Vzorek €. 3, Stépeny 2 produkty
8 NTC -

5.5 Analyza pomoci Bioanalyzeru

Pro analyzu pomoci Bioanalyzeru (Agilent 2100 Bioanalyzer) bylo nahodné vybrano
6 PCR produkti: 3 vzorky bunéénych linii WSU-NHL, MEC-1 a RAMOS a 3 vzorky
CLL pacienti (vzorky ¢islo 9, 10 a 11).

PCR produkty byly restrikéné naStépeny a analyzovany pomoci Bioanalyzeru. Vysledek
lze zobrazit podobné jako pii elektroforéze (Obrazek 29), pfipadné jako graficka zavislost
fluorescence na Case (ukazky jsou na Obrazku 30 a 31). Vzorky byly fazeny parové za sebou,
kdy jeden par byl vzdy tvofen neSt€épenym a Sté€penym produktem. Z obrazku je vidét,
ze U vSech vzorkt doslo ke Stépeni.
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Obrazek 29: Vystup elektroforézy z Bioanalyzeru

dolnd marker  potencidlnd p23pA1EG neftépena po3p horni marker

%

Obrazek 30: Elektroforeogram nestépeného vzorku MEC-1
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Stepend pS53pP, deldl fragment  NedoZtépeny PCR prodult p53p

dolni marker #tépend ps3p, kratd fragment paaApALa horni marker

] al 8 i) ] HI 100 11 P

Obrézek 31: Elektroforeogram stépeného vzorku MEC-1

Nestépeny amplifikovany tsek PCR produktu ma délku 177 bazi. Na Obrazku 30 je vidét
pik zaznamenany pouzitym softwarem s poétem bazi 175. Ten odpovida amplifikovanému
useku p53B. Tésné pied nim je vidét pik se softwarem vypoctenou délkou 160 pb, ktery
by mohl odpovidat hledanému p53BA16. Na Obrazku 31 je vidét nastépeny PCR produkt
p53pB jako dva piky: pik se 126 pb a pik s53 pb. To dohromady dava 179 pb a odpovida
to nestépenému produktu z Obrazku 30. Pik se 160 pb na Obrazku 31 zistal nestépeny
a neobsahuje tedy restrik¢ni misto pro Sspl-HF™., Tim je potvrzena existence kratsi varianty
pS3P - pS3PAL6.

Pro vice informaci o této nové transkripéni varianté genu TP53 by bylo potieba provést
dalsi molekularné-biologické analyzy. Delece 16 nukleotidii neni piili§ rozsahla, ale i piesto
muze vést ke zméné nékterych vlastnosti oproti p53B. Inzerce 133 nukleotidl intronu 9
u p53P vede k posunu ¢teciho rdmce a vznika predcasny stop kodon. To znamend, Ze protein
kon¢i jesté pied 16 nukleotidy, které jsou u p53BA16 deletovany a jejich delece se tedy
na proteinové urovni nijak neprojevi. Piesto mRNA p53f obsahujici téchto 16 nukleotidti by
mohla mit né¢jakou regulacni ulohu. Je ale také mozné, ze jde pouze o produkt aberantniho
sestithu v nadorovych bunkach. Luciferdzovym testem by bylo mozné zjistit, jak p53BA16
ovliviiuje transkripéni aktivitu FLp53. Zajimavé by také bylo zkoumat jeho bunécnou
lokalizaci, zjistit jeho vliv na replikacni starnuti, buné¢nou proliferaci a na dalsi d&je. Také by
bylo vhodné navrhnout specifickou PCR v realném case a pomoci ni studovat expresi
p53pA16 ve zdravych tkanich za fyziologickych podminek a také v dalSich typech
nadorovych bun¢k.
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6 ZAVER

Abnormality v genu TP53 jsou vaznym problémem pacientl postizenych rakovinou.
Obzvlasté zavazna, prestoze zdaleka ne nejCastéjsi, je pritomnost mutaci a/nebo deleci TP53
Vv buiikach hematopoetického systému. Ty totiz vedou k rezistenci na chemoterapii, rychlé
progresi a Spatné prognoze.

V ramci predkladané diplomové prace byla optimalizovana PCR, ktera byla urCena
pro amplifikaci izoformy p53p. Tato PCR je specifickd v tom, ze diky vhodnému navrzeni
primert dochazi k amplifikaci pouze nékolika nukleotidi, které obsahuje jenom pravé p53.

Déle bylo touto PCR stanoveno nejmensi mnozstvi DNA, které je po prob¢hlé reakcei jeste
detekovatelné na 1,5% agar6zovém gelu. Jako miniméalni mnozstvi bylo stanoveno
1.10° molekul.

Specificka PCR byla déale pouzita také pro screening p53B. Byla zjist'éna Cestnost jejiho
vyskytu v B-lymfocytech pacientti s chronickou lymfocytarni leukémii, tedy v nedélicich se
bunikach zastavenych v GO fazi. Jiz v diivéjsich studiich byla tato izoforma v nedélicich se
bunikach popsana a vysledky uvedené v této diplomoveé praci to potvrzuji. Dale byla
zjiStovana piitomnost p53B Vruznych typech bunéénych linii, tedy rychle se d¢licich
burikach. Pro rychle se délici bunky totiz zatim mnoho studii provedeno nebylo. Stejné jako
uCLL B-lymfocytd, i vbunétnych liniich se izoforma p53p wvyskytovala ve vSech
analyzovanych vzorcich. Pfestoze kvalitativni vysledek byl pro vSechny vzorky (CLL B-
lymfocyty i bunécné linie) stejny, kvantitativnim stanovenim by byla pravdépodobné zjiSténa
V jednotlivych vzorcich riizna mira exprese proteinu pS3f.

Béhem drivejSich analyz provadénych v CMBGT byla zachycena pfitomnost izoformy p53(,
ktera postradala 16 nukleotidli. Dosud ale v literatufe Zadna takova izoforma popsana nebyla.
Proto bylo dalSim cilem této prace provést detekci této kratSi izoformy pomoci restrikéniho
Stépeni a analyzy pomoci Bioanalyzeru. Porovnanim vystupi z Bioanalyzeru pro Stépené
anestépené vzorky byla potvrzena existence kratsi izoformy p53p, kterd byla nazvéna
p53BA16. Dalsimi metodami je mozné zjistit jeji  lokalizaci a  Ucinky.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A —adenin
AMPK - 5"adenozin monofosfat-aktivovana proteinkinaza (5' Adenosine Monophosphate-
Activated Protein Kinase)

ATM - Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR - Ataxia Teleangiectasia and Rad3 related

Bcl - B-cell lymphoma

BCR — B-bunéény receptor (B-Cell Receptor)

BRCAL - Gen 1 pro familiarni karcinom prsu/vaje¢niku (Breast Cancer 1)

C — cytosin

CD - diferen¢ni skupina (Cluster of Differentiation)

Cdk - cyklin-dependentni kindza

cDNA — komplementarni DNA (complementary DNA)

CLL — chronicka lymfocytarni leukémie (Chronic lymphocytic leukemia)

CMBGT - Centrum molekularni biologie a genove terapie

CMV - cytomegalovirus

CTD — C-terminélni doména (C-Terminal Domain)

DBD — DNA vazebna doména (DNA-Binding Domain)

EBV - virus Epstein-Barrové (Epstein-Barr Virus)

FASAY - kvasinkova funk¢ni analyza separovanych alel (Functional Analysis of Separated

Alleles in Yeast

FCR — fludarabin, cyklofosfamid, rituximab

FL — pIna délka (Full Lenght)

G — guanin

GLUT - glukézovy transporter (Glucose Transporter)

HHYV — lidsky herpes viru (Human Herpes Virus)

IASPP - inhibitory Apoptosis Stimulating Protein of p53

IWCLL-WG - International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia - sponsored
Working Group

JNK — jun kinaza (Jun Kinase)

L — smycka (Loop)

LFL - Li-Fraumeni-Like syndrom

LFS - Li-Fraumeni Syndrom

LSH — smycka-list-helix (Loop-Sheet-Helix)

MDM - Mouse Double Minute

MTOR - mammalian Target Of Rapamycin

NES — jaderny exportni signal (Nuclear Export Signal)

OD, 4D, OLD - tetramerizacni doména (Tetramerization Domain)

PCNA - proliferac¢ni antigen bunééného jadra (Proliferating Cell Nuclear Antigen)

PKB - protein kinaza B (Protein Kinase B)

PRD — doména bohata na proliny (Proline Rich Domain)

Pu — purinova baze

Py — pyrimidinova baze

Rb - Retinoblastoma protein

SV 40- Simian Virus 40
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T —tymin

TA - Transcription Activation

TAD - transaktiva¢ni doména (Transactivation Domain)

TIGAR - TP53 Induced Glycolysis And Apoptosis Regulator

WT — Wild Type

ZAP 70 - zeta asociovany protein 70 (Zeta-Associated Protein 70)
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