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Abstrakt

S rozvojom molekularno-biologickych metéd sa pozornost’ sustreduje aj na
moznosti detekcie minimalne rezidualnej choroby (minimal residual disease, MRD)
u solidnych nadorov. V nasej praci sa sustredime na dokaz pritomnosti MRD
u neuroblastomov. Neuroblastom je nador periférneho sympatického nervového systému,
ktory zahrfiuje az desatinu vSetkych detskych solidnych nadorov. Otazkou zostdva, Ci
pritomnost MRD v kostnej dreni bude mozné vyuzZit' ako nezavisly prognosticky znak.
S tym je spojena aj d’alSia otazka, aku techniku je k jej preukazaniu najvhodnejSie pouzit,
pripadne aky znak vySetrovat’.

K detekcii MRD u neuroblastomov je mozné vyuzit niekol’ko metodickych
pristupov, ktoré sa odliSuju nielen nakladnostou a pracnostou ale najmi senzitivitou
a Specificitou. Detekuju sa nadorové bunky v periférnej krvi alebo v kostnej dreni. Kostna
dreni je vel'mi ¢astym miestom metastatického postihnutia u neuroblastémov. Pri vstupnom
vySetreni kostnej drene pomocou Standardného cytomorfologického vySetrenia je pozitivita
zachytend uviac ako 85% pripadov neuroblastomu vysokého rizika. Koncentracia
nadorovych buniek je vSak cCasto v kostnej dreni alebo periférnej krvi v hodnotach
(predovsetkym v priebehu terapie alebo po jej ukonceni), ktoré st hlboko pod detekénym
limitom Standardnych vySetrovacich metod: cytomorfologické vysSetrenie, zobrazovacie
metody (MRI, CT, UZ), izotopové metédy (MIBG). V naSej praci boli preto pouzité
citlivejSie metody: reverzne transkriptazova polymerazova reakcia v redlnom case (QRT-
PCR), prietokova cytometria a imunocytochemicka metdda. Tieto metdody sme nasledne
porovnanli s cytomorfologickym vySetrenim, ktoré je schopné preukazat 1 nadorovu
bunku medzi 200 bunkami kostnej drene.

Nase $tadium je zamerané ako retrospektivne prospektivne, v ktorom boli vySetrené
vzorky od pacientov s neuroblastomom. Do S$tadie bolo zaradenych 46 pacientov od
ktorych sme ziskali 132 vzoriek kostnej drene. Porovnali sme vysledky z jednotlivych
vySetreni medzi sebou a u QRT-PCR aj korelacie sledovanych génov medzi sebou. V
nasom pripade sme dokazovali expresiu mRNA troch génov TH, PHOX2B, DCX, ktoré su
stabilne exprimované u neuroblastomov, ale nie su exprimované bunkami kostnej drene..
Podobnu senzitivitu ako pri RT-PCR je mozné dosiahnut’ pomocou imunocytochémie.
V naSom pripade dokazujeme antigén GD2, ktory je pritomny na povrchu
neuroblastomovych buniek, nie vSak buniek kostnej drene. Senzitivita vySetreni pomocou

prietokového cytometra je zavisla na zvolenom postupe a pocte vySetrovanych znakov



v kombinacii. Stanovili sme kombinaciu CD45/CD81"/CD56 . Pri tomto postupe sme
schopni dosiahnut’ senzitivitu 1 nadorovej bunky medzi 100-1000 bunkami kostnej drene.
Senzitivita a Specificita tychto vySetreni bola overend uz v in vitro modeloch.

Tieto vySetrenia sme porovnali s cytomorfologickym vySetrenim. V nasej studii
sme preukazali, ze QRT-PCR a imunocytochémia su citlivejSimi technikami pri detekcii
MRD nez prietoka cytometria a cytomorfologické vySetrenie.

Vysledky vySetrenia by mohli pomdct pri stanoveni vhodnej metody a
vySetrovaného znaku MRD u neuroblastomov. Na zéklade nami zistenych vysledkov sme

sa pokusili stanovit’ diagnostickt schému pre diagnostiku MRD u neuroblastomu.

KPacové slova: neuroblastom, QRT-PCR, prietokovd cytometria, imunocytochémia,

morfologia, kostna dren, periférna krv



Abstract

With a continuous development of molecular-biology methods more attention has
been paid to molecular detection of minimal residual diseases in solid tumors. In our study
we focused on detection of MRD in neuroblastoma. Neuroblastoma is one of
the peripheral neuroblastic tumors (pNTs) that accounts approximately forl0 percent of
all childhood cancers. The question raised however not answered until this day is whether
evidence of MRD in bone marrow may be used as independent prognostic factor in
diagnosis of neuroblastoma. Furthermore, it is important to establish what kind of testing
technique should be used and what values to look at.

There exist various methodologies in detection of MRD evidence in
neuroblastoma. These methods differ in cost and complexity, but mainly some of them are
more specific and sensitive than the other. Cancer cells may be detected in the blood as
well as in the bone marrow. Very often it is the bone marrow that is affected by the
metastasis in neuroblastoma, therefore 85% of all high risk neuroblastomas show positive
results in the standard cytomorphology tests of bone marrow. Low numbers of cancer cells
in bone marrow or peripheral blood (especially during or after the end of treatment) are
below the standard values of detection limit in most of the classic methodologies used:
cytomorphology testing, imaging techniques (MRI, CT, UZ), isothopic exchange methods
(MIBG). Because of this reason we chose more sensitive techniques in our study: real-
time reverse  transcription polymerase chain reaction, flow cytometry and
imunocytochemistry. Then these methods were compared with a cytomorphological
examination demonstrating 1 tumor cell between 200 bone marow cells.

Our study is aimed retrospectively in prospective examinations of samples from
patients with neuroblastoma. The study included 46 patients from whom 132 bone
marrow samples were obtained.

We used retrospective prospective study design to asses bone marrow in patients
diagnosed with neuroblastoma. The samples were taken from two locations and several
samples were assessedat different timepoints of patient's treatment. We compared the
results between each others and the amount of gene expression at by using QRT-PCR. In
our case we wanted to prove the evidnece of expression of three mRNA genes TH,
PHOX2B and DCX which are normally expressed in neuroblastoma, but are not expressed

by bone marrow. We expected similiar senisitivity that is known by RT/PCR also to be



found in imunocytochemistry. We proved that antigen GD2 was present on the cells of
neuroblastoma however =~ was not present in  bone  marrow  cells
The sensitivity of diagnosis by flow cytometry depended on the technique which was being
used and also on the number of diagnostic characters in combination. In our study we used
combination of CD457/CD817/CD56". In this procedure we are able to achieve a tumor
cell sensitivity of 1 to 100-1000 bone marow cells. The sensitivity and specificity these
investigations as already validated in in vitro models. We compared these examinations
with cytomorpholoical examination. In our study we have shown that QRT-PCR and
immunocytochemistry are more sensitive techniques for MRD detection than flow
cytometry and cytomorphology.

The results could be helpful in establishment of suitable method and in
understanding and in understandinh diagnostic character of MRD in neuroblastoma. On the
basis of our results we tried to establish the diagnostis scheme for diagnosis of MDR in

neuroblastoma.

Key words: neuroblastoma, QRT-PCR, flow cytometry, imunocytochemistry, morfology,

bone marow, peripheral blood
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1 Literarny prehlad

1.1 Neuroblastom

Neuroblastom (NBL) je maligny embryonalny nador detského veku odvodeny
z nezrelych a nediferencovanych buniek neuralnej listy, osidl'ujacich paravertebralne
sympatické ganglid, drefi nadobli¢iek a paraganglia. Pri¢ina jeho vzniku nie je znama. Je to
najCastejSi extrakranidlny solidny nador detského veku s incidenciou, ktord sa udava v
rozmedzi 7-10%. Priemerny vek v dobe stanovenia diagndzy sa pohybuje okolo dvoch
rokov (36% pacientov je mladSich nez 1 rok, 79% mladSich nez 4 roky a 97% pacientov
ochorenie do 10. roku zivota), veI'mi vzicne sa neuroblastom vyskytne 1 u dospelych
(Brodeur et al., 2002). Vek v dobe stanovenia ochorenia je vyznamnym prognostickym
faktorom (Breslow, 1971). Asi 70% priméarnych nddorov vznika v dutine bruSnej, z nich
polovica vychadza z drene nadoblicky a polovica z paraganglii a sympatickych ganglii
v bruSnej oblasti, 5% je lokalizovanych do panvovej oblasti a zvySnych 25% vyrasta
z ganglii krénej a hrudnej oblasti (Brodeur et al., 2002). Pre NBL je charakteristicka
znacna biologicka variabilita. Nadory nizkeho rizika ¢asto samovol'ne regreduja, pripadne
sa spontanne, ¢i pri liecbe diferencujii v ganglioneuroblastém a dokonca 1 v benigny
ganglioneurém. Vysoko maligna forma sa vyznacuje mimoriadne agresivnym priebehom
s neovplyvniteI'nou progresiou, nador rychlo rastie a v€asne metastazuje predovsetkym do
kosti, kostnej drene, lymfatickych uzlin a u najmensich deti do kozi a pecCene (Weinstein et
al., 2003). NBL vzniké vicsinou de novo, familidrny pévod s autozomalne dominantnym

typom dedi¢nosti je predpokladany len asiu 1 az 1,4% pripadov (Schell et al., 2013).

1.1.1 Incidencia neuroblastomu

V Eur6pe a severnej Amerike je nador rocne diagnostikovany u 8-9 deti na jeden
milion deti mladsich neZ pétnast’ rokov (Brodeur et al., 2002). V Ceskej republike je NBL
ro¢ne diagnostikovany asi u 20-25 novych pacientov. Polovica pripadov sa zachyti do
dvoch rokov, 70% do $tyroch a 90% do desiatich rokov veku (Stérba et al., 2004). U deti
mladSich nezZ jeden rok je najCastejSie sa vyskytujucim naddorom. Je povazovany za hlavna

pri¢inu timrtia u kojencov, ktori predstavuju 40% postihnutych. Vécsina pripadov (50%) st



deti do jedného az dvoch rokov veku, vzacne sa toto ochorenie objavuje u starSich nez Sest’

rokov (10%) (Schwab, 1999).

1.1.2 Prognostické znaky neuroblastomu

Vzhl'adom k rozdielnemu biologickému chovaniu nadoru je zrejmé, ze existuju
prognostické znaky, ktoré umoznuji zaradenie pacientov do rizikovych skupin.
Prognosticky vyznam veku pacienta v dobe stanovenia diagnézy (u kojencov je
priaznivejSi priebeh), klinického Stddia a tradi¢na histopatologickd klasifikacia
(ganglioneurém, ganglioneuroblastom a neuroblastom) bola zndma uz v sedemdesiatych
rokoch dvadsiateho storocia. V stcasnosti su identifikovné d’alSie prognostické znaky:

1. markery detekovatelné v periférnej krvi, kostnej dreni alebo v moc¢i: pomer hladiny
kyseliny vanilmandl'ovej k homovanilovej v mo¢i (pomer pod 1 je znamkou horsej
progndzy), sérova hladina ferritinu, laktatdehydrogenazy a neuronspecifickej enolazy -
vysoké hodnoty koreSponduju s nepriaznivou prognoézou (Pritchard and Hickman, 1994)
pritomnost CDI0" buneénej populacie v kostnej dreni je priaznivym prognostickym
faktorom (Riley et al., 2004), znizeny pocet lymfocytov v periférnej krvi je znamkou
menej priaznivej prognozy (Eckschlager, 1992)

2. histopatologicka klasifikacia (stupen diferencidcie, pritomnost’ alebo absencia
stromatu a kalcifikacii, pocet mitdz, karyorekticky a vaskularny index, expresia CD44 a
iné)- najvyuzivanejSie su hodnotenie podla Shimady alebo Joshiho, ktoré rozliSuju
neuroblastom vysokého a nizkeho rizika (Peuchmaur et al., 2003; Shimada et al., 1999)

3. genetické faktory nadoru: DNA index, pocet kopii onkogénu N-myc, delécia
kratkého ramienka 1. chromozému, index proliferacného nukledrneho antigénu (PCNA),
expresia P-glykoproteinu, expresia niektorych neurotrofnych faktorov NGF (Nerve Growth

Factor) a receptorov pre NGF (#rkA, trkB, trkC) (Goto et al., 2001).
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1.1.3 Klinické §tadia neuroblastomu

V stcasnosti sa aplikuje INRG (International Neuroblastoma Risk Group) staging
systém, ktory je zalozeny na rozsahu tumoru, pritomnosti metastaz atzv. rizikovych
faktoroch na zéklade zobrazovacich vySetreni IDRF (Image Defined Risk Factors),
spravidla. CT/ MRI a MIBG. Tieto faktory charakterizuji rast tumoru proti vitalne

dolezitym Struktiiram a cievam (Monclair et al., 2009).
Podl'a spomenutého stagingového systému INRG rozliSujeme Styri Stadia NBL:

L1: Lokalizovany nador bez vrastania do vitalnych Struktar, ktoré su definované
v zozname IDRF. Nador je lokalizovany do jedného kompartmentu — napriklad krk,

hrudnik alebo retroperitoneum
L2: Lokoregionalny nador s pritomnost'ou jedného alebo viacerych IDRF
M: Nador s pritomnost'ou vzdialenych metastaz, okrem $tadia Ms

Ms: Metastaticky nddor u deti do veku 18 mesiacov veku s metastazami do koze, peCene
a/alebo do kostnej drene.

V zésade mozno povedat’, ze INSS (International Neuroblastoma Staging System)
Stadium 1 zodpoveda zaradeniu do INRG L1, INSS 2 a 3 do INRG L2, INSS 4 do stadia
INRG M a INSS 4S do stadia Ms (Monclair et al., 2009).

1.1.4 Diagnostika neuroblastomu

NeoddeliteI'nou stucastou diagnostiky je bioptické vySetrenie chirurgickou cestou.
Dolezité¢ je =ziskat reprezentativhu vzorku tkaniva, ktoré sa nasledne vySetruje
histopatologicky, = imunohistochemicky a  takisto  geneticky na  pritomnost’
charakteristickych chromozomalnych aberécii s prognostickym vyznamom (N-myc, del 1p,
del 11q, gain 17q). Pri tomto chirurgickom zékroku by sa mala sucasne realizovat
1 trepanobiopsia kostnej drene z dvoch rozliénych miest bedrovej kosti (spravidla crista
iliaca anterior/ posterior) na detekciu postihnutia kostnej drene pomocou uvedenych

metéd (Jenco, 2014). Z pohladu patologie sa tumor hodnoti v sulade s kritériami
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klasifikacie INPC (International Neuroblastoma Pathology Classification), ktora vychadza
z takzvanej Shimadovej klasifikacie. Dokazom pre diagnézu NBL je jeho jednoznacné
patologické urcenie a zaroven zvysené hodnoty katecholaminov v sére a v moc¢i, pripadne
jednoznacény nalez buniek neuroblastomu v kostnej dreni — s nalezom neuroblastémovych
roziet. Standardné klinické a patologické vySetrenie viak nie vzdy dokaZe rozlisit medzi
jednotlivymi nddorovymi podtypmi, preto stale ddlezitejSiu tlohu zohravaji genetické
vlastnosti tumorovych buniek. Ich poznanie ndm pomaha odhalit’ biologické vlastnosti
nadoru (Brodeur, 2003).

Mechanizmus veduci k charakteristickej klinickej variabilite NBL nie je celkom
objasneny. Prognosticky vyznam jednotlivych znakov, ¢i uZz klinickych alebo
cytogenetickych je charakterizovany najcastejSie vplyvom na EFS (Evenet Free Survival),
¢i celkové prezivanie OS (Overal Survival). EFS udava cas od zaciatku lieCby do
akejkol'vek udalosti podl'a typu Stidie — progresia, rekurencia. OS — do analyzy su zahrnuti
vSetci pacienti v subore. Udava sa najcastejSie od zacCiatku lieCby a trva do datumu umrtia
pacienta z akejkol'vek pri¢iny alebo poslednej kontroly. Smrt’ z akejkol'vek priciny sa
povazuje za udalost’ (Reckova, Mego, 2007).
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1.2 Minimalna rezidualna choroba

Minimdalna rezidualna choroba (minimal residual disease, MRD) je definovana ako
subklinicka uroven ochorenia, kedy v priebehu terapie uz maligné bunky nie je mozné
detekovat’ konvenénymi postupmi (cytomorfolégia). V tejto situdcii sa pacienti nachadzaju
v kompletnej klinickej remisii, no naprieck tomu sa v ich tele moze vyskytovat az 10"
malignych elementov. Patrame po nich v kompartmentoch, ktoré st l'ahko dostupné
k vySetreniu a zarovent do nich nadory Casto metastazuju. Detekuju sa izolované nadorové
bunky z periférnej krvi (PK), kostnej dreni (KD), lymfatického systému a mozgomiesneho
moku pacienta. Tieto izolované nadorové bunky je na zaklade sucasnych znalosti mozné
povazovat’ za prekurzory mikrometastaz. MRD je taktiez charakterizovana pritomnost’ou
menej neZ 5% blastov v kostnej dreni (KD), &o zodpoveda rezidualnej nadorovej mase 10°-

107 buniek (Kubisz, 2006).

1.2.1 Vyznam sledovania MRD

MRD vysetrujeme pred zahajenim protinddorovej liecby (k upresneniu rozsahu
ohorenia = staging), v priebehu liecby (sledovanie odpovedi na liecbu) a po jej ukonceni
(v€asna zndmka nového vzplanutia ochorenia = recidiva, relaps). Prave zvySné bunky,
ktoré unikli lieCbe, mézu spdsobit’ relaps ochorenia (Campana and Pui, 1995). Sledovanie
MRD tak poskytuje vyznamny prognosticky faktor v liecbe niektorych malignych
hematologickych ochoreni ako su akutna lymfoblastickd leukémia (ALM), chronicka
myeloidna leukémia (CML) ¢i solidnych naddorovych ochoreni ako je napr. neuroblastom,
rabdomyosarkom, Ewingov sarkdom, meduloblastom a iné. PredovSetkym u Stepov
progenitorovych hematopoetickych buniek, ziskanych z periférnych kmetiovych buniek
(PBSC) alebo KD pacientov s neuroblastdmom sa javi vySetrenie MRD ako nevyhnutné
(Campana and Pui, 1995). Brenner a Rill jasne preukazali, Ze niektoré relapsy u ALL
aNBL st spdsobené kontamindciou autolognych Stepov nadorovymi bunkami, anie
pritomnostou nadorovych buniek, ktoré unikli megachemoterapii organizmu (Brenner et
al., 1993, Rill et al., 1992). Celoeurdpsky protokol pre liecbu NBL vysokého rizika (HR-
NBL-1/ESIOP) sktima vyznam MRD v PK, KD a PBSC. Vzorky sa odoberaju v presne
stanovenych okamzikoch v priebehu lieCby a detekuje sa dvoma nezavislymi metddami

(RT-PCR a imunocytochémia). Zatial’ sa zd4, ze bude nutné posudzovat’ metdédy oddelene,
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pripadne znaky pouzité k detekcii MRD a jednotlivé typy nadorovych ochoreni. Je vSak
zrejmé, ze v Stepe urCenom k autolognej transplanticii by nadorové bunky nemali byt
pritomné vobec, alebo len v minimalnom mnozstve. Moderné lieCebné protokoly usiluju
o dosiahnutie kompletnej remisie u pacientov s tymito ochoreniami, viac-menej casto
dochadza k relapsu ochorenia u takto lieCenych pacientov.

Sledovanie MRD je vyznamné pre presnejSiu stratifikaciu pacientov pri zacleneni
do liecebnych protokolov. Rozdelenie pacientov je zamerané predovsetkym na uc¢innejsiu
terapiu u pacientov s vysokym rizikom relapsu a redukciu lieCby u pacientov s nizkym
rizikom relapsu, ktorym by mohli nésledne hrozit’ sekundarne malignity vyvolané terapiou.
Ostava nedorieSenou otdzkou, ¢i je za relaps ochorenia moZné povaZovat izolovany
pozitivny nalez, ¢i je lepSie poCkat’ na opakovany zachyt, alebo eSte lepSie na stipajlice

mnozstvo nadorovych buniek (Fields et al., 1996).

1.2.2 Detekcia MRD

V sucasnosti sa MRD preukazuje radou sposobov. Pre hodnotenie dynamiky MRD
alebo vyvoja nadorovej infiltracie po zahdjeni protinadorovej lieCby stupa vyznam
kvantitativnych metod. Tie uruji nie len pritomnost’, ale aj mnozstvo nadorovych buniek
vo vySetrovanom materialy (Burchill et al., 2001; Cheung et al., 2003; Nagai et al., 2000).
Principom sledovania MRD je najst’ na nadorovej bunke taky znak, ktory bude niest’ cely
nadorovy klon a bude sa nim odliSovat’ od buniek zdravych. Tymto znakom moze byt
napriklad zmenend génova expresia, translokéacia, ¢i klondlna prestavba. S vyuzitim
molekularnej analyzy tohto nadorovo Specifického znaku je mozné sledovat’ ochorenie na

molekularnej urovni (Campana and Coustan-Smith, 1999).

1.2.2.1 Vhodné metédy a podmienky detekcie MRD

Metoda vhodné k vySetreniu MRD musi spifiat’ nasledujice poziadavky:

l. Detekcia subklinického relapsu ochorenia po ukonceni lieCby

2. Monitorovanie odpovede na protinadorovu lie¢bu

3. Minimdlna zat'az pacienta (mnoZzstvo vzorky, bolest’, celkova anestézia, atd’.)
4. Vysoka Specificita
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5. Technické a financnd dostupnost’

Molekularno-biologickymi metédami najcastejSie detekujeme Strukturalne alebo
numerick¢ aberdcie chromozoémov alebo expresiu mRNA Specifického génu.
Imunologickymi metdédami detekujeme pritomnost’ pre nador Specificky proteinovy
antigén, alebo skor nefyziologicky Specifickii kombinaciu antigénov (aberantna expresia
antigénov). U imunologickej a molekuldrno-biologickej detekcii sa ¢asto jedna o relativnu
Specificitu- dany imunofenotyp alebo Specifickd mRNA sa v skimanom tkanive
nevyskytuje, pokial’ v nej nie su pritomné nadorové bunky. Prikladom takejto relativnej
Specificity si monoklonalne protilatky proti NBL 6-19, 6-3, a5-5, ktoré reaguju
s mozgovym tkanivom a nadobli¢kami zdravého fétu, ale neviazu sa na Ziadnu z buniek
KD alebo PK (Frantz et al.,, 1985). Tieto protilatky teda nereaguji Specificky s NBL
bunkami, ale ich pozitivita v KD pacienta s NBL je celkom nepochybnym ddkazom
nadorovej infiltracie. Ako vel'mi perspektivny sa u NBL javi imunocytochemicky alebo
imunoflorescenncny dokaz pritomnosti antigénu disialoglosidu GD2 protilatkou (/4G2a)
(Mehes et al., 2003). Dal§im vhodnym prikladom je dokaz pritomnosti buniek 7d7T"
acCD3" vKD pri jej infiltracii ALL alebo lymfoblastickym T non-Hodgkinsovym
lymfémom. Bunky tohto imunofenotypu sa fyziologicky vyskytuja v kére tymusu, ale
nikdy nie v KD alebo PK (Campana et al., 1991). Inou moznostou modze byt vySetrenie
trojkombinacie CD45/CD81°/CD56° na bunkach neuroblastému prietokovym
cytometrom. Vylucenim buniek nesucich panmyelocytarny znak CD45 a zaroven dokazom
znaku CD81 a CD56 mozeme selektovat NBL bunky. Tento postup je mozné pouzit
k detekcii MRD v KD (Nagai et al., 2000). V molekuldrno-biologickej diagnostike sa tato
Lrelativna Specificita® uplatiiuje okrem iného pri detekcii MRD u NBL, kde s tuspechom
vyuzivame dokaz transkriptu mRNA génu pre tyrozin hydroyldzu (TH, enzym podiel’ajuci
sa na tvorbe nonadrenalinu a adrenalinu), neuroendokrinného proteinu 9.5 (PGP 9.5) a iné.
Vsetky tieto znaky su pritomne vo vysokom percente v bunkdch NBL, ale nikdy nie
v bunkach KD alebo PK. V sucasnej dobe nie je zndma ziadna konStantna translokicia,
ktoru by bolo mozné vyuzit' k priamemu, Specifickému dokazu NBL (Cheung et al., 2003;
Mattano et al., 1992; Naito et al., 1991).

Citlivost metody by vSak nemala byt jedinym kritériom vyberu. V urcitych
situaciach d’aleko viac zalezi na vol'be vhodného znaku alebo skusenosti pracovnikov-

menej citlivd metdéda moze byt prinosnejSia (Eckschlager and McClain, 1996). Vyssiu
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citlivost je mozné dosiahnut bud’ separdciou buniek nesucich vybrany znak
(imunomagnetickymi partikulami, podla imunofenotypu ¢i pritomnosti pre nador
Specifického proteinového antigénu prietokovym cytometrom- sorterom) alebo kultivaciou
(po kratkodobej kultivacii sa nddorové bunky mnozia rychlejSie a na ukor buniek
normalnych). V oboch pripadoch je nasledne pouzita imunologicka alebo molekularno-
biologickd metdda detekcie MRD (Berois et al, 1997; Kasimir-Bauer et al., 2001;
YerlyMotta et al., 1996). Nespornou vyhodou kultivaénych metdd je dokaz len proliferacie
schopnych ateda vitalnych buniek. Ostatné metdody mézu detekovat’ 1 nevitadlne bunky
a PCR dokonca DNA zrozpadnutych buniek. U FISH a RT-PCR je riziko dokazu
nevitalnych buniek menSie, pretoze v priebehu apoptozy alebo nekrdézy nastdva zmena
jadra, ktoru je mozné behom vySetrenia FISH zistit. Pri RT-PCR je nutna pritomnost’
mRNA, ktora je vSak v poskodenych bunkach rychlo enzymaticky degradovana. Z vyssie
uvedeného vyplyva, ze hlavnym predpokladom tspesnej detekcie MRD je vol'ba pre nddor
Specifického znaku (resp. kombindcie znakov) unikatneho pre nadorové bunky a vyber

vhodnej, teda dostatocnej citlivej metddy k jej preukdzaniu.
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Metoda Citlivost’ Podstata metody
metody
Morfologia 1:10° morfologicka odliSnost’ nadorovej bunky
Konvencna
cytogenetika 1:10° dokaz Specifickej chromozomalnej aberacie
dokaz Specifickej sekvencie DNA- chromozomalna
Southern blot 1:10° aberacia alebo mutécia
dokaz Specifickej sekvencie DNA- chromozomalna
FISH 1:10° aberécia
Imunologické dokaz pritomnosti nador Specifického antigénu
metddy 1:10* alebo kombinécie antigénov
dokaz Specifickej sekvencie DNA- chromozomalna
PCR 1:10° aberacia alebo mutacia
dokaz Specifickej sekvencie RNA- chromozomalna
Nested RT-PCR 1:10° aberdacia alebo mutacia

Tabul’ka 1 Porovnanie citlivosti metéd pouzivanych k detekcii MRD

Zasadnym problémom s ktorym sa pri stanoveni MRD stretavame, je vel'mi nizke
zastipenie nadorovych buniek vo vySetrovanych kompartmentoch, co je casto
komplikované samotnou odlisSnostou nadorovych buniek od fyziologickej populacie.

RieSenim je nutnost’ pouzitia vel'mi senzitivnych a Specifickych diagnostickych metod.
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1.3 Techniky detekcie MRD

Cytologicky i histologicky screening vzoriek kostnej drene je stale akceptovany ako
zlaty Standard pre pociato¢né urCenie $tadia u pacientov s neuroblastomom, no tieto
metddy s vSak nedostatoéné pocas alebo po terapii, pretoze nie je vzdy mozné detekovat’
infiltraciu nadorovych buniek pod 1% len samotnym cytomorfologickym vysetrenim. Pre
tento ucel boli stanovené nové metddy v poslednych dvoch desatroc¢iach, zalozené na
expresii biologickych (napr. imunologickych, cytogenetickych a molekularno-genetickych)
markerov cirkulujicich nddorovych buniek. ViacSina tychto technik preukazala znacne
vySSiu senzitivitu neZ cytomorfolégia. Vyuzivame pri tom spomenuté metody
molekuldrnej bioldgie, kam zaradujeme polymerdzovu retazovu reakciu (Polymerase
Chain Reaction, PCR,) a jej modifikécie: reverzne transkriptdzova polymerdzovi retazovi
reakciu (RT-PCR, Reverse Transcription PCR), kvantitativhu reverzne transkriptdzovi
polymerdzovu retazovu reakciu vrealnom case (QRT-PCR, Reverse Transcription
quantitative PCR). Dalsimi metéodami detekcie su prietokova cytometria (FC, Flow

cytometry) a imunocytochémia (IC, Imunnocytochemistry).
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1.3.1 Cytomorfologia neuroblastomu

Pociatocné¢ cytomorfologické vySetrenie s vyuzitim farbiva Wright-Giemsa
anaslednym ofarbenim nadorovych buniek je zahrnuté v odporucaniach INSS
(International Neuroblastoma Staging System). NajcastejSie sa MRD vysetruje v KD.
Avsak bunky NBL moézu uniknut ich mikroskopickej detekcii, kvoli ich relativne
nespecifickej morfologii najmé, ked st prezentované ako samostatné bunky. NavysSe
detekcia diseminovan¢ho ochorenia je naviac komplikovana nerovnomernou distribiciou
nadorovych buniek v tele, co moze viest k faloSne negativhemu vysledku pri vyuZiti
klasickej cytoldgie a histologie. Z toho dovodu bola pre preciznejSie posudenie infiltracie
KD vyzdvihnutd analyza odberu aspon dvoch punktatov bedrovej kosti (Mehes et al.,
2003). Nater KD je povazovany za reprezentativny a vhodny pre kvantitativne vykazanie
ochorenia ked’ je infiltracia nadorovych buniek >5%. V Case stanovenia diagnozy sa
odporuca bilateralna jadrova ihlova biopsia pre histologiu a IHC a bilaterdlna aspiracia KD
pre cytologiu, IC, QRT-PCR u vsetkych deti v dobe stanovenia diagnozy a v skupine deti
vysokého rizika v ¢ase vyhodnocovania odozvy na konci indukénej terapie. Dalsie dasové
body mozu byt Specifikované podla lieCebnych protokolov.

U mladsich alebo mensich kojencov sa jadrova ihlova biopsia neodportca, pretoze

vel'kost a kvalita biopsie nie je dostacujliica pre tak robustnu analyzu.

Cytomorfologicka detekcia okultnych nadorovych buniek je teda limitovana
urcitymi faktormi (morfologiou malych modrych gulatych buniek nadoru, nedostatoénym
mnozstvom nadorovych lozisk, nedostacujucou kvantifikaciou) (Mehes et al., 2003).
Bunky s okrahlymi jadrami, ¢asto, no nie vzdy vicSie nez malé lymfocyty zobrazujuce
granuléznu Struktiaru chromatinu a vzacne mnozstvo cytoplazmy povazujeme za pozitivne.
Nédor je tak tvoreny malymi uniformnymi bunkami s hyperchromatickym jadrom.
Nédorové bunky maji miniméalny lem cytoplazmy a tendenciou vytvarat' rozety. Bunky
zobrazujice nizke mnozstvo jadrového alebo cytoplazmatického podielu alebo s typickymi
morfologickymi rysmi hematopoetickych buniek st hodnotené ako negativne. Bunky
nachadzajice sa mimo alebo na hranici cytospinového ohrani¢enia st vylucené.
Diferencidlna diagnostika zavisi na lokalizacii primarneho nadoru a na klinickom Stadiu.
Histologicky je nevyhnutné odlisit’ ostatné detské nadory zo skupiny nddorov z ,malych
tmavych gulatych buniek®. Tam patria okrem NBL eSte maligné nonhodgkinské lymfomy,

Ewingov sarkom, rabdomyosardm a niektoré d’alSie vzacnejsie.
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Klasickym cytomorfoloickym vySetrenim nateru KD nepreukdzeme menej ako 2-

5% nadorovych buniek. To odpoveda priblizne 10"

nedetekovatel'nych nadorovych

buniek v celom organizme. Cytomorfologické vysSetrenie vacSinou nie je schopné

preukazat’ infiltraciu mensiu nez 1-0,1%. Toto vySetrenie preukaze jednu nadorovu bunku

medzi 200 bunkami kostnej drene. Cytocentrifugaciou alebo separaciou vySetrovanej

vzorky je mozné citlivost’ metoédy zvysit' az na 1% (Janossy et al., 1988).

Metoda Citlivost’ Rychlost’ Naro¢nost’ | Naklady
Morfolégia 1:10 1 defi o nizke
Prietokova 1:10* 1 defi o nizke
cytometria

RT-PCR 1:10° 2-3 dni ok stredné
QRT-PCR 1:107° 2-3 dni ok vysoké

Tabul’ka 2 Porovnanie technik v zavislosti od citlivosti, rychlosti, narocnosti

a nakladnosti (* oznacuje naro¢nost’ na pracovnikov)
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1.3.2 Prietokova cytometria

Prietokovd cytometria (Flow Cytometry, FC) je =zaloZzend na analyze
mikroskopickych cCastic (bunky, chromozdémy), ktoré prechadzaju detekénym systémom v
prade roztoku. Umoziluje to simultdnnu analyzu viacerych parametrov a charakterizaciu
tisicov Castic za sekundu. Detekény systém sa obvykle skladd z jedného alebo viacerych
laserov, ktoré spdsobuju excitaciu fluorochromov naviazanych na protilatkach do vyssieho
energetického stavu a emisiu foténov. Z hladiska imunologie je mozné stanovit’ priamu
viazbu fluorescencne znaceného antigénu na povrch buniek. V sucasnosti je komercne
dostupné¢ vel'ké mnoZzstvo fluorescen¢ne znacenych protildtok. Moderné prietokoveé
cytometre maji vysSi pocet detektorov a umozZiuji simultdnne viacndsobné znacenie
protilatkami. Niektoré z nich vedia digitdlne zobrazit' jednotlivé bunky a lokalizovat
fluorescencny signdl priamo na ich povrchu. Z hladiska imunolégie je tak mozné nielen
stanovit’ imunologicky stav, ale urobit’ aj imunofenoptypizaciu hematopoetickych buniek v
rozdielnom §taddiu dozrievania (Robinson et al., 1996).

V detekcii MRD vyuzivame prietokova cytometriu predovSetkym dvoma

sposobmi:

1. Identifikacia pre nador Specifického antigénu alebo antigénnej kombinécie

2. Detekcia DNA aneuploidnych buniek

Vel'mi zriedkakedy najdeme len jeden antigén, ktory je Specificky pre nadorovu bunku.
Vicsinou sa jedna o unikatnu kombindciu neSpecifickych antigénov. Najlepsie
prestudovanymi su leukocytarne antigény. Vyskytuja sa nielen na normalnych leukocytoch
ale taktiez na bunkdch leukémii ¢i lymfémov. Predovsetkym pri ich diagnostike je
prietokovy cytometer nezastupitel'ny. Stale CastejSie je pouzivany u solidnych nadorov. Pre
cytometrickt analyzu DNA je vypracovana rada postupov, z ktorych najzndmejSie su r6zne
modifikacie farbenia podla Vindelova (Robinson et al., 1996). Meria sa relativna
fluorescencia farbiva (propidium jodid), ktoré sa stechiometricky viaze na jaderni DNA.
Nie je moZné preto vyhodnotit’ presny pocet chromozémov, ale len obsah DNA vztahujici
sa k zndmemu diploidnému Standardu. Prietokovym cytometrom stanovujeme DNA
ploidiu a vyjadrujeme ju DNA indexom (DI). Ten udéava, kol'ko krat je obsah DNA
v nadorovej bunke zmnoZeny oproti obsahu DNA v normdlnej bunke vo faze Gy/G;
bunec¢ného cyklu (bunky v Gy a G; fize nie je mozné prietokovym cytometrom odlisit).

U DNA aneuploidnych nadorov je tieZ mozné k detekcii MRD pouzit’ cytometricki DNA
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analyzu (Campana, 1993). Pozitivny vysledok je definovany ako zhluk najmensich 10-20
FC signalov v dot plot (Campana and Coustan-Smith, 2002). Falo$nu negativitu moze
sposobit’ prechodnd alebo aj trvald zmena vlastnosti nddorovych buniek po chemoterapii
pri zachovani ich vitality (Campana et al., 1991). Hlavnou vyhodou prietokovej cytometrie
je rychlost’ vysetrenia, mnoZstvo vySetrenych buniek (10°* buniek/min) a nizke naklady

(Eckschlager at al., 1999).

Obecne je ale mozné povedat, ze molekularno-biologické metdody dosahuji vysSiu
citlivost’ nez prietokova cytometria. Z nutnosti identifikovat’ zriedkavé nadorové bunky
medzi prevazujucou fyziologickou populdciou vyplynula potreba viacfarebnej prietokove;j
cytometrie, ktord umoznila dosiahnut’ senzitivitu 10™, ale aj napriek tomu sa stretavame
s analyzou na hranici technickych moZnosti cytometra. Dalsou komplikaciou byva
nestabilita imunologickych profilov nddorovych buniek ako aj v priebehu ochorenia, tak
predovSetkym v priebehu lieCby. Selekény tlak vytvarany protinadorovou terapiou vSak
moze viest' k selekcii povodne minoritnych klonov a néaslednej zmene imunologickych
charakteristik nadoru, ¢o nemusi byt pri analyze MRD vychadzajiceho z imunofenotypu
stanoven¢ho pri diagndze zistené a moze viest' k chybnej interpretacii vysledku. Tento
vysledok je vSak vykapeny jednak dlhSou dobou laboratornej odozvy, vysoko Specifickymi

poziadavkami na kvalitu preanalytickej fazy a v neposlednej rade i cenou za vySetrenie.

1.3.2.1 VyutZzitie prietokovej cytometrie pri stanoveni MRD

Vyuzitie FC- kombinacie CD45, CD56, CD8I1, CD99, EpCAM, GD2,
mMYOD, ,myogenin a CD271 spolu s inymi Specifickymi markermi ako si B-bunky
(napr. CDI19) aT-bunky (napr. ¢,CD3)sa javi ako obzvlast' uzito¢nd a rychla pre
diagnosticky screening nadorov detského veku. U vSetkych pediatrickych solidnych
tumorov bol najcastejSie skimany marker CD56, ktory je u nich najviac exprimovany.
AvSak mnoZstvo vakom je exprimovany zavisi od jednotlivych subtypov nadorov
Najvyssie hodnoty expresie boli detekované u NBL a PNET (Primitive Neuroetodermal
Tumor). CD9 a CD81 ako jednotlivé markery boli na zédklade heterogenity a variability
expresie oznacené ako klinicky limitujice z hl'adiska diferencidlnej diagnostiky medzi
NBL a inymi nadormi detského veku. AvSak v kombindcii s inymi molekulami prispievaju

k rozliSeniu NBL a PNET (Ferreira-Facio et al., 2013).
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K detekcii MRD u NBL je najcastejSie pouzivana antigénna trojkombinacia CD45
/CD81"/ CD56", pripadne CD45/CD9"/CD56" (Komada et al., 1998; Nagai et al., 2000).
Studia preukdzala, Ze tento imunofenotyp sa nenachadza na nenadorovych bunkach.
Neuroblastom vSak nie je jediny solidny nddor detského veku, ktory tento imunofenotyp
exprimuje. Imunofenotyp CD45/CD81°/CD56" nie je $pecificky len pre NBL a nie je
mozné ho preto pouzit’ k jeho jednoznacnému preukazaniu. Je detekovatel'ny nielen u NBL
ale i ostatnych malignych nadorov. M6zZeme ho teda vyuzit' k ich odliSeniu od benignych
afekcii. Nevyhnutnou podmienkou je vSak preukazanie vysokej expresie v primarnom
nadore. Zaroven je zaujimavy pomerne nizky vyskyt expresiu u Ewingovho sarkomu (ES).
Napriek tomu, ze NBL a ES maji rovnaky povod neuroektoderme, nemé pribuzny pdvod
tychto nddorov vplyv na expresiu CD45/CD81"/CD56 . Vysetrovanie MRD ES v KD
dokazom imunofenotypu CD45/CD81°/CD56" je mozné doporu¢it len so znalostou

expresie v primarnom nadore.

Prva triple-colour prietokova cytometria bola vyvinutd na detekciu rozSirenych
neuroblastomovych  buniek v periférne; krvi avkostnej dreni Komadom
a spolupracovnikmi. Vzorka bola zaloZzend na detekcii uz spomenutych kombinacii
antigénov CD9", CD56" a CD45". Rozne in vitro $tudie potvrdili zhodnu expresiu CD9" na
neuroblastomovych bunkdch. CD9 reaguje s24-kDa typ III transmembranovym
proteinom, ktory je exprimovany na krvnych dostickach, epitelidlnych a endotelidlnych
bunkach, monocytoch, aktivovanych T-bunkach, svalovych bunkach a pod. (Komada et al.,
1986). CD56 reaguje s izoformou 175/220kDa glykozylovaného antigénu prezentovaného
na NK bunkach (natural killer cells), podskupine CD4" a CD8" T-buniek v periférnej krvi,
odvodenych nervovych bunkéach, velkych granulovanych lymfocytoch, pri myleoidne;j
leukémii, neuroblastomu, malych buniek plicneho karcindmu a myelému (Lipinski et al.,
1987). CD45 reaguje s izoformami leukocytarnych antigénov l'udskych bielych krviniek,
lymfocyty, monocyty, granulocyty. Nie je exprimovany v bunkdch NBL lini. CD81
identifikuje 26-kDa transmembranovy protein typ III (TAPA-1), ktory zohrava ulohu
v raste buniek a a signdlnej transdukcii. Je exprimovany na bunkach hematopoetického
povodu, bunkdch NBL, navySe je pritomny aj na endotelidlnych a epitelidlnych bunkach
(Oren et al., 1990). Komadova prietokova cytometria bola neskor modifikovana Nagaiom
a spolupracovnikmi. Ti nahradil marker CD9 za CDS§I, pretoze mali podozrenie, Ze

interakcia medzi CD9 a krvnymi dostickami mdéze viest' k ich agregacii a prietokovy
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cytometer ich vyhodnoti ako pozitivny. A prave trombocyty st v CD45 frakcii
vySetrovanej vzorky pritomné vo velkom mnozstve. PodstatnejSou nevyhodou CD9 znaku
je slabSia pozitivita alebo UpIlné chybanie vo vzorkach primarnych nadorov
a neuroblastomovych linii oproti znakom CD81 a CDS56, ktoré st exprimované stabilne.
Expresia imunofenotypu CD45/CD9"/CD81" je teda znacne preukazana aj v rade d’alich
solidnych nadorov detského veku (nefroblastomy, lymfémy, maligné mezenchymalne

nadory, Ewingov sarkém) (Komada et al., 1989; Nagai et al., 2000).

CD45-/CDSE+ [NB3-1]
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Syto 16 [NB3-1] S36994.00 5370 COA5-/CDGG+ [NB3-1]  593511.00 6938
CD45-/CDSE+ [NB3-1] 68351100 69.39 COEE+/CDE1+ [NB3-1] 60330100 6939

Obrazok 1 Vysledok vysetrenia FC- preukézanie buniek nestcich fenotyp CD45/CD56"
v KD pacienta s NBL
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1.3.3 Imunocytochémia

Imunocytochémia je metoda, ktord vyuziva vdzby spravidla monoklonalnych
protilaitok na nadorové, (nikdy nie normalne, hematopoetické) antigény. Naviazana
protilditka sa enzymaticky detekuje a prebehnutd reakcia sa posudzuje vo svetelnom
mikroskope (Kvalheim, 1998). RozliSenie svetelného mikroskopu umoznuje detailnejSie
hodnotenie cytomorfoldégie imunopozitivnych alebo imunonegativnych buniek, o je
dolezité pri rozoznavani medzi NBL bunkou a hematopoetickou bunkou s naviazanym
antigénom ako je napr. makrofdg. Na imunocytochemicku detekciu je preferovana
metodika zaloZena na baze alkalin-fosfatu na rozdiel od chrenovej peroxidazy (HRP), kvoli
vyhnutiu sa falo$ne pozitivnym vysledkom a nadbyto¢nej expresii enzymu v nenadorovych
bunkéach KD. Citlivost metody sa pohybuje podl'a jednotlivych literarnych udajov od 1:10*
- 1:10° (Moss, 1999). Je ovplyvnena poétom vySetrovanych buniek a rovnako tak aj
vyberom vhodnej protilatky. T4 musi byt maximalne Specifickd a zaroven dostatoCne
citlivd. Va¢sinou sa vyuziva zmes réznych epitopov pre dany antigén, napr. proti
cytokeratinu (CK) A45-B/B3. Cytokeratin je protein, ktory sa vyskytuje na epitelidlnych
bunkach aj nadorovych (karcindm), ale nikdy na bunkach KD alebo PK. Téato protilatka sa
vyuziva ako Standardny znak pre dokaz mikrometastaz epitelidlnych nadorov v KD.
Prospektivne klinické Studie ukdazali, ze imunologické metddy zalozené na anti-CK
protilatke mozu pomoct’ ur¢it’ skupinu pacientov, ktory maji v dobe stanovenia diagnozy
pritomnt MRD v KD, tym spresnit’ rozsah ochorenia (Bischoff et al., 2003; Braun et al.,
2000; Moss, 1999). Metoda naviac umoziuje presnejsie posudit’ morfologiu vysetrovanej
bunky (velkost, tvar) a tym rozoznat'" napr. bunky NBL od bunieck KD alebo PK. Pri
imunocytochemickom ako aj v imunofluorescencom vysetreni sa najskor automaticky
vyhl'adaji podozrivé bunky a ich stradnice sa uloZia do pamiti pocitaca. Jednotlivé bunky
st potom individualne posudzované na zaklade pocitacového a mikroskopického
zobrazenia. Bunky musia byt viditelné ako silne Cerveno ohranicené po celej oblasti
bunkovej membrany a cytoplazmy. Slabé sfarbenie a sfarbenie obmedzené na subcelularne
kompartmenty bunky sa povazuje za negativne. Bunky obklopené pozitivhym znacenim
amorfného tvaru st vyluc¢ené (Mehes et al., 2001). Pouzivanad imunocytochémia, ktora pre
dokaz NBL buniek pouziva rovnaky antigén GD2 anaviac moZe presnejSie posudit
morfologiu vySetrovanej bunky (jej velkost’, tvar, uloZenie a velkost’ jadra) a tym rozoznat’

NBL bunky od buniek KD a PK. Imunocytochemické metddy moézu vykazovat' falo$ne
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pozitivne vysledky. To mdze byt zapriCinené prijatim GD2 nadorovej bunky
hematopoetickymi bunkami. Velmi malé¢ mnozstvo zrelej plazmy buniek produkuje
protilatky proti alkalin-fosfataze, o moze viest’ k falosnej pozitivite, predtym ako reaguju
priamo s enzymom (Borgen et al., 1998). Nelegitimna expresia cielového antigénu,
krosrekativita aplikovanej monoklondlnej protilatky a interakcia medzi protilatkami a
receptormi leukocytov moézu takisto viest' k falosne pozitivnemu vysledku. Nevyhoda
imunocytochemickych metdd zahiiia obmedzenia, ktoré sa tykaju multiparametrickej
analyzy. Z dovodu chemickej povahy arozmeru chromogénov, len dva separované
markery, moézu byt detekované vrovnakom case (Combaret et al., 1989).
Imunnocytochémia je relativne lacnd metdda, pretoze nevyzaduje Ziadne Specifické

pristroje, okrem klasického svetelného mikroskopu.

1.3.3.1 Vyuzitie Imunocytochémie pri stanoveni MRD

V detskej onkoldgii ma tato metdda najvacsi prinos u NBL. Jeden z najddlezitejSich
antigénov exprimovanych na nadorovych bunkach neuroektodermalneho pdvodu vratane
neuroblastomu a melanému je GD2 disialogangliosid. U pacientov s NBL bolo zistené, ze
maji vyznamne zvySené hladiny volnych GD2 v sére v porovnani so zdravymi detmi
a s det'mi, ktorym bol diagnostikovany iny typ nadoru. Protildtkou proti diasialoglosidu
antiGD2 (14GD2) sa nadorové bunky preukazuja v KD, popripade v PK. Infiltracia GD2
pozitivnych buniek KD mé negativny dopad na prezitie u pacientov s tymto ochorenim
(Corrias et al., 2008). GD2 je stabilne exprimovany na bunkach nadoru a je zachovany aj
v priebehu lieCby ochorenia (Kramer et al., 2001). GD2- IC analyza mdéze mat’ potencial

pri rozliSovani rozliénych rizikovych skupin pacientov.

26



Obrazok 2 Bunky neuroblastomu znacené GD2 protilatkou
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1.3.4 QRT-PCR

Polymerazova retazova reakcia (PCR, Polymerase Chain Reaction) je reakcia
zalozend na enzymatickej amplifikacii Specifického useku nukleovej kyseliny, ktory je
lokalizovany medzi parom primerov (oligonukleotidov). Cely proces mézeme rozdelit’ na 3
zakladné fazy: denaturacia, anneailing (hybridizaciu) a syntézu. V cyklickej reakcii v 3
odlisnych teplotnych fazach dochddza k syntéze milibnov kopii sekvencie DNA
(McPherson, Moller 2000).

Metdéda PCR mé v dneSnej dobe radu variant a modifikacii, zakladny princip tejto
metddy vSak zostava rovnaky. Zasadnou modifikaciou klasickej PCR je kvantitativna
polymerazova ret'azova reakcia (qQPCR) v redlnom case alebo real-time PCR (McPherson,
Moller 2000). Na rozdiel od ostatnych modifikacii PCR, kde detekujeme aZ vysledny
produkt (end-point detection), tu mdéZeme sledovat’ prirastky DNA behom kazdého cyklu.
Zakladnou zmenou oproti klasickej PCR je fluorescencny substrat, ktory sa dokaze
naviazat’' na DNA a pristroj, ktory tato fluorescenciu dokéze zachytit’ (Logan et al. 2009).
PCR mo6ze byt pouzitd ipre amplifikiciu RNA. Pri reverzne transkriptdzovej
polymerazovej retazovej reakcii (RT-PCR) prepisujeme vyizolovani RNA do ¢cDNA a tu
potom nésledne pomocou PCR amplifikujeme (Bustin et al. 2005). Prepis RNA do cDNA
nam umozni sledovat’ génovou expresiu na urovni mRNA. Z technického hladiska RT-
PCR detekcia tkanivovo-Specifického markeru vyzaduje znalost génovej sekvencie
a intron-exon spojenia, ktoré ulahcuje vyber oligonukleotidovych primerov pre RT-PCR
(Qui et al., 1990). Detekcia MRD pomocou metody QRT-PCR je v podstate stadium
génovej expresie, kde h'adanym znakom nddorovych buniek je informacn4 messengerova
RNA. Nadorové bunky sa od normélnych zdravych buniek na molekuldrnej Grovni liSia
svojim expresnym profilom, to znamena Ze naddorova bunka exprimuje iné gény zo svojej

vybavy, €o sa prejavi zmenou mnoZstva a spektra exprimovanej mRNA.

V principe PCR amplifikacia tkanivovo-Specifickej mRNA pontka niekolko vyhod

v porovnani s metddami zaloZenymi na baze proteinov:

a) RNA je vel'mi nestabilna v extracelularnom prostredi, jej detekcia by mala

indikovat’ pritomnost’ nadorovych buniek v tkanive alebo telesnej tekutine
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b) tkanivovo Specifickh mRNA mdze indikovat’ pritomnost’ naddorovych buniek

napriek negativnemu proteinovému testu (Hrstka et al., 2014).

RT-PCR amplifikacia tumor-Specifickej mRNA bola prvy krat pouzita pri detekcii
t(9;22) translokaciechronickej myeloidnej leukémie (Lee et al., 1987). QRT-PCR
v porovnani s klasickou RT-PCR umoznuje preciznejSiu kvantifikaciou jednej alebo
viacpocetnych mRNA v klinickych vzorkach. Touto metédou sme schopni rozlisit’ jednu
nadorovii bunku medzi 10° buniek kostnej drene. Predovietkym tam kde k preukazaniu
mRNA nevyuzivame Specificku translokéciu, ale len Specificku expresiu génov (TH, DCX,
PHOX?2B), nie je mozné priame meranie absolutneho poctu buniek, pretoze uroven
cielove] mRNA moZe byt v bunke roézna. Odlisny nador, odliSna expresia. To je hlavne
dolezit¢ pre definovanie klinicky relevantnej hladiny MRD pri stanoveni diagnozy
a neskor aj pocas ochorenia. Hlavnou podmienkou pre ziskanie presnych vysledkov je
vyber optimalnej referenénej] mRNA v pomere ku ktorému normalizujeme mnozstvo

testovanej mRNA (Beillard et al., 2003; Viprey et al., 2007).

Pri niektorych vySetreniach sa vyuzivaja cielovo-Specifické kalibratory, ktoré
umoziuju presni kvantifikiciu transkriptu. Dalej tak hodnotu transkriptu housekeeping
kontrolného génu musime povazovat’ za relativnu kvoli inter-assay variabilite. No prave
extrémna citlivost’ tejto techniky ma tendenciu viest k tvorbu faloSne pozitivnych
vysledkov, pokial’ nie st dodrzané dostatocné opatrenia aby sa zabranilo kontamindcii
vzoriek. Falo$na pozitivita moze byt sposobend pri nelegitimnej transkripcii. Aj ked’ je
pocet tychto transkriptov v neziadticich bunkach vel'mi nizky (odhadovany pocet je jedna
molekula mRNA na 100-1000 buniek) vo vysledku to moze mat za nasledok faloSni
pozitivitu vzoriek vzhl'adom na vysoku citlivost RT-PCR. Napriklad neurdn-Specificky
marker PGP 9.5 sa ukédzal byt pritomny v obmedzenom mnoZstve v normalnych bunkach
KD. Pseudogény modzu taktiez vykazovat faloSni pozitivitu. Kvoli nedostatku ich
intronovej sekvencie RT-PCR amplifikacia pseudogénov bude viest' k tomu, Zze PCR
produkty nebudt rozpoznatel'né od tych, ktoré si uvolnené z mRNA. Sucasné¢ RT-PCR
testy na detekciu CTCs a mikrometastdz su limitované nedostatkom tkanivo-Specifickych
markerov u solidnych tumorov. Nasledkom toho sa falo$ne pozitivne vysledky objavia v
nespecifickych markeroch ako je albumin, epitelidlny membranovy antigén, estrogénové
receptory a testuju sa v kontrolnych vzorkach. A to hlavne v pripade ked’ st tieto

nedostato¢ne Specifikované markery testované v komplexnych tkanivach obsahujicich
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réznorodé typy buniek, napriklad v KD a lymfatickych uzlinach (Mehes et al., 2003).
Pretoze je vicSina markerov u solidnych tumorov tkanivovo-$pecificka, samovolné
uvedenie normalnych alebo benignych buniek v obehu po invazivnych procedtirach moze
takisto viest’ k falosnej pozitivite PCR vysledkov. Falosne pozitivnym vysledkom moézeme
zabranit'® planovanim RT-PCR testov niekolko tyzdinov po akejkol'vek invazivnej
procedure (Mehes et al., 2001). FaloSne negativne vysledky mézeme ocakavat’ pri detekcii
okultnych nadorov buniek v pripade, kde je ocakévand nizka uroven signalu. Inhibitory
pritomné v niektorych tkanivach alebo telesnych tekutinich mozu zniZovat' senzitivitu
PCR. Preto je nevyhnutné vykonat’ bezpecné kontroly pre amplifikiciu RNA alebo DNA
vo vzorke. To je nasledne vykonané zosilnenou amplifikaciou konStitutivne pritomného
transkriptu ako je napr. aktin. Falo$nd negativita vysledkov mdze byt zapriinena aj
v dosledku technickych nedostatkov ako je vynechanie roztoku alebo ¢inidla, alebo moze
nastat’ problém pri spracovavani vzorky, pretoze len par mililitrov periférnej krvi je
analyzovanych v urcitom ¢ase. Neskor to moze byt spdsobené preruSovanym vylu¢ovanim
nadorovych buniek do obehu. Tento problém je mozné odstranit sekvenénym
vzorkovanim, ktoré je definované ako analyza pocetnych vzoriek krvi v rozliénych
casovych odstupoch. Falosne negativne vysledky mozu byt taktiez zapriCinené aj znizenou
regulaciou cielového génu v dosledku terapie (napr. hormondlna liecba) alebo
pritomnostou nedostato¢ne diferencovanych subklonov, ktoré neexprimuji testovany
tkanivovo-Specificky marker. Vyuzitim viacpoCetnych markerov je mozné redukovat

vznik falo$ne negativnych vysledkov (Mehes et al., 2003).

Kvantitativne PCR metddy su vSak neschopné odhadnit’ mnoZzstvo pritomnych
nadorovych buniek v testovanej vzorke mRNA, pretoze transkripné tempo (mnoZstvo
cielovej mRNA) je rozlicné medzi individudlnymi nddorovymi bunkami. Tento fakt
signifikantne limituje hodnotu kvantifikdcie PCR pri detekcii okultnych nadorovych
buniek. Kombindcia dvoch alebo viacerych moZznych technik sa javi ako najlepsSia moZznost’
ako prekonat’ problémy s faloSne negativnymi alebo falo$ne pozitivnymi vysledkami pri
detekcii vzacnych nadorovych buniek. Napriklad kombinacia imunocytologickych a PCR
technik mdéZe byt pouZzitd na zredukovanie rizika faloSne pozitivnych alebo falo$ne

negativnych vysledkov.
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1.3.4.1 Vyuzitie QRT-PCR pri stanoveni MRD u NBL

Sutterheim a jeho spolupracovnici vo svojej Studii prestudovali kandidatne gény zo
SAGE kniznic, ktorych vysoka expresia bola identifikovana v neuroblastbmovom tkanive
anaopak nizka alebo ziadna hladina v nenddorovom tkanive. Na zidklade expresie
detekovanej prostrednictvom metédy QRT-PCR vybrali markery na porovnanie s GD2.
Porovnanim tychto markerov zistili, ze vSetky boli exprimované v NBL bunkach, ale so
znacnou variabilitou. Nasledne vytvorili skupinu najvhodnejSich génov pre KD a PK
uNBL. Gény PHOX2B (Paired-like homeobox 2b) TH (Tyrosine hydroxylase) DDC
(Dopa decarboxylase aromatic L-amino acid decarboxylase)) CHRNA3 (cholinergic
receptor, nicotinic, alpha 3) a GAP43 (Growth associated protein 43) boli stanovené pre
panel vzorieck KD. Gén DBH  (Dopamine beta-hydroxylase (dopamine beta-
monooxygenase) bol preukazany ako vhodny marker pre PK. Medzi PHOX2B, TH, DDC
a DBH je zna¢na korelacia v expresii mRNA, vSetky Styri s u NBL exprimované a
mézeme ich vyuzit’ k detekcii. Biologicky vyznam génov CHRNA3 a GAP43 je vSak
menej znamy a vyzaduje d’alSie Stadium (Stutterheim et al., 2009). Na zaklade vykonanych
Stadii sa PHOX2B javi ako najvhodnej$i marker k detekcii MRD u NBL. Nebol
exprimovany u zdravych kontrol v KD ani PK. Vysledok analyzy poukazuje na jeho
vysoku $pecificitu pri detekcii (Cargnin et al., 2005). Uroveni hladiny uz spomenutého
DDC v KD aPK je nizSia a tato Groven nie je pre nds uzitocnd a spolahliva az v takom
rozsahu ako urovenn TH pri detekcii ochorenia. Vysokd hladina 7H mRNA v KD v Case
stanovenia diagndzy, jasne indikuje nepriaznivi predpoved a modze byt pouzita pri
stratifikdcii pacientov do lieCebnych skupin v klinickych stadiach (Trager et al., 2008).

V dalSej studii boli skimanymi markermi pre detekciu MRD u NBL PGP9.5,
ELAVL4,GALGT spolu s TH. PGP9.5 (protein gene produkt 9.5) je neurdn Specificky
protein. PGP9.5 patri k hlavnym cytoplazmatickym polypeptidom nervovych buniek.
Pozitivita PGP9.5 znaci pritomnost’ cirkulujicich nddorovych buniek u pacienta s NBL
(Louthan, 2006). ELAVL-4 (Drosophila-like4) patriaci do skupiny génov rodiny elav
(Drosophila  melanogaster) bol oznaeny ako znacne Specificky pre nadory
neuroektodermdlneho poévodu a GD2 syntetaza (GALGT) takisto exprimovana u nadorov
odvodenych z neuralnej listy (NBL, melanomy). Stadia potvrdili, Ze PGP9.5 je ale taktieZ

exprimovany v inych typoch neuroendokrinnych nadorov a tak, nie je az tak dostatocné
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Specificky pre NBL. Naopak, ¢o sa tyka senzitivity vykazal v porovnani s TH, ELAVL4
a GALGT najvicsiu citlivost’ (1:107). Ako marker pre detekciu MRD u NBL je teda velmi
uzito¢ny, avsak iba u pacientov u ktorych uz bol diagnostikovany NBL, pretoze ma nizsiu
Specificitu nez TH. V kombinacii s inymi neuroendokrinymi markermi pre detekciu MRD

je vhodny (Ootsuka et al., 2008).

Niekol’ko transkriptov, bolo oznaenych aj ako menej vhodnych, mnohé z nich
v dosledku neSpecifickej rekacie s inymi bunkami v KD a PK, ¢o je v stlade s dal§imi
zisteniami  z inych S§tadii  (Trager et al, 2009). Hoci st napr. GD2S
(Acetylgalactosaminyltransferase) a  DCLKI(Doublecortin-likekinasel) taktiez
exprimované na bunkdch NBL, preukdzali nedostatocni Specificitu pretoze boli
detekované aj v norméalnych hematopoetickych bunkach. Studie ukazali, 7 GD2S mRNA,
nie je vhodnd ako samostatny marker pre detekciu okultnych nadorovych buniek NBL
(Viprey et al., 2008). Koncentracia transkripcie jednotlivych génov sa vSak smie liSit
v zavislosti od jednotlivych buniek a tkaniv. Rozdiel v bune¢nych linidch moéze byt
zodpovedny za niektoré rozdiely vo vysledkoch, pretoze v kazdej rozli¢nej bunecnej
neuroblastomovej linii sa méze znacne liSit pomer Specifickych cielovych transkriptov
v bunke. Dévodom preco sa taktiez moézu niekedy vysledky v stadidch l1isit, je rozlicny

proces vyberu kandidatnych génov a metodik (Trager et al., 2008).

Okrem toho obsiahle multivariabilné analyzy preukdzali, Ze Groven mRNA po
skonceni terapie nema prediktivnejSiu hodnotu nez hodnota mRNA v dobe stanovenia
diagnoézy, z coho vyplyva, ze naopak hladina mRNA v dobe stanovenia diagnézy bude
hlavnym determinantom vysledku. Dynamicky rozsah a prognosticka hodnota tychto
mRNA uNBL tak mdze prispiet k rozvoju prognostického skore do klinickej praxe

a informovat’ pri vybere lie¢bu u deti vysokého rizika NBL.

V naSej Stadii sme vyuZzili systém vySetrenia MRD popisaného v SIOPEN
monitoring group (Viprey et al., 2014). T4 je zaloZena na detekcii expresie mRNA troch
markerov TH, DCX a PHOX2B.
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Charakteristika vybranych génov
PHOX2B

Gén PHOX2B (Paired-like homeobox 2b) je lokalizovany na 4.pl12 akoduje
transkripény faktor, ktory sa podiela na sprdvnom vyvoji  neurdénov  a syntéze
katecholaminov (URLI1). Zarodocnd mutéacia tohto kandidatneho génu, naznacuje
predispoziciu k vzniku neuroblastomu. PHOX2B funguje ako nadorovy supresor
a zobrazuje silny antiproliferaény uc¢inok, ktory sa vSak v mutovanom PHOX2B
u detekovaného neuroblastomu nenachdadza (URL4). Zistilo sa, ze mutacie tohto génu su

spajané s poruchami autonémneho nervového systému.
TH

Gén TH (Tyrosine hydroxylase) je lokalizovany v oblasti 11pl15.5 (URL2).
Expresia TH génu je regulovana tkanivovo-Specificky pocas vyvoja a diferenciacie v NBL
bunkach. Jednd sa o enzym katalyzujuci premenu tyrozinu na DOPA
(dihydroxyfenylalanin). KedZe je neuroblastom endokrinne aktivny, viac ako 98%
neuroblastomov produkuje katecholaminy. Detekciu ich metabolitov v mo¢i je mozné

vyuzit’ k sledovaniu priebehu ochorenia.
DCX

Gén DCX (Doublecortin) lokalizovany v oblasti Xq22.3-q23 sa uplatiiuje pri
pohybe nervovych buniek, migracii neuronov. DCX gén obsahuje insStrukcie pre produkciu
bielkoviny zvanej doublecortin. Tento protein sa podiela pri pohybe nervovych buniek
aich sprdvnom umiestneni pri vyvijajicom sa mozgu V procese zvanom migracia
neurénov. DCX sa viaZze na mikrotubuly, o st pevné, duté vldkna, ktoré su sucastou

cytoskeletu bunky a podporuje ich stabilitu (UR3).
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2 Hypotézy a ciele prace

1.Hypotéza: Technika QRT-PCR je pre stanovenie MRD Sstatisticky vyznamne citlivejsSia

nez cytomorfologické vySetrenie.

2. Hypotéza: Technika QRT-PCR stanovi MRD u neuroblastému s rovnakou citlivost'ou
ako imunocytochemické vysetrenie pritomnosti MRD u neuroblastomu stanovené

pomocou pozitivity na GD2.

V nasej praci sa sustredime na dokaz pritomnosti MRD u neuroblastomov.
Na zdklade vyssie uvedenych predpokladov sme si stanovili tieto hlavné ciele predkladane;j

diplomovej prace:

- zistit’, ¢i pritomnost MRD v kostnej dreni (KD) je mozné vyuzit’ ako
nezavisly prognosticky znak

- zistit’, ktorti z technik je najvhodnejSie pouzit’ pre detekciu MRD
u NBL

- porovnat  vysledky  QRT-PCR, prietokovej cytometrie,
imunocytochémie medzi sebou zjednotlivych vySetreni au
metody QRT-PCR porovnat’ korelaciu sledovanych génov

- nasledné porovnanie vsetkych metéd s cytomorfologickym
vysSetrenim

- vytvorenie diagnostickej schémy MRD u neuroblastomu
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3 Material a metody

Zakladnym biologickym materidlom pre zhotovenie tejto Studie boli vzorky kostnej
drene pacientov, ktorym bol detekovany neuroblastom. Celkovo sme mali sme k dispozicii
132 vzorieck KD odobranej z pravej alebo lavej casti bedrovej kosti od 46 pacientov.
Vzorky boli spracované v laboratoriu solidnych nadorov 2.LF UK a FN v Motole, kde boli
vSetci pacienti lieCeni. VySetrili sme vzorky prostrednictvom imunocytochemickej analyzy
a metody QRT-PCR. Vysledky vySetreni z prietokovej cytometrie sme mali k dispozicii od
ostatnych pracovnikov naseho laboratoria solidnych nddorov 2.LF a FN Motol. My sme

konkrétne vysledky cytometrickej analyzy spracovali v ramei Statistického vyhodnotenia.

3.1 Imunocytologicka analyza neuroblastomovych buniek v KD
Na imunocytologickl analyzu neuroblastomovych buniek v KD sme vyuzili Standardne

dany protokol:
Chemikalie:

-monoclonal mouse anti-human disialoganglioside GD2 14.G2a (BD Pharmigen,

katalog nr. 554272)

- Rabbit anti-mouse antibody (DAKO Z0259)

- APPAP komplex (DAKO D0651)

- DAKO Fuchsin+ “™substrat Chromogranin systém (DAKO K0625)""
- PBS

"TBS

- 4% paraformaldehyd

- Hematoxylin, pure-Serva

Pristroje: svetelny mikroskop Olympus BX51
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Postup:

1. Priprava cytospinu: Mononukledrne bunky kostnej drene sme pripravili radientovou
centrifugdciou na Hettich centrifuge — 1500 otaCok/7 min, stocené na (potiahnuté-
polylysine) skla. Pripravili sme suspenziu buniek 0,7x10° na skli¢ko, (spo&itali
v Biirkerovej komorke). (Jedno sklicko sme urobili ako negativnu kontrolu bez anit- GD2
protilatky). Sklicka sme po cytospindcii nechali susit’ na vzduchu pri izbovej teplote cez
noc.

2. Uchovavanie cytospinu: neofarbené cytospiny je mozno skladovat' pri izbovej
teplote az jeden tyzden. Pre dlhSie uskladnenie pouzijeme alobal k zabaleniu sklicka
a umiestnime do mrazaku na -20 °C. Po vybrati z mrazdku je nutné sklicko okamzite
rozbalit’, aby nedochadzalo ku kondenzacii vody a tym k poruseniu bune¢nej morfoldgie.

3. Fixacia: Pripravili sme 4% paraformaldehyd (4% formol), zo zdsobného roztoku
(6%) wvzali 11,1 ml a doplnili vodou do 100 ml (4% roztok). Vlozili sme 4 sklicka do
misky s buni¢inou a sklicka preliali 4% paraformaldehydom po dobu 10 min. Nasledne
trikrat premyli v PBS.

4. Dal§im krokom bolo imunoenzymatické farbenie (APAAP DAKO Fuchsin+
(™gubstrat Chromogranin systém. Do misky sme umiestnili novi bunidinu, ktord sa
namocila a urobila sa vlhkd komdrka.

5. Vlozili sme sklicka a aplikovali 30 ul primérnej protilaitky monoclonal mouse anti-
human disialoganglioside GD2 14.G2a (BD Pharmigen, katalog nr. 554272) riedené 1/100
v 1% BSA/PBS™". Inkubovali 30 minit pri pokojové teplote vo vlhkej komérke.

6. Nasledne sme premyli v TBS roztoku IL.” po dobu 2x 5 mint.

7. Sekundarna protilatka: 30ul protilatky aplikujeme Rabbit anti-mouse antibody
(DAKO Z0259) riedena 1/15 v 1% BSA/PBS ™~ Inkubovali sme 30 minit pri izbovej
teplote vo vlhkej komorke.

8. Nasledne sme znova premyli v TBS roztoku IL.” po dobu 2x 5 miniit.

9. Aplikovali sme 30 ul APPAP komplex (DAKO DO0651) riedeny 1/20 v 1%
BSA/PBS™ Inkubovali sme 30 miniit pri izbovej teplote vo vlhkej komorke.

10.  Znova sme premyli v TBS roztoku II." po dobu 2x 5 minut. Pri druhom premyvani

sme pripravili farbiaci roztok Dako Fuchsin+"™ Substrate Chromogene System.
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11.  DAKO Fuchsint “™substrat Chromogranin systém (DAKO K0625)™" sme
inkubovali 15 mintt pri izbove;j teplote vo vlhkej komorke a vyuzili montovacom médium,
ktoré sme nechali vytemperovat’ na 57°C pocas 15 minut.

12.  Oplachli sme skl pod tecticou vodou po dobu najmenej 5 minut.

13.  Vlozili sme do naddobky s Hematoxylinem na 1 minttu.

14.  Znovu sme oplachli skla pod tec¢licou vodou po dobu nejmenej 5 minut.

15. Na podlozné sklicko sme kvapli kvapku rozpusteného montovacicho média
a priloZili podloZzné sklicko s ofarbenymi bunkami a nechali na vzduchu zatuhnut. Tymto

boli skli¢ka pripravené k mikroskopovaniu.

Nater KD by mal byt videny svetelnym mikroskopom pri nizkom (X100-X200) a
vysokom (X600-X1000) zvacSeni. NizSie zvicSenie sa pouziva na posudenie bunecnej
denzity a detekciu velkych nddorovych zhlukov a vicSie zviacSenie na identifikaciu malych
nadorovych roziet ¢i na rozpoznanie znakov diferencidcie NBL bunky. Bunky NBL st
typicky okrthle a vicSie nez malé lymfocyty s vysokym jadrovo: cytoplasmatickym
pomerom. Bunecné jadro mdze byt okrthle alebo ovalne s granulovanou chromatinovou
Struktirou (nazyvanou aj salt- and- paper pattern). To vSak nie je pritomné vzdy pre popis
NBL. Bunky v rozetach sa moézu pohybovat’ v roznych vel'kostnych rozmedziach a mozu
byt polygonalneho tvaru. Zhluk alebo rozeta obsahuje aspoii tri neuroblastomové bunky.
Jedlotlivé samostatné bunky by nemali byt oznacené ako pozitivne, skor sa odporuca ich
hodnotit’ ako podozrivé a ¢o sa nasledné bud’ potvrdi alebo vyvrati za pomoci vyuzitia
d’alsich technik ako je IC.

Len vzorky kostnej drene zodpovedajicej kvality by mali byt vySetrované pre
diagnostické a prognostické ucely. V pripade, Ze je nedostatocné mnozstvo vzorky,
odporucame opakovanie aspirdcie alebo biopsie a nové vyhodnotenie. Nater KD je
povaZovany za reprezentativny a vhodny pre kvantitativne vykazovanie ochorenia, ked’ je
infiltracia nddorovymi bunkami >5%. Ked’ je infiltracia tumoru <5% musia byt’ splnené 3

zo 4 kritérii k detekcii pritomnosti alebo nepritomnosti ochorenia alebo MRD:

1) pritomnost’ Castic so stromalnymi bunkami (histiocysty, fibroblasty alebo
osteoblasty

2) pritomnost’ megakaryocytov

3) z erytroblastov je viac nez 20% jadernych buniek
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4) bunky periférnej krvi su vrozsahu pre dany vek (zrelé granulocyty
a lymfocyty nepresahujii u dojciat 65% alebo 50% u deti starSich nez 1 rok veku

Rutinné aspirdcie vacsich objemov sa neodporucaju, aby sa zabranilo zriedeniu
kostnej drene s krvou, c¢o znizi citlivost’ analyzy. Bunky s narusenou bunec¢nou alebo

jadernou membranou by nemali byt analyzované.
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3.2 QRT-PCR génov TH, PHOX2B a DCX s kontrolnym génom f2M

Pomocou real-time PCR je z cDNA, ktora vznikla reverznou transkripciou z RNA
templatu, vySetrena expresia mRNA sledovanych génov TH, PHOX2B a DCX. Ako
referencia pre normalizdciu je vyuzivané stanovenie exprese mRNA kontrolného génu
S2M. Pristroj TagMan 7500 sluzi k prevedeniu real-time PCR. Pomocou hydrolyza¢nych
sond v PCR reakcii je mozné sledovat’ narast fluorescencie v priebechu PCR. Hladina
fluorescencie je primo Umernd mnoZzstvu amplifikovaného templatu v PCR reakcii.

Opticky systém snima fluorescenciu, ktora je pomoci softwaru spracovavana.

Chemikalie:

- TagMan Gene Expression Master Mix (Life Technologies)

- Primery a sondy (Applied Biosystems, EastPort, GeneriBiotech,
Metabion)

- RNA voda (Aqua pro injectione Braun) v sterilnej eppendorf

skamavke skladovana pri -20 °C

Sekvencie primerov a sond:

Primery boli riedené z lyofilizatu najprv na zasobnu koncentraciu 100uM a nasledne
riedené na pracovni 10uM koncentradciu a rozalikvotované. Sondy boli riedené na
pracovni 20uM koncentraciu a rozalikvotované. Riedené primery i sondy sme skladovali

pri -20°C.

Primery TH:
forward 5’-ATTGCTGAGATCGCCTTCCA-3’
reverse 5’-AATCTCCTCGGCGGTGTACTC-3’

Sonda TH:  FAM 5’-ACAGGCACGGCGACCCGATTC-3’ BHQI

Primery PHOX2B:

forward 5’-CAGGGACCACCAGAGCAGT-3’
reverse 5- CTGCTTGCGCTTCTCGTTGA-3’
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Sonda PHOX2B: FAM 5-TACGCCGCAGTTCCTTACAAACTCTTCAC-3’

Primery DCX:

BHQ!

forward 5’-CGCTATGCTCAGGATGATTTTTC-3’

reverse

5’-GCTGTGGCTGATGGGTTTCC-3’

Sonda DCX: FAM 5’-CATGACTCGGCATTCATTTTCATCCAG-3’

Primery S2M:

BHQI

forward 5’-GAGTATGCCTGCCGTGTG-3’

reverse

5’-AATCCAAATGCGGCATCT-3’

Sonda f2M: FAM 5’-CCTCCATGATGCTGCTTACATGTCTC-3’

Pristroje:

BHOQI

TagMan 7500 Fast Real-Time PCR System - TagMan (Applied
Biosystems)

Vortex Rx*(VELP Scientifica)

Minicentrifuga C - 1200 (National Labnet)

Minicentrifuga E (Wealtec)

Aura PCR (BIO AIR instruments)

Pipety (Eppendorf Research)

Spotrebny material:

Sterilné eppendorf skimavky 1,5 ml

Sterilné mikroskiimavky 0,2 ml

Optické stripy - MicroAmp Optical 8 — tube strip (0,2 ml) (Applied
Biosystems)

Optické¢ viecka - MicroAmp Optical 8 — cap strip (Applied
Biosystems)

96-jamkové dosticky pre Fast QRT-PCR (Applied Biosystems)
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- Sterilné pipetovacie Spicky s filtrom a bez filtru

- Chladiace namrazovacie stojanky

Postup:

Mikroskiimavky so vzorkami cDNA a jednu mikroskimavku s cDNA pozitivnej kontroly
sme nechali rozmrazit. cDNA sme po uplnom rozmrazeni sto€ili na minicentrifuge.

Na chladiacom stojan¢eku ur¢enom pre pripravu mastermixu sme nechali rozmrazit
alikvotnu Cast’ RNA vody a alikvoty primerov a prob pre vSetky sledované gény, ktoré su
nariedené¢ na pracovni koncentraciu (10 uM primery alebo 20 puM sondy). Alikvoty
primerov a sond sme po Uplnom rozmrazeni zvortexovali a stoCili na minicentrifuge.
Objemy jednotlivych reagencii sme spocitali podl'a zadanych vzorcov samy.

Dalej sme vyplnili do vzorovej tabul’ky pozicie jednotlivych vzorieck (vo formate kod
vzorky + prvé pismeno sledovaného génu alebo skratka kg pre kontrolné gén), poziciu
pozitivnej a negativnej kontroly a tiez tzv. netemplatovou kontrolu (H20). Pozitivnu
kontrolu, podla ktorej sa vyhodnocuji ostatné vzorky, je potrebné napipetovat’ na rovnakeé
miesta (v pripade nasej 96-jamkové dosticky vzdy na pozicie so stradnicami: H1 H10; v
pripade pouzitia stripov na pozicie so suradnicami: G7-G8 a H 1 H8. Negativna kontrola
bola pridana do vysetrovacieho postupu uz pred reverznou transkripciou. V netemplatove;j

kontrole bol prisluSny mastermix, do ktorého je pridana miesto vzorky iba RNA voda.

Postup

Priprava real-time PCR

Do Master Mixu sme napipetovali prislusné objemy primerov a sond a prislusny objem
vody. Master Mix sme premiesali jemnym poklepanim na stenu Eppendorf skimavky a
potom stocili na minicentrifuge.

Gény TH, PHOX2B a DCX sme napipetovali u vySetrovanych vzoriek a pozitivne kontroly
vzdy v triplikatoch. Kontrolny gén sme napipetovali u vSetkych vzoriek a kontrolu iba raz
(v monate). U negativnej kontroly a netemplatovej (H20) kontroly sme napipetovali

vSetky gény v monate.
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3.

V boxe pre pracu so vzorkami cDNA a RNA sme si pripravili samostatny chladiaci stojan
a do neho tri rady popisanych sterilnych mikroskimaviek na pripravu triplikatu (v kazdom
rade bol pocet skimaviek podla poctu pacientskych vzorov + 1 pozitivna kontrola).

Do mikroskiimaviek sme v prvom rade napipetovali vzdy 64 pl Master Mixu pre TH, do
druhého radu 64 pl Master Mix pre PHOX2B a do treticho radu 64 ul Master Mix pre
DCX. Do prvej skimavky v prvom rade so 64 ul Master Mixu pre TH sme pridali 16 ul
vzorky 1 (premiesali sme pomocou pipety a Spicky novo vznikajice roztok nasobného
mnozstva opakovanym nasatim vzorky). Napipetovali sme 3x25 pl tejto zmesi na 96
jamkovi doSticku (pripadne stripy) podla nami pripraveného rozpisu. Obdobne sme
postupovali pri vzorke 1 s Master Mix pre PHOX2B a DCX. Stanovenie kontrolného génu
sme vykonali v monate, ¢ize napipetovali 20 ul Master Mix pre kontrolny gén a k tomu 4
pl cDNA vzorky 1 priamo na 96-jamkova dostic¢ku (pripadne do stripu) a premieSali

opakovanym nasatim roztoku do pipety.

. Pozitivnu kontrolu sme napipetovali rovnakym postupom ako vySetrované vzorky. PC je

nutné pri vySetrovani napipetovat’ vzdzy na rovnaké miesta v dosticke €i stripoch.
Na zaver sme napipetovali v monate negativnu kontrolu a netemplatovu kontrolu (H20),
tzn. 20 pl prislusného Master Mix + 5 pul cDNA zdravého darcu alebo 5 pl vody v pripade
netemplatové kontroly a opét’ premiesali opakovanym nasatim roztoku do pipety.
Napipetovani dosticku sme prelepili krycou foliou eventudlne stripy uzavreli optickymi
vieCkami. Foliu na dosticke je nutné dobre na dosticku prilepit pomocou plastovej

dosticky na to urcené. Pripadné bublinky odstranime sklepanim dosticky.

. Dosticku jsme vlozili do pristroje LightCycler®480 System od firmy Roche Applied a

pomocou softwaru nastavili protokol podl'a nasledujicich parametrov:
1. krok: 2 minuty pri 50°C
2. krok (hot start): 10 minut pri 95°C
3. krok (denaturécia): 15 sekund pri 95°C
4. krok (hybridizacia, extenzia): 1 minuta pri 60°C
5. krok (chladenie): 30 sekund pri 40°C
(kroky 3 a 4 se opakuji 50x)

Po ukonceni priebehu bol priebehu reakcie bol priebeh softvérovo vyhodnoteny
s nastavenim manudlnho Treshold.Takto ziskané data boli exportované do Excel siboru

a d’alej vyhodnotené metodou 274",
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Pri vyuziti techniky QRT-PCR v idedlnom pripade by mala byt RNA zriedena na
minimalnu koncentraciu 40 ng/ puL a skladovana v alikvétoch na jedno pouzitie pri -80 °C.
Odporuca sa analyza kazdej RNA v trojitom prevedeni, kde kazda obsahuje aspoit 100 ng
RNA. Vysledky QRT-PCR st oznacené ako Ct hodnoty, takze je mozné identifikovat’
pripadné biologické nezrovnalosti a vyuzitie 2 ~ *“* alebo — ACt v ktorom je expresia NBL
mRNA normalizovand internou kontrolou (v nasom pripade je to 52 mikroglobulin) : ACt=
(Ct NBL mRNA- Ct p2 mikroglobulin). Spodna hranica Ct QRT-PCR pre mRNA
neuroblastomu je hodnota 40. Nadorovo negativna KD mé Ct hodnotu > 40 pre vSetky
skiman¢ mRNA neuroblastomu, ked amplifikacia referenéného housekeeping génu
generuje Ct hodnotu <25. Ak je to moZné, odporaca sa vyuzitie komparativnej Ct metddy,

ako je 2 ¢

metoda, ktora hlasi nasobnii zmenu v ACt expresii vzorky porovnavanej
s kalibra¢nou vzorkou analyzovanou v kaZdom teste ako kontrola pri zmene v amplifikécii.
Prahovy cyklus Ct (Cycle trashold) je pocet PCR cyklov, potrebnych pre vznik produktu
(fluorescencne znaceny signal) QRT-PCR prekracujuci nastaveni prahovi hodnotu.
Hodnoty Ct sl nepriamo imerné mnozstvu NK. Cim vy3sia hodnota Ct, tym je nizsie
mnozstvo NK.

ACt : je rozdiel medzi hodnotou Ct cielove] mRNA (Ctl) a referen¢nej hodnoty mRNA
(Ct2). Ct2 je =zvycajne vyuzivana hodnota housekeeping génu. ACt = Ctl-Ct2.
Housekeeping gény st konStitutivne exprimované na relativne konStantné hodnoty —
hladiny vo vySetrovanych tkanivach skumanych za danych podmienok testu.

AACt je najcastejSie vyuzivana metoda ktorou reportujeme QRT-PCR data. Jedna sa

o relativne kvantifikacni metodu v ktorej je expresia ciel'ového transkriptu ACt1 vyjadrena

ku konstante referencnej vzorke ACt2. AACt = ACt1- ACt2.
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4 Vysledky
4.1 Vyhodnotenie vysledkov

Pri testovani v kontingen¢nej tabul’ke je Standardne pouzivanou metodikou chi-
kvadrat test nezavislosti v kontingen¢nej tabul’ke. Predpokladom tohto testu st nezavislé
pozorovania. V situdcii, ked’ sa jedna o porovnanie parovo usporiadanych pozorovanii, nie
je predpoklad nezavislosti splneny, chi-kvadrat test teda nemozno pouzit a spravnou
metodikou je McNemarov test, ktory sme stanovili v softwéri Microsoft Excel 2007. V
naSom pripade boli data parovo usporiadané, pretoze jedna vzorka kostnej drene bola
vySetrena oboma porovnavanymi metdédami a pre kazda z nich bol zisteny bud’ pozitivny
alebo negativny vysledok. Pre dant vzorku teda bola k dispozicii dvojica merani. NavySe
neslo o testovanie nezavislosti vysledkov dvoch metod, ako je zvykom u chi-kvadrat testu,
ale o porovnanie podielov ich pozitivnych a negativnych vysledkov. Nulovou hypotézou
McNemarovho testu je, Ze podiely pozitivnych (a z toho vyplyva ze 1 negativnych) merani
st pre obe porovndvané metody rovnaké. V pripade p-hodnoty nizsej ako 0,05 dojde k
zamietnutiu nulovej hypotézy v prospech alternativy, ze jedna metéda ma vyssi podiel
pozitivnych merani (a z toho vyplyva ze niz$i podiel negativnych merani) ako druha.
Podmienkou pre pouzitie McNemarovho testu je, aby pocet odlisnych vysledkov oboch
metdd bol aspoii 25. Cim viac je tento predpoklad poruseny, tym viac moézu byt vysledky
McNemarovho testu skreslené. Tento problém nastal u hypotéz ¢. 2 a 4, kde bude

okomentovany.
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Hypotézy

1HO: Schopnost’ detekcie MRD je pre imunocytochémiu a morfoldgiu rovnaka.

1H1: Schopnost’ detekcie MRD sa pre imunocytochémiu a morfolégiu lisia.

Testové kritérium: 6,04 Morfologia
p-hodnota: 0,014 poz. | neg. | celkom
Imunocytochémia| poz. 11 21 32

neg. 7 93 100
celkom| 18 114 132

Tabul’ka 3 Porovnanie pozitivity/negativity u metdd morfoldgie a imunocytochémie

Celkom vo 104 pripadoch zo 132 bol vysledok imunocytochémie a morfologie
rovnaky, z toho v 11 pozitivne a v 93 negativne. Vo zvySnych 28 pripadoch sa 1isil, z toho
v 21 pripadoch mala imunocytochémia pozitivny vysledok a morfolégia negativny a v 7
pripadoch mala imunocytochémia negativny vysledok a morfologia pozitivny. Ak
porovname pocet pozitivnych vysledkov, tak imunocytochémia mala 32 pozitivnych
vysledkov zo 132 a morfologia 18 zo 132. Ciel'om McNemarovho testu bolo posudit’, ¢i sa
tieto podiely Statisticky vyznamne liSia. P-hodnota dosiahla hodnotu 0,014, teda nizsiu ako
0,05, ¢o znamena zamietnutie nulovej hypotézy. Medzi metédami bol preukazany
Statisticky vyznamny rozdiel, s tym Ze podiel pozitivnych vysledkov bol pre
imunocytochémiu Statisticky vyznamne vyS$§i ako podiel pozitivnyvh vysledkov pre

morfologiu.
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2HO: Schopnost’ detekcie MRD je pre QRT-PCR a morfolégiu rovnaka.
2H1: Schopnost’ detekcie MRD sa pre QRT-PCR a morfologiu lisia.

Testové kritérium: 15,61 Morfolégia
p-hodnota: 0,0001 poz. neg. | celkom
poz. 13 28 41
?)lé;_ neg. 5 86 91
celkom 18 114 132

Tabul’ka 4 Porovnanie pozitivity/negativity u metéd QRT-PCR a morfologie

Metoda QRT-PCR mala 41 pozitivnych vysledkov zo 132, zatial ¢o morfologia
mala pozitivnych vysledkov 18 z 132. Rozdiel tychto podielov bol vyhodnoteny ako
Statisticky vyznamny, pretoze p-hodnota McNemarovho testu 0,0001 bola vyrazne niz§ia
ako 0,05. Metoda QRT-PCR ma Statisticky vyznamne vyssi podiel pozitivnych vysledkov

nez morfologia.

3HO: Schopnost’ detekcie MRD je pre prietokova cytometriu a morfoldégiu rovnaka.

3H1: Schopnost’ detekcie MRD sa pre prietokovu cytometriu a morfologiu lisia.

Testoveé kritérium: 2,77 Morfologia
p-hodnota: 0,096 poz. neg. | celkom
poz. 8 3 11
Prietokova ™ o 10 | 11 | 121
cytometmia 7 kom | 18 14 | 1%

Tabul’ka 5 Porovnanie pozitivity/negativity u metdd prietkovej cytometrie
a morfologie
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Prietokova cytometria a morfoldgia mali iba 13 odliSnych vysledkov zo 132. To je
nizky pocet na to, aby mohol byt’ Statisticky preukézany rozdiel. McNemarov test vyzaduje
splnenie podmienky aspoit 25 odliSnych vysledkov. P-hodnotu 0,096 treba teda vnimat
len ako orienta¢nti. Ci uz podl'a p-hodnoty alebo kvoli nizkemu poétu pozorovani, nebol
preukazany Statisticky vyznamny rozdiel v podiele pozitivnych detekcii prietokovej

cytometrie a morfologie. Nulova hypotéza nebola zamietnuta.

4HO: Schopnost’ detekcie MRD je pre imunocytochémiu a QRT-PCR rovnaka.
4H1: Schopnost’ detekcie MRD sa pre imunocytochémiu a QRT-PCR lisia.

Testové kritérium: 3,68 QRT-PCR
p-hodnota: 0,055 poz. | neg. | celkom
poz. 25 7 32
Imunocytochémia | neg. 16 84 100
celkom| 41 91 132

Tabul’ka 6 Porovnanie pozitivity/negativity u metéd imunocytochémie a QRT-
PCR

Podiel pozitivnych vysledkov ziskanych imunocytochémickou metodu bol 32 zo
132, zatial’ co podiel pozitivnych vysledkov ziskanych metoédou QRT-PCR bol 41 zo 132.
Rozdiel tychto podielov nebol vyhodnoteny ako Statisticky vyznamny, pretoze hodnota p
McNemarovho testu bola vyssia ako 0,05. Vzhl'adom na to, ze nebol splneny predpoklad
McNemarovho testu (pocet odlisSnych detekcii je 16 + 6 = 22), mdéze byt vysledok
McNemarovho testu skresleny. P-hodnota je blizko hranice 0,05, takze by sa mohlo stat,
Ze pri vySSom pocte pozorovani by vysledok dopadol opacne. Celkovo vSak plati, Ze na
zaklade dat, aj z dovodu nizkeho poctu odliSnych detekcii, nemozno preukdzat’ medzi
imunocytochémiou a metédou QRT-PCR Statisticky vyznamny rozdiel v podiele

pozitivnych detekcii. Nulova hypotéza nebola zamietnuta.
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5SHO: Schopnost’ detekcie MRD je pre prietokovi cytometriu a imunocytochémiu rovnaka.

5H1: Schopnost’ detekcie MRD sa pre prietokovi cytometriu a imunocytochémia lisia

Testové kritérium: 13,79 Imunocytochémia
p-hodnota: 0,0002 poz. neg. | celkom
poz. 7 4 11
Prietokov.z'l neg. 25 96 121
Cytometria celkom 32 100 132

Tabul’ka 7 Porovnanie pozitivity/negativity u metdd prietokovej cytomtrie a
imunocytochémie
Prietokova cytometria mala podiel pozitivnych vysledkov 11 zo 132, zatial’ o
imunocytochémia mala pozitivnych vysledkov 32 zo 132. Tento rozdiel je Statisticky
vyznamny, pretoze hodnota p McNemarovho testu vysla vyrazne nizSia ako 0,05. Bolo
preukdzané, ze podiel pozitivnych vysledkov je pre imunocytochémiu Statisticky

vyznamne vys$i ako pre prietokovu cytometriu. Nulova hypotéza bola zamietnuta.

6HO: Schopnost’ detekcie MRD je pre prietokovi cytometriu a QRT-PCR rovnaka.
6H1: Schopnost’ detekcie MRD sa pre prietokovu cytometriou a QRT-PCR lisia.

Testové kritérium: 26,28 QRT-PCR
p-hodnota: 0,000 poz. neg. | celkom
poz. 10 1 11
Prietokova ™ 31 00 | 121
Cytometria ™ kom | 41 91 132

Tabul’ka 8 Porovnanie pozitivity/neativity u metod prietokovej cytomtrie a QRT-
PCR
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V pripade, Ze prietokova cytometria vykdzala pozitivhu detekciu, bola detekcia

metédou QRT-PCR negativna iba v jednom pripade. Naopak, ak vykézala metoda QRT-

PCR pozitivnu detekciu, bol vysledok prietokovej cytometrie negativny v 31 pripadoch.

Ide o vyrazny rozdiel v oboch metédach. Dalej mozno porovnat z hladiska

celkového podielu pozitivnych detekcii, ze u prietokovej cytometrie ich bolo 11 a u

metddy QRT-PCR 41. McNemarov test vyhodnotil rozdiel ako Statisticky vyznamny,

pretoze p-hodnota bola nizsia ako 0,05. Podiel pozitivnych detekcii metdédou QRT-PCR je

Statisticky vyznamne vyssi ako podiel pozitivnych detekcii prietokovou cytometriou

Metoda

Pozitivita +

Negativita -

Morfologia

18 (13,6%)

114(86,3%)

Prietokova cytometria

11 (8,3%)

121 (91,7%)

Imunocytochémia

32 (24,2%)

100 (75,8%)

QRT-PCR

41(31,1%)

91(68,9%)

Tabulka 9 Porovnanie celkovej pozitivity a negativity: cytomorfologia, prietokova

cytometria, imunocytochémia a QRT-PCR

49



Pre statisticky opis vztahu medzi expresiou dvoch génov bol pouzity Pearsonov
korelacny koeficient. Jedna sa cCiselni charakteristiku vyjadrujicu mieru linearnej
zavislosti dvoch premennych. Méze nadobudat’ hodnoty medzi -1 a 1, kedy hodnoty blizke
nule ukazuju na nezavislost’ testovanych premennych. Kladné hodnoty na priamu zéavislost’
a zaporné hodnoty na nepriamu zavislost. Cim d’alej je hodnota korelaéného koeficientu
od nuly, tym o silnej$iu zavislost’ sa jedna. Dalej bol vykonany test nezavislosti pomocou
Pearsonovho korela¢ného koeficientu, ktorého vysledkom je informacia, ¢i je zistend
korelacia nahodna alebo Statisticky vyznamna. Nulovou hypotézou tohto testu je, Ze
hodnota Pearsonovho korelacného koeficientu je nulovd (= nezavislost testovanych
premennych). V pripade p-hodnoty nizsej ako 0,05 sa nulova hypotéza zamieta v prospech
alternativy (= zavislost’ testovanych premennych). Testovanie bolo doplnené zakladnymi
popisnymi Statistikami, konkrétne priemerom a Standardnou odchylkou, a d’alej bodovymi

grafy s preloZenou regresnou priamkou a hodnotou indexu determindcie.

Gén TH AACt PHOX2B AACt
Priemer -0.03 0.10
Smerodatna 350 391
odchylka
Pocet pozorovani 132 132
Pearsonov
korela¢ny 0,81
koeficient
p-hodnota 0,00*
interpretacia silna priama linearna zavislost’

Tabulka 10 Porovnanie korelacie génov TH a PHOX2B (AACt)

Priemerna expresia génu TH AACt ¢inila -0,03 so Standardnou odchylkou 3.,5.
Priemerna expresia génu PHOX2B AACt ¢inila 0,10 so Standardnou odchylkou 3,21.
Hodnoty expresie oboch génov teda maju vzhl'adom k svojej priemernej hodnote vysoku
variabilitu. Zavislost’ expresii tychto dvoch génov bola merand pomocou Pearsonovho

korelacného koeficientu s hodnotou 0,81. Jedna sa o kladni hodnotu blizku jednej, ¢o
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znaci silna pozitivnu koreldciu. Zavislost’ bola vyhodnotena ako Statisticky vyznamna (p =
0,00 <0,05). Tento vysledok mozno interpretovat’ tak, ze s kladnymi hodnotami expresie
jedného génu sa vicSinou vyskytuji kladné expresie druhého génu, a naopak, so
zapornymi hodnotami epresie jedného génu sa vicSinou vyskytuju zaporné hodnoty
expresie druhého génu. Cim vysia bola expresia jedného génu, tym vyssia bola expresia

druhého génu. To mozno pozorovat’ aj v bodovom grafe s prelozenou regresnou priamkou.

20 -
15 - R
y =0,7452x+0,1196
10 R? =0,6629
S
<
<
E\ T 1
-15 15 20

prox2B AA Ct

Obrazok 3 Graf porovnania korelacie génov TH a PHOX2B (AACt)

Viécsina nameranych hodndt sa vyskytuje v prvom a tretom kvadrante, ¢o
potvrdzuje zdver vydany na zaklade korelacného koeficientu, ze ak je hodnota expresie
jedného génu kladn4, je vacSinou kladna aj hodnota expresie druhého génu (body v prvom
kvadrante), ak je hodnota expresie jedného génu zapornd, je vicsinou zapornd aj hodnota
expresie druhého génu (body v tretom kvadrante). PreloZzend priamka pomerne dobre
charakterizuje zavislost’ dvoch expresii, pretoze hodnota indexu determinacie (R2 = 0,66)
je pomerne vysoka. Na zaklade rovnice regresnej priamky sa da interpretovat, Ze s
narastom hodnoty expresie génu 7H AA Ct o 1 je spojeny narast hodnoty expresie génu

PHOX2B AA Ct o 0,7452. Pri nulovej expresii génu 7H moZzno ocakavat priemernu
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expresiu génu PHOX2B na hodnote 0,1196. Hodnota Pearsonovho korela¢ného koeficientu

pre hodnotu 22" génov TH a PHOX2B ¢&inila hodnotu 0,92 (viz Obrazok 4).

1,00E+03

8,00E+02

6,00E+02
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2,00E+02 - y =19,637In(x) + 17,337
R?=0,2427

PHOX2B 2-/A¢t

0,00E+00 T T T )
0,00g+00 5,00E+02 1,00E+03 1,50E+03 2,00E+03 2,50E+03 3,00E+03
-2,00E+02

-4,00E+02 TH 2-8ACt

Obrizok 4 Graf porovnania korelacie génov TH a PHOX2B (2**")

TH AACt DCX AACt
Priemer -0.03 -0.40
Smerodatna
odehylka 3.50 2.74
Pocet pozorovani 132 132
Pearsonov
korelacny 0,70
koeficient
p-hodnota 0,00%*
interpretacia silnd priama linedrna zavislost’

Tabulka 11 Porovnanie korelacie génov TH a DCX (AACt)
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Priemerna expresia génu TH AACt ¢inila -0,03 so Standardnou odchylkou 3,5.
Priemerna expresia génu DCX AACt ¢inila -0,40 so Standardnou odchylkou 2,74. Hodnoty
expresiie oboch génov teda maju vo svojej priemernej hodnote vysoku variabilitu, s tym,
ze hodnoty expresie génu TH koliSu viac nez hodnoty expresie génu DCX. Zavislost
expresiie tychto dvoch génov bola merand pomocou Pearsonovho korelaéného koeficientu
s hodnotou 0,70. Jedna sa o kladni hodnotu blizku jednej, ¢o znaci silni pozitivhu
korelaciu. Zavislost’ bola vyhodnotend ako Statisticky vyznamna (p = 0,00 <0,05). Tento
vysledok mozno interpretovat’ tak, ze s kladnymi hodnotami expresie jedného génu sa
vacSinou vyskytuju kladné expresie druhého génu, a naopak, so zadpornymi hodnotami
jedného génu sa vi¢sinou vyskytuju zaporné hodnoty druhého génu. Cim vyssia bola
expresia jedného génu, tym vysSia bola expresia druhého génu. To mozno pozorovat’ aj v

bodovom grafe s prelozenou regresnou priamkou.
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y = 0,5437x - 0,3806
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Obrazok 5 Graf porovnania korelacie génov TH a DCX (AACt)
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Viacsina nameranych hodndt sa vyskytuje v prvom a tretom kvadrante, ¢o
potvrdzuje zaver vydany na zaklade korelatného koeficientu, ze ak je hodnota expresie
jedného génu kladn4, je vacSinou kladna aj hodnota expresie druhého génu (body v prvom
kvadrante), ak je hodnota expresie jedného génu zapornd, je vi¢sinou zaporna aj hodnota
expresie druhého génu (body v tretom kvadrante). Hodnota indexu determinacie je rovna
0,48, ¢o znamena ze 48% variability expresie génu DCX je vysvetlena variabilitou expresie
génu TH. Na zaklade rovnice regresnej priamky sa da interpretovat, ze s narastom hodnoty
expresie génu TH AACt o 1 je spojeny narast hodnoty expresie génu DCX AA Ct o 0,5437.
Pri nulovej expresiu génu 7H moZno oCakavat priemernt expresiu génu DCX na hodnote -
0,3806. Hodnota Pearsonovho korelaéného koeficientu pre motodu 24 génov TH a DCX

¢inila hodnotu 0,93 (viz Obrazok 6).
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Obrazok 6 Porovnanie korelacie génov TH a DCX (2724CY
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Gén PHOX2B AACt DCX AACt
Priemer 0.10 -0.40
Smerodatna odchylka 3.21 2.74
Pocet pozorovani 132 132

Pearsonov korelacny

. 0,70
koeficient
p-hodnota 0,00*
interpretacia siln4 priama line4rna zavislost’

Tabul’ka 12 Porovnanie korelacie génov PHOX2B a DCX (AACt)

Priemernd expresia génu PHOX2B AACt ¢inila 0,10 so Standardnou odchylkou

3,21. Priemerna expresia génu DCX AACt ¢inila -0,40 so Standardnou odchylkou 2,74.

Hodnoty expresii oboch génov teda maji vzhl'adom k svojej priemernej hodnote vysoku

variabilitu, s tym, Ze hodnoty expresie génu PHOX2B koliSu viac neZ hodnoty expresie

génu DCX. Zavislost’ expresii tychto dvoch génov bola merand pomocou Pearsonovho

korelacného koeficientu s hodnotou 0,70. Jedna sa o kladni hodnotu blizku jednej, ¢o

znaci silnu pozitivnu korelaciu. Zavislost’ bola vyhodnotena ako Statisticky vyznamna (p =

0,00 <0,05). Tento vysledok mozno interpretovat’ tak, ze s kladnymi hodnotami expresie

jedného génu sa vicSinou vyskytuji kladné expresie druhého génu, a naopak, so

zéapornymi hodnotami jedného génu sa viacsinou vyskytuju zaporné hodnoty druhého génu.

Cim vysSia bola expresie jedného génu, tym vyssia bola expresia druhého génu. To mozno

pozorovat’ aj v bodovom grafe s prelozenou regresné priamkou.
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Obrazok 7 Porovnanie korelacie génov PHOX2B a DCX (AACt)

Vicsina nameranych hodnot sa vyskytuje v prvom a trefom kvadrante, Co
potvrdzuje zaver vydany na zaklade korelacné¢ho koeficientu, Ze ak je hodnota expresie
jedného génu kladna, je vdacsinou kladné aj hodnota expresie druhého génu (body v prvom
kvadrante), ak je hodnota expresie jedného génu zaporna, je vicsinou zadporna aj hodnota
expresie druhého génu (body v tretom kvadrante). Hodnota indexu determinécie je rovna
0,49, ¢o znamena ze 49% variability expresie génu DCX je vysvetlené variabilitou expresie
génu PHOX2B. Na zéaklade rovnice regresnej priamky sa da interpretovat’, ze s narastom
hodnoty expresie génu PHOX2B AACt o 1 je spojeny narast hodnoty expresie génu DCX
AACt o 0,5975. Pri nulovej expresii génu PHOX2B mozno ocakavat’ priemernu expresiu
génu DCX na hodnote -0,4548. Hodnota Pearsonovho korelacného koeficientu pre metddu

P génov PHOX2B a DCX ¢inila hodnotu 0,95 (viz Obrazok 8).
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Obrazok 8 Porovnanie korelacie génov PHOX2B a DCX (2"AACt)
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5 Diskusia

Prvym krokom k rutinnému zavedeniu vysetrovania klinickych vzoriek pacientov
s NBL bol vyber vhodného znaku a metédy. U NBL neexistuje Ziadna Specificka geneticka
zmena, je mozné preto vyuzit tie, ktoré si Casté v nddorovych bunkach, ale nie bunkach
KD a PK (napr. amplifikdcia N-myc onkogému). U tohto naddoru teda nepanuje jednotny
nazor na volbu vySetrovaného znaku alebo metdédy. Prave preto bol pre nas NBL
zaujimavy. V nasej praci sme sa konkrétne zamerali na dokaz pritomnosti MRD u NBL.

Nasim hlavnym cielom bolo zistit, ktori ztechnik je pre detekciu MRD
najvhodnejsie zvolit. Rovnako ako pri inych nadorovych ochorenia je KD prvym miestom
relapsu ochorenia, no nie je zvycajne jedinym miestom u NBL (Faulkner, L.B a kol.,
2000). Cytologické vysetrenie punktitu KD je pre stanovenie pokrocilosti ochorenia
zésadné. Pritomnost NBL buniek je primdrne pred lieCbou pritomna az u 70%
neuroblastomov III., IV. a IV S §tadia. Preto sme sa rozhodli vySetrit’ vzorky KD. KD tak

bola pre nase Studium signifikantna.

Do naSej studie bolo zahrnutych 46 pacientov, nezdvisle na ich veku a pohlavi, v
obdobi od roku 2008-2013. Kazda vzorka KD bola vySetrend cytomorfologicky,
imunocytochemicky, vyuzitim prietokovej cytometrie a metody QRT-PCR. Predpokladali
sme, ze QRT-PCR metoda je pre stanovenie MRD Sstatisticky vyznamne citlivejSia nez
cytomorfologické vysetrenie a ze QRT-PCR stanovi MRD u neuroblastomu s rovnakou
citlivostou ako imunocytochemické vySetrenie pritomnosti MRD u neuroblastomu

stanovené pomocou pozitivity na GD2.

Hlavnym cielom diplomovej prace bolo porovnat’ vysledky jednotlivych metod
medzi sebou a preukazat, ktord zo spomenutych Styroch technik je najvhodnejSia
k preukdzaniu MRD u NBL. V tejto Stadii pre nas nebol podstatny udaj, v akom §tadiu
ochorenia sa pacient pri odbere vzorky nachiddza. Na to, aby sme mohli Statisticky
spracovat’ tieto udaje, kde by sme pacientov sledovali na zéklade odberu vzoriek pred/
pocas alebo po terapii sme nemali dostatocne velky subor pacientov. Preto sme
nezohl'adiiovali pocet vySetreni u pacienta v konkrétnom case, ale posudzovali vzorky

jednotlivo.
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Zo vsetkych 132 vzoriek, ktoré sme mali k dispozicii bolo morfologicky
pozitivnych 18 (13,6%) vzoriek a morfologicky negativnych 114 (86,3%) vzoriek KD.
V porovnani s imunocytochemickou metodou ktord preukdzala pozitivitu v 32 (24,2%)
vzorkach av 100 (75,8%) vzorkdch bola negativna, preukdzala morfologia nizsiu
senzitivitu, ¢o sme dokdzali aj Statisticky (p-hodnota: 0,014). Medzi metodami sme
preukazali Statisticky vyznamny rozdiel. Imunocytochemickd metoda jasne preukazala
Statisticky vyS$i podiel pozitivnych vysledkov. Obidve techniky patria k Standardne
vyzivanym pri detekcii MRD u NBL, aj ked” je mozné vysetrit’ len Cerstvé vzorky a tieto
techniky st naviac pomerne naro¢ne (vyZaduju zhodnotenie buniek v mikroskope
skasenym cytologom). Niekedy, nie vzdy je charakteristick¢é zhlukovanie do formy
neuroblastomovych roziet. Ak nie st tieto rozety vytvorené, je diferencidlne diagnostické
posudenie oproti bunkdm leukemickym, alebo metastdzam niektorych ohrani¢enych
solidnych nadorov (Ewingov sarkom, non-Hodgkinsky lymfoém), zloZenych z malych
gulatych buniek obtiazne. Pre odliSenie je preto nutné vySetrenie imunocytologické.
Mehés, vo svojej Stadii preukdzal, Ze ako velmi perspektivny sa u NBL javi
imunocytochemicky alebo imunoflorescennény dokaz pritomnosti antigénu disialoglosidu
GD2 protilatkou (14G2a) (Mehés, 2003).  Corrias a kol. vo svojej studii publikovali, Ze
pacienti ktorym bol NBL diagnostikovany mali vyznamne zvySené hladiny vol'nych GD2
v sére v porovnani so zdravymi detmi a s detmi, ktorym bol diagnostikovany iny typ
nadoru. Protilatkou proti diasialoglosidu antiGD2 (14GD2) nadorové bunky preukazali
v KD a PK. Infiltracia GD2 pozitivhych buniek KD mala negativny dopad na prezitie
u pacientov s tymto ochorenim (Corrias a kol., 2008). To zZe je GD2 stabilne
exprimovany na bunkach nadoru a je zachovany aj v priebehu lieCby ochorenia potvrdil vo

svojej Studii Kramer a kol. (Kramer et al., 2001).

DalSou z technik ktort sme k preukdzaniu MRD u NBL zvolili bola prietokova
cytometria. Této technika si vyZzaduje zvolit’ kombinaciu vhodnych znakov, najcastejSie sa
jednd o vyuzitie kombindcie leukocytarnych antigénov. Ferrerira-Facio a kol. v stadii z
roku 2013 zistili, Ze najviac exprimovanym markerom u solidnych nadorov detského veku
je CD56 ato konkrétne u NBL a PNET. Markery CD45 a CD81 ako jednotlivé boli na
zaklade heterogenity a variability expresie oznac¢ené ako klinicky limitujuce z hl'adiska
diferencidlnej diagnostiky medzi NBL ainymi nadormi detského veku. V

predoslych stadiach bolo jednoznaéne preukazané, ze fenotyp CD45/CD81"/CD56" nie je
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exprimovany na povrchu nenadorového tkaniva ani v KD pacienta, ktory nadorovym
ochorenim netrpi. My sme si zvolili tento fenotyp. No podl’a studii, ktoré preukazali Nagai,
2000 a Komada, 1998, NBL nie je jediny nador detského veku s expresiou tohto fenotypu
a preto nie je pre NBL $pecificky (Nagai, 2000; Komada, 1998).

Touto technikou sme preukézali pozitivitu u 11 (8,3%) vzoriek KD a negativitu
u zvy$nych 121 (91,7%). Co sa tyka $tatistického porovnania s morfolégiou nebolo mozné
ich vzajomne Statisticky vyhodnotit, pretoze mali len 13 odlisnych vysledkov zo 132
vzoriek a tak mozeme p-hodnotu: 0,096 posudzovat’ ako orientaénu. Statisticky vyznamny
rozdiel v podiele pozitivnych detekcii MRD prietokovou cytometriou a morfologiu sme
nepreukazali. Preukdzali sme vSak Statisticky vyznamny rozdiel v porovnani
s imunocytochémiou pretoze p-hodnota McNemarovho testu vykéazala vyrazne nizSiu
hodnotu nez 0,05 (p-hodnota: 0,0002). Preukazali sme tak, Ze podiel pozitivnych
vysledkov je pre imunocytochémiu vyrazne vyssi nez podiel pozitivnych vysledkov pre
prietokovi cytometriu. V porovnani s QRT-PCR metéodou sme dosiahli vyrazny rozdiel
s p-hodnotou: 0,000. Podiel pozitivnch detekcii metodou QRT-PCR je Statisticky vyrazne
vyssi , nez podiel pozitivnych detekcii prietokovou cytometriou. Prietokova cytometria je
metoda rychla, vysledok je mozné ziskat behom niekolkych hodin, avSak mdézeme
potvrdit, Ze ma nizsiu citlivost’ nez metddy molekuldrne biologické. NajvacSou nevyhodou
je teda jej nizSia citlivost. LepSie neZ imunocytochémia kvantifikuje percentualne
postihnutie pri vyssich hodnotach nadorové naloze v KD a PK. Preukazali sme, ze metdda
prietkovej cytometrie ako primarne stagingové vysetrenie k detekcii MRD nie je vel'mi

vhodné k zachyteniu ochorenia v priebehu terapie alebo pre zachyt skorého relapsu.

Dal$ou technikou ktorou sme preukazovali MRD u NBL bola metdéda QRT-PCR.
Vyhoda tejto techniky spociva v kvantifikacia produktu uz behom PCR. Je taktiez zaistena
vySSsia citlivost’, presnost’ a znizena variabilita medzi jednotlivymi PCR. Metédou QRT-
PCR sme preukdazali 41 (31,1%) pozitivnych a 91 (68,9%) negativnych vzoriek. QRT-PCR
metdda ma Statisticky vyznamne vyssi podiel pozitivnych vysledkov nez morfologia. P-
hodnota ndm v tomto pripadne vysla 0,0001. Negativne QRT-PCR nélezy u vzoriek, ktoré
boli pozitivne pri cytometrickom vySetreni je moZné vysvetlit tym, ze KD nie je
infiltrovanda u NBL  difizne ale loZiskovo, pripadne v zhlukoch.  Oproti
imunocytochemickym metédam ma PCR metdda vySsiu senzitivitu a Specificitu. Velkou

vyhodou je Ciastocna automatizicia vySetrenia. Limitujiice je naopak, okrem PCR in situ,
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chybajuca moznost morfologického posudenia detekovanych nadorovych buniek.
Technika PCR in situ vSak zmenSuje objem vySetrovanej vzorky. V optimalnom pripade je
mozné zachytit 1 nadorova bunku medzi 10’ nenddorovymi bunkami. Tak vysoka
senzitivita ale moéze negativne ovplyvnit' Specificitu metédy (Doeberitz M.K., a kol.,,
2001). K falo$ne pozitivnym vysledkom moze dojst kontaminaciou préb pri ich
spracovani, amplifikaciou pseudogénov, alebo nelegitimnou expresiou skimaného génu.
Vicsina autorov preto vzhl'adom k uvedenym skuto¢nostiam udava senzitivitu niz$iu a to

1:10*-1:10°,

Yamamoto a kol. detekovali rozdielnu korelaciu MRD markerov v KD a PK u
pacientov s neuroblastomom vysokého rizika. Zistili, ze senzitivita MRD markerov vo
vzorkach PK bola odliSna od vzoriek KD. Z vybranych markerov (CHRNA3, CRMPI,
DBH, DCX, DDC, GABRB3, GAP43, ISLI1, KIF1A, PHOX2B a TH), KIF1A a DCX boli
pozitivne len vo vzorkach PK, ale nie vo vzorkdch KD, kdezto PHOX2B a DBH boli
pozitivne vo vzorkach KD ale nie vo vzorkach PK. Hoci bol predtym DBH uvedeny ako
marker MRD pre PK stcasna stadia ho identifikovala ako jeden z najcitlivejSich markerov
vo vzorkach KD. Expresia tychto 11 zvolenych markerov v PK a KD u pacientov vysoko-

rizkového NBL, vSak signifikantne nekorelova (Yamamoto et al., 2015).

Viprey a kol. vo svojej prospektivnej Studii z roku 2014 jasne preukazali, ze uroven
hladiny PHOX2B, TH a DCX mRNA v KD a v PK pri stanoveni diagnézy a v KD po
induk¢nej terapii si nezavislé prognostické faktory EFS (Evenet-free survival) a OS
(Overall survival) u pacientov s NBL v najpokrocilejSom Stadiu ochorenia, u ktorych
sucasna lieCba zlyhava, a ktori tak mézu byt kandidatmi na iné alternativhe moznosti
liecby alebo experimentdlne postupy. Kvantitativne déata preukdzali, Zze Groven hladiny
mRNA u génov: TH, PHOX2, DCX vKD aPK sa udeti zna¢ne liSia v dobe odberu
vzoriek. V KD bol medidn Grovne expresie pre vSetky tri mRNA vyss§i v dobe stanovenia
diagnozy alebo po ukonceni terapie ako vo vzorkach PK stanoveny v rovnakom case.
Vysoké hladiny TH, PHOXB a DCX mRNA v KD aPK vdobe stanovenia diagndzy
jednoznaéne predikujii nepriaznivé EFS a OS. Urovei tychto mRN-4z bola detekovana
prostrednictvom metdédy QRT-PCR (Viprey et al., 2014). Zistilo sa, ze u pacientov v
klinickom $tadiu IV. je v KD urovent medianu jednotlivych expresii pre vSetky tri gény
vysSia v dobe stanovenia diagndzy alebo po indukénej terapii nez v PK v rovnakom case.

Medzi TH, PHOX2B a DCX bola velka zhoda v korelacii. Kombinidcia mRNA v KD
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nedodéava prediktivnu silu ziadnej single mRNA. V Case stanovenia diagnézy v PK a po
induk¢nej terapii v KD bol median urovne mRNA nizs$i, nez v Case diagnézy v KD
a expresia tychto mRNA korelovala o nieCco menej. MoZeme tak povedat, Ze hladiny
tychto mRNA moézu byt pouzité na monitorovanie statusu pacienta pocas ochorenia
a liecby v Case (Viprey et al., 2014). V podskupine pacientov s vysoko-rizikovym NBL sa
TH mRNA detekovana v PK ukazala ako nezavisly prediktivny faktor pre EFS a OS v ¢ase
stanovenia diagnozy. Po indukcnej terapi vysoké hladiny 7TH mRNA v PK a DCX mRNA
v KD nezavisle predikuji hor$iu EFS a OS. NavySe hladina 7TH mRNA detekovana v KD
predikuje horSie EFS a OS. Hladina 7H mRNA vo vzorkdch PK na konci terapie je
nezavisly prediktor horSieho vysledku ochorenia. V zavere tak moZzno povedat’, ze hladiny
TH a DCX mRNA hodnotené prostrednictvom QRT-PCR vo vzorkach KD a PK je vhodné
pouzit' ako spolahlivy marker pri novej stratégii v predlieCebnej stratifikacii pacientov
s NBL. V metastatickych bunkadch NBL vysokého rizika, TH a DCX mRNA kvantifikacia
modze byt pouzitd pre hodnotenie odozvy na liecbu a pre v€asnu detekciu progresu alebo

recidivy ochorenia (Yanez et al., 2015).

My sme v naSej Stadii vySetrili korelaciu tychto troch u NBL exprimovanych
génoch. Pri porovnani korelacii TH a PHOX2B (AACt) sme zistili, ze hodnoty expresii
oboch génov maji  vysokt variabilitu a zavislost bola vyhodnotend ako Statisticky
vyznamna s (p=0,00<0,05). Korela¢ny koeficient dosiahol hodnotnu 0,81. Pri porovnani
korelacie TH a DCX (AACt) sme obdobne preukazali, ze hodnoty ich expresie maji
vysoku variabilitu a zavislost bola takisto vyhodnotena ako Statisticky vyznamna
(p=0,00<0,05). Korelacny koeficient dosiahol hodnotu 0,70. V poslednom porovnani
korelacie medzi PHOX2B a DCX (AACt) dosiahol korelacny koeficient hodnotu 0,70.
a zavislost' bola takisto vyhodnotena ako tatisticky vyznamna (p=0,00<0,05). Cim vyssia
bola hladina expresie jedné¢ho génu, tym vyssia bola hladina expresie druhého génu. Bolo
taktiez zistené, Ze ako najSpecifickej$i marker k detekcii MRD u NBL sa javi PHOX2B,
pretoZze nebol exprimovany u zdravych kontrol v KD a KD, ¢o potvrdil Cargnin a kol.
(Cargnin a kol., 2005). Yanéz a kol. vo svojej Studii preukdzali v metastatickych bunkach
NBL vysokého rizika, ze TH a DCX mRNA kvantifikdcia moZe byt’ pouzita pre hodnotenie
odozvy na liecbu a pre v€asni detekciu progresu alebo recidivy ochorenia (Yanéz, et
a kol., 2016).
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Na nami definované hypotézy sme v texte diskusie odpovedali. Jasne sme
preukazali, ze QRT-PCR metdda je pre stanovenie MRD S$tatisticky vyznamne citlivejsSia
nez cytomorfologické vySetrenie. To, ¢i technika QRT-PCR stanovi MRD
u neuroblastomu s rovnakou citlivostou ako imunocytochemické vysetrenie pritomnosti
MRD u neuroblastomu stanovené pomocou pozitivity na GD2, nemodzeme Statistky
dokazat. Celkovo vSak plati, ze na zéklade dat, aj z dovodu nizkeho poctu odlisnych
detekcii, nemozno preukazat medzi imunocytochémiou a metdédou QRT-PCR Statisticky

vyznamny rozdiel v podiele pozitivnych detekcii., p-hodnota: 0,05 (viz Tabulka 6).
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6 Zaver

Pribeh spoznania vyznamu MRD je jednym z uzasnych prikladov aplikovaného
vyskumu, ako sa komplikovany zakladny vyskum presunul do vysoko technologicke;j
laboratérnej diagnostiky a stal sa uzitoénym pre klinicki prax. Zavedenim metéd na
monitorovanic MRD je mozné v klinickej praxi sledovat’ kinetiku ,,tumordznej masy*,
ktora je pod hranicou moznosti klasickych vySetrovacich metéd. Podl'a nameranej hladiny
MRD u NBL sa daju v klinickej praxi identifikovat’ pacienti, u ktorych je nevyhnutna
modifikacia liecby, a tak zintenzivnenim liecebného rezimu predchadzat’ relapsom alebo
zniZzenim intenzity lie€by znizit” aj riziko toxickych ucinkov lie¢by. Minimalna rezidudlna
choroba moze viest’ k relapsu choroby aj mesiace, alebo roky po primarnej liecbe. Jej
korelatom v biologickom materiali je pritomnost izolovanych nadorovych buniek.
Detekcia a charakterizacia cirkulujacich nddorovych buniek je vzhl'adom na ich nizku
koncentraciu v kostnej dreni a periférnej krvi pomerne komplikovany proces.

V naSej praci sme preukdzali, ze pritomnost MRD v KD je mozné vyuzit' ako
nezavisly prognosticky znak. Preukdzali sme, ze KD je spolahlivym kompartmentom pre
patranie MRD u NBL. Porovnali sme vysledky QRT-PCR, prietokovej cytometrie,
imunocytochémie medzi sebou a u metddy QRT-PCR sledovali korelaciu génov. Taktiez
sme sa pokusili nastolit’ diagnosticki schému MRD u NBL. Zistili sme, Ze najvhodnejSou
spomedzi nami vybranych technik pre detekciu MRD u NBL je QRT-PCR metoda, ktora
preukdzala najvysSiu citlivost. V budicnosti by teda bolo vhodné nahradit
cytolmorfogické vysetrenie QRT-PCR alebo GD2 imucytochémiou. Pacienti ktori maju
pozitivny nadlezy v KD po ukonceni induk¢nej terapie maja horsie celkové prezivanie a
mali by teda pokracovat’ v indukcii pred d’alSou terapiou (chirurgické liecba, radioterapia

Monitorovanie MRD ziskalo vyznamné postavenie v Eurdpskych liecebnych
protokoloch a to na ziklade vysokej hodnoty predikcie lieCebného vysledku a pre jeho

uplatnenie v stratifikacii pacientov.
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7 Zoznam skratiek

ul mikroliter

ALM akutna lymfoblastické leukémia

CD cluster of diferentiation; diferenciacné skupina

cDNA complementary DNA; komplementdrna DNA

CK cytokeratin

CML chronickd myeloidnd leukémia

Ct threshold cycle; prahovy cyklus

CT CT pocitacova tomografia

CTCs circulatingg tumor cells

DBH dopamine beta-hydroxylase

DCLK1 Doublecortin-likekinasel

DCX doublecortin

DI DNA index

DNA deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

DOPA dihydroxyfenylalanin

EFS Evenet Free Survival, obdobie po ukonceni liecby bez
udalosti

ES Ewingov sarkom

FC flow cytometry; prietokova cytometria

FISH flourescent in situ hybridisation; flourescencna in situ
hybridizacia

FR fyziologicky roztok
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GAP43

GD2

CHRNA3

IC

IDRF

[HC

INPC

INRG

INSS

kDa

MIBG

ml

MRD

MRI

mRNA

NBL

NGF

NK

OS

PBS

PBSC

growth associated protein 43

GD2 syntetaza

cholinergic receptor, nicotinic, alpha 3
imunocytochémia

Image Defined Risk Factors

imunohistochémia

International Neuroblastoma Pathology Classification
International Neuroblastoma Risk Group
International Neuroblastoma Staging System

kostna dren

kilodalton

metaiodobenzylguanidin

mililiter

minimal residual disease; minimalne rezidualna choroba
maggnetic resonance imaging; magneticka rezonancia
mediatorova ribonukleova kyselina

neuroblastom

nerve growth factor; neurotrofny faktor

nukleové kyselina

Overal Survival; celkové preZivanie
phosphat-buffered saline; fosfatovy pufr

periferal blood stem cells; periférne kmetniové bunky
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PCNA
PGP 9.5
PHOX2B
PK
PNET

qPCR

RT-PCR

TH
trkA,B,C

Uz

prolifera¢ny nukledrny antigén
neuroendokrinny protein 9.5
paired-liked-homeobox 2b
periférna krv

primitive neuroectodermal tumor

quantitative PCR; kvantitativna polymerazovd retazova
reakcia QRT-PCR  quantitative reverse transcription PCR;
kvantitativna reverzne traskriptdzova polymerazova retazova

reakcia

reverse transcription polymerase chain reaction; reverzne

transkriptazova polymerazova retzova reakcia
tyrozine hydroxylaza x
gény receptorov tyrozin kindzy

ultrazvukové vySetrenie
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9 Prilohy
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