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Souhrn

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) patii v mnoha zapadnich zemich mezi nejcastéji se vyskytujici maligni lym-
foproliferativni onemocnéni starsich dospélych. Prognoéza tohoto heterogenniho onemocnéni je zaloZena na radé kli-
nickych a biologickych markeri. Vyznamnym prognostickym markerem CLL je také detekce poskozeni genu 7P53.
Prace prinasi vysledky retrospektivni analyzy vyskytu zmén v genu TP53 u souboru 72 pacientii s CLL. Pomoci pii-
mého sekvenovani a analyzy kiivek tani s vysokym rozliSenim (hrMCA) byly zmény genu 7P53 detekovany u 46
(64 %) vysetrenych pacienti. Primym sekvenovanim exonu 2-10 kédujicici oblasti genu 7P53 bylo u 45 (62 %) pa-
cienti nalezeno 59 zmén. Po vylouceni polymorfismu bylo mezi témito zménami u 20 (28 %) pacientu identifikova-
no 23 mutaci. Jednalo se o substituce (83 % mutaci) a delece (17 % mutaci). Funkénim disledkem substituci byly
zaménové (90 %), nesmysiné (5 %) a tiché mutace (5 %). Mutace byly z 91 % lokalizovany v DNA-vazebné doméné
(exony 5-8) genu TP53. 87 % mutaci bylo detekovano u pacientu s rizikovym onemocnénim. Byl prokazan statistic-
ky vyznamny vztah mezi vyskytem mutaci v genu 7P53 a deleci 17p (P < 0,000001). Byla také pozorovana korelace
mezi pritomnosti mutaci v genu 7P53 a stadiem onemocnéni podle Bineta (P = 0,027). Pomoci hrMCA analyzy DNA-
vazebné oblasti genu TP53 (exony 5-8) bylo u 26 (36 %) pacientu detekovano 32 nespecifickych PCR produktui. Ve srov-
nani s primym sekvenovanim je tato metodika citlivéjsi a také méné casové a laboratorné narocna. Problematicka
standardizace hrMCA ovSem prozatim znemoZziiuje jeji rutinni vyuziti pri detekci zmén genu 7P53 u pacientii s CLL.
Klicova slova: gen TP53, chronicka lymfocytarni leukemie, primé sekvenovani, analyza kirivek tani s vysokym roz-
liSenim

Summary
Kantorova B., Pavlicek J., Plachy R., Papajik T., JaroSova M.: The detection of TP53 mutations in chro-
nic lymphocytic leukemia

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common form of adult leukemia in the Western countries. CLL is
a heterogeneous disease characterized by a number of clinical and biological prognostic markers, one of the most
important being mutations of the TP53 gene. To study the TP53 gene, we retrospectively investigated 72 patients
with CLL using direct sequencing and high-resolution melting curve analysis (hrMCA). We found modifications of
the TP53 gene in 46 (64 %) patients. We detected 59 modifications of the 7P53 gene (exons 2-10) in 45 (62 %) patients
by direct sequencing. Among these modifications, we identified 23 mutations in 20 (28 %) patients. These were sub-
stitutions (83 % of the mutations) and deletions (17 % of the mutations). The substitutions comprised missense (90%),
nonsense (5%) and silent mutations (5%). Ninety one percent of the mutations were located in the DNA-binding do-
main (exons 5-8) of the TP53 gene. We detected 87 % of the mutations in patients with high-risk disease. We showed
a statistical relationship between mutations in the 7P53 gene and chromosome 17p deletion (P < 0.000001). We also
observed correlation between mutations in the 7P53 gene and Binet stage of CLL (P = 0.027). We found 32 aberrant
PCR products of the TP53 gene (exons 5-8) in 26 (36 %) patients by hrMCA. The method is more sensitive and fas-
ter than direct sequencing. However, our experience suggests that due to problems with standardization, hrMCA is
not suitable for routine detection of modifications of the gene 7P53 in patients with CLL.
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Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010, No. 2, p. 71-77.

Uvod

Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) je na zdpad-
ni polokouli nejcastéji diagnostikovanou leukemii dospé-
1€ populace. Heterogenni klinicky pribéh a odlisné bio-
logické vlastnosti onemocnéni u jednotlivych pacientt
predstavuji zdvazny problém pfi volbé optimdlni 1é¢by.
Ackoliv je v dnesni dobé u CLL zndmo mnoho prognos-
tickych markert, u fady z nich chybi standardizovana de-
tekéni metodika (1, 2, 3).

Gen TP53 kéduje vyznamny nddorovy supresor, podi-

lejici se zejména na regulaci bunéného cyklu. Ztrita
funkce proteinu p53 byla pozorovdna u mnoha solidnich
tumord a hematologickych malignit IARC TP53 Data-
base, 2008 R13). Gen TP53 se nachdzi na kratkém rame-
ni chromozomu 17, v pruhu 17p13.1. Delece této geno-
vé oblasti patfi mezi vyznamné neptiznivé prognostické
markery CLL (4, 5). Nejcastéji detekovanymi zménami
genu TP53 jsou substituce, lokalizované zejména v DNA-
vazebné doméné. Jejich funkénim diisledkem byvaji zpra-
vidla zdménové mutace. U fady nddorovych onemocné-
ni véetné CLL je vyskyt mutaci v genu TP53 spojen s ne-
pfiznivou prognézou (6, 7).
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V souc€asné dobé& je stanoveni zmén v genu TP53 za-
loZeno predevsim na piimém sekvenovani, které je vSak
znacné Casove a laboratorné naro¢né a je nahrazovano ji-
nymi detekénimi piistupy (7, 8, 1012, 18). Rada praco-
vist’ pro urceni genovych zmén a zejména substituci vy-
uziva analyzy kfivek tani s vysokym rozlisenim (hrMCA)
(9-12). Cilem této préce bylo stanovit vyznam rutinniho
vyseteni genu 7P53 pomoci analyzy hrMCA u pacientt
s CLL jako alternativni metody k pfimému sekvenovani.

Metodika

Charakteristika pacientii

VySetfovany soubor tvorilo 72 pacientd s CLL, ktef{
byli diagnostikovani a 1é¢eni v letech 2000-2008 na HOK
FN a LF UP v Olomouci. Vék pacientti v dobé diagnozy
se pohyboval v rozmezi 35-81 let (medidn 58 let). Do
souboru bylo zahrnuto 26 Zen a 46 muzd. Stadium one-
mocnéni podle Bineta bylo znamo u 67 pacientt. V dobé
odbéru biologického materidlu se 44 (66 %) téchto paci-
entll nachdzelo v pokro¢ilém stadiu onemocnéni (Binet
B/C). Pomoci FISH analyzy byly u 63 (88 %) ze 72 vy-
Setfenych pacienti detekovany ndsledujici cytogenetické
abnormality: 13q- (51 % pacientti, zpravidla v kombina-
cis 11g- a/nebo 17p-), 11g- (42 % pacientt), 17p- (25 %
pacientil), +12 (6 % pacientt), 6q- (3 % pacientl), 2p+
(4 % pacienttl), komplexni karyotyp (3 % pacienti). Mu-
tacn{ status genu IgVH byl uréen u 70 pacientt, pfi¢emz
nemutovany stav genu /gVH byl prokdzan u 52 (74 %)
pacientd.

Vysetfovany pacientsky soubor byl z hlediska porov-
nani Cetnosti vyskytu mutaci v genu 7P53 v zavislosti na
charakteru onemocnéni rozdélen na dvé skupiny. Prvni
skupinu (skupina A) tvorilo 38 pacienti s rizikovou CLL
(kombinace nepfiznivych chromozomovych zmén a/ne-
bo nemutovaného stavu genu IgVH). Do druhé skupiny
(skupina B) bylo zahrnuto 34 pacientd, ktefi byli vybra-
ni ndhodné, bez ohledu na stadium a klinicky priibéh one-
mocnéni (klinickd a laboratorni charakteristika souboru
pacientt viz tab. 1).

Izolace DNA, RNA a prepis do cDNA

Biologicky material tvorily DNA a RNA izolované
z leukocytli, mononuklearnich bunék a bunék CD19+ pe-
rifern{ krve, piipadné kostni diené pacientl. Pro izolaci
DNA byly pouzity fenol-chloroformova extrakce (13)
a Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega).
RNA byla ziskdna pomoci TRIZOL Reagent (Invitrogen)
nebo fenol-chloroformovou extrakei s guanidin izothio-
kyandtem (14). Reverzni transkripci byla z izolované pa-
cientské RNA obdrZzena cDNA (15).

Primé sekvenovani

Vychozim materidlem pro pfimé sekvenovani byly pa-
cientské cDNA a DNA. Na trovni cDNA byla pomoci
primerti TP53 F/R (16) amplifikovana oblast exonti 2—10
genu TP53 (délka PCR produktu 1150 bp). Reakce pro-
bihala za nasledujicich podminek: 94 °C 4 min. (1x);
94 °C 405,57 °C40s,72 °C 2,15 min. (35x); 72 °C 10
min. (1x) (2720 Thermal Cycler; Applied Biosystems).
Utinnost amplifikace byla ovéfena na 1-2% agarézovém
gelu a purifikované PCR produkty (QIAquick® Gel Ex-
traction Kit; Qiagen) slouZily jako templdt pro sekvenac-
ni PCR (BigDye® Terminator v 1.1. Cycle Sequencing
Kit; Applied Biosystems).

Analyza DNA byla pouZita pii ovéfeni vysledki me-
tody hrMCA. Pomoci specifickych primert (10) byly am-
plifikovany oblasti exont 5,6, 7, 8 genu TP53 (délka PCR
produktl 285, 258, 219 a 287 bp). Reakce probihaly za
stanovenych podminek (2720 Thermal Cycler; Applied
Biosystems) (10). PCR produkty byly pfimo pouzity pro
sekvenacni PCR (BigDye® Terminator v 1.1. Cycle Se-
quencing Kit; Applied Biosystems).

PCR produkt velikosti 1150 bp byl amplifikovan po-
moci forward primerd TP53 F1, TP53 F2 (16) a TP53 F3
(5"-CTCTGACTGTACCACCATCCAC-3"). PCR pro-
dukty odpovidajici exontim 5, 6, 7, 8 byly resekvenova-
ny v obou smérech za pouziti specifickych primeri (10).
Sekvenacni PCR probihala za standardnich podminek
(Alpha™ Unit Block Assembly for DNA Engine® Sys-
tems; BIO-RAD). Sekvenaéni PCR produkty byly puri-
fikovany podle standardni etanolové metody nebo pomo-

Tab. 1. Klinickd a laboratorni charakteristika vySetfovanych pacientt s CLL.

Prognostické markery CLL

Pacienti s rizikovou CLL
(skupina A)

Nahodné vybrani pacienti s CLL
(skupina B)

Vékovy medidn

57,5 let

58 let

Pocet muzd

25/38 (66 %)

21/34 (62 %)

Stadium onemocnéni podle Bineta

A 9/37 (24 %)
B/C 14/30 (47 %)

28/37 (76 %)
16/30 (53 %)

Chromozomové zmény(D

pfiznivé — izolovand 13q- nebo normdlni karyotyp 3/38 (8 %) 17/34 (50 %)
nepiiznivé - 17p-, 11g-, 6q-, 2p+, komplexni karyotyp 35/38 (92 %) 14/34 (41 %)
17p- 16/38 (42 %) 3/34 (9 %)

Mutacni status genu IgVH
mutovany
nemutovany

5/38 (13 %)
33/38 (87 %)

13/32 (41 %)
19/32 (59 %)

(Dnezafazena +12 z divodu nejednoznaéného prognostického vyznamu
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Tab. 2. Charakteristika pacientd s rizikovou CLL (skupina A) z hlediska vyskytu mutaci v genu TP53 ur€enych pfimym sekvenovdnim a aberant-

nich PCR produktt detekovanych analyzou hrMCA.

Sekvenovéni hrMCA
Pacient Lokalizace mutace Charakterizace mutace Charakterizace mutace | Predikovand zbytkovd | Lokalizace
exon na genové urovni* na proteinové drovni* | aktivita p53 (%)* zmény exon
4A ) ) ) ) 7
5A 7 ¢711G>T(D) p.M2371 043 7
8A 7 c.722C>A p.S241Y 6,57 7
10A 5 c.536A>T p.-HI79L 21,26 5b
11A 6 c.584T>A p.I195N 10,54 6
8 c.820G>T p.V274F 0,84 8
12A 8 c.818G>AD) p.R273H 1,01 8
14A 6 c.578A>T p-HI93L 11,02 6
8 c.818G>A(1) pR273H 101 8
15A 7 ¢707A>G(D P.Y236C 0,70 7
20A 7 c.773A>C p.E258A 0,00 7
21A ) ) ) ) 7
27A 5 c.503A>T p.-HI168L 9,78 5b
28A 5 c499C>T p.Q167X 0,00 5b
30A 5 ¢.[527G>T;528C>T] p.C176F 22,88 Sb
31A 4 ¢.96_116del p-S33QfsX5 ND )
) ) ) ) 7
32A 6 c.589G>A p.VI97TM 5,55 6
33A 8 ¢.817C>T(D p.R273C 091 8
34A ) ) ) ) 7
35A () ) () () 6
36A 7 c.[743G>T;744G>T] p.R248L 0,00 7
37A ) ) ) ) 6
8 c814G>A(D p.V272M 8,79 8
38A 4 c.119T>C p-M40T 49,60 )
8 c.885T>C p.P295P ND 8
Vysvétlivky: (D hot spot” mutace; (-) nepfitomnost sledovaného znaku; ND nedostupné data; * mutacni charakterizace pomoci programu MUT-

TP53 a IARC TP53 Database, 2008 R13

Tab. 3. Charakteristika ndhodné vybranych pacientdi s CLL (skupina B) z hlediska vyskytu mutaci v genu 7P53 uréenych pfimym sekvenovéanim

a aberantnich PCR produkti detekovanych analyzou hrMCA.

Sekvenovéni hrMCA
Pacient Lokalizace mutace Charakterizace mutace Charakterizace mutace | Predikovand zbytkovd | Lokalizace
exon na genové drovni* na proteinové drovni* | aktivita p53 (%)* zmény exon
B ) ) ) ) 6®)
8 ¢.843_860del p.R282RfsX58 ND 8
19B 5-6 ¢.375_673del p.T125_V225del ND 5a,5b, 6
24B ) ) ) ) 6®
29B 8 ¢.889delC p.-H297TfsX48 ND 8
31B ) ) ) ) 5a

Vysvétlivky: ® pravdépodobny ndlez polymorfismu ¢.639A>G, R213R; (-) nepfitomnost sledovaného znaku; ND nedostupnd data; * mutacni cha-
rakterizace pomoci programu MUT-TP53 a IARC TP53 Database, 2008 R13

ci komerc¢niho kitu Agencourt® CleanSEQ (Beckmann
Coulter Company).

Sekvence byly analyzovany na ABI PRISM® 3100 Ge-
netic Analyzer (Applied Biosystems) a vyhodnoceny pomo-
ci Sequencing Analysis Software v5.3.1 (Applied Biosys-
tems). Revidované sekvence byly v programu Biology
Workbench 3.2. (SDSC) porovnény se sekvencemi referenc-
nimi (NCBI GenBank®: NM_000546.3, NC_000017:
€7531642-7512445; www.ncbi.nlm.nih.gov). Detekované
sekvenni zmény byly charakterizovdny pomoci programu
MUT-TP53 (http://p53 free.fr/). Funkéni disledek mutaci

byl urcen na zdkladé TARC TP53 Database, 2008 R13
(www-p53.iarc fr).

Analyza kiivek tani s vysokym rozliSenim (hrMCA)
Vychozim materidlem pro analyzu hrMCA byla DNA
pacientti. Pro amplifikaci oblasti exont 3, 6, 7, 8 (délka
PCR produkti 136 bp, 190 bp, 222 bp, 200 bp, 245 bp)
byly pouzity specifické pary primert. Exon 5 byl rozdé-
len na dva dseky (oznacené exon 5a a exon 5b) a ampli-
fikovan pomoci dvou parQ primerd (10). Podminky re-
akce byly optimalizovdny na zdkladé doporuceni vyrob-
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Tab. 4. Medidny teplot tani PCR produkti stanovené pomoci analyzy hrMCA.

Charakteristika pacientti Jednotlivé exony Medidn Tm standardnich Tm nespecifickych PCR
skupin pacientd PCR produktii (95% CI) PCR produkti
Pacienti s rizikovou CLL Exon 5a 89,60 (89,530-89,620) 88,94PK
(skupina A) Exon 5b 91,14 (91,102-91,190) 90,94; 91,09; 91,17; 91 42PK
Exon 6 86,53 (86,504-86,572) 86.4; 86,43; 86,43; 86,47PK; 86,52; 86,54
Exon 7 88,46 (88.,405-88,546) 88,03; 88,19; 88,3; 88.41PK; 88.41; 88,59PK;
88.93; 88,97; 89,07
Exon 8 88,32 (88,300-88,360) 88,07; 88,11PK; 88,15; 88,18PK; 88,37; 88.4
Nahodné vybrani pacienti Exon 5a 89,03 (89,006-89,064) 89,01PK; 89,09
s CLL (skupina B) Exon 5b 91,22 (91,110-91,240) 90,99PK; 91,11
Exon 6 86,38 (86,350-86,384) 86,28; 86.,4PK; 86.,48; 86,58
Exon 7 87,93 (87,894-87,970) 88,08PK; 88,14PK
Exon 8 88,18 (88,126-88,220) 87.,54; 87,93PK; 88,08

Vysvétlivky: PK pozitivni kontrola; CI konfidenénf interval; Tm teploty tan{

ce (LightCycler® 480 Real-Time PCR System; Roche
Applied Science). Vyhodnoceni kfivek tan{ a urcenf tep-
lot tani PCR produktd bylo provedeno pomoci LightCyc-
ler® 480 Software 1.5.0 (Roche Applied Science).

Statistické analyzy

Korelace mezi pfitomnosti mutaci, piipadné polymor-
fism@ v genu 7P53 a stadiem CLL podle Bineta byla sta-
novena pomoci Chi-kvadrat testu. Za pouZiti Fisherova
exaktniho testu byl ur€en vztah mezi vyskytem mutaci
v genu TP53 a pohlavim, deleci 17p, pfipadné mutacnim
statutem genu /gVH (MedCalc Statistical Software 10.3;
MedCalc Software). Statisticky vyznamny vztah mezi
proménnymi byl prokazan, pokud bylo P < 0,05.

Vysledky

Ve vysetfovaném souboru 72 pacienttl byly pomoci pii-
mého sekvenovani a analyzy hrMCA detekovany zmény
genu TP53 celkem u 46 (64 %) pacientd.

Pomocfi pfimého sekvenovani oblasti kodujici sekvence
genu TP53 (exony 2-10) bylo nalezeno 59 zmén u 45 (62
%) pacientii. Mezi témito zménami bylo u 33 (46 %) pa-
cientd uréeno 36 polymorfismi ndsledujicich typi:
c.108G>A, P36P; c.215G>C, R72P; c.639A>G, R213R.
Kromé polymorfismil bylo v genu 7P53 u 20 (28 %) pa-
cientl detekovano 23 mutaci. Jednalo se o substituce (83
% mutaci) a delece (17 % mutaci). Substituce byly prici-
nou vzniku zaménovych (90 %), nesmyslnych (5 %) a ti-
chych mutaci (5 %). V ramci zdménovych mutaci byly
identifikovany také tzv. hot spot mutace, lokalizované v ko-
donech 236,237,272 a 273 (charakteristika pacientt z hle-
diska zachytu mutaci viz tab. 2, 3). Detekované mutace se
nachdzely v oblasti DNA-vazebné domény genu 7P53, od-
povidajici exontim 5-8 (91 % mutaci) a v exonu 4 (9 %
mutaci). 87 % mutaci bylo nalezeno u pacientd s rizikovym
onemocnénim (skupina A). U ndhodné vybrané skupiny pa-
cientli s CLL (skupina B) bylo v genu 7P53 identifikova-
no 13 % mutaci, pri¢emz se jednalo pouze o delece.

Vékovy median 20 pacientl s detekovanou mutaci ge-
nu 7P53 byl 59,5 let. 14 (70 %) pacientu tvorili muzi, zby-

vajicich 6 (30 %) Zeny. Ve skupin€ pacientti s mutaci ge-
nu TP53 se jich 14 (74 %) nachdzelo v pokrocilém sta-
diu CLL (Binet B/C). Stadium A onemocnéni podle Bi-
neta bylo prokdzano u 5 (26 %) pacientd. Mezi pacienty
s detekovanou mutaci genu 7P53 byly zaznamendny né-
sledujici cytogenetické zmény: 17p-u 17 (85 %) pacien-
td, 13g- u 11 (55 %) pacientt, 11g- u 2 (10 %) pacienti,
+12u 1 (5 %) pacienta, 2p+ u 1 (5 %) pacienta, kom-
plexni karyotyp u 1 (5 %) pacienta. U 16 (80 %) pacien-
tl s prokdzanou mutaci genu 7P53 byl uren nemutova-
ny stav genu /gVH. Mutovany stav genu /gVH byl stano-
ven u 4 (20 %) pacientu.

Na zdkladé statistické analyzy byla prokdzana korela-
ce mezi pfitomnosti mutaci v genu 7P53 a deleci 17p
(P <0,000001) a také mezi vyskytem mutaci v genu TP53
a stadiem CLL podle Bineta (P = 0,027). Nebyl proka-
zan vztah mezi pfitomnosti mutaci v genu 7P53 a pohla-
vim (P =0,591) a také nebyla potvrzena souvislost mezi
vyskytem mutaci v genu 7P53 a mutacnim statutem ge-
nu IgVH (P =0,559). Statisticky vyznamna nebyla ani ko-
relace mezi stadiem onemocnéni podle Bineta a polymor-
fismem c.215G>C, R72P v genu TP53 (P = 0,503).

Pomoci hrMCA analyzy exoni 5, 6,7 a 8 genu TP53
bylo u 26 (36 %) pacienttl detekovano 32 nespecifickych
PCR produktt (viz tab. 2, 3). 75 % téchto PCR produktt
bylo ur¢eno u pacienti s rizikovou CLL (skupina A). Zby-
vajicich 25 % aberantnich PCR produktd bylo nalezeno
u ndhodné vybraného souboru pacientl (skupina B).
Mezi nespecifickymi a standardnimi PCR produkty neby-
ly pozorovany vyznamné rozdily ve stanovenych teplo-
tach tani (viz tab. 4). VSechny aberantni PCR produkty
byly urCeny podle odlisnych profild (amplituda a/nebo
tvar) prislusnych kiivek tani.

Diskuse

Pfitomnost mutaci v genu 7P53 je nepfiznivym pro-
gnostickym markerem fady lidskych nddorovych one-
mocnéni. Mnoho souc¢asnych studif potvrdilo klinicky vy-
znam sledovani poSkozeni genu TP53 také u pacientl
s CLL (7,8, 17). Casto se vak Iisf v pouzivané detekéni
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metodice (4,7, 18). Standardnim pristupem, rutinné vyuzi-
vanym pro uréeni zmén genu 7P53 je pfimé sekvenovani.
Tato metoda je vSak v soucasnosti do urcité miry nahrazo-
véna jinymi pfistupy (7, 12). Diivodem je zejména Casova,
laboratorni naro¢nost a také pomérné nizka citlivost piimé-
ho sekvenovani (10, 17). Pri detekci genovych zmén u pa-
cientd s CLL je moZné citlivost sekvena¢ni analyzy zvysit
pouzitim genetického materidlu izolovaného z leukemic-
kych B-lymfocytti (CD19+ bunék). Stanoveni zmén v ké-
dujici oblasti genu 7P53 na tirovni cDNA umoziuje sniZit
laboratorni naklady. Pfi pouZiti tohoto pristupu je mozné de-
tekovat také alternativni transkripty genu 7P53, které mo-
hou byt prognosticky vyznamné (18, 19). Z divodu mini-
malizace laboratornich nékladi je navic fada pracovist’ za-
méfena pouze na analyzu oblasti DNA-vazebné domény,
kde je lokalizovdno zhruba 94 % dosud publikovanych mu-
taci genu TP53 (IARC TP53 Database, 2008 R13). Také
v naSem piipadé byla vétSina mutaci genu 7P53 (91 %) de-
tekovdna v DNA-vazebné doméné (exony 5-8). Nélez pro-
gnosticky nepfiznivych zmén mimo tuto oblast ov§em sou-
Casné prokdzal vyznam analyzy celé genové sekvence (6).

Mutace v genu TP53 jsou bézné detekovany u 10-15
% pacientti s CLL. Nar(st jejich vyskytu je pfitom zpra-
vidla pozorovén u pacientd s rizikovym onemocnénim,
intenzivné 1é¢enych a v pokrocilém stadiu CLL (7,8, 17).
Tuto skutecnost prokazaly také naSe vysledky, kdy byly
mutace genu 7P53 nalezeny u 20 (28 %) vysetfenych pa-
cienttl, a to prevazné s rizikovou CLL.

Nejcastéji identifikovanymi zménami genu 7P53 jsou
substituce, které tvoii u pacientl s CLL piiblizné 82 % vsech
mutaci (IARC TP53 Database, 2008 R13). U naseho sou-
boru bylo zastoupeni téchto mutaci obdobné, vyskytovaly
se v 83 %, a to pouze u pacientt s rizikovou CLL. Substi-
tuce detekované v genu TP53 jsou zpravidla pfi¢inou zame-
novych mutaci. U pacientt s CLL se jejich ¢etnost pohy-
buje kolem 89 % (IARC TP53 Database, 2008 R13). Také
u naseho souboru pacientl byly funkénim disledkem sub-
stituci nejCastéji zaménové mutace, které tvorily 90 % téch-
to zmén. Mezi nimi byly identifikovany rovnéZ tzv. hot spot
mutace, které jsou zpravidla spojeny s klinicky agresivnim
prubéhem CLL (6). Ve vySetfovaném souboru byly ,hot
spot” mutace lokalizovany v kodonech 236,237,272 a 273,
které Casto podléhaji mutacim nejen u pacientl s CLL, ale
také u fady dalSich nadorovych onemocnéni. VSechny de-
tekované substituce s vyjimkou c¢.885T>C, p.P295P u pa-
cienta ¢. 38A jsou popsany vV literatufe (podle IARC TP53
Database, 2008 R13). Kromé substituci byly u vysetfova-
nych pacientti nalezeny také delece, které vsak tvorily pou-
ze 17 % mutaci, coZ je v souladu s publikovanymi daty (7,
17). Tyto delece byly pozoroviny zejména u ndhodné vy-
branych pacientd a nebyly dosud literdrné popsané (podle
IARC TP53 Database, 2008 R13).

Zbytkova aktivita proteinu p53, predikovand na zdkladé
vysledki funkéniho testu FASSAY (IARC TP53 Database,
2008 R13), se u nasi skupiny pacientd s detekovanou mu-
taci genu 7P53 pohybovala v rozmez{ 0,00 — 49,60 %. V pii-
padé ,.hot spot” mutaci, které jsou typické pro progresivni
charakter onemocnéni, se jednalo o hodnoty 0,43 — 8,79 %.

Je nutno podotknout, Ze se tyto hodnoty tykaji predevsim
skupiny pacientt s rizikovou CLL, protoZe presny funkéni
diisledek uréenych deleci nenf prozatim zndm. Kratké de-
lece identifikované u pacientti ¢. 31A, 7B a 29B vedly k po-
sunu ¢teciho ramce, vzniku STOP kodonu a nasledné zkra-
ceného proteinu. Lze predpokladat, Ze nejvétsi vliv na ome-
zen{ funkce proteinu p53 bude mit delece detekovand u pa-
cienta €. 31A (rizikovd CLL). Na rozdil od deleci zasahuji-
cich exon 8 u pacienti ¢. 7B a 29B je jeji zacatek lokalizo-
van v exonu 4 genu TP53 a zéhy vede ke vzniku STOP ko-
donu. U pacienta ¢. 19B byla v DNA-vazebné doméné, kte-
rd je nezbytnd pro vazbu proteinu na promotory cilovych
gend, nalezena delece exont 5 a 6 genu 7P53. Presnou lo-
kalizaci této rozsdhlé mutace na DNA trovni se vSak do-
sud nepodafilo ur¢it. Na zdkladé téchto vysledk je zfej-
mé, Ze detekované mutace vedly ke zna¢nému omezeni
funkce proteinu p53. Zaroven bylo potvrzeno, Ze mutace
genu TP53 stanovené u pacientt s rizikovou CLL mély vét-
Sinou vice nepiiznivy disledek na proteinovou funkci ve
srovndni s mutacemi detekovanymi u ndhodné vybraného
souboru pacientt.

Poskozeni genu 7P53 je zpravidla pozdni udalosti ve vy-
voji CLL. Vyskytuje se zejména u pacientil v pokro¢ilé fa-
zi onemocnéni, s nepfiznivymi chromozomovymi zména-
mi a také nemutovanym stavem genu IgVH (17). V naSem
pfipadé se v pokrocilém stadiu CLL (Binet B/C) nachéze-
lo 14 (74 %) pacientl s mutaci genu 7P53.V souladu s pub-
likovanymi daty (7,17) byla u vétSiny, a to 17 (85 %) vy-
Setfenych pacientli s mutaci genu 7P53 detekovana delece
17p. U zbyvajicich 3 (15 %) pacientti byly zaznamenéany
delece 11q a 13q. Recentni publikace uvadéji, Ze ackoliv je
pritomnost mutaci v genu 7P53 bez vyskytu 17p- u pa-
cientli s CLL pomérné vzdcnd, je také spojena s nepfizni-
vou prognézou (7, 17). Nemutovany stav genu IgVH byl
stanoven u 16 (80 %) pacientd s mutaci genu 7P53. 1 kdyz
je zvySeny vyskyt nemutovaného stavu genu IgVH u paci-
entll s prokazanymi mutacemi genu 7P53 literdrné popsa-
ny (7, 17), u naseho souboru je zfejmé podminén cilenym
vybérem analyzovanych pacienttl.

Kromé mutaci byly v genu 7P53 nalezeny u 33 (46 %)
vySetfenych pacientli také polymorfismy. Nejcastéji se jed-
nalo o substituci ¢.215G>C, R72P. Tato nukleotidova va-
rianta je u pacientti s CLL Casto detekovdna, avsak jeji vy-
znam na prognézu onemocnéni nebyl dosud potvrzen (20,
21), co ukazaly rovnéZ naSe vysledky. Prognosticky vyznam
polymorfismil ¢.639A>G, R213R (20) a ¢.108G>A, P36P
neni u CLL dostate¢né prostudovan. V nasem piipadé ne-
byl uréen z diivodu nizkého poctu vstupnich dat.

Na zdklad¢ statistické analyzy byl u vySetfenych paci-
entd prokdzdn vztah mezi vyskytem mutaci v genu 7P53
a stadiem CLL podle Bineta (P =0,027) a také mezi pfitom-
nosti mutaci v genu 7P53 a deleci 17p (P < 0,000001). Ty-
to vysledky jsou v souladu s publikovanou literaturou (17).
Statisticky vyznamn4 korelace mezi vyskytem mutaci v ge-
nu 7P53 a muta¢nim statutem genu I/gVH nebyla proka-
zana (P=0,559). Pravdépodobnym ditvodem je vySe zmi-
nény selektivni vybér pacientll a tim zkreslen{ vysledku
statistické analyzy.
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Pro stanoveni zmén genu 7P53 je pouZivana fada me-
todik. Kromé piimého sekvenovani a FISH analyzy, pro-
vadénych standardné na fad€ pracovist’, se v soucasné do-
bé dostavaji do popredi dalsi detekéni pristupy. Jedna se
zejména o funkéni analyzu (FASSAY) (18, 22), denatu-
raéni vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii
(DHPLC) (7, 17, 23), metodu MLPA (24) a také hrMCA
(10-12). V nasem pripadé byla ke stanoveni zmén v genu
TP53 pouzita analyza hrMCA. Prednostmi této metodiky
jsou zejména vysoka citlivost a jednoduché provedent, di-
ky ¢emu je v soucasnosti vyuzivana fadou laboratofi pri
mutaéni analyze (9), v€etné detekce zmén genu TP53 u pa-
cientll s nddorovym onemocnénim prsu (10-12).

Pomoci hrMCA analyzy oblasti DNA-vazebné domé-
ny (exony 5-8) genu TP53 bylo u 26 (36 %) vysetienych
pacientt nalezeno 32 nespecifickych PCR produktii. Ve
srovnani s piimym sekvenovanim dané oblasti bylo navic
detekovano 7 aberantnich PCR produkti. Pfi¢inou je
pravdépodobné vétsi citlivost analyzy hrMCA (10,12).
Vzhledem k tomu, Ze nebylo mozné na zakladé nameére-
nych teplot tan{ odliSit standardni a nespecifické PCR pro-
dukty, analyza se opirala pouze o vyhodnoceni profilu kfi-
vek tani. Ackoliv je tento pfistup vyuZzivan pri mutacni
analyze fadou laboratofi (10—12), nase zkuSenosti pouka-
zuji na velkou subjektivnost hodnoceni a tedy moZnost
rozdilné interpretace ziskanych vysledkl. Standardizace
metodiky hrMCA je navic znesnadnéna problematickou
volbou vhodnych pozitivnich kontrol. Mutace v genu
TP53 totiz u vétSiny pacientl s CLL pfedstavuji sekun-
déarni zmény s vyskytem na riznych genovych mistech
(IARC TP53 Database, 2008 R13). Z vysledki nasi pra-
ce vyplyvd, Ze vyuziti hrMCA pro rutinni detekci
zmén genu TP53 u pacientti s CLL neni zatim vhodné.

Zavér

Prace potvrdila nepfiznivy vyznam vyskytu mutac{
v genu TP53 u pacientl s CLL. Analyza kédujici oblasti
genu 7P53 odhalila mutace u 20 (28 %) vysetrenych pa-
cientll, a to pfevdzné s rizikovym onemocnénim. Kromé
mutaci popsanych v literatuie byly v genu TP53 naleze-
ny také dosud nepublikované zmény. Jednalo se o sub-
stituci ¢.885T>C, p.P295P a vSechny detekované delece
(podle IARC TP53 Database, 2008 R13). Uréené muta-
ce maji prokazatelny vyznam na proteinové trovni. Vliv
polymorfismt genu TP53 na prognézu CLL nebyl potvr-
zen. Ackoliv je pfimé sekvenovani standardni metodou
pro uréeni zmén v genu TP53, je nezbytné optimalizovat
dalsi detekeni pristupy.
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Vybér z tisku a zpravy o knihach

Identifying autoimmune lymphoproliferative syndrome in children with Evans syndrome:

a multi-institutional study

Alix E. Seif, Catherine S. Manno, Cecilia Sheen, Stephan A. Grupp and David T. Teachey
Divisions of Hematology and Oncology, Department of Pediatrics, Children’s Hospital of Philadelphia, PA,
and Department of Pediatrics, New York University School of Medicine, New York

Blood, 18 March 2010, Vol. 115, Number 11, pp. 2142-2145

Autoimunitni lymfoproliferativni syndrom (ALPS) je
syndrom porusené lymfocytové homeostizy zpisobeny
defektem Fas — zprostfedkované apoptdzy. Klinické pro-
jevy zahrnuji autoimunitni cytopenie, organomegalii,
lymfadenopatii a zvySené riziko malignity. Podobné kli-
nické projevy jsou u Evansova syndromu (ES). Autofi
predpoklddali, Ze ¢ast pacientd s ES miZe mit ALPS.
K potvrzeni své hypotézy provedli studii souboru 45 dét-
skych pacientti z 22 tstavi s ES (pramérny vék pii diag-
néze 7,1 roki). K uréeni prevalence ALPS vyhodnotili
pocet dvojité negativnich T-lymfocytd v periferni krvi
(DNTs) s fenotypem CD3+CD4 CD8 TCR-0/8+ jako sc-
reening ALPS u pacientd s Evansovym syndromem a vy-
Setfili Fas — zprostfedkovanou apoptdzu in vitro. U 21 pa-
cientd (47 %) ze 45 celkem zatazenych pacientd zjistili
zvySeny pocet DNTs a defektni Fas — zprostfedkovanou
apoptézu v souhlase s diagnézou ALPS. Klinické fakto-
ry pro predikci defektni Fas — zprostfedkované apoptdzy

byly: zdvaZnost cytopenii (vyZadujicich 1é€bu imunosup-
resivy alespon dvakrat za rok), pritomnost lymfadenopa-
tie a zvySeni IgG. U 4 pacientl z 21 vSak nebyla klinic-
ky zjistitelnd lymfoproliferace. Zda tito pacienti méli
frustni formu ALPS nebo ALPS-like syndrom, je disku-
tabilni. Specifické cytopenie a hematologické protilatky
nebyly smérodatné pro ALPS, ani ANA, APLA nebo he-
patomegalie. Autofi shrnuli v zdvéru: (1) signifikantni
procento pediatrickych pacientti s ES ma ALPS, (2) z4-
vaznost a pfitomnost cytopenii predikuje diagndzu, (3)
nékteré déti bez klasickych zndmek lymfoproliferace jsou
také v riziku. Vzhledem k vyznamnym rozdilim v tera-
pii ALPS a ES doporucuji, aby vSechny déti s ES byly
podrobeny screeningu ALPS pomoci DNTs jako soucdst
jejich diagnostického vyhodnoceni.
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