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1 Uvod

1.1 Lymfom z bunék pldasté

Lymfom zbunék plast€ (mantle cell lymphoma, MCL) tvoifi samostatnou
histopatologickou jednotku non-Hodgkinovskych lymfomii z B bunék (B-NHL) vznikajicich
klondlni proliferaci lymfoidnich buné€k riizného stupné diferenciace. MCL zahrnuje 3—10% B-
NHL. Jedna se o onemocnéni pivodné definované na zakladé charakteristické morfologie a
imunofenotypu.

Né4dor je tvofen uniformni populaci centrocytoidnich bunék stfedni velikosti
s charakteristickymi jadernymi zéfezy, nendpadnymi jadérky a vétSinou jen madlo zietelnou
cytoplasmou. Po strance strukturdlniho ristu nador v inicidlni fazi expanduje plaStové zony
s alespoit ¢dstenym zachovanim zdrodecnych center lymfatickych folikuld. Pozdé&ji jsou
nddorovymi bunikami postupné kolonizovana také zarodecnd centra a z plastového rustu se
struktura méni na noduldrni. Pfi pokracujicim nérGstu nddorové masy uzliky postupné
splyvaji a rust se stava difdzni.' Nékdy je mozné zastihnout riznd stadia uvedeného
strukturdlniho vyvoje nadoru, zejména pii postiZzeni lymfatickych uzlin.

Nadorové bunky MCL vznikaji maligni transformaci naivni B bunky béhem
diferenciace v kostni dieni (KD) ve stadiu pre-B lymfocytu. Buiky MCL tak exprimuji geny
charakteristické pro naivni B lymfocyty a normdlni plastové B bunky (CD19, CD20, CD22
aCD79a). Néadorové bunky dédle exprimuji nékteré molekuly T lymfocyti (CDS).
Fyziologicky CDS5 positivni B bunky pfedstavuji naivni B bunky cirkulujici v krvi,
produkujici nizkoafinitni polyreaktivni protilatky a kolonizujici primarni folikuly nebo
folikularni plastové zény sekundarnich folikuli. Tyto buiiky jsou pravdépodobné

fyziologickym protipdlem, jejichZ maligni transformaci vznikd MCL. U bunék MCL jsou také



obvykle positivni povrchové imunoglobuliny IgM a IgD. Casto jsou spojeny s expresi lambda
fetdzce. Molekula CD23 je vétSinou negativni.'

PtestoZe popsané zakladni morfologické projevy jsou nejcastéjsi, v ramci variacni Sife
MCL existuje spektrum cytologickych a strukturdlnich projevii a nékteré MCL mohou
vykazovat aberantni imunofenotyp.2 To komplikuje inicidlni diagnostiku pouze na zdkladé
histopatologickych kritérii. V fadé piipadil je tak pro stanoveni spravné diferencidlni diagnézy
potieba doplnit morfologické a imunohistochemické vySetteni o vySetfeni cytogenetické nebo
molekuldrni. Molekuldrni analyza NHL poskytuje nejen vyznamnou informaci o biologii
onemocnéni, ale slouzi také jako podpora pro klasifikaci a odhad prognézy téchto

onemocnéni.

1.2 Molekuldrni marker onemocnéni MCL

Geneticky je MCL charakterizovan ptitomnosti reciproké translokace t(11;14)(q13;q32)
vedouci k presunu genu CCNDI na chromosomu 11 v lokusu BCL-1 (B-cell lymphoma 1)
pod kontrolu ,,enhanceri t&zkych fetézct imunoglobulinu (IgH) v lokusu 14q32 (obr. 1).**
Dusledkem je transkripéni deregulace genu CCNDI a overexprese proteinu cyklinu D1 5913

Translokace t(11;14) byla u lymfoproliferativnich onemocnéni klonovana jiz v roce
1984.'* Zlomovéa mista chromosomu 11 se mohou nalézat v rozsahlé oblasti lokusu 11q13
zahrnujici region 120 kb centromericky od genu CCNDI. Nicméné 30-50% pacientil nese
zlomy soustfedény v oblasti tzv. hlavniho transloka¢niho shluku (major translocation cluster,
MTC). U ostatnich pacientii jsou zlomy rozptyleny v rozsdhlém regionu a dosud byly
lokalizovany tzv. minoritni translokacni shluky v oblastech 24 kb a 63 kb telomericky od
MTC arovnéZ na 5' konci genu CCDNI (obr. 1) 8101516

Translokaci t(11;14) 1ze nalézt v 90-100% pacienti s MCL pomoci fluorescenc¢ni in situ

hybridizace (FISH).* > " '® P¥itomnost translokace t(11;14) je tedy spolehlivym genetickym



markerem onemocnéni MCL a FISH je vhodnou technikou napomdhajici diferencidlni
diagnostice MCL. Pro molekuldrni sledovani pacienti vSak FISH neni dostate¢né citliva,
neumoziuje stanoveni miniméalni residudlni nemoci (MRN) a kvantitativni hodnoceni rozvoje
onemocnéni v ¢ase. Moderni technologie, kterd spliiuje podminky molekularniho sledovéni
pacientil, véetné¢ hodnoceni dynamiky onemocnéni, je kvantitativni polymerdzova tetézova
reakce (PCR). Pomoci PCR Ize vsak translokaci t(11;14) prokazat pouze u 30-50% pacientd
s MCL nesoucich zlom v oblasti MTC." U pacientil nesoucich zlom v nékteré z minoritnich
oblasti nelze vyuzit PCR pro stanoveni translokace z diivodu obrovského rozsahu usekti, na
nichZ jsou zlomy lokalizovany (obr. 1).* ' '® 2 §yyuzitim translokace tedy nelze
molekuldrné sledovat az 70% pacienti s MCL. Pfitom molekuldrni monitorovdni rozvoje
onemocnéni umoznuje 1épe definovat kvalitu remise, kontrolovat ucinnost terapie, predikovat
klinicky relaps a vCas zahdjit 1écebnou reakci. Proto bylo tfeba hledat nové markery pro
diagnostiku a sledovani nemocnych s MCL. Vhodnym molekularnim markerem pro sledovéani
pacientii s MCL by mohla byt exprese cyklinu D1 v disledku charakteristické translokace.
Cyklin D1 totiZ neni pfirozené exprimovén v proliferujicich lymfocytech, protoze lymfocyty
vyuZivaji k fizeni bun&&ného cyklu cyklin D2 nebo cyklin D3.2" ** Na rozdil od MCL, kde je
v nddorovych bunkdich piitomen cyklin D1 a naopak exprese cyklinu D3 chybi nebo je

22,23

sniZena, jak je prokdzdno na drovni proteinu pomoci imunohistochemie. Exprese cyklinu

D1 je tak pro MCL specifickd a imunohistochemické vySetfeni proteinu cyklinu D1 se

vz . VR . 24-26
vyuziva v diferencidlni diagnostice MCL.

Imunohistochemické znaCeni proteinu vSak
neni prostfedkem pro molekulédrni sledovani onemocnéni ani pro d¢innou kvantifikaci drovné
exprese sledovaného markeru. V nasi prici jsme se proto jako jeden z cilti rozhodli testovat, a

v piipad€ uspé€$ného vyuziti zavést, kvantitativni sledovini exprese mRNA cyklinu D1 jako

molekularniho markeru onemocnéni.
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Obrazek €. 1. Schéma translokace t(11;14)(q13;932). (A) lokus IgH, (B) lokus BCL-1,
(C) translokace t(11;14) vedouci k fuzi lokusu BCL-1 slokusem IgH (pfevzato z Jares a
Calmpo).27
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1.3 Regulace bunécéného cyklu, vyznam cyklinu DI v bunécéném cyklu a patogenezi
onemocnéni

UdrZeni stidlého poctu bun¢k a piisnd regulace bunécného déleni je zdkladni vlastnosti
mnohobunéénych organismt. V pribéhu bunécného cyklu buiikka prochdzi néckolika
kontrolnimi body, které zajistuji regulované bunécné déleni ve spravném cCase, na spravném
misté a za vhodnych podminek. Jednim z klicovych kontrolnich bodt je tzv. restrikéni bod v

vV 2

pozdni fazi G1 bunécéného cyklu. Pro priichod restrikénim bodem je nutnd piitomnost
rustovych faktorti, které zajiStuji pfisnou regulaci bunééného déleni v souladu s potfebami
organismu. Po ptfekondni restrikéniho bodu buiiky piechédzeji do faze S bunécného cyklu a
dalsi prichod bunéénym cyklem se odehrava jiz nezdvisle na rastovych faktorech. Jakmile
tedy bunka projde restrikénim bodem v pozdni fazi G1, zpravidla cely proces bunécného
cyklu dokonci. Pro rychlost bunécné proliferace je tedy zasadni fizeni pfechodu z faze G1 do
faze S bun&ného cyklu.”*

Zasadni ulohu pro fizeni prichodu bunécnym cyklem plni komplexy cyklint s cyklin

dependentnimi kindzami (CDK) a jejich asociované inhibitory (CDKi). Hladina cyklind

jednotlivych typl se v pribéhu bunécného cyklu koordinované cyklicky méni. Je uréovana



rovnovdhou mezi syntézou, kterd je aktivovana specifickymi transkripénimi faktory v reakci
na slozity mechanismus regulace bunécného cyklu, a zpétnovazebnou proteasomovou
degradaci zprostfedkovanou ubiquitinem. Hladina CDK ziistdva v pribéhu bunécného cyklu
relativné konstantni. Cyklicky se méni enzymaticka aktivita CDK v zdvislosti na pfitomnosti
ptislusného typu cyklinu. Ménici se hladiny jednotlivych typt cyklini jsou tedy pro fizeni
spravného prubéhu bunécného cyklu zésadni.**>?

Cyklin D1 patii do rodiny cyklini D, které zahrnuji tfi molekuly, zminény cyklin D1 a
déle cyklin D2 a cyklin D3. Maji klicovou tulohu v fizeni pfechodu bunék z faze G1 do faze S.
Cykliny D typu slouzi jako molekuly fidici postup bunéénym cyklem v reakci na vné&jsi
signdly (zejména signdly rustovych faktorti) pro aktivaci buné¢ného cyklu. Za piitomnosti
rustovych faktord se v rdmci sekundarni odpovédi aktivuje exprese gent pro cykliny D typu a
zvySuje se hladina proteinti cyklind D, které tvoii aktivni komplexy s CDK4 a CDKG6.
Aktivuje se kindzov4 aktivita enzymu, a tim dochdzi k fosforylaci proteinu pRb.
Fosforylovany protein pRb se inaktivuje a uvoliiuje z komplexu pRb/E2F transkripéni faktor
E2F. Protein E2F zajisti transkripci genli potiebnych ve fazi S (obr. 2).% Mezi aktivovanymi
geny jsou geny pro cyklin D1, cyklin E a cyklin A7 Positivni zpétnou vazbou dochazi ke
zvySeni koncentrace cyklinu D1. Zdroven je vSak cyklin D1 substrdtem vlastniho komplexu
cyklin D1/CDK4. Dochazi k fosforylaci proteinu cyklinu D1 a vytvéii se ubiquitinové cilové
misto. Je zahdjena ubiquitinem fizend degradace cyklinu D1, coZ zajistuje ukonceni aktivity
komplexu cyklin D/CDK4 a tim jednosmérny pribéh bundénym cyklem.*® Postupné nartstd
hladina proteinu cyklinu E, ktery vytvaii aktivni komplex s CDK2. Kindza CDK2 se
v komplexu s cyklinem E podili na fosforylaci proteinu pRb a postupné piejimd ulohu
CDK4/6 v komplexu s cyklinem D typu.”® Tim se dalii fosforylace proteinu pRb a priichod
bunécnym cyklem stdvd nezdvislym na ristovych faktorech a nevratnym. Dal$i prabeh fazi

Sje zavisly na cyklinu A v komplexu s CDK2.* Protoze jsou cyklin E 1 cyklin A



syntetizovany v ramci bunééné odpoveédi na pisobeni cyklinu D typu reagujictho na
pfitomnost ristovych faktort,, pak, jakmile je aktivovadna drdha cyklin D/CDK4, bunéény
cyklus probéhne. U MCL nadorové burika s overexpresi cyklinu D1 v dusledku translokace
t(11;14) udrZzuje vysokou uroven proteinu cyklinu D1 vreakci na plsobeni zesilovaclh
transkripce IgH, a tedy nezdvisle na transkripénich faktorech aktivovanych ristovymi faktory,
a tim je podnécovana k dé€leni i za nepfitomnosti ristovych faktord (onkogenni stimulace).”
Zavislost bunééného déleni na rastovych faktorech je vyrazena.

Kromé koordinované syntézy cyklini se na specifické regulaci aktivity komplexii
cyklinu s CDK podili CDKi, které zahrnuji dv€ rodiny inhibitori. Rodina INK4 sestdva
z inhibitorii p16 ¥4, p15 K4 h1g INKde 1519 INK4d "yteré inhibuji komplex cyklin D/CDK4.
Rodina CIP/Kip obsahuje p21, p27 a p57, které srlznou intenzitou inhibuji vSechny
komplexy cyklinu s CDK.* Inhibitory jsou v regulované rovnovaze vyvazovany piisluSnymi
komplexy cyklinu s CDK. Proto zvySeni hladiny cyklinu D1 vede k poruse rovnovahy mezi
pro-ristovymi a inhibi¢nimi faktory. V dasledku overexprese cyklinu D1 je veSkery protein
p27 vyvazan a neni dostupny k inhibici nadbyte¢nych komplext cyklin D/CDK4. Kindza
CDKH4 je tak v aktivnim komplexu s cyklinem D1 a plni svou fosforylacni funkci.*!

Také dcinnost a vazebnd afinita CDKi k jednotlivym komplexiim cyklinu s CDK je
ruznd. Vazebnd afinita CDKi p21 je vys$i ke komplexu cyklin D/CDK4 ve srovnani
s komplexem cyklin E/CDK2.** Protein p27 zase véaze ucinnéji komplex cyklin A/CDK2 ve
srovnani s komplexem cyklin D/CDK4." Také rtizné hladiny CDKi maji vliv na funkci
komplext cyklini s CDK. Pfi nizké hladin¢ proteini p21 a p27 dochdzi ke stabilizaci
komplexu cyklinu D/CDK4, zatimco vysokd koncentrace inhibitort plisobi na komplexy
inhibiéng.* Komplexy cyklinu D/CDK pravdépodobné funguji jako lapace inhibitori p21 a
p27. Fyziologicky jsou hladiny regulovany tak, Ze je moZna spravna tloha inhibitorti p21 a

p27 za danych podminek. V piipadé overexprese cyklinu D1 se rovnovédha vychyli na stranu



cyklinu D1 a komplex cyklin D1/CDK4 absorbuje vice proteinu p21/p27. V buitkdch MCL je
tak protein p27 vyvazovan overexprimovanym cyklinem D1, coZ je prokdzdno na trovni
proteinu. Bunky MCL totiZ nemaji ve srovndni s ostatnimi NHL imunohistochemicky
detekovatelny protein p27, ackoli delece genu pro p27 nebyla zji§téna1.45 V dasledku
overexprese cyklinu D1 se protein p21/p27 nedostdvda pro vazbu s komplexem cyklin
E,A/CDK2. Volny komplex cyklin E,A/CDK2 je aktivni a zajiStuje pribéh bunénym
cyklem. Overexprese cyklinu D1 tak zabranuje p21/p27 dependentni inhibici komplexu cyklin
E,A/CDK2. Tim je vyfazena zdstava bunécného cyklu zprostiedkovand inhibitory p21 nebo
p27 (obr. 2).

Citlivd rovnovdha hladiny jednotlivych komplexti cyklinu s CDK je tedy pro fizeni
bunéného cyklu klicovd, a tedy buncécny cyklus je pravdépodobné regulovdn spiSe
kvantitativné nez kvalitativni pfitomnosti jednotlivych typl cyklinti. Jakdkoli patologickd
zména regulované hladiny cyklini pak md pro buiiku zdvazné dusledky, jak vyplyva
z overexprese cyklinu D1 v malignich bunnkdch MCL. Patologickd overexprese cyklinu D1
miZe naruSovat regulaci bunétného cyklu 1) piimo zvySenym mnoZstvim komplexu
s CDK4/6, ktery fosforyluje protein pRb, 2) ,,upregulaci aktivity komplexu cyklinu D/CDK4
tim, Ze cyklin D1 titruje CDKi, ktery inhibuje komplex cyklin D/CDK4, a 3) aktivaci CDK2
v komplexu s cykliny tim, Ze cyklin D1 zvySené vyvazuje CDKi, které inhibuji komplexy
cyklinu A nebo cyklinu E s CDK2.

Cyklin D1 miZe ptisobit jako onkogen i nezdvisle na regulaci CDK. Cyklin D1 reguluje
transkripéni faktory STAT3, C/EBPp a B-MYB.* U pacientii s MCL vsak tloha cyklinu D1

jako reguldtoru transkripce neni prostudovéna.
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Obrazek ¢. 2. Role cyklinu D1 v fizeni ptechodu z faze G1 do faze S bunécného cyklu
(ptevzato z Jares a Campo).”’
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1.4 Molekuldrni patogeneze onemocnéni MCL
Zéakladni model molekuldrni kancerogeneze predpoklada soucasné vyrazeni nckteré ze
slozek tfi zédkladnich drah regulace bunécné homeostizy. Prvni drdhu tvofi regulace

O 4

bunéného cyklu. Druhou drdhu piredstavuje udrzeni genomové integrity prostfednictvim
reparacnich mechanismii genetického materidlu bunék. Posledni sloZkou fizeni bunécné
homeostazy je regulace pieziti bunék.

Patogeneze a prognéza MCL zdvisi zejména na deregulaci bunécného cyklu, a tedy
bunécné proliferaci. Pro MCL charakteristicky overexprimovany cyklin D1 je klicovou
molekulou regulace bunéného cyklu. Overexprese cyklinu D1 tak bunkdm poskytuje
dulezitou proliferacni vyhodu. U vzicné se vyskytujicich MCL bez nalezené exprese cyklinu

D1 jsou ,upregulovany* alternativni cykliny D typu, cyklin D2 a cyklin D3.*” A&koli neni

mechanismus této alternativni ,,upregulace” cyklinu D2 a cyklinu D3 obecné zndmy, je
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popséana translokace t(2;12)(p12;p13) vedouci k pfesunu genu pro cyklin D2 pod kontrolu
»enhanceri lehkych fetézcl kalppal.48 K deregulaci cyklinu D2 pak dochdzi podobnym
mechanismem jako v pfipad¢ presunu genu pro cyklin D1 pod kontrolu ,,enhanceru® IgH.
Nadmérnd exprese cyklinu D1, nebo vzacné alternativnich cyklinii D typu, je povaZovédna za
inicidlni uddlost v patogenezi MCL. Fakt, Ze alespon jeden z cyklini D typu musi byt u MCL
,upregulovan®, predstavuje overexpresi cyklinu D typu jako esencidlni podminku pro maligni
transformaci bunék.

I ptes nepostradatelny vyznam biologie cyklinu D1 v patogenezi MCL je pro rozvoj
nadoru nutné deregulace dalSich drah. Je prokdzéano, Ze u mysi s overexpresi cyklinu D1 bez
spoludcasti dalSich onkogenti a tumorsupresorti lymfom nevznika.*>! Onemocnéni MCL
vykazuje vysokou genetickou nestabilitu.’*>® Genetické zmény popisované u pacientii s MCL
postihuji vSechny tfi zminéné drihy udrZeni bunééné homeostdzy: a) bunécny cyklus, b)
reparatni mechanismy a c) bunécné preziti. Deregulace genti uplatiiujicich se v téchto
klic¢ovych procesech se podili na sloZitém procesu maligni transformace B lymfocytu.

a) V kooperaci s overexpresi cyklinu D1 se na deregulaci bunééného cyklu u pacientii
s MCL podili casté delece chromosomu 9p21 zahrnujici lokus CDKN2A (obr. 3), ktery
obsahuje 2 geny kddujici proteiny fizeni bunécného cyklu. Gen kdédujici protein p16INK4a,
ktery slouzi jako inhibitor CDK4, a gen pro protein p14ARF, ktery negativné reguluje
proteinem MDM?2 zprostiedkovanou ,,ubiquitinaci proteinu p53.54’ > Druhou moZnosti
inhibice gend lokusu CDKN2A je amplifikace a overexprese genu BMII, ktery funguje jako
transkripni represor lokusu CDKN2A.*® V obou ptipadech je dusledkem nedostatecna

syntéza proteinu pl6™<H

a souCasné nadmeérnd degradace proteinu p53 proteasomem.
v 2 . INK4: Vo v s . N z
Nedostate¢nd tvorba proteinu pl6™ * vede spole¢né s overexpresi cyklinu D1 ke zvySenému

mnoZzstvi aktivniho komplexu cyklinu D1/CDK4. Nadmérnd degradace proteinu p53 vede k

poruse stabilizace proteinu p53. PostiZzeni gent lokusu CDKN2A deleci chromosomu 9p21
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O D4

nebo overexpresi genu BMI1 ma za nasledek soubéZné vyrazeni regulace bunécného cyklu a
proteinem p53 fizené apoptdzy nebo zdstavy bunécného cyklu.

U pacientli s lokusem CDKN2A divokého typu je popsdna amplifikace genu CDK4,
kterd spolu s overexpresi cyklinu DI vede ke zvySenému mnoZstvi komplexu cyklinu
D1/CDK4. Amplifikace genu CDK4 tak mi podobny ulinek jako nedostatecnd syntéza

proteinu pl6™K*

. Dale byly zjiStény inaktivujici mutace nebo mikrodelece genu RBI.
Dtsledkem uvedenych mechanismii je nadmérnd aktivace drdhy fizené proteinem pRb.
Soucasn¢ s poruchami drdhy proteinu pRb ¢asto u pacienti s CDKN2A divokého typu
nalézdme mutace genu 7P53 nebo delece lokusu 17p, kde je gen TP53 lokalizovan. U malého
procenta pacientll je zndma overexprese proteinu MDM2.>"*  Tim nastiva vyfazeni drahy
pS3 podobné jako pii zménéch postihujicich funkci lokusu CDKN2A. Tyto zmény nalezené
vyhradné u pacientll s neporusenou expresi genli lokusu CDKN2A ptedstavuji alternativni
mechanismus soub&zné deregulace restrikéniho bodu a zaroven drahy p53.

Soucasné poSkozeni regulace tizené proteiny pRb a p53, a to bud deleci lokusu
CDKN?2A, nebo amplifikaci genu BMII, nebo mutaci genu 7P53 soucCasn¢ s amplifikaci genu
CDK4 nebo deleci genu RBI poukazuje na nutnost soubézné poruchy né€kolika regulacnich
drah pro maligni transformaci bunék. Jednd se o deregulaci drahy aktivujici (pRb), a tedy
onkogenni, 1 drdhy brzdici (p53), a tedy tumor supresorové, bunécny cyklus. Zaroven tyto

ndlezy napovidaji, pro¢ samotnd overexprese cyklinu D1, kterd naruSuje pouze drahu proteinu

pRb a nikoli p53, nestaci k rozvoji MCL.
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Obrazek ¢. 3. Deregulace mechanismii fidicich bunéény cyklus, jak jsou popsiny u
pacientii s MCL (pfevzato z Jares a Campo).”’

b) MCL patfi mezi lymfomy s velkym mnoZstvim chromosomdlnich aberaci, které
vznikaji vyfazenim mechanismu reparace DNA. U pacientii s MCL je ¢astou zménou delece
lokusu 11g22-23, ktery zahrnuje gen ATM (ataxia telangiectasia mutated). Protein ATM plni

60-62 yedle delece lokusu

kli¢ovou roli v reakci bun€k na dvoufetézcové zlomy DNA (obr. 4).
11g22-23 je poskozeni funkce proteinu ATM také diisledkem mutaci v genu ATM. Mutace
v genu ATM jsou prokazovany u 40-75% pacienti s MCL.**® Dréha ATM miZe byt

66, 67
> °" Porucha

naruSena také deregulaci nekterého z podtizenych proteint (CHEK1, CHEK?2).
drdhy regulované proteinem ATM vede k defektni odpovédi na dvoufetézcové zlomy DNA, a
tedy akumulaci chromosomalnich aberaci.®® ® Defekt v této reparaéni drdze se projevi rovnéz
vreakci na dvoufetézcové zlomy vznikajici béhem normdlni V-D-J rekombinace
imunoglobulinovych genil.”” Narugeni V-D-J rekombinace nebo tolerance chybné kombinace
V-D-J pak miZe mit vyznam vV procesu vzniku translokaci zahrnujicich oblasti
imunoglobulinovych genli (vCetné translokace t(11;14) specifické pro MCL). Sekvencéni
motivy nalezené v oblasti MTC totiZ nasvédcuji, Ze ke vzniku translokace dochdzi béhem

defektni V-D rekombinace, kterd vede k ilegitimnimu spojeni s lokusem BCL-1 ! Protoze V-

D-J  pfeskupovdni probihd pouze v lymfocytech, jsou translokace s lokusy
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imunoglobulinovych genii vyznamné v patogenezi celé fady dalSich lymfomil, nejen MCL."
V disledku poruchy reparacnich drah se v buiitkdch mohou hromadit dal$i genetické zmény.
Vznikd genomova nestabilita umoziujici buitkdm ziskat nové vlastnosti a rozvijet adaptacni
mechanismy, v jejichZ diisledku dochdzi ke vzniku agresivnich, relabujicich a resistentnich

klond onemocnéni.

DNA damage

4

LY
e,
LY

\,

A

A -1|Vh‘«!|wh.-r1}

'.IA

ATR

L
sha R rmdl

pzTW”f" Apoptosis

l DNA repair

G1/S arrest
Obrazek €. 4. Deregulace mechanismu reparace DNA, jak jsou popsany u pacientli
s MCL (ptfevzato z Fernandez a kol.).5 4
¢) Genetické zmény vedouci k ,,upregulaci® mechanismi pro pieziti (AKT, NFkB,
mTOR, BCL2, MCLI1, FLIP) a ,,downregulaci* pro-apoptotickych mechanisma (BCL2L11,
DR4, DRS, FAS, FADD) zajistuji bunkdm selekéni vyhodu a nepochybné se také uplatiuji

v patogenezi MCL.?’
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Onemocnéni MCL je tedy vzorem molekuldrni kancerogeneze, protoze je vysledkem
kombinované poruchy fidicich mechanismid bunécného cyklu, reparacnich procesii a
nékterych signall pro preZiti.

Molekularni patogeneze MCL tedy zahrnuje komplexni zmény, jejichZ spolecnou
slozkou je deregulace bunécného cyklu prostfednictvim overexprese cyklinu D1 (vzacné
alternativnich cyklinh D typu). Dal$i nutné genetické zmény jsou u pacienti s MCL
variabilni, a protoZe na rtizné drovni a prostfednictvim rtiznych regula¢nich mechanismt a
signdlnich drah ovliviiuji drdhy fidici proliferaci bun€k, je mira bun&cné proliferace jejich
spojovatelem. Ze sloZitého mechanismu molekuldrni kancerogeneze jsme se proto u pacientli
s MCL zaméfili na sledovani hladiny exprese cyklinii D typu a proliferacni aktivity nadoru,
kterd je navic urcujici pro biologické chovani a prognézu onemocnéni MCL (viz. kap. 1.5).
Ocekavame, Ze vyzkum v této oblasti povede k ndvrhu novych terapeutickych strategii, které

by mohly zlepsit pteziti pacientii s MCL.

1.5 Prognoza onemocnéni a prognostické faktory MCL

Pribéh onemocnéni MCL je agresivni a spojuje Spatné vlastnosti ,,high grade® a ,,low
grade* lymfomil. Jednd se o onemocnéni s rychlou progresi a resistenci ke konvencni terapii
B-NHL. Proto kiivky preZziti zobrazuji kontinudlni a strmy pokles s medianem preZziti mezi 3—

Ny 73,74

4 roky a s dlouhodobym ptezivanim niz§im nez 15%. Existuje v§ak skupina pacient, kde

md onemocnéni relativné indolentni prub¢h a preZiti se pohybuje mezi 5-10 lety bez nutnosti

. 7477
terapie.

Biologické chovani MCL je tedy heterogenni. Vzhledem ke klinické variabilité a
ndro¢nosti intenzivnich terapeutickych protokolli mad vyznam stanovit odhad progndzy a volit
vhodnou terapii respektujici individudlni riziko onemocnéni.

Proto je sledovédn vyznam fady histologickych, klinickych i laboratornich parametrt pro

2 v _-26, 78-86 . . z . v £ 1x
prognézu onemocnéni.”” 886y souvislosti s odhadem prognézy jsou casto uvadény
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cytomorfologické nebo riistové varianty. Ve srovndni s primérem je vyslovené horsi
prognéza popisovana u pacientil s blastickou variantou nddoru nebo s difiznim ristem.” 7% 7"
87 Soucasné studie sledujici rozséhlé soubory pacientd v§ak vyznam téchto variant pro odhad
prognézy nepotvrzuji.*” > * Také vyznam klinickych parametri jako vysoky vék v dobé
diagnézy, stadium onemocnéni, generalizovand lymfadenopatie, hepatosplenomegalie, B
symptomy, infiltrace KD nebo extranoddlni infiltrace, anémie, nizkd hladina sérového
albuminu a vysokda hladina laktdtdehydrogendzy (LDH), stejn€ jako vyznam mezindrodniho
prognostického indexu (IPI), je stale diskutovan a vysledky jednotlivych studii jsou
rozporng.”>: 788286

Role klinickych a cytomorfologickych parametrii pro uréeni prognézy onemocnéni tedy
neni jednozna¢nd. Proto se soucasné studie zamé&fuji na vyuZiti biologickych faktori, které by
mohly byt pfesnéjsi v predikci prognézy pacientii s MCL.

Multivarietni analyzy poskytly jednozna¢ny zavér, Ze jedinym statisticky vyznamnym

P o S Yx . 75,83, 88
nezavislym prognostickym faktorem je mira bun&éné proliferace.” *>*

Evropska skupina pro
MCL (,,European MCL network“) provedla rozsdhlou klinicko-patologickou studii 304
pacienti s MCL a prokdzala udstfedni roli bunétné proliferace pro stanoveni prognézy
onemocnéni. Mira bunécné proliferace je demonstrovdna jako nejefektivnéjSi parametr pro
ureni prognézy pacienti sMCL, ktery je nadfazeny vSem dosud sledovanym
histopatologickym a klinickym kritériim.*® To miize souviset s tim, Ze méfeni proliferacni
aktivity bun€k odraZi skutecné biologické chovani nddoru, které je ptimo spojené s prognézou
onemocnéni, a jednd se tedy o prvni biologicky prognosticky marker.

Proto byla bunécnd proliferace zavedena u MCL jako jediny buné¢ny marker pro odhad
progndzy a vyuzZita v mezindrodnim prognostickém indexu pro MCL (MIPI). Faktor MIPI je
noveé popsanym a zdroven prvnim parametrem, ktery byl specificky navrzen pro pacienty

s MCL. Index MIPI zahrnuje vék v dob& diagnézy, skére ECOG (Eastern Cooperative
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Oncology Group), hladinu LDH v séru a pocet leukocytli; a jako prvni biologicky marker
odhadu prognézy vyuziva bun&nou proliferaci.”’

Jako proliferani marker, jehoZ exprese je striktné asociovdna s buné¢nou proliferaci, je
tradi¢né vyuzivéan index Ki-67. Ackoli funkce proteinu Ki-67 v bunice neni spolehlivé znama,
je exprese proteinu detekovdna pouze v aktivnich fizich bun&&ného cyklu (G1, S, G2 a M).”
Index Ki-67, ktery hodnoti procento imunohistochemicky positivnich bun¢k, ma piimy vztah
k nepfiznivé prognéze pacientii s MCL.” 8% 88 91-92 § ghledem na tato zjidténi se uvazuje o
vyuziti Ki-67 pro stratifikaci pacientli do klinickych studii. Také dal$i molekuly uplatiujici se
v pribéhu bunééného cyklu, jako topoisomerdza Il a TPX2, maji vyznam jako prognosticky
vyznamné faktory, jak potvrdily nékteré studie vyuZzivajici multivarietni anal}’lzy.93’ o4 Exprese
topoisomerdzy Ila je rovnéZ uzce spojena s bunécnou proliferaci. Jednd se o enzym s funkci
DNA gyrazy, ktery rozplétd superhelikdlni struktury DNA, coZ se uplatiiuje v procesu
replikace, vymény sesterskych chromatid, transkripce, organizace chromosomalnich smycek a
segregace chromosomu v mit6ze. Exprese topoisomerdazy Ilo pocind s poc¢atkem replikace a

pokracuje, dokud neni bunécny cyklus dokongen.”™ %

Molekula TPX2 je nové popsany
protein patiici do skupiny proteind asociovanych s mikrotubuly. Jeho funkce je spojena
s organizaci mitotického vieténka a polymerizaci mikrotubuld. Podili se na interakci
s motorovym proteinem podobnym kinesinu, ktery je odpovédny za dynamiku mikrotubuli.
Funkce TPX?2 se uplatiiuje pii segregaci mitotickych chromosomt a bunééném déleni. Jeho
exprese je tzce spjata s bunécnou proliferaci, zacina v pozdni fazi G1 a pokracuje béhem faze
S, G2 a M.”" *® Topoisomerdza Il i TPX2 piedstavuji nové proliferaéni markery, které
mohou doplnit Ki-67 v méfeni trovné bunécné proliferace.

Podrobné molekularni studie rovné€Z potvrdily tstfedni roli bunécné proliferace v
prognéze MCL. Analyza pomoci ,microarray* identifikovala expresni profil 20 gent

v asociaci s prognézou. VSechny geny tohoto profilu jsou spojeny s bunécnou proliferaci.99
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Také nékteré chromosomadlni abnormality, které vykazovaly prognosticky vyznam, zasahuji
do drahy urCujici miru bunécné proliferace, zejména fizeni pfechodu mezi fazi Gl a
S buné¢ného cyklu (viz CDKN2A, p53, cyklin D1, MDM2, CDK4, p27).27

Protoze vétSina prognosticky vyznamnych parametri odrdzi proliferaéni aktivitu
nddorovych bungk, zaméfili jsme se u pacientll s MCL na sledovani bunééné proliferace. Pro
analyzu bunécné proliferace jsme vybrali tradicné vyuzivany index Ki-67, doplnény o dalsi
zminéné proliferaCni markery, topoisomerazu Ila a TPX2. Jak jsme uvedli v predchozich
statich, MCL je modelovym onemocnénim, jehoZ patogeneze z4visi na deregulaci bunééného
cyklu a bunécné proliferaci. Bunécna proliferace je faktorem, ktery odrazi biologické chovéni
nadoru. Stanoveni bunécné proliferace mize byt podkladem spravné stratifikace pacientii na
zéklad¢ individudlniho biologického rizika a muze v budoucnu piispét k volbé cilené
individudlni péce o pacienty s MCL a ke zlepSeni celkového pribéhu onemocnéni.

Vsechny dosavadni studie zaméfené na posouzeni prognostického vyznamu bunécné
proliferace vyuzivaly ke stanoveni exprese proliferacnich markert imunohistochemické
znaceni proteinu. Ackoli metodika umoznuje dobrou korelaci morfologie nddoru s expresi
proteinu a je vyuZivdna vétSinou pracovist’ patologie, neumoZziuje piesnou kvantifikaci. Jedna
se o techniku, kterd poskytuje pouze semikvantitativni informaci o expresi dané molekuly.
Ziskané vysledky jsou navic obtizné standardizovatelné a reprodukovatelné. Odhad intenzity
exprese 1 procenta positivnich bunék je subjektivni a liSi se mezi jednotlivymi pozorovateli i
pfi opakované reprodukci jednou osobou. Navic je imunohistochemické znaceni citlivé na
rozdily ve fixaci materidlu a podminky barveni. Pro vyuZiti buné¢né proliferace jako prvniho
biologického faktoru v prognézovani pacienti s MCL je nutné piesné a reprodukovatelné
stanoveni, které lze standardizovat napii¢ spektrem vySetfujicich pracovist.® °* Jako
optimalni se jevi expresni profilovani pomoci reverzni transkriptdzové kvantitativni PCR

v redlném Case (qQRT-PCR). Metoda umoziiuje pfesné¢ numericky hodnotit miru exprese
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sledovanych genti. Jednd se o moderni technologii, ktera je pfi sprdvném provedeni a vyuZiti

systému kontroly kvality standardizovatelna a reprodukovatelna po celém svéte.

1.6 Infiltrace KD a MRN

Onemocnéni MCL je €asto provdzeno nadorovou infiltraci KD. PostiZzeni KD je mnohdy
zjiSténo jiz v dobé diagndzy, coz sv€dci pro pokrocCilé stadium onemocnéni. Pf{tomnost
malignich bun€k v KD mé prognosticky a terapeuticky V)’/znam.73’ 7. 83

Infiltrace KD se tradicné hodnoti na zdkladé morfologického ndlezu. Tento zptlisob
hodnoceni je vSak pro zachyt nddorovych bun€k v KD mdlo citlivy. Navic je u ,,low-grade*
lymfomi nékdy obtizné odliSit benigni lymfoidni agregity od infiltrace KD ,low-grade*
NHL. To plati zejména pro starSi pacienty, u nichz je vyskyt jak benignich lymfoidnich
agregéti, tak NHL nejvyssi. Naproti tomu, molekularni hodnoceni pfitomnosti malignich
bunék v KD je specifické a umoznuje detekci minimdlnitho mnoZstvi cilovych molekul.
Citlivost stanoveni nddorové specifického markeru pomoci PCR se pohybuje v iadu
10°-10°.' S vyuzitim vysoce citlivych technik PCR je tak moZné zachytit i nizky stupef
infiltrace, coz se miZe uplatnit pii posuzovani prognézy onemocnéni. VySetteni PCR navic
spliuje podminky detekce MRN, kterd je definovdna jako pfitomnost residudlnich
nddorovych bunék v mnoZstvi pod detekénim limitem konvenc¢nich piistupt ,,stagingu*
pacientli, jako klinické vySetfeni, morfologickd analyza KD a vysetieni pocitacovou

tomografii. 101, 102

Toto submikroskopické mnozstvi v§ak mize byt vysoké a naddorové bunky
pretrvavajici po terapii v KD mohou zpiisobit relaps onemocnéni. Proto je eliminace
molekuldrné zjistitelné nemoci, kterd je oznaovéana jako molekularni remise, studovana jako

mozny terapeuticky cil. Stanoveni MRN pomoci PCR tedy umoznuje 1épe definovat kvalitu

remise a v€as zachytit nastupujici relaps a tak presnéji tidit terapii.lo3 Kvantitativni varianta
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vySetfeni navic umoZznuje stanovit, zda dochdzi k poklesu, stagnaci nebo narstu malignich
bunék v Case, a to v obdobi 1é¢by i po jejim skonceni.

Klinicky vyznam sledovani MRN je spolehlivé potvrzen u pacientt s leukémiemi, kde je
sou¢dsti rutinné¢ vyuZivanych terapeutickych protokoll‘i.lo4 U pacient s lymfomy jsou
vysledky existujicich studii zatim ojedinélé. U pacientii s MCL negativni vysledek vysetieni
PCR predikoval trvajici klinickou a molekuldarni remisi, zatimco molekuldrni relaps

105, 106

pfedznamenal nésledujici klinicky relaps. Molekularni monitorovéni residudlni choroby

po transplantaci se také osvédcilo jako dulezity ukazatel pribéhu onemocnéni MCL.'7- 108
Podle téchto pocatecnich zkuSenosti tedy ma u pacienti s lymfomy sledovani onemocnéni
v KD pomoci citlivych technik PCR podobnou klinickou dileZitost jako u pacientl
s leukémiemi. Nicméné ucelené studie zabyvajici se vyznamem hladiny infiltrace KD v dobé¢
diagnézy i v pribéhu onemocnéni pro predikci terapie a relapsu onemocnéni u pacientd s B-
NHL chybi.

Jako molekuldrni marker sledovdni onemocnéni miiZze slouZit specifickd piestavba
imunoglobulind, charakteristickd chromosomalni translokace nebo fizni genovy produkt,

. . ! 108-111
aberantni gen, nebo aberantni genova exprese.

Podminkou je pfitomnost molekuldrniho
markeru specificky v maligni populaci. U pacientti s MCL je sice charakteristickou zménou
ptitomnost t(11;14), ale translokaci 1ze molekuldrné¢ prokdzat pouze u 30-50% pacientli se
zlomem v oblasti MTC, a tedy aZ 70% pacienti s MCL neni mozné s vyuzitim specifické
translokace molekularné sledovat.'” Také vySetieni nadorové specifické imunoglobulinové
pfestavby md pro monitoring onemocnéni sva uskali. Citlivost PCR je sniZena extrémni
diversitou vznikajicich pfeskupeni. Diky pfitomnosti fady fyziologickych variant a vyuZiti
multiplex reakce miiZe nastat amplifikace podobnych sekvenci normélnich bunék na pozadi

klondlnitho pteskupeni. Muze dojit k sekunddrnim pfeméndm plivodniho cile PCR, které

vedou ke ztrat¢ molekuldrniho markeru v pribéhu nemoci. Analyza mize byt komplikovdna
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také piitomnosti oligoklondlni populace a somatickymi hypermutacemi. Navic je technika
detekce prestaveb specifickych pro pacienta zna¢né technicky, ¢asové i financné néroéna.'”
Kromé& toho bylo moZné kombinovanym vyuZitim molekuldrni detekce t(11;14) a
imunoglobulinové prestavby ziskat molekuldrni marker pouze pro 73% pacientti s MCL.'®

Celkové jsou tedy pro molekuldrni sledovani pribéhu onemocnéni u pacientd s MCL

dosud vyuzivané postupy nedostacujici a nasi predstavou bylo zavést ptistup, ktery by zlepsil

moznosti detekce choroby na molekuldrni kvantitativni trovni.
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2 Cile prace

V patogenezi onemocnéni MCL je nejvyznamnéjs$i deregulace bunéfného cyklu, a to
zejména fizeni prechodu mezi fazemi G1 a S. Tim je pfimo ovlivnéna proliferacni aktivita
bunék. A ta je nejvyznamnéjs$i v predikci prognézy. Mira bunécné proliferace je urCena
rychlosti a délkou bunécného cyklu a je v pifimém vztahu k regulaci bun&cného cyklu.
Analyza proliferacni aktivity tedy muze slouZit jako spojujici faktor vSech mechanisml
podilejicich se na deregulaci bunééného cyklu v patogenezi MCL. V disertacni préci jsme se
proto zaméfili na studium exprese vybranych molekul ve vztahu k nejvyznamnéj$im
udélostem patogeneze onemocnéni MCL. Klicovou molekulou regulace ptrechodu z faze G1
do faze S bunécéného cyklu MCL je cyklin D1. Exprese cyklinu D1 je navic v disledku
specifické chromosomové zmény t(11;14) pro pacienty s MCL charakteristickd a lze ji vyuZit
jako marker onemocnéni. Prolifera¢ni aktivita je ur€ovdna pomoci proliferacnich markert,
jejichZ exprese je specificky spjata s aktivnim prichodem bunéénym cyklem. Pro presnéjsi
pochopeni vyznamu exprese cyklinu D1 v regulaci bunécného cyklu, proliferacni aktivity a
v progresi MCL je tfeba vySetfit hladinu exprese cyklinu D1 a proliferacnich markerti na
kvantitativni drovni.

Nas$im cilem bylo: 1) vyvinout metodiku umoZziujici spolehlivé detekovat hladinu
exprese cyklinu D1 na molekuldrni drovni

2) stanovit hrani¢ni hladinu exprese cyklinu D1 a vyvinout
diferencidlné diagnosticky pfistup pro diagnostiku MCL

3) korelovat vysledky analyzy exprese mRNA s vysledky vySetfeni
proteinu a genu pro cyklin D1 a stanovit vzdjemné vztahy na drovni genu, mRNA a proteinu

4) sledovat hladinu cyklinu DI v KD pacientd a v buiikdch

zdravych dérci
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5) stanovit hrani¢ni hladinu exprese cyklinu D1 v KD a zjistit, zda
slouzi jako molekuldrni marker prib&hu onemocnéni

6) sledovat dynamiku exprese cyklinu D1 v KD pacienti s MCL a
stanovit vyznam sledovani

7) vyvinout techniku umoZziujici kvantitativné hodnotit prolifera¢ni
aktivitu bunék

8) porovnat hladiny mRNA prolifera¢nich markerd stanovené nové

vyvinutou metodikou s expresi proteinu stanoveného pomoci imunohistochemie
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3 Material a metody

3.1 Materidl

Vysetiili jsme vzorky primdrnich nadorii a/nebo relapsu onemocnéni od pacientil
diagnostikovanych na Ustavu patologie a molekuldrni mediciny 2. LF v rdmci inicidlni
diagnézy nebo v rdmci druhého cteni a konzulta¢nich vySetfeni. Primarni diagnéza lymfomu
se opirala o komplexni morfologické vySetfeni, imunofenotypové vySetieni pomoci
imunohistochemie nebo priutokové cytometrie, cytogenetické vySetfeni pomoci FISH a
molekuldrni vy3etfeni pomoci PCR. Analyzovali jsme jak archivni material Ustavu patologie
a molekuldrni mediciny, tak materidl nové diagnostikovanych pacientd. Jednalo se o vzorky
hluboce zmrazené nebo fixované ve formolu (u jednoho vzorku v 70% etanolu) a zalité do
parafinu.

Kromé zédkladni diagnézy lymfomu z vySetfeni lymfatické uzliny nebo extranodalni
tkan¢ jsme vysSetfili aspirdity KD odebrané pacientim a zaslané na naSe pracovist¢ pfi
diagnéze v ramci ,,stagingu a ndsledné v pribéhu onemocnéni v rdmci ,restagingu®. Jako
kontrolni soubor jsme analyzovali KD pochdzejici od zdravych darcti. Vzorky KD od
zdravych darct jsme méli k dispozici v rdmci mezindrodni kontroly kvality.

VSechny vzorky byly zpracovany a analyzovany v Laboratofi molekuldrni patologie

Ustavu patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK.

3.2 Imunohistochemické a FISH vysetieni

Imunohistochemické vysetieni proteinu pro cyklin D1 jsme provedli s vyuZitim smési
primarnich protildtek (klon SP4, NeoMarkers, CA, USA; klon AB447P, BioGenex, CA,
USA). Stanoveni translokace t(11;14) pomoci FISH jsme realizovali s vyuZitim lokus

specifické dvojbarevné translokacni sondy (IgH SpectrumGreen/CCNDI Spectrum Orange,
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Vysis Inc, IL, USA) hybridizujici k lokusu 14932 (IgH) a 11q13 (CCNDI). Diagnostické
imunohistochemické vySetteni a FISH vySetfeni bylo provedeno dfive publikovanym
postupem.' '

Imunohistochemické stanoveni proteinové exprese proliferacnich markeri bylo
provedeno s vyuZitim detekéniho systému streptavidin-biotin. VyuZili jsme monoklondlni
protildtku pro Ki-67 (klon MIB-1, Dako, Glostrup, Dénsko) a pro topoisomerazu Ila (klon
SWT3D1, Dako) a postupovali jsme podle protokolu vyrobce. Protein TPX2 jsme testovali
s vyuzitim protilatky Ki-S2, kterou jsme laskavé ziskali od prof. R. Parwareshe a Dr. W.

Klappera (Ustav hematopatologie a Registr lymfatickych uzlin, Universitni nemocnice

Schleswig-Holstein, Kiel, Némecko). Postupovali jsme dle publikovaného postupu.94

3.3 Izolace nukleovych kyselin

Ze zmrazené tkané byla celkovdi RNA a DNA izolovdna trizolovou metodou.
K 10 fezm zmrazené tkané o Sifce 5 um byl pfiddn 1 ml ,,Trizol reagent™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) a dile jsme postupovali podle protokolu vyrobce.

Ze vzorki fixovanych ve formolu a zalitych do parafinu (10 fezl $itky 5 pm) jsme
izolovali nukleové kyseliny s pouZitim komerénich kitd firmy Roche podle protokolu
vyrobce. Vyuzili jsme High Pure RNA Paraffin Kit (Roche Applied Science, Pfenzberg,
Némecko) pro izolaci RNA a High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) pro izolaci
DNA.

V ptipadé¢ vzorkti KD jsme jaderné buiiky izolovali metodou osmotické 1yzy a uskladnili
pti -80°C. Dalsi izolace nukleovych kyselin probihala stejné¢ jako v piipad¢ zmrazenych

tkanovych vzorku.

3.4 Kontrola kvality nukleovych kyselin
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Integritu a amplifikovatelnost nukleovych kyselin jsme testovali pomoci amplifikace

kontrolnich ,,housekeeping® geni a vizualizovali na agarosovém gelu.

3.5 Reverzni transkripce

Reverzni transkripci jsme provedli v reakéni smési, kterd obsahovala 4 pl 5x reakéniho
pufru pro reverzni transkriptdzu, 2 ul 0,1 M roztoku dithiothreitol (DTT), 1 ul (250 pM)
ndhodnych hexamernich primerd, po 0,2 ul kaZzdého deoxyribonukleosid trifosfatu (ANTP)
(100 mM), 1 ul (200 jednotek) MMLV reverzni transkriptizy (Invitrogen), 10 pl celkové
denaturované RNA. Reakéni smés jsme doplnili sterilni redestilovanou vodou tak, aby

celkovy objem ¢inil 20 pl. Smés jsme inkubovali pti 37°C po dobu 1 hodiny.

3.6 Detekce t(11;14) a klondlni piestavby imunoglobulini
Pro analyzu t(11;14) a klondlni pfestavby imunoglobulini pomoci PCR jsme vyuZili

mezindrodni protokol Biomed '

3.7 qRT-PCR

Kvantitativni detekci exprese cyklinu D1 a kontrolniho genu B2 mikroglobulinu jsme
provedli na pfistroji LightCycler 2.0 (Roche). Vyuzili jsme specifické primery a hydrolyzacni
sondy systému TagMan dle Bijwaard a kol.'*

Expresi proliferaénich markerti jsme analyzovali na piistroji iQ™'5 Multicolor Real-
Time PCR detection instrument (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Navrhli a optimalizovali
jsme systémy specifickych primerii a LNA (Locked Nucleic Acid) sond systému ,,Universal
Probe Library* (Roche) (tab. 1). Analyzu jsme uskutecnili v reakéni smési 10 pl Fast Start
TagMan Probe Master (Roche), 1 ul kazdého ze specifickych primerd (10 pM) (Invitrogen),

0,2 pl ptislusSné LNA sondy (10 uM) (Roche), 1 pl cDNA v celkovém objemu 20 pl. Vzorky
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byly amplifikovany v duplikdtu. Reakce byla zahdjena 2 min pii 50°C, nasledovala pre-
denaturace pfi 95°C 10 min. Déle probihalo 40 cyklt amplifikace sestdvajicich z 15 sec pfi
95°C a 1 min pti 60°C.

Expresi cyklinu D2, cyklinu D3 a molekuly CDI19 jsme testovali na pfistroji
LightCycler 480 (Roche). Pro méfeni exprese mRNA cyklinu D2 a cyklinu D3 jsme navrhli a
optimalizovali systém specifickych primert a LNA sond ,,Universal Probe Library* (Roche)
(tab. 1). Analyza probihala za stejnych podminek jako analyza exprese prolifera¢nich

markeril. Pro analyzu CD19 jsme vyuZili primery a sondu podle price Howe a kol.'?

Transkript Primer sense Primer antisense LNA sonda cislo
Cyklin D2 gacttcattgagcacatcttgc Ggtgggtacatggcaaactt 43
Cyklin D3 gcttactggatcctggaggta aagacaggtagccatccaggt 68
Ki-67 gaggtgtgcagaaaatccaaa  ctgtccctatgacttetggttgt 30
Topoisomerdza [lo. | cagtgaagaagacagcagcaa Agctggatcccttttagttect 43
TPX?2 acatctgaactacgaaagcatcc ggcttaacaatggtacatcectta 51

Tabulka ¢. 1. Sekvence primeri a LNA sonda vyuzité k analyze pomoci systému
,universal Probe Library*.

3.7.1 Relativni kvantifikace

Vsechny vzorky jsme amplifikovali v duplikdtu. Vysledkem kvantitativni PCR
v redlném Case je tzv. ,,crossing point™ (Cp) reakce. Jednd se o bod, kdy fluorescence vzrusta
nad fluorescenci pozadi. K tomu dochdzi tim dfive, ¢im vice je analyzované molekuly ve
vzorku, a tedy je tim niZsi, ¢im vyssi je pocatecni koncentrace cilové sekvence.

Protoze jednotlivé analyzované molekuly se lisi kvalitou, amplifikovatelnosti ale i
mnozstvim bunééného materidlu a nukleovych kyselin, je nutné ziskand kvantitativni data
normalizovat ke kvalité i kvantité nukleovych kyselin. K tomu se vyuzivd méfeni exprese tzv.
,housekeeping* genu. Pro normalizaci kvantitativni expresni analyzy jsme pouZili gen pro 2

mikroglobulin, ktery neobsahuje Zddné pseudogeny, nema extrémné nizkou ani extrémné
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vysokou expresi a jeho exprese je stabilni. "~ Normalizovand hodnota Cp se oznacuje jako

ACp a je srovnatelnd pro variabilni vzorky.

3.7.2 Absolutni kvantifikace

Pocet kopii transkriptu jsme urcili z kalibracni kfivky ziskané kvantitativni analyzou
fedici fady standardu o zndmém poctu kopii. Jako standard jsme pouZzili rekombinantni
plasmidy, které jsme pfipravili klonovdnim transkriptu pro cyklin DI, respektive [2
mikroglobulin.

Nejprve jsme provedli amplifikaci lokusu pro cyklin DI a nésledné vlozili
amplifikovany lokus do plasmidu a transformovali buniky E. Coli (TOPO T/A Cloning Kit,
Invitrogen). Z namnoZenych transformovanych bakterii jsme izolovali rekombinantni plasmid
pomoci kitu JetSPIN Plasmid Midiprep (Genomed, Lohne, Némecko). Se znalosti délky
rekombinantniho plasmidu a jeho spektrofotometricky stanovené koncentrace jsme vypocitali
mnozstvi kopii inzertu ve vzorku, a tak jsme ziskali standardni vzorek o zndmém poctu kopii.
Nasledné logaritmické fedéni standardu a kvantitativni PCR analyza fedici fady umozZnila,
spolu se znalosti konkrétntho poctu kopii v jednotlivych vzorcich, sestrojit standardni
kalibra¢ni kiivku, ze které je mozné podle Cp neznamého vzorku odecist mnozstvi kopif
daného transkriptu v konkrétnim nezndmém vzorku, tzv. absolutni kvantifikace.

Stejnym zplisobem jsme postupovali pii absolutni kvantifikaci kontrolniho

,housekeeping** genu pro 2 mikroglobulin.

3.8 Statistické hodnoceni

Statistické zpracovani a hodnoceni ziskanych dat jsme provedli s vyuZitim softwaru

JMP 8 (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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4 Vysledky

4.1 qRT-PCR pro stanoveni exprese cyklinu DI- reproducibilita, spolehlivost a
pouZitelnost

Vysledky jsou shrnuty v publikaci: Quantitative measurement of cyclin DI mRNA, a
potent diagnostic tool to separate mantle cell Ilymphoma from other B-cell

lymphoproliferative disorders, Diagnostic Molecular Pathology, str. 72

Na naSem pracovisti jsme zavedli, optimalizovali a ovéfili platnost vysledkii qRT-PCR
pro detekci exprese transkriptu cyklinu D1 a ,housekeeping™ genu (B2 mikroglobulin) za
vyuziti hydrolyzaénich sond. Provedli jsme analyzu reprodukovatelnosti vysledkl vySetienim
58 vzorkll opakované po jednom dni, po mésici a po pul roce. U 55/58 vzorkl jsme ziskali
vysoce reprodukovatelné vysledky. Stanovili jsme medidn variability 0,090 pro testovany
transkript cyklinu D1 a 0,095 pro kontrolni transkript 2 mikroglobulinu. Nepozorovali jsme
zadny posun pfi opakovani analyzy ani pfi zméné€ produktu reverzni transkripce. Kazdy
vzorek byl analyzovan v duplikatu. VSechny duplikaty poskytly piekryvajici se amplifikacni
kiivky, coZ potvrzuje vysokou reprodukovatelnost a spolehlivost ziskanych vysledki. Za
amplifikovatelny produkt jsme povazovali kazdy vzorek, ktery dosahl pii analyze kontrolniho
genu Cp reakce pred 35. cyklem. Pro kazdy testovany vzorek jsme ziskali amplifikovatelny
vysledek. Vypracovali jsme optimdlni postup poskytujici uc€innou, pouZitelnou a
reprodukovatelnou technologii qRT-PCR pro rutinni vySetieni.

Optimalizovali jsme metodiku vySetfeni hladiny exprese cyklinu D1 pro vzorky
zmrazené i pro vzorky fixované ve formolu a zalité do parafinu. Vysetfili jsme 114 vzorkl
MCL fixovanych ve formolu a 35 zmrazenych vzorklt MCL. Kvantifikovatelny vysledek jsme

ziskali pro vSechny vzorky, a to i v pfipad¢, kdy kontrolni kvalitativni PCR neposkytla
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z diivodu Spatné kvality nukleovych kyselin hodnotitelny vysledek. Kontrolni kvalitativni
amplifikace totiz vyZaduje velikost amplifikovatelnych tsekii alesponn 200 bp, coZ je Casto
z diivodu degradace nukleovych kyselin pfi formolové fixaci limitujici. Velikost produktt
gRT-PCR se pohybuje mezi 60—80 bp, coz zlepSuje moZnosti molekularni analyzy i
fragmentovanych nukleovych kyselin. S vyuZitim qRT-PCR jsme nepozorovali Zadny rozdil
v efektivité a reprodukovatelnosti analyzy mezi formolem fixovanymi a zmrazenymi vzorky.
Celkov¢ byly hodnoty Cp niZ8i ve vzorcich fixovanych ve formolu ve srovnédni se vzorky
zmrazenymi, coZ vyplyva z celkové niz§i kvality a integrity nukleovych kyselin ziskanych
z formolem fixovanych vzorkt. Diky normalizaci namétfenych dat k expresi ,,housekeeping*
genu pro B2 mikroglobulin neprokazaly hodnoty ACp Zadny rozdil v hladiné exprese cyklinu
D1 u MCL mezi vzorky fixovanymi ve formolu a zalitymi do parafinu a zmrazenym
materidlem. U vSech MCL jsme ziskali hodnoty ACp mezi -8,35-5,33. Hodnoty ACp
zmrazeného materidlu se pohybovaly mezi -1,99-2,70 s medidnem 0,65, ACp formolem
fixovanych vzorka dosahovaly -8,35-5,33 s medidnem 0,91 (obr. 5). Statistické hodnoceni
ziskanych dat potvrdilo srovnatelné hodnoty pro zmrazené i formolem fixované vzorky
(Wilcoxon/ Kruskal-Wallis test: p>0,3425). U 3 vzorkil jsme navic provedli ptimé srovnani
hladiny cyklinu D1 ve formolem fixovaném a zmrazeném materidlu, kterého jsme dosdhli
souCasnym mefenim exprese cyklinu D1 ve vzorcich pochazejicich ze stejného bioptického
odbéru a fixovanych riznym zpisobem. Nezjistili jsme Zadny rozdil hladiny exprese. Metodu
gRT-PCR jsme optimalizovali a prokazali jsme jeji pouZitelnost i pro rutinni archivni

materidl, kterym jsou vzorky fixované ve formolu a zalité do parafinu.
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Obrédzek €. 5. Normalizované ACp cyklinu D1 ve vzorcich primdrnich MCL podle
fixace materidlu. Box ploty representuji hodnoty mezi 25°™ a 75°™ percentilem s medidnem,
podélné &ary vymezuji 10% a 90" percentil a body zobrazuji odlehlé hodnoty. Graf ,,normal
quantile* zobrazuje rozlozeni dat (vertikdlni pozice) a varianci hodnot (sklon kfivky).

4.2 Exprese cyklinu D1 ve vzorcich primdrnich nddorii

Prvni cédst studie shrnuta v c¢ldnku: Quantitative measurement of cyclin DI mRNA, a
potent diagnostic tool to separate mantle cell Ilymphoma from other B-cell
lymphoproliferative disorders, Diagnostic Molecular Pathology, str. 72
Studie tykajici se extranoddlnich lymfomu presentovdna a shrnuta v abstraktu: Molekuldrni
diagnostika lymfomu z bunék plaste (MCL) extranoddlni lokalizace, Transfuze a hematologie
dnes 2009, supplementum 1: 1456, str. 76

Studie tykajici se extranoddlnich lymfomii presentovdna formou vyzvané predndsky na

konferenci Clinical Cancer Immunotherapy and Translational Research, 2009, Kuba.

Vysetfili jsme celkem 149 vzorki MCL, 52 vzorkli jingch NHL a 5 vzorki
pochézejicich od pacientl s reaktivni lymfadenopatii (reactive lymph node, RLN). Diagnéza
byla stanovena na zdkladé kombinovaného vySetfeni morfologie a imunofenotypu. U 137/149
vzorkli MCL byla navic diagnéza potvrzena pritkazem charakteristické translokace t(11;14)
pomoci FISH. Ze 12 vzorki MCL, kde tkan nebyla k dispozici pro vySetfeni pomoci FISH,

byla diagnéza u 6 ovéfena stanovenim t(11;14) pomoci FISH z jiného bioptického materidlu
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piislusného pacienta, u zbyvajicich 6 pak byla diagn6za MCL podpofena

imunohistochemickym prikazem exprese proteinu cyklinu D1 v nddorovych bunikach.
Hladiny exprese mRNA cyklinu D1 jsme normalizovali k hlading ,,housekeeping* genu

pro B2 mikroglobulin. Hodnotu ACp jsme ziskali ode¢tenim Cp pro 2 mikroglobulin od Cp

pro cyklin D1. Normalizované ACp se pak pohybovaly v rozmezich znazornénych tabulkou ¢.

2.
Diagnoza Rozmezi ACp Medidn ACp
(Cp cyklin D1-Cp B2 mikroglobulin) (Cp cyklin D1-Cp B2 mikroglobulin)
MCL -8,35-5,33 0,87
MALT lymfom 0,13-9,88 4,45
NHL jiny 4,28-7,94 6,36
RLN 5,93-7,07 6,30

Tabulka ¢. 2. Normalizované ACp cyklinu D1 ve vzorcich primarnich nadort.

Statistickd analyza prokdzala vyznamné¢ zvysSenou expresi cyklinu D1 ve vzorcich MCL
ve srovnani s ostatnimi NHL a s reaktivnimi uzlinami (Wilcoxon/ Kruskal-Wallis test:
p<0,0001). Podrobnou analyzou rozlozZeni ziskanych dat (obr. 6) jsme stanovili hrani¢ni
diagnostickou tzv. ,.cut-off* hladinu exprese ACp vice neZ 4. Zadny vzorek ze skupiny NHL
jinych nez MCL ani reaktivnich lymfadenopatii nevykazoval expresi nad hrani¢ni hladinu
(tzn. ACp<4). U 145/149 MCL jsme s vyuZitim stanoveného ,cut-off“ limitu nalezli
overexpresi cyklinu D1 nad hrani¢ni hladinu (ACp<4).

Skupinu ,,mucosa associated lymphoid tissue (MALT) lymfoml jsme analyzovali
zvIast, protoZe se jednd o skupinu extranoddlnich lymfomi. V rdmci extranodalnich lymfomut
jsme zjistili zvySenou hladinu exprese cyklinu D1 u 13/28 extranoddlnich MALT lymfom.
V té€chto vzorcich jsme nasledné pomoci imunohistochemického znaceni lokalizovali expresi
proteinu cyklinu D1 v epitelidlnich a endotelidlnich bunikach, zatimco nadorové bunky byly
pro cyklin D1 negativni (obr. 7). V piipadé¢ extranoddlnich MALT lymfomt se jednd ¢asto o

postizeni Zaludku, plic, §titné Zlazy nebo slinné Zlazy, tedy tkdné obsahujici mnozZstvi
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epitelidlnich a endotelidlnich bunék, které k regulaci bunécného cyklu fyziologicky vyuzivaji
cyklin D1.""7 A protoZe extranodalni lymfomy obsahuji asto znagnou pifmés nenddorové
populace, epitelidlni a v mensi mite i endotelidlni bunky pak svou pfirozenou expresi zkresluji
kvantitativni analyzu exprese cyklinu D1. Ac¢koli hladina exprese u extranodédlnich lymfomu
byla statisticky niz8i ve srovnani se vzorky MCL, zaznamenali jsme piekryvajici se hladiny
ACp u extranodalnich lymfomi, coz znemoziuje vyuziti detekce hladiny exprese cyklinu D1

pro diferencidlni diagnostiku lymfomt pii extranodélni lokalizaci.
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Obrazek €. 6. Normalizované ACp cyklinu D1 ve vzorcich primédrnich nadord. Box ploty
representuji hodnoty mezi 259™ 3 759 percentilem s medidnem, podélné &ary vymezuji 10¥ a
90Y percentil a body zobrazuji odlehlé hodnoty. Graf ,,normal quantile* zobrazuje rozloZeni
dat (vertikdlni pozice) a varianci hodnot (sklon kiivky).
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Obrézek ¢. 7. Imunohistochemické znafeni proteinu cyklinu DI v MALT lymfomu
s vysokym obsahem epitelidlnich cyklin D1 positivnich bunék.

Pro vyuziti technologie qRT-PCR 1 pro pacienty s primdrn€ extranoddlnim postiZzenim
jsme metodiku ddle upravili. Navrhli a zavedli jsme kvantitativni méfeni dalSich gend.
Pomoci hydrolyzaéni sondy systému TagMan jsme detekovali hladinu exprese molekuly

CD19, ktera je specificky exprimovdna v B lymfocytech a je prokdzdna u B

lymfoproliferativnich onemocnéni.'"® Pomoci systému LNA sond ,,Universal Probe Library“

(www.universalprobelibrary.com) jsme zavedli a optimalizovali méfeni hladiny exprese
cyklinu D2 a cyklinu D3, které jsou B lymfocyty vyuZziviany k fyziologické regulaci

bun&éného cyklu.''*'*!

Testovali jsme variabilitu vrdmci jedné reakce, mezi riznymi
reakcemi v c€ase a pfi zméné produktu reverzni transkripce. Dosdhli jsme vysoké
reprodukovatelnosti, citlivosti a spolehlivosti métfeni. Analyzovali jsme vSechny extranoddlni
lymfomy a kontrolni skupinu lymfomu nodaln{ lokalizace. Expresi CD19 jsme vySetfili u 80
vzorki MCL, 21 MALT lymfomid a 12 ostatnich NHL, kde se v 11 pfipadech jednalo o
uzlinovou lokalizaci a u 1 vzorku ze skupiny ostatnich NHL byl vySetfen nddor ve sleziné.

Expresi cyklinu D2 jsme méfili u 74 MCL, 18 MALT lymfomt a 8 jinych NHL (7 uzlinovych

vzorki, 1 slezina), cyklinu D3 u 70 MCL, 16 MALT lymfomi a 8 jinych NHL (7 uzlin, 1
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slezina). Provedli jsme normalizaci hladiny exprese cyklinu D1 k moZnym kombinacim
hladiny exprese B2 mikroglobulinu, CD19, cyklinu D2 a cyklinu D3 (obr. 8). Ziskané hodnoty

zobrazuje tabulka ¢. 3.

36



MALT lymiforn IWICL MHL jiny
10 7] ;

o ] B ! *

-10

DI-CD19 ¢ | ]jj E'H

-145 4

D1-D2 " ] ! Eiﬂ

.15

0 ; ;
_4 : m l:l E

01-03 i .

5] EIEI

-12

0 \ 4

-4 )

D1-(D2+D32 : EIE

5 i

-12
0

O1-(D2+D3+C01 903
-8

L L1 |

-12
0

D1-(D2+D3+C01 a+B2myid 4
-5

-

-12

0| Eb ]

D1-(D2+03+B2mY3 : '
-5 | EIEI

i
-10

Obrazek ¢. 8. Prehled normaliza¢nich transkriptii a ziskanych ACp hodnot pfi vyuziti
riznych kombinaci normalizace.
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Normalizace cyklinu DI | MCL MALT lymfom NHL jiny
(rozmezi; medidn) (rozmezi; medidn) (rozmezi; medidn)

Cyklin D1-CD19 -10,29-(-2,28); -5,36  -13,59-7,45; -2,20 -4,29-1,66; 0,04

Cyklin D1-cyklin D2 -13,82—-(-4,58); -7,68  -7,71-(-0,95); -2,63  -2,70-1,06; -0,26

Cyklin D1-cyklin D3 -10,72—(3,29); -8,27 -4,96-0,11; -3,66 -3,28-0,22; -1,13

Cyklin D1-(cyklin | -10,84—(-5,40); -7,87  -5,88—(-0,84); -3,25 -2,68-0,07; -0,61

D2+cyklin D3)/2

Cyklin D1-(cyklin | -10,66—(-4,63); -7,04  -8,45—(-0,18); -3,02 -2,84-0,30; -0,37

D2+cyklin D3+CD19)/3

Cyklin D1-(cyklin | -9,86—(-3,11); -5,08 -4,70-1,36; -1,15 -0,95-2,05; 1,45

D2+cyklin  D3+CD19+

B2 mikroglobulin)/4

Cyklin D1-(cyklin | -9,74—(-2,66); -5,19 -3,32-2,73;-0,71 -0,36-2,45; 1,74

D2+cyklin D3+

B2 mikroglobulin)/3

Tabulka ¢. 3. Normalizované ACp cyklinu D1 ve vzorcich primarnich nadoru.

Vev s

cyklinu D3 (ACp=Cp cyklin D1-(Cp cyklin D2+Cp cyklin D3)/2), kterd umoZnila stanovit
spolehlivy ,.cut-off* limit exprese ACp -5,4 a spravn¢ zafadit 93/94 lymfomt podle hladiny
exprese cyklinu D1 (obr. 9). Overexpresi cyklinu D1 nad hrani¢ni hladinu (ACp<-5,4) jsme
detekovali u vSech 70 MCL, zadného lymfomu ze skupiny jinych NHL a pouze u 1/16
extranoddlnich MALT lymfomi. U tohoto pifipadu (Zena, MALT lymfom v uzling) jsme
nasledn¢ pomoci metody FISH zjistili 3 signdly pro lokus cyklinu D1, coz pravdépodobné
zvysilo genovou davku cyklinu D1 a vedlo k detekci zvySené hladiny mRNA cyklinu D1.
Metodika normalizace exprese cyklinu D1 ke kombinaci cyklinu D2 a cyklinu D3 tak
poskytuje velmi spolehlivou informaci o hladiné exprese cyklinu D1 specificky
v lymfocytech. Jak zobrazuje distribuce ziskanych dat na obrdzku 9, nedochdzi k prekryvu
hladiny exprese mezi jednotlivymi diagnézami a hrani¢énim hladindm se bliZi pouze ojedinélé
piipady. Statistické hodnoceni potvrzuje pozorovany rozdil (Wilcoxon/ Kruskal-Wallis test:

p<0,0001) a stanovené mediany ACp zduraznuji vyraznou overexpresi cyklinu D1 u MCL.
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Obrdzek ¢. 9. ACp cyklinu D1 normalizované k expresi alternativnich cyklini D typu ve
vzorcich primdrnich nddord. Box ploty representuji hodnoty mezi 25°™ a 75"™ percentilem s
medidnem, podélné ¢ary vymezuji 10% a 90" percentil a body zobrazuji odlehlé hodnoty. Graf
,hormal quantile‘* zobrazuje rozlozeni dat (vertikdlni pozice) a varianci hodnot (sklon kiivky).

4.3 Korelace hladiny mRNA cyklinu D1 s t(11;14) stanovenou cytogeneticky (FISH),
molekuldrné (PCR) a s expresi proteinu stanovenou pomoci imunohistochemie

U 139 vzorkl ze 145 odbéri, u kterych jsme detekovali overexpresi mRNA cyklinu D1,
jsme prokdzali ptitomnost charakteristické translokace t(11;14) pomoci FISH. U 6/145 nebyl
k dispozici materidl pro vySetfeni pomoci FISH. Zaznamenali jsme 4 piipady z celkového
poctu 149 vysetfenych MCL vzorkd, u kterych jsme nezjistili overexpresi mRNA cyklinu D1,
ackoli jsme nalezli t(11;14) pomoci FISH. U 2 pacientll s B-NHL jinym neZ MCL jsme
prokazali trisomii lokusu CCNDI. Detekovand hladina cyklinu D1 byla u téchto pacientd
zvySend oproti fyziologické kontrole, ackoli se nejednalo o hladinu na drovni typické
overexprese zpusobené translokaci. U jednoho pacienta s MCL jsme pomoci FISH nalezli
variantni translokaci t(11;14) a hladina cyklinu D1 byla zvySend pouze hrani¢né. ProtoZe u
96% pacientii jsme prokdzali korelaci mezi overexpresi mRNA cyklinu D1 a pfitomnosti
genetické zmény ovlivilujici expresi genu CCNDI1, je charakteristicka t(11;14) a stav lokusu

CCND] klicovym mechanismem vedoucim k transkripéni deregulaci genu pro cyklin D1.
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U 75 pacientii s MCL, u kterych byla k dispozici amplifikovatelnd DNA pro analyzu
pomoci PCR, jsme testovali pfitomnost t(11;14) v oblasti MTC. V souladu s literarnimi tdaji
jsme detekovali t(11;14) v lokusu MTC u 24 (32%) pacientii. U 51 (68%) pacientd jsme
t(11;14) v MTC neprokazali. ProtoZe jsme u vSech pacientl testovanych pomoci PCR nalezli
pritomnost t(11;14) pomoci FISH, miZeme konstatovat, Ze pacienti bez nalezené t(11;14)
v oblasti MTC maji zlom v né€kterém z minoritnich lokusi na chromosomu 11, ktery nelze
pomoci PCR zachytit. ZjiSt'ovali jsme, zda lokalizace mista zlomu na chromosomu 11 muZe
ovlivnit hladinu exprese cyklinu D1. Pfi srovndni pacientli se zlomem v oblasti MTC a
pacient se zlomem v nékterém z minoritnich lokusti jsme nepozorovali jsme Zadny rozdil
v drovni exprese mRNA cyklinu D1 (Wilcoxon/ Kruskal-Wallis test: p>0,3708) (tab. 4, obr.
10). Vzdalenost mista zlomu od genu CCND1 tedy nema vliv na troven exprese cyklinu D1.

Expresi proteinu cyklinu D1 jsme pomoci imunohistochemie vySetfovali u 139 vzorkl
MCL. U 10 MCL vzorkl jsme nem¢li k dispozici materidl pro imunohistochemické vysetieni.
Ze 139 imunohistochemicky vysetienych vzorkl jsme u 135 detekovali overexpresi mRNA
cyklinu D1. U 4/139 jsme nenalezli overexpresi mRNA cyklinu D1, ackoli jsme v téchto
vzorcich pozorovali expresi proteinu cyklinu D1. U 132/135 MCL vzorka s overexpresi
mRNA cyklinu D1 jsme nalezli expresi proteinu cyklinu D1. U 2 vzorkli neposkytla
imunohistochemickd analyza representativni vysledek. U 1 MCL jsme expresi proteinu
pomoci imunohistochemie neprokazali, ackoli jsme u vzorku zjistili overexpresi mRNA
cyklinu D1 i pfitomnost charakteristické t(11;14) pomoci FISH. ProtoZze u 98% vzorkt
odpovidala hladina mRNA nalezené proteinové expresi, je disledkem overexprese mRNA
cyklinu D1 patologické syntéza proteinu v nadorovych bunkach.

Analyza vysledkil cytogenetického, molekuldrnitho a imunohistochemického vysetieni
poskytuje podporu zarazeni qRT-PCR do vySetfovaciho postupu pacientd s MCL. Pomoci

gRT-PCR jsme byli schopni ziskat molekuldrni marker pro diferencidlni diagnézu u 97%
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pacientti s normalizaci pomoci 2 mikroglobulinu a u 100% pacientti s normalizaci cyklinem
D2 a cyklinem D3. U vSech vzorkl jsme navic dosahli hodnotitelného vysledku bez ohledu na
zpusob fixace nebo dobu archivace materidlu. V piipad¢ vySetfeni FISH jsme docilili
srovnatelné specifity, avSak citlivost vySetfeni neumoZziluje analyzu vzorkli s minimem
malignich bunék. Molekuldrni vySetfeni translokace sice spliuje podminky detekce
minimdlniho mnozstvi bunék, nicméné translokaci jsme zachytili pouze u 32% pacientd.
Navic u 74/149 vzorkli nebylo moZné z divodu nizké kvality DNA ziskat hodnotitelny
vysledek. Imunohistochemické stanoveni exprese proteinu je v piipad¢ stanoveni cyklinu D1
v lymfocytech velmi komplikované. Intenzita barveni je variabilni, positivita je Casto kolisava
a Casto viditelnd jen u c¢asti nddorové populace, coz ztéZuje reprodukovatelné hodnoceni
vysledkti. Nicméné v soucasné dobé jsme piekonali technické obtize imunohistochemické

detekce proteinu cyklinu D1 vyuzitim vhodné kombinace primarnich protilatek.

Lokalizace zlomu Rozmezi ACp Medidn ACp

(Cp cyklin D1-Cp 2 mikroglobulin) (Cp cyklin D1-Cp 2 mikroglobulin)
t(11;14) v MTC -7,07-2,69 0,26
t(11;14) mimo MTC | -5,86-4,53 0,69

Tabulka ¢. 4. Normalizované ACp cyklinu D1 podle lokalizace zlomu.
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Obrdzek ¢. 10. Normalizované ACp cyklinu D1 podle lokalizace zlomu. Box ploty
representuji hodnoty mezi 25°™ a 75%™ percentilem s medidnem, podélné ¢ary vymezuji 10 a
90% percentil a body zobrazuji odlehlé hodnoty. Graf ,,;normal quantile® zobrazuje rozloZeni
dat (vertikalni pozice) a varianci hodnot (sklon kiivky).

4.4 Exprese cyklinu D1 ve vzorcich KD

4.4.1 relativni kvantifikace

Vysledky shrnuty v publikaci: Quantitative monitoring of cyclin DI expression: A
molecular marker for minimal residual disease monitoring and a predictor of the disease

outcome in patients with mantle cell lymphoma, International Journal of Cancer, str. 73

Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze overexprese cyklinu D1 je spolehlivym markerem
bune¢k MCL. Testovali jsme hladinu exprese cyklinu D1 v KD odebrané pacientim s MCL,
pacientim s ostatnimi NHL a zdravym darcim. Infiltraci KD bunkami lymfomu jsme
stanovili vysetfenim klondlni piestavby imunoglobulinii nebo charakteristické translokace
pomoci PCR a/nebo vySetfenim pritokovou cytometrii. Pfi negativnim ndlezu vysetfeni jsme
KD zaradili jako KD bez infiltrace nddorovymi bunkami. Celkem jsme vySetfili 46 KD
infiltrovanych MCL, 7 KD s MRN MCL, 60 KD bez infiltrace malignimi buikami

odebranych pacientiim s diagnostikovanym MCL, 29 KD s infiltraci jinym NHL nez MCL, 8
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KD bez infiltrace od pacientl s jinymi typy NHL a pro kontrolu jsme analyzovali 21 KD
pochdzejicich od zdravych darcti. Hladinu exprese cyklinu D1 jsme normalizovali k expresi
,housekeeping* genu pro 2 mikroglobulin. Normalizace se ukdzala jako dostacujici, protozZe
KD neobsahuje buiiky s ptirozenou expresi cyklinu D1, kromé endotelii cév, jejichz mnoZstvi
vSak nepfesahuje stanovenou hrani¢ni hladinu exprese cyklinu D1 pro vzorky KD. Ve vSech
vySetfenych vzorcich KD jsme ziskali amplifikovatelny vysledek, coZ prokazuje metodiku
jako vhodny pfistup vysetieni vzorkti KD. Hladinu cyklinu D1 jsme korelovali s infiltraci
stanovenou pomoci pratokové cytometrie a detekce klondlni pfestavby imunoglobulint.
Ziskand data zobrazuje tabulka ¢. 5 a obrdazek ¢. 11. Statistické hodnoceni potvrzuje
vyznamné zvySenou hladinu exprese cyklinu D1 v KD s infiltraci MCL (Wilcoxon/ Kruskal-
Wallis test: p<0,0001). Stanovili jsme ,,cut-off* limit exprese cyklinu D1 v KD (ACp=7,0).
Overexpresi cyklinu D1 (ACp<7) jsme nalezli u 46/46 (100%) KD infiltrovanych MCL,
zvySenou expresi na hranici overexprese cyklinu D1 jsme zjistili u 6/7 KD s MRN MCL.
Velmi nizkou expresi pod hladinou ,,cut-off* (ACp>7) jsme pozorovali u 21/21 KD zdravych
darct, 37/37 KD od pacientt s jinymi NHL a 58/60 KD bez infiltrace od pacienti s MCL. U
2/60 vzorkll bez infiltrace pochéazejicich od pacienti s MCL jsme detekovali zvySenou
expresi. Zde muize hladina exprese cyklinu D1 odrdZet minimdlni infiltraci KD, kterd je pod
urovni detekovatelnosti pomoci pritokové cytometrie a klondlni pfestavby imunoglobulind.
Protoze zadny z vySetfenych kontrolnich vzorkii KD pochdzejicich od pacienti s jinym
NHL nez MCL nebo od zdravych déarcti nevykazoval expresi cyklinu D1 na hlading
srovnatelné s expresi v infiltrované KD pacienti s MCL (100% specifita), nezaznamenali
jsme Zadny falesSné positivni vysledek. Vyloucili jsme moznost zkresleni analyzy cyklinu D1
pritomnosti podobnych sekvenci v KD bez infiltrace bunkami MCL. Sledovéani hladiny
exprese cyklinu D1 ve vzorcich KD je spolehlivym molekuldrnim markerem onemocnéni

MCL v KD pacientt.
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Vzorek KD a stav
infiltrace

Rozmezi ACp

(Cp cyklin D1-Cp 32 mikroglobulin)

Medidan ACp

(Cp cyklin D1-Cp 32 mikroglobulin)

MCL KD +
MCL MRN
MCL KD -
NHL KD +
NHL KD -

KD zdravi darci

-3,54-6,50
5,86-9,54
4,73-12,54
7,02-11,40
8,5-12,14
7,82-15,59

2,78
6,91
9,36
9,20
9,71
11,81

Tabulka ¢. 5. Normalizované ACp cyklinu D1 ve vzorcich KD.
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Obrazek ¢. 11. Normalizované ACp cyklinu D1 ve vzorcich KD. Box ploty representuji
hodnoty mezi 25%™ a 75"™ percentilem s medidnem, podélné &iry vymezuji 10 a 90%
percentil a body zobrazuji odlehlé hodnoty. Graf ,,normal quantile* zobrazuje rozlozeni dat
(vertikalni pozice) a varianci hodnot (sklon kfivky).

4.4.2 absolutni kvantifikace

Metoda qRT-PCR umoziuje ziskat kvantitativni informaci. To miZe mit vyznam
zejména pii sledovéni trovné infiltrace KD. Pro pfesnéj$i posouzeni hladiny infiltrace jsme
zavedli metodiku absolutni kvantifikace, ktera umoZznuje zjistit po¢et molekul analyzovaného
transkriptu ve vzorku. S pomoci méfeni fedici fady jsme stanovili minimdalni citlivost
metodiky, kterd zachyti pfitomnost 3,2 kopie mRNA pro cyklin D1 ve vzorku.

Absolutni pocet kopii jsme vySetfili u 39 vzorkti KD s infiltraci MCL, 56 KD bez
infiltrace odebranych pacientim s MCL, 6 KD s MRN od pacienti s MCL, 27 KD

pochdzejicich od pacientii sjinym NHL a 12 KD od zdravych darct (tab. 6). Analyzou
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ziskanych dat jsme stanovili hrani¢ni hladinu normalizovaného poctu kopii v KD (pocet
molekul cyklinu D1/pocet molekul B2 mikroglobulinu=0,00131). ZvySeny pocet molekul
jsme detekovali u 39/39 KD infiltrovanych MCL. Poc¢et molekul lehce nad hrani¢ni hladinou
jsme identifikovali u 4/6 KD s MRN MCL. Nizkou hladinu exprese jsme nalezli u 54/56 KD
bez infiltrace pochdzejicich od pacientii s MCL a u 27/27 KD pacientt s jinym NHL a 12/12
KD zdravych darct. Stanoveni absolutniho poctu molekul je spolehlivym ukazatelem
onemocnéni MCL v KD a umoziuje sledovat dynamiku onemocnéni. Potvrdili jsme vysokou
specifitu hladiny exprese cyklinu D1 pro urceni infiltrace KD buitkami MCL. Ve srovnani
s relativni kvantifikaci vSak nepfineslo stanoveni pfesného poctu kopii zvySeni specifity a

citlivosti techniky a vysledky jsou vzdjemné srovnatelné.

Vzorek KD a stav | Rozmezi yCp Medidan NCp
infiltrace (N kopii cyklin DI/N  kopii (N kopii cyklin DI/N kopii
[32 mikroglobulin) 2 mikroglobulin)

MCL KD + 0,00149-0,46000 0,01634

MCL MRN 0,00063-0,02546 0,00168

MCL KD - 4,53e-5-0,00183 0,00023

NHL KD + 8,26e-5-0,00131 0,00025

NHL KD - 0,00004-0,00026 6,83e-5

KD zdravi darci | 6,08e-6-0,00011 3,76e-5

Tabulka €. 6. Normalizované pocty kopii (xCp) cyklinu D1 ve vzorcich KD.

4.5 Exprese cyklinu D1 v KD pacientit s MCL v pritbéhu onemocnéni
Vysledky shrnuty v publikaci: Quantitative monitoring of cyclin DI expression: A
molecular marker for minimal residual disease monitoring and a predictor of the disease

outcome in patients with mantle cell lymphoma, International Journal of Cancer, str. 73

Vyhodou kvantitativni analyzy nddorového markeru je moznost sledovani dynamiky

onemocnéni v pritbé¢hu i po skonceni terapie. Hladinu exprese cyklinu D1 jsme korelovali s

klinickym stavem onemocnéni. Celkem jsme vysSetfili 34 vzorkit KD odebranych pacientim
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v dobé¢ inicidlni diagnézy (z toho 5 vzorkll bez infiltrace), 16 vzorkii KD v dob¢ relapsu
(ztoho 3 KD bez infiltrace), 8 vzorki KD z doby parcidlni remise a 47 KD z obdobi
kompletni remise pacientd s MCL. Ziskané hodnoty shrnuje tabulka ¢. 7 a rozloZeni dat
zobrazuje obrazek ¢. 12. S vyuzitim hrani¢ni exprese stanovené pomoci rozsahlé analyzy
kontrolnich vzorki KD jsme v dob¢ inicidlni diagnézy detekovali overexpresi (ACp<7)
cyklinu D1 u 29/29 infiltrovanych KD. U 5 KD bez infiltrace MCL v dob¢ diagnézy jsme
stanovili nizkou hladinu cyklinu D1 (ACp>7). V dob¢ relapsu jsme zaznamenali signifikantni
zvyseni hladiny cyklinu D1 (ACp<7) u 13/13 vzorkti KD. U 3 KD bez prokdzané infiltrace
malignimi bunkami v dob¢ relapsu jsme nalezli nizkou hladinu cyklinu D1 (ACp>7). U 45/47
KD odebranych pacientim v dobé remise jsme zjistili signifikantni pokles hladiny cyklinu D1
(ACp>7). U 6/7 pacientti jsme v dob¢ parcidlni remise prokazali zvySenou hladinu cyklinu D1
v KD, ktera odpovidala MRN. Celkov¢ tedy hladina cyklinu D1 korespondovala s klinickym
stavem onemocnéni a sledovani hladiny exprese cyklinu D1 v KD muze poskytnout klinicky

vyznamnou informaci.

Vzorek KD a stav | Rozmezi ACp Medidan ACp

onemocnéni (Cp  cyklin DI - Cp (Cp cyklin DI - Cp
[32 mikroglobulin) [32 mikroglobulin)

Inicidlni dg -3,06-6,91 2,74

Inicidlni dg, KD bez|9,05-9,94 9,76

infiltrace

Remise 4,73-12,54 9,21

Parcialni remise 4,57-9,54 5,96

Relaps -0,18-5,82 2,98

Relaps, KD bez infiltrace 7,84-9,60 9,40

Tabulka ¢. 7. Normalizované ACp cyklinu D1 ve vzorcich KD odebranych pacientim
s MCL dle stavu onemocnéni.
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Obrazek €. 12. Normalizované ACp cyklinu D1 ve vzorcich KD odebranych pacientim
s MCL dle stavu onemocnéni. Box ploty representuji hodnoty mezi 259 3 759™ percentilem s
medidnem, podélné ¢ary vymezuji 10% a 90" percentil a body zobrazuji odlehlé hodnoty. Graf
,hormal quantile‘* zobrazuje rozlozeni dat (vertikdlni pozice) a varianci hodnot (sklon kiivky).

U pacientii, u kterych jsme méli k dispozici vice nez jeden vzorek KD odebrany
v pribéhu onemocnéni, jsme sledovali dynamiku hladiny exprese cyklinu D1. Vysetfili jsme
celkem 81 vzorkli KD odebranych 21 pacientim s MCL. Piiklady individudlniho sledovani
rozvoje onemocnéni jsou zndzornény obrazky €. 13—15. Individudlni sledovani pomoci qRT-
PCR v prib¢hu onemocnéni ukazuje kvantitativni zmény hladiny cyklinu D1, které doprovazi
relaps nebo remisi onemocnéni. U nékolika pacientd, u kterych bylo mozné vysetiit KD
v kratké dobé pied relapsem, jsme zaznamenali ndrdst hladiny cyklinu D1 predchazejici
klinickému relapsu nemoci. Tento ndlez poukazuje na vyznam detekce ndrtistu hladiny
cyklinu D1 v predikci relapsu onemocnéni. Pomoci hladiny exprese cyklinu D1 muZeme
spolehlivé sledovat dynamiku onemocnéni v KD, kinetiku reakce na terapii, piipadné
piitomnost aktivniho onemocnéni na molekuldrni drovni, coZ mizZe mit vyznamny klinicko-

terapeuticky efekt.
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Obrazek. ¢. 13. Piiklad individudlniho sledovani hladiny cyklinu DI v pribéhu
onemocnéni. Hladina cyklinu D1 je zndzornéna pomoci ,relative fold increase® (RFI).
Hodnota RFI je relativni zvySeni normalizované exprese ve srovnani s kontrolnim materidlem
(reaktivni uzlina, KD zdravého dérce). Purpurovym c¢tvereCkem je zndzornén vzorek nadoru,
modrymi kosoctverci vzorky KD. Bil4 Sipka znazorfuje remisi onemocnéni.

Obrazek znazornuje overexpresi cyklinu D1 zachycenou u pacienta v primarnim nadoru
(uzlina) a v KD v dobé¢ inicidlni diagnézy. V prubéhu terapie doslo k eliminaci nddorovych
bun¢k z KD a pacient dosdhl celkové remise onemocnéni, coZ je doprovdzeno poklesem
hladiny cyklinu D1 v KD. Nizka hladina cyklinu D1 trvd v pribéhu sledovani pacienta a, jak
predikovano pomoci hladiny cyklinu D1, pacient dosahuje kompletni remise onemocnéni,
kterd trva a je klinicky potvrzena, coZ koresponduje s pretrvdvajici nizkou hladinou cyklinu
DI.
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Obrazek ¢. 14. Piiklad individudlniho sledovani hladiny cyklinu D1 v pribchu
onemocnéni. Hladina cyklinu D1 je zndzornéna pomoci ,relative fold increase® (RFI).
Hodnota RFI je relativni zvySeni normalizované exprese ve srovnani s kontrolnim materidlem
(reaktivni uzlina, KD zdravého darce). Purpurovymi ctverecky jsou znazornény vzorky
nadoru, modrymi kosoctverci vzorky KD. Bild Sipka zndzorfiuje remisi, ¢ernd Sipka relaps
onemocnéni.

Obrazek znazoriiuje overexpresi cyklinu D1 zachycenou u pacienta v primarnim nadoru
(uzlina). V reakci na terapii nastava celkova remise onemocnéni, kterd je doprovazena detekci
nizké hladiny cyklinu D1. V nésledujicim odbéru KD zaznamendvame pozvolny narGst
ndsledovany dramatickym vzestupem hladiny exprese cyklinu D1 v dalSim odbéru, ackoli
neni stav spojen s klinickym projevem onemocnéni a klinicky je pacient v remisi. Elevace
hladiny cyklinu D1 v KD indikuje molekularni relaps onemocnéni a je ndsledovana klinickym
relapsem onemocnéni s manifestaci v uzlinach a v KD. K dalSimu vySetfeni je k dispozici az
lymfatickd uzlina a KD v dob¢ dal$iho relapsu onemocnéni. U obou vzorkl jsme zachytili
overexpresi cyklinu D1. V reakci na terapii dochdzi k remisi onemocnéni, které odpovida
pokles hladiny cyklinu D1 v KD. V dal$im rozvoji nemoci vySetfujeme vzorek relabujiciho
nadoru v rektu s vysokou hladinou exprese cyklinu a soucasné v této dobé odebranou KD,
ktera vSak nevykazuje znamky infiltrace bunkami MCL a tomu odpovidad detekovand nizka
hladina exprese cyklinu DI1. V disledku progrese onemocnéni pacient jedendct mésicti po
tomto nédlezu umira.
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Obrazek ¢. 15. Piiklad individudlniho sledovani hladiny cyklinu D1 v pribc¢hu
onemocnéni. Hladina cyklinu D1 je zndzornéna pomoci ,relative fold increase® (RFI).
Hodnota RFI je relativni zvySeni normalizované exprese ve srovnani s kontrolnim materidlem
(reaktivni uzlina, KD zdravého dérce). Purpurovym c¢tvereCkem je zndzornén vzorek nadoru,
modrymi kosodtverci vzorky KD. Cernd §ipka zndzorfiuje relaps onemocnéni a $edé Sipka
znaci parcidlni remisi.

Obrazek zndzornuje sledovani pacienta s overexpresi cyklinu D1 v primarnim nddoru, u
kterého jsme v pribéhu onemocnéni detekovali narGstajici hladinu cyklinu D1 v KD. Po
zahdjeni terapie jsme zaznamenali hrani¢né zvySenou hladinu cyklinu D1 v KD. Hladina
cyklinu D1 v ndsledujicim odbéru déle nartstd. V tomto vzorku KD nésledujicim tfi mésice
po zéchytu hrani¢né zvySené exprese cyklinu D1 jiz prokazujeme infiltraci KD na urovni
zachytitelné histologicky. Dva mésice po tomto ndlezu v KD pacient relabuje klinicky
s manifestaci onemocnéni v jazyku.

4.6 Kvantitativni hodnoceni proliferacni aktivity bunék- reproducibilita, spolehlivost a
pouZitelnost

Vysledky shrnuty v publikaci: A novel quantitative PCR of proliferation markers (Ki-67,

topoisomerase Ilo, and TPX2) associated with unfavorable prognosis in mantle cell

lymphoma, pripravené k recenznimu rizeni, str. 74

Prolifera¢ni aktivita byla dosud rutinné¢ vySetfovdna pomoci imunohistochemického
znaceni exprese proteinu Ki-67. Imunohistochemické hodnoceni vSak neumoziiuje piesné
stanovit miru exprese proliferacnich markert a pro potifeby klinickych studii a stratifikace
pacientli neni jako semikvantitativni odhad dostacujici. Navrhli jsme proto kvantitativni
detekci hladiny prolifera¢nich markert (Ki-67, topoisomerazy Ila a TPX2) pomoci qRT-PCR.

Jedna se o zcela novy pfistup hodnoceni proliferacnich markerti, ktery nebyl dosud ve svété
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vyuzit, proto uvadime navrh, vyvoj a optimalizaci metodiky ve vysledcich prace. Metodiku
jsme optimalizovali a testovali jsme reprodukovatelnost a spolehlivost. Pro kazdy transkript
jsme nésledné¢ vybrali nejvhodnéj$i kombinaci primerd a LNA sondy. Reprodukovatelnost
vysledkdl jsme ovértili méfenim opakované po dni, mésici a po pul roce. Opakované jsme
analyzovali 66, 71, a 67 vzorkli a dosahli jsme reprodukovatelnych vysledkt v 97%, 96%, a
99% piipadi s medidnem variability mezi jednotlivymi béhy -0,55, 0,12, a 0,11 pro Ki-67,
pro topoisomerdzu Ila a pro TPX2. Nepozorovali jsme Zadny posun pii opakované analyze
cDNA. Soucasné¢ jsme testovali reprodukovatelnost uvniti reakéniho béhu a ziskali jsme
piekryvajici se amplifikacni kiivky s reprodukovatelnosti 97%, 94%, a 100% a s medidnem
variability 0,27, 0,17, a 0,18 pro Ki-67, pro topoisomerdzu Ila a pro TPX2. Nezaznamenali
jsme Zadny posun pii opakovani analyzy ani pfi zméné produktu reverzni transkripce.
Potvrdili jsme vysokou spolehlivost a reprodukovatelnost zavedené metodiky pro stanoveni
hladiny exprese Ki-67, topoisomerazy Ila a TPX?2.

Metodiku jsme ddle optimalizovali pro vySetfeni zmrazeného i formolem fixovaného a
do parafinu zalitého materidlu. Testovali jsme hladinu exprese Ki-67, topoisomerdzy Ila a
TPX2 v 51 zmrazenych a 46 formolem fixovanych bioptickych vzorcich. VSechny vzorky
poskytly hodnotitelné vysledky. Ziskali jsme vysledky svysokou uc€innosti a
reprodukovatelnosti mezi i uvnitt jednotlivych béht jak v piipadé zmrazenych, tak v ptipadé
formolem fixovanych vzorka. Navic jsme u 5 vzorkil soucasné vysetfili zmrazeny a formolem
fixovany materidl pochazejici ze stejného odbéru a nepozorovali jsme rozdil
v normalizovanych hladindch. Metodiku jsme uspéSn€ optimalizovali pro vySetfeni

archivniho materidlu, jakym jsou vzorky fixované ve formolu a zalité v parafinu.

4.7 Korelace hladiny mRNA proliferacnich markerit s expresi proteinu stanovenou

pomoci imunohistochemie
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Vysledky shrnuty v publikaci: A novel quantitative PCR of proliferation markers (Ki-67,
topoisomerase lla, and TPX2) associated with unfavorable prognosis in mantle cell

lymphoma, pripravené k recenznimu rizeni, str. 74

Spolehlivost nové zavedené metodiky pro hodnoceni proliferacni aktivity bunck jsme
ov¢etili srovndnim  vysledklt méfeni mRNA s vysledky imunohistochemického znaceni
proteinové exprese, kterou jsme hodnotili jako odhad procenta positivnich bunék pfitomnych
ve vzorku (index Ki-67, topoisomerdzy Ila, TPX2). VySetfili jsme proteinovou expresi Ki-67,
topoisomerdzy Ilo a TPX2 pomoci imunohistochemie u 97, 94 a 93 bioptickych vzorkt, kde
jsme méli kdispozici diagnosticky materidl pro imunohistochemické vySetfeni.
Nehodnotitelné vysledky jsme ziskali v jednom vzorku pro Ki-67 a topoisomerdzu Il a u 3
vzorkll pfi vySetfeni TPX2. Exprese proteinu Ki-67 byla o 10-20% vyssi neZ exprese
topoisomerdzy Ila a o 20-40% vyssi nez exprese TPX2, coz odraZi jejich odliSné expresni
profily. Protein Ki-67 je exprimovén ve vSech aktivnich fazich bunécného cyklu (G1, S, G2 a
M),” zatimco topoisomerdza Ila a TPX2 jsou piitomné v pozdni fizi S, G2 a M.””?" Index
TPX2 je pak jesté o néco nizsi vzhledem k velmi nizké intenzité barveni protildtkou Ki-S2.

ProtoZe imunohistochemické vysetieni neumoziuje piesné stanovit procento positivnich
bunék a poskytuje pouze semikvantitativni odhad hladiny exprese, zvolili jsme hodnoceni
imunohistochemického znaceni proliferacnich markerd podle postupu ,,European MCL
network”, které vyuzivd Clenéni do skupin 1+: s indexem niZ§im nez 10%, 2+: s indexem
mezi 11-40% a 3+: s indexem vyS$im neZz 40% .3 Vysledky jsme korelovali s hladinou
mRNA stanovenou pomoci nové zavedené metodiky qRT-PCR (obr. 16). Statistickd analyza
pro Ki-67 a topoisomerazu Ilo prokdzala vyznamny rozdil hladiny mRNA mezi skupinami 2+
a 3+ a mezi skupinami 1+ a 3+ (Studenttv t-test: p=0,00002, p=0,00001 pro Ki-67, respektive

a p=0,00150, p=0,00082 pro topoisomerdzu Ila, respektive). Pozorovali jsme rovnéz rozdilné
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hladiny mRNA mezi skupinami 1+ a 24, které vSak nedosdhly hladiny statistické
vyznamnosti (Studentiv t-test: p=0,723 pro Ki-67 a p=0,805 pro topoisomerdzu Ila).
proteinl. Pomérné dobie bylo moZzné rozlisit mezi skupinou nad 40% a pod 40%. Interpretace
vysledki s niZ$i drovni exprese byla obtiznd, a to zejména v oblasti tzv. Sedé zony, kde bylo
velmi nesnadné piesné rozeznat nddory s proliferaci vice a méné nez 10%, coz vedlo ke
sniZeni statistické vyznamnosti pozorovanych rozdilt.

V ptipad€ exprese proteinu TPX2 jsme zaznamenali celkové niZsi troven exprese, a
proto jsme rozdélili vzorky do nésledujicich skupin 1+: 0-5%, 2+: 6—-10%, 3+: 11-20%, 4+:
21-40% a 5+: 41-100%. Vyznamné rozdilné hladiny mRNA jsme zjistili mezi skupinami 1+
a 3+ (Studentlv t-test: p=0,03060), 2+ a 5+ (Studentiiv t-test: p=0,00017), 3+ a 5+ (Studentiv
t-test: p=0,00006) a 4+ a 5+ (Studentiv t-test: p=0,00763). Rozdily mezi ostatnimi skupinami
nedosdhly statistické vyznamnosti v disledku problematické interpretace znaceni proteinu
protildtkou Ki-S2. Protilatka Ki-S2 vykazovala zna¢né variabilni intenzitu barveni, coz vedlo
ke komplikacim s interpretaci procenta positivnich bunék.

Korelace metodiky qRT-PCR s metodikou imunohistochemického stanoveni proteinu
zvyraznila obtiZze spojené se stanovenim proteinu na kvantitativni drovni, kdy s pomoci
imunohistochemického prikazu nebylo mozné ziskat standardizovatelné, reprodukovatelné a
pfesné hodnoceni hladiny exprese sledovanych molekul. Pfesto jsme pozorovali korelaci mezi
semikvantitativné stanovenou hladinou proteinu a hladinou exprese mRNA, coZ podporuje
vyuziti zavedené metodiky gqRT-PCR jako spolehlivého nastroje kvantitativni analyzy

proliferacnich markert.

53



16
14
121 ——
109 .
10
5 81 Eﬂ 10-40
= 9 Os40
3 -
2 1
° 10 1040 40 3 2 -1 0 1 2 3EachParr
< = - - = =
_ _ _ _ ) Student's t
Ki-67 imunohistochemie Mormal Quantile 0,05
] ) D1 0510 35 50 75 0095 89,
L1 T L <10
E A== Eig 240 B
-.E | — [ O}m
: O
g_ o
510 +10 " 1040 240 3 2 -1 0 1 2 gEachParr
= - = - - -
_ ) _ _ _ . Student's t
Topoisomeraza lle imunohistochemie Mormal Quantile 0,05
R .Eﬂ.'_ _L?'ﬁ
0 o 1)
| T T
L 4 Fﬁ Ll s-10{3) 1020
- . _L | 25 M40
- —
=
[
=]
3 — T T T T -
<5 =10 0-20 00 =0 -3 -2 -1 0 1 2 3EachPair
. . . Student's t
TF#2 la imunohistochemie Mormal Quantile 0,05

Obrézek €. 16. Hladina exprese prolifera¢nich markert v korelaci s imunohistochemicky
stanovenym proteinem. Box ploty representuji hodnoty mezi 25°™ a 75°™ percentilem s
medidnem, podélné ¢ary vymezuji 10° a 90 percentil a body zobrazuji odlehlé hodnoty.
Obrazek znazornuje graf ,,normal quantile® zobrazujici rozloZeni dat (vertikdlni pozice) a
varianci hodnot (sklon kifivky) a grafické zobrazeni statistického porovnani ziskanych dat
(paramatericky Studentdv t-test).

4.8 Exprese proliferacnich markerii ve vzorcich lymfomu

Vysledky shrnuty v publikaci: A novel quantitative PCR of proliferation markers (Ki-67,

topoisomerase Ilo, and TPX2) associated with unfavorable prognosis in mantle cell

lymphoma, pripravené k recenznimu rizeni, str. 74
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Hladinu mRNA prolifera¢nich markerti jsme testovali u 93 vzorkli primédrnich nadori
(63 MCL, 21 jinych B-NHL a 9 Burkittovych lymfomii (BL) jako positivni kontrola
proliferace).

Zjistili jsme linedrni korelaci hladiny mRNA jednotlivych proliferaénich markeri
(Spearmantiv korelac¢ni koeficient: 0,5831, p<0,0001 pro vztah mezi Ki-67 a topoisomerazou
Ila, 0,675, p<0,0001 pro Ki-67 a TPX2 a 0,6502, p<0,0001 pro topoisomerdzu Ila a TPX2).

Normalizované hladiny proliferacnich markeri se u jednotlivych skupin nddort
pohybovaly od velmi vysokych po velmi nizké, jak shrnuje tabulka €. 8 a zobrazuje obrazek ¢.
17. Nejvyssi proliferaci jsme, podle ocekavani, pozorovali ve skupiné¢ BL, které jsou znamy
jako onemocnéni s nejvyssi proliferaci. Individudlné byla hladina exprese prolifera¢nich
markertt mezi jednotlivymi pacienty s lymfomy variabilni, coz je ve vztahu k heterogenité

bunécné proliferace a miiZe mit klinicky vyznam.

Rozmezi Medidn Rozmezi Medidn Rozmezi Medidn
Diagnoza | Ki-67 ACp Ki-67 ACp Topoisomerdza Topoisomerdza TPX2 ACp TPX2 ACp
llo. ACp llo. ACp
RLN 8,42-11,12 9,77 3,59-6,36 4,98 6,65-7,56 7,11
MCL 2,78-15,41 8,22 -8,73-14,70 6,53 -4,71-12,30 5,75
NHL 3,02-9,99 7,03 0,77-7,23 5,02 0,17-8,41 5,64
BL 1,69-5,58 3,50 0,27-9,16 2,04 1,05-4,97 3,07

Tabulka ¢. 8. Normalizované ACp proliferatnich marker ve vzorcich primérnich
nadort dle diagno6zy.
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Obrézek ¢. 17. Normalizované ACp proliferacnich markerti ve vzorcich primarnich
nadorti dle diagnézy. Box ploty representuji hodnoty mezi 25°™ a 75°™ percentilem s
medidnem, podélné &ary vymezuji 10% a 90V percentil a body zobrazuji odlehlé hodnoty. Graf
,hormal quantile zobrazuje rozloZeni dat (vertikalni pozice) a varianci hodnot (sklon kfivky).

4.9 Korelace hladiny proliferacnich markerit a hladiny exprese cyklinu D1

Vysledky shrnuty v publikaci: A novel quantitative PCR of proliferation markers (Ki-67,

topoisomerase Ilo, and TPX2) associated with unfavorable prognosis in mantle cell

lymphoma, pripravené k recenznimu rizeni, str. 74
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Vyznamnou korelaci jsme nalezli mezi hladinou exprese cyklinu D1 a drovni proliferace
stanovené pomoci mMRNA topoisomerdzy Ilo (Spearmaniiv korela¢ni koeficient: 0,3664,
p>0,0037) a TPX2 (Spearmantv korela¢ni koeficient: 0,2591, p>0,0403). Exprese mRNA
cyklinu D1 je vyssi u pacientl s vyssi hladinou exprese proliferacnich markerti topoisomerazy
ITa a TPX2, které se objevuji ve fazi S, G2 a M. Korelace mezi hladinou exprese cyklinu D1 a
Ki-67 nedosdhla hladiny statistické vyznamnosti (Spearmantv korela¢ni koeficient: 0,1451,
p>0,2687). OdliSny expresni profil Ki-67, ktery je ptitomen také ve fazi G1 bunécného cyklu,
pusobi sniZenf sily korelace mezi expresi cyklinu D1 a Ki-67 na kvantitativni drovni.

Celkové u pacientli odpovidala hladina exprese mRNA cyklinu D1 prolifera¢ni aktivité

bun¢k méfené pomoci hladiny exprese mRNA prolifera¢nich markert.
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5 Diskuse

Cykliny D typu hraji duleZitou tdlohu v regulaci pfechodu mezi fizemi Gl a S
bunécného cyklu, coz je klicovy bod vstupu do bunécného cyklu, a tedy regulace proliferacni
aktivity. Cykliny D maji tkanové specifickou expresi. Cyklin D1 neni pfirozené exprimovén
v hematopoetickych bunkdch diené, ani v lymfatickych tkédnich, v lymfocytech a jejich
vyvojovych stadiich."” Jakakoliv exprese cyklinu D1 je v téchto tkdnich abnormalni a miZe
svédcit pro malignitu, nezdvisle na mechanismu, ktery overexpresi cyklinu D1 zptlisobuje.
V buitkkdch MCL je kliCovym mechanismem deregulace exprese cyklinu D1 piitomnost
t(11;14).” Cyklin D1 je pak exprimovan nezdvisle na pfitomnosti ristovych faktort a funkéng
nahrazuje ptsobeni cyklinu D2 a cyklinu D3 v lymfocytech.23 ™ Pro patogenezi MCL se
ukazuje pfitomnost cyklinu D1 jako zdsadni, a proto pritkkaz piitomnosti cyklinu D1 (nikoli
t(11;14)) je dalezity pro diagn6zu MCL.

Cyklin D1 mutZe byt detekovdn na trovni proteinu pomoci imunohistochemie nebo na

226, 120, 122-124 . ické
12, 24-26, 120, Imunohistochemické

urovni RNA pomoci blotovacich technik nebo RT-PCR.
znaceni proteinu bylo doneddvna v pfipad¢ cyklinu D1 v lymfocytech zna¢né problematické
vzhledem k citlivosti proteinu na béZné pouZzivand fixativa, kterd protein degraduji. Soucasné
primérni protildtky a ndmi vyuzitd technologie znac¢i cyklin D1 podstatn€ spolehlivéji nez
tomu bylo pred 3 roky a dfive. Imunohistochemické vySetfeni navic neumozZnuje pacienty
sledovat molekuldrné. Analyza RNA je vysoce citlivd, a miZe byt tedy zkreslena pfitomnosti
malého mnoZstvi nenddorovych bunék s expresi cyklinu D1 (epitelie, endotelie), které jsou
piitomné ve vzorku. Na pouhé kvalitativni drovni pak vySetfeni RNA poskytuje faleSné
positivni vysledky a neni mozné podle exprese cyklinu D1 odlisit MCL od jinych lymfornl’i.124

Pomoci kvantitativni PCR v redlném cCase lze stanovit mnozstvi exprese cyklinu D1 i na

minimdlni drovni. Detekénim limitem metodiky je zadchyt 1 nddorové bunky piitomné v 10*-
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10° bungk ve vzorku.''* ' Lze navic hodnotit piimo mnozZstvi sledovaného transkriptu ve
vzorku, a tim odliSit velmi nizkou expresi danou minimélni piimé&si nenddorovych bunék.
Metodiku qRT-PCR jsme optimalizovali tak, Ze poskytla hodnotitelny vysledek i v pfipadé
vySetieni archivniho bioptického materialu, kterym jsou vzorky fixované ve formolu a zalité
do parafinu. To pfedstavuje vyznamnou vyhodu, nebot’ vyuziti fady molekuldrnich technik je
omezeno nizkou kvalitou nukleovych kyselin zptisobenou formolovou fixaci. Nékteré
molekuldrni analyzy tak nejsou k dispozici, ackoli formolem fixovand tkdn je Casto jedinym
dostupnym materidlem pro diagnostické vySetfeni. Prokdzali jsme, Ze sledovdni hladiny
mRNA cyklinu DI slouZi jako spolehlivy marker MCL. V rozsdhlém souboru pacientl
s MCL jsme stanovili overexpresi cyklinu D1 nad hrani¢ni hladinu u 97% pacientt. Tim jsme
ziskali ucinnou, specifickou a reprodukovatelnou metodiku, které rozsifuje nasSe diagnostické
moznosti u pacientli s lymfomy. Navic se jednd o metodiku, kterd vysledky poskytuje
v kratkém case a neni ndro¢nd na mnoZstvi vstupniho materidlu. Navzdory ocekdavéani jsme
vSak u MCL a dalSich B-NHL pfi vySetfeni extranodalnich tkédni (sliznice gastrointestindlniho
traktu a plic) nebyli schopni s vyuZitim normalizace k tradi€énimu ,,housekeeping® genu pro
B2 mikroglobulin odliSit pfirozenou expresi cyklinu D1 danou nenddorovou piimési
epitelidlnich/endotelidlnich bunék. Volbou vhodnych normaliza¢nich transkripti jsme
metodiku stanoveni upravili a nov€ jsme docilili moZnosti zachytit expresi cyklinu D1
specificky v lymfocytarni populaci. Tim jsme ziskali spolehlivy molekuldrni marker i pro
vySetfeni pacientl s extranoddlnimi lymfomy, coZz dosud nebylo mozné. Zavedeny piistup
poskytuje cil pro molekuldrni sledovani az pro 97% pacienti s MCL, coZ ptredstavuje vyrazné
zlepSeni ve srovnani s dosud vyuzivanymi metodikami.

U 4/149 MCL jsme nezachytili overexprest mRNA cyklinu D1. Jsou popsany vzacné
piipady MCL, které postradaji charakteristickou expresi cyklinu D1, ale morfologicky,

imunofenotypové i expresnim profilem odpovidaji typickym MCL.*’ Pacienti s MCL bez
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overexprese cyklinu D1 alternativné overexprimuji cyklin D2 v disledku translokace t(2;12)

nebo cyklin D3 jako diasledek zatim nezndmé deregulace.“’ 48

My jsme vSak u Ctyf naSich
pacientl bez overexprese mRNA cyklinu D1 nalezli t(11;14) pomoci FISH a expresi proteinu
cyklinu D1 pomoci imunohistochemie. Nejednd se tedy o tzv. cyklin D1 negativni MCL.
Predpokldddme zapojeni post-transkripéniho mechanismu, ktery muze zahrnovat zvySeni
stability mRNA nebo zvySeni ucinnosti translace proteinu cyklinu D1 a nasledné vést
k charakteristické expresi proteinu cyklinu D1 prokdzané imunohistochemicky. V literatufe
jsou zndmy piipady, kde ztrita 3 nepieklddaného konce vede ke vzniku kratkého transkriptu
cyklinu D1 (1,7 kb ve srovnani s 4,5 kb dlouhym normélnim transkriptem) s polo¢asem
rozpadu mnohem del§im neZ transkript plné délky.'” U pacientii s MCL jsou navic nizké
hladiny dlouhého transkriptu spojeny s vy3§i proliferaci.'®® Transkripty s vy$si stabilitou
mohou vzniknout také disledkem mutace vedouci k vytvoreni pfed¢asného polyadenylaéniho

127

signdlu nebo dusledkem delece v oblasti 3 nepiekladaného konce. ' Také poruchy na post-

translacni drovni (napf. nedostatecnd ,,ubiquitinace®) mohou vést ke zvySené stabilizaci

. . . . . c . 128
proteinu, a tim k imunohistochemicky prokazatelné expresi.

Tyto mozZnosti mohou
vysvétlovat pozorovanou diskrepanci mezi genomickou, transkripéni a proteinovou analyzou.
Nesourodé vysledky analyzy mRNA a proteinu cyklinu D1 byly nalezeny nejen u MCL, ale
také u B chronické lymfoidni leukémie a leukémie z vlasatych bun&k.'”® Podobné prace
autori. Thomazy a kol. popisuje piipad s niz§i hladinou mRNA a overexpresi proteinu
zachycenou imunohistochemicky.129 Naopak overexprese mRNA cyklinu D1 za soucasné
absence proteinu byla vzdcné zaznamendna u perifernich T lymfomi.'** Vzdcné rozporné
vysledky mezi analyzou DNA, mRNA a proteinu naznacuji pretrvavajici existenci dalSich
fidicich mechanismii na post-transkripéni nebo post-translaéni drovni u malignich bunék.
Alternativné se muze jednat o soucasné sniZzeni exprese cyklinu D1 a zvySeni exprese B2

Vv s

mikroglobulinu, ackoli je B2 mikroglobulin popsan jako nejvhodné&jsi normalizaéni transkript
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se stabilni expresi v riiznych tkdnich a riznych bun&énych typech.''® Nelze vylougit ani
existenci polymorfismu nebo mutace, kterd brani ucinné detekci sledované sekvence pomoci
PCR.

Pres negativni ndlez u zminénych 4 nemocnych jsme vSak nalezli korelaci na trovni
DNA (translokace t(11;14) stanovend FISH), mRNA (cyklin D1 méteny pomoci qRT-PCR) a
na urovni proteinu (cyklin D1 detekovany imunohistochemicky). To doklada, Ze v patogenezi
MCL je zasadni pfitomnost charakteristické translokace vedouci k overexpresi mRNA a
nasledné patologické syntéze proteinu cyklinu D1. Jednoznaénym patogennim mechanismem
je u vétSiny pacientil pfimd drdha translokace genu— ,upregulace” mRNA— patologicka
tvorba proteinu. Pfimy vztah mezi stavem lokusu CCND/ a trovni exprese mRNA cyklinu
D1 potvrzuje také zjisténi, Ze u pacientl s trisomii odpovidala hladina mRNA zvysSené genové
ddvce a u pacientl s variantni translokaci jsme pozorovali mirné zvySeni exprese, kterd
nedosahovala overexprese cyklinu D1. Pouze vzicné (v nasi studii 4/149 pacientl) miZe do
této zdkladni regulacni drdhy vstoupit mechanismus regulace post-transkripéni nebo post-
translacni a vést k charakteristickému fenotypu MCL. Prokazali jsme, Ze pro patogenezi MCL
je zasadni pritomnost exprese cyklinu D1 nezdvisle na mechanismu, ktery k patologické
expresi cyklinu D1 v lymfocytech vede. Proto také pro diagnostiku a molekulédrni sledovéni
pacientl s MCL je vhodné vyuZit expresi cyklinu D1 spiSe neZ piitomnost charakteristické
translokace.

Prokéazali jsme, Ze exprese cyklinu D1 je také velmi u€innym markerem sledovani
onemocnéni MCL v KD. Spolehlivé jsme identifikovali infiltraci KD buitkami MCL u 97%
pacientil, zatimco u zZadného pacienta s jinym NHL ani u vzorkli KD odebranych zdravym
darcim jsme zvySenou hladinu cyklinu D1 nezaznamenali (100% specifita). Hladina cyklinu
D1 odpovidala procentu malignich bunék MCL stanovenému pomoci pritokové cytometrie.

Me¢éteni hladiny exprese cyklinu D1 v KD pacienti s MCL dava spolehlivou informaci o
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urovni infiltrace KD. Ve srovnéni s dosud vyuZivanym pfistupem detekce klondlni pfestavby
imunoglobulini nebo translokace t(11;14), ktery neposkytuje molekuldrni cil pro vSechny
pacienty, jsme byli schopni molekuldrn¢ sledovat 97% pacienti s MCL. Metodika stanoveni
exprese cyklinu D1 pomoci qRT-PCR navic umoznuje ziskat pfesnou kvantitativni informaci
a lze tak hodnotit nartst nebo pokles pfitomnosti nddorovych bunék ve srovnani s predchozim
odbérem a potencidlné tak sledovat pribéh onemocnéni na molekuldrni drovni (véetné
detekce MRN). VySetfeni MRN se v soucasnosti stdvd soucdsti modernich terapeutickych
protokolli, vyuziva se pro fizeni davkovani 1éCby, stanoveni terapeutické odpovédi, piipadné
k analyze ucinnosti novych 1écebnych pﬁ’stupﬁ.103 Pomoci hladiny exprese cyklinu D1 jsme
ziskali pfistup umoznujici spolehlivé sledovat dynamiku onemocnéni v KD, kinetiku reakce
na terapii, pfipadné pfitomnost aktivniho onemocnéni na molekularni trovni, coZ mize mit
klinicko-terapeuticky efekt.

U 2 vzorkt, u kterych pritokova cytometrie ani prukaz klondlni prestavby nezachytili
infiltraci KD, jsme zaznamenali overexpresi cyklinu D1. U 1 vzorku, kde byla pomoci
pratokové cytometrie a klondlni prestavby detekovana MRN, jsme zvySenou hladinu cyklinu
D1 nenalezli. Tyto vzacné nejednotné vysledky mohou byt zptisobeny metodikou detekce
MRN: odli$na citlivost a detekéni limit pouzitych metodik nebo vyuZiti odliSnych cilti pro
sledovani MRN. Také mohou odraZet skutecnou biologickou situaci. Cyklin D1 jako klicova
molekula regulace bunécného cyklu mize vypovidat vice o pfitomnosti aktivniho onemocnéni
nez prosté stanoveni infiltrace s vyuZitim pratokové cytometrie nebo klondlni ptestavby.
Nartst hladiny cyklinu D1 pak miZe odrdZet nadchdzejici relaps jeSté v dobé, kdy ostatni
metodiky infiltraci nezachyti.

Zjistili jsme, Ze hladina cyklinu D1 odpovida klinickému stavu onemocnéni. Je vysoka
pfi inicidlni diagnéze v KD s infiltraci. Pokles cyklinu D1 doprovazi dosazeni remise

onemocnéni a k vyraznému nérlstu dochdzi pfi relapsu. Vysledky indikuji moZné vyuziti
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cyklinu D1 v predikci klinického stavu onemocnéni. Vzorky odebrané v dobé pied relapsem
rovnéZ poukazuji na mozZnost predikovat relaps pfi ndristu hladiny cyklinu D1 v KD.
Sledovani dynamiky hladiny exprese cyklinu D1 v KD v pribéhu onemocnéni umoziuje
monitorovat dynamiku rozvoje nemoci. Pro spolehlivé potvrzeni prediktivniho vyznamu je
vSak nutné testovat vice vzorkii v dobé pied relapsem. V soucasnosti neexistuje protokol
urcujici nutnost vysetiovat KD v pritbéhu 1é¢by, proto jsou Casto k dispozici az vzorky
odebrané v ramci ,restagingu® pii relapsu nemoci a vzorky odebrané v kritké dobé pied
relapsem pro analyzu chybi. Teprve prospektivni studie, kterd bude méfit hladiny cyklinu D1
v KD odebrané v pravidelnych intervalech v pribc¢hu terapie, umozni urcit casovani a
frekvenci odbérii pro u¢inné sledovani 1écby a predikci relapsu. Je vSak nutné brat v tivahu
také etické omezeni pravidelné aspirace KD u pacientii v remisi. Nicméné se ukazuje, Ze
sledovani kinetiky terapeutické odpovédi, kterou pro pacienty s MCL miiZe poskytnout
meéteni hladiny exprese cyklinu D1 v KD, ma vétsi vypoveédni hodnotu nez prosté stanoveni
MRN v daném case. Proto 1ze doporucit odbér a kvantitativni analyzu KD v pravidelnych
intervalech v prib¢hu i po skonceni 1écby.

Cyklin D1 ma daleZitou tdlohu v deregulaci bunééného cyklu MCL a soucasné mize
méfeni hladiny exprese cyklinu D1 slouZit jako molekuldrni marker onemocnéni ke sledovéani
a predikci rozvoje choroby u pacientli s MCL. Predpoklddame tedy vyuZiti cyklinu D1 jako
markeru u dalSich onemocnéni, u kterych je overexprese cyklinu D1 popsédna v patogenezi.
Zejména se jednd o karcinom mlécné Zlazy a n€kterd zhoubna onemocnéni déti a dospélych,

. N 131-135
zejména Ewinglv sarkom a neuroblastom.

U téchto onemocnéni je ptitomnost
mikrometastdz v uzlin€ nebo MRN ve dfeni a periferni krvi vyznamnd pro odhad
prognézy.**"?’ Ocekdvame, Ze kvantitativni PCR miZe s pomoci vhodného nadorového

markeru, kterym by mohla byt exprese cyklinu DI, poskytnout prosttedek sledovéani

mikrometastdiz a MRN. Navic ma cyklin D1 u pacientek s nddory mlécné 7lazy vztah k
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terapeutické odpovédi. Suprese translace mRNA cyklinu D1 pomoci mikroRNA vedla
k omezeni proliferace nadorovych bunék.'*® Overexprese cyklinu D1 také tlumi ristové
inhibiéni d&inek anti-estrogenii a progestini vyuZivanych k 1é¢b& karcinomti mammy.'"'
ZvySena exprese cyklinu D1, cyklinu E1 a E2 je navic u pacientek s primarnim nadorem
mlécné Zlazy spojena s rychlejsi progresi a s agresivnéjSim prubéhem onemocnéni,'** ' coz
miZe ilustrovat podobné piimy vztah mezi hladinou exprese cyklinu D1 a prolifera¢ni
aktivitou, jak jsme prokdzali u pacientli s MCL. Zdsadni dloha cyklinu D1 v patogenezi
popsanych onemocnéni je zfejmd a analyza prostiednictvim qRT-PCR miiZe v budoucnu
pfinést nahlédnuti do regula¢nich mechanismli i vyuZiti exprese cyklinu D1 jako

molekuldrniho markeru nemoci, podobné jako jsme v této praci demonstrovali pro pacienty

s MCL.

Kromé kvantitativniho stanoveni mRNA cyklinu D1 jsme vyvinuli a zavedli novy
pfistup umozZnujici na kvantitativni drovni pfesné, spolehlivé a reprodukovatelné meéfit
hladinu exprese proliferaénich markeri. Prokdzali jsme G¢innost metodiky v cerstvé zmrazené
tkani, ale také pro archivni biopticky materidl. Kvantitativni PCR je v souCasnosti navic
technicky 1 finanén€ dostupnd na mnoha pracoviStich molekuldrni diagnostiky. Pfistup
pomoci qRT-PCR tak spliuje pozadavky klinickych studii, kterym pfesné a
standardizovatelné hodnoceni na kvantitativni drovni dosud chybélo, ackoli podle doporuceni
,Lymphoma, Leukemia Molecular Profiling Project“ je nutné zahrnout kvantitativni
stanoveni bun&éné proliferace do klinickych studii.”” S vyuZitim rutinng vyuZivaného
imunohistochemického vySetfeni vSak bylo dosud moZné miru proliferani aktivity pouze
odhadovat, coz je uvadéno jako tzv. semikvantitativni hodnoceni. Pro klinické aplikace je
technika imunohistochemického znaceni proteinu tedy madlo objektivni a tim nevhodnd.

V nasi studii jsme zavedli a prokdzali ucinnost metodiky qRT-PCR pro kvantitativni
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hodnoceni bunécné proliferace. Technika qRT-PCR tak md potencidl stit se rutinnim
nastrojem pro odhad prognézy v klinické praxi.

Protoze prognosticky vyznam imunohistochemicky stanovené proliferacni aktivity je
spolehlivé dokumentovan v pisemnictvi a my jsme v naSi studii prokazali korelaci zavedené
metodiky qRT-PCR s imunohistochemickym znafenim proteinu, predpokladdme
prognosticky vyznam detekce exprese mRNA pomoci qRT-PCR. Navic se ukazuje, Ze délka
preziti pacientl je zdvisld prdvé na kvantitativnim rozdilu progrese z faze G1 do faze S
bunécného cyklu,99 coz zdiraziiuje vyznam analyzy proliferacnich markerii na pfesné
kvantitativni tdrovni. Teprve rozsdhld prospektivni klinicko-patologickd studie muze
odpovédét na otdzky odhadu progndzy, stratifikace a individualizace 1é¢by na zdkladé méteni
hladiny mRNA prolifera¢nich markert. Hladina exprese topoisomerdzy Ilo mtiZze byt navic ve
vztahu k drovni sensitivity k inhibitorim topoisomerdzy Ila, které jsou soucasti 1é¢ebnych
protokolt MCL. In vitro je pozorovano, Ze buniky s vyssi hladinou proteinu topoisomerdzy Ila
jsou citlivéjsi k d¢inklim terapie zaloZené na inhibici plsobeni tohoto enzymu.m'146 Jak
vyplyva z funkce topoisomerdzy, kterd je odpovédnd za sprdvny zlom a znovuspojeni DNA
v procesu replikace a reparace, nasledkem vyfazeni enzymu je hromadéni zlomd, které buiika
v procesu reparace nespravné spoji, coz vede ke vzniku komplexnich zmén a spojeni DNA,

které jsou pro buiiku letdlni.”® '

Na zdkladé vztahu chemosensitivity k mnoZstvi proteinu
nalezeného v buiikkdch in vitro lze predpokladat, Ze pacienti s vysS§i tdrovni exprese
topoisomerdzy Ila budou 1épe reagovat na terapii inhibitory topoisomerdzy Ila a naopak

147 Pro

nemusi tuto agresivni terapii podstupovat pacienti s nizkymi hladinami exprese.
verifikaci vztahu hladiny topoisomerdzy Ila a chemoresistence k inhibitorim topoisomerazy

Ilo je tfeba dalSi klinickd korelace, dlouhodobé sledovani pacientli a navazujici klinicko-

patologickd studie. V budoucnu umozZni ziskand data vyuzit méfeni hladiny exprese
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topoisomerdzy Ila k indikaci terapeutickych ddvek na zdkladé individudlniho genetického
profilu nadoru, a tak postupovat v rdmci tzv. individualizované mediciny.

Vz4jemné spolu exprese mRNA Ki-67, topoisomerdzy Ilo a TPX2 korelovaly, coz
vyplyva z jejich podobného expresniho profilu v proliferujicich bunikach. Protein Ki-67 je
exprimovan v prub¢hu faze G1, S, G2 a M bunécného cyklu.90 Topoisomeraza Ila a TPX2
jsou exprimovény v prib&hu pozdni fize S, G2 a M.”> %" Protoze fiaze G1 miZe byt variabilng
dlouhd a bunka miZe pfed prichodem restrikénim bodem v pozdni fazi G1 béh bunéénym
cyklem zpomalit nebo dokonce zastavit, ddvé index Ki-67 spiSe informaci o schopnosti bunék
délit se ndZ o aktudlnim proliferujicim stavu bundk.” Jak vyplyva z regulace bun&ného
cyklu, kterou jsme uvedli v tivodu, bunka po prekondni restrikéniho bodu zpravidla bunécny

cyklus v kratké dobé dokonci. Proto exprese topoisomerazy Ila a TPX2, kterd je detekovina

Vv s

Vev s

prognosticky ukazatel pro pacienty s MCL,?* *

coz je ve shodé s jejich aplikaci jako
ptresnéjsich prolifera¢nich markera.

Ve své praci jsme nalezli korelaci mezi hladinou exprese cyklinu D1 a proliferacnimi
markery, topoisomerazou Ila a TPX2. Korelaci mezi Ki-67 a cyklinem D1 jsme neprokézali.
Predpokladame vliv odliSného expresniho profilu, kdy index Ki-67 je vedle fize S, G2 a M
bunécného cyklu exprimovan jiz v brzké fazi G1, tedy pted prichodem restrikénim bodem.
Vzhledem k variabilni délce faze G1 a moZnosti bunécny cyklus zastavit i v dobé, kdy jiz je
exprese Ki-67 zahdjena, muze byt index Ki-67 nadhodnocen a neni zcela pfesnym ukazatelem
aktivni proliferace.

Nicméné prikaznd korelace hladiny mRNA cyklinu D1 s markery buné¢né proliferace

exprimovanymi az po piekondni restrikéniho bodu poukazuje na zdvislost regulace priichodu

restrikénim bodem na hladin€ cyklinii D typu. Tim doklada, Ze fizeni bunééného cyklu se
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odehravd vice kvantitativné spiSe nez spuSténim aktivni proliferace po dosaZeni kritické
hladiny cyklinu D1. To je v souladu s modernimi poznatky fizeni bunééného cyklu, podle
kterych jsou klicové hladiny jednotlivych komplexti cyklin/CDK, které ovliviiuji vlastni
aktivitu a titruji aktivitu vlastnich inhibitort i inhibitort jinych komplexti cyklint s CDK.

Pro patogenezi MCL priikaz takové korelace znamend, Ze ¢im vyS$Si bude exprese
cyklinu D1, tim vySsi bude proliferace nddorovych bunck. Navrzend draha, kdy translokace
piimo pusobi transkripéni deregulaci a overexpresi mRNA cyklinu D1 a ta vede k patologické
syntéze proteinu cyklinu D1, pak muze byt doplnéna o posledni krok, a tim je pfima
,upregulace* pfechodu z faze G1 do faze S bunécného cyklu zvySenim proteinu cyklinu DI.
V préci jsme tedy objasnili vztah mezi stavem genetického materidlu, transkripéni aktivitou,
proteinovou syntézou a vyslednym efektem na proliferaci bun€k u MCL. Kromé nesporného
vyznamu cyklinu D1 a proliferaénich markerti v aplikované medicing, jsme tak napomohli

odkryt ¢ast regulacni drahy, kterd se uplatiuje pii maligni transformaci MCL.
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6 Zavér

Vypracovali jsme optimélni postup umoziujici pfispét k diferencidlni diagn6ze MCL na
molekuldrni drovni. Zavedend metodika poskytuje podporu diferencidlni diagn6zy MCL
s vysokou spolehlivosti, véetn¢ diagnostiky lymfomii extranoddlni lokalizace, a poskytuje
molekuldrni cil pro sledovidni dynamiky onemocnéni. Dosud bylo moZzné molekularné
sledovat pouze 30-50% pacientii s MCL nesoucich translokaci t(11;14) v MTC. Kvantitativni
detekce cyklinu D1 tak predstavuje vyznamné zlepSeni moZnosti molekuldarné podpofit
diagn6zu MCL a sledovat rozvoj onemocnéni (azZ 100% MCL pacientd s overexpresi cyklinu
DI1). VySetfeni hladiny exprese cyklinu DI umoZziiuje spolehlivou, citlivou a relativné
snadnou analyzu onemocnéni v KD, vcetn¢ stanoveni MRN. Korelace s klinickym stavem
onemocnéni prokdzala, Ze méfeni hladiny exprese cyklinu D1 jako nddorového markeru
onemocnéni v KD poskytuje vyznamnou informaci o rozvoji onemocnéni a reakci na terapii
na molekuldrni drovni a je vhodnym prostfedkem hodnoceni dynamiky onemocnéni v KD,
véetné dynamiky MRN. Sledovéani dynamiky hladiny exprese cyklinu D1 ve vzorcich KD je
spolehlivym ndstrojem monitorovani kinetiky onemocnéni a md vyznam v predikci relapsu
onemocneni.

Zavedli jsme techniku piesného a objektivniho méfeni exprese proliferacnich markerd,
které bylo dosud moZné hodnotit pouze semikvantitativné pomoci imunohistochemického
znaceni proteinu, coZ je pro objektivizaci vysledkl a tedy pro prospektivni klinické potieby
nedostacujici. Potvrdili jsme spolehlivost, reprodukovatelnost a objektivizaci hodnoceni miry
exprese prolifera¢nich markeri jako vyznamnych prognostickych faktori. Zavedend metodika
spliiuje pozadavky klinickych studii a otvird moZnost rutinniho vySetfeni prognostickych
faktori na kvantitativni drovni, jak je doporuceno v radmci mezindrodnich projektl

,Lymphoma, Leukemia Molecular Profiling Project.*
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Zjistili jsme uzky vztah mezi genem CCNDI, hladinou mRNA, patologickou expresi
proteinu cyklinu DI a proliferaéni aktivitou MCL, coZ napomohlo k objasnéni casti
regula¢nich mechanismi MCL na bunécné urovni. Pro deregulaci bunéného cyklu je klicova
zmeéna v regulované hladin€ cyklinu D1, kterd pomaha piekonat restrikéni bod v pozdni fazi
G1 a bunkdm poskytuje proliferaéni vyhodu. Klicovym mechanismem deregulace hladiny
cyklinu D1 je overexprese mRNA v dasledku translokace t(11;14). Vyznam ostatnich
mechanismu uplatiiujicich se v fizeni bunééného cyklu, jak jsou popsany v ivodu, zbyva dile
prostudovat. Navazujici experimenty in vitro mohou vzajemné vztahy gen, mRNA, protein a
fizeni bunécného cyklu experimentdlné ovefit a navrhovanou drédhu deregulace bunécéného

N

cyklu u MCL ddle rozsifit.
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7 Seznam pouzitych zkratek

ATM "ataxia telangiectasia mutated"
BCL-1 "B-cell ymphoma 1"

BL Burkittav lymfom

B-NHL non-Hodgkinav lymfom z B bunék
CDK cyklin dependentni kinaza

CDKi inhibitor cyklin dependentni kinazy
Cp "crossing point"

dNTP deoxyribonukleosid trifosfat

DTT dithiothreitol

ECOG "Eastern Cooperative Oncology Group”
FISH fluorescencni in situ hybridizace
IgH tézky fetézec imunoglobulinu

IPI mezinarodni prognosticky index

KD kostni dfen

LDH laktat dehydrogenéaza

LNA "locked nucleic acid"

MALT "mucosa associated lymhoid tissue"
MCL lymfom z bunék plasté

MIPI mezinarodni prognosticky index pro MCL
MRN minimalni residualni nemoc

MTC "major translocation cluster"

NHL non-Hodgkindv lymfom

PCR polymerazova fetézova reakce

gRT-PCR reverzni transkriptdzova kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case
RFI srelative fold increase”
RLN "reactive lymph node"

RT-PCR reverzni transkriptazova polymeréazova fetézova reakce
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