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Nazev prace: Vysetieni MPL u myeloproliferativnich onemocnéni

Tato bakalafska prace zpracovava téma myeloproliferativnich onemocnéni v souvislosti
s mutacemi v MPL genu. Jejim cilem bylo zavést vysetfovaci laboratorni postupy na oddéleni
molekularni genetiky v Krajské nemocnici Liberec, a.s. Zvolenim pouzitych metod jsem tuto
metodu zavedla a je mozné ji na nasem pracovisti vySetiovat. Uréenim konkrétni mutace je
mozné 1épe urcit diagndzu pacientli s myeloproliferativnimi onemocnénimi a nastavit tak

vhodnou 1é¢bu.

Cil prace:

Cilem bakaldiské prace bylo seznamit se s problematikou myeloproliferativnich
onemocnéni a s jejich zédkladni charakteristikou. Déle podrobné seznameni se s problematikou
a vyznamem mutaci v MPL genu u myeloproliferativnich onemocnéni. Hlavnim cilem bylo
zavést a osvojit si metody pouzivané pii stanoveni mutaci MPL genu na pracovisti molekularni

genetiky v Krajské nemocnici Liberec, a.s.

Metody:

V metodické ¢asti jsou popsany pracovni postupy, které jsem zavedla pro diagnostiku
mutace v MPL genu na pracoviSti molekularni genetiky Krajské nemocnice v Liberci, a.s.
Jedna se o nasledujici metody:

1. Izolace granulocytl z plné nesrazlivé krve metodou gradientové centrifugace
2. Kolonkové izolace DNA
3. Real-time PCR s vyuzitim hybridiza¢nich FRET sond



Zavér:
Shrnuti problematiky mutaci MPL genu u myeloproliferativnich onemocnéni
s moznostmi jejich detekce. Diky optimalizovani a zavedeni laboratorni metodiky pro

stanoveni mutaci v MPL genu jsme schopni nyni na naSem pracovisti vySetiovat mutace v MPL

genu.

Klic¢ova slova: MPL gen, MPL mutace, hematopoéza, trombopoetin, trombopoetinovy

receptor, myeloproliferativni neoplazie, real-time PCR
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Title: Examination of MPL in myeloproliferative diseases

This bachelor thesis is focused on the myeloproliferative diseases related to mutations
in the MPL gene. By identifying a specific mutation, it is possible to determine the diagnosis
of patients with myeloproliferative diseases and thus set appropriate treatment. This thesis,
therefore, aimed to introduce new diagnostic procedure at the Department of Molecular

Genetics at the Regional Hospital Liberec.

The aims of the work:

The first objective was to get acquainted with the myeloproliferative diseases and their
essential characteristics. The second objective was to study the role of mutations in the MPL
gene in myeloproliferative diseases. The main aim was then to introduce a method for the
determination of MPL gene mutations at the Department of Molecular Genetics at the Regional

Hospital Liberec.

Methods:

The methodological part describes the protocol that I established for the diagnosis of
mutations in the MPL gene:

1. Isolation of granulocytes from whole non-coagulated blood by gradient
centrifugation

2. DNA column isolation

3. Real-time PCR using hybridization FRET probes

Conclusion:

The bachelor thesis summarizes the role of the MPL gene mutations in

myeloproliferative diseases and the methods for their detection. The protocol for the



determination of mutations in the MPL gene was optimized and successfully implemented into

laboratory praxis in the hospital.

Key words: MPL gene, MPL mutations, hematopoiesis, thrombopoietin, thrombopoietin

receptor, myeloproliferative neoplasms, real-time PCR
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1. Uvod

Myeloproliferativni onemocnéni zahrnuji nékolik chorob, jejichz zakladni
charakteristikou je maligni pfeména kmenové bunky. To nasledné¢ vede k nadmérné tvorbé
krevnich bunék a rozvoji klinicky zadvaznych stavi, které jsou piislusné specifikovany dle
mezinarodné¢ uznavané klasifikace. Problematika myeloproliferativnich onemocnéni zahrnuje
nespocet individualnich a proménlivych faktori na trovni morfologické, klinické
1 molekularni. Diky sledovani konkrétnich bun€k a jejich numerickych a morfologickych
odli$nosti je mozné urcit konkrétni onemocnéni.

MPL gen koduje informaci pro vznik trombopoetinového receptoru, na ktery se vazi
molekuly trombopoetinu, jejichz hlavni funkci je regulace spravného vyvoje krvetvornych
kmenovych bun¢k. Tim je trombopoetin nezbytny pro spravnou krvetvorbu. Mutace postihujici
MPL gen vedou ke zméndm citlivosti receptoru vici trombopoetinu a nasledné k rozvinuti
patologickych procest. Detekce téchto mutaci pomoci molekularné genetickych metod nam
pomdaha potvrdit ¢i vyloucit dané onemocnéni a urcit diagnozu. Ke konec¢né diagnostice je
ovSem zapotiebi kombinace vSech aspektt, jak molekuldrné genetickych, tak i morfologickych

¢1 klinickych.
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2. Teoreticka cast

2.1. Myeloproliferativni onemocnéni

Pojem myeloproliferativni onemocnéni (MPO) byl poprvé pouzit Williamem
Dameshekem vroce 1951 pro popis Ctyf rtiznych onemocnéni, ktera si byla klinicky
i biologicky podobnd, a dnes jsou oznacovana jako ,.klasicka” MPO. Jedna se o polycythemii
vera (PV), esencialni trombocytémii (ET), primarni myelofibrozu (PMF) a chronickou
myeloidni leukémii (CML). JelikoZz je CML charakterizovana ptitomnosti fuzniho genu
BCR-ABLI, jsou PV, ET a PMF n&kdy oznafovany jako BCR-ABLI1-negativni MPO
(Tefferi a kol., 2009).

Pozdéji byly mezi MPO zahrnuty i dal$i choroby a v roce 2008 vydala Svétova
zdravotnickd organizace (WHO) doporuceni pro piejmenovani myeloproliferativnich
onemocnéni na myeloproliferativni neoplazie (MPN), (Vainchenker a kol., 2011).

MPN vznikaji diky geneticky transformované hematopoetické kmenové burice, ktera
si zachovava schopnost diferenciace v nékolik vyvojovych fad hematopoézy. Somatickou
mutaci téchto bun€k dojde k rychlejsi proliferaci v porovnani s buitkou normalni (zdravou,
nezménénou). To vede k maligni hematopoéze z diivodu hypersenzitivity nebo nezavislosti
bunék na normdlni cytokinové regulacii MPN zasahuji tfi hlavni vyvojové Ttady
hematopoetickych bun€k a u kazdé choroby prevlada jedna z nich (Vainchenker a kol., 2011).

MPN je skupina onemocnéni zahrnujici hematologickd onemocnéni vyznacujici se
nadprodukci zralych funkénich krevnich bunék s chronickym klinickym pribéhem. DalSim
znakem téchto neoplazii je hypercelularita kostni dfené, s tim Ze u PV je zvySené mnoZstvi
erytrocytl, u ET je zvySeny pocet trombocytli a u PMF se vyskytuje pokrocila fibroza kostni
dieng. Pacienti s MPN maji sklony k trombotickym 1 krvacivym staviim a hrozi u nich riziko
rozvoje leukémie (Akpinar a kol., 2013).

Na rozdil od jinych myelodysplastickych onemocnéni nejsou MPN spojovany
s bunécnou dysplézii, coz predstavuje dilezity faktor pii diagnostice téchto chorob.

U vice nez 95 % piipadi s MPN se mutace odpovédnd za vznik onemocnéni vyskytuje

v genech pro Janusovu kinazu typu II (JAK?2), kalretikulin (CALR) nebo trombopoetin (TPO).
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2.2. Klasifikace MPN

Diky novym molekularnim poznatkiim i prognostickym markertim provedla v roce
2016 WHO revizi klasifikace MPN. Do tohoto nového syst¢ému byly zahrnuty
1 klinicko-patologické studie, které ve svém piistupu zohlednuji aspekty hematologické,
morfologické, cytogenetické i molekuldrné genetické. Mezi MPN jsou tedy nové fazeny
chronicka myeloidni leukémie (CML), chronicka neutrofilni leukémie (CNL), polycythemia
vera (PV), esencialni trombocytémie (ET), primarni myelofibréza (PMF), chronicka eozinofilni
leukémie-nespecifikovana  jinak  (CEL-NOS), mastocytdza a  neklasifikovana
myeloproliferativni neoplazmata (Tefferi a kol., 2009).

Dale se budu zabyvat popisem MPN spojovanych s mutacemi v MPL genu.

2.2.1. Esencialni trombocytémie (ET)

Esencialni (primarni) trombocytémie je onemocnéni, u kterého z divodu poruchy
krvetvorné kmenové buiiky v kostni dfeni dominuje zvySeni poctu trombocytil v krvi. ZvySené
mohou byt 1 erytrocyty a leukocyty, avSak ne tak vyrazné jako trombocyty. U necelych
50 % pacientd je zjistovana mutace genu JAK2 V617F a/nebo genu pro CALR.
U vétsiny pacientd nejsou dlouho pozorovany zadné ptiznaky, ale objevuji se trombodzy
1 krvécivé stavy. Zakladnim parametrem pro urceni diagnozy ET je zvySeny pocet trombocyti
v krvi. Déle se provadi vySetieni kostni dfené, které pomize odliSit ET od jinych krevnich
onemocnéni, zejména PMF (linkos.cz).

Dé&dicnad forma tohoto onemocnéni zvanid familiarni esencidlni trombocytémie
je zpusobena zadménou serinu za asparagin v pozici 505 ve struktufe trombopoetinového
receptoru. Zatimco sporadickd ET, ktera neni dédi¢na, je zplsobena zaménou tryptofanu
za leucin. Tyto mutace se vSeobecné¢ oznacuji jako W515 mutace. Zamény aminokyselin
(AMK) v pozici 505 nebo 515 vedou k tomu, ze trombopoetinovy receptor je neustale
aktivovan, coz v pripadé¢ ET vede k nadprodukci abnormélnich megakaryocytli a zvySenému

poctu trombocytli (Boyd a kol., 2010; Skoda, 2009).

2.2.2. Primarni myelofibroza (PMF)

PMF je stav charakterizovany postupnou vazivovou piestavbou kostni dienc.
V pribéhu onemocnéni je krvetvorna tkan kostni dfené¢ nahrazena vazivem, coz vede

k produkci mensiho poctu krevnich bunék. Z tohoto diivodu se krvetvorba pfesouva do jater
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a sleziny. Tyto organy nejsou schopny vytvaret bunky v dostatecném mnozstvi, a tak dochazi
k poklesu vSech krevnich bunék. PMF je vétSinou diagnostikovana u lidi starSich 50 let
a dvakrat Castéji u muzl nez u zen. V pocatecni fazi onemocnéni mohou byt klinické ptiznaky
shodné s ET, proto je dulezité pacienta pravidelné sledovat a provadét kontrolni vysetieni kostni
dien&. Castym projevem PMF byva unava, ktera je dana zejména nedostatkem erytrocytii. Dale
muze dochédzet k trombdézdm (pocet trombocyti je pii zacatku onemocnéni zvyseny),
ale i ke krvaceni. Casto dochazi k trombdze portalni Zily a k rozvoji portalni hypertenze
s bolestmi bficha a hepatomegalii (linkos.cz).

Stejné jako ET, PMF je spojovana s mutaci W515 MPL genu. Nadmérné mnozZstvi
megakaryocytil vede ke stimulaci ostatnich bunék, které produkuji kolagen, protein ktery
za normalnich okolnosti poskytuje v kostni dfeni strukturni podporu pro buiiky, ale u PMF
zpusobuje tvorbu vazivové tkdné. Kostni dienn postupné ztraci funkci produkce dostatku

normalnich krevnich bunék, coz vede k rozvoji tohoto onemocnéni (linkos.cz).

2.2.3. Kongenitalni amegakaryocytarni trombocytopenie (CAMT)

CAMT je vzacny stav zpisobeny mutaci v MPL genu. Vyskytuje se jiZ u novorozenct
a je charakterizovan nizkym poctem jak megakaryocyti, tak trombocytl. Tento stav mize vést
az kselhani kostni dfen¢. RozliSujeme dvé formy. CAMT 1 je zévazny stav, kdy je
trombopoetinovy receptor zcela nefunkéni a CAMT I je mirnéjsi formou, u které je funkce

receptoru sniZzena (Germeshausen a kol., 2006).

2.3. Trombopoetin

Trombopoetin (TPO) je zakladni hematopoeticky cytokin oznafovany také jako
megakaryocytarni riistovy a diferenciaéni faktor. Ridi vyvoj megakaryocytti pomoci produkce
trombocytl a tim homeostdzu krvetvornych kmenovych bunék. TPO se vaze na specificky
receptor na bunééném povrchu (c-MPL kodovany genem MPL). Vytvotfeni dimeru vede
k aktivaci JAK/STAT regulacni drahy uvnitf bunky a disledkem je aktivace syntézy
megakaryocytll a nésledné zvysSeni poctu trombocyti (obr. 1). TPO je nepostradatelnym
regulatorem hematopoetickych kmenovych bunék (HSC), je nezbytny pro udrZeni jejich
stagnace, ale 1 sebeobnovy. TPO se tvoii hlavné v jatrech a po jeho vazbé na receptor cilové

bunky dojde k internalizaci a degradaci (Ng a kol., 2014).
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Inaktivnl receptor TRO J

Receptor aktivovarg TRO
Receptor aktivovany

Cévav kostni dieni

Obr. 1 - Vazba TPO na c-MPL (prevzato a upraveno — http.//www.remedia.cz/Clanky/Lekove-
profily/Eltrombopag/6-1-1SZ.magarticle.aspx)

2.4. Trombopoetinovy receptor c-MPL

c-MPL patii mezi skupinu cytokinovych receptorti. Exprimovan je pievazné
na povrchu hematopoetickych bunék. Jednd se o transmembranovy protein typu I, ktery je
charakterizovan pfitomnosti 200 AMK obsahujicich 4 cysteiny a sekvenci Trp-Ser-X-Trp-Ser
pobliz svého karboxylového konce. Vlastni receptor nema kindzovou aktivitu, ta je k nému
asociovana JAK2. Trombopoetinovy receptor se fadi mezi klicovy faktor pteziti a ristu

megakaryocytt (Drachman a kol., 1995).

2.5. MPL gen a jeho mutace

MPL gen je lokalizovan na kratkém raménku prvniho chromozomu (1p34) a zahrnuje
12 exont (obr. 2). Penciolelli a kol. vroce 1987 poprvé identifikovali tento protein jako
retrovirus, ktery zptisobuje akutni leukémii u mysSi, a proto ho pojmenovali ,virus

myeloproliferativni leukémie* (MPLV).
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12 3 4 910

4 (1p34.2) - Kb from pter
T T T T T

43335 43340 43345 43350 43355
Obr. 2 - Lokalizace a struktura MPL genu (prevzato a upraveno -

http://atlasgeneticsoncology.org)

MPL gen kdduje trombopoetinovy receptor, coz je transmembranovy protein
(oznacovany jako CD 110), skladajici se z 635 AMK, a vazici na sebe TPO. Vazba TPO
na c-MPL vede k aktivaci JAK2, ktera fosforyluje MPL a spousti tak kaskadu fetézovych
signdlll regulujicich prezivani bunék, jejich proliferaci a diferenciaci. Aktivovany receptor
stimuluje signalizacni kaskaddu tzv. JAK/STAT drdhu ptendSejici chemické signaly
z extracelularniho prostoru do jadra buniky (obr. 3). Tento proces je dilezity pro tvorbu krevnich
bunék (Gong a kol., 2013).

MPL mutace jsou lokalizovany v juxtamembranové oblasti receptoru (oblast blizko
bunécné membrany). Nejcastéjsi MPL mutace jsou W515L (ndhrada tryptofanu za leucin)
a W515K (nahrada tryptofanu za lyzin), (obr. 4). Tyto mutace mohou byt nalezeny az u 10 %
pacienti s PMF a az u 6 % pacientil s ET. MPL mutace zptsobuji u bunék jak rist nezavisly
na cytokinech, tak i zvySenou citlivost na TPO. Dalsi MPL mutace (W515R, W515A a S505N)
byly zjistény u piipadl s dédi¢nou trombocytézou (Akpinar a kol., 2013).

Ptitomnost MPL mutaci u pacienti s MPN byly poprvé publikovany Pikmanem a kol.
v roce 2006. MPL mutace nebyly prokazany u pacientll s PV, myelodysplastickym syndromem
(MDS), CML nebo akutni myeloidni leukémii (AML). Dale byly tyto mutace prokazany
u pacient s ET a PMF (Akpinar a kol., 2013).

MPL mutace mohou byt pfitomny jak u pacienti s JAK2 mutaci, tak i u téch bez této
mutace (Gong a kol., 2013).

Vysledkem MPL mutace je naruseni (poskozeni) autoinhibicni oblasti a néasledné
aktivace trombopoetinového receptoru bez navazani ligandu. To vede k aktivaci tyrosin kinaz

a tim k aktivaci transkripce faktorii STAT3 a STATS, coz ma za nasledek transformaci
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hematopoetickych buncék v klony nezadvislé na cytokinech. Diusledkem je vznik

megakaryocytarni hyperplazie a fibréza kostni dien¢ (Gong a kol., 2013).

Type 1 mutation Type 2,3,4 mutation

Survival and proliferation

Differentiation

Obr. 3 - Vliv mutaci MPL genu na JAK/STAT drdahu (prevzato a upraveno - He et al.,
2013)

Nejcast¢jsi mutace u ET a PMF jsou JAK2 V617F a MPL. Stanoveni MPL je
doporucovano u pacientil s podezienim na ET a PMF, u kterych nebyla prokédzana JAK2 V617F
mutace. AvSak u par ptipadl byla prokdzana piitomnost obou mutaci. Dllezitym aspektem je

to, ze tyto mutace nebyly prokazany u pacientti s PV (Furtado a kol., 2013).

i3

et —

Obr. 4 - Znazornéni nejcastéjsich mutaci MPL genu (prrevzato a upraveno-
https://theses.cz/id/41q54s/00110808-732248932.pdf )
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2.6. Janusova kinaza 2

Gen pro JAK? je ulozen na kratkém raménku chromozomu 9 (9p24) a koduje tyrosin
kindzovy protein skladajici se z 1132 AMK. Sklada se ze tfi hlavnich domén: JH1, JH2 a FERM
(Gong a kol., 2013).

Tato cytoplazmatickd tyrosin kindza ma dilezitou roli v pfenosu signali uvniti
hematopoetickych bunék pomoci erytropoetinu (EPO), TPO, interleukinu 3 (IL3), ristového
faktoru pro granulocyty (G-CSF) a ristového faktoru pro granulocyty a makrofagy (GM-CSF),
(Akpinar a kol., 2013).

Vroce 2005 byla u BCR-ABL negativnich pacienti s MPN objevena somaticka
bodova mutace v genu pro JAK2 (JAK2 V617F mutace). Tato mutace je vysledkem nahrady
valinu za fenylalanin v kodonu 617 a zvySuje aktivitu receptoru pro rastové faktory. Pfitomnost
této mutace byla pozorovana u 90-95 % pacientti s PV, 50-60 % pacienti s ET a u 40-50 %
pacientli s PMF (Akpinar a kol., 2013).

V roce 2007 byla u 3 % pacientli s PV objevena dal§i mutace v exonu 12. Mutace
vexonu 12 a V617F mutace se vzijemné¢ vylucuji, je pfitomna vzdy jen jedna z nich

(Gong a kol., 2013).

2.7. JAK/STAT signalizace

VétSina signalizacnich molekul se naléza v extraceluldrnim prostoru a vaze se
na transmembranové receptory bunék. Ligand, ktery se navaZe na extrabunéénou doménu
receptoru, zptsobi konforma¢ni zménu ve vnitini doméné, coz stimuluje enzymovou aktivitu.
V ptipad€ receptorovych kindz tato konformacni zména aktivuje kindzovou aktivitu, ktera je
bud’ integralni pro receptor, nebo integralni pro protein, ktery je s receptorem sdruZen. Toto
jako prvni zptisobi fosforylaci receptoru a poté umozni fosforylovat a aktivovat ostatni proteiny
v buinice. Cilovymi proteiny jsou Casto také kinazy, které dale fosforyluji dalSi proteiny.
Nakonec, tato kaskada kindzové aktivity dospéje k transkripénimu faktoru, ktery je aktivovan
nebo inhibovan jako disledek zmény genové exprese (obr. 5).

V nékterych piipadech je tato signalizacni kaskada kratkd (napt. JAK/STAT
signalizace), zatimco v jinych pfipadech je soucasti kaskddy mnoho krokii (Strachan a Read,

2004).
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Obr. 5 - Priklad signalnich drah (prevzato a upraveno - Rawlings et al., 2004)

Receptory nemaji vnitini tyrosindzovou aktivitu, ale jsou jednotlivé (konstitutivng)
pfidruzeny k cytoplazmatické Janusové kindze. Navazani ligandu na receptor zpusobi jeho
dimerizaci. To vede k reciproké autotransfosforylaci sdruzenych JAK, které se stanou aktivnimi
a fosforyluji dany receptor. Receptor je poté schopny zmobilizovat inaktivni transkrip¢ni
faktory nazyvané signalni ptrenaSeCe a aktivatory transkripce (STAT), které se vazi
na fosfotyrosinové zbytky pies jejich SH2 domény. STAT jsou poté fosforylovany pomoci
JAK, které umoziuji jejich dimerizaci a pfesun do jadra, kde aktivuji geny (obr. 6 a 7),

(Strachan a Read, 2004).
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JAK a STAT tvoii cestu, ktera je jednou z pleiotropnich kaskad pouzivanych pro prevod
mnoha signalt pfi vyvoji zivocicht a udrzovani homeostazy. JAK aktivace stimuluje bunéénou
proliferaci, diferenciaci, migraci, ale i apoptéozu. Tyto bun&tné procesy jsou nezbytné
pro hematopoézu, vyvoj imunitniho systému, prsni Zlazy a laktace, adipogenezi, pohlavni vyvoj
a tadu dalSich procesii. Dle oc¢ekavani, mutace snizujici aktivitu JAK/STAT signalizace
ovliviiuji tyto procesy. Naopak, mutace, které neustale aktivuji nebo spravné nereguluji JAK
signalizaci, zplsobuji zanétlivd onemocnéni, erytrocytézu, gigantismus a celou fadu leukémii

(Rawlings a kol., 2004).
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Obr. 7 — Interakce mezi trombopoetinovym receptorem a JAK/STAT signalizaci (prevzato

a upraveno - http.://www.bloodjournal.org/content/109/11/4607 ?sso-checked=true)

2.8. Incidence (vyskyt) mutaci u pacienti s MPN

Objeveni mutace genu JAK2 V617F vroce 2005 kompletné zménilo pohled
pro stanoveni diagndzy a pftistupu k 1écbé MPN. JAK2 V617F mutace je prokazana zhruba
u97 % pacientti s PV au 60 % pacientti s ET nebo s PMF. Rozdil mezi klonalni (neoplastickou)
a reaktivni (sekundarni) byl podpoien objevenim mutaci exonu 12 v JAK2 u vétSiny pacientd
s PV, ktefi byli JAK2 V617F-negativni, a identifikace MPL mutaci u 10-20 % pacientt s ET,
kteti byli také JAK2 V617F-negativni. Teoreticky vzato, vSichni pacienti s PV mohou byt nyni
identifikovani piitomnosti mutace JAK2, kde zhruba 30 % pacienti s ET nebo PMF nem¢lo
prokazany klonalni marker, coZ znamena, Ze byli negativni jak pro JAK2, tak pro MPL mutaci
(Gong a kol., 2013; Pardanani a kol., 2007).

Ptiblizné¢ u 50 % pacient s ET a PMF nebyla prokazdna JAK2 V617F mutace.
A az 5 % z téchto pacienti ma MPL mutaci exonu 10, ale testovani pro MPL mutace neni
rutinnim postupem, jako je to v piipadé JAK?2. Ziskané mutace v exonu 10 MPL byly popsany
u 3-4 % ptipada s ET a 4-8 % ptipadi s PMF, ale ne s PV. MenSina téchto pacientli méla jak
mutaci JAK2 V617F, tak i mutaci MPL (Boyd a kol., 2010).

MPL mutace v exonu 10 maji vyrazny klinicky fenotyp, pacienti maji tendenci byt

vice anemicti. Pacienti trpici ET a majici MPL mutace maji také vyssi pocet trombocytl
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a ojedin¢lou megakaryocytarni proliferaci v porovnani s JAK2 V617F pozitivnimi ET pacienty

(Boyd a kol., 2010).

2.9. Diagnostika MPN

Klasifikace MPN WHO zroku 2008 zahrnuje JAK2 mutace jako diagnostické
kritérium u PV a JAK2 a MPL mutace u ET a PMF. Urceni diagnézy PV muze byt stanoveno
na zaklad¢ detekce mutace JAK2 V617F nebo mutace v exonu 12, spolu s nalezem zvySené
hodnoty hemoglobinu a nizké nebo normalni hodnoty EPO (obr. 8), (Gong a kol., 2013).

Pokud je detekce mutaci JAK2 V617F a MPL prokazéna, znamend to potvrzeni
diagndézy pro ET a PMF, ale nepfitomnost mutaci neznamena vylouceni téchto onemocnéni.
Tyto mutace nejsou naprosto specifické pro MPN, jejich nalez nezarucuje diagnostikovani
MPN (Gong a kol., 2013).

Analyza mutace MPL neni indikovana v ptipad¢ podezieni na PV, protoze u tohoto
onemocnéni nebyla tato mutace popséna. Vysetieni je nejlepsi naordinovat po zhodnoceni
biopsie kostni diené. Pokud je zvaZovéana diagnoza PMF nebo ET, podle kritériit WHO by méla
analyza MPL nasledovat po negativnim vysledku JAK2 V617F mutace (Gong a kol., 2013).
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Diagnostic clinical algorithm including molecular testing for MPNs, Abbreviations: ET, essential
thrombocythemia; JAK2, janus kinase 2; MF, myelofibrosis; MPN, myeloproliferative neoplasmy
PV, polycythemia vera.
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Obr. 8 - Algoritmus pri diagnostice MPN (prevzato a upraveno -
https://'www.semanticscholar.org/paper/Pathogenesis-of-Myeloproliferative-Disorders.-
Nangalia-Grinfeld/889ffe0563197a3ae35a4e4f6432bb95d0037e4a/figure/5)
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3. Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo optimalizovat a zavést vySetfovaci laboratorni
postupy pro stanoveni mutaci v MPL genu na pracovisti molekularni genetiky Krajské

nemocnice Liberec, a.s.
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4. Metodicka c¢ast

4.1. Detekce mutace W515L(K) v genu MPL metodou real-time PCR na
pracovisti molekuldrni genetiky v KNL, a.s.

V nasi laboratofi provadime detekci jednobodové mutace W515L(K) v MPL genu
metodou PCR za pouziti specifickych primerti a fluorescencnich sond. Fluorescence
emitovand v prub¢hu real-time PCR reakce je snimana pomoci CCD kamery. Vyhodnoceni
pritomnosti mutace probihda hodnocenim kiivky tani. Pokud je pfitomna mutace, neshoda
specifické sondy s cilovou DNA zptlisobuje snizenou stabilitu produktu, coz vede k poklesu
fluorescence pii nizSich teplotach. Pokud neni pfitomna mutace k neshodé mezi sondou
a DNA nedojde, a proto ma tato dsDNA vyssi stabilitu a tim i teplotu tani.

Vlastni analyzu provadime z DNA izolované z granulocytl, které separujeme
z periferni nesrazlivé krve metodou gradientové centrifugace pomoci gradientu vytvoieného
kombinaci dvou rtiznych roztokti Histopaque 1077 a Histopaque 1119 (Sigma). DNA
ze separovanych granulocytt je izolovdna pomoci komer¢niho kitu High Pure PCR Template
Kit (Roche). Koncentrace izolované DNA je zmétfena spektrofotometrem NanoDrop
ND-2000 (NanoDrop technologies). PCR provadime v piistroji LightCycler 2.0 (Roche)
pomoci soupravy LC FastStart DNA Master HybProbe (Roche) s pouzitim smési primert
a sond LightMix MPL W515L(K), (TIB MOLBIOL Berlin).

4.2. Biologicky material

Vychozim materidlem pro vySetfeni a diagnostiku MPL mutace je plnad periferni
nesrazliva krev odebrand do zkumavky typu Vacutainer s K3EDTA. Akceptovatelnd je i plna
krev odebrand do zkumavky s citratovym antikoagulaciem. Nesrazliva periferni krev je stabilni
2 dny pfi teplote 4-8 °C a nesmi byt vystavena teplu ani mrazu. Pti del§im skladovani dochazi

k degradaci granulocytt a tim zvySené pravdépodobnosti falesné negativniho vysledku.

24



4.3. 1Izolace granulocyti z plné nesrazlivé krve metodou gradientové
centrifugace

4.3.1. Princip metody

Separace krevnich elementli pomoci gradientové centrifugace je velmi jednoducha
metoda. Spociva v navrstveni nesrazlivé krve na separacni gradient Histopaque s naslednou
centrifugaci. Béhem centrifugace dojde k typickému rozdéleni bunék podle jejich hustoty.
V pripad¢€ pouziti dvojitého gradientu Histopaque-1077 a Histopaque-1119 se po centrifugaci
buiiky granulocytarni fady nalézaji v interfazi 1077/1119, buitkky mononuklearni a desticky

v interfazi plazma/1077 (obr. 9).

Blood = Centifugation <= Flasma
400g, 30 min - FPBMC
Histopague 1077 == «+- Histopague
Histopague 1119 = =+ Granulocytes

' =+—— Red blood cells

Obr. 9 — Vysledek centrifugace pro ziskani jednotlivych frakci (prevzato a upraveno -
https://media.springernature.com/original/springer-static/image/chp%3A410.1007%2F978-1-
4939-1396-1 9/MediaObjects/300999 1 En 9 Fig2 HTML.gif)

4.3.2. Pracovni postup

1. Do sterilni zkumavky jsem napipetovala 3 ml Histopaque 1119.

2. Opatrné jsem navrstvila 3 ml Histopaque 1077.

3. Opatrné jsem navrstvila 2 ml krve.

4. Zkumavku s navrstvenymi roztoky jsem centrifugovala 30 minut (min.) pti 700 g
pfi laboratorni teploté.

5. Odpipetovala jsem horni vrstvu plazmy a vrstvu v interfazi plazma/1077 obsahujici

mononuklearni bunky a trombocyty.
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6. Do nové¢ sterilni zkumavky jsem poté odpipetovala vrstvu granulocytl a ptidala
10 ml PBS-NaCl pufru. Zkumavku s granulocyty jsem centrifugovala 10 min. pti 200
g pii laboratorni teploté.

7. Po centrifugaci jsem odsala supernatant a k peleté ptidala znovu 10 ml PBS-NaCl
pufru, ve kterém jsem bunky resuspendovala. Tento postup jsem dvakrat opakovala.
8. Po poslednim promyti jsem odstranila supernatant a ptidala dalSich 200 pl
PBS-NaCl pufru, bunky resuspendovala a ziskané granulocyty pipetovala do nové
1,5 ml PCR zkumavky. Celkovy objem resuspendovanych granulocytii se pohyboval
v rozmezi 400-500 pl.

4.4. Kolonkova izolace DNA

4.4.1. Princip metody

Pomoci High Pure PCR Template kitu je izolovana genomova lidska DNA z plné
nesrazlivé krve bez nutnosti separace leukocytli. Tato metoda je vhodna 1 pro izolaci DNA
ze ziskané granulocytarni frakce. Ve vychozim vzorku krve jsou nejprve lyzovany granulocyty
a lyzat je poté separovan na kolonkach. Genomova DNA je adsorbovana na membranu kolonky,

nékolikrat promyta a poté eluovana z membrany kolonky do roztoku.

4.4.2. Pracovni postup

1. Do 1,5 ml zkumavky jsem postupné pipetovala 200 pl suspenze granulocytu,
200 pl binding bufferu a 40 ul proteinasy K.

2. Thned jsem smés promichala a inkubovala 10 min. pti 70 °C.

3. Kratce jsem smés zcentrifugovala v mikrocentrifuze (2 sekundy), poté piidala
100 ul isopropanolu a dikladné¢ promichala. Opét jsem centifugovala
v mikrocentrifuze 2 sekundy (s).

4. Vse jsem pipetovala do kolonky vlozené do sbérné zkumavky a centrifugovala
1 min. pfi 8000 g a poté umistila kolonku do nové sbérné kolonky.

5. Do kolonky jsem napipetovala 500 pl Inhibition Removal bufferu.

6. Centrifugovala jsem 1 min. pii 8000 g a poté kolonku umistila do nové sbérné
zkumavky.

7. Do kolonky jsem napipetovala 500 pl wash bufferu.
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8. Centrifugovala jsem 1 min. pti 8000 g a poté umistila kolonku do nové sbérné
zkumavky.

9. Do kolonky jsem napipetovala 500 pul wash bufferu.

10. Centrifugovala jsem 1 min. pii 8000 g, poté vylila filtrat a kolonku nechala
v pouzité sbérné zkumavce.

12. Centrifugovala jsem kolonku dalSich 10 sekund pii 20 000 g, aby doslo k vysuSeni
membrany kolonky. Kolonku jsem umistila do mikrozkumavky (typ Eppendorf),
pridala jsem 100 pl temperovaného elution bufferu a pockala 1 min.

13. Centrifugovala jsem 1 min. pii 8000 g a poté v eludtu stanovila koncentraci DNA

na spektrofotometru.

Eluovand DNA je stabilni pfi teploté¢ 4-8 °C 7 dni, pii teploté -20 °C (£ 5 °C) jeden rok
a pii -80 °C (£ 5 °C) n¢kolik let.

4.5. REAL-TIME PCR

4.5.1. Princip metody

Metoda real-time PCR je zaloZena na klasické PCR a probiha v termocykleru s pfidanou
CCD kamerou. Ta v pribéhu PCR kontinudlng, tedy béhem kazdého cyklu, zaznamenava
mnozstvi noveé vznikajicich kopii PCR produktu. U této techniky se do reak¢ni smési ptidavaji
bud’ interkala¢ni barvy schopné fluorescence (SYBR Green) nebo fluorescen¢ni sondy (dudlni
hybridiza¢ni sondy, molecular beacons, eclipse sondy a jiné), které béhem PCR hybridizu;ji
k fetézcim vznikajicich amplikontli. K emisi fluorescencniho zéteni dochazi, pouze pokud je
v reakénim prosttedi amplifikovan PCR produkt. Nartst fluorescence vykazuje charakter
esovité kiivky, typické pro PCR. Tvorbu produkti 1ze sledovat na monitoru v priabehu reakce
v realném cCase (obr. 10), (Beranek, 2016).

Termocykler musi obsahovat zdroj zafeni (LED, xenonové lampa nebo laser) a detektor
(CCD kamera nebo fotondsobic), ktery zaznamena fluorescenci jako pocet dopadajicich fotonti.
Zahtivacim zdrojem je topna spirdla nebo halogenova lampa. Chlazeni pak probiha pomoci
nasavani vzduchu z okoli (Beranek, 2016).

LightCycler je jeden z nejrychlejSich, vzduchem ohfivanych termocyklert
se zabudovanym mikroobjemovym fluorimetrem pro detekci i kvantifikaci amplifikovanych

produkti a déle k naslednému vyhodnoceni namnozenych PCR produktii analyzou kiivky tani.
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Amplifikované produkty se hromadi ve sklenénych kapilarach a jejich detekce se
provadi pomoci fluorescenéniho dsDNA véazajiciho se barviva nebo fluorescencni sondy.
LightCycler umoziiuje sledovani emise fluorescenéniho zafeni pomoci Sestikanalového
fotometru pfi Sesti riznych vinovych délkach (530 nm, 555 nm, 610 nm, 640 nm, 670 nm a 705
nm). Signaly se z jednotlivych detek¢nich kandlii prenaseji do fotohybridu k zavérecnému
vyhodnoceni. Objem kapilér je ptizptisoben pozadavkim dnesni doby a je tedy mozné pouzit
vzorky o objemu od 20 do 100 pl. Reakéni smés se v naSem piipad¢ pipetuje do sklenénych
kapilar 10-20 pl. Obvykly amplifikacni cyklus trva 30-60 s, takze cely proces trva méné
nez 45 minut.

V pribéhu amplifika¢niho cyklu dochézi nejdiive za zvySené teploty k denaturaci DNA,
béhem  kter¢é se rozdéli dsDNA na ssDNA. Pot¢ dojde k ochlazeni
a ptitomné primery hybridizuji s DNA (annealing) a nésledn¢ dojde k vytvofeni novych fetézcii

DNA (elongace).
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Obr. 10 — Prubéh real-time PCR (prevzato a  upraveno -

https.//labguide.cz/metody/real-time-pcr/)

4.5.2. Hybridiza¢ni FRET sondy

FRET sondy jsou hybridizacni fluorescen¢ni sondy pouzivané vzdy ve dvojici. Kazda
z nich je komplementarni k ur¢itému tseku cilové DNA. Tyto useky jsou blizko sebe, obvykle
s mezerou o velikosti dvou nukleotidi. Detekéni sonda je na 3°-konci znacena fluoresceinem,

coz je donor zafeni. Kotvici sonda je na 5°-konci znacena specifickym fluoroforem, ktery je
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akceptorem zafeni. Sondy jsou na 3‘-konci fosforylovany, aby nedochazelo k jejich
prodluzovani béhem PCR (obr. 11), (roche-diagnostics.cz).

Fluorescence vznika pomoci FRET principu (resonan¢ni pienos energie), pusobiciho
na velmi kratkou vzdélenost. Pokud jsou sondy v reak¢nim prostfedi bez templatové DNA,
k ptenosu energie prakticky nedochazi. V ptipad¢ pfitomnosti DNA dochazi zdrojem zateni
k excitaci elektronti donoru a energie je zachycena akceptorem. To vede k emisi zafeni, kterou

zaznamena detektor (Beranek, 2016).

hybridizaéni sondy

s oS,

Oligo 1: Fluorescein ; Oligo 2: LC Red 640
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Obr. 11 —  Princip FRET systemu  (prevzato a  upraveno -
https://docplayer.cz/amp/11179948-Metody-studia-genove-exprese.html)

4.5.3. Pracovni postup

Pfed samotnou analyzou jsem si podle nédvodu stanoveného vyrobcem pfipravila
mastermix LC FastStart DNA Master HybProbe a LightMix MPL W515L(K).

Sekvence forward primeru (MPL F) je 5-TGGGCCGAAGTCTGACCCTTT-3’
a sekvence reverse primeru (MPL R) je 5'-ACAGAGCGAACCAAGAATGCCTGT-3".
Primery a sondy jsou dodavany v lyofilizovaném stavu. Takto musi byt uchovany v lednici
pti teploté€ 4-8 °C a po rozpusténi se zamrazi na -20 °C (x 5°C). Je nutné je chranit pred svétlem.
Sekvence detekéni sondy (sensor G) je 5'-CTGCCACCTCAGCAGCA--FL-3'. Sekvence
kotvici sondy (anchor) je 5'-LC640-AGGCCCAGGACGGCG--PH-3".
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Kazda analyticka série musi obsahovat pozitivni kontrolu (vzorek s detekovanou

mutaci) a negativni kontrolu (vzorek bez pfidané DNA pro vylouceni pfipadné kontaminace).

Vysledky stanoveni vzorkt i kontrol musi byt jednoznacné a pfifaditelné ke genotypu

piirozeného typu (wild-type), heterozygotniho nebo mutovaného homozygotniho typu.

V piipad¢ diskrepanci musi byt stanoveni opakovano a dal$i postup je nutné konzultovat

s klinickym bioanalytikem.
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Do ptedchlazenych adaptéri jsem umistila kapilary pro kazdy vzorek
a pro pozitivni a negativni kontrolu.

Podle pipetovaciho protokolu jsem si pripravila reakéni mix (tab. 1).

Pfipraveny mix jsem zcentrifugovala v mikrocentrifuze.

Opatrné jsem resuspendovala mix $pickou.

Do kazdé¢ kapiléry jsem napipetovala 7,5 pl reakéniho mixu.

Do kapilary v pozici 1 jsem ptidala 2,5 pl negativni kontroly.

Do kapilary v pozici 2 jsem ptidala 2,5 pl pozitivni kontroly.

Do kapilary v pozici 3 a vySe jsem pfidala 2,5 pl izolované DNA.

Kazdou kapilaru jsem zazatkovala.

. Kapilary jsem zcentrifugovala v centrifugacnich adaptérech.

. Podle odpovidajicich pozic jsem umistila jednotlivé kapilary do kotouce a ptenesla

ho do LightCycleru.
Vzorky jsem nechala analyzovat podle prednastaveného programu (tab. 2).
Pro analyzu vzorkd jsem vyzkousela vice teplotnich profild, ale pouze tento

poskytoval relevantni vysledky.

Pracovni roztoky Objem na reakci
Voda 5,2 ul
MgCl, 0,8 ul

LightMix MPL 0,5 pl
MasterMix 1 1 ul
Celkovy objem 7,5 ul

Tab. 1 — Pipetovaci protokol pro pripravu reakcniho mixu
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Faze Cas Teplota Pocet cykla
Denaturace 10 min 95 °C 1
Amplifikace 45
Denaturace 10s 95 °C

Annealing 10 s 60 °C
Elongace 15s 72 °C
Kiivka tani
Denaturace 95 °C 1
Kontinualni zvedani 40 °C
teploty 85 °C
Chlazeni 20 °C

Tab. 2 - Rozpis zvolenych teplot, casii a cyklit pro PCR
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5. Vysledky

5.1. Detekce a interpretace

Po amplifikaci v LightCycleru jsem u vSech vzorka provedla analyzu kiivky tani

pomoci analyzacniho softwaru (obr. 12, 13, 14). Analyza kiivky jednotlivych vzorkii musi

odpovidat konkrétnim ptipadiim, uvedenym v tabulce 3. Vysledek vysetieni se vydava jako

slovni hodnoceni se zavérem piitomnosti ¢i nepfitomnosti mutace, samoziejme s konkretizaci,

zda se jednd o pfitomnost homozygotni nebo heterozygotni formy. Hodnota cut-off

pro pfitomnost mutace je 5 % granulocytll s mutaci W515L(K) v heterozygotni konstituci.

homozygotni forma

nebo 58 °C a 66°C

Pocet
MPL WS15L(K) vrcholi Tm vrcholu tani
tani
NEGATIVNI 515W 1 62 °C Pouze signal pro wild type alelu
Intenzita signalu pii 66 °C
HRANICNI (Sed4 zéna) W515L 2 66 °C a62°C nepresahuje intenzitu signalu
kontrolniho vzorku cut-off
POZITIVNI W515L, . . Intenzita signdlu pri 66 °C
het tni f 2 66 °Ca62°C presahuje intenzitu signalu
cterozygotni forma kontrolniho vzorku cut-off
POZITIVNI W515L, 66 °C Intenzita signalu pfi 66 °C
homozveoini forma 1 nebo 2 nebo 62 °C a 66 °C presahuje intenzitu signalu
M kontrolniho vzorku heterozygot
Intenzita signalu pii 58 °C
HRANICNI (3eda zéna) W515K 2 58 °C a 62°C nepresahuje intenzitu signalu
kontrolniho vzorku cut-off
POZITIVNI W515L, . . Ivntenz1t'fl S}gnalu‘ pii 5 8 C
het tni f 2 58 °Ca62°C presahuje intenzitu signalu
cterozygotni forma kontrolniho vzorku cut-off
POZITIVNI W515L, 58 °C Intenzita signalu pfi 38 °C
1 nebo 2 presahuje intenzitu signalu

kontrolniho vzorku heterozygot

Tab. 3 — Systém vyhodnocovani jednotlivych vzorkii

Vyhodnoceni — Tr calling, pti 530 nm (tab. 3 a obr. 12, 13, 14). Nasledujici obrazky

konkrétné ukazuji, jak probihd detekce jednotlivych mutaci. Z obrazki je patrné, Ze dochéazi

k jasnému odliSeni jednotlivych variant, a to jak pro homozygotni, tak i pro heterozygotni

formy. Pii zavadéni metody jsem testovala kontrolni vzorky, vzorky od pacientt, které by nesly
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mutace, nebyly k dispozici. Testovani jsem provadéla i u fedici fady vzorkda, tak abych si byla

jista citlivosti detekce.

Melting Peaks W515K - heterozygot

0.25
0.23
0.21
019
017
0.15 /
013
0114
0.09-
0.074
0.05
0.03
0.01

-0.014

- WS515 - negativni

-(didT) Fluorescence (530}

a0 45 &0 55 B0 ES 70 75 &0
Temperature (*C)

Obr. 12 - Detekce mutace W515K

Obrazek 12 zobrazuje detekci mutace W515K. Obé homozygotni formy jsou velice

zieteln@ rozlisitelné, heterozygotni forma ma téz sviij typicky tvar kiivky.

Melting Peaks

0,248
0.2281

0.208- ir/

WSI5L

0188
0168 L
01481

01281
01081 —
00881
0.068-
00481
00281
0,008

WS515 negativni

-(d/d T} Fluorescence (530}

40 45 50 55 B0 E5 70 75 80
Temperature (“C}

Obr. 13 — Detekce mutace W515L
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Obrazek 13 zobrazuje detekci mutace W515L. Stejné jako v predchozim piipadé maji
obé homozygotni formy zietelné rozlisitelné pribehy. I heterozygotni forma ma typicky tvar

ktivky.

Melting Peaks

02144
0134
04744
0154
0134
0114
0.084-
0.074]
0.054
0,034
0.014]

-0.006F==

| WS515 negativni

——— W515L homozygot

-(d:dT) Fluorescence (530)

W515K homozygot

40 45 50 55 B0 65 70 75 80
Temperature (“C}

Obr. 14 — Detekce homozygotii pro jednotlivé varianty

Obrazek 14 zobrazuje pouze homozygotni formy vSech tfi moznych detekci. Je zde
velmi pékné vidét jasné odliSeni jednotlivych variant.

Z klinické praxe testovani jinych somatickych mutaci (napt. V617F v genu JAK2)
vime, Ze 1é€ba mlZe ovlivnit kvalitu ziskané DNA a testovani je v n€kterych ptipadech nutné
opakovat. Vysledky se vydavaji pouze v ptipadé jasného pribehu, a tedy jasného vyhodnoceni

pfitomnosti mutace.
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6. Zavér

Myeloproliferativni onemocnéni jsou vzacna, ale zavazna onemocnéni. Jejich véasna
a presna diagnostika je dulezitou soucasti pro zahdjeni potfebné 1écby. I kdyz existuje
mezinarodni klasifikace pro roz¢lenéni téchto chorob, ne vzdy se daji jednoznacné rozlisit
a mohou se vzajemné piekryvat.

MPL gen koduje receptor pro trombopoetin, ktery je nedilnou soucasti pro spravnou
funkci krevniho systému. Pokud je tedy postizen pifipadnou mutaci, odrazi se to i na funkci
ptislusnych krevnich bunék. MPL mutace se vyskytuji zejména u esencialni trombocytémie
a primarni myelofibrozy.

Molekularné geneticka diagnostika je jednou z hlavnich technik, jak dosdhnout ptesné
diagndzy a zaclenit pacienta do spravné skupiny onemocnéni.

Na nasem pracovisti molekularni genetiky Krajské nemocnice v Liberci, a.s. jsem tedy
zavedla metodu, diky které jsme nyni schopni vySetfovat mutaci v MPL genu vyse popsanymi

laboratornimi technikami.
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Seznam pouzitych zkratek

AMK - aminokyselina

AML - akutni myeloidni leukémie

CALR - kalretikulin

CAMT - kongenitalni amegakaryocytarni trombocytopenie

CCD - charge-coupled device, CCD kamera

CD 110 — cluster of differentiation, CD znak

CEL-NOS — chronické eozinofilni leukémie - nespecifikovana jinak

CML - chronickéd myeloidni leukémie

CNL — chronicka neutrofilni leukémie

DNA — deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleové kyselina

dsDNA — double-stranded DNA, dvouvlakova DNA

ET — esencialni trombocytémie

FRET - fluorescence resonance energy transfer, resonancni ptenos energie
G-CSF — granulocyte colony-stimulating factor, riistovy faktor pro granulocyty
GM-CSF - granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, riistovy faktor pro
granulocyty a makrofagy

HSC — hematopoietic stem cells, hematopoetické kmenové bunky

IL3 — interleukin 3

JAK2 — Janusova kinaza 2

K3EDTA - tridraselna stl kyseliny etylendiamintetraoctové

LED - light-emitting diode, svételna dioda

MDS — myelodysplasticky syndrom

MPLYV — myeloproliferative leukemia virus, virus myeloproliferativni leukémie
MPN — myeloproliferativni neoplazie

MPO — myeloproliferativni onemocnéni

PCR — polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

PMF — primarni myelofibréza

PV - polycythaemia vera, prava polycytémie

STAT - signal transducers and activators of transcription, pfenasece signali a
transkrip¢ni faktory

STAT3, STATS — proteiny za skupiny STAT
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TPO - trombopoetin

WHO — world health organization, svétova zdravotnicka organizace
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