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SOUHRN

Difuzni velkobunéény lymfom (DLBCL) je nejcastéjsi typ non-Hodgkinského
lymfomu. Je to molekuldrné i prognosticky heterogenni onemocnéni, jehoz tii hlavni
geneticky definované podtypy (germinal center-like/GC-like, non-germinal center-
like/nonGC-like a primarné mediastinalni B-lymfom/PMBL) neni v sou¢asné dob&é mozné
dostupnost Cerstvé zmrazené vySetiované tkané a jeji technickd a ekonomicka narocnost ji
¢ini v rutinni praxi nevyuzitelnou. Vzhledem k prognostické odlisnosti je vSak informace o
podtypu DLBCL dulezita. Jednak ze strany pacienta, ktery mé pravo védeét, jak zavazné je
jeho onemocnéni, jednak z hlediska klinickych studii, u kterych miize mit ndhodné zatazovani
pacientli bez znalosti podtypu tumoru vliv na vysledky studie.

Ptredkladana prace se zabyva zjednoduSenim diagnostiky podtypu primarné
mediastinalniho B-bunééného lymfomu (PMBL) v ramci skupiny DLBCL. Vyuziva bézné
dostupné a na skladovani nenaro¢né vzorky tkani zalitych v parafinovych blocich (tzv. FFPE
tkan) a dale analyzu genové exprese pomoci vSeobecné rozsifené metody real-time
kvantitativni PCR (RTqPCR). Jako vychozi metoda pro odlisSeni PMBL/DLBCL pacienti je
v praci pouzita klinicko-patologicka diagnoza, ktera je v soucCasnosti uznavana jako relevantni
klasifika¢ni postup vzhledem k nedostupnosti genovych €ipu. Jeji shoda s genovymi Cipy je
vSak pouze 76%. V predkladané praci je navrzen novy zpusob odliSeni PMBL a DLBCL
diagno6z vychazejici z genové exprese tii pecliveé zvolenych genli. Oba diagnostické algoritmy
jsou srovnany pomoci analyzy klinickych dat pacientli. Geneticka klasifikace se dle ziskanych

vysledk vice pfiblizuje vySetfenim na genovych ¢ipech nez klasifikace klinicko-patologicka.

Kli¢ova slova:

Difuzni velkobunéény lymfom (DLBCL), primérné mediastinalni B-lymfom, genova exprese,
genové Cipy/mikroarraye, real-time kvantitativni polymerazova tetézova reakce (RTqPCR),
tkan fixovand ve formolu a zalitd v parafinu (formalin-fixed, paraffin-embedded tissue,

FFPE).
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ABSTRACT

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most common type of non-Hodgkin
lymphoma. It is a molecular and prognostic heterogeneous disease. Three main genetic
subtypes are called germinal center-like DLBCL (GC-like DLBCL), non-germinal center-like
DLBCL (nonGC-like DLBCL) and primary mediastinal B-cell lymphoma (PMBL). These
subtypes can be reliably distinguished only with usage of gene expression profiling (GEP).
The GEP method can be applied only when fresh frozen tissue is available. The method is
technically difficult and expensive. Thus, it is not used routinely. Since the DLBCL subtypes
differ in prognosis, it is extremely important to be able to distinguish them.

The presented thesis is focused on distinguishing of PMBL diagnosis in the group of
DLBCL. Easily stored formalin-fixed, paraffin-embedded tissue (FFPE) and gene expression
analysis using real-time quantitative polymerase chain reaction (RTqPCR) are used.

In the first step, PMBL and DLBCL cases were distinguished with an internationally
accepted clinical-pathological method. The agreement between clinical-pathological diagnosis
and GEP is only 76%. In the presented text a genetic algorithm for PMBL/DLBCL
distinguishing is suggested. It uses three carefully chosen genes and their expression is
measured with RTqPCR. Both, the clinical-pathologic and genetic algorithms are compared
with help of clinical data. The genetic one seems to be closer to the GEP method than the
clinical-pathologic one.

The text describes the establishment of the gene expression analysis from FFPE tissue
using RTqPCR method. Clinical data are analyzed with respect to both the algorithm

described above.

Keywords:
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), primary mediastinal B-cell lymphoma (PMBL),
gene expression profiling (GEP), gene microarray, real-time quantitative polymerase chain

reaction (RTqPCR), formalin-fixed, paraffin-embedded tissue (FFPE).
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CLENENI TEXTU

Nasledujici text je rozd&len do stati Uvod, Hypotézy a cile prace, Material a Metodika,
Vysledky, Diskuse, Zavéry prace a Pouzita literatura. Stati Material a Metodika a Vysledky
jsou dale roz¢&lenény do usekii oznadenych fimskymi I, IT a I1I. Usek I je vénovan zavadéni
metodiky analyzy genové exprese pomoci RTqPCR s vyuzitim FFPE tkang. Usek II je
vénovan ovéfeni vlivu exprese nenadorovych stromélnich bunék na celkové vysledky. Usek
I1I je vénovan vlastni analyze genové exprese PMBL a DLBCL a klinickému zhodnoceni

studovaného souboru v souvislosti se ziskanymi vysledky.
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1. UVOD

1.1. Molekularni genetika difuzniho velkobunééného a primarné mediastinalniho B-

lymfomu

Difuzni velkobuné¢ény lymfom (DLBCL) je dileZitou diagnostickou jednotkou, ktera
dle dat Kooperativni lymfomové skupiny (KLS) tvoii pfiblizn€ 45% z nové
diagnostikovanych non-Hodgkinskych lymfomi (NHL) v Ceské republice (1). Primarné
mediastinanim B-lymfomem (PMBL) jako zvlaStni diagnostickou podjednotkou DLBCL je
postizeno 2-5% pacientt s NHL. (1, 2, 3, 4).

Prilomova prace v oblasti molekularni biologie DLBCL byla publikovana
Alizadehem et al. (5) v roce 2000. Na zakladé simultanniho vySetfeni nékolika tisic gent
metodou genovych microarrayi/Cipli (viz nize) a analyzy tzv. genovych signatur nadorovych
bunék byly nejprve identifikovany dvé podskupiny DLBCL, oznacené jako GC-like (germinal
center) a ABC-like (activated B cell) DLBCL. Genova signatura je definovana jako skupina
genl exprimovana v ur€ité bunééné linii, v ur¢itém stadiu diferenciace nebo béhem urc¢ité
biologické odpovédi (6). V podstaté se jedna o rozsahlé genové skupiny odpovidajici
jednotlivym, buikou pravé vyuzivanym genovym programim. Ob¢ skupiny DLBCL se od
sebe v Alizadehové praci liSily odpovédi na terapii. Celkové pétileté pieziti GC-like pacientil
bylo 76%, u ABC-like pacienti to bylo pouze 16%. Ob¢ podskupiny se chovaly jako
prognostické faktory nezavislé na IPI (viz déle) (5).

Vzhledem k pfitomnosti ptfeskupenych imunoglobulinovych geni a jejich
pokracujicich somatickych hypermutaci se pfedpoklada, Ze k maligni transformaci DLBCL
bun¢k dochazi az poté, co buiiky vstoupily do tzv. germinélniho centra (GC) sekundarniho
lymfatického organu, ve kterém se B-buiiky setkavaji se svymi antigeny a specializuji se na
jejich u€innou eliminaci. V uvedené praci bylo zjisténo, ze genova signatura GC-like DLBCL
bunék je podobnd zdravym bunikdm germinalnich center a signatura ABC-like DLBCL bunék
in vitro aktivovanym B-bunikdm periferni krve. Vzhledem k expresi diferencia¢nich antigenti
je obecné piijimana teorie, dle které k malignimu zvratu v ptipadé GC-like bun€k dochazi ve
fazi GC vyvoje, zatimco ABC buniky maligné transformuji ve fazi, kdy germinalni centrum
opoustéji. GC-like bunky jsou tak charakterizovany typickymi markery germinalniho centra,

jako napt. molekulami CD10, CD38, A-myb, Bcl6 a Lmo2, pro ABC-like buriky jsou typické
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znaky jako Irf4/Mum1 nebo inhibitory apoptozy Flip a Bcl2. Uvedené podskupiny DLBCL
(GC- a ABC-like) jsou histologicky 1 imunohistochemicky neodlisitelné (5).

V nadorové tkani byly déle zjistény i dalsi genové signatury, odpovidajici nenadorové
bunécné ptimesi, uvadéné spole¢né pod terminem ,,lymph-node signature®. Spadaji do ni
expresni programy monocytl,, makrofagl a extracelularni matrix. Déle byla identifikovana
exprese nenadorovych T-lymfocytt (5).

V roce 2002 byla publikovana prace navazujici na Alizadeha, ktera identifikovala
kromé& GC-like a ABC-like DLBCL podtypti jesté skupinu tfeti, kterd neexprimovala geny ani
jedné z uvedenych skupin (6). Byla oznacena jako ,,typ 3*. Celkové pétileté pieziti bylo 60%
ve skupiné GC-like, 39% ve skupiné typ 3 a 35% ve skupin¢ ABC-like DLBCL. V téZe praci
bylo zjiSténo, ze nekteré cytogenetické charakteristiky, pokud se vyskytuji, jsou vazany pouze
na skupinu GC-like, jako napf. translokace t(14;18) pfemistujici Bc/2 gen pod enhancer
tézkého imunoglobilnového fetézce nebo amplifikace c-rel lokusu na chromozomu 2p.

V nadorové tkani byly kromé GC-like-, ABC-like- a typ3 signatur navic identifikovany
signatury MHC 11 (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR geny), lymph-node signatura (a-aktinin,
ruzné typy kolagenti, fibronektin, atd.) a tzv. proliferacni signatura (napft. c-myc). GC-like,
MHC II a lymph-node signatury byly spojeny s pfiznivou prognézou, prolifera¢ni signatura a
exprese genu Bmp6 s prognozou Spatnou. S pouzitim 16 genil vybranych z uvedenych
bunécnych programu a samostatné stojiciho genu Bmp6 byl sestaven tzv. prognosticky
prediktor. Tento prediktor pfifazoval pacientim na zakladé exprese jednotlivych gent ur€ité
skore, na zaklad€ kterého byli pacienti rozdéleni do kvartild a v jednotlivych kvartilech bylo
vyhodnoceno celkové pieziti. Takto pouzity prediktor a IPI byly nezdvislymi prognostickymi
indikatory DLBCL.

V roce 2003 byla v rdmci diagnézy DLBCL geneticky definovana podskupina PMBL
(7). Obecné se predpoklada, ze PMBL vychazi z CD19+/CD21- tymickych meduldrnich
bunék (2,8), ovSem na nemaligni bunécny korelat tohoto tumoru existuje nazort vice.
Objevuji se 1 prace, které davaji jeho ptivod do souvislosti s malignizaci bun¢k bud’

v germindlnim centru lymfatické uzliny ¢i po jeho opusténi tak, jak to vidime obecné u
DLBCL (9,10).

V citovavé studii bylo nejprve vybrano nékolik pacienti s klinicko-patologickou
diagndzou PMBL do tzv. testovaciho souboru. VSichni tito pacienti méli histologicky
potvrzenou diagnézu DLBCL a splyvajici mediastinalni nadorovou masu minimalné 6 cm
v nejmensim rozméru. Na testovacim souboru byla vySetiena genova exprese a uréena

signatura typicka pro PMBL. Z ni bylo vybrano celkem 46 gent, které svou expresi nejlépe
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odliSovaly PMBL od DLBCL. Sestava téchto gend, tzv. prediktor, byla ov€fovana na vetsi
skuping pacienti, tzv. validacnim setu se sou¢asnym zpétnym testovanim setu testovaciho. Ze
vSech 46 pacientti, u kterych byla spole¢né v obou setech klinicky pfedpokladana diagnoza
PMBL, zatadil prediktor do skupiny PMBL na zéklad€ genové exprese 76% pacientti. To
znamena, ze Ctvrtina pacientil s klinickymi projevy PMBL nenese odpovidajici genovou
Klinicky méla tato diskrepantni skupina tendenci k agresivnéjSimu pribehu onemocnéni a
horsi prognoze. Kdyz byli prediktorem ur¢eni PMBL pacienti analyzovani podle schématu
roziazujiciho do skupin GC/ABC, cast byla zatazena jako GC, druha cast ziistala
neklasifikovana. Nikdo z PMBL pacientt neptipadl do ABC podskupiny. PMBL signatura si
je tedy blizsi s GC podtypem DLBCL. Pétileté preziti pacientl bylo nejlepsi ve skupiné
PMBL (64%), dale ve skupin¢ GC (58%), nejhlife na tom byli pacienti ze skupiny ABC
(30%). Vzhledem k lepsi prognoze geneticky uréenych PMBL pacientt se ukazuje jako
vyznamné umet tyto pacienty dobie odlisit.

PMBL vykazuje néktera genetickd specifika. Je to pfedev§im povSechné snizena
bunécna signalizace zavisla na B-bunééném receptoru (BCR). Je tak sniZzend exprese napt. u
genu Blk, Nfat, Sab (6,11). Dale byva typicky snizend exprese povrchovych imunoglobulinti
pies pretrvavajici expresi CD79a. Signaly podporujici maligni rtist jsou zprostfedkovany
Jak2/Stat signaliza¢ni kaskadou, ktera v konecné fazi vede k aktivaci faktoru NFxB a ktera je
pravdépodobné udrzovana v trvale aktivnim stavu na nékolika Grovnich. Zaprvé jde o
overexpresi receptorové molekuly /L-13Ral, kterd stoji na poCatku zminéné signalizacni
cesty. Zadruh¢ jde o sniZzené odbouravani aktivni formy Jak2 kindzy, jednak z dtivodu Castych
mutaci jejiho inhibitoru genu Socs, jednak pravdépodobné ptispiva 1 genova amplifikace Jak2.
Zatteti zvySené exprimovany Trafl gen inhibuje apoptézu a vede buiiku ke zvySené aktivaci
NFxB (12,13). U PMBL byva dale popisovana zvySena exprese napt. u gend Figl, Mal,
CD30, PdI2? a dalsich (11,14).

Zajimavy je vztah mezi PMBL a Hodgkinovym lymfomem (HL). Tyto dva nadory
spolu sdileji vice nez jednu tietinu genové exprese. Oba jsou typicky nddory mladych lidi,
vznikaji pfednostné v mediastinu a oba Casto vykazuji histologické rysy sklerotizace. Jsou
znamy piipady pacientd, ktefi po vyléceni jednoho z uvedenych typt nadortt onemocnéli
druhym, 1 ptipady tzv. Sedé zony, kdy nador sdili histologické charakteristiky obou
onemocnéni soucasné (15). Spekuluje se nad dvéma moznymi vysvétlenimi téchto jevi. Je
mozné, Ze oba tumory maji stejny bunécny prekurzor, tedy jiz zminénou thymickou

medularni B-buiiku, nebo Ze prekurzor je jiny, ale zmény v genomu se tykaji stejnych
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signaliza¢nich cest a vedou tudiZ k podobnému malignimu mechanismu. Toto druhé
vysvétleni je podporovano faktem, ze oba typy nadorti vznikaji pfednostné ve stejné lokalizaci
a nabizi se tedy jako podnét k malignimu ristu vliv mikroprostfedi dané anatomické

lokalizace.

1.2. Klinika difuzniho velkobunééného a primarné mediastinalniho B-lvmfomu

1.2.1. Difuzni velkobunéény lymfom

DLBCL postihuje pievazné starsi vékovou skupinu s medianem sedmé vékové dekady
v dobé& diagndzy a je charakterizovan agresivnim pribéhem s potencialni kurabilitou. Az 40%
pacientll mé v dobé diagndzy extranodalni postiZzeni, vice nez 50% zvySenou hladinu
laktatdehydrogenazy a zhruba v 15% byva naddorem infiltrovana kostni dfenl. Pfiblizn¢ tfetina
pacientli ma v dob¢ diagnozy celkové ptiznaky, tzv. B symptomy (febrilie, no¢ni poceni,
ubytek na vaze) (16).

V predikci preziti pacientd ma vysadni postaveni mezinarodni prognosticky index
(IPT). V rdmci IPI je hodnoceno celkem 5 nezavislych klinickych charakteristik: vek, klinické
stadium choroby v dob¢ diagnézy, hladina sérové laktatdehydrogendzy, vykonnostni stav a
extranodalni postiZeni.

V poslednich letech byla déale publikovana fada prognostickych markert
vySetfovanych bud’ na urovni genti nebo proteini, at’ jiz analyzovanych jednotlivé nebo ve
skupinach. Za prognosticky ptiznivy znak byva povazovana napft. exprese molekul Lm02
(16), CD23 (16), Bcl6 (17), CD21 (18) nebo CD40 (16), s hor§im piezitim byva spojovana
napf. zvySend exprese cyklinti D2 a D3, survivinu (18), Fox2 genu (16) ¢i ztrata exprese MHC
komplexti [ a II tfidy (6). U mnohych jednotlivé posuzovanych markert jsou udaje o jejich
prognostickém vyznamu nejednotné a vysledky jedné prace Casto nejsou potvrzeny praci
jinou. Jedna se napf. o molekuly CD10, p27X"!, CD5 nebo Bcl2, kontroverznim
prognostickym ukazatelem je i proliferacni marker gen Ki67 (18,19).

V roce 2004 byl publikovéan prognosticky model zaloZeny na expresi Sesti gentl (20).
V tomto modelu byly geny Lmo2, Bcl6 a Fnl asociovany s dobrou prognoézou, cyklin D2,
Scya3 a Bcl-2 s horSim pfezivanim. Matematickym vypoctem beroucim v uvahu expresi vSech
Sesti genll vySetfenou pomoci RTqPCR (real-time kvantitativni polymerazova feté¢zova
reakce) byli pacienti pfifazovani do prognostickych skupin. Existuji i dal$i prace uzivajici

kombinovany model exprese n¢kolika genil. 13 genil vyuziva model M. Shippové (21), 16
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genll model Jaise (22), 36 genit model Rimszy (23). Obecné ale plati, Ze s rostoucim poctem
Nekteti autofi rozd€luji pacienty do prognostickych skupin zaloZzenych na riznych
kombinacich proteinti vySetfovanych imunohistochemicky. V téchto schématech se ¢asto
objevuji molekuly odrazejici riznou zralost malignizujiciho lymfocytu. Takto byvaji uvadény
napt. CD10, Bcl6, Irf4/Muml a CD138 (24,25,26,27,28). S vyjimkou algoritmu Hansov¢ et
al. (28, viz nize) se ale v dosavadni praxi zddné schéma neujalo. Schéma Hansové bylo navic
v roce 2009 rozsifeno o dalsi geny (viz déle). Jsou publikovany dale i postupy vyuzivajici
imunohistochemii jinych proteint, napf. koexpresi c-Myc a p53, spojenou s velmi agresivnim

prubéhem onemocnéni (29).

1.2.2. Primarné mediastinalni B-lymfom

PMBL typicky postihuje mladé Zeny ve tieti az ¢tvrté dekade zivota (2,30). V
uvodnich projevech je obvykla mediastindlni nadorova masa (Casto nad 10cm), lokalni
invazivita do plic, pleury, perikardu a hrudni stény a elevace sérové laktatdehydrogendzy
(LDH) nad referen¢ni meze (2,3,8,15,30,31). Postizeni kostni dfen¢ ¢i CNS je v dobé
diagnozy vzacné, ale v pripad¢ relapsu je Casty rozsev do extranodalnich oblasti, napt. do
ledvin, ovarii, CNS a dalSich organti (2,3,15). Proti klasickému DLBCL jsou tedy pro PMBL
klinicky typické predevs§im prikaz nadorové mediastinalni masy s lokéalni invazivitou (plice,
pleura, perikard, hrudni sténa). Podbranicni postiZeni je ve srovnani s DLBCL méné¢ casté,
vstupné byva elevace LDH, kostni dien vSak infiltrovana nebyva. V soucasné dob¢ je PMBL
povazovan za onemocnéni s lepsi prognozou nez klasicky DLBCL (15).

V histologickém vySetfeni ma PMBL obdobny vzhled jako klasicky nemediastinalni
DLBCL (dale jen DLBCL). Mize se objevit i fokalni nodularita, Reed-Sternberg-like buiiky a
vyrazna sklerotizace nadoru. Tyto znaky vSak nejsou stoprocentné spolehlivé a PMBL tak
zustava klinicko-patologickou diagnostickou jednotkou (3).

Nédor exprimuje typické B-antigeny (CD19,CD20,CD22), ale obvykle postrada
povrchové imunoglobuliny i pies expresi koreceptoru CD79a. Casté jsou také chromozomalni
amplifikace 9p (Jak2 gen) a 2p (c-rel) (5,31,32,33).

V pilotnich studiich byl uvadén agresivni pribéh onemocnéni a horsi prognoza nez u
DLBCL, v soucasné dobé je ale PMBL povaZovan za prognosticky piiznivéjsi variantu.
Diskrepance vysledki diivéjsich a nynéjSich praci je vysvétlovana obtiznosti diagnostiky

PMBL.
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1.2.3. Terapie DLBCL/PMBL

Standardni 1é¢bou DLBCL/PMBL je antracykliny obsahujici chemoterapeuticky rezim
kombinovany v poslednich n€kolika letech s rituximabem (protilatka anti-CD20).
Alternativné byva do 1écebnych postupii zafazovana radioterapie na mista ptivodniho tzv.
bulky postizeni (tzn. pfitomnost nadorové masy, dle riznych autorfi o rozmérech 5-10cm) a
autologni transplantace perifernich kmenovych bun¢k. Pouziti téchto postupt zavisi na
konkrétnim Ié€ebném protokolu, odpovédi pacienta na tvodni 1é€bu a v neposledni fad€ i na

zvyklostech pracovisté (1).

1.3. Diagnosticky vyuzivané metody

Veskeré vyse uvedené analyzy vedouci k rozdéleni genetickych podtypi DLBCL byly
provedeny s vyuzitim genovych €ipli, microarrayi. Na jedné stran€¢ umoziuji tato vySeteni
soucasnou analyzu tisicti genil z jednoho vzorku a umozni jejich zpracovani zacilené na
zmeény exprese od jednotlivych gent pies konkrétni signalizaéni cesty az po studium
rozsahlych celistvych bunécnych genovych programt. Na druhé stran€ jsou tato vysetieni
technicky velmi naro¢na. Vyzaduji RNA vysoké kvality ziskané z Cerstvé zmrazené tkane.
Jak ziskani této tkan¢ na chirurgickém sale, tak néslednd kontrola patologem, zda zmrazeny
vzorek obsahuje poZadovanou nddorovou tkan v odpovidajici kvalité, 1 trvalé uchovani
vzorku v tekutém dusiku jsou organiza¢né narocné kroky. Nésledné finan¢né nakladné
vySetieni kazdého jednotlivého vzorku znemoziiuje uvedeni microarray technologii do rutinni
praxe. Jsou proto hledany alternativni postupy, které by byly schopné s vétsi ¢i mensi chybou
vySetieni Cipy nahradit. BéZn¢ vyuZzivané techniky jsou v takovych ptipadech
imunohistochemie (pt. 27,28) a RTqPCR (pf. 20).

Vyhodou ¢ipové analyzy je moZznost charakterizovat v celostnim pohledu pravé
ptitomnou genovou expresi buiiky v konkrétnim ¢asovém okamziku, za danych a ptipadné
laboratorné ovlivitovanych podminek. Simultanné 1ze vySetfit genovou expresi tieba i vSech
znamych genii daného organismu. Cipové vysetieni je mozné provadét i za jinymi uéely nez
vySetieni genové exprese — napt. vySetfeni chromozomadlnich zmén, SNP (single nucleotide
polymorphism), epigenetické zmény a dalsi. Zakladnim principem vySetieni je hybridizace
nukleovych kyselin (DNA, cDNA ziskana z RNA) izolovanych ze vzorku zajmu a znacenych

detekabilnim zplisobem s komplementarnimi fetézci nukleovych kyselin nanesenych na
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vhodny nosi¢. Tato komplementérni oligonukleotidové vlakna reprezentuji zndmé genové
sekvence a jsou nanasena napt. na nylonovych membranach nebo sklenénych destickach.
Detekabilni znaceni byva radioaktivni (P32/33), znaeni pomoci haptenil (biotin, digoxigenin,
aminoallyl) nebo fluorescenéni (Cy3, Cy5). Detekce je dle zplisobu znaceni pak
autoradiografickd, chemiluminescencni nebo fluorescencni. Komeréné jsou k dostani rizné
typy &ipti — napt. firmy Affymetrix, Ilumina, Agilent. Cipy mohou byt zaméfeny bud’ na
konkrétni biologickou ulohu (napt. apoptéza) nebo na genom konkrétniho organismu, a to v
ruzném rozsahu. Vysledek vySetfeni genové exprese pomoci mikroarray technologie je

relativni a porovnéva sledované vzorky mezi sebou (34).

1.3.1. Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je schopna ¢aste¢né vytesit problém vstupniho materiélu,
protoze pievazné pracuje s bézné dostupnym, archivnim parafinovym blokem (formalin-fixed,
paraffin-embedded tissue, FFPE). Na druhé strané, expresni genové profily jsou vySetfovany
na urovni mRNA, zatimco IHC vySetiuje odpovidajici protein. Hladiny mRNA a proteint
ovSem ne vzdy koresponduji a neplati pln¢ ani pfedpoklad, Ze hladina proteinu coby efektoru
1épe odpovida d&jim v bunice. Rozhodujici roli zde hraji degradacni polocasy proteinti.

Patolog si pfi vySetfovani pozitivity jednotlivych marker(i v§ima predevs§im dvou
parametrll — procenta pozitivnich sledovanych bunék (v nasem piipad€ nadorovych) a
intenzity barveni markeru. Dle obecnych postuptli patologl je vzorek oznacen jako pozitivni,
je-li v daném barveni pozitivnich aspont 10% sledovanych bun¢k. Pod touto hranici 10% je
vzorek povazovan za pro dany marker negativni. V nékterych algoritmech je v§ak mozno
vidét i hranice jiné, napt. 30% (28). Intenzita barveni se zpravidla popisuje stupnici 1 az 3,

pfipadné barvenim na 1 az 3 kiiZze.

Jak ur¢ovani procenta pozitivnich bungk, tak popis intenzity barveni s sebou piinéseji

uskali, na ktera je naraZeno ve vyhodnocovani vyzkumnych projekta.

Prvnim problémem je obtizna kvantifikovatelnost vysledku. V mnohych vyzkumnych
projektech je nespojity udaj pozitivni/negativni nedostatecny a je snaha ho néjakych
zpusobem rozsifit a tak pfibliZit detailnéjSim statistickym analyzam. Obecné se l1ze v literatuie

setkat se dvéma piistupy feSeni tohoto problému:
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1) tzv. semikvantitativni vyhodnoceni jednotlivych preparatt (35). V kazdém vzorku je
spocitano procento pozitivnich bunék a vzorky jsou rozdéleny do skupin - napft. skupina 1
(10-25% pozitivnich bun€k), skupina 2 (25-75%) a skupina 3 (nad 75% pozitivit). Eventualné
je mozno vzit v uvahu intenzitu barveni jednotlivych markerti popsanou stupnici 1 az 3.

2) vyhodnoceni pomoci klasifika¢nich algoritmti a schémat (viz nize algoritmus klasifikace

DLBCL).

DalSim problémem je kolisava intenzita barveni jednotlivych markerti, ktera je mezi
jednotlivymi laboratofemi zcela nesrovnatelna. V nékterych publikovanych studiich je
intenzita vySetfeni brana v potaz (napi. 35, viz dale). Problém nestabilni intenzity vySetfeni je
mozné pii dostupnosti potiebného vybaveni vytesit pouzitim tzv. tkanovych mikroarrayi
(TMA). Pti tomto vySetfeni jsou v celé skupin€ blokl nejprve na hematoxylin-eosinovych
preparatech identifikovany nejreprezentativnéjsi oblasti vzorku a ty jsou nasledné z bloku
vytiznuty. Takto ziskané fragmenty vSech blokii v celé vySetfované skupiné jsou pak spojeny
do bloku jednoho, ten je nakrajen a obarven piislusnou protilatkou. Tim je dosazena
uniformita barveni v celém studovaném souboru. Technické vybaveni pro TMA je vsak velmi
nakladné a vétSina béznych patologii jim nedisponuje.

Narazime i na relativné Spatnou reproducibilitu IHC vySetfeni, predevSim pokud je
provadéno v riznych laboratotich. Hlavnim diivodem jsou technické variability

v jednotlivych protokolech, odlisné mezi jednotlivymi laboratofemi (36).

IHC klasifikac¢ni algoritmus pro DLBCL

Pro rozdéleni DLBCL na GC/ABC/typ3 podskupiny bylo navrzeno nékolik
imunohistochemickych schémat. Nejznaméjsi je algoritmus Hansové (28), vyuZzivajici barveni
proteini CD10, Bcl6 a Mum1/Irf4 (obr.1). Vzhledem k tomu, ze typ3 DLBCL nema zadny
charakteristicky expresni znak, nebylo mozno ho v IHC odlisit Zddnym vhodnym markerem a
skupina typu 3 splynula v algoritmu se skupinou ABC. Algoritmus tak rozliSuje skupiny dv¢,
a to GC- a nonGC (ABC+typ3). Shoda IHC algoritmu s vySetfenim na genovych ¢ipech byla
80% (71% pro GC skupinu a 88% pro skupinu nonGC), IHC schéma vSak v dané studii
prokazalo lepsi prognostickou predikci neZ microarraye. Pacienti v GC skupiné méli pétileté
preziti 76% oproti 34% u pacientii ve skupiné nonGC. IHC schémata jinych autora jsou

zminéna vyse (napf. 27). Uvedené schéma Hansové bylo v roce 2009 déle rozsifeno o dalsi

geny, Gceet a Foxpl (37).
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Co se tyce IHC odliseni PMBL podskupiny, zddné obecné schéma neexistuje. Jsou
uvadény postupy vyuzivajici napt. barveni proteinti Mal, Stat ¢i Traf (38,39). Jejich pozitivita
vSak u PMBL lymfom neni konstantni a zatazeni téchto markert do rutinni praxe je

problematické.
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Obr. 1. Algoritmus dle Hansové et al. Nejprve je vzat v uvahu antigen CD0. Je-1i pozitivni,

nador je zafazen do skupiny GC. Je-1i CD10 negativni, je vyhodnocen antigen Bcl6. Pii jeho

.....

Muml. Je-1i pozitivni, spada vzorek do skupiny nonGC, je-li negativni, pak do skupiny GC.

Hranice pozitivity je v uvedeném schématu u jednotlivych markerd 30 % bunék.
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1.3.2. RTgPCR

RTqPCR vysettuje mensi mnoZstvi genil nez Cipy, je vyrazné levnéjsi a proti Cipim
ma lepsi kvantifikacni ptesnost. Jako vstupni materidl pro izolaci RNA byva bézné pouzivana
cerstvé zmrazena tkan.

Chceme-li vySetfovat RNA z archivniho FFPE materidlu, nardzime na zasadni
problém degradace a chemické modifikace nukleovych kyselin, ke kterym dochazi béhem
zpracovani vzorku do parafinového bloku. Piestoze poprvé byla RNA z archivniho vzorku
analyzovana jiz v roce 1988 (40), v praxi pro technickou ndro¢nost metod tyto analyzy bézné
rozSifeny nejsou. V nasi laboratofi se v letech 2005-2007 podatilo vysetieni genové exprese
z FFPE tkani pomoci RTqPCR zavést (viz dale, (41)). Pfi pouziti tohoto materialu je

nespornou vyhodou i moznost retrospektivni analyzy klinickych dat pacientt.

Cela metoda vysetfeni genové exprese pomoci RTqPCR sestava z nékolika krok:
1. Izolace nukleové kyseliny, v nasem ptipadé RNA.
2. Kontrola jeji kvality.
3. Reverzni transkripce RNA do komplementarni DNA, tzv. cDNA.

4. Provedeni a analyza vlastni PCR reakce.

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze metoda byla béhem postgradualniho projektu zavadéna a
vysledky optimalizace jsou zohlednény ve vysledcich prace, bude ji v nasledujici ¢asti tvodu

vénovan podrobné;jsi vyklad.

Ad 1. Izolace RNA

Zakladnim protokolem izolace RNA z Cerstvé tkan¢ je tzv. Chromczynského
guanidin-fenol-chloroformova (GFCH) metoda (42). Bunky, jejichZ RNA chceme izolovat,
nejprve lyzujeme pomoci lyza¢niho roztoku. V dalSich krocich se poté RNA vaze ve vodné
¢asti fenol-chloroformové emulze, srazi v izopropanolu a promyva etanolem. V kone¢né fazi
izolace ziskdvame RNA zbavenou proteini a anorganickych iontl a rozpoustime ji ve vodé.
VétSina v soucasnosti uzivanych izolacnich protokolti i komerénich izolac¢nich kith z této

metody vychazi.
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Poznamky pro FFPE materiél

Existuje rovnéz modifikace metody pro izolaci RNA z FFPE tkané. Zde je vlastni
izolaci predsunut deparafiniza¢ni krok. Po nakrajeni parafinového bloku na tenké fezy (10
um) je odstranéni parafinu provedeno kratkou inkubaci s xylenem. Poté se pokracuje
zpusobem obdobnym jako pti pouziti Cerstvé tkané. Byly vyvinuty 1 komercni kity pro praci
s RNA z FFPE tkang. Nami pouZzivany kit firmy Roche (viz dale) je zaloZen na izolaci
nukleové kyseliny pomoci kolon ze sklenych vlaken, kdy reakce probihaji za vyhovujicich
koncentraci solnych roztokd.

Izolace RNA z FFPE fez(i ma urcita specifika, na ktera je nutno brat zietel, chceme-li
dosahnout uspésné analyzy genové exprese. Zasadnimi problémy jsou piredevsim degradace
RNA azZ na fragmenty o velikosti 200 bp (43) a vznik tzv. zkfiZzenych vazeb (cross-linking)

s ostatnimi molekulami nukleovych kyselin a proteinti (44). Tyto vazby vznikaji nasledkem
inkubace tkan¢€ ve formalinu, ktera umozni vznik tzv. metylolovych skupin. Vzajemnou
reakci téchto skupin na riznych makromolekuldch dochazi postupné k ireverzibilni vazbé a
zesitovani nukleovych kyselin a proteinti. Prvni problém, tedy fragmentace RNA, je feSen
vhodnym vybérem primert tak, aby amplifikované fragmenty DNA nepiekrocily délku 100
bp, pokud je to mozné. Uvolnéni RNA z vazeb na ostatni slozky tkan¢ je realizovano inkubaci
s Proteazou K. Kromé uvolnéni RNA z vazeb ma Proteaza K dalsi dalezitou roli, a to
degradaci endogennich nukleaz. Timto u¢inkem chrani RNA uvolnénou z vazby pied

enzymatickou digesci.

Ad 2. Kontrola RNA kvality. (Zdroj informaci: Kurz kvantitativni PCR, UHKT, 2005):

Kontrola kvality RNA izolované z Cerstvé tkan€ je bézné dvoji:

1. elektroforeticka (obr. 2). Behem elektroforézy (napt. agardzové) detekujeme na Cele
elektroforézy pruh odpovidajici 5S rRNA, dale smérem ke startu elektroforézy dva pruhy
RNA, odpovidajici eukaryotické 18S a 28S rRNA. Nejsou-li tyto pruhy zietelné odliSitelné a
na gelu se objevuje souvisly pruh RNA fragmentd, tzv. smear, jednd se o degradaci RNA a
takovy vzorek by nemél byt dale zpracovavan. mRNA je na elektroforéze zobrazena jako
zvyraznény signal mezi pruhy 28S a 18S. Ptipadna kontaminujici DNA zlstava na startu

elektroforézy.
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vlnové délce 260 nm. Pii vinové délce 280 nm absorbuji predevsim proteiny, absorbance
nukleovych kyselin je zde ptiblizn€ poloviéni ve srovnani s absorbanci pii 260 nm. Proto by
m¢él optimalni pomér absorbance Cisté RNA 260/280 ¢init 2 (1,9-2,1). Pro provedeni kvalitni

RTqgPCR jsou dle zkuSenosti ptipustné hodnoty poméru v rozmezi 1,5-2.

Spektrofotometricka analyza umoziuje rovnéz stanovit koncentraci vzorku. Pocita se
pomoci rovnice:
¢ = Agrna X F X A9, kde
c je vysledna koncentrace RNA vzorku v ng/ul, Arna je extinkéni koeficient — pro RNA
odpovida hodnot¢ 40 (tzn. vodny roztok RNA ma ve vlnové délce 260 nm absorbanci 1 pti
koncentraci RNA 40 ng/ul) , F je faktor fedéni a A0 odpovida absorbanci vzorku pfi vinové

délce 260 nm.
Poznamky pro FFPE material

Pti praci z FFPE vzorky neni elektroforéza piinosna pro vysoky stupeii degradace
RNA. Spektrofotometrie mize byt provedena, nicméné spektrofotometrické hodnoty jsou

niz$i nez pii analyze Cerstvé tkané (45). Blizsi analyzy vysledki spektrofotometrie u FFPE

materialu ve svétové literatute chybi.
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Obr. 2. Schéma elektroforézy RNA na agarovém gelu. Horni vzorek kvalitni — start bez
kontaminace DNA, pruhy vSech tii rRNA i oblast mRNA pfitomna. Spodni vzorek nekvalitni
— kontaminace DNA na startu, degradace RNA.
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Celo
\ / elektroforézy,
\ \ 185 rRNA S
28S rRNA \
\ Smear
degradované
RNA
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Ad 3. Reverzni transkripce RNA do komplementarni DNA, tzv. cDNA.

Reverzni transkripce je metoda, kterou nestabilni molekulu RNA pfevadime do
stabilné&jsi struktury DNA. ProtoZe reakce probihd az po sestfihu pre-mRNA bunéénym
nami ziskana DNA sekvenc¢né s pavodni molekulou genomické DNA. Naopak, je
komplementarni se setiihanou mRNA, odtud ndzev komplementarni DNA a zkratka cDNA.
cDNA je v néslednych PCR reakcich pfi opakovanych teplotnich zménach stabilnéjsi nez
RNA (46).

Reverzni transkripci provadime pomoci enzymti zvanych reverzni transkriptazy. Jejich
¢innosti vznika ptrepisem RNA templatu DNA molekula. Maji virovy piivod a na trhu je jich
dostupnych vice druht, napt. MMLV (Moloney murine leukemia virus) nebo AMV (Avian

myeloblastosis virus) (46).

Reverzni transkriptaza potiebuje zahajit prepis na kratkém oligonukleotidu, tzv.
primeru. Existuji tfi tzv. priming strategie pro reverzni transkripci: (Zdroj informaci: Kurz

kvantitativni PCR, UHKT, 2005.)

1. Oligo dT primery. Jsou uzivany k reverzni transkripci mRNA molekul. Ty jsou, na
rozdil od ostatnich RNA molekul (rRNA, tRNA) opatieny polyadenylovym koncem. Tato
metoda je zaloZena na komplementarité adeninu (A) a thyminu (T). Je univerzalni pro mRNA,
ale vytézek je nizsi ve srovnani s pouzitim nasledujici metody.

2. Smés nahodnych hexametr az dekamert. Jedna se o smés vSech existujicich
kombinaci ¢ty zékladnich bazi nukleovych kyselin v oligonukleotidovych fetézcich o 6-9
bazich. Zcela ndhodné nasedaji na molekuly pfitomné RNA dle principu komplementarity
bazi. Tato metoda je univerzalni s vysokym vytézkem vzniklé cDNA.

3. Gen specificky primer, ktery prepisuje pouze RNA gend zajmu.

Poznamky pro FFPE materiél

Adenin je ve srovnani s ostatnimi bazemi nejcitlivéjsi na vznik metylolovych vazeb.
Z tohoto ditvodu se u FFPE materialu obecné nedoporucuje pouzivat oligo dT primery (44,
50,51), ackoli byly publikovany vysledky prace, kde byly uvedené primery pouZity
s uspéchem (52).

28



Ad 4. Provedeni a analyza vlastni PCR reakce (47)

Polymerazova fetézova reakce umoznuje amplifikaci (v idedlnim ptipadé
exponencialni) genu naSeho z4jmu. Zakladni mySlenka reakce predpoklada, ze pokud mame
vstupné jen né¢kolik malo kopii genu, které nejsme dostupnou technikou schopni detekovat,
pak se pravdépodobnost detekce ptislusného genu zvysi, pokud uméle jeho vstupni malé
mnozstvi amplifikujeme. Pravdépodobnost casné detekce stoupd s rostoucim poctem kopii
genu ve vstupnim vzorku a efektivitou reakce.

Princip reakce je nasledujici: Do reakce vstupuje genomicka nebo komplementéarni
DNA, tedy gDNA nebo cDNA. Na pocatku reakce je tato molekula pfti teploté cca 95°C
denaturovana na sva jednotliva a oddélena komplementarni vlakna. Pti poklesu teploty cca
k 55°C nastava tzv. anelace, tedy sekvencné specifické ptilozeni primerti ke kazdému vlaknu
DNA, na kterém je pfitomna komplementarni sekvence. Ve tietim kroku pfti teploté 72°C
za¢ina enzym polymeraza (zpravidla Taq polymeraza izolovana z Termophilus Aquaticus) na
volném konci anelovaného primeru dopliiovat vldkno DNA dle principu komplementarity
bazi. Na konci tohoto kroku méme tedy z ptivodniho jednoho DNA dvojvldkna dvé nové
dvouvlaknové molekuly DNA. Cely tento tiikrokovy proces je opakovan, zpravidla 30 — 40x.

Reakce je popsana rovnici:

Y = N(1+E)", kde

Y je amplifikacni faktor, N je vstupni pocet kopii genu, E je efektivita reakce a n je pocet

amplifikacnich cyklu.

Teoreticky reakce probiha exponencialné, v praxi ale dosahuje po urcitém poctu
probehlych cykli faze platd. Diivodem je vycerpani reakénich sloZek 1 nevyhnutelna
pfitomnost inhibitorti Taq polymerdzy v reakéni smési.

Pocet cyklt obvykle neptesahuje 40 ze dvou divodi. 1. DosaZeni faze plato je
prakticky vzdy pted 40. cyklem a dalsi protahovani reakce je jiz velmi malo efektivni, 2. je-li
ve vstupnim vzorku pouze jedna kopie genu z4jmu, dostane se pti souCasnych technickych

moznostech na hranici detekability pfiblizné v 37. cyklu (53).
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RozliSujeme dva zakladni typy PCR reakce:

1. Kvalitativni, tzv. end-point PCR, ve které¢ po prob¢hlé reakci provadime detekci
PCR produkti elektroforeticky. Zpravidla je vysledkem vySetteni odpovéd’ ANO, gen
pfitomen nebo NE, gen nepfitomen. Za pouZiti specialnich softwart je mozné provést
kvantifikaci vysledku, je to ale postup technicky velmi narocny a zdlouhavy.
2. Kvantitativni, tedy real-time kvantitativni PCR, RTqPCR. Tato metoda detekuje
postupné nariistajici mnozstvi PCR produkti jiz aktualn€ v pribéhu reakce, obvykle po
kazdém cyklu. Detekce je zaloZena na fluorescenci ur€itych reakénich slozek. RozliSujeme

dva zékladni typy fluorescenc¢ni detekce (48):

a) nespecifickou — typickym zastupcem je interkalac¢ni barvivo SYBR green. Tato
molekula interkaluje do dvouvlaknové molekuly nukleové kyseliny zcela nezévisle na jeji
sekvenci. Pokud je interkalovany SYBR green ozaien paprskem vhodné vinové délky, odpovi
fluorescen¢nim zarenim. Neinterkalovany SYBR green fluorescenci nevykazuje. Jak
v pribéhu PCR reakce nartistd mnozstvi PCR produkti, nartistd po kazdém cyklu i zastoupeni
interkalovanych SYBR greenovych molekul a tim i detekovana fluorescence. Velkou
nevyhodou této detekce je nespecifita a tudiz vysoka narocnost na optimalizaci reakce tak,
aby v ni nevznikaly Zadné nespecifické produkty amplifikace.

b) sekvenéné specifickou — typickym zéstupcem jsou tzv. Taqgman sondy, jak byly
pojmenovany v prvnich pokusech. Tagman sonda je sekvence ptesné komplementarni k ¢asti
genu naseho zajmu. Na jednom konci je opatfena fluorescencni molekulou, na druhém tzv.
zhaSeCem fluorescence. Pokud je sonda kompletni, fluorescenci nevykazuje. Béhem reakce je
v kazdém cyklu zatazen krok, kdy sonda v kompletni podob¢ nasedne ke své komplementarni
sekvenci, a to do pozice za primerem. Taq polymeraza rozpozna primer a zacne syntetizovat
nové vlakno DNA. Jakmile se béhem syntézy dostane az k mistu, kde lezi sonda, zacne ji
svou exonukleazovou aktivitou §tépit, aby sama mohla pokracovat v tvorbé
komplementarniho vlakna. Rozstépenim sondy dojde k uvolnéni fluorescen¢niho barviva od
zhéaSece a barvivo se tak stane aktivnim. S rostoucim poctem cyklti PCR roste mnozstvi
roz§tépenych Tagman sond a tim nartsta fluorescence detekovana v pribéhu celé PCR reakce

(48).
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Vysledek RTqPCR a kvalita reakce

Vystupem RTqPCR jsou fluorescencni kiivky, jak uvedeno napt. na obr. 6, viz déle.
Zasadni vyznam pro odecteni vysledki ma tzv. threshold linie (horizontalni linie v obrazku).
Tato linie je manualné nastavitelna a poklada se do mista, kde je prub¢h fluorescenénich
kiivek exponencialni. V misté pruseciku threshold linie a fluorescenc¢ni kiivky genu
ziskavame tzv. Ct hodnotu genu (hodnota PCR Cyklu, kterou prochazi threshold linie). S Ct
hodnotami jednotlivych geni pracujeme pfi kvantifikaci vysledku (viz dale).

Pii detekci pomoci SYBR green je déle stézejni, aby se v reakci netvofily tzv. dimery
primerd. Vznikaji tak, ze se jednotlivé oligonukleotidy primert ptikladaji k sobé navzajem
aspon Casti svych sekvenci. Taq polymeraza poté feté¢zec dotvoii na zakladé komplementarity
bazi. SYBR green se pak vaze i v téchto DNA tusecich a uméle tak zvySuje fluorescenci

snimanou ze specifickych genovych usekd.

V RTqPCR plati nékteré obecné zasady:

1. niz8i hodnota Ct znamena vyssi pocet kopii genu ve vstupnim vzorku,
2. rozdil jednoho cyklu v Ct hodnotach dvou genti odpovida velmi ptfiblizné dvoundsobnému
rozdilu poctu vstupnich kopii (53).

Kvalita RTqPCR experimentt je ur¢ovana nizkymi Ct hodnotami gent, strmosti
fluorescencnich kiivek, dosazenou fluorescenci a homogenitou vysetfenych
duplikatt/triplikati kazdého vzorku. V reakcich se SYBR greenem se déale nesmi tvofit

dimery primert (48).

Kvantifikace vysledki metody RTqPCR (49)

Obecné rozliSujeme dva zékladni ptistupy ke kvantifikaci RTqPCR vysledkii:

a) absolutni kvantifikace. V této metodé¢ se ptdme na piesny, absolutni pocet kopii
sledovaného genu ve vzorku. Vychdzi se ze zhotoveni tzv. standardni/kalibracni kiivky.
Obvykle se v praxi provadi tak, ze se v n€kolika stupnich fedéni natedi roztok urcitého
plasmidu o zndmé vychozi koncentraci. Tento plasmid nese nami sledovany gen. Jelikoz
zname stupenl fedéni v kazdém kroku, zname 1 pfedreakéni pocet kopii genu v kazdém kroku
fedici fady. Z téchto hodnot zhotovime kalibra¢ni kiivku. Po vySetfeni zkoumaného vzorku

vyneseme ziskanou hodnotu fluorescence do grafu kalibracni kiivky a odvodime absolutni
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vstupni pocet kopii sledovaného genu ve vzorku. Aby bylo mozno relevantné provést
absolutni kvantifikaci a srovnavat pocet kopii genli mezi jednotlivymi vzorky, musi byt u
vSech vzorkl zaruceno stejné vstupni mnozstvi vySetfovaného materialu. Tato metoda
kvantifikace je tedy vhodna napft. pro bunécné suspenze, kde je mozné zméfit koncentraci
bunék a tim zajistit stejné vstupni mnozstvi bunék u kazdého vzorku, nebo u Cerstvé
zmrazeného materialu, kde mizeme vstupné pouzit napi. vzorky o konstantni hmotnosti.

b) relativni kvantifikace. Vyuziva se pfedevsim tam, kde absolutni kvantifikace neni
mozna, napt. u FFPE tkan¢, kde je prakticky nemozné zajistit stejné vstupni mnozstvi
jednotlivych vzorkl. Relativni kvantifikace vySetii vzdy dva typy vzorkl — sledovany vzorek
zajmu a n¢jaky vzorek standardni. Standardni vzorek byva napft. tzv. ,,poolovany normal®,
tzn. RNA ziskana a smichana z izolace napt. perifernich leukocytii vétSiho poctu darct, nebo
1ze pouzit i komercné doddvané standardni RNA, které vychazeji z urcitych bunéénych linii a
jejich genova exprese je presné definovand a neménna. U obou vzorki (tedy vzorku zajmu a
standardu) vysetfime jednak nami sledované geny a dale jeden nebo vice tzv.
housekeepingovych genil. Jsou to geny zajiSt'ujici zékladni funkce bunééného metabolismu a
jsou aktivni ve vSech buiikach. ProtoZe jsou pro ¢innost a viabilitu organismu zcela zasadni,
predpoklada se, Ze jejich exprese je v jednotlivych bunéénych typech relativné konstantni.
Bézny zptsob vyhodnoceni relativni kvantifikace je tzv. AACt metoda, ktera porovna rozdil
mezi expresi sledované¢ho genu a housekeepingového genu ve vzorku zdjmu (tedy o kolik
cykll je amplifikace sledovaného genu pozadu nebo napted ve srovnani s genem
housekeepingovym) a tentyZ rozdil vyhodnoti i u RNA standardu. Nésledné se porovna rozdil
expresi housekeepingového a sledovaného genu mezi RNA standardu a vzorku zajmu. Méame-
li tedy napt. vzorek nadorové tkang, ve kterém vySetiime Ct housekeepingového genu 22 a Ct
sledované¢ho genu 24, je rozdil Ct genti 2 cykly. Pokud stejné geny vysetfime v RNA
standardu, bude Ct housekeepingového genu napt. rovnéz 22, Ct genu sledovaného 28. Rozdil
Ct je tedy 6 cyklt. Vidime tedy, ze ve sledovaném tumoru amplifikuje gen zdjmu o 4 cykly
diive nez ve standardu a podle rovnic AACt metody (viz niZe) je exprese tohoto genu

v nadorové tkani 2*, tedy 16krat vyssi nez ve standardni RNA.

AACt metoda:

AACt = (Ctgen zajmu ~ Cthousekeeping gen)vzorek z&jmu ~ (Ctgen zajmu ~ Cthousekeeping gen)RNA standard

nasledné spocitame:

~ AACt
2 .
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Vysledek nam tika, kolikrat je exprese sledovaného genu vyssi nebo nizsi ve sledované tkani

v porovnani ve standardni RNA.

1.4. Geny vySetirované v predkladané praci

1.4.1. Geny vySetfované pomoci RTqPCR

Cilem prace je zlepSeni diagnostiky podtypt NHL s vyuzitim genové exprese. Jak jiz
bylo uvedeno, vysetieni na genovych Cipech je schopné zjistit genovou expresi tisice genii
simultanné. Na zaklad¢ mikroarray dat publikovanych jinymi skupinami byly vybrany geny
reprezentujici jednotlivé zkoumané skupiny diagnoéz, tedy PMBL a DLBCL. Typickymi
zastupci exprese PMBL byly geny CD23 a Pd[2, skupinu DLBCL diagndz reprezentuje
v predkladané studii gen Blk:

CD23 (human leukocyte differentiation antigen, Fcer?) je dillezitou molekulou v B-
bunécné aktivaci a ristu. Je zvySené exprimovana u PMBL ve srovnéni s ostatnimi podtypy
DLBCL (11).

Pdi2 gen (programme cell dech 1 ligand 2) je regulatorem T-bunécné odpovédi. Byly
zjiStény jak proliferacni, tak proapoptoticke ucinky genu, ziejmé v zavislosti na typu
ovlivitovanych receptorti. Je zvySené€ exprimovany v PMBL i HL buiikéach a je soucésti ¢asto
amplifikovaného lokusu 9p24 u obou téchto onemocnéni. Minimaln¢ u PMBL vSak
amplifikace neni jedinym mechanismem overexprese, protoze amplifikace je pfitomna pouze
u 23% tumord, zatimco gen je zvySené exprimovan témet ve vSech piipadech (15).

Blk (B-lymphoide tyrosine kinase) je tyrosinkinaza ze skupiny Src-kinaz, uplatiujici
se v BCR signaliza¢ni kaskadég. Jeji exprese je vyznamné snizena v PMBL bunikéach a zvySena

v buiikach DLBCL (11).

1.4.2. VySetfované imunohistochemické markery

CD20 je povrchovy antigen B-lymfocytii a pro svou pozitivitu u tumort vychazejicich

z B-lymfocytl patii k zdkladnim vySetfovanym markertim hematologickych malignit.

Molekula hraje roli ve vyvoji a diferenciaci B-bun¢k do bun¢k plasmatickych (5).
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CD?5 je dalSim standardné vySetfovanym antigenem hematoonkologickych biopsii. Je
pozitivni ve vétsing pripadt chronické lymfocytarni leukémie a lymfomt z plastové zony
(54). Biologické funkce antigenu neni spolehlivé znama.

CD30 molekula patii do rodiny TNF-receptorti. Je exprimovana aktivovanymi T a B
bunkami a jde o pozitivni regulator apoptdzy. Z hematologickych malignit je zndma jeho
pozitivita u anaplastickych velkobunécnych lymfomii, Hodgkinova lymfomu a PMBL. Ackoli
je barveni CD30 pozitivni u vétSiny PMBL, je velmi slabé a jeho hodnoceni svizeln¢ (3,55).

CD23 pozitivni imunohistochemie je popséana pfiblizné u 70% PMBL a 15% DBLC
(56).

CD10 antigen byl zafazen do imunohistochemického vySetieni ze dvou davodi.
Jednak jako soucast algoritmu IHC klasifikace DLBCL dle Hansové (viz vySe), jednak
v ramci metodiky uréovani vlivu nenadorového pozadi vzorki na celkove zjisténou genovou
expresi (viz dale).

Bcl6 (B-cell CLL/lymphoma 6) protein patii do skupiny transkripcnich faktort,
konkrétné€ transkripcnich represorti v B-bunikach. Jako takovy ma velmi komplexni vliv na
genovou expresi buiiky. Pfitomnost Bcl6 proteinu je nezbytnd pro spravné formovani
germinalni centra lymfatické uzliny. U DLBCL jsou znamy jeho ¢asté translokace a
hypermutace, se kterymi byva spojovana patogeneza tohoto onemocnéni (57). Je soucasti
klasifika¢niho algoritmu dle Hansové.

Mum1/Irf4 (multiple myeloma oncogene 1 / interferon regulatory factor 4) je
klasickym piedstavitelem ABC/nonGC podskupiny DLBCL (5,28). Tento gen je dllezity pro
vyvoj a diferenciaci B-lymfocytu, uplatiiuje se v ptestavbé BCR receptoru i ve formaci
germindlniho centra (58,59). Pravdépodobné hraje roli v aktivaci a diferenciaci B-lymfocytu
v reakci na prezentaci antigenu (60). U DLBCL byva jeho exprese spojovana se Spatnou

prognoézou (27). Patii rovnéz do DLBCL imunohistochemického klasifika¢niho algoritmu.

1.4.3. Molekula CD10

CD10 (MME, membrane metallo-endopeptidase), je povaZzovan za jeden z hlavnich
markert zdravého germinalniho centra i GC-like DLBCL podtypu (5,25,27). Co se tyce
exprese CD10 a pteziti pacienti, jsou vysledky praci konfliktni (18). Pfestoze ptevazuji prace,
podle kterych je CDI10 ptiznivym prognostickym markerem (61,62), existuji 1 prace, které
tyto vysledky popiraji (63).
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VysSetteni exprese CD10 molekuly, at’ jiz na Grovni genu ¢i na urovni proteinu, je
velmi Casto pouzivané v expresnich studiich (5,6,28).

Na urovni genu jde o jeden z hlavnich markerti GC centra, ktery stoji obvykle na
prvnich urovnich tzv. klasifikanich stromi a jeho exprese ma tedy velky vliv na zatazeni
vzorku do GC- nebo nonGC skupiny DLBCL.

Imunohistochemicky na Girovni proteinu patii mezi rutinné uzivané IHC markery
lymfomt vychazejicich z lymfatickych germinalnich center a je to prvni protein v Hansové
klasifika¢nim algoritmu DLBCL. Klasifika¢ni vyznam této molekuly je tedy velky. Pfesto
muzeme narazit na jeden problém. CD0 pozitivitu nemaji ve vzorcich pouze buiiky
nadorové, ale nekonstantné i nenadorové buiikky nddorového stromatu (36). Pokud
vySetiujeme imunohistochemii, mizeme tyto bunééné typy odlisit. Pi1 vySetfovani genové
exprese, at’ jiz na ¢ipech nebo pomoci RTqPCR, se vsak bézn¢ postupuje tak, ze se provede
cely fez vzorkem a takto se zpracuje. Kazdy vzorek tak tedy obsahuje i nenddorovou piimés.
Jsou dvé moznosti, jak ji minimalizovat. Bézn¢ se do studii zafazuji vzorky, které dosahnout
urcité minimalni percentudlni zastoupeni nddorovych bunék ve vzorku, obecné uznavana
hranice je 80% (seminaf Sigma-Aldrich, Praha 2007). Druhou moznosti je vyuziti tzv.
laserové disekce, kdy jsou pod mikroskopickou kontrolou z preparatu jednotlivé vyjmuty
pouze nadorové buiiky. Metoda je vSak drahd, pomalé a technicky velmi ndro¢na.

Jelikoz nenadorové stromalni buniky v preparatech lymfomit mohou byt CD10
pozitivni (64), je soucasti predkladané prace zhodnoceni miry vlivu této nenadorové exprese

na vysledky experimenti a relevanci vysledkd.
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2. HYPOTEZY A CILE PRACE

2.1 Hypotéza:

1. Klasifikace PMBL a DLBCL je moZna pomoci dostupnych metod, jako je napt. RTqPCR,

a je mozné¢ ji provést s pomoci limitovaného poctu gent.

2. FFPE materidl je material vyuzitelny pro analyzu genové exprese.

2.2 Cile prace:

1. Zavedeni metody izolace RNA z parafinovych tkanovych fezi a jeji analyza pomoci

RTqPCR.

2. Zhodnoceni vlivu nenadorového stromatu vzorka na méfenou genovou expresi tumoru.

3. Vybér reprezentativnich genid odlisné€ exprimovanych mezi skupinami PMBL a DLBCL, a

to s vyuzitim svétové literatury.

4. Klasifikace PMBL a DLBCL s vyuzitim vybranych gentll a vySe uvedenych technik.

5. Analyza klinickych dat pacientt ve skupinach klinicko-patologickych a geneticky

definovanych diagnéz a vzajemné srovnani skupin.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Metody I

Stézejni metody predkladané prace jsou dvé — RTqPCR a IHC. Pro ob¢ techniky byl
pouzit FFPE material. Zatimco v IHC byly barveny a hodnoceny jizZ v minulosti zavedené
markery, metodu vySetfeni genové exprese z FFPE fezl bylo nejprve nutno zavést a
optimalizovat. Metoda sestava z nékolika kroki: izolace RNA, ovéfeni jeji kvality, provedeni
reverzni transkripce a provedeni RTqPCR s fluorescen¢ni detekci a naslednou analyzou
genoveé exprese. Pro optimalizaci metody bylo pouZito nejprve 25 parafinovych blokt od
pacientli s DLBCL v tzv. testovacim setu. Na tomto setu bylo testovano zavadéni metody a
porovnavany jednotlivé kroky RNA analyzy ptevzaté z riznych protokoll (viz nize). Pocet
pouzitych FFPE blokt v jednotlivych krocich testovani se lisi, bloky nebyly vzdy pouzity
vSechny. Zamérné byly v ramci testovaciho souboru zatazeny i bloky, ze kterych byla
izolovana RNA velmi nizké kvality. Na zaklad¢ analyzy vysledki z testovaciho setu byl
sestaven optimalni protokol jednotlivych krokl analyzy RNA a genové exprese, ktery byl
oveéfovan v tzv. valida¢nim setu na dalSich 65 parafinovych blocich. Ve stati ,,Metody I* jsou
uvedeny jednotlivé kroky optimalizace izolace RNA z FFPE a jeji analyzy, ve stati ,,Vysledky
I pak kone¢ny protokol.

3.1.1. Izolace RNA z parafinovych bloku

Do testovani izolace RNA bylo zatfazeno celkem 8 parafinovych bloki. Z kazdého
z osmi blokti byly zhotoveny 4 paralelni vzorky k izolaci RNA, ¢imZ bylo umoznéno srovnani
¢ty 1zolacnich protokoltl. Jednotlivé vzorky standardné obsahovaly Ctyti parafinové fezy o
tloust’ce 10 pm.
Porovnavané protokoly pro izolaci RNA z FFPE tkané:

1.1zolace pomoci kitu: High Pure RNA Paraffin Kit (Roche), ktery pracuje na

podkladé filtranich kolon ze sklenénych vlaken ve specifickych pufracnich podminkach.

Bylo postupovano podle protokolu dodavaného vyrobcem.
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2. Klasickd Chromczynského guanidin-fenol-chloroformova (GFCH) metoda: Kazdy
vzorek byl deparafinizovan v 500 pl xylenu a 5 minut inkubovéan pti pokojové teploté (PT).
Po odpipetovani xylenu byla peleta promyta postupné ve dvou krocich v Iml 100% a 75%
etanolu. Poté bylo k peleté pfidano 850 pl denatura¢niho roztoku (4M guanidin isothiokyanat
— Sigma-Aldrich, 25mM natriumcitrat — Sigma-Aldrich, 0,5% sarkosyl — Serva, 0,1M 2-
merkaptoetanol — Sigma-Aldrich), dale 25 ml proteinazy K (Roche) a 6 ml merkaptoetanolu.
Vzorky byly inkubovany pies noc pfi teploté¢ 55°C a 1200 rpm na vyhiivané tiepacce, poté
kratce stoCeny a supernatant byl pfenesen do nové zkumavky. Ke vzorku bylo nasledné
ptfidano 100 pl 3M Na-acetatu o pH 5,2 (Sigma-Aldrich), 630 pl fenolu (Sigma-Aldrich) a
270 ul chloroformu (Sigma-Aldrich). Poté byly vzorky 15 minut chlazeny na ledu a nésledné
centrifugovany 20 minut pii 4°C a 14 000 rpm. Vodna faze byla po centrifugaci prenesena do
nové zkumavky. Po pfidani 1 ml isopropanolu byly vzorky inkubovany pies noc pti -20°C.
Nasledujici den byly po centrifugaci 20 minut pii 4°C a 14 000 rpm pelety dvakrat promyty

75% etanolem a rozpustény v 10 pl vody prosté RNaz.

3. Klasickda GFCH metoda, jak je uvedena v bodu 2, RNA byla ale rozpusténa v 10 pl
TE pufru (44).

4. GFCH metoda s rozpusténim vzorka v TE pufru (viz bod 3) a zahtatim vzorkt na

70°C po dobu 60 minut.

3.1.2. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla testovana na Cerstvych leukocytech periferni krve. Bylo
porovnano n¢kolik reverznich transkriptaz riznych vyrobcti. RNA byla izolovana GFCH
metodou pro ¢erstvy material: Od 40 dobrovolniki bylo ziskdno po 20 ml krve. Leukocyty
byly izolovany pomoci RBC pufru (0,15M chlorid amonny, 10mM bikarbonat draselny,
0,1mM Na,EDTA) a lyzovéany v 500 ul denatura¢niho roztoku (viz vyse). Poté bylo ptidano
50 pl 2M natriumacetatu (pH 4,1), 450 pl fenolu a 130 pl smési chloroform:isoamylalkohol
(49:1). Po promichani na vortexu byly vzorky 15 minut inkubovany na ledu a poté 15 minut
centrifugovany pii1 4°C a 14 000 rpm. Vodna faze roztoku byla prenesena do noveé zkumavky
a po ptidani 500 pul isopropanolu nasledovala no¢ni inkubace pii -20°C. Poté byly vzorky

sto¢eny 15 minut pii 4°C a 14 000 rpm, peleta byla dvakrat promyta v 75% etanolu, suSena na
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vzduchu pii pokojové teploté (PT) a rozpousténa ve 20-50 pl vody pro RNA 10 minut pfi
55°C a dale 20 minut pti PT. RNA byla poté uchovana pii -80°C.

3.1.3. Kontrola kvality RNA

Kontrola kvality RNA izolované z Cerstvych leukocytl byla provedena standardné
elektroforézou na 1% agar6zovém gelu. Do dal$iho zpracovani byly zatazeny pouze vzorky
s jasnym signdlem pruhti pro rRNA 18S a 28S po barveni v ethidiumbromidu. Vzorky byly
dale po Sedesatinasobném fedéni vodou pro injekce podrobeny spektrofotometrické analyze,
byla méfena absorbance vzorki pfi vinovych délkach 260 a 280 nm. Ze ziskanych hodnot byl
spocitan pomér 260/280, udavajici kvalitu izolované RNA, a dale koncentrace vzorku.
Kontrola kvality RNA izolované z FFPE byla provadéna spektrofotometricky stejnym
zpisobem. Pro analyzu spektrofotometrickych hodnot RNA z FFPE materialu bylo pouzito 44
FFPE vzorkd, které byly ziskany celkem z 25 parafinovych blokt. Nékteré bloky byly pouzity
opakované pro vice vzorki, které byly izolovany riizn€ u¢innymi metodami, coZ umoznilo i

analyzu vzorkil s velmi nizkym obsahem RNA.

3.1.4. Reverzni transkripce (RT) a kvalitativnhi PCR

Reverzni transkripce byla optimalizovdna za pouziti RNA z Cerstvych leukocyti. Byly
porovnany tfi RT kity od riznych dodavatelti: RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas), Transkriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche) a M-MLV reverzni
transkriptaza (Top-Bio). Ve vSech ptipadech bylo pouzito vstupni mnozstvi RNA 1 ug a bylo
postupovano dle protokolti doporuc¢enych vyrobci. Po RT byla provedena kvalitativni PCR
pro geny B-2-mikroglobulin (B2m), hypoxantinfosforibosyltransferdza 1 (Hprtl) a TATA box
binding protein (7bp). Pro kazdy gen byly pouzity dva odlisné pary primert, které byly
ptvodné navrzeny pro dvoukrokovou PCR (program Primer3). Sekvence primert jsou

uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Sekvence pouzitych primert.

Levy primer 5'-3° Pravy primer 5°-3" Amplikon
B2m LV-PV gagtatgcctgecgtgtg aatccaaatgcggcatct 110 bp
B2m LVn-PVn ttgtcacagcccaagatagtt | cggcatcttcaaacctceca 70 bp
Hprtl LV-PV tggtcaggcagtataatccaaa | ggaatttcaaatccaacaaagt | 106 bp
Hprtl LVn-PV aagatggtcaaggtcgcaag | ggaatttcaaatccaacaaagt | 86 bp
Tbp LV-PV gttctgggaaaatggtgtec ggaaaacccaacttctgtacaac | 97 bp
Tbp LV-PVn gttctgggaaaatggtetec catattttcttgctgccagt 69 bp

Legenda: B2m - B-2-mikroglobulin, HprtI - hypoxantinfosforibosyltransferaza 1, 7hp - TATA
box binding protein. LV — levy vnéj$i primer, PV — pravy vnéjsi primer, LVn — levy vnitini

primer, PVn — pravy vnitini primer, amplikon — délka amplikonu v parech bazi (bp).
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Slozeni PCR reakéni smési o kone¢ném obejmu 30 pl na vzorek: 1x puft, 1,5 IU Taq
polymerazy (Top-Bio), 200 nM dNTPs, po 500 nM levého a pravého primeru a 0,6 pl cDNA
templatu. Cyklacni program byl nésledujici: 94°C/5 min poc¢ate¢ni denaturace, dale 31 cyklia

94°C/45 s, 58°C/90 s a 72°C/90 s a nasledné finalni extenze pii 72°C/7 min.

Poznamky pro FFPE material

RT RNA ziskané z FFPE tkan¢ byla po optimalizaci metody (viz Vysledky I)
provadéna kitem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit firmy Fermentas. Pro RT
kazdého FFPE vzorku byl pouzit vstupné 1 ug RNA. V ptipadé, Ze se v izolaci nezdafilo toto
mnozstvi ziskat, bylo pouZito veSkeré izolované mnozstvi RNA, byl-1i vzorek izolovan
nékterou z modifikaci GFCH metody. V obdobném ptipad¢ pii izolaci kitem, kterym je
izolovéna standardné¢ RNA o objemu 40 pl, bylo pro RT uzito 11 pl RNA, coz je nejvetsi

mozny objem vstupniho materialu vzorku dle protokolu vyrobce.

3.1.5. Gelova elektroforéza

Vysledky kvalitativni PCR byly vyhodnocovany pomoci vertikdlni gelové
elektroforézy na 10% polyakrylamidovych gelech s ethidiumbromidovou vizualizaci pod UV

zdrojem. Délka PCR produkti byla posuzovana pomoci pUC18 x Haelll markeru.

3.1.6. RTqPCR

Pro RTqPCR experimenty byly pouzity vzorky z celkem osmi parafinovych blok.
Z kazdého bloku byl vzdy jeden vzorek izolovan kitem (Roche), ¢tyfi z uvedenych blokt byly
rovnéz pouzity k izolaci ¢tyt vzorki pomoci GFCH metody. U téchto vzork byl predpoklad
horsi kvality RNA (viz Vysledky I). Celkem bylo tedy v RTqPCR analyzovéno 12 vzorki
ziskanych z osmi parafinovych bloki. Byly testovany rizné zpisoby detekce fluorescence:
SYBR green, TagMan sonda navrhovana v nasi laboratofi (vlastni sonda) a TagMan sonda
navrhovana a vyrobena firmou (Applied-Biosystems, komer¢ni sonda). Detekce SYBR
greenem a vlastni sondou byla vySetfena u vSech dvanacti vzorkt, detekce vlastni a komer¢ni
sondou byla porovnavéana pouze u osmi vzorkll izolovanych komer¢nim kitem.

RTgPCR byla provadéna na pfistroji firmy Stratagene —Strategene 3000 Xp cykler.
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1. Reakce s vyuzitim SYBRgreenové detekce byly optimalizovany pro geny B2m a
Hprtl, a to s pouzitim vnéjSich part primerq, jak uvedeno v Tabulce 1. Reakce byly
provadény v dupletech i tripletech, reakéni smés o findlnim objemu 25 pul méla nasledujici
sloZeni: SYBR green JumpStart Taq ReadyMix (Sigma-Aldrich), primery pro B2m
v koncentraci 200 nM nebo primery pro Hprtl v koncentraci 100 nM a 500 ng cDNA
templatu ziskaného z izolace RNA z FFPE tkané. Cykla¢ni program byl zahdjen inicidlni
denaturaci pti 95°C/2 min, nasledovalo 40 cykli o tfech krocich: denaturace 95°C/15 s,
anelace 60°C/60 s a elongace 72°C/60 s. Na konci programu bylo provedeno méteni kiivky
tani PCR produktu v rozsahu 58-95°C s jednotlivymi teplotnimi kroky o 1°C. Reak¢ni
podminky byly pfed experimenty s FFPE materidlem optimalizovany na RNA/cDNA ziskané

z Cerstvych leukocytu.

2. Jak uvedeno vyse, v experimentech s detekci pomoci fluorescencni sondy byly
pouzity dva typy sekvenci — vlastni a komer¢ni. Sekvence vlastnich sond, navrzenych pomoci
programu Primer3, jsou uvedeny v Tabulce 2. Pro jednotlivé geny byly pouzity vnéjsi
primery jak uvedeno v Tabulce 1. Vlastni sondy a primery byly vyrobeny firmou Sigma-

Aldrich.

Tabulka 2. Sekvence vlastnich Tagman sond.

B2m 5’FAM-tgctgcttacatgtctcgateccact-BQ13”

Hprtl 5’FAM-atccaacacttcgtgggtccttttca -BQ13°

Reakéni podminky pro vlastni detekéni sondu: Celkovy objem reakce byl 25 pl, reakce
byly provedeny v dupletech ¢i tripletech. Reakéni smés obsahovala 1x pufr dodavany
k polymeraze, 0,6 IU Taq polymerdzy (Top-Bio), 200 nM dNTPs, genovée specifické primery
ve finalni koncentraci 600 nM, genové specifickou sondu v koncentraci 250 nM a 500 ng
cDNA templatu. Cyklac¢ni program sestaval z inicialni denaturace 95°C/5 min a 40 cykli o

dvou krocich: denaturace 95°C/15 s a anelace/elongace 60°C/60 s.
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Pouzité komercni sondy jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3. Pouziti komercni sondy.

B2m Hs 00187842-ml1
Hprtl Hs 99999909-m
Rplp0 Hs 99999902-m

Finalni objem reakci u komer¢nich sond byl 20 pul, reakce byly provedeny
v triplikatech s pouzitim 10 pl TagMan Universal PCR Master Mix, 1 ul smési fluorescencni
sondy a prislusnych primerti a 500 ng cDNA templatu. Cykla¢ni program sestaval
z inicidlniho kroku 95°C/10 min (denaturace nukleové kyseliny + uvolnéni protilatky
blokujici aktivitu polymerazy), nasledovalo 40 cykl o dvou krocich: denaturace 95°C/15 s a

anelace/elongace 60°C/60 s.

3.1.7. Kontrolni skupina — valida¢ni set

Po analyze vysledki uvedenych kroki (izolace RNA, kontrola jeji kvality, reverzni
transkripce a RTqPCR) byl sestaven konec¢ny protokol doporuceny pro izolaci RNA a analyzu
genové exprese z FFPE tkané (viz Vysledky I). Tento protokol byl ovéten na 65 FFPE
vzorcich DLBCL a PMBL, a to na genech B2m a Rplp0 (Ribosomal protein PO,

housekeepingovy gen) pomoci sond uvedenych v Tabulce 3.

3.1.8. Statistika

Pro srovnani kvality izola¢nich metod bylo pracovano s geometrickym prumérem Ct
hodnot B2m genu, a to vZzdy souhrnné pro vSechny vzorky izolované stejnou metodou. Byl
pouzit Duncantiv post hoc test mnohonasobného srovnavani. Pro predikci kvality PCR na
zéklad¢ zmétenych spektrofotometrickych hodnot RNA byl pouzit model logistické regrese.
Nejniz$i mnoZzstvi izolované RNA, u kterého lze jesté o¢ekavat ptinosnou PCR reakei, bylo
stanoveno pomoci linearni diskriminacni analyzy. Vysledky ziskané s vyuzitim vlastni a
komeréni sondy byly srovnany pomoci analyzy rozptyli (ANOVA). Variabilita v rdmci
jednoho experimentu (0,7%) a mezi jednotlivymi RTqPCR reakcemi (5%) byla spocitana
pomoci koeficientu variability.
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3.2. Metody 11

Ve stati Metody II je popsana metodika, kterd byla pouZita pfi sledovani vlivu
nespecifického genového pozadi vzorkil na vysledek méteni genové exprese sledovanych

gentl. Analyza byla provedena na molekule CD10. Celkem bylo testovano 69 vzork.

3.2.1. RTqPCR

Pro analyzu genové exprese z FFPE tkan¢ byl pouzit protokol uvedeny ve stati

Vysledky L.

3.2.2. Imunohistochemie

Imunohistochemické barveni CD10 (Novocastra, fedéni 1:80) bylo provedeno podle
standardniho protokolu pro barveni parafinovych fezii. Byla pouZita metoda revitalizace
antigenll teplem (heat induced epitope retrieval).

V kazdém vzorku bylo spocitano procento CD10 pozitivnich bun€k jak v nddorové
tkani preparatu, tak v nenadorovém pozadi - stromatu. Hranice pozitivity byla dle obecnych
histopatologickych doporuceni stanovena na 10%. Podle riznych kombinaci pozitivity a
negativity tumoru a stromatu byly vzorky finalné rozdéleny do ¢tyf imunohistochemicky

definovanych skupin (viz déle).

3.2.3. Statistika

Porovnani genové exprese CD10 mezi jednotlivymi imunohistochemickymi

skupinami bylo provedeno pomoci Mann-Whitney testu.
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3.3. Metody 111

Tato stat’ se tyka metod a postupii pouZzitych pii analyze genové exprese PMBL a

DLBCL.

3.3.1. Soubor pacienti

Do studie bylo zatazeno 82 pacientt s histologicky prokézanou diagné6zou DLBCL.
Diagndza byla u vSech piipadii revidovana a potvrzena dvéma nezavislymi expertnimi
hematopatology (MUDr. Campr, Ustav patologie a molekuldrni mediciny Motol, MUDr.
Stiitesky, Ustav patologie VFN). Ke stanoveni klinicko-patologické diagnézy PMBL byla
pouzita stejna kriteria jako v préci (11), tedy DLBCL histologie a mediastinalni
lymfadenopatie, v nasem ptipadé vétsi nez 7 cm aspon v jednom rozméru (citovand prace
uvazovala hranici bulky postizeni 6cm). Timto zplisobem byla diagn6za PMBL stanovena u
39/82 pacientt. Tito pacienti byli oznaceni jako pacienti s o¢ekavanou PMBL diagnézou,
zkracené ocekdvané PMBL (oPMBL) a vSichni byli diagnostikovani de novo. Ostatnich 43
pacientli bylo zatazeno do skupiny s o¢ekavanou DLBCL diagnézou (oDLBCL). V této
skuping bylo osm vzorkt pacienti, které byly ziskany az v dob¢ progrese choroby a tito
pacienti byli vylouceni z analyzy pfeziti. Pacienti byli lé€eni chemoterapeutickymi rezimy
obsahujicimi antracykliny. U dvou pacientli v souboru nebyla terapie vzhledem k véku a stavu

zahajena viibec. 72/82 pacienti bylo 1é€ceno v kombinaci s anti CD20 protilatkou (rituximab).

3.3.2. Vybér vySetfovanych genu

K vybéru gent byla pouzita publikovana data ziskana vysetfenim genovych Cipu.
Lidsky diferencidlni leukocytarni antigen (Fcer2/CD23) je kli€ovou molekulou v aktivaci a
rustu B-bungk a je patologicky zvySené exprimovan v PMBL buiikach (15). Programmed cell
death 1 ligand 2 (PdI2) se ucastni regulace T-bunécné aktivace a je rovnéZz patologicky
zvySené exprimovan v PMBL (15). B-lymfoidni tyrosinkinaza (Blk) je soucasti signalizacni

kaskady BCR receptoru a v PMBL je jeji exprese ve srovnani s DLBCL snizena (11).
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3.3.3. Isolace RNA a RTqPCR metoda

V této Casti prace byla pouzita vyslednd metoda izolace RNA a RTqPCR analyzy tak,
jak je popséna ve stati Vysledky 1. Relativni kvantifikace byla provedena za pouZiti
housekeepingovych gentt B2m a Rplp0 (viz Metody ). Komer¢ni sondy a primery pro geny
Fcer2/CD23 (Hs 00233627 _ml), Pdl2 (Hs 00228839 ml) a Blk (Hs 01017457 ml) byly
pofizeny u firmy Applied Biosystems. Délka vSech pouzitych amplikonii byla v rozmezi 60 —

105 bp.

3.3.4. Testovaci a validacni set

Celkem 32 pacientt, tedy 11 pacientii s oPMBL a 21 pacienti s o DLBCL, bylo
zatazeno do tzv. testovaciho setu. Abychom minimalizovali riziko, Ze do testovaciho setu
budou zatazeni i oPMBL pacienti, ktefi sice spliuji klinicko-patologicka kritéria pro tuto
diagnozu, ale nesou genovou expresi typickou pro DLBCL, byly v testovacim setu pouZzity
pouze vzorky oPMBL pacienti, kteti neméli zddné extrathorakalni postizeni. V tzv.
valida¢nim setu bylo 50 pacientti, z nich 28 s oPMBL.

Nejprve byla v testovacim setu vySetfena exprese gent Fcer2, Pdl2 a Blk. Ziskana
data byla pouzita k vygenerovani tzv. diskriminac¢ni funkce. Jde o statistickou metodu, ktera
vyhodnoti rozdil exprese kazdého jednotlivého genu ve skupiné oPMBL 1 oDLBCL a poté mu
prifadi konstantu, ktera popisuje miru diskrimina¢ni schopnosti tohoto genu mezi
jednotlivymi skupinami diagnéz. Pomoci takto ziskanych konstant je sestavena diskrimina¢ni
rovnice, kterd je po dosazeni expresnich hodnot vySetfovanych gentli schopna predikovat, zda
nove vysetieny vzorek odpovida svou genovou expresi spise diagn6ze PMBL nebo DLBCL.
Pfi generovani diskriminacni funkce bylo pracovano s medidny hodnot exprese jednotlivych

gent ziskanych pomoci A A C_ metody.

3.3.5. Imunohistochemie

Imunohistochemické barveni bylo provedeno na parafinovych tkanovych fezech

za pouziti standardnich metod. U vSech protilatek byla pouzita metoda revitalizace antigent
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teplem, u BCL6 v roztoku o vysokém pH. Panel protilatek a ptislusna fedéni jsou uvedeny
v Tabulce 4.
Vsechny vzorky véetné oPMBL byly vySetfeny a zatazeny pomoci algoritmu Hansové

(viz vyse) do podskupin GC-like a nonGC-like DLBCL.
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Tabulka 4: Seznam pouzitych imunohistochemickych protilatek, jejich vyrobci a fedéni

Protilatka (vyrobce) Redéni
CD20 (DAKO) 1:300
CD30 (DAKO) 1:30
CD5 (Biogenex) 1:30
CD23 (Neomarkers) 1:100
CD10 (Novocastra) 1:80
Bcl6 (DAKO) 1:15
Muml (DAKO) 1:100

3.3.6. Statistika

Genova exprese v PMBL a DLBCL skupinach, asociace genové exprese s organovym
postizenim a v€kové srovnani v jednotlivych skupinach byly analyzovany Wilcoxonovym
testem. Diskrimina¢ni rovnice byla generovana pomoci kanonické diskriminacni funkce.
Preziti bez progrese (Progression free survival, PFS) bylo analyzovano pomoci Kaplan-
Meierovych kiivek a log-rank testu. Orgadnové postizeni mezi skupinami PMBL a DLBCL
bylo srovnano pomoci kontingencnich tabulek. Stupen inicialniho postiZzeni a mezinarodni
prognosticky index (IPI) mezi skupinami DLBCL a PMBL byly srovnany Kruskal-
Wallisovym testem. Statistika byla spo¢itdna s pomoci programu SPSS.
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4. VYSLEDKY

4.1. Vysledky I

4.1.1. RNA izolace z FFPE tkané

Celkem osm vzorki bylo izolovano paralelné vSemi ¢tyfmi izolaénimi metodami.
Jednotlivé izolacni protokoly byly porovnavany pomoci Ct hodnot genu B2m v jednotlivych
vzorcich. Ct hodnoty byly snimény na po¢atku exponencialni faze reakce. V analyze byla
pouzita vlastni Taqgman sonda. U vSech vzorkil byla pouzita stejna reverzni transkriptaza.
Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 5. 1zolace komerénim kitem déva s geometrickym
pramérem Ct 29,88 v konecné RTqPCR signifikantné lepsi vysledky nezZ ostatni izola¢ni
metody (p<0,001). Vzorky izolované ostatnimi tfemi metodami dosahly exponencialni faze
piiblizné o pét cykll pozdéji. Jednotlivé varianty GFCH metody se naproti tomu od sebe
signifikantné nelisi. I ostatni parametry kvality RTqPCR, tj. strmost kiivky a homogennost

dupletti byly lepsi po izolaci komer¢nim kitem (Obr. 3).
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Tabulka 5. Srovnani izolace RNA komer¢nim kitem a rliznymi variacemi GFCH metody

pomoci Ct hodnot B2m genu.

1 2 3 4 5 6 7 8 Xe 95%CI

Kit 26,34 | 34,60 | 28,32 | 27,03 | 27,54 | 31,56 | 32,88 | 31,90 | 29,88 | 27,43-
32,55

GFCH/voda | 32,11 | - 32,91 | 35,53 | 35,97 | 39,66 | 33,70 | 33,59 | 34,70 | 32,49-
37,07

GFCH/TE | 33,62 | 39,24 | 36,63 | 36,98 | 36,00 | 37,43 | 33,68 | 33,15 | 35,78 | 34,02-
37,64

GFCH/zTE | 34,28 | 39,49 | 36,97 | 36,48 | 35,35 | 38,72 | 34,04 | 33,72 | 36,07 | 34,32-
37,92

Legenda: Levy sloupec — jednotlivé izolacni protokoly ve shodném potadi, jak bylo uvedeno
v metodach I. Horni fadek — ¢islo vzorku. GFCH — guanidin-fenol-chloroformova metoda, TE
— TE pufr, zTE — zahtaty TE pufr, X,— geometricky primér Ct hodnot v pfisluSném fadku,
95% CI — 95% interval spolehlivosti.
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Obr. 3. Srovnani metod izolace RNA z FFPE tkané. Vzorky 3A az 3D jsou ziskané

z totozného parafinového bloku. Ve vSech analyzach byla uzita vlastni Tagman sonda.

3A. Izolace GFCH metodou, vzorky rozpusténé ve vodé. Modra kiivka — B2m, Cervena kiivka

— Hprtl.

:

2 4 8 3 M | ¥ M ¢ 0 2} 4 |/ 2]\ I %@ 4 % 08 4 4T M
Cyoles

3B. Izolace GFCH metodou, vzorky rozpusténé v TE pufru. Barevné oznaceni genti viz 3A.

Flugrescence (dR)

2 4 8 85 W 2 14 6 & 2 3 4 ;| 2B I 2 M W W 4 4 M
Cyelas
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3C. Izolace GFCH metodou, vzorky rozpusténé v TE pufru a zahiaté. Barevné oznaceni genti

viz 3A.

:

2 4 8 8 M T 14 1 M8 0 2 4 W 2 W W@ M B M 4 4 4
Cyoles

3D. Izolace komer¢nim kitem. Barevné oznaceni gent viz 3A.

Flugrescence (dR)

2 4 8 85 W 2 14 6 & 2 3 4 ;| 2B I 2 M W W 4 4 M
Cyelas

52



3E. Vysetfeni RNA izolované z Cerstvych lymfocytl. Barevné oznaceni geni viz 3A.

'
:

2 4 8 3 M 2 1 6 1F 2 3 4 ;| 2 I I} 4 3| I} 40 4 4
Cyoles
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4.1.2. Spektrofotometricka analyza RNA

Analyza byla provedena na 44 vzorcich z FFPE materialu. V Sedesatinasobném fedéni
vzorkl byla absorbance pii 260 nm v rozmezi 0,013-0,333 a mnozstvi izolované RNA
v rozmezi 0,3-32 pg na vzorek.

Jako mozné prediktory kvality PCR reakce byly testovany parametry: absorbance
vzorku pii vinové délce 260 nm, pfi vinové délce 280 nm, koncentrace izolované RNA a
mnozstvi izolované RNA. Z uvedenych parametrii mélo pouze mnozstvi izolované RNA ze
vzorku vypovédni hodnotu z hlediska predikce kvality PCR (p=0,003). Hrani¢ni mnozstvi
izolované RNA, kdy je jest¢ mozno piedpokladat piijatelny prabéh PCR, je 5700 ng na
vzorek. Pomér 260/280 pro RNA z FFPE tkan¢ byl primérné 1,5 (1,49 pro vzorky dobte

reagujici v PCR versus 1,52 pro vzorky reagujici Spatné ¢i viibec; p=0,76).

4.1.3. Reverzni transkripce a kvalitativni PCR

Porovnavali jsme kvalitu reverznich transkriptaz od tfi vyrobcti. Abychom vyloucili
chybu vzniklou horsi kvalitou RNA z FFPE vzorki, byla v tomto kroku pouzita RNA
izolovana z Cerstvych leukocytl. Vysledky vysetieni tii genti v péti RNA/cDNA vzorcich jsou
uvedeny v Tabulce 6. RevertAid transkriptdza (Fermentas) usp&$né prepsala RNA do cDNA
v 11/12 provedenych reakci (92%), Transcriptor (Roche) ve 12/12 reakci (100%) a TopBio
MMLYV transkriptdza v 11/15 reakei (73%). Vzorky, které nebyly detekovany pomoci PCR po
RT TopBio MMLYV transkriptazou, byly uspésné prepsany minimalné jednim ze zbyvajicich

dvou enzymu.
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Tabulka 6. Reverzni transkripce v ¢erstvych leukocytech

RT Vzorek B2m Hprtl Thp
RevertAid/Fermentas | 1 + + +

2 NA NA NA

3 + + +

4 + + +

5 + - +
Transcriptor/Roche 1 NA NA NA

2 + + +

3 + + +

4 + + +

5 + + +
MMLV/TopBio 1 + - -

2 + - +

3 + + +

4 + - +

5 + + +

Legenda: Levy sloupec — uzita reverzni transkriptdza, B2m - -2-mikroglobulin, Hprtl -
hypoxantinfosforibosyltransferaza 1, Thp - TATA box binding protein, ,,+* znamena detekci

genu, ,,-,, gen nebyl detekovan, ,,NA*“ — vzorek nebyl vysetien.
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4.1.4. Porovnani detekce fluorescence pomoci SYBR green a vlastni Tagman sondy

Detekce byla porovnana celkem ve dvanacti FFPE vzorcich, které byly ziskany z osmi
parafinovych blokl. Ze vSech osmi blokt bylo pouZito po jednom vzorku izolovaném kitem,
ze Ctyf bloki k tomu jesté vzorky izolované GFCH metodou. Tyto posledné zminéné vzorky
byly zatfazeny zamérné€ pro ocekavanou nizsi kvalitu RNA. Reak¢ni podminky RTqPCR byly
nejprve optimalizovany na RNA ziskané z Cerstvych leukocytil, vySetfovana byla exprese
genll B2m a Hprtl. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 7. Pomoci Tagman sondy jsme detekovali
soucasn¢ oba dva geny v Sesti vzorcich (6/12), s pomoci SYBR greenu pouze ve dvou (2/12).
Rozdil ¢ty vzorkd, které byly vysetiitelné Tagman sondou, ale nikoli SYBR greenem, byl
dan vznikem dimerQ primerQ v barveni SYBR green. V Sesti vzorcich jsme detekovali pouze
B2m nebo zadny gen, a to bez ohledu na pouzitou metodu detekce.

Delta Ct hodnoty rozdilu exprese B2m a Hprtl v jednotlivych vzorcich byly

srovnateln¢ v FFPE tkani a Cerstvych leukocytech.
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Tabulka 7. SYBR green versus Tagman sonda v FFPE vzorcich

/K | I/G |2/K [2/G |3/K |3/G |4K |4G |5/K |6K |7/K |8K
B2m |+ D D - D D + D D D D D
SYBR
Hprtl | + D D - - - + - D D - -
SYBR
B2m |+ + + - + + + + + + + +
sonda
Hprtl |+ + - - - + + - + T _ _
sonda

Legenda: Levy sloupec — gen a zpusob detekce, horni fadek — ¢islo vzorku/izola¢ni metoda,

“K” —kit, “G” — GFCH metoda, “+” — detekce genu, “-“ — gen nebyl detekovan, “D” — gen byl

detekovéan s dimery primerti na pozadi.
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4.1.5. Porovnani vlastni a komer¢ni Tagman sondy pfi vySetfeni FFPE tkané

Delta Ct hodnoty rozdilu (Hprt1-B2m) byly vyhodnoceny v osmi vzorcich, které byly
paralelné vySetieny obéma druhy sond. Vysetfeni bylo limitovano detekci genu Hprtl, ktery
je malo exprimovany. Usp&sné byl detekovén ve Gtyfech z osmi vzorkti pomoci vlastni sondy
a v Sesti z osmi vzorkli pomoci sondy komercni. V obou dvou vzorcich, kde byla detekce
Hprtl prokdzana pouze s pouzitim komercni sondy, byl gen zachycen na hranici detekability.

Detekce obéma druhy sond dévala shodné hodnoty delta Ct v paralelnich vzorcich.

4.1.6. Sestaveni kone¢ného protokolu a jeho ovéreni

Po zhodnoceni pribéznych vysledkl efektivity jednotlivych krokt byly vybrany

vvvvvv

exprese z parafinizované tkan¢:

1. izolace RNA pomoci komer¢niho kitu (Roche),
2. spektrofotometrické méfeni vzorku,
3. reverzni transkripce RevertAid reverzni transkriptazou (Fermentas),

4. RTqPCR a fluorescencni detekce Tagman sondou.

V dalsi fazi byla sledovana detekce housekeepingovych genli B2m a Rplp0 ve
validaénim setu. Uspé&snost vysetieni byla 95% (62/65 FFPE vzorkii) (Obr. 4). Ve valida¢nim
setu byla rovnéZz provedena podrobné analyza spektrofotometrickych parametrti. Median
vytézku izolované RNA byl 11100 ng na vzorek (rozmezi 2200-48480 ng). 51/65 vzorki
(78%) prekrocilo piivodné danou hranici minimalniho mnozstvi izolované RNA pro uspésnou
PCR, tj. 5700 ng. VSechny tyto vzorky reagovaly dobie v RTqPCR. 14/65 vzorkl (22%) bylo
pod touto hranici, dva z nich v RTqPCR nereagovaly a jeden nebyl viibec testovan pro velmi
nizké spektrofotometrické hodnoty. 11/14 vzorkl s podlimitnim izola¢nim vytézkem
reagovalo dobfte, ackoli primérna Ct hodnota pro B2m byla o 1,27 cyklu vyssi nez u vzorkd,
ze kterych bylo izolovéano vice nez 5700 ng RNA (B2m Ct 26,6 pro kvalitnéjsi vzorky versus
Ct 27,86 pro vzorky mén¢ kvalitni, p=0,086).
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Obr. 4. Detekce housekeepingovych genti B2m a Rplp(0 ve valida¢nim setu.

=
£
8
i
H

59



4.2. Vysledky II

Stat’ vysledky II se zabyva analyzou vlivu exprese geni nenadorového stromatu na

vysledky exprese v nadorovych buiikéch.

Podle imunohistochemického barveni CD10 byly vzorky rozdéleny dle kombinace
pozitivity a negativity nddorovych a stromalnich bunék na ¢tyfti skupiny, viz Tabulka 8.
Genova exprese v jednotlivych imunohistochemickych skupinach zjisténa pomoci RTqPCR je

vynesena v grafu — Obr. 5.

Tabulka 8. Rozdéleni vzorkl podle CD10 pozitivity.

Skupina tumor stroma Pocet vzorkl AA CT median
1 (T-/S-) - - 40 0,006

2 (T-/S+) - + 9 0,03

3 (T+/S-) + - 11 0,293

4 (T+/S+) + + 9 0,19

Legenda: ,,T* odpovida tumor6znim buitkam, ,,S bukkdm stromalnim, ,,+* jsou IHC

pozitivni ptipady, ,,-,, ptipady IHC negativni.
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Obr. 5. CD10 exprese v jednotlivych imunohistochemickych skupinach.

CD10 exprese ve skupinach

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15 —
0,1 —
0,05 —
0 EEE— ] ‘ ‘

1(T4/S-)  2(TS+) 3 (T+/S-) 4 (T+/S+)

skupina

CD10 exprese (AA Ct
metoda)

CD10 pozitivni a negativni nddory (tzn. nadory s pozitivnimi a negativnimi
nadorovymi buitkami) se od sebe navzdjem v expresi CD10 genu signifikantné lisily (p<
0,001), a to bez ohledu na to, zda jejich nenadorové stroma bylo CD10 pozitivni ¢i CD10

negativni.

V Tabulce 9 jsou uvedeny p-hodnoty srovnavajici jednotlivé IHC skupiny navzajem.
Skupina 1 a 2 se od sebe v expresi genu CD/0 na trovni mRNA vyznamné nelisi. To
znamena, ze pozitivita stromalnich bun€k vyznamné nezvysila zjisténou CD 10 expresi u
CD10 negativniho tumoru (p=0,096). Dilezité bylo srovnani skupin 2 a 3. Tyto skupiny se
navzajem v expresi CD/0 mRNA vyznamné 1i8i (p=0,012). To znamena, ze CD10 pozitivni
stroma u CD10 negativniho tumoru nezvysi expresi CD/(0 mRNA na tak velikou troven,
jakou vykazuji nadory CD10 pozitivni. CD10 pozitivni tumory vykazovaly piiblizné stejnou
expresi mRNA CD10, a to bez ohlednu na pozitivitu ¢i negativitu stromalnich bun¢k pozadi

(p=0,820).
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Tabulka 9. P-hodnoty srovnavajici expresi CD/0 mRNA mezi jednotlivymi IHC skupinami.

1 (T-/S-) 2 (T-/S+) 3 (T+/S-) 4 (T+S+)
1 (T-/S-) NA 0,096 <0,001* <0,001*
2 (T-/SH) 0,096 NA 0,012* <0,001*
3 (T+S-) <0,001* 0,012* NA 0,820
4 (T+S+) <0,001* <0,001* 0,820 NA

Legenda: Pouzité zkratky odpovidaji Tabulce 9. Statisticky signifikantni data jsou uvedena

s hvézdickou.
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4.3. Vysledky 111

Ve stati vysledky III jsou shrnuty vysledky analyzy genové exprese v DLBCL a PMBL

lymfomech.

4.3.1. Genova exprese v testovacim setu a predikéni rovnice

Podle oc¢ekavani byla ve skupiné PMBL ve srovnani s DLBCL vyssi exprese genil
Fcer2 (p=0,002) a Pdi2 (p=0,002), Blk byla vice exprimovana ve skupin¢ DLBCL (p=0,042).
Uvedené expresni vysledky byly pouzity k vygenerovani predikéni rovnice pomoci

diskriminac¢ni funkce. Vysledna rovnice ma nésledujici tvar:

F=+0,029 * Fcer2 + 0,006 * PdI2 - 0,012 * Blk—0,168.

Pomoci této rovnice byl nasledn€ analyzovan cely soubor pacientl (viz dale). Byla-1i
vysledna hodnota vypoctu zapornd, byl ptislusny vzorek zarazen do skupiny oznacené jako
»predikovany DLBCL* (pDLBCL). V ptipad¢ matematicky kladného vysledku byl vzorek
oznacen jako ,,predikovany PMBL* (pPMBL).

Z celkového poctu 32 pacientl v testovacim setu byly tfi pfipady neshody genetické
predikce s ptivodné klinicko-patologicky ocekavanou diagnézou. Ve dvou piipadech byly
ptvodné ocekavané DLBCL pftipady klasifikovany geneticky jako pPMBL, tieti ptipad byl
pivodné ocekavany PMBL, geneticky vSak predikovany DLBCL. Typické pribéhy RTqPCR
ktivek v jednotlivych predikovanych skupinach jsou na Obr. 6.
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Obr. 6. Srovnani typickych priabéhti RTqPCR kiivek v predikované PMBL a DLBCL

skuping.
6A. Typicky pacient predikovany do skupiny PMBL. Kiivky: modréa - B2m, zelena -

CD23/Fcer2, Seda - Pdl2, Cervend - Rplp0, zluté - Blk. Fcer2 a Pdl2 geny jsou exprimovany
vice nez Rplp0 housekeeping gen, kiivka Blk genu stoupa az na konci RTqPCR experimentu.

Amplification Plots

2
8,
2,

6B. Typicky pacient predikovany do skupiny DLBCL. Zleva: B2m, Rplp0, Fcer2, Pdl2, Blk,
barevné oznaceni kiivek viz 6A. Ktivky Fcer2 a Pdl2 geni stoupaji opozdéné proti obéma

housekeepingovym gentim a interval mezi Blk a ostatnimi sledovanymi geny je zkracen.

Amplification Plots

Fluorescence (dR)
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4.3.2. Valida¢ni set

Ve valida¢nim setu bylo analyzovéano 50 ptipadi, 28 z nich byly ocekavané PMBL
ptipady. Z téchto 28 vzorki bylo 9 geneticky predikovano jako DLBCL. Naopak, vSech 22
pacientt ze skupiny oDLBCL bylo geneticky potvrzeno jako DLBCL (pDLBCL).

4.3.3. Analyza genové exprese v celém souboru

Cely soubor 82 pacientl byl analyzovan pomoci predikéni rovnice. Celkem 10
z ptvodni skupiny 39 o€ekavanych PMBL (26%) bylo po genetické analyze vyhodnoceno
jako predikované DLBCL. Podobné, s pivodné o¢ekavanou diagnézou DLBCL byly

geneticky v diskrepanci 2 z ptivodnich 43 vzorki (5%) (Tabulka 10).

Tabulka 10: Pacienti rozdé€leni podle ocekavané a predikované diagnézy.

pPMBL pDLBCL celkem
oPMBL 29 10 39
oDLBCL 2 41 43
celkem 31 51 82

Pacienti, u kterych se o¢ekdvana klinicko-patologicka a geneticky predikovana
diagnoza shodly, byli oznaceni jako konkordantni pacienti. Pacienti, u kterych mezi
o¢ekavanou a predikovanou diagnoézou shoda nebyla, byli oznaceni jako pacienti
diskordantni. Piehled diskordantnich pacientl v testovacim a valida¢nim setu je uveden

v Tabulce 11.

Tabulka 11. Diskordantni pacienti v testovacim a valida¢nim setu.

Diskordantni PMBL Diskordantni DLBCL
Testovaci set (%) 9 10
Validacni set (%) 32 0
Celkem (%) 26 5
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Exprese Fcer2 byla pozitivné asociovana s nadorovou skler6zou (p=0,005) a bulky
postizenim (p<0,001), negativné s podbranicnim postizenim (p=0,009). Exprese Pdl2 genu
byla v pozitivni asociaci s nadorovou skler6zou (p=0,001) a bulky postizenim (p<0,001).

Exprese ani jednoho genu nebyla asociovéana s postizenim plic, pleury a plic.

4.3.4. Analyza klinickych charakteristik souboru

Klinické data byla analyzovéana oddélen¢ ve skupinach ocekavanych a predikovanych

diagnoz. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 12.
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Tabulka 12. Srovnani klinickych charakteristik PMBL a DLBCL pacientl v o¢ekavané a

predikované skupin¢ diagnoéz.

Ocekavana diagnoza

Predikovana diagnéza

PMBL | DLBCL | p hodnota | PMBL | DLBCL p hodnota

(n=39) | (n=43) (n=31) | (n=51)
Median véku (roky) 33 60 p*<0,001 |30 59 p*<0,001
Zeny (%) 74 51 p*=0,031 |77 53 p*=0,027
Podbranic¢ni postiz. (%) | 33 67 p*=0,004 |30 65 p*=0,002
Plice (%) 18 7 p=0,184 19 8 p=0,131
Slezina (%) 15 19 p=0,699 6 24 p=0,068
Pleura (%) 10 2 p=0,19 13 2 p=0,068
Perikard (%) 23 0 p*=0,001 |29 0 p*<0,001
Fluidothorax (%) 51 10 p*<0,001 |52 16 p*=0,001
Hrudni sténa (%) 10 0 p*=0,049 | 10 2 p=0,154
VCSSy (%) 28 0 p*<0,001 |30 4 p*=0,002
Elevace LDH (%) 92 61 p*=0,001 |94 65 p*=0,003
Kostni dien (%) 0 18 p*=0,031 |0 15 p=0,078
Nadorova skleroza (%) | 77 33 p*<0,001 |81 37 p*<0,001

Legenda: Statisticky signifikantni data jsou oznacena hvézdic¢kou. (n) znac¢i pocet pacient

v jednotlivych skupinach, VCSSy znaci syndrom vena cava superior. Nésledujici data nebyla

dostupna: vstupni hladina LDH u tfi pacientt, vysledek vySetieni kostni dfen¢ u Sesti pacientti

a postizeni plic, pleury, perikardu, pfitomnost fluidothoraxu a infiltrace hrudni stény u

jednoho pacienta.
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Jak v ocekavané, tak v predikované PMBL skupiné byl v€kovy median niz8i nez u
DLBCL a postizeny byly pfedevsim zeny. Podbrani¢ni postiZzeni bylo signifikantné ¢astejsi
v obou DLBCL skupinach. PMBL pacienti obou skupin méli vstupné signifikantné ¢astéjsi
elevaci LDH, infiltraci perikardu, fluidothorax a &asté&jsi nadorovou sklerézu. Zadny z nich
nemél v dobé diagndzy postizenu kostni dien, a to jak v o¢ekavané, tak v predikované
skuping.

V celém souboru mélo celkem 11 pacientll syndrom horni duté zily. Vzhledem k bulky
postizeni mediastina byli vSichni vstupné zatazeni do skupiny o¢ekavanych PMBL, dva
z nich ale nesli genovou expresi typickou pro DLBCL. Ani ve skupiné ocekévanych ani ve
skuping¢ predikovanych diagn6z nebyl mezi PMBL a DLBCL diagn6zami prokazan zadny
signifikantni rozdil v pokrocilosti onemocnéni v dobé diagnozy (tzv. vstupni staging) ani
v mezinarodnim prognostickém indexu IPI. Urc¢ity stupen nddorové sklerdzy byl zjistén u
77% ocekavanych a 81% predikovanych PMBL pacientli. U DLBCL ptipadl byla sklerdza

zjiSténa u 33% ocekavanych a 37% predikovanych piipadu.
4.3.5. Diskordantni pacienti

U 26% ocekavanych PMBL a 5% ocekavanych DLBCL ptipadi nebyla diagnoza
geneticky potvrzena a pacienti byli oznaceni jako diskordantni. Srovnani klinickych dat

diskordantnich a tzv. konkordantnich pacientd — tedy téch, kde ocekdvana diagndza byla

potvrzena geneticky — je uvedeno v Tabulce 13.
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Tabulka 13. Srovnani klinickych dat diskordantnich PMBL s konkordantnimi PMBL a
konkordantnimi DLBCL.

Dis. PMBL versus kon. PMBL

Dis. PMBL versus kon. DLBCL

Dis. Kon. Dis. Kon.

PMBL | PMBL p hodnota PMBL | DLBCL p hodnota

(n=10) (n=29) (n=10) | (n=40)
Med.véku (roky) 46 30 p*=0,037 46 60 p=0,039%*
Zeny (%) 60 79 p=0,228 60 50 p=0,571
Podbrani¢ni
bostiz. (%) 50 28 p=0,195 50 70 p=0,232
Plice (%) 20 17 p=0,845 20 5 p=0,180
Slezina (%) 40 7 p*=0,028 40 20 p=0,185
Pleura (%) 0 14 p=0,556 0 3 p=1,000
Perikard (%) 0 32 p*=0,045 0 0 NA
Fluidothorax (%) | 40 62 p=0,408 40 10 p*=0,044
Hrudni sténa (%) 1 10 p=1,000 1 0 p=0,204
VCSSy (%) 20 32 p=0,504 20 0 p*=0,037
Elevace LDH (%) | 67 100 *n=0,01 67 66 p=0,96
Kostni dient (%) 0 0 NA 0 18 p=0,156
Nédorova skler6za

60 83 p=0,141 60 33 p=0,109

(%)

Legenda: Statisticky signifikantni data jsou oznac¢ena hvézdickou. Chybé&jici data jsou

uvedena v legendé¢ tabulky 13. Dis. je zkratka pro diskordantni, kon. pro konkordantni, Med.

pro median, VCSSy pro syndrom vena cava superior.
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4.3.6. Diskordantni versus konkordantni PMBL pacienti

Celkem Sest pacientl v celém 82¢lenném souboru mélo soucasné mediastinalni bulky
postizeni a infiltraci sleziny. Vzhledem k mediastinalni mase byli v§ichni vstupné zatazeni do
o¢ekavané PMBL skupiny, ¢tyfi z nich v§ak po genové analyze spadali do diskordantnich
PMBL (p=0,028). Zadny diskordantni PMBL pacient nemél infiltraci perikardu (p=0,045).

Ti1 o¢ekdvani PMBL pacienti neméli vstupné elevovanou LDH (pro PMBL je elevace
LDH typickd) a vSichni tfi spadali po genetické analyze do diskordantni skupiny (p=0,01). Ve
srovnani s konkordantni PMBL skupinou byl v diskordantni vyssi vékovy median (p=0,037).
Diskordantni PMBL pacienti méli dale sklon k CastéjSimu podbrani¢nimu postizeni, méli
méné ¢asto nadorovou sklerézu, méné Casto fluidothorax, syndrom horni duté zily a infiltraci

hrudni stény. Nikdo z diskordantnich PMBL pacientll nemé¢l postiZzenu pleuru.

4.3.7. Diskordantni PMBL versus konkordantni DLBCL pacienti

Pii srovnani téchto dvou skupin byli diskordantni PMBL pacienti mladsi (p=0,039) a
méli Castéji fluidothorax (p=0,004) a syndrom horni duté Zily (p=0,037), tedy znaky
souvisejici s pfitomnosti nadorové masy v mediastinu. Zadné dal§i klinické charakteristiky

nebyly mezi témito dvéma skupinami statisticky vyznamné odlisné.

4.3.8. Diskordantni DLBCL pacienti

2/43 (5%) ptivodné ocekavanych DLBCL pacientli neslo genovou expresi typickou
pro PMBL. Oba dva pacienti byli v dob¢ analyzy vysledkt v prvni kompletni remisi, a to
jeden 46 mésict a druhy 40 mésicii po 1é¢be. Zajimavosti bylo, Ze oba dva uvedeni pacienti
méli nddorovou masu nad 7 cm v jinych anatomickych lokalizacich. Jednou se jednalo o

axilu, v druhém piipadé€ o retroperitoneum.
4.3.9. Analyza preZziti
Doba preziti bez progrese (PFS) PMBL a DLBCL pacientli byla srovnavéna jak ve

skupin¢ oc¢ekavanych, tak ve skupin¢ predikovanych diagnoz. Podle ptfedpokladii méli v obou

skupinach tendenci k lepsi prognoze pacienti s PMBL. Ve skupiné ocekdvanych diagnéz
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nebyl vysledek statisticky vyznamny (p=0,179), ve skupiné¢ predikovanych diagnoéz byl

signifikantni na desetiprocentni hladin€ vyznamnosti (p=0,084). Viz. Obr. 7.

Obr 7: Doba pfeziti bez progrese u predikovanych diagnéz. Zelena kiivka — PMBL pacienti,
modra kiivka — DLBCL pacienti, p = 0,084.
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4.3.10. Imunohistochemicka analyza nadorovych vzorki

Vysledky imunohistochemické analyzy vzorki jsou shrnuty v Tabulce 14. GC/nonGC-

like fenotyp nebyl v zadné z analyzovanych skupin vyznamné odlisny. Ve skupin¢ PMBL

byla v souladu se svétovou literaturou potvrzena signifikantné vyssi ¢etnost barveni CD23 a

CD30 ve srovnani s DLBCL diagno6zou.

Tabulka 14. Imunohistochemicka analyza nadorovych vzork.

Skupina nonGC-like | p CD23+ p CD30+ p

Kon. PMBL | 61%(17/28) | 0,618 72%(21/29) | <0,001* | 64%(18/28) | <0,001*
Dis. PMBL | 90%(9/10) 0,124 40%(4/10) 0,124 80%(8/10) | 0,453
Kon. 53%(20/38) | 0,618 8%(3/39) <0,001* | 15%(6/41) | <0,001*
DLBCL

Dis. 50%(1/2) NA 50%(1/2) NA 50%(1/2) NA
DLBCL

Legenda: Statisticky signifikantni data jsou oznac¢ena hvézdi¢kou. P v prvnim fadku znaci p-

hodnoty. P-hodnoty u konkordantnich PMBL byly ziskény srovnanim s konkordantnimi
DLBCL. Diskordantni PMBL byly srovnany s konkordantnimi PMBL. Diskordantni DLBCL

s jinymi skupinami porovnany nebyly pro pfili§ nizky pocet vzorki v této skuping.
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Zastoupeni fenotypu v deseti¢lenné skupiné diskordantnich PMBL pacientt je

uvedeno v Tabulce 15.

Tabulka 15. RozloZeni fenotypt v diskordantni PMBL skupiné.

Fenotyp Pocet pacientil
nonGC-like/CD23-/CD30- 2
nonGC-like/CD23-/CD30+ 4
nonGC-like/CD23+/CD30+ 3
GC-like/CD23+/CD30+ 1
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S. DISKUSE

Difuzni velkobuné¢ny lymfom je geneticky nehomogenni skupina nadord, jejiz
jednotlivé podjednotky GC-like, nonGC-like a PMBL se zna¢né li§i svou progndzou. Z tohoto
divodu je pochopitelna snaha o co nejptesnéjsi odlisSeni jednotlivych podtypti u konkrétnich
pacientil. Za zlaty standard je v soucasné dob¢ povazovano vysetieni na genovych ¢ipech (5,
15). JelikoZ tato metoda neni pro svou technickou naro¢nost a vysokou cenu v praxi dostupna,
jsou navrhovana rtizna nadhradni, zpravidla imunohistochemicka, klasifika¢ni schémata
choroby, ktera obvykle z vySetteni na ¢ipech vychazeji (28). Tyto ndhradni algoritmy vSak
Casto provazi velkd nepfesnost, napt. u nejznaméjsiho klasifikaéniho schémata DLBCL dle
Hansové je shoda s genovymi €ipy pouze piiblizné 80%. Pro PMBL zatim Zadny klasifika¢ni
algoritmus nahrazujici vysetfeni na €ipech navrZen nebyl. Zasadni problém IHC diagnostiky
PMBL spociva ve velmi nekonstantni pozitivité eventudln¢ navrhovanych markera (3,55,56).
Z tohoto diivodu je v pfedkladané praci stézejni metodou RTqPCR, kterd umoziuje vySettit
genovou expresi limitovaného poc¢tu genti na trovni mRNA, nikoli IHC, ktera je v otdzce
PMBL problematicka.

Obecnym problémem vySetieni genoveé exprese na urovni RNA je nutné dostupnost
Cerstvé zmrazené tkané. To je tkol narocny jak organiza¢né (rychly transport neposkozeného
vzorku z operacniho sdlu na pracovisté schopné zamrazit vzorek v tekutém dusiku), tak
finan¢né (provoz zamrazovacich nddob). Na druhé stran¢ disponuji patologicka pracovisteé
nepfebernym mnozstvim archivnich parafinovych vzorka, které jsou prakticky trvale
dostupné. Poprvé byla RNA z FFPE tkan¢ izolovana v roce 1988 (40), pro Casté nesndze pfi
zavadéni metody vSak v praxi pfili§ rozsifena neni. VyuZiti parafinu je vSak velmi vyhodné u
malo Castych diagnodz, jako napt. PMBL (1), protoze vysetfeni archivniho materidlu umozni
sbér vzorktli z vice pracovist’ a tim rozsiteni vySetfovaného souboru.

Béhem zavadéni metody analyzy genové exprese z FFPE materidlu na nasem
pracovisti bylo porovnano né€kolik protokolll a postupli v jednotlivych krocich analyzy a
z nejefektivnéjSich z nich byl sestaven vysledny pracovni protokol. Timto postupem jsme
v soucasné dob¢ schopni analyzovat expresi témét 100% vzorki, které do laboratote ptijdou
(41). V ramci izolace RNA se nejvice osvédcil komercni kit pravdépodobné pro minimalni
ztraty RNA pfili§ ¢astym odpipetovavanim supernatantu, které je béZzné v jinych izola¢nich
metodach (53). V ptedkladané praci nebyl potvrzen pozitivni vliv inkubace RNA v TE pufru,

patrné pro piekroc¢eni hranice reverzibility vazeb metylolovych skupin v dostupnych vzorcich
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(44). Kontrola kvality RNA spektrofotometrii je dle predkladanych vysledkli vhodna, a to i
piesto, Ze spektrofotometrické hodnoty jsou pod hranici spolehlivosti métfeni (0,1; Lambert-
Beertv zakon). I tyto hodnoty poskytuji zékladni orientaci v mnozstvi izolované RNA a
ovlivityji tak dalsi naklddani se vzorkem. V rdmci reverzni transkripce je nutno zdtiraznit
peclivy vybér reverzni transkriptazy i vySetfovanych gent. Obecné znamé rozdily v efektivité
reverznich trankriptaz byly patrné 1 v této praci, a to pfedevsim v experimentech s nizce
exprimovanymi geny. To mlze byt pti praci s FFPE zasadni problém. Fluorescen¢ni detekce
byla spolehlivéjsi pii pouziti TagMan sond neZ pii pouziti SYBR greenu, limitujicim
momentem byla Casta tvorba dimert primert pfi uZiti nespecifického fluorescen¢niho barviva.
Pti testovani vlivu nenadorového pozadi na celkovou genovou expresi bylo zjisténo, ze sice
k lehkému zvySeni exprese dochéazi, nicméné toto zvysenti je statisticky zanedbatelné a pti
dodrzeni podminky dostatecného zastoupeni nddorovych bunék v fezu (80 a vice procent) Ize
vysledky vySetfeni nadorové exprese povazovat za spolehlivé.

S pouzitim nove zavedené FFPE metodiky byla nasledné vySetfena skupina 82
pacienti s PMBL/DLBCL diagnézou. Cilem prace bylo odliSeni obou skupin na trovni
molekularné genetické, tedy na trovni, na které pracuji genové Cipy (6, 15) a ktera obchazi
nekonstantni vysledky IHC analyz. Pro préci byly vybrany tii reprezentativni geny odliSujici
ob¢ podskupiny, a to na zakladé svétové literatury (11,15). Po vySetieni jejich exprese a
statistickém zpracovani vysledki byla navrzena rovnice, tzv. diskrimina¢ni rovnice, pomoci
které je mozné kazdého nove ptichoziho pacienta zaradit geneticky bud’ do skupiny PMBL
nebo DLBCL. JelikoZ jako vychozi byla pouZita v§eobecné uznavana klinicko-patologicka
klasifikace PMBL/DLBCL (jeji shoda s vySetfenim na €ipech je 76%, (15)) a jelikoz mezi ni
a predkladanou diskriminacni rovnici nepanuje 100% shoda, rozpadl se ptivodni soubor
pacientil celkem do ¢tyt podskupin: konkordantni PMBL, diskordantni PMBL, konkordantni
DLBCL a diskordantni DLBCL. Klinické data byla analyzovéana s ohledem na toto rozloZeni
pacientli. Vzhledem ke skutecnosti, Ze na genovych Cipech byla ve skupin¢ PMBL
diagnostikovanych klinicko-patologicky popsana podskupina 24% pacientq, ktefi sice
klinicko-patologicka kritéria PMBL diagné6zy spliiovali, ale nesli genovou expresi
odpovidajici DLBCL, byla analyza vySe uvedenych vysledki zamétena s velkym z4djmem na
skupinu diskrepantnich PMBL pacientt. Tito pacienti tvofili 26% ze vSech klinicko-
patologicky oc¢ekdvanych PMBL, tedy doslo k plné numerické shod¢ s vySetfenim na
genovych Cipech. PInd numericka shoda s Cipy byla zjisténa 1 ve skupin€ diskrepantnich
DLBCL, tedy 5% pacientt (15). Dale diskrepantni PMBL skupina sdilela fadu klinickych

v

charakteristik se skupinou konkordantnich DLBCL. Jednalo se piedevs§im o ¢ast¢jsi infiltraci

75



sleziny, méné Castou vstupni elevaci LDH, vyssi vékovy medidn pacientd, dale pak tendenci
k CastéjSimu podbrani¢nimu postiZzeni a méné ¢astému pozorovani nadorové sklerozy. Naopak
ve srovnani s konkordantnimi DLBCL pacienty byli diskordantni PMBL pacienti mladsi a
méli mediastinalni masu. Ta byla také zatazovacim klinicko-patologickym kritériem do
skupiny oéekavanych PMBL. Zadné dalsi klinické charakteristiky nebyly mezi témito dvéma
skupinami statisticky vyznamn¢ odlisné.

Pti analyze doby do progrese geneticka klasifikace v porovnani s klinicko-
patologickou lépe odliSovala pacienty s horsi a lepsi prognozou. Lze se tedy domnivat, Ze
predkladané vysledky a navrhovana klasifikace vymezuji v ramci klinicko-patologické
diagnozy PMBL pftiblizn¢ Ctvrtinu pacientl, ktefi svou genovou expresi, prognézou i klinikou
spiSe pfipominaji diagn6zu DLBCL nez PMBL.

Toto odliseni je v soucasné dobé¢ dilezité ze dvou diivodi. Jednak z hlediska
informace pro pacienta, jednak z hlediska zatfazovani pacientt do klinickych studii v rdmci
testovani novych 1é¢ebnych postupti. Vzhledem k odlisné prognoze diagn6z PMBL a DLBCL
muze ndhodné zatazovani pacientii do studii bez znalosti presné diagnozy ovlivnit vysledky
studii.

Jak jiZ bylo zminéno, IHC charakteristika PMBL tumorti je svizelna. Pro tuto
diagnozu neexistuji zaddné exkluzivni imunohistochemické markery. V piedkladané préci byla
provedena imunohistochemicka analyza souboru z hlediska GC- a nonGC ptivodu tumort a
dale analyza dvou typickych molekul zmitiovanych v souvislosti s PMBL — CD23 a CD30.
Predkladané vysledky potvrzuji €astou expresi proteint CD23 a CD30 v PMBL vzorcich,
ktera ale neni 100% (3,11,14,55,56). Zajimavé bylo zjisténi, Ze vysledek CD23/CD30 barveni
nijak nezménil pivodné oc¢ekavanou klinicko-patologickou diagnézu. Tzn., Ze pacienti
s mediastindlni masou ztistali po klinicko-patologické rozvaze v o€ekavané PMBL skuping i
pfes eventudlné negativni CD23/CD30 barveni a v klinickém sledovéani k nim bylo
pristupovano jako k PMBL pacientiim. A naopak, pacienti s jasnou DLBCL klinikou bez
mediastinalniho bulky postiZeni byli klinicko-patologicky nadéale povazovani za DLBCL
pacienty i pfes eventualné pozitivni CD23/CD30 imunohistochemii. Tyto vysledky dokladaji
nejisty diagnosticky vliv neexkluzivnich PMBL markert CD23 a CD30. V ptedkladané praci
nenesla navic skupina diskordantnich PMBL pacienti zadny typicky GC-
/nonGC/CD23/CD30 imunofenotyp, ktery by umoznil diferencovat ji od ostatnich
PMBL/DLBCL ptipadl. Ziskana data dale potvrzuji nevhodnost skler6zy tumoru jako
diagnostického kritéria PMBL. Skler6za byla nalezena az ve 33% DLBCL vzorkd, ale nikoli
ve 100% vzorkti PMBL.
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Ptedkladana prace potvrzuje genetickou nehomogenitu skupiny pacientt, kteti jsou
klinicko-patologicky diagnostikovani jako PMBL. Prace navrhuje alternativni, dosud jinymi
skupinami nepublikovany, algoritmus k bliZsi diferenciaci této PMBL skupiny. Spravné
odliSeni diagndzy je dulezité vzhledem k odlisné prognoze pacientii. Dosavadni absence
spolehlivé diagnostiky PMBL ¢ini rovnéz nesnaze ve vyhodnocovani prognostickych
ukazatelli v klinickych studiich testujicich nové terapeutické postupy u pacienti
s hematologickymi malignitami. Spolehliva PMBL diagnostika dale otevira eventualni

moznosti porovnani riznych lécebnych strategii mezi skupinami PMBL/DLBCL.
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6. ZAVERY PRACE

Zavérem lze shrnout podstatné vystupy predkladané prace:

1.Metoda analyzy genové exprese z archivni FFPE tkané s pouZitim RTqPCR je technicky
mozna, dava reproducibilni vysledky a po tispéSném zavedeni dava moznosti rychle
vySetiitelnych a zpracovatelnych retrospektivnich analyz vzorkt libovolnych diagnoz.
Archivni vzorky 1 RTqPCR jsou rutinn€ dostupné. Jiz zavedend metoda je navic financné

nenaroc¢na.

a) Izolace RNA z FFPE tkané je uspé$néjsi pti pouziti komercniho kitu nez pti pouziti nékteré

z modifikaci klasické fenolchloroformové metody.

b) Spektrofotometrie je vhodnou metodou pro odhad kvality RNA izolované z FFPE
materialu. I vysledky, které jsou mimo oblast spolehlivosti méteni, poskytuji dostatecnou

informaci dileZitou pro dal$i nakladani se vzorkem.

¢) Reverzni transkriptazu je nutno volit obezietné s ohledem na sledované geny a miru jejich
exprese. Nizce U€inna reverzni transkriptdza mize zpusobit nedostate¢ny piepis gent, které

jsou ve vstupnim vzorku v nizkém poctu kopii. V kombinaci s pouzitim FFPE materialu tak

Mrve

d) Detekce fluorescencni sondou v RTqPCR experimentech dava pfi praci s FFPE materidlem
reproducibilni vysledky srovnatelné s vysledky ziskanymi z Cerstvé tkdné. Nespecifické

interkala¢ni fluorescenc¢ni barvivo SYBR green neni pro praci s FFPE vzorky vhodné.

2. Pii vySetieni genové exprese z tkanovych fezii obsahujicich aspoii 80% nadorovych bunck

je vliv nenddorového stromatu zcela minimalni a celé fezy mohou byt bez obav pouZity.

3. Na zéklad¢ genové exprese tii genl Ize v ramci skupiny klinicko-patologicky stanovenych
PMBL odhalit 26% pacientt, kteti geneticky, klinicky i prognosticky pfipominaji spise
diagnozu DLBCL. Toto rozliSeni je dalezité pfedevsim vzhledem k prognostické odlisnosti

diagn6éz PMBL a DLBCL. Podobny algoritmus pro odliseni PMBL a DLBCL zatim ve
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svétove literatufe publikovan nebyl. Dosavadni postupy k relevantnimu odliSeni obou diagnoz
vyzaduji vySetieni na genovych Cipech. Imunohistohemicka diagnostika je pro nekonstantni
barveni doporu¢ovanych markert pouze dopliujici a v ptipadé diskrepance s klinicko-
patologickou diagnézou hraje dle nasich vysledkii podtadnou roli a diagnéza klinicko-

patologicka byva upfednostnéna.

4. Diskrepantni skupiny PMBL (26%) a DLBCL (5%), zjiS§téné navrhovanym klasifikacnim
algoritmem, jsou numericky zcela shodné s vysetfenim na genovych Cipech. Vzhledem

k odpovidajicim charakteristikdm klinickych dat v jednotlivych skupinach se 1ze domnivat, Ze
se nejednd o vysledek Cisté nahodny a lze tak dalsi vyzkumné kroky zacilit k pfimému

porovnani obou metod, tedy RTqPCR a genovych ¢ipt.
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