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Souhrn

Chronicka B-lymfocytarni leukemie (B-CLL) predstavuje maligni onemocnéni s velmi variabilnim klinickym prubé-
hem. Pro spravnou a véasnou lé¢bu piredevsim rizikovych pacienti je nezbytné toto onemocnéni co nejpiesnéji pro-
gnosticky charakterizovat. Podle recentnich literarnich idaja se zda, Ze na prognézu miZze mit vliv i mira exprese
genu hTERT, ktery kéduje katalytickou podjednotku reverzni telomerazy. V nasi studii byla vySetiena exprese genu
hTERT u 47 pacientii s B-CLL. RNA byla ziskana z mononuklearni frakce periferni krve z doby diagnézy. Kvanti-
ta transkripti hTERT byla vztaZena k expresi genu ABL. Exprese hTERT byla srovnana s muta¢nim stavem varia-
bilnich ¢asti téZkych fetézcti imunoglobulinii (IgVy). Medidn exprese hTERT u pacientii s nemutovanymi fetézci IgVy
byl ¢tyindsobny ve srovndni s medidnem exprese hTERT ve skupiné s mutovanymi Fetézci IgVy. Vysoka exprese
hTERT statisticky signifikantné korelovala s nemutovanym stavem IgVy (p < 0,00001). Celkova shoda mezi mutac-
nim stavem IgVy a expresi hTERT byla 87 %. NaSe vysledky naznacuji, Ze exprese hTERT vykazuje vysokou kon-
kordanci s muta¢nim stavem retézci IgVy. Pochopeni role hTERT v patogenezi a progresi B-CLL by mohlo prispét
k lepsi prognostické stratifikaci nemocnych s B-CLL.
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Summary
Plachy R., Pavlicek J., Jarosova M., Papajik T.: Expression of the hTERT gene in patients with B-cell chro-
nic lymphocytic leukemia

B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) is clinically heterogeneous disease. Therefore it is very important to
identify all reliable molecular and cellular markers to predict the tendency for disease progression. One of the pro-
mising prognostic markers seems to be expression of hTERT gene, which encodes catalytic subunit of human telo-
merase. We performed real-time reverse transcription PCR to quantitate the amount of hTERT transcripts in mo-
nonuclear blood cells from 47 B-CLL patients. We used ABL gene as a housekeeping gene.We compared the expres-
sion of hTERT to the IgVy mutational status. Median of hTERT expression was fourfold higher in the IgVy unmu-
tated group than in the IgVy mutated group (p<0.00001). The level of hTERT expression discriminated the IgVy
unmutated from IgVy mutated B-CLL in 87% cases. Our results suggests that hTERT expression strongly correla-
tes with IgVy mutational status. Full understanding of the hTERT role in pathogenesis and progression of B-CLL
could contribute to better prognostic stratification of patients with B-CLL.
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Uvod

Nékteré typy lidskych nddorovych bunék ziskavaji
,~nesmrtelnost™ aktivaci reverzni telomerdzy, jejiz ex-
prese je u vétSiny normdlnich somatickych bunék nede-
tekovatelnd. Vime, Ze pfi kazdém bunécném déleni do-
jde ke zkréaceni teloméry zhruba o 200 bp. Reverzni te-
lomerdza predstavuje jaderny ribonukleoproteinovy
komplex, ktery je schopen udrzovat délku telomér tim,
Ze jeho katalytickd podjednotka hTERT syntetizuje pod-
le templatu predklddaného RNA podjednotkou hexame-
rové repetice TTAGGG, a tim zachovava délku telomé-
ry na konstantni hodnoté. Pokud délka teloméry kles-
ne pod uréitou limitni hodnotu, neni bunka nadéle

schopna déleni. Délka telomér tedy hraje dulezitou ro-
li v regulaci bunécné proliferace. Aktivita reverzni te-
lomerazy je fyziologicky vysokd u kmenovych a zéro-
de¢nych bunék. ZvySend aktivita reverzni telomerdzy
byla také popsdna u fady solidnich nddord a rovnéz
u hemato-onkologickych onemocnéni (1, 2). Role toho-
to enzymu u pacientli s B-CLL je dosud sporna a vyza-
duje hlubsi zkoumani. V rdmci pfedkladané pilotni stu-
die jsme se rozhodli pfispét do této diskuse a stanovili
jsme molekuldrné biologickymi metodami expresi ge-
nu hTERT, ktery kéduje katalytickou podjednotku re-
verzni telomerdzy. Expresi hTERT jsme porovnali s mu-
taénim stavem IgVy ktery je hlavnim molekuldrné bi-
ologickym prognostick}’/m markerem rutinné vysetio-
vanym u pacientd s B-CLL.
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hTERT u CLL

Materialy a metody

V ramci nasi pilotni studie jsme vysSetfili expresi genu
hTERT v periferni krvi u 47 nové diagnostikovanych pa-
cientll s B-CLL. V souboru bylo 32 muzti a 15 Zen (vék
v dob& diagndzy: 41-78, medidn 61,5 roku). Pacientt
v klinickém stadiu Binet A bylo 32 %, ve stadiu Binet B
40 % a ve stadiu Binet C 28 %.

Priiprava RNA a cDNA

Totalni RNA byla ziskdna z mononukledrni frakce pe-
riferni krve. Extrakce RNA byla provedena pomoci Tri-
zolu (Invitrogen). K reverzni transkripci byl pouZit Tran-
scriptor (Roche). Pro prepis RNA do cDNA byly pouZi-
ty ndhodné hexamery (Promega). Postup pfi izolaci RNA
a reverzni transkripci se fidil doporu¢enimi vyrobca.

Real-time PCR

Kvantita transkriptti genu hTERT byla vztaZena k ex-
presi genu ABL. Pro kvantifikaci byl pouzit pfistroj
LightCycler (Roche). Sekvence primeri a hydrolyzac-
nich sond jsou uvedeny v tabulce 1 (3). Reakéni smés
(celkovy objem 20 pl) obsahovala 2 ul amplifikaéniho
kitu LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Ro-
che), 2 ul cDNA, 2 mM Mg?2+, 0,2 uM proby a 0,5 uM
kazdého z primert. Po dvodni inkubaci (10 min., 95
°C), nasledovalo 50 cykli vlastni amplifikace (denatu-
race — 10 s, 95 °C, annealing — 10 s, 60 °C a extenze
6 s, 72 °C). Koncentrace transkripti genu hTERT
a ABL byly stanoveny na zdkladé srovnani danych Cp
Cisel s pribéhem prislusnych standardnich kiivek. Kaz-
dy vzorek byl vySetfen v duplikdtu. Expresni pomér
hTERT/ABL byl pro lepsi matematické zpracovani vy-
ndsoben hodnotou 1000.

Mutacni status IgV

Prestavby gent IgVy pfislusejici patologickym kloniim
B lymfocytt byly nalezeny pomoci multiplexové PCR
s vyuzitim primerti uvedenych v tabulce 2 (4, 5). Konkrét-
né, reakéni smés (celkovy objem 50 ul) obsahovala 2 pl
cDNA, 1,5 mM Mg?+, 20 pmol kazdého z primeru,
0,25 mM kazdého z dNTPs, 5 pul 10x PCR Buffer I a 2U
AmpliTaq Gold DNA polymerazy (Applied Biosystems).
Po tivodni inkubaci (5 min., 94 °C), ndsledovalo 37 cyk-
It vlastni amplifikace (denaturace — 30 s, 94 °C, annea-

Tab. 1. Exprese hTERT: sekvence primert a hydrolyza¢nich sond.

Tab. 2. Muta¢ni status IgVy;: sekvence primerd.

IgVy
Vyl/7 “-CTC ACC ATG GAC TGG ACC TGG AG-3”~
V2 "-ATG GAC ACA CTT TGC T(A/C)C AC(G/A) CTC-3"
Vi3 -CCATGG AGT TTG GGC TGA GCT GG-3°

"-ACA TGA AAC A(C/T)C TGT GGT TCT TCC-3"
"-ATG GGG TCA ACC GCC ATC CT(C/T) G-3°
"-ATG TCT GTC TCC TTC CTC ATC TTC-3"
“-CTT ACC TGA GGA GAC GGT GAC C-3°

<
)
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Vyx — rodinné specificky forward primer, Ji; — konsensudlni reverzni
primer

ling — 30 s, 62 °C a extenze 45 s, 72 °C) a findlni exten-
ze (10 min., 72 °C). PCR byla provedena v termocykle-
ru Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler. Pro pfimé
sekvenovani PCR produktt byl vyuzit kit BigDye Ter-
minator v1.1 (Applied Biosystems). Samotné sekvenova-
ni bylo provedeno na pfistroji ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems). Homologie fetézcti IgVy; s germindlnimi se-
kvencemi byla stanovena s vyuZitim databazi IgBlast
a IGMT. Hranice mezi mutovanymi a nemutovanymi se-
kvencemi byla vedena 98% homologii.

Statistické zpracovdni

Pro posouzeni vztahu mezi mutacnim stavem IgVy; a ex-
presi reverzni telomerdzy byl pouZit software MedCalc
(MedCalc Software, Mariakerke, Belgie). Studované cha-
rakteristiky byly z hlediska statistického vztahu porovniny
pomoci Fisherova exaktniho testu, pficemZ hladina statis-
tické vyznamnosti byla vedena hodnotou p = 0,05.

Vysledky

U vsech 47 analyzovanych vzorkd byla detekovana ne-
nulové exprese genu hTERT (rozpéti 7 — 3311, medidn 67).
Pacienti v klinickém stadiu Binet A méli medidn exprese
hTERT 30, pacienti ve stadiu Binet B 96 a pacienti ve sta-
diu Binet C 169. Pfi asociaci exprese hTERT s muta¢nim
stavem IgVy daného pacienta bylo zjiSténo, Ze medidn ex-
prese hTERT u pacientli s nemutovanym stavem IgVy (roz-
péti 9-3311, medidn 119) je priblizné Ctyindsobkem medi-
anu exprese hTERT u pacientd, ktef{ maji mutovany status
IgVy (rozpéti 7-77, medidn 29). Pro tuto asocia¢ni analyzu
byl cut-off mezi vysokou a nizkou expresi hTERT veden
hodnotou 49 (obr. 1). Za takto zvolenych podminek byla

shoda mezi expresi hTERT a muta¢nim statutem IgVy
87 % (p < 0,00001).

hTERT

F | 5"-CGG AAG AGT GTC TGG AGC AA-3°

R | 5"-GGA TGA AGC GGA GTC TGG A-3”

Diskuse

P | FAMS5™-TTG CAA AGC ATT GGA ATC AGA CAG CAC-3'BHQ!I

ABL

B-CLL je nejcastéji diagnostikovanou leukemif do-

F | 5"-TCC TCC AGC TGT TAT CTG GAA GA-3~

spélého véku na zdpadni polokouli. Diky modernim

R | 5"-TGG GTC CAG CGA GAA GGT T-3"

P | FAM5°-CCA GTA GCATCT GAC TTT GAG CCT CAG GG-3'BHQ1

technologiim a detailnimu vyzkumu nddorového B-
Iymfocytu jsme blize skutecnému pochopeni vzniku

F — forward primer, R - reverzni primer, P — hydrolyzacni sonda

a patogenezi B-CLL. Zahrnutim hlavnich biologickych
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Obr. 1. Vztah mezi expresi genu hTERT a muta¢nim stavem IgVy
(p <0,00001). Vodorovné ¢ary oznacuji medidny exprese hTERT v pfi-
slu§nych kategoriich.

a genetickych charakteristik choroby mezi prognostické
faktory dosahujeme ptesnéjsi definice rizikovych skupin
nemocnych, ktefi potfebuji intenzivni 1écebny piistup a di-
ky pozndni zmén genomu a proteomu leukemickych bunék
jsme i bliZe k vyvoji specifické a cilené terapie, jeZ by mo-
hla pfinést zasadni zlom v lé¢ebném piistupu k této ma-
ligni chorobé.

Predkladand pilotnf{ studie zkouma vyznam exprese ge-
nu hTERT coby potencidlniho prognostického faktoru
u pacientti s B-CLL. S vyuzitim kvantitativni RT-PCR by-
la stanovena exprese hTERT u 47 pacientd. Vysledky by-
ly korelovéany s klinickymi daty a muta¢nim stavem fe-
tézt IgVy. Zjistili jsme, Ze vyssi exprese hTERT souvisi
s pokrocilejSim stadiem B-CLL a nemutovanym stavem
IgVy. Nase zjisténi ukazuji, Ze exprese hTERT mize
v budoucnosti slouZit jako vhodny molekuldrné biologic-
ky marker B-CLL.

Vysoka aktivita telomerazy zjiSténd metodou TRAP by-
la opakované prokdzdna u pacientil s pokro¢ilym stadi-
em choroby a nepfiznivymi prognostickymi faktory (6,
7). Analyza hTERT na drovni transkriptd mRNA piedsta-
vuje alternativni pfistup vyznacujici se vySsi citlivosti
a presnéjsi kvantifikaci (3, 8).

Odlisna exprese hTERT u pacientd s mutovanym a ne-
mutovanym stavem fetézct IgVy; miZe souviset s rozdil-
nou délkou telomér. Bylo opakované prokdzédno, Ze paci-
enti s nemutovanymi fetézci IgVy; maji kratsi teloméry nez
pacienti s mutovanymi fetézci IgVy (7, 9). VySsi exprese
hTERT a vyssi aktivita telomerazy pak v ptipadé kratkych
telomér miiZe signalizovat snahu patologickych bunék pro-
dlouzit a zvysit svij proliferativni potencial (8).

Studium a pochopeni role hTERT je vyznamné nejen
z prognostického hlediska, ale také z pohledu terapeutic-
kého. hTERT ma totiz kromé udrzby délky telomér i fa-
du dal§ich vyznamnych vlastnosti napf. kontroluje bunéc-

né prezivani ¢i md schopnost branit apoptoze (9). Cile-
nym terapeutickym blokovanim hTERT je tedy moZné
kontrolovat buné¢nou proliferaci a apoptdzu. PouZiti té-
to strategie pro eradikaci patologickych kloni B lymfo-
cytl u pacientti s B-CLL je ve stadiu vyzkumt (10).
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