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Studium bunééného cyklu u malignich

lymfomu fady B

Abstrakt

Uvod: U malignich lymfom( ma buné&&na kinetika souvislost s histologickym gradem a
klinickym chovanim nadorli. Pfedmétem studie bylo sledovani proliferace bunék (MFI CD71; PI) a
exprese vyznamnych regulatori bun&éného cyklu cyklinu D1, p21, p27 a p53 u pacientt s infiltraci
B bunéénych ne-Hodgkinskych lymfom( (B-NHL). Exprese téchto proteint byva u nador( &asto
deregulovana a detekce hiadiny téchto proteini mohou pomoci pfi stanoveni diagn6zy a prognézy
pacienta.

Metody: Metodou pritokové cytometrie jsem u 112 pacientll analyzovala proliferacni
aktivitu stanovenim obsahu DNA a proliferaéniho indexu (Pl) a medianu intenzity fluorescence
transferinového receptoru CD71 (MFI). Proteiny cyklin D1, p21, p27 a p53 jsem analyzovala
pratokovou cytometrii (n = 80) a western blotem (n = 61).

Vysledky: Proliferaéni aktivita buné&k se zvySovala s agresivitou lymfomu [P (p < 0,0001),
MFI CD71 (p < 0,0075)]. Vysokou prolifera¢ni aktivitu jsem zjistila u B-NHL s aneuploidni DNA [PI
(p < 0,0001), MFI CD71 (p < 0,0016)]. Ukazala jsem, ze stanoveni MFl CD71 a Pl je vhodny
marker pro odlideni nizce maligniho folikularniho lymfomu (FL) od jinych, vysoce malignich, B-NHL
s identickym imunofenotypem (Burkittlv Ilymfom, difuzni velkobunétny Ilymfom, FL high).
Overexprese cyklinu D1 zjisténa t&mito metodami byla typicka pro MCL, oproti ostatnim non-MCL
lymfomdm (p < 0,0001). U proteinu p21 jsem nenalezla statisticky vyznamny vztah mezi proliferaci,
typem B-NHL nebo stupném malignity. U proteinu p27 byla patrna nepfima iaméra mezi proliferaéni
aktivitou bunék a jeho expresi. Vysoké hladiny tohoto inhibitoru jsem prokazala u nizce malignich
lymfom{ s nizkou proliferadni aktivitou (p < 0,0002) a naopak tomu bylo u lymfom{ vysoce
malignich. Overexpresi p53 jsem detekovala zejména u agresivnich lymfomG. Ta byla €asto
doprovazena chromozomalnimi aberacemi a slabou expresi p27.

Zavér: Ziskané vysledky ukazuji na vyznam analyzy proliferadni aktivity ve vztahu se
stupném malignity B-NHL. Ovéiuji dostate¢nou citlivost metody pratokové cytometrie i WB k
detekci cyklinu D1 a jsou tudiz vhodné k diagnostice MCL. Vysledky prokazuji prognosticky
vyznam stanoveni proteini p27 a p53, na druhou stranu neukazuji na jednoznagnou vyuzitelnost
analyzy proteinu p21 jako prognostického znaku.

Klicové slova: B-NHL, buné&ny cyklus, proliferace bunék, cyklin D1, p21, p27, p53



Analysis of cell cycle in B-cell lymphomas

Abstract

Introduction: In malignant lymphomas, the cell kinetics is related to the histological grade
as well as to the clinical behavior. The aim of the study was to investigate the cell proliferation (MF!
CD 71; PI) and the expression of important regulators of the cell cycle, i.e. cyclin D1, p21, p27 and
p53, in patients with B cell non-Hodgkin's lymphoma (B-NHL). The expression of these proteins is
often deregulated and the quantification of these proteins might be helpful for the specification of
the diagnosis and prognostication of patients.

Methods: The proliferative activity was analysed in 112 patients by flow cytometry through
assessment of the amount of DNA, proliferation index (Pl1), and median fluorescence intensity of
transferrin receptor CD 71 (MFI): Further, cyclin D1, p21, p27 and p53 were analyzed by means of
flow cytometry (n = 80) and western blot (n = 61).

Results: Cell proliferation activity increased according to the increasing malignancy of
lymphomas [PI (p < 0.0001), MFI CD71 (p < 0.0075)]. Increased proliferative activity was detected
in B-NHL with aneuploid DNA [Pl (p < 0.0001), MFI CD71 (p < 0.0016)}]. | demonstrated that the
assessment of MFI CD71 and Pl is a suitable method for the distinguishing between the low-grade
follicular lymphomas (FLs) and high-grade B-NHLs with identical immunophenotype (Burkitt
lymphoma, diffuse large B cell lymphomas, FL high). The overexpression of cyclin D1 detected by
these methods was typically present in mantle cell lymphomas (MCLs), in contrast to the other non-
MCL lymphomas (p < 0.0001). No statistically significant association between the p21 protein
expression and the proliferation, the type or grade of the specific B-NHL was disclosed. The
inverse correlation between the proliferative activity and the p27 expression was evident in the
data. | demonstrated high level of this inhibitor in low-grade lymphomas with low proliferative
activity (p < 0.0002) in contrast to high-grade lymphomas. | detected an overexpression of p53
especially in aggressive lymphomas, which are accompanied with chromosomal aberrations and
low level of p27 expression.

Conclusions: The obtained results pointed out the importance of the analysis of the
proliferative activity and its correlation to the grade of B-NHL. They confirmed the superior
sensitivity of flow cytometry and WB as methods for cyclin D1 detection and therefore they are
suitable for diagnostic evaluation of MCL. The resuits prove prognostic vaiue of the p27 and p53
proteins assessment, on the other hand, they don't show clear evidence for a potential use of p21
as a prognostic marker.

Keywords: B-NHL, cell cycle, cell proliferation, cyclin D1, p21, p27, p53



1 VOO ot 12
2 Literarni prehled. ... ... e e e e e 14
21 Maligni lymfomy B Fady ..o 14
211 Historie klasifikace hematoonkologickych onemocnéni............................. 14
21.2 WHO klasifikace lymfomu ... 15
2121 B-NHL e 15

2.2 BUNBENY CYKIUS .. .ot 18
221 Obecné charakteristiky ..............ccccciiiii e 18
222 Zakladni vlastnosti jednotlivych fazi....................... 18
223 Proliferani markery...........ccccoooi i 19

2.2, 3.1 O e 20
2.2.3.2  Ki-B7 oot e e e e neaee e 20

224 Regulace buné€ného cyklu................ooooiiiii 20
2.2.41 Regulace bunééného cyklu komplexem cyklin-cdk................................ 21
22411 CyKINY D AYPU ...ovriiiiiiieeeeeeee e a e 23

2.2.4.2 Inhibitory cyklin dependentnich kinaz............................ 25
2.2.4.2.1 Inhibitor buné&ného cyklu p21...........coooiiiiiiiee e, 25

2.2.4.2.2 Inhibitor bun€Eného cyklu p27...........ccooiiiiiii e, 27

2243 Tumor-supresorovy gen P53 ... 28
2.2.4.3.1 Gen a struktura lidského TP53 ..., 28

2.2.4.3.2 Funkce proteinu pb3..... ..o 29

2.2.4.3.3 Poskozeni proteinu p53............cooiiiiiiiiiiii e 31

3 Material @ MetodiKa...............oouiiiiiii e 32
3.1 Material @ ChemiKANE................oociiiiii e 32
3.1.1 MaARerial...... ..o e e 32
3.1.2 Pouzivané roztoky a chemikalie...............ccccccvveeeeiiiiiiiieeeeee e, 32
3121 Protilatky.........oooviiiee e 32
31,22 ROZEOKY.. ...t 33

3.2 MEEOAY ... e 37
3.2.1 Pratokova cytometrie ..............cooooiiii e 37
3.22 Western blot ... ..o 41

3.3 Statistickd @nalyza..............ooooiiiiiii e 44

4 VysledKy ... RS 45

4.1 ProliferaCni MarKEIY .........ccuveiiiiie e 45



4.2 Proteiny buné&ného CykIU ..o 52

421 CYKIN DT e 53
422 Protein P21 ... 55
423 Protein P27 ... 57
4.2.4 Protein P53 ... e 61

B DISKUZE ... .ttt et et aae e e e e e e e e e aeannas 64
5.1 Ploidie, proliferaéni aktivita bunék a s tim souvisejici prognéza........................ 64
5.2 CYKIN DT 66
53 PrOtEIN P21 ... e e 67
54 PrOteIN P27 ... e 68
5.5 Protein P53.... oo 70

B SOURNIN .ttt e et a e e e 72
7 Seznam [teratury ..o 74



Zkratky

14-3-3 - multifunkéni rodina regulaénich bilkovin

Apaf-1 - protein ucastnici se v apoptéze

ATM - Ataxia Telangiectasia Mutated

B-ALL - prekurzorova B lymfoblasticka leukemie

B-CLL - chronicka lymfocyticka leukemie

bax - onkogen (bcl-2 associated X protein)

BL - Burkittiv lymfom / leukemie

B-PLL - B prolymfocytami leukemie

CAK - aktivacni kinaza cdk

c-AMP - cyklicky adenosin 3, 5 - monofosfat

CD - diferenciaéni antigeny (cluster of differentiation)

CD 71 - proliferaéni marker, receptor pro transferin

cdc25 - fosfataza bunééného cyklu,specificky defosforylujici cdk
cdk - cyklin dependentni kinazy

CIP/KIP - inhibitory cyklin-dependentnich kinaz (cdk-interagujici protein/kinaza-inhibujici
protein, cdk-interacting protein/kinase-inhibitory protein)
C-Myc - proonkogen ucastnici se regulace proliferace buriky
DI - DNA index

DLBCL - difuzni velkobunéény lymfom fady B

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DNA-PK - DNA-dependentni protein kinazou

E2F - transkrip¢ni faktor

EBYV - virus Epsteina a Barrové

FACS - prutokovy cytometr (fluorescence-activated cell sorter)
Fas - receptor pro FAS ligand ucastnici se apoptézy

FITC - fluorescein izothiokyanat

FL - folikularni lymfom

FL1, FL2, FL3 - detektor fluorescence

FSC - piedni rozpty! (forward scatter)

G, - klidova faze bunééného cyklu

G, - faze bunééného cyklu predchazejici fazi S

G, -faze bunééného cyklu nasledujici po fazi S a prfedchazejici mitézu



GADDA45 - marker progrese bunééného cyklu (Growth arrest and DNA damage 45
protein)

HCL - leukemie z vlasatych bunék

HIV - virus lidské imunodeficience (human immune deficiencience virus)
HL - Hodgkinav lymfom

IGF-BP3 - rustovy faktor (Grow Factor Binding Protein 3)

IgH - téZky fetézec imunoglobulinu

IHC - imunohistochemie

INK - inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

KD - kostni dien

Ki-67 - proliferaéni marker

LPL - lymfoplazmocytarni lymfom

LU - lymfaticka uzlina

M - mitoticka faze

MALT - lymfom marginaini zény extranodalni typu

MCL - lymfom plastové zény

MDM2 - onkoprotein (Mouse Double Minute 2)

Mik1 - kinaza fosforylujici cdk1

MM - mnohocetny myelom

MPF - faktor podporujici M-fazi (mitose promoting factor)

mRNA - jednovlaknova informadéni ribonukleova kyselina

MZL - lymfom marginalini zény

NHL - non-Hodgkintv lymfom

p16, p15, p18, p19 - regulaéni proteiny bunééného cyklu

p21, p27, p53, p57, p48 - regulaéni proteiny bunééného cyklu

PCNA - proliferaéni marker

PE - fykoerytrin

PE-Cy5 - tandemovy konjugat (FRET)

PEST - oblast bohata na prolin, kyselinu glutamovou, serin a treonin.

Pl - proliferaéni index ( zde % bunék S+G,/M-faze)

PK - periferni krev

Puma - protein ucastnici se v apoptéze

R2 - protein u€astnici se oprav DNA

Rb - protein retinoblastomu

REAL - Revised European-American Clasification of Lymphoid neoplasms
RNA - ribonukleova kyselina

A

S - faze bunééného cyklu charakterizovana proteosyntézou



SLL - malobunéény lymfom

SMZL - lymfom marginalni zény splenicky

SSC - boéni rozptyl (side scatter)

SVA40 - virus Simian 40

TGF-p - transformujici rustovy faktor beta

Wee1 - kinaza fosforylujici cdk1

WHO - svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)



1 Uvod

Studium a poznani biologie rustu a diferenciace s tim spojené jsou v sou¢asné

Pochopeni déja, které se odehravaji v nadorové burice (role rustovych faktora,
regulace bunééného cyklu a apoptézy, znalost mechanizmu signalni transdukce,
transkripce, mechanizmi metastazovani a fady dalSich) mohou vést k zavadéni novych
molekularné biologickych a genovych, netoxickych a nadorové specifickych lé¢ebnych
postupt.

Nadorova transformace vznika nasledkem genetickych zmén, které zpusobuji
nekontrolovatelné bunééné déleni. Podle poslednich celosvétovych studii maji nadorova
onemocnéni stoupajici tendenci. Pro malou uspésnost terapie a tim i relativné vysokou

Diagnostické cile se zaméfuji zejména na v€asné uréeni choroby kombinaci
pfistupa morfologickych, cytometrickych i molekularné biologickych. Snahou je definovat
zmény jiz v prednadorovém, pfipadné v preklinickém stadiu. Dulezita je hlavné pfesna
diagnéza se spravné stanovenym stupném malignity nadord, aby mohla byt nasazena co
nejefektivnéjsi lécba.

Tématem této prace je studium proteini bunééného cykiu u lymfomd{. Lymfom je
obecny nazev pro celou fadu nadoru, které vznikaji z nekontrolované se délicich bunék
lymfatického systému. Die WHO klasifikace se primarné déli na lymfom Hodgkintv (HL) a
ne-Hodgkinlv (NHL). NHL se dale déli na lymfomy z B, méné Casté z T a vzacné i z NK
bunék (HARRIS 1999, JAFFE et al. 2001).

Lymfomy nepatii mezi prili§ ¢astd onemocnéni, tvofi ,pouhych* 6 % v8ech nové
zjisSténych nadorovych onemocnéni. Z toho NHL zastupuji necelych 5 % a zbyvaijici 1 %
pfipada na HL. Maligni lymfomy predstavuji paty nejcastéjsi nador u muzi ve Spojenych
statech a sedmy az osmy v Evropé. V Ceské republice je vyskyt lymfom( také na paté
pozici a ¢etnost onemocnéni NHL je odhadovana pfiblizné na 1400 novych pripadd ro¢né
(KOZAK 2005).

NHL postihuji pifevazné muze, kdy pomér onemocnéni u muzli je skoro
dvojnasobny nez u zen. Vyskyt NHL exponenciainé vstoupa s vékem. Median véku pii
diagnoze byva kolem 50 let. Podle statistik narlsta vyskyt NHL u dospélych nad 30 let
mnohem rychleji nez vyskyt ostatnich nador(t. Za poslednich 40 let vzrostl o 40 %,
piicemz nejrychleji roste ve vékovych skupinach nad 45 let, a zejména pak nad 75 let
(PAPAJIK 2004).

12



Pri¢iny vzniku této nemoci nejsou dosud pfesné znamy. Popsana jiz byla fada
faktoru, které riziko lymfoma zvysuiji.

Cilem mé prace bylo osvojit si laboratorni dovednosti a nasledné prfispét
k porozumeéni patogeneze NHL v zavislosti na expresi dulezitych regulatori bunééného
cyklu.

Cile:

1) Zavést cytometrickou DNA-analyzu bunécného cykiu a data porovnat
s expresi  proliferatnich  markerd  stanovenych  cytometricky (CD71) a
imunohistochemicky (Ki-67).

2) Zavést vysetrovani cyklinu D1 pomoci pritokové cytometrie a WB. Srovnani
vysledkli s imunohistochemii. Tento protein je klicovy pro diagnézu lymfomu
z plastovych bunék (MCL).

3) Zavést cytometrické i western blotové (WB) vysetfovani inhibitord bunééného
cyklu p21 a p27, které jsou dulezité v regulaci a proliferaci bunky a mohly by mit
prognosticky vyznam, véetné vzajemného srovnani vysledku.

4) Zavést vysSetfovani proteinu p53 pomoci pritokové cytometrie a WB za
soucasné korelace vysledkl s imunohistochemii. Mezi nejcastéji se vyskytujici mutace
u lidskych nadoru patfi ty, které postihuji pravé antionkogen p53. Nékteré mutace
mohou zpusobit hromadéni tohoto proteinu, ktery se nasledné stava detekovatelnym.
Tento gen je mutovan u vice jak 50 % nadort a nese s sebou horsi prognézu pro
pacienta.

5) Oveéreni vyuzitelnosti vysledka pro diagnostiku a stanoveni prognézy u
B-NHL.

13



2 Literarni prehled

2.1 Maligni lymfomy B rady

2.1.1 Historie klasifikace hematoonkologickych onemocnéni

V prabéhu poslednich 30 let 20. stoleti dochazelo intenzivné k opakované snaze
o vytvofeni systematiky hematologickych malignit. Tyto specifické nadory vychazeji
z kmenovych bunék a diferenciaénich stadii lymfopoézy. Tradi¢né jsou nazyvané
leukemie a lymfomy.

Leukemie je charakterizovana infiltrativnim a minimalné destruktivnim rastem
nejéastéji monoklonalnich nadorovych bunék v kostni dfeni a vétSinou i pfitomnosti
v periferni krvi. Nadory s velkou pfitomnosti transformovanych bunék v periferni krvi jsou
leukemické. Naopak ty, které v periferni krvi nemaji transformované bunky, jsou
aleukemicke.

Lymfom roste zpodatku jako invazivni lokaini nador s tendenci k destruktivnimu
rustu a Castymi metastazami. Lymfomy mohou postihovat kostni dren a leukemizovat.

Vyvoj klasifikaci lymfomu sméfoval od disté popisné morfologické klasifikace
popisované v padesatych letech Rappaportem ke klasifikaci, ktera vychazela
z diferenciacnich stadii lymfoidnich elementl (Lukes a Collins 1974). Obé tato hlediska se
pokusili sjednotit vtzv. Kielské (Lennertové) klasifikaci (1975, 1978), ktera vychazela
z novych poznatkl fyziologie lymfocytl. Velké mnozstvi diagnostickych jednotek pak
vedlo k neumérné zjednodusujici tzv. ,Working formulation for Clinical Use* neboli
.Pracovni formulace* (1982). Zde se lymfomy délily na nizce, stfedné a vysoce maligni
s ne prili§ dobrou morfologickou specifikaci v kazdé skupiné (DIELBOLD et al. 1997,
ADAM et al. 1998).

Pro hodnoceni nadorovych onemocnéni, vychazejicich z lymfatickych tkani,
vznikla vroce 1993 tzv. ,A Revised European-American Classification of Lymphoid
Neoplasms” zkracené oznacovana jako REAL klasifikace. Tato klasifikace v sobé
zahrnuje realné nozologické jednotky, definované na zakladé morfologie,
imunofenotypizace, klinickych rysi a genetiky. REAL klasifikace rovnéz rozliSuje
histologicky grading a klinickou agresivitu nemoci. (HARRIS et al. 1994, ADAM et al.
1998, HARRIS et al. 2000)

Nejnovejsi klasifikaci z roku 2001 je klasifikace Svétové zdravotnické organizace
(World Health Organization) oznacovana jako WHO klasifikace. Rovnéz vychazi ze
stejnych principtl jako REAL klasifikace. WHO kiasifikuje v§echny hematologické nadory,

které rozdéluje podle vzniku z pfislusné fyziologické vyvojové fady na nadory myeloidnich
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tkani, nadory z lymfatickych tkani, nadorovd onemocnéni vychazejici z mastocytd a
nadory z histiocytl a dendritickych bunék (HARRIS et al. 1999, HARRIS et al. 2000,
JAFFE et al. 2001).

2.1.2 WHO klasifikace lymfomu

Lymfom je neoplasticky utvar, ktery vznika proliferaci lymfatické tkané. Nejéastégji
se vyskytuje v miznich uzlinach, ale také mize vznikat z lymfoidnich bunék v jinych
organech (napf. travici trakt, kGize a jiné).

Lymfomy jsou rozdéleny na dva zakladni typy. Jsou to lymfomy HL a NHL. NHL
jsou potom déleny na nadory z B a T/NK bunék (JAFFE et al. 2001).

21.21 B-NHL

Tato prace je zaméfena na nadory z B bunék (Tab. 1). Struéna charakteristika
nejCastéjSich B-NHL je uvedena v dalSim textu (podrobnéji viz seminarni prace
SIFTANCOVA 2005).

Nadory z prekurzoru B bunék

e Prekurzorova B lymfoblasticka leukemie / lymfom (B-ALL/LBL)
Nadory ze zralych (perifernich) B bunék

¢ Malobunéény lymfocyticky lymfom / leukemie (B-CLL/SLL)

e B prolymfocytarni leukemie (B-PLL)

o Lymfoplazmocytarni lymfom (LPL)

o Leukemie z viasatych bunék (HCL)

e Plazmocytarni myelom (MM)

e Lymfom marginaini zény (MZL)

o Folikularni lymfom (FL)

o Lymfom plastove zény (MCL)

e Difuzni velkobunéény lymfom (DLBCL)

e Burkittav lymfom / leukemie (BL)

Tab. 1: Déleni malignich B lymfoproliferaci podle WHO klasifikace (JAFFE et al. 2001)
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B-CLL: B-CLL, zastupce nizce malignich lymfomu, vyskytujici se zejména u muzi
nad 50 let, charakterizuje pfitomnost bunék vzhledu zralych lymfocytl v periferni krvi a
hojna infiltrace kostni dfené a lymfatickych uzlin. MizZe se transformovat v lymfom
s vy$Sim stupném malignity (Richtertv syndrom) (Obr. 1, Obr. 2, Graf 1) (JENNINGS et
al. 1997, MONAGHAN et al. 2003, HALLEK et al. 2005).

MZL: Dle WHO klasifikace se déli na splenicky, nodaini a extranodalni lymfom.
zlazach, plicich, kazi aj.. MALT lymfomy Zaludku maji souvislost s chronickou infekci
Helicobacter pylori. Nizce maligni lymfom roste lokalné a nesifi se do okolnich organu
(Obr. 1, Obr. 2, Graf 1) (ISAACSON 1996, CATOVSKY A MATUTES 1999, HARRIS a
ISAACSON 1999, DOGAN a ISAACSON 2003).

FL: Jedna se o nizce maligni nador lymfatickych uzlin z bunék zarodeénych center
folikulh. VétSinou se objevuje u dospélych pacientd. U FL se vyskytuje translokace
t(14,18); BCL-2 gen byva preskupen u 70-90 % pfipadl (LIMPENS et al. 1991). Prognéza
se zhorSuje se zvySujicim se podilem centroblasti a s difuznim typem rustu. Je mozna
transformace do high-grade velkobunééného B lymfomu (Obr. 1, Obr. 2, Graf 1)
(GROGAN 1996, JAFFE et al. 2001).

MCL: Z malobuné&énych lymfomG ma nejhorsi prognézu, spojuje nepfiznivé znaky
low a high-grade lymfomu. Objevuje se u starSich lidi, prevazné muz(, kdy pomér muz :
Zena je 7:1. Postizené jsou lymfatické uzliny, Waldeyertv okruh, slezina, kostni dfer a
v extranodalni lokalizaci travici trakt. Translokace t(11;14) pfitomna u vétsiny pacientd
vede k pfeskupeni a aktivaci BCL-1 (cyklin D1) genu (Obr. 1, Obr. 2, Graf 1).
(SZCZARKOWSKI et al. 1996, CAMPO et al. 1999, LIU et al. 2002).

DLBCL.: Vyskytuje se v ruznych vékovych kategoriich. Asi ve 40 % pripadl se
lymfom objevuje mimo lymfatické uzliny. Vznikd bud z nizce maligniho B-bunééného
lymfomu, nebo de novo. Jde o agresivné se chovajici nador, ktery je potenciainé iéciteiny
(Obr. 1, Obr. 2, Graf 1) (CHAN et al. 1995, JAFFE et al. 2001, XU et al. 2001).

BL: Agresivni B lymfom, vyskytujici se prevazné ,endemicky“ v rovnikové Africe,
kde jsou postizeni hlavné mladi lidé. U nas se vyskytuje sporadicky nebo byva spojen s
imunodeficitem. Je to vysoce agresivni lymfom definovany translokaci genu c-MYC,
vyvolany nejspiSe virem Ebsteinovym-Barrové (Obr. 1, Obr. 2, Graf 1) (BLUM et al. 2004).
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Obr. 1: Sekundarni folikul: Patogeneze vzniku malignich lymfomu a nasledné
transformace. Zobrazeny ¢asti sekundarniho folikulu a z nich vznikajici pfislusné lymfomy.
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Graf 1: Zastoupeni jednotlivych malignich
lymfoma (JAFFE 2001)

Obr. 2: Zjednodusené schéma zakladni
imunofenotypizace B-NHL
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2.2 Bunécny cyklus

2.2.1 Obecné charakteristiky

Zakladnim predpokladem ristu a vyvoje, ale i fixace nahodné vzniklych mutaénich
zmén vSech organizmu je bunééné déleni. Kontrola bunééného cyklu je pro kazdou burnku
sloZitou zalezitosti a jeji naruSeni maze mit za nasledek pfemé&nu normalni bunky v bufiku
nadorovou. Tato bufka pak nepodléha regulaénim mechanizmim a je schopna
nekontrolovaného ristu.

Bunéény cyklus mulzeme na zakladé morfologickych a biochemickych
charakteristik rozdélit do nékolika zakladnich fazi (Go, G4, S, G,, a M-faze). Cyklus je
ukonéen rozdélenim bunky za vzniku dvou dcefinych bunék. Doba mezi dvéma
mitotickymi fazemi, kdy bunka prepisuje své geny, syntetizuje proteiny a zvétSuje svuj

objem, se oznaduje jako interfaze.

2.2.2 Zakladni vlastnosti jednotlivych fazi

Go-faze je klidova faze bunééného cyklu, ve které bunka pini své zakladni funkce a
udrzuje bazalni metabolismus. V pfipadé obdrzeni stimulaénich signait muze burika opét
prejit z Gy-faze do G,-faze a zadit se znovu délit.

G,-faze je interval mezi ukon&enim mitézy a zalatkem syntézy DNA. Typicka je
intenzivni syntéza vSech typli RNA v jadre. V cytoplazmé probiha proteosyntéza a bunka
roste. Délka G,-faze se muze liSit a obvykle urCuje délku celého bunééného cyklu.

Béhem S-faze bunka replikuje svoji jadernou DNA, coz je zakladni pifedpokiad pro
bunééné déleni. V cytoplazmé jsou syntetizovany histony. S-faze se nachazi mezi dvéma
fazemi (G,, G,), ve kterych burika roste. Po skonéeni S-faze bunétné jadro obsahuje
dvojnasobné mnozstvi DNA.

G,-faze je interval mezi koncem syntézy DNA a zadatkem mitdzy. Je typicka
dalSim rustem bunky, proteosyntézou, pii¢emz ve zvySené mife je syntetizovan tubulin a
dalSi proteiny slouzici k vystavbé mitotického aparatu. V G,-fazi cyklu probiha kontrola
ukonéeni DNA replikace pi'ed vstupem do mitézy.

Béhem M-faze neboli mitotické faze je v mikroskopu pozorovatelné jaderné déleni
(mitéza) a cytoplazmatické déleni (cytokineze). Proces se sklada z Sesti fazi, z nichz
prvnich pét (profaze, prometafaze, metafaze, anafaze, telofaze) predstavuje déleni jadra
a Sestou fazi je vlastni rozdéleni buriky (cytokineze).

18



Gy, S, G, a M-faze jsou znamé soucasti bunééného cyklu, ovéem ne vSechny
bunky se fidi timto standardnim schématem. Cykius bunééného déleni rychle se délicich
bunék obvykle trva 24 hodin (Obr. 3). Z toho na mitézu pfipada asi 30 minut, na G,-fazi 9
hodin, na S-fazi 10 hodin a G,-fazi 4,5 hodiny (https://www.zdravcentra.sk/cps/rde/xchg/
zcsk/xsl/3141_1387.html). Ackoliv délka jednotlivych fazi cykli je do urcité miry
proménliva, nejvétsi variabilita je v G,-fazi. Nejsou-li buiiky v G,-fazi pripraveny k replikaci
DNA, vstupuji do Gy-faze, klidového stadia, ve kterém mohou setrvat nékolik dni, tydnu
nebo i let, nez opét pokracuji v proliferaci (ALBERTS et al. 1998, LODISH et al. 2004).

M

Vznik dcefinné buiiky

GO
‘//' Klidova fize

G2

Rust buiiky,

hromadéni

mitotickych

cyklina Gl
Rust buiiky,
hromadéni G1
cyklini

S

duplikace DNA

Obr. 3. Schéma bunééného cykiu

2.2.3 Proliferacni markery

Proliferace je zakladni parametr, ktery je stanovovan u rdznych typl nadord
v souvislosti s uréenim stupné jejich malignity a tim i prognostického vyznamu. Bunéénou
proliferaci provazi zmény v zastoupeni a expresi nékterych antigent - vySetiovanymi
proliferaénimi znaky mohou byt napf. CD71, Ki-67, PCNA aj., pfiéemz prolifera¢ni aktivitu
bunék Ize rovnéz stanovit pomoci uréeni obsahu DNA (propidium iodid, bromdeoxyuridin)
(LORAND-METZE et al. 2004).
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2231 CD71

CD71 (transferinovy receptor) je transmembranovy glykoprotein sloZzeny ze dvou
podjednotek o celkové molekulové hmotnosti 190 kDa. Je exprimovan piedevsim v rychle
se délicich burikach pfi pfechodu z Gy/G, do S-faze buné&éného cyklu. CD71 je zapojen
do pfijmu zeleza (Fe3+). Exprese receptoru je regulovana metabolickou potiebou Fe3+,
které je nepostradatelné pro rostouci buriky (NEWMAN et al. 1982, DANOVA et al. 1988,
SHIH et al. 1990).

2.2.3.2 Ki-67

Ki-67 je jaderny protein, jehoz exprese je asociovana s bunéénou proliferaci. Byly
objeveny dvé izoformy o molekulové hmotnosti 345 a 395 kDa (SCHLUTER et al. 1993).
K expresi antigenu dochazi ve vSech aktivnich fazi bunééného cyklu (G;, S, G, a M),
chybi ale v klidovych burikach, které se nachazi v G,-fazi (GERDES et al. 1984, TAZZARI
et al. 1990).

V G,-fazi je Ki-67 lokalizovan pifevazné okolo jadra, v pozdéjSich fazich uvnit jadra
a béhem mitézy je vétsina proteinu presunuta na povrch chromozémiu (GERDES et al.
1984, VERHEIJEN et al. 1989). Jakmile se burika dostane do neproliferujiciho stavu
(nejCastéji béhem anafaze a telofaze) dochazi k rychlému odbouravani Ki-67 (BRUNO a
DARZYNKIEWICZ 1992).

2.2.4 Regulace bunééného cyklu

Dulezité procesy, jako je replikace DNA, mitéza a cytokineze, jsou fizeny Ffadou
kontrolnich systému s cilem koordinovat jednotlivé faze bunééného cyklu.

Regulace bunééného cyklu se uskute€nuje v kontrolnich bodech v G, a G,-fazi.
Pokud je treba, aby bunka jesté rostla, umoznuje kontrolni bod v G;-fazi regulaénimu
systému zastavit bunéény cyklus dfive, nez je spusténa replikace DNA. Druhy kontrolni
bod velikosti se nachazi v G,-fazi a umoziuje zastavit cyklus pred vstupem do mitézy.
Tento bod navic umozni burice zkontrolovat, zda je pfed vstupem do mitézy kompletné
zreplikovana DNA (ALBERTS et al. 1998).

Prechody mezi fazemi bunééného cyklu fidi rodina enzymu nazyvanych cyklin-
dependentni kinazy (cdk), které pro aktivaci vyzaduji fosforylaci na serinu a threoninu, a
nasledné zprostredkuji pifenos fosfatu na cilovy substrat (FORD a FORD 1997).
Katalytickou funkci pini po asociaci s pfisluSnym cyklinem. Cdk s cyklinem vytvafi
heterodimerni proteiny skladajici se ze dvou podjednotek. Koncentrace cyklini se
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v prubéhu bunééného cyklu méni, ¢imz je aktivita jednotlivych kinaz regulovana (NIGG
1995, FORD a FORD 1997).

Dale je bunécny cyklus kontrolovan prostfednictvim inhibitori, které maji kliCovy
vyznam v regulaci bunécné proliferace. Zpétnovazebné signaly zabraruji spusténi dal$iho
kroku v cyklu, dokud neni pfedchazejici krok Uplné dokonéen (ALBERTS et al. 1998,
REJTHAR a VOJTESEK 2002).

2.2.4.1 Regulace bunééného cyklu komplexem cyklin-cdk

Za vazbu a aktivaci cdk odpovida konzervativni doména cyklinu nazyvana ,cyklin
box“ o velikosti zhruba 100 aminokyselin, ktera méni konformaci N-terminaini oblasti
partnerské kinazy a tim ji aktivuje. Cdk mlze asociovat s riznymi cykliny, pfi¢emz typ
navazaného cyklinu urcuje, ktery cilovy protein bude komplexem cyklin-cdk fosforylovan.
Kazdy takto vytvoireny komplex ma v procesu regulace bunééného cyklu svoji specifickou
tlohu (NIGG 1995, SHERR a ROBERTS 1995, LODISH et al. 2004).

Cykliny jsou rozdéleny na dvé hlavni tfidy - G; cykliny a cykliny mitotické. G,
cykliny jsou proteiny s relativné kratkou Zivotnosti, vazi se na cdk v pribéhu G;-faze a
jsou dulezité pro vstup do S-faze cyklu. Zatimco mitotické cykliny maiji zivotnost delSi, vazi
se na cdk v pribéhu G,-faze a jsou dtlezité pro vstup do mitézy a zpravidia jsou
odbouravany tésné pied vstupem buriky do mitézy (FORD a FORD 1997).

V soucasné dobé je znamo devét typl cyklin-dependentnich kinaz (oznacenych
Gisly 1 az 9, pficemz pro cdk1 je uzivano taktéz synonymum cdc2) a jedenact riznych
typa cyklini (oznacuji se velkymi pismeny abecedy A az J a T) regulujicich jednotlive
kroky bunécného cyklu (hlavni vybrané cdk a cykliny viz Tab. 2). Lze vSak predpokladat,
ze poéty zastupcl obou proteinovych rodin zatim nejsou upiné (NIGG 1995, SHERR a
ROBERTS 1995, CHELLAPPAN et al. 1998).

lcdk prisluény cyklin ifaze, kde pusobi

cdk1 (cdc2) cykinAaB pifechod G,/M a ¢asna M
cdk 2 cyklin E piechod G,/S

cdk 2 cyklin A S

cdk 4 cyklin D1, D2, D3 G,

cdk 6 cyklin D1, D2, D4 G,

cdk 7 cyklin H vSechny faze

Tab. 2: Hlavni cdk a cykliny v bunééném cyklu

A
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Na prechodu G,/S-faze se podili komplexy cyklin E/cdk2, cyklin D1-D3/cdk4 a
cyklin D1/cdk6 (SHERR 1994, OHTSUBO et al. 1995). ZvySena exprese téchto cyklinl
ma za nasledek zkraceni G,-faze bunécného cyklu a rychlejsi pfechod do S-faze. Naopak
inaktivace cyklinu D1 v G,-fazi brani ve vstupu do S-faze.

Pribéh S-faze je kontrolovan cyklinem A, vytvarejicim komplex s cdk2, ktera je
uvolnéna ze vzajemné interakce s cyklinem E po G,/S prechodu. Kinazova aktivita cdk2
ve spojeni s cyklinem A klesa v M-fazi (GIRARD et al. 1991).

Na pfechodu mezi G,/M se podili komplexy cyklin A/cdk1 a cyklin B/cdk1 (KING et
al. 1994, ARELLANO a MONERO 1997). Cdk1 je v komplexu fosforylovana na Thr-161
aktivaéni kinazou (CAK), ktera se sklada z cdk7 a cyklinu H (JEFFREY et al. 1995,
PAULOVICH a HARTWELL 1995). Fosforylace zpusobuje konformaéni zmény a zlepSuje
vazbu cyklint. K inaktivaci cdk1 dochazi po fosforylaci na Thr-14 a Tyr-15 prostiednictvim
kindz Wee1 a Mit1 nebo inhibiénimi proteiny p21 a p27. Defosforylace téchto mist pomoci
fosfatazy cdc25 je nezbytna pro aktivaci cdk1 a dalsi postup v bunééném cykiu (LEW a
KORNBLUTH 1996).

Komplex cyklin B/cdk1 je znamy jako faktor podporujici M-fazi (MPF, mitose
promoting factor). Aktivovany komplex cyklin B/cdk1 fosforyluje celou fadu cilovych
proteini. Mezi né patfi napr. strukturni protein histon H1, jaderny laminin, vimentin a
kaldesmon. Jejich fosforylace je velmi dulezitd pro kondenzaci chromozomi, rozpad
jadernych lamel, intermedialnich filament a reorganizaci mikrofilament. VSechny tyto
pochody jsou nezbytné pro vstup buriky do M-faze (Obr. 4) (NIGG 1995, NURSE 1997,
LODISH et al. 2004).
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Obr. 4: Lokalizace cyklini a cdk v bunééném cyklu

Hladiny cyklinu jsou v buné€ném cyklu ovliviiovany jejich syntézou a degradaci.
Cyklin A a B obsahuji destrukéni box rozpoznavajici protein (DBRP), cykliny D a E
,PEST* sekvenci, coz je oblast bohata na prolin, kyselinu glutamovou, serin a treonin.
Tyto proteinové sekvence jsou odpovédné za ucinnou degradaci cyklint, ktera je na konci
prislusnych fazi bunééného cyklu zprostfedkovana ubiquitinem v proteazomech
(GLOTZER et al.1991, RECHSTEINER a ROGERS 1996).

2.2.41.1 Cykliny D typu

V soucasné dobé jsou popsany 3 druhy cyklint D - cyklin D1 je exprimovan hlavné
epitelidinimi a nékterymi mezenchymalnimi burikami, cykliny D2 a D3 myeloidnimi a
lymfatickymi bufikami (OTT et al. 1997). Cykliny D tvofi komplexy s cdk4 a cdk6 a ucastni
se fosforylace proteinu Rb, ¢imzZ ho inaktivuji a umozni vstup do S-faze (KAPLAN et al.
2005, MATSUSHIME et al. 1994). Ktomu, aby byly cykliny D funkéni, musi byt
lokalizovany v jadie (BALDIN et al. 1993, DIEHL et al. 1998).\
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2.2.4.1.1.1 Cyklin D1

Cyklin D1 je jaderny protein patfici do rodiny G1 cyklinu, ktery hraje dulezitou roli
v regulaci pfechodu G,/S-faze bunééného cyklu a tvoii komplexy s cdk4. Gen pro cyklin
D1 (CCND1 = PRAD1 [Parathyroid Adenomatosis 1] = BCL1 [B-cell Leukemia
/Lymphomal) je lokalizovan na chromozomu 11 v oblasti q13. Pfepisem genu o 5 exonech
vznika hlavni transkript 4,5 kb velka mRNA a nasledné protein o molekulové hmotnosti 36
kDa tvoifeny 295 aminokyselinami (http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/BCL1.htmi,
COIGNET et al. 1996, DE BOER et al. 1997).

Zvysena hladina cyklinu D1 mlze byt indukovana amplifikaci chromozomainiho
regionu genu pro cyklin D1, nebo chromozomalni translokaci (11;14)(q13;q32) (Obr. 5) a
ma za nasledek zkraceni G;-faze, ktera je méné zavisla na rustovych faktorech, a
rychlejsi prechod do S-faze bunééného cyklu (LAMMIE a PETERS 1991, OTT et al. 1997,
SHERR 1994). Overexprese mRNA cyklinu D1 a vzapéti i vlastniho proteinu muze byt

detekovana u vétSiny hematologickych malignit nesoucich tuto translokaci (OTT et al.

1997).
11 11
14 14
belt l'l H ¥ II produkce
g
PRAD1 /l ~ oH

CCND1

nadprodukce
cyklinu D1

Obr. 5. Chromozomalni translokace (11;14)(q13;q32)

Vysoka hladina cyklinu D1 nasledkem chromozomalni translokace
(11;14)(913;932) je typicka pro MCL a dochazi k ni ve vice nez 90 % piipadd (OTT et al.
1997). Tato translokace a stejna genova fiuze CCND1 s IgH se muze vyskytnout ve 3-14
% pfipadl i u MM (SOVERINI et al. 2003), B-PLL (BRITO-BABAPULLE et al. 1992), B-
CLL (BRITO-BABAPULLE et al. 1992, SUZUKI et al. 1999), FL, SMZL (VASEF et al.
1997), ale v mnohem nizS$im procentu piipadu.

Exprese cyklinu D1 je pouzivana predevsim jako diagnosticky marker MCL pro
odliSeni od ostatnich B-bunéénych malignit a maze mit i vyznam prognosticky.
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2.2.4.2 Inhibitory cyklin dependentnich kinaz

Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz (INK) maiji schopnost inaktivovat komplexy
cyklin-cdk a navodit zastaveni buné&ného cyklu v G; kontrolnim bodé. INK jsou
rozdélovany do dvou skupin podle jejich aminokyselinové sekvence a biochemickych
mechanizmd jejich u¢inkll (CLURMAN a ROBERTS 1995, CHELLAPPAN et al. 1998).

Do prvni, tzv. p16 rodiny INK4, jsou zafazovany proteiny p16 Ink4a, p15 Ink4b,
p18 Ink4c a p19 Ink4d. Proteiny patfici do p16 rodiny jsou spojovany s Gy-fazi a inhibuji
predevs§im aktivitu komplext cdk4 a cdk6 s cykliny D, které se podileji na fosforylaci
nadorového supresoru Rb (CARNERO a HANNON 1998, JAMES a PETERS 2000)

Do druhé rodiny CIP/KIP (cdk-interagujici protein/kinaza-inhibujici protein, cdk-
interacting protein/kinase-inhibitory protein) patfi proteiny p21, p27 kip1 a p57 kip2, které
jsou spojovany s G, a S-fazi a inhibuji Sirokou Skalu komplext cyklin-cdk (SHERR a
ROBERTS 1995, FORD a FORD 1997).

2.2.4.2.1 Inhibitor bunééného cyklu p21

2.24.2.1.1 Gen a struktura

Lidsky gen pro p21 se nachazi na chromozomu 6p21.2, je tvoren 3 exony (pfi¢emz
1 exon neni piekladan) a transkripci vznika 2,1 kb velkd mRNA. Gen kéduje polypeptid o
délce 164 aminokyselin a molekulové hmotnosti 18 kDa (EL-DEIRY et al. 1993, HARPER
et al. 1993, http://atlasgeneticsoncology. org/Genes/CDKN1AID139.html).

Protein p21 z rodiny CIP/KIP sdili homologii na N konci s proteinem p27 (42 %) a
s proteinem p57 (47 %) (LLOYD et al. 1999), zatimco na C konci je variabilni v délce i
funkci (CHEN et al. 1995, LUO et al. 1995). P21 obsahuje domény interagujici s fadou

proteinu (Obr. 6). Nachazi se hlavné v jadfe a minimalné v cytoplazmé.

1 2126 49 71 90 140 160 164
1,,1‘,; T RLnig LA

cyklin cdk E2F PCNA GADD45

Obr. 6: Struktura proteinu p21 s protein interagujicimi doménami

2.2.4.2.1.2 Funkce proteinu p21
Protein p21 je transkripéné aktivovan p53 zavislymi (nemutovanou formou proteinu
p53) a p53 nezavislymi mechanizmy, ktere jsou spoustény punéénym stresem (MICHIELI
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et al. 1994). Ma dulezitou ulohu pfi kontrole bunééné proliferace diky schopnosti regulovat
aktivitu komplexu cyklin-cdk v situacich, kdy buriky odpovidaji na rizné intracelularni a
extracelularni signaly (NIGG 1995, BALL a LANE 1996). V klidovych bunkach je jeho
hiadina velmi nizka a vzrista teprve po aktivaci mitogennim signalem nebo v prubéhu
ontogeneze (CHELLAPPAN et al. 1998). Hladina tohoto proteinu je regulovana
proteolytickou degradaci pomoci ubiquitinu (MAKI a HOWLEY 1997).

Po poskozeni DNA je k zastaveni bunééného cyklu tfeba zvysené exprese p21. V
G,-fazi je zastaveni cyklu zplsobeno inhibici tvorby komplexu mezi cykliny a cdk, ¢imz se
zabrani fosforylaci proteinu Rb, ktera je nezbytna pro vstup bunék do S-faze (MORGAN a
KASTAN 1997, JAMES a PETERS 2000). V S-fazi p21 inhibuje replikaci DNA interakci
s PCNA, a blokuje tak schopnost PCNA aktivovat DNA polymerazu &, ktera je
nepostradatelna pro funkci DNA polymerazy (FLORES-ROZAS et al. 1994, WAGA et
al. 1994, OGRYZKO et al.1997). Protein p21 je potifebny i pro zastaveni bunééného cyklu
v Go-fazi, diky jeho schopnosti vazat komplex cyklinu B1/cdk1 s PCNA, ktery je nutny pro
vstup bunky do mitézy (NICULESCU et al. 1998, TOKAMOAKI ANDO et al. 2001).

Protein p21, interagujici jak s komplexy cyklint-cdk, tak s PCNA, koordinuje funkci
cdk vregulaci bunééného cyklu s procesy replikace a reparace DNA (Obr. 7)
(CHELLAPPAN et al. 1998).
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Obr. 7: Regulace bunééného cyklu pomoci p21 zastaveni bunééného cyklu a opravy DNA

SniZzena hladina exprese proteinu p21 byla detekovana v mnoha typech nadoru,
predevsim v souvislosti s nefunkénim proteinem p53. Absence funkéniho proteinu p21 ma
za nasledek poruseni regulace bunééného cykiu, abnormalni diferenciaci buriky a silnou
predispozici k transformaci, ktera vede ke vzniku nadoru (BALL et al. 1997, AHMAD et al.
1998)
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2.2.4.2.2 Inhibitor bunééného cyklu p27

2.24.2.2.1 Gen a struktura

Gen p27 je lokalizovan na chromozomu 12p13 na piechodu 12p12-12p13.1
(PONCE-CASTANEDA et al. 1995), sklada se ze 2 exonu a jeho transkripci vznika 2,5 Kb
velka mRNA a hladina tohoto proteinu je regulovana postransiaéné. Gen kéduje protein o
velikosti 198 aminokyselin a molekulové hmotnosti 22 kDa.
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/CDKN1BID116.htmi).

N-terminalni konec, obsahujici vazebné misto pro cyklin-cdk, vykazuje znaénou
homologii s dalSimi éleny rodiny CIP/KIP (RICARDO et al. 1999). Na C-terminalnim konci
je signaini doména pro jadernou lokalizaci a misto pro fosforylaci cdk1
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/CDKN1BID116.html).

2.2.4.2.2.2 Funkce proteinu p27

Aktivita proteinu p27 je regulovana fadou faktoru - transformujici rastovy faktor 8
(TGF-B), kontaktni inhibice zprostiedkovana N-catherinem nebo zvysené hladiny cytokint
a cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) (KATO et al. 1994, POLYAK et al. 1994,
ERLANSON et al. 1998). Akumuluje se v klidovych bufkach a pfi odpovédi na mitogenni
stimulaci jeho hladina klesa (XIONG et al. 1993, KATO et al. 1994, TOYOSHIMA a
HUNTER 1994). Po mitogennim stimulu dochazi k fosforylaci proteinu p27 na C konci
komplexem cyklin E/cdk2, ktera zpUsobi polyubiquitinaci proteinu a naslednou degradaci
v proteazomu (VLACH et al. 1997, SLINGERLAND a PAGANO 2000).

Protein p27 blokuje vstup z G, do S-faze. Silné inhibuje pfedevsim komplex cykiin
E/cdk2, ktery je nezbytny k fosforylaci proteinu Rb (POLYAK et al. 1994). Rovnéz asociuje
s komplexem cyklin D/cdk4 a pozdéji s cyklin A/cdk1 (http://atlasgeneticsoncology.org/
Genes/CDKN1BID116.html). Asociace proteinu p27 s cyklin D/cdk4 nebo s cyklin E/cdk2
blokuje fosforylaci u cdk4 na treoninu 172 a u cdk2 na treoninu 160 a tim znemoziuje
aktivaci cdk (Obr. 8) (FIRPO et al. 1994, KATO et al. 1994).
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Uvolnéni E2F od Rb a
vstup do S faze

Obr. 8: Schéma funkce p27: Akumulace proteinu p27 s komplexem cyklin D/cdk4 béhem
diferenciace. Kdyz je komplex cyklin D/cdk4 saturovan p27, dochazi k vazbé p27 na cyklin
E/cdk2 a inhibuje funkci cdk2. Ztrata kinazové aktivity cdk2 zplisobi vyvazani cyklinu E

z komplexu. Ztrata cyklin D/cdk4 kinazové aktivity je zatim neznama.

Exprese proteinu p27 je u rlznych typl nadord odli$na. Udava se, ze u nizce
malignich je vysoka a u vysoce malignich je naopak nizka. Exprese proteinu p27
v ,normalnich* tkanich je nepfimo umérna proliferanimu indexu. (ERLANSON et al.
1998, SANCHEZ-BEATO et al. 1999, CHIARLE et al. 2002). Mutace v genu pro p27 byla
pozorovana jen ojedinéle u nékterych lymfoma a leukémii (SANCHEZ-BEATO et al.
1999).

2.2.4.3 Tumor-supresorovy gen p53

2.2.4.3.1 Gen a struktura lidského TP53

Gen TP53 byl poprvé identifikovan roku 1979 jako bunéény protein vazajici T
antigen viru SV40, kumulujici se v jadie. Byl oznaéen jako kli€ovy tumor-supresorovy
protein (LANE a CRAWFORD 1979, LINZER a LEVINE 1979).

Lidska forma p53 je kédovana genem TP53 na kratkém raménku chromozomu 17
(17p13.1). Gen je slozen z 11 exond a tvofi 20 kb jaderné DNA. Transkripci vznika 3 kb
velka mRNA. Protein je upraven fadou post-translaénich modifikaci, fosforylaci, acetylaci
a ubiquitinaci.
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Protein p53 o 393 aminokyselinokyselinovych zbytcich a molekulové hmotnosti 53
kDa se sklada z nékolika domén: N-koncova ¢ast obsahuje transkripéné aktivovanou
domeénu (TAD - aktivujici transkripéni faktory) a doménu bohatou na prolin; centralni ¢ast
zahrnuje DNA vazebnou doménu (DBD) obsahujici atomy zinku a arginin; C - koncova
¢ast obsahuje oligomerizaéni doménu (OD) zodpovédnou za tetramerizaci a negativni
regulaéni doménu (Obr. 9) (http://en.wikipedia.org/wiki/P53# Structure).

il sslla il

Transaktivaéni doména Prolin DNA vazebnd doména Oligomerizaéni Regulatni
(1-42; 43-62) bohata (102-292) doména doména
doména (323-356)  (363-393)
(65-97)

Obr. 9: Struktura proteinu p53 se zobrazenymi ,hot-spots* 175, 245, 248, 273, 282

(=mista s nej¢astéjSimi mutacemi) (upravené z: http://www-
p53.iarc.fr/SlideShow2006_files/frame.htmi#slide0169.htm)

2.2.4.3.2 Funkce proteinu p53

Protein p53 je Casto nazyvan ,strazcem genomu“ a je indukovan bunéénym
stresem. V zavislosti na mife poskozeni DNA spousti bud mechanizmy vedouci
k programované smrti bunky (apoptéze) nebo indukuje zastaveni bunééného cyklu v G-
fazi.

Aktivace proteinu p53 je vyvolana poruchami v DNA. Tyto poruchy mohou byt
zpusobeny raznymi typy zareni, UV svétlem nebo mutagennimi latkami a jsou
zodpovédné za rapidni zvySenou expresi transkripné aktivniho proteinu p53. Takto
nahromadény protein se vaze na specifické sekvence DNA a stimuluje expresi celé rady
genu. Cilovych genl bylo jiz popsano vice nez 60, véetné téch, jejichz produkty navozuji
blok bunééného cyklu v G,-fazi (p21) a v G,-fazi (14-3-30, GADDA45), apoptézu (Bax,
Apaf-1, Fas, Puma, aj.), opravy DNA (p48, R2) (Obr. 10) (http://atlasgeneticsoncology.org/
Genes/P53ID88.html, YANG et al. 2000, SMARDOVA 2003). Cilem zastaveni bunééného
cykiu v Gs-fazi zprostredkovaného proteinem p53 je ziskani dostate¢né diouhé doby k
reparaci posSkozené DNA pred jeji dalsSi syntézou (KASTAN et al. 1991, PRIVES 1998).
ZvySenim hladiny p53 se iniciuje exprese genu GADD45," kédujici protein, ktery vazbou
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na PCNA inhibuje replikaci DNA a zahaji expresi genu ktery kéduje protein p21. Protein
p21 inhibuje tvorbu komplexu mezi cykliny a cdk. Tim brani fosforylaci proteinu Rb, ktera
je nezbytna pro vstup bunék do S-faze (Obr. 10). V pfipadé spravné funkce proteinu p53
je po odstranéni chyb v DNA bunéény cyklus obnoven. Nejsou-li tyto chyby v DNA
odstranény, spousti p53 v bunce pochody vedouci k apoptéze aktivaci gent bax a IGF-
BP3 (FORD a FORD 1997, BENNETT 1999).

Hladina, funkce a stabilita proteinu p53 je vbunce kontrolovana fadou
mechanizml. Mezi nejznaméjSi patfi onkoprotein MDM2 (Murine Double Minute 2 =
Mouse Double Minute 2), ktery je lokalizovan v oblasti q13-14 na dlouhém raménku
chromozomu 12. MDM2 je negativni regulator proteinu p53 a ma za ukol udrzovat jeho
hladinu na nizké urovni a inhibovat jeho transkripéni aktivitu. Po navazani MDM2 na N-
konec p53 v jadie dochazi k pfenosu do cytoplazmy a rychlé degradaci ubiquitinaci
v proteazomu (Obr. 10). Mezi MDM2 a p53 se jedna o autoregula¢ni zpétnovazebny
princip, kde gen pro MDM2 je transaktivovan samotnym p53 proteinem. Bunéény stres
muze navodit zmény ve vazbé MDM2 a p53. Casto dochazi k fosfotylaci p53 na serinu 15,
coz zhorSi vazbu na MDM2 a zplsobi sniZzeni rychlosti odbouravani proteinu p53
(CLINELLI et al. 1998, REISMAN a LOGING 1998, BENNETT 1999, BULLOCK a
FERSHT 2001). Timto mechanizmem muze dochazek k hromadéni proteinu p53 a bylo
prokazano, Ze tato akumulace je ¢asto nezavisla na mutaci p53 (CESARMAN et al.1993,
VILLUENDAS et al. 1993).

Poskozeni DNA zpusobuje fosforylaci p53 na fadé mist (Ser 6, Ser 9, Ser 15, Ser
20, Ser 33, Ser 46, Ser 315 a Ser 392). Tyto fosforylace jsou zajistény prevazné ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated) kinazou a DNA-PK (DNA-dependentni protein kinazou)
(BURMA et al. 1999, SAITO et al. 2002).
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Obr. 10: Schéma funkce proteinu p53 (upravené z:
http://bexo.If1.cuni.cz/Studenti/Texty/Cyklus2006. pdf)
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2.2.4.3.3 Poskozeni proteinu p53

Inaktivace genu TP53 deleci ¢i bodovou mutaci vede k transformaci a vzniku
nadort raznych typu. Somatické mutace byly zaznamenany u vice néz 50 % lidskych
nadorl. Vétsina mutaci ma vliv na schopnost vazby proteinu p53 k DNA vazebné doméné
(http://en.wikipedia.org/wiki/P53#Structure). Ve vice nez 85 % jsou to bodové substituce
typu missense ve vysoce konzervovanych regionech kodujici sekvence exonu 5-8 (126-
306) (Obr. 9) (VILLUENDAS et al. 1993, GREENBLATT et al. 1994). Velmi €asté jsou
transice, které se objevuji u CpG dinukleotidu a jsou zpusobené hlavné UV zafenim, nebo
transverze, které jsou zplUsobené alfatoxinem B1 &i cigaretovym kourem (benzpyren)
(HOLLSTEIN et al. 1991, http://www-p53.iarc.fr/SlideShow2006_files/frame.htm#
slide0169.htm).

Protein p53 se stava funkénim az po tetramerizaci a vazbé na DNA. Tetramerizace
a vazby na DNA se ucastni C-koncové oligomerizaéni domény p53. Je-li jedna &i vice
z téchto 4 podjednotek mutovanych, stava se cely tetramer nefunkénim. K inaktivaci muze
dojit nékolika hlavnimi zpisoby (STENGER et al. 1992, CHO et al. 1994) - ztratou
heterozygotnosti (v jedné alele vznikne bodova mutace a dojde k deleci druhé alely),
tvorbou komplexd s virovymi a bunéénymi proteiny (HIV, EBV, T-antigen viru SV40, E1B
protein adenoviri nebo E6 protein papilomavird) (MAESTRO et al. 1995, FORD a FORD
1997, REISMAN a LOGING 1998, AHRENDT et al. 1999); amplifikaci genu MDM2 coz
zvySi odbouravani proteinu p53 (HIGASHIYAMA et al. 1997, NASIR et al. 2001).

Nefunkéni protein p53 se akumuluje v jadie, regulace je naruSena a burky
nemohou podlehnout apoptdéze. Mutace byva asociovana s agresivnéjsSi formou nadoru
(HARRIS a HOLLSTEIN 1993, SIDRANSKY a HOLLSTEIN 1996) a soucasné je
spojovana i s rezistenci na radio- a chemoterapii (LOWE et al. 1994, RUSCH et al. 1995).

Na rozdil od funkéniho wt p53, ktery je v bunce béhem nékolika minut rychle
degradovan, mutovana forma p53 ma tendenci akumulovat se v jadie a protein se tak
stava detekovatelny imunologickymi metodami (VILLUENDAS et al. 1993, MAESTRO et
al. 1995).
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3 Material a metodika

3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Material

Nativni material (tumor, kostni dren, periferni krev) byl ziskan z operacnich sald
jinych oddéleni FN Motol (zejména chirurgickych, ORL, hematologie a onkologie) od
pacientl se suspekci nebo diagnézou B-NHL. Pro zajisténi reprezentativnosti odbért z
primarnich tumort pro jednotlivé analyzy byl material peroperaéné histologicky vysSetfen a
rozdélen druhoatestovanym patologem; nativni ¢ast byla zpracovana metodou pritokové
cytometrie, ¢ast byla zamrazena tekutym dusikem pro potifeby vySetieni metodou western
blot a uchovana v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C a &ast byla fixovana formaldehydem
pro podrobnéjsi histologické a imunohistochemické vysetfeni (IHC).

Standardnimi metodami laboratofe prutokové cytometrie byl stanoven
imunofenotyp nadorovych bunék. Pii dostatecném mnozstvi materialu byly izolovany
jaderné elementy, které byly pro dal$i pouziti zamrazeny v -80 °C ve fetalnim bovinnim
séru (FBS) s dimethyl sulfoxidem (DMSO).

Do analyzy byly nasledné zahrnuti pouze pacienti s potvrzenou diagnézou B-NHL
a infiltraci ve vzorku. Diagnéza byla stanovena na zakladé vySetieni pratokovou cytometrii
v kombinaci s morfologickym vysetfenim doplnénym imunohistochemii, popf. molekularni
detekci translokace. Pro srovnani byly vysledky pacientt s B-NHL porovnany s reaktivnim
materialem.

3.1.2 Pouzivané roztoky a chemikalie

3.1.2.1 Protilatky
Pratokova cytometrie: fedéni protilatek dle doporuceni vyrobce

FITC CD19 (mysi); Southern Biotech (SJ25-C1)
FITC CD14/PE CD45 (mysi); Immunotech (Immu 19.2)
PE CD71 (mysi); Immunotech (YDJ.1.2.2)
PE p53 (mysi); Becton Dickinson (DO-7)
PE izotypova kontrola (mysi); Becton Dickinson (IgG2y)
PE p27 (mysi); Santa Cruz (F8)
FITC p21 (mySi); Santa Cruz (F5) \
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FITC cyklin D1 (mysi); Becton Dickinson (DSC-6)

FITC izotypova kontrola (mysi); Becton Dickinson (IgG2,)

PE izotypova kontrola (mysi); Santa Cruz (IgG1)

FITC izotypova kontrola (mysi); Santa Cruz (19G2,)
Western Blot:

p53 (mysi); Dako (DO-7) (1:1000 = 0,39 ug/ml)

p27 (mysi); Lab Vision (Ab-1) (1:200 = 1 ug/ml)

p21(mysi); Dako (SX118) (1:100 = 3,8 pg/mi)

cyklin D1(mysi); Dako (DSC-6) (1:200 = 1,73 ug/ml)

sekundarni protilatka HRP (kozi); Dako (1:1000 = 1,1 pg/ml)

3.1.2.2 Roztoky
Prutokova cytometrie
PBS - (sterilni, lékarna FNM)
mnozstvi na pfipravu 1000 ml roztoku:

NaCl 8,00g

KH,PO, 0,20g

Na,HPO, . 2H,0 1449

KCI 0,20g

HO doplinit do 1000 mi
vysiedné pH 72-74

20% Azid sodny (NaN3) (Sigma) :
10 g azidu sodného doplnime do 50 ml destilovanou vodou.

PBS pro FACS | :
1000 mi PBS
1000 pl 20% azidu sodného
2000 pl Zelatiny (Sigma)

PBS pro FACS Il :
200 ml PBS
1000 ul 20% azidu sodného
1000 pl FBS (PAA-Laboratories)
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Lyzacni ¢inidlo 10x - (sterilni, lékarna FNM) :
pro lyzu erytrocyt.

NH,CI 8,30 g

NaHCO;, 1,00 g

EDTA 0,038 g

H,O doplnit do 1000 mi
pH 7,2-7,3

Lyzacni ¢&inidlo pro FACS :
250 ml 1x koncentrovaného lyzaéniho ¢inidlia
250 yl 20% azidu sodného

3,5% formaldehyd (Tamda)
nafedény 35% formaldehyd v PBS

0,1%Triton X-100 (Sigma)
naredény Triton X-100 v PBS

Cell Fix (BD Biosciences):

10 krat nafedény cell fix v destilované vodé

Western blot:
Acrylamid 30% (Bis-Acrylamid 0,8%) :
60,0 g Acrylamidu (AA) (Amresco)
1,6 g Bis-Acrylamidu (Amresco)
200 ml destilované vody

10x TRIS-PUFR :
30,3 g Tris(hydromethyl)aminomethan (Serva)
144,0 g Glycin (Sigma)
1,0 litru destilované vody
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Lyzacni pufr 0,5/ (NET + NP-40) :
150 mM NaCl (Amersham)
1% NP-40 (Amresco)
50 mM 10x TRIS(pH=8,0)
5mM EDTA (pH=8,0) (Sigma)

Pracovni lyzaéni roztok:
9,8 ml lyzaéniho pufru
200 pl PMSF (1:50)
1 tableta inhibitoru proteas (Complete mini) (Roche)

PMSF fedéné (= phenylmethylsulfurylfiuorid) :
87 mg PMSF (Biochemica)

5 ml isopropanolu (Sigma)

APS (= amonium persulfate) :
0,1 g APS (Amresco)
1 ml destilované vody

Elektroforeticky roztok 500 ml (ELFO roztok):
450 ml destilované vody
50 ml 10x TRIS PUFR
2,5 ml 20% SDS (Amresco)

Blotovaci roztok | : pro proteiny p27, p53 a cyklin D1
140 ml destilované vody
40 ml methanolu (Penta)
20 ml 10x TRIS PUFR
1 ml 20% SDS

Blotovaci roztok Il: pro protein p21
120 ml destilované vody
60 ml methanolu (Penta)
20 mi 10x TRIS PUFR
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Blokovaci roztok I: pro proteiny p27, p53 a cyklin D1
10 g suseného miéka (Lactino)
200 pl TWEEN 20 (Amresco)
200 ml PBS (Iékarna FNM)

Blokovaci roztok Il: pro protein p21
2 g suseného miéka
200 ml PBS (lékarna FNM)

Promyvaci roztok po inkubaci protilatek I:
600ml PBS (lékarna FNM)
600 ul Tween 20

Promyvaci roztok po inkubaci protilatek Il:
600mi PBS (lékarna FNM)

Running gel 12,5% :
12,5 mi Acrylamid (Amresco)
11,2 ml 1M TRIS pH 8,8
0,15 ml 20% SDS
6,2 ml destilované vody
0,08 ml APS
0,02 ml TEMED (Sigma)

Stacking gel 5% :
1,67 ml Acrylamid
1,25 ml 1M TRIS pH 6,8
0,05 ml 20% SDS
7,03 ml destilované vody
0,05 ml APS
0,01 ml TEMED

36



3.2 Metody

3.2.1 Pratokova cytometrie

Prutokova cytometrie umoznuje oddéleni bunéénych subpopulaci v zavislosti na
velikosti, struktufe bunék a mnozstvi vazaného fluorescenéniho barviva, které rozlisi
vazbou protilatky zna¢ené fluorochromem uréité specifické bunééné znaky. Protilatkami
znacenymi ruznymi fluorochromy Ize identifikovat i nékolik znaka soucasné. Je to metoda
vyuzitelna v mnoha védeckych disciplinach. Nejvétsi uplatnéni vSak nasla v mediciné a
biologii.

Pratokovy cytometr neboli FACS (fluorescence-activated cell scanner) je pfistroj,
jehoz pomoci muzeme v kratkém Casovém intervalu analyzovat tisice bunék oznaéenych
fluorescenénimi protilatkami. Na rozdil od fluorescenéniho mikroskopu ma velké mnozstvi
pfednosti.

Pritokova cytometrie funguje na principu hydrodynamické fokusace. Jednotlivé
bunky v izotonickém roztoku (nosna tekutina, tzv. sheath fluid) protékaji velmi tenkou
tryskou do silnéjSi kapilary, kterou nosna tekutina proudi. To usmérni buriky do tenkého
proudu, kde postupuji jedna za druhou prutokovou komurkou a v ni protinaji nejcasteji
argonovy laserovy monochromaticky svételny paprsek o vinové délce 488 nm. Castice
fyzikalné lomi, odrazeji a rozptyluji laserové svétlo prochazejici optickou soustavou.
Zakladnimi prvky optické soustavy pratokovych cytometru jsou filtry propoustéjici svétlo o
definovanych vinovych délkach (short band a long pass filtry). Jednotlivé svételné signaly
jsou pfevedeny na elektrické impulzy a zesileny fotonasobicem (SHAPIRO 1988,
LITZMAN et al. 1998).

Mérenymi parametry jsou zejména rozptyl svétla v malém dhlu, tzv. forward
scatter (FSC - je pfimo umeérny velikosti bunék) a rozptyl svétla v 90° uhlu, tzv. side
scatter (SSC - je ovlivnén hlavné granularitou astic).

Kromé téchto zakladnich fyzikalnich vlastnosti lze pomoci fluorescenéné
znacenych protilatek rozliSovat bunécéné subpopulace podle exprese povrchovych i
intracelularnich antigent.

Emisni fluorescence protilatek se excituje paprskem laserového svétla. Vysilané
svétlo je zachycovano fluorescenénimi detektory FL1, FL2, FL3, coz umoznuje rozliSeni
pozitivnich a negativnich bunék (pfitomnost ¢i absenci vybraného markeru). Detektor FL1
rozliSuje nejéastéji znak oznaeny FITC (fluorescein izothiokyanat) konjugovanou
protilatkou, FL2 pak znak oznacdovany PE (fykoerytrin) konjugovanou protilatkou a FL3
zaznamenava marker znaceny napi. PE-Cy5 [tandemovy konjugat, prfenasi energii mezi

fluorochromy (FRET)] konjugovanou protilatkou. Nevyhodou vicebarevného znaéeni je
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postup pfinosnéjsi, nebot umoznuje rozlisit i minoritni subpopulace bunék.

Zmrazovani a uchovavani bunék pro pratokovou cytometrii:

Bunécna suspenze byla lyzovana 30 minut lyzaénim roztokem pro FACS, pak
centrifugovana (Universal 16R-Schoeller) (400 g, 12 minut). Supernatant byl odstranén a
peleta byla 2x promyta roztokem PBS pro FACS |. Do zamrazovaci zkumavky bylo
smichano 900 pl FBS a 100 yl DMSO a pfidany promyté zlyzované bunky. Takto
pfipravena bunééna suspenze byla viozena do mraziciho boxu Mr. Frosty (Nalgen)
s isopropanolem a umisténa do mraziciho boxu -80 °C (pozvolnym poklesem teploty o
1 °C/min Mr. Frosty umozni optimalni zmraZeni buné&éné suspenze).

Povrchové znaceni (CD14, CD19, CD45, CD71):

Do zkumavky bylo napipetovano cca 50 000 bunék vzorku (Cerstvych, nebo
rozmnazenych z FBS) a promyto 1,5 ml PBS pro FACS |. Centrifugovano (400 g, 5
minut), poté byl odstranén supernatant a peleta byla jesté 2x promyta roztokem pro FACS
l.

Po promyti byly pfidany protilatky a 30 minut inkubovany ve tmé pfi pokojové
teploté. Po inkubaci byl pridan lyzaéni roztok a bunééna suspenze byla 15 minut lyzovana
ve tmeé pii pokojové teploté. Po inkubaci byl vzorek centrifugovan (400 g, S5minut),
supernatant byl odstranén a bunky byly promyty 1,5 ml PBS pro FACS |.

Ke vzorkum bylo pfidano 100 yl PBS pro FACS | a byly méfeny a analyzovany na

prutokovém cytometru.
Analyza dat (Diva Software):

Podle optickych vlastnosti a siiné exprese molekuly CD45 byly rozpoznany
lymfocyty - lymfoidni gate (Obr. 11)
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Obr. 11: Gate pro lymfocyty - lymfaticka uzlina (LU) a kostni drer (KD)

Buiky v lymfoidnim gatu byly poté hodnoceny pro pfitomnost &i absenci
vysetifovanych znaku.

Hodnoceni medianu intenzity fluorescence (MFI) pro molekulu CD71:
Pro nadorové bunky CD19+ v lymfoidnim gatu byl stanoven MFI podle
nasledujiciho vzorce (Obr. 12)

Q2 MFI = podil medianu pozitivni populace

10°

populace nadorovych bunék CD19+CD71+

10?

|_— a medianu negativnich (klidovych) bunék

CD71 PE-A

Q4 (CD19+CD71+)

MFI (CD71) =
Q3 (CD19-CD71-)

10*
CD19 FITC-A

Obr. 12: Schématické znazornéni vypoctu MFI pro molekulu CD71 na nadorovych
lymfocytech CD19+
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Intracelularni znaceni (p21, p27, p53, cyklin D1):

Do zkumavek bylo napipetovano po cca 50 000 bunék vzorku (krve, kostni diené
nebo bunécné suspenze Cerstvého & rozmrazeného materialu), 2x promyto 2 ml PBS a
centrifugovano pfii 400 g po dobu 10 minut.

Po promyti bylo do zkumavek pipetovano 50 ul 3,5% formaldehydu. Vzorky byly
jemné protrepany (TT2 minishaker, lka) a inkubovany 10 minut ve tmé pii pokojové
teploté.

Po inkubaci byly ke vzorkim pfidany 2 ml PBS a probéhla centrifugace (700 g, 10
minut). Nasledné byl odstranén supernatant, pelety byly protfepany, znovu promyty 2 ml
PBS pro FACS Il a centrifugovany (700 g, 10 minut). Po odstranéni supernatantu byly
pelety opét protfepany.

[Mezikrok pro vysetreni cyklinu D1: Vzorek pfipravovany pro znaéeni cyklinem D1
byl za stalého michani pievrstven 1 mi methanolu a viozen pies noc do - 20 °C. Druhy
den byl vzorek centifugovan (700 g, 5 minut), promyt 4 ml PBS a centrifugovan (700 g, 10
minut). Nasledné byl odstranén supernatant, peleta protiepana, promyta 4 mi PBS pro
FACS Il a centrifugovana (700 g, 10 minut). Po odstranéni supernatantu byla peleta
znovu protfepana.]

Po promyti bylo do zkumavek se vzorkem pipetovano 50 ul 0,1% Tritonu-X100.
Vzorky byly jemné protiepany a inkubovany 15 minut ve tmé pfi pokojové teploté.

Po inkubaci byly ke vzorkim pfidany 2 ml PBS pro FACS Il a probéhla
centrifugace (700 g, 10 minut). Nasledné byl odstranén supernatant a pelety byly
protiepany.

K takto pfipravenym vzorkiim bylo pridano po 10 ul Tritonu-X100, protfepano, a
znaceno prislusnymi protilatkami. Zkumavky se vzorkem s protilatkou byly prekryty
parafiimem a inkubovany pies noc v lednici.

Druhy den byly pfidany 2 ml PBS pro FACS Il a probéhla centrifugace (850 g, 5
minut). Nasledné byl odstranén supernatant, pelety byly protfepany, znovu promyty 2 mi
PBS pro FACS Il a centrifugovany (850 g, 5 minut). Byl odstranén supernatant a pelety
protrepany. Ke vzorkim bylo pfidano 100 uyl Cell Fix a byly méfeny a nasledné

analyzovany na prutokovém cytometru.
Analyza dat: viz povrchové znaceni
Hodnoceni MFI pro proteiny p21, p27, p53 a cyklin D1:
MFI pro uvedené proteiny byl stanoven jako podil medianu populace znacené

protilatkou pfislusnou pro vySetfovany protein (p21, p27, p53 nebo cyklin D1) a medianu
izotypové kontroly
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Cytometricka DNA - analyza

Pomoci pratokové cytometrie lze méfit obsah DNA v jednotlivych burkach.
Cytometricka DNA - analyza méfi relativni fluorescenci barviva vazaného na jadernou
DNA. Tim je nejCastéji propidium jodid, ktery se interkalacné vaze na molekuly DNA.

Muzeme zjistovat DNA - ploidii, ktera nam udava kolikrat obsahuji nadorové burky
ve fazi Gy/G, bunééného cyklu vice DNA nez ,normalni“ diploidni bunky ve stejné fazi
bunééného cyklu.

DalSim parametrem DNA - analyzy je kinetika bunééného cykiu. Podle obsahu
DNA rozliSujeme faze Go/G,, S, G,/M. Bunky, které se nachazeji v G,/M-fazi buné&ného
cykiu by mély obsahovat dvojnasobné mnozstvi DNA nez buriky v Go/G-fazi.

Postup znaceni DNA:

Do jedné zkumavky bylo napipetovano cca 50 000 bunék vzorku a do dalsi
zkumavky cca 50 000 bunék periferni krve od ,zdravého darce“. Poté bylo do obou
zkumavek pfidano 62 pl DNA kitu A (Cycle Test Plus DNA reagent Kit - BD) (trypsin) a
inkubovano 10 minut ve tmé pfi pokojové teploté. Po inkubaci bylo pfidano 50 ul kitu B
(RNAsa A, inhibitor tripsinu) a opét inkubovano 10 min ve tmé pii pokojové teploté. Na
zavér bylo pfidano 50 pl kitu C (propidium jodid) a inkubovano v lednici minimainé 10
minut. Vzorky byly zméfeny maximalné do tfi hodin po pfiprave.

Analyza dat: ModFit LTTM — vyhodnoceny faze G¢/G;, S, G,/M, stanoven
proliferaéni index (PI) jako souéet S a G,/M faze

FACS: FACSCalibur, FASCCanto Il (BD).

3.2.2 Western blot

Nazev Western blot (technika detekce proteint) vznikl slovni hiickou dle metody
Southern blot (technika detekce DNA) zavedené Edwardem Southernem. Analogicky byl
vytvofen i nazev pro metodu Northern Blot (technika detekce RNA).

Imunohistochemicka detekce proteint je velmi citlivd a specificka metoda, ktera
umoznuje stanovit i malé mnozstvi antigenu (proteinu) v bunééné suspenzi i v tkanovém
homogenizatu.

Bunééné nebo tkanové lyzaty jsou elektroforeticky rozdéleny na SDS - PAGE
(sodium dodecyl sulfate - polyakrylamide gel electrophoresis). Diky SDS ziskavaji stejny
zaporny naboj, putuji na SDS gelu ke kladné nabité elektrodé a jsou déleny podle své
molekulové hmotnosti. Poté jsou elektroforeticky preneseny na nitrocelul6zovou

membranu. Prenesené proteiny jsou oznaceny protilatkami a vizualizovany pomoci
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barevné reakce nebo chemiluminiscence. Na membrané se pozitivni signal objevi ve
formé pruhu (bandu), jehoz denzita a intenzita pfimo umérné odpovida mnozstvi
detekovaného proteinu. K uréeni molekulové hmotnosti sledovaného proteinu slouzi
specialni barvené markery.

Postup Western blot:

Priprava bunééného lyzatu:

Zamrazené bioptické vzorky byly na ledu lyzovany 50 - 200 pl lyzaéniho roztoku
po dobu 30 min. Béhem této doby byly kazdych 5 minut mechanicky homogenizovany. Po
lyzaci byly vzorky protfepany na vortexu a pak centrifugovany 30 minut, 14500 g pfi 4 °C.
Byl oddélen supernatant a k nému byl pfidan stejny objem pufru namichany z 900 ul Tris-
Glycine SDS Sample Buffer (Laemlii pufr) a 100 pl mercaptoethanolu. Poté byly vzorky 5
minut povafeny na vyhfevné ploténce (Labnet) pii 100 °C a po zchladnuti uchovavany

v mrazaku pii -20 °C.

Stanoveni koncentrace proteini pomoci BCA kitu

Principem kitu je vznik fialové zbarveného komplexu, ktery je nasledné
fotometricky zméifen. Barevny komplex vznika reakci BCA (bicinchinonové kyseliny)
(Pierce) s kationty Cu’. Koncentrace protein je piimo Umérnad mnoZstvi vzniklého
barevného komplexu, neboli mnozstvi zredukovanych iontd Cu®* je pfimo umérné
koncentraci protein(.

Supernatant byl 10x zfedén destilovanou vodou. Poté bylo odebrano 10 pi
zfedéného vzorku a pfidano 200 ul roztoku BCA. Vzorky byly inkubovany 30 minut v lazni
(Julabo TW8) o teploté 37 °C. Sou€asné byly pfipraveny roztoky ziedéného bovinniho
sérum albuminu (8kala 0; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 ug/ml) pro kalibraci.

Po skonéeni inkubace byla zmérena absorbance na spektrofotometru (ND-1000,
NanoDrop Technologies) pfi vinové délce 562 nm.

Elektroforéza (separace proteint na polyakrylamidovém gelu):

Do pfipravené aparatury se skly o velikosti 100100 mm a 1 mm spacery bylo
nalito cca 8 cm 12,5% running gelu, opatmé pievrstveno destilovanou vodou a
ponechano 1 hodinu tuhnout. Poté byl nanesen 5% stacking gel az po okraj skel a viozen
hifeben tak, aby vySka stacking gelu byla cca 1,5 cm (prostor mezi running gelem a
hiebenem).

Po ztuhnuti gelu byla skla s gelem upevnéna do ELFO aparatury (Owl), zalita
ELFO roztokem a naneseny vzorky (v koncentraci 30 pg Rroteinu na jamku) a marker

(Page Ruler - Fermentas 2 pl na jamku). Elektroforetické déleni probihalo pfi 80 V (cca 32
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mA) po dobu 45 minut a poté zvySena voltage na 120 V a nechano dalSich 90 minut
bézet.

Blotovani (prenos proteint z gelu na nitrocelulézovou membranuy):

Do pfipraveného blotovaciho roztoku (I popf. II) byl cca na 5 minut vioZzen pevny
filtraCni papir a na hladinu roztoku byla poloZzena nitrocelulézova membrana o velikosti
7x8 cm. Po ukonceni elektroforézy byl do blotovaciho roztoku vioZzen i running gel.
Nasledné byl do semi-dry elektroblotu (Owl) vrstven zvlh&eny filtraéni papir, gel,
membrana a nakonec opét filtraéni papir. Elektroblot byl uzavien a spustén pro proteiny
p27, p53 a cyklin D1(8 V, 500 mA, po dobu 1 hodiny), pro protein p21 (6 V, 100 mA, po
dobu 30 minut a poté jesté na dalSich 30 min pfi 8 V a 200 mA).

Po pfeblotovani byla membrana blokovana 2 hodiny v blokovacim roztoku | (p27,

p53, cyklin D1), resp. 30 minut v blotovacim roztoku Il (p21).

Znaceni protilatkami:

Po blokaci byla membrana lehce osuSena a pfes noc v lednici znadena primarni
protilatkou fedénou v blokovacim roztoku (I popf. I).

Po inkubaci byla membrana osu$Sena a promyta 4x po 25 minutach promyvacim
roztokem | (p27, p53, cyklin D1), resp. 4x po 5 minutach promyvacim roztokem |l (p21).

Poté byla membrana opét osuSena a znalena sekundarni protilatkou fedénou
biokovacim roztokem (I popf. 1l) po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté.

Po inkubaci byla membrana osuSena a promyta 4x po 25 minutach promyvacim
roztokem | (p27, p53, cyklin D1), resp. 4x po 5 minutach promyvacim roztokem Il (p21).

Detekce proteinu na membrané pomoci ECL kitu

Po promyti byla membrana opét osusena, pfilozena na skio a prelita 3 ml ECL
(Amersham) detekéniho roztoku (v poméru slozek kitu 1:1), ktery jsme nechali pisobit 1
minutu.

Reakce ECL kitu je zalozena na principu chemiluminiscence, kde luminol v kitu je
oxidovan HRP na sekundarni protilatce. Dochazi k emisi svétla, které je nasledné
zachyceno na fotograficky film (hyperfilm - Amersham). Film je vyvolan a pfitomnost, &i
absence proteinu je stanovena podle intenzity pruhtl (bandu) o dané velikosti.
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3.3 Statisticka analyza

Pomoci programu StatView byla stanovena statisticka vyznamnost. Byl pouzit
neparametricky test Kruskal Wallis - pro vice nez 2 nezavislé proménné (popi. Mann-
Whitney - pro 2 nezavislé promeénné), ktery nevyzaduje predpoklad Gaussova
(normaliniho) rozlozeni. Pravdépodobnost na hladiné p < 0,05 byla povazovana za
statisticky vyznamny rozdil (*), pfi p < 0,01 byly vysledky povazovany za vysoce
vyznamné (**) a pfi p < 0,001 byly za velmi vysoce vyznamné (***).
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4 Vysledky

4.1 Proliferacni markery

Proliferaci pomoci stanoveni Pl a MFI (CD71) jsem metodou pratokové cytometrie
vysetfila u 112 pacientl (43 Zen a 69 muzi s medianem véku 61 let, vékové rozmezi se
pohybovalo mezi 8 a 87 lety) . 68x byla vySetfena tkan (59 uzlin, 4 tumory, 2 mediastina, 1
prs, 1 §titna Zlaza, 1 tonsila), 36x KD (kostni dien) a 8x PK (periferni krev). Podrobnéjsi
zastoupeni viz Tab. 3.

Low-grade Reaktivni
B-CLL 44 | Tkan 18 Reaktivni 14 | Tkan 7
KD 21 KD
PK 5 PK 1
FL low 12 | Tkan 11
KD 1
MALT 3 | Tkan 2
KD 1
Intermediate-grade High-grade
MCL 13 | Tkan 5 FL high 2 | Tkan 2
KD 6 DLBCL 22 | Tkan 22
PK 2 BL 2 | Tkan
KD 1

Tab. 3: Zastoupeni vySetfenych pacient( - rozdéleni podle prislusné diagnézy, stupné
malignity a analyzovaného materialu.

V primarnich nadorech nizce malignich lymfoma (median - 2,22) jsem zjistila
témér trojnasobné nizsi hodnoty Pl v porovnani s lymfomy stfedné malignimi (median -
6,36) a témér pétinasobné nizsi hodnoty v porovnani s lymfomy vysoce malignimi
(median - 10,30) (Tab. 4, Obr. 13, Obr. 14, Graf 2, Graf 3). Pl reaktivnich vzorkl tkani
(median - 2,99) byl srovnatelny s Pl low-grade lymfomu.

V KD a PK (Tab. 4) je rovnéz Pl nejnizsi u low-grade (median - 3,12 resp. 1,53),
vyssi u intermediate-grade (median - 7,15 resp. 3,11) a nejvyssi u high-grade lymfomu
(median - 10,00; PK bez nadorovych bunék). Reaktivni KD vykazovaly relativné vysoky PI
(median - 13,54), naopak v PK s reaktivnim nalezem byl Pl nizky (median - 1,33) a byl

opét srovnatelny s nalezem u low-grade lymfomu.
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Tkan KD PK Tkan KD PK
B-CLL 1,12 2,78 1,53 B-CLL 2,33 | 0,80 1,00
FL low 3,00 | 16,10 - FL low 3,59 - -
MALT 1,75 7,92 - MALT 759 | 9,70 -
MCL 6,36 7,15 3,11 MCL 2,20 | 0,75 1,45
FL high 8,52 - - FL high 13,90 - -
DLBCL 9,56 - - DLBCL 15,02 - -
BL 39,70 | 10,00 - BL 2660 | 5,10 -
reaktivni 2,99 | 13,54 1,33 reaktivni 411 2,00 3,30
low-grade 222 | 3,12 1,53 low-grade 258 | 0,88 1,00
intermediate| 6,36 7,15 3,11 intermediate | 5,7 0,75 1,45
high-grade | 10,30 | 10,00 - high-grade | 15,47 | 5,10 -

Tab. 4: Mediany hodnot Pl a MFI CD71 ve tkanich, KD, PK. Cervené jsou zvyraznény
hodnoty pouze s jednim vzorkem, pomi€kou - jsou proskrtnuty hodnoty, kdy nebyl
k dispozici infiltrovany material.
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Obr. 13: DNA ploidie lymfomu nizké malignity (B-CLL) s malou proliferaéni frakci, coz
koreluje s proliferaénim znakem CD 71 (MFI CD71 - 0,89) - cytometricka analyza.
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Obr. 14: DNA ploidie vysoce maligniho lymfomu (DLBCL) s vysokou proliferaéni frakci,
coz koreluje s proliferaénim znakem CD 71 (MFI CD71 - 15,5) - cytometricka analyza.
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Graf 2: Porovnani Pl u jednotlivych typt B-NHL - cytometricka analyza. Silné proliferuji

agresivni lymfomy.
Statistika: p < 0,0001 ***
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Graf 3: Pl u nizce, stfedné a vysoce malignich B-NHL, porovnani s reaktivnimi vzorky -
cytometricka analyza.

Statistika: p < 0,007 **

Hodnoty MFI CD71 kopirovaly hodnoty ziskané u Pl. Nejméné proliferovaly low-
grade lymfomy (median - 2,58), poté intermediate (median - 5,7) a nejvice high-grade
lymfomy (median - 15,47) (Tab. 4, Graf 4, Graf 5). Vzorky reaktivnich tkani vykazovaly
1,6x vys8i MFI CD71 (median - 4,11) nez low-grade lymfomy.

Obdobny trend byl i u KD a PK (Tab. 4) (low-grade: median - 0,88 resp. 1,00; vyssi
u intermediate-grade: median - 0,75 resp. 1,45; nejvyssi u high-grade lymfom(: median -
5,10, PK bez nadorovych bunék). MFI CD71 reaktivnich KD i PK se vyznacoval
medianem 2,00 resp. 3,30 a byl nizs$i nez u high-grade lymfomu.

Vysledky analyzy proliferaénich znaki (Pl a MFI CD71) byly porovnany s IHC
vySetienim Ki-67, kdy byla prokazana nizka proliferace u low-grade lymfomG a vysoka u
high-grade lymfomu. Vysledky vykazuji korelaci v 82 % (u 44 srovnanych pacient().
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Graf 4: Porovnani MFI CD71 u jednotlivych typt B-NHL - cytometricka analyza. Silné
proliferuji agresivni lymfomy.

Statistika: p < 0,0075 **
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Graf 5: MFI CD71 u nizce, stfedné a vysoce malignich B-NHL, porovnani s reaktivnimi
vzorky - cytometricka analyza.

Statistika: p < 0,0013 **
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Porovnani proliferace u pacientu s diploidni a aneuploidni DNA

Ze 112 vysetienych pacientl jsem prokazala u 14 pacientt aneuploidni DNA, 12 z

nich patfilo do skupiny high-grade lymfoma (Tab. 5, Obr. 15). Z analyzy bylo patrné, ze

aneuploidni (a to pifedevsim tetraploidni) populace jsou oproti diploidnim silné proliferaéné

aktivni (Obr. 16, Graf 6, Graf 7). Veskeré uvadéné Pl jsou jiz vztazeny k celku.

Zastoupeni pacientu s diploidni a aneuploidni DNA

diploidni
B-CLL 44 (44)
FL low 11 (12) 0(12) 1(12)
FL high 0 (2 2 (2) 0 (2)
MALT 3 (3) 0 (3 0 (3)
MCL 12 (13) 0 (13) 1(13)
DLBCL 13 (22) 5 (22) 4 (22)
BL 1 (2) 0 (2) 1 (2)
reaktivni 14 (14) 0 (14) 0 (14)

diploidni ’ aneuiloidni ‘

low-grade 58 (59) 0 (59) 1 (59)
intermediate-grade 12 (13) 0(13) 1(13)
high-grade 14 (26) 7 (26) 5 (26)
reaktivni 14 (14) 0(14) 0 (14)

Tab. 5: Zastoupeni vySetienych pacientt s diploidni a aneuploidni DNA - rozdéleni podie

prislusné diagnézy a stupné malignity.

zastoupeni pacientu s aneuploidni DNA

O tetraploidni
B hyperploidni
W diploidni

DI
Diploidni =1
Hyperploidni > 1
=2

Tetraploidni

Obr. 15: Zastoupeni pacientd s aneuploidni DNA s rozdélenim na hyperploidni a

tetraploidni aneuploidie; DI = DNA index.

50



Debris - 3 22"
Agregaty - & 26"
B Op GO:G1- 8586
Il Oip.G2:M - 8%
Dip S-6.14%
Aneup GO/G1T - T1,15%

K

CD71 PE-A

Aneup G2/M - 3 4%, 1 N WAL P
o 1 e OO 10 10
_§_ : Aneup S - 2545 ! CD19 FITC-A
SR et e
°
5
o
E
3
z
X8
o
Lo
8
8 N8
2=
£
1=
2*
© T T /\yyzvbv/[ ZZ xv‘% T T ©
0 50 1 200 250 0

Obr. 16: Proliferace u pacienta s DLBCL s vysokym podilem tetraploidni populace
a vyraznou proliferaéni aktivitou (MFI CD71 - 39,78) - cytometricka analyza.
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Graf 7: Vysoky MFI CD71 u pacientl s aneuploini DNA v porovnani s pacienty s diploidni
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4.2 Proteiny bunécného cyklu

Metodou pratokové cytometrie jsem u 80 pacientl analyzovala vybrané proteiny
bunééného cyklu (25 Zzen a 55 muzi s medianem véku 60let, vékové rozmezi se
pohybovalo mezi 29 a 85 lety) (43 tkani - 39 uzlin, 1 mediastinum, 1 prs, 1 §titna zlaza, 1
zaludek; 28 KD; 9 PK) (Tab. 6) a metodou WB 61 pacientl (25 Zen a 36 muzu
s medianem véku 67 let ve vékovém rozmezi 21-86 let) (veSkery material pouze tkané -
56 uzlin, 2 stitné zlazy, 2 tumory, 1 prs) (Tab. 7).

Provedia jsem korelaci dat ziskanych obémi metodami, vysledky analyzy proteinu
p53 a cyklinu D1 byly navic korelovany s IHC.

Vysledky pratokové cytometrie jsou prezentovany jako podil medianu populace
znacené protilatkou prislusnou pro vysetrfovany protein (p21, p27, p53 nebo cyklin D1) a
medianu izotypové kontroly (MFI).

Vysledky WB byly hodnoceny podie intenzity signalu ve skale: -, 1+, 2+, 3+.

Low-grade Reaktivni

B-CLL 34 | Tkan 12 Reaktivni 4 | Tkan 1
KD 17 KD 2
PK 5 PK 1

FL low 9 | Tkan 9

MALT 3 | Tkan 1
KD 2 FACS

Intermediate-grade High-grade

MCL 13 | Tkan 4 FL high 1 | Tkan 1
KD 6 DLBCL 15 | Tkan 15
PK 3 BL 1 KD 1

Tab. 6: Zastoupeni cytometricky vySetfenych pacientd - rozdéleni podle pfislusné
diagnézy, stupné malignity a analyzovaného materialu.

Low-grade Reaktivni

CLL 12 | Tkan 12 Reaktivni | 3 | Tkan 3 |

FL low 7 | Tkan 7

MALT 2 | Tkan 2 WB

Intermediate-grade High-grade

MCL [11 ] Tkan 11 | FL high 3 | Tkan 3
DLBCL 22| Tkah | 22
BL 1 | Tkan 1

Tab. 7: Zastoupeni pacientl vySetienych western blotem -rozdéleni podle pfislusné
diagnézy, stupné malignity a analyzovaného materialu.
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4.2.1 Cyklin D1

Prokazala jsem, Ze analyzu cyklinu D1 Iize cytometricky provadét pouze
z Cerstvého materialu a vhodnym materialem je biopticky odbér. Vzorky nelze uchovavat
ve FBS v -80 °C a ani dlouhodobéji fixovat v methanolu v -20 °C. Jako optimalni se jevila
fixace v methanolu v -20 °C pies noc a nasledné zna&eni pfislusnou protilatkou.

U vSech pacientu s diagnézou MCL jsem cytometricky prokazala overexpresi
cyklinu D1 (median MFI - 4,53). Non-MCL lymfomy mély hladinu cyklinu D1 vyrazné nizsi
(median MFI - 1,67) (Obr. 17).
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Obr. 17: Cytometricka detekce cyklinu D1 z éerstvého materialu. Pozitivita cyklinu D1 u
MCL (MFI cyklinu D1 - 4,53) a negativita u B-CLL (MFI cyklinu D1 - 1,20).

Overexpresi cyklinu D1 metodou WB hodnocenou jako 3+ jsem detekovala u
vSech 11 pacienti s MCL (Obr. 18). Ostatni non-MCL lymfomy byly az na 2 vyjimky cyklin
D1 negativni. U téchto 2 pacientll (DLBCL a reaktivni LU) jsem detekovala jen velmi

A

slabou expresi cyklinu D1 (Graf 8, Graf 9).
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D s -—as aEmp» <+ cyklin D1

Reaktivni MCL MCL WMALT DLBCL MCL MCL

Obr. 18: Overexprese cyklin D1 u pacientl s MCL hodnocena jako 3+. Srovnani
s vysledky pacientd s non-MCL - analyza WB.
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Graf 8: Exprese cyklinu D1 u jednotlivych B-NHL, porovnani s reaktivnimi vzorky - analyza
WB.

Statistika: p < 0,0003 ***
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p <0,0001

cyklin D1
o

MCL non-MCL
Graf 9: Porovnani exprese cyklinu D1 u MCL a non-MCL B-NHL - analyza WB.
Statistika: p < 0,0001 ***

Vysledky WB i prutokové cytometrie korelovaly ve 100 % pfipadi s nalezy jiz dfive
zavedené |HC.

4.2.2 Protein p21

Metodou pritokové cytometrie jsem u 2 vzorkd tkani prokazala zvySenou hladinu
proteinu p21 (MFI - 4,54, resp. 5,40). Nejvyssi MFI jsem zjistila ve FL a reaktivni uzliné
(Obr. 19). DalSi cytometricky vySetiené B-NHL se vyznaCovaly srovnateinou expresi
proteinu p21 a to ve tkanich, kostni dieni i periferni krvi (Tab. 8). Nebyly zjistény
statisticky vyznamné rozdily u jednotlivych typt B-NHL, ani rozdily v zavislosti na stupni
malignity.
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Obr. 19: Cytometricka detekce proteinu p21. Pozitivita p21 u reaktivni LU (MFI p21 - 4,74)
a negativita u B-CLL (MFI p21 - 2,60). Nalez potvrzen i metodou WB (reaktivni viz
1.jamka, B-CLL viz 6.jamka Obr. 20).

B-CLL 2,88 | 2,88 | 2,60 low-grade 2,79 2,84 2,60
FL low 2,97 - - intermediate| 3,52 2,00 2,81
MALT 259 | 1,76 - high-grade | 2,55 2,68 -
FL high 2,80 - -
DLBCL 2,55 - -
reaktivni 4 54 27 | 2,50
MCL 3,62 2 2,81
BL - 2,68 -

Tab. 8: Mediany hodnot MF1 p21 ve tkanich, KD, PK. Cervené jsou zvyraznény hodnoty
pouze s jednim vzorkem, pomi€kou - jsou proskrtnuty hodnoty, kdy neby! k dispozici
infiltrovany material.

Velmi silnou expresi hodnocenou jako 3+ jsem detekovala metodou WB u 2

pacientu s diagnézou DLBCL. Pozitivitu oznacenou jako 2+ jsem prokazala u 1 pacienta

s FL low, 3 pacientd s MCL, 8 pacienti s DLBCL a 2 reaktivnich uzlin. Pozitivita 1+ byla
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prokazana u low, intermediate i high-grade lymfomu (Tab. 9). Pozititvita 2+ a 3+ byla

metodou WB c¢asteéji zji§téna u agresivnéjSich lymfoma (Obr. 20).

Detekce overexprese proteinu p21 WB

1+ 2+ 3+
B-CLL 5(12) 0(12) 0(12)
FL low 1) 1 (7) 0 (7)
FL high 13 0 (3) 0 (3)
MALT 0 (2 0 (2 0 (2)
MCL 3(11) 3(11) 0(11)
DLBCL 3 (22) 8 (22) 2 (22)
BL 0 0 (1) 0 (1)
Reaktivni 0 (3) 2 (3) 0 (3)

1+ 2+ 3+
low-grade 6 (21) 1(21) 0(21)
intermediate-grade 3(11) 3(11) 0(11)
 high-grade 4 (26) 8 (26) 2 (26)
reaktivni 0 (3) 2 (3) 0 (3)

Tab. 9: Zastoupeni pacientl vysSetienych metodou WB podle intenziy exprese p21 -
rozdéleni podle pfislusné diagnézy a stupné malignity.

Ll

-
-~ <+ p21
-
Reaktivni MALY FLiow DLBCL B-CLL DLBCL BL DLBCL FL low

Obr. 20: Exprese p21 u pacientt s riiznymi typy B-NHL, porovnani s reaktivnimi vzorky -
analyza WB. Zleva: DLBCL (7. jamka) = 3+; reaktivni vzorek (1. jamka), DLBCL (5. a 9.
jamka) = 2+; FL low (10. jamka) = 1+, ostatni hodnoceny jako negativni.

4.2.3 Protein p27

Vysokou expresi proteinu p27 jsem cytometricky prokazala u B-CLL, pro kterou je
typické, Ze bunky nepodiéhaji apoptdéze a setrvavaji v Go/Gs-fazi bunééného cyklu
(median MFI - tkan 6,52; KD 14,30, PK 8,80) (Tab. 10). U dalSich low-grade lymfoma (FL
low a MALT) jsem zjistila slabsi expresi (FL low median MFI tkan - 2,92; KD a PK bez
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infiltrace; MALT median MFI - tkan 2,70; KD 2,58; PK bez infiltrace). Nizké hodnoty byly

rx v

(Tab. 10, Obr. 21, Graf 10).

d

B-CLL 6,52 | 14,30 | 8,80 low-grade 6,1 10,1 2,14
FL low 2,92 - - intermediate 1,9 2,80 5,69
MALT 2,70 2,58 - high-grade 1,28 414 -
FL high 1,03 - -
DLBCL 1,30 - -
reaktivni 5,10 2,27 | 9,98
MCL 1,90 2,80 | 5,69
BL - 414 -

Tab. 10: Mediany hodnot MFI p27 ve tkanich, KD, PK. Cervené jsou zvyraznény hodnoty
pouze s jednim vzorkem, pomi¢kou - jsou proskrtnuty hodnoty, kdy nebyl k dispozici
infiltrovany material.
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Obr. 21: Cytometricka detekce proteinu p27. Pozitivita p27 u B-CLL (MF! - 15,66) a
negativita u DLBCL (MFI - 1,00). Nalez potvrzen i metodu WB'(data nejsou znazornéna).
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Graf 10: MFI p27 u jednotlivych typu B-NHL, porovnani s reaktivnimi vzorky - cytometricka
analyza. Silna exprese zjisténa u B-CLL.

Statistika: p < 0,0002 ***

Data zjisténa pratokovou cytometrii jsou v korelaci s vysledky zjisténymi metodou
WB (Graf 11, Graf 12, Obr. 22)
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Graf 11: Porovnani exprese p27 u jednotlivych B-NHL, porovnani s reaktivnimi vzorky -
analyza WB.
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Statistika: p < 0,0001 ***
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Graf 12: p27 u nizce, stfedné a vysoce malignich B-NHL, porovnani s reaktivnimi vzorky -
analyza WB.

Statistika: p < 0,0001 ***

-— o - — 27

DLBCL B-CLL MALT DLBCL MCL DLBCL FL low

Obr. 22: Exprese p27 u pacient( s raznymi typy B-NHL - analyza WB. Zleva: B-
CLL (3. jamka), MALT (4. jamka) = 3+, FL low (8. jamka) = 2+; DLBCL (5. jamka), MCL (6.
jamka) = 1+; ostatni hodnoceny jako negativni.

Exprese proteinu p27 je nepfimo umérna proliferac¢ni aktivité bunék (Graf 13, Graf
14). Vysoka exprese je charakteristicka pro nizce maligni nadory, na rozdil od nizké
exprese u nadorl vysoce malignich. Vyjimku tvori stfedné maligni lymfomy, kde jsem
detekovala snizené hladiny p27, zatimco proliferaéni index byl ve srovnani s high-grade
lymfomy nizsi.

A
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Graf 13: Zavislost exprese proteinu p27 na Pl - cytometricka analyza. Exprese p27 je
nepfimo umérna proliferaéni aktivité bunék.

Statistika: ***

+ Pl
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|——MFI p27 |
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Graf 14: Zavislost exprese p27, Pl a MFI CD71 - cytometricka analyza. VysSi proliferaéni
aktivita agresivnéjsSich B-NHL charakterizovana vy$Sim Pl a MFI CD71 je provazena nizsi
expresi proteinu p27.

4.2.4 Protein p53

Metodou pratokové cytometrie jsem u 2 pacientll (DLBCL a B-CLL) prokazala
overexpresi proteinu p53, kterda mize nasvédcovat o pfitomnosti mutované formy p53
(Obr. 23). Metodou WB jsem overexpresi proteinu p53 oznacenou jako 3+ zjistila u 2
pacientt (DLBCL, B-CLL), expresi 2+ u 3 pacienti (DLBCL, MCL, BL) a 1+ u 3 pacientu
(2x DLBCL, FL high) (Tab. 12, Obr. 24). U 5 pacient( s vy$Si expresi proteinu p53 jsem
vySetiovala ploidii bunék a 4 z nich vykazovali DNA-aneuploidii (2x tetraploidni, 2x

hyperploidni). U vétSiny vySetrenych pacientl jsem overexprési nedetekovala (Tab. 11).
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Obr. 23: Cytometricka detekce proteinu p53. Overexprese p53 u DLBCL s 92%
aneuploidii (MFI - 15,05) a negativita u B-CLL (MFI - 1,10). Nalez potvrzen i metodu WB
(DLBCL viz 2.jamka, B-CLL viz 6.jamka Obr. 24).

B-CLL 246 | 113 | 214 low-grade 2,02 1,11 2,14
FL low 1,86 - - intermediate| 1,74 1,13 1,38
MALT 1,31 | 1,04 - high-grade | 1,43 1,89 -
FL high 1,41 - -
DLBCL 1,41 - -
reaktivni 1,92 1 1,60
MCL 1,74 | 1,13 | 1,38
BL - 1,89 -

Tab. 11: Mediany hodnot MF1 p53 ve tkanich, KD, PK. Cervené jsou zvyraznény hodnoty
pouze s jednim vzorkem, pomi¢kou - jsou proskrtnuty hodnoty, kdy nebyl k dispozici
infiltrovany material.

62




Detekce overexprese proteinu p53 WB

1+ 2+ 3+
B-CLL 0(12) 0(12) 1(12)
FL low 0 (7) 0 (7) 0@
FL high 1 (3) 0 (3) 0 (3)
MALT 0 (2) 0 (2 0 (2
MCL 0(11) 1(11) 0(11)
DLBCL 2(22) 1(22) 1(22)
BL 0 1.(1) 0 (1)
Reaktivni 0 (3) 0 (3) 0 (3)

1+ 2+ 3+
low-grade 0(21) 0(21) 1(21)
intermediate-grade 0(11) 1(11) 0(11)
high-grade 3 (26) 2 (26) 1(26)
reaktivni 0 (3 0 (3 0 (3)

Tab. 12: Zastoupeni pacientl vysetfenych metodou WB podle intenzity exprese p53 -
rozdéleni podle pfislusné diagnézy a stupné malignity.

<« P53
— dublet
L 4

DLBCL DLBCL B-CLL B-CLL B-CLL FL low MCL

Obr. 24: Exprese p53 u pacientt s ruznymi typy B-NHL - analyza WB. Zleva: DLBCL (2.
jamka), B-CLL (4. jamka) = 3+, DLBCL (3. jamka) = 2+; ostatni hodnoceny jako negativni.
Dvojity band odpovida dubletu p53 (spodni nefosforylované a vrchni fosforylované formé
p53)

Vzajemna porovnani vysledkid IHC a WB se shoduje vpriméru v91,5 %
srovnanych 19 pfipadi. Shoda WB a FACSu v expresi p53 je 97,3 % u 26 pacientl.
Stejné tak i IHC a FACS je shoda 82 % (srovnani u 5 pacientd).
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5 Diskuze

Skupina chorob fazenych do kategorie maligni lymfomy je typicka mnohotvarnosti
biologického prubéhu a odliSnosti IéCebnych postupl u jednotlivych nozologickych
jednotek. Vynikaji rdznorodosti v pribéhu nemoci a klinickych projevech. Asi jediné, co
maji tyto nemoci spole¢ného, je jejich pivod z lymfoidni tkané.

Agresivni formy lymfomd mohou nelééeného clovéka usmrtit béhem nékolika
tydna, ¢i mésicl, zatimco pacienti s nizce malignim lymfomem mohou Zit bez Ié¢by i vice
nez deset let. Nékteré lymfomy maji tendenci rychle se Sifit do celého organismu, jiné
naopak proliferuji dlouhou dobu pouze v jednom misté a k vyplaveni bunék dochazi az po
diouhé dobé lokalniho rustu. Z tohoto duivodu je uréeni diagnézy ¢asty problém pro kliniky
i patology.

Pro nizce agresivni lymfomy je typickd pomala progrese a jiz pokrogilé klinické
stadium pfi stanoveni diagnézy. Median preziti byvd mezi 5 - 10 roky. Kumulace
nadorovych bunék v organismu je zplisobena prevazné jejich poruchou apoptézy, nikoli
jejich rychlou proliferaci. To sebou pfinasi i nizsi citlivost na Ié¢bu a pribéh nemoci se
sklada z remisi a relapsu.

Na rozhrani mezi nizce a vysoce agresivnimi lymfomy muzeme radit MCL, ktery je
potenciainé nevylécitelny s medianem pieziti 3 - 5 let.

Agresivni formy lymfomQ jsou charakteristické rychlejs§im klinickym pribéhem a
pomérné dobie odpovidaji na lé¢bu. Pokud tyto choroby nejsou léCené, zahubi pacienta
béhem nékolika mésicl od prvnich pfiznaku. Tyto lymfomy jsou potenciainé IéCiteiné.

Je velmi dulezité stanovit diagndézu pacienta co nejpfesnéji pro nasazeni co
nejvhodnéjsi 1éCby. To sebou pfinasi neustalé hledani novych poznatkil a souvislosti,
které by prispély ke zlepSeni diagnostiky a terapie.

5.1 Ploidie, proliferacni aktivita bunék a s tim
souvisejici prognoza

Proliferace je zakladni parametr, ktery je stanovovan u ruznych typa nadoru
v souvislosti s uréenim stupné malignity a tim i prognostického vyznamu. IHC vySetfeni se
vétSinou zaméruje na prukaz molekuly Ki-67, molekuly obecné uznavané pro stanoveni
proliferaéni aktivity nadorovych bunék B-NHL (BAl et al. 2007, KOSTER et al. 2007).
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Proliferacni aktivitu vSak lze rychle a jednoduse stanovit metodou prutokové
cytometrie pomoci uréeni obsahu DNA (LORAND-METZE et al. 2004), nebo detekci
specifickych povrchovych znaku (napf. CD71) (WU et al. 2006).

Bunécnou proliferaci dle obsahu DNA jsem stanovila u 112 pacientu s infiltraci
B-NHL. Vysoce maligni lymfomy mély v primarnim nadoru témeéi pétinasobné vyssi
hodnoty Pl nez lymfomy nizce maligni. Stfednich hodnot dosahovaly stiedné maligni
lymfomy. Obdobny trend byl u KD, kde v8ak mohou byt vysledky z diivodu hodnoceni
vSech jadernych elementu ovlivnény Casteéné zachovanou krvetvorbou, a i PK. Poéty
vySetienych KD a PK souvisi s biologickymi viastnostmi jednotlivych typu B-NHL, kdy ne
kazdy lymfom ma tendenci postihovat KD a leukemizovat.

Agresivni lymfomy vykazovaly mnohem vysSi proliferacni aktivitu, ktera je davana
do souvislosti s vy§§im stupném malignity a hor8i prognézou, coz prokazuje i fada dalSich
studii (REHN et al. 1990, JOENSUU et al. 1991, STOKKE et al. 1998). U agresivnich
lymfomU jsem zaznamenala vysSi poéet pacientl s aneuploidni DNA. Ze 112 vySetfenych
pacientl bylo 14 aneuploidnich, z ¢ehoz 12 piipadlu byly zastupci high-grade lymfomu
s vysokou proliferaéni frakci aneuploidni populace. Pacienti s tetraploidni DNA se
vyznadovali vyS$Sim Pl oproti pacientim s hyperploidni DNA. S aneuploidii koreloval také
horéi pribéh nemoci, coz je v souladu s literarnimi udaji (BOCKING et al. 1986,
STETLER-STEVENSON a BRAYLAN 2001, LORAND-METZE et al. 2004).

U 4 pacientd s aneuploidni DNA jsem prokazala overexpresi p53 a velmi nizkou
expresi (€i absenci) proteinu p27, coz naznacuje atypické vychyleni v regulaci bunééného
cyklu a nepfiznivou prognézu.

Paraleliné s Pl byl detekovan i MFI receptoru CD71, ktery je exprimovan
predevsim pfi pfechodu z Gy/G, do S-faze buné&éného cyklu. Rada studii ukazuje, ze
agresivni nadory vyzaduji zvySeny pfisun Zeleza pro aktivhi metabolismus rychle
rostoucich bunék (OMARY et al. 1980, GODING a BURNS 1981, NEWMAN et al. 1982).
Tyto nadorové bunky vykazuji vysokou densitu transferinového receptoru CD71, ktery je
nezbytny pro transport Zeleza do délicich se bunék (GODING a BURNS 1981). Mira
exprese CD71 nepfimo souvisi s dostupnosti Zeleza v délicich se bunkach a jeho
zvySujici se exprese byva spojovana s bunéénou proliferaci (OMARY et al. 1980).

| zde byl pozorovan stejny trend - nejvy$si MFI CD71 jsem zjistila u high-grade,
CD19+ B lymfocyty, nebyl ani vKD vysledek zkreslovan d&asteéné zachovanou
krvetvorbou.

Vysledky Pl a MFI CD71 byly v 82 % korelaci s IHC vysetienim Ki-67. Jednotlivé
zpusoby vySetfeni proliferacni aktivity v8ak maji své piednosti. IHC vySetreni Ki-67 u
B-NHL je povazovano za standart, ale k jeho expresi doché’zi ve vSech aktivnich fazich
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bunééného cyklu (G,, S, G, a M). Cytometricka analyza bunééného cyklu podle obsahu
DNA a stanoveni PI, stejné jako zjisténi MFI CD71, muze iépe rozliSit buriky v uréitych
fazich bunééného cyklu.

Prikaz Pl a MFlI CD71 navic umoznuje jednozna¢né cytometrické odliSeni BL,
DLBCL a FL high od FL low lymfomu, jejichZ Ié¢ba i prognéza jsou odlisné. Tyto typy B-
NHL jsou identické svym imunofenotypem a jsou primarné odliSitelné na zakladé
typickych morfologickych struktur. Autofi WU et al. 2006 obdobné ukazuji, ze na zakladé
proliferace bunék detekované pomoci CD71 ¢&i obsahu DNA je mozné od sebe navzajem
odlisit CD10+ lymfomy.

5.2 Cyklin D1

BCL1 (PRAD1) gen kéduje cyklin D1, ktery je ddlezitym regulatorem bunééného
cyklu. Je exprimovan predevsim v G;-fazi a u€astni se piechodu do S-faze.

Cyklin D1 je u lymfocyth exprimovan zfidka (UCHIMARU et al. 1997). Vyjimkou je
vysoka hladina cyklinu D1 nasledkem chromozomaini translokace t(11;14)(q13,;q932), ktera
je charakteristickd pro MCL a predpoklada se, Zze je hlavni pfic¢inou $patné prognézy
tohoto lymfomu (BOSCH et al. 1994, OTT et al. 1997). Overexprese cyklinu D1 je tudiz
dulezita prfedevsim pro diagnostiku MCL (OTT et al. 1997, KAPLAN et al. 2005).

Ve WB vysetreni byla patrna zcela jednoznaéna pozitivita cyklinu D1 (3+) u vSech
pacientd s diagnézou MCL. Pouze u 2 pacientti (DLBCL a reaktivni LU) jsem detekovala
velmi slabou expresi cyklinu D1 (1+). Oba tito pacienti vykazovali i 2+ pozitivitu proteinu
p21 a p27. Nékteré studie poukazuji na hor§i prognézu u pacientd, u kterych byla
detekovana zvysujici se hladina cyklinu D1 a p21 a vysvétluji to vyssi proliferaci bunék
(HASKOVEC 2003, POLAK 2003a).

Cyklin D1 jsem se snazila detekovat i metodou pritokové cytometrie. Jak uvadi
KAPLAN et al. 2005 ve své publikaci, detekce cyklinu D1 pomoci pratokové cytometrie je
pomérné obtiznad a malo kdo se do ni pousti. Proto asi vétsina publikovanych dat je
ziskana metodou WB, IHC a RT-PCR.

Cyklin D1, jak jsem pozorovala, je velmi citlivy na fixaci a na stabilitu. Ukazalo se,
Ze nezbytna a Setrna je fixace methanolem, kdy nedochazi k poskozeni vazebnych
epitopu pro protilatku. Zaroven je nejvhodné;si pfi fixaci methanolem pracovat s tkani, kde
na rozdil od KD a PK nejsou pfitomny granulocyty zplsobuijici srazeni vzorku. Ani snaha
oddélit granulocyty za pomoci gradientové centrifugace nebyla vzdy Gspésna, v nékterych

pfipadech se nepovedlo nezralé granulocyty odseparovat.
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Soucasné je i velmi dulezité detekovat cyklin D1 z éerstvého materialu. Ackoliv
vyrobce udava moznost uchovani vzorku v methanolu az po dobu 30 dnQ, jeho
overexpresi jsem u pacientl s MCL detekovala pouze pfi fixaci v methanolu pres noc. Po
del$i dobé fixace byl vysiedek negativni. Stejny vzorek jsem zkouSela analyzovat i po
rozmrazeni z FBS a nasledné fixaci methanolem a i zde byl cyklinu D1 negativni.

Vzhledem k relativné nizké incidenci MCL jsem méla k dispozici 3 nativni bioptické
vzorky, vSechny se vyznacovaly signifikantné vy$Sim MFI v porovnani s non-MCL
lymfomy.

Ackoli role cyklinu D1 v buné&ném cykiu a jeho potfeba pro pfechod z G, do S-
faze je zjevna, vysoké hladiny tohoto proteinu nejsou spojovany s abnormainé vysokou
proliferaéni aktivitou (POLAK et al. 2005). Vysoka hiadina cyklinu D1 a relativné nizka
proliferace je u MCL vysvétlovana vyvazanim cyklinu D1 inhibitorem p27. Tato interakce
umoziuje stabilizaci komplexu cyklin D/cdk 4 a zarovernt zamezuje interakci proteinu p27 s
komplexem cyklin E/cdk 2, coz v kone¢ném dusledku vede k progresi bunééného cyklu do
S-faze (SHEAFF et al. 1997, CHIARLE et al. 2001).

I mé vysledky potvrzuji tuto hypotézu. U pacientt s diagnézou MCL a overexpresi
cyklinu D1 jsem detekovala jen velmi nizké hladiny proteinu p27 jak ve WB, tak i
v prutokové cytometrii a proliferacni aktivita byla oproti agresivnim high-grade lymfom{m
nizsi.

Expresi cyklinu D1 stanovenou metodou WB i cytometricky jsem porovnala s IHC
prikazem. Vysledky byly ve vzajemné korelaci 100 %. IHC prukaz cyklinu D1, ktery je na
pracovisti dobfe zavedeny, je pomérné naroény na provedeni a pro spravné hodnoceni
vyzaduje znaéné zkuSenosti Metoda WB umozriuje analyzu ze zamrazeného a
dlouhodobé& uchovaného materialu a piinasi jednoznaéné vysledky. Limitaci prutokové
cytometrie je nutnost prace s nativhim bioptickym vzorkem a dodrzeni pozadavkl na
fixaci.

Metoda WB, a pfii dostupnosti nativhiho cerstvého vzorku tkané i prutokova

cytometrie, jsou vhodné pro diagnostiku MCL.

5.3 Protein p21

Protein p21 patfi do rodiny inhibitord a pfi poSkozeni DNA hraje klic¢ovou roli pfi

zastaveni bunééného cyklu. Ke zvySeni hladiny tohoto proteinu dochazi az nasledkem
mitogenni stimulace (CHELLAPPAN et al. 1998).
Snizena hladina exprese proteinu p21 byla detekovana v mnoha typech nadort,

predevsim v souvislosti s nefunkénim proteinem p53. Absence proteinu p21 ma za
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nasledek poruseni regulace bunécného cyklu, abnormalni diferenciaci bunky a silnou
predispozici k transformaci, ktera vede ke vzniku nadoru (EL-DIERY et al. 1993, BALL et
al. 1997, MAESTRO et al. 1997, VILLUENDAS et al. 1997, AHMAD et al. 1998).

Zaroven se objevuji publikace, které povazuji vyssi hladinu proteinu p21 za
prognosticky hor§i a ukazuji, ze pacienti se silnou expresi p21 piezivaji kratsi dobu, nez
pacienti bez exprese tohoto proteinu. Vyssi exprese proteinu p21 zde byva spojovana
s vysokym proliferaénim indexem (BARETTON et al. 1999, OSMAN et al. 1999, POLAK
et al. 2003b, NEMES et al. 2005).

Detekce proteinu p21 metodou WB neni snadna a vyZaduje Setrny pfistup. Protein
je citlivy na detergenty (SDS, Tween 20) a pfi delSi blokaci a promyvani dochazi k jeho
odmyvani.

Expresi proteinu p21 ve WB jsem zjistila u riiznych typt B-NHL spiSe v souvislosti
s nizkou hladinou proteinu p27 (2x DLBCL = 3+; 8 DLBCL, 3 MCL, 1 FL low, 2 reaktivni
vzorky = 2+; 5 B-CLL, 1 FL low, 1 FL high, 3 MCL, 3 DLBCL = 1+ . 29 pacientl protein
p21 neexprimovalo. Jak je vidét, exprese p21 neni charakteristicka pro néktery konkrétni
typ B-NHL, Ize v8ak konstatovat, Ze vysokou expresi hodnocenou jako 3+ jsem nezjistila
ani u jednoho nizce maligniho lymfomu. Vysledky naznaduji, ze vy$si hiadiny p21 jsou
agresivnich B-NHL byly zastizeny lymfomy bez exprese proteinu p21. U nich nelze bez
molekulaniho prikazu jednoznacné vyloucit mutaci v genu pro p53. 2 pacienti s high-
grade B-NHL (DLBCL a BL) s overexpresi proteinu p53, bez exprese p21, jsou z mutace
v genu TP53 vysoce suspektni.

Cytometrické vysledky vysSetreni proteinu p21 nebyly statisticky signifikantni.
Prutokova cytometrie neumoznovala vzdy jednoznaéné odliSeni p21 negativnich bunék od
pozitivnich podle intenzity exprese (MFI). Metoda se jevi pro detekci zminéného proteinu
jako méné citliva.

Exprese proteinu p21 u lymfomu je stale velmi nejasna a jsou tieba dalSi studie,

které by pfispély k lepSimu pochopeni patogeneze.

5.4 Protein p27

Protein p27 je inhibitorem cdk, ktery reguluje pfechod z G, do S-faze bunééného

cyklu. Jeho exprese je u ruznych typl nadort odliSna. V nenadorovych tkanich a ve
vétsiné nadord je mezi p27 a proliferaénim indexem nepfimo umérny vztah (ERLANSON
et al. 1998, SANCHEZ-BEATO et al. 1999, CHIARLE et al. 2002, QI et al. 2006). Hromadi

A}
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se v klidovych bunkach a pfi odpovédi na mitogenni stimulaci jeho hladina klesa (XIONG
et al. 1993, KATO et al. 1994, TOYOSHIMA a HUNTER 1994).

V korelaci s literarnimi udaji jsem zjistila u nizce malignich lymfomu velmi vysokou
expresi proteinu p27 pfi nizkém proliferacnim indexu, oproti vysoce malignim lymfomdim s
nizkou hladinou p27 a vysokou proliferaéni aktivitou a to jak metodou WB, tak
cytometricky (ERLANSON et al. 1998, QUINTANILLA-MARTINEZ et al. 1998).

Nejvy$Si hladinu p27 vykazovala B-CLL, pro kterou je typicka velmi nizka
proliferacni aktivita, zptisobena akumulaci bunék v ¢asné Gy/G,-fazi bunécného cyklu
(DIGHIERO et al. 1991, O'BRIEN et al. 1995). S tim souvisi i fakt, Ze vysoka hladina p27
u B-CLL je asociovana se vzrustajici nadorovou populaci a horsi prognézou, protoze
nadorové buriky nemohou podlehnout apoptdéze a kumuluji se v organismu (VRHOVAC
1998).

U 4 pacientl s vysoce malignimi lymfomy (3x DLBCL, BL) vySetfenych WB byla
patrna upina ztrata exprese proteinu p27. U 2 p27 negativnich pacientd s DLBCL (1 p53+
a 1 p53-) jsem navic prokazala 90 % hyperploidnich bunék s vysokou proliferaéni
aktivitou. To nasvédc€uje horsi prognéze a progresi onemocnéni.

Vyjimku tvori stfedné maligni lymfomy (MCL) s nizkou hladinou p27 a, v porovnani
s high-grade lymfomy, nizsi proliferacni aktivitou (QUINTANILLA-MARTINEZ et al. 1998,
CHIARLE et al. 2002, QUINTANILLA-MARTINEZ et al. 2003). Protein p27 interaguje s
typicky overexprimovanym cyklinem D1 a stabilizuje tak komplex cyklin D/cdk 4. Tim se
zamezi vazbé p27 s komplexem cyklin E/cdk 2 a v koneéném disledku dojde k posunu do
S-faze (BOSCH et al. 1994, OTT et al. 1997, SHEAFF et al. 1997, CHIARLE et al. 2001,
QUINTANILLA-MARTINEZ et al. 2003).

Zjistila jsem, Zze u high-grade lymfomU s nizkou expresi p27 Castéji pozorujeme
vyssi expresi molekuly p21 a naopak je tomu u low-grade lymfomu. Tato skute¢nost mize
mit souvislost se zpisobem aktivace inhibitorti. Exprese proteinu p27 je indukovana napf.
TGF-B nebo kontaktni inhibici a klesa po mitogenni stimulaci. Hladina p21 naopak po
mitogennim stimulu stoupa a to muze byt pric¢ina jeji vySSi exprese u high-grade lymfomu,
které jsou aktivovany a proliferuiji.

Prokazuji, v souladu s literaturou, ze protein p27 je vhodny prognosticky marker.
Ztrata exprese p27 se poji s kratSi dobou prezivani a horsi prognézou (vyjimku tvori B-
CLL, kde je tomu naopak) (VRHOVAC 1998, ERLANSON et al. 1998, LLOYD et al. 1999,
SANCHEZ-BEATO et al. 2001)

Zda se, ze role p27 v regulaci bunééného cyklu je kliCova. Objeveni molekularnich
mechanizmu regulace exprese proteinu p27 by mohlo vést k zlepSeni terapie nadorovych
onemocnéni (NICKELEIT et al. 2007).

A}
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5.5 Protein p53

Hladina proteinu p53 je v nenadorovych burikach nizka a zvysuje se v zavislosti na
mife poskozeni DNA. Zvysujici se hladina p53 ma vliv na zastaveni bunééného cyklu v G,
a G,-fazi.

Gen TP53 byva v nadorech ¢asto mutovan, coz muze zplsobit stabilizaci proteinu
p53. Ke stabilizaci vS§ak nemusi dochazet pouze mutaci genu TP53 - muze byt navozena
fadou fosforylaci proteinu, které zpusobuji Spatnou vazbu na p53-degradujici proteiny a
tim znemoznuji (i zpomaluji) jeho odbourani (FUCHS et al. 1998, BENNETT 1999,
HAUPT et al. 1999, BULLOCK a FERSHT 2001). Na rozdil od funkéniho wt p53, ktery je
v burice béhem nékolika minut rychle degradovan, mutovana (&i stabilizovana) forma p53
ma tendenci akumulovat se v jadie a protein se tak stava detekovatelny imunologickymi
metodami (VILLUENDAS et al. 1993, MAESTRO et al. 1995).

Z 61 pacientu vySetienych WB jsem u 8 detekovala protein p53 (4x DLBCL, BL, FL
high, MCL, B-CLL). U 2 pacientl (DLBCL a B-CLL) jsem zjistila vysokou expresi p53 a to
jak metodou WB, tak cytometricky. Pacient s DLBCL byl p21-, p27-, s aneuploidni DNA
(92 % bunék hyperploidnich) a s velmi vysokou proliferac¢ni frakci (MFI CD71 - 74,5; PI -
38,38). Data nasvédéuji pro mutaci genu TP53 a naznaduji velmi agresivni chovani
nadorové populace, coz je v korelaci s klinickymi udaji. Pacient s B-CLL byl velmi slabé
p21+, silné p27+, s diploidni DNA a s nizkou proliferaci. V tomto pfipadé je mutace v genu
pro p53 méné pravdépodobna. Presto je tfeba brat silnou expresi p53 v uvahu, protoze u
B-CLL mlze souviset s transformaci do high-grade lymfomu (Richteriv syndrom)
(BANNERJI a BYRD 2000). Transformace v dobé diagnézy prokazana nebyla.

S expresi p53 jsem porovnala hodnoceni ploidii. U 4 p53 pozitivhich pacientd
(data ploidie dostupna u 5 pacientl) jsem zjistila aneuploidni DNA (2x tetraploidni, 2x
hyperploidni). U pacienta s MCL, s expresi p53 hodnocenou jako 2+, jsem prokazala 59
% tetraploidnich bunék. Na spojitost mezi tetraploidii a overexpresi p53 u MCL poukazuje
i OTT et al. 1998, ktery zvazoval moznou souvislost tetraploidie s overexpresi cyklinu D1
u MCL. Moje vysledky naznacuji souvislost exprese p53 s chromozomalnimi aberacemi a
poukazuji na horsi prognézu.

Exprese proteinu p53 stanovena metodou WB korelovala v 97,3 % s pritokovou
cytometrii a v91,5 % s IHC. U vétSiny pacientd jsem nedetekovala overexpresi p53
metodou WB ani prutokovou cytometrii. Overexpresi proteinu p53 jsem prokazala hlavné
u high-grade B-NHL, coz je v korelaci s literarnimi udaji (SIDRANSKY a HOLLSTEIN
1996, CHIARLE et al. 2000). Overexprese proteinu p53 je spojovana s narusenim
regulace bunééného cyklu a ma za nasledek i rezistenci na radio- a chemoterapii (LOWE
et al. 1994, RUSCH et al. 1995). \
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Prikaz overexprese p53 je vhodnym prognostickym znakem, ktery Ize dobfe
sledovat jak metodou WB, tak i prutokovou cytometrii.

7



6 Souhrn

Cilem mé diplomové prace bylo zavedeni vySetfovani proteini bunééného cykiu
pomoci pritokové cytometrie a western blotu a nalezeni vztahu mezi expresi
vySetifovanych proteinl a pfislusnou diagnézou B-NHL.

Zavedla jsem cytometrické vySetfovani proliferacni aktivity bunék prostrednictvim
MFI CD71 a uréeni obsahu DNA, v¢etné prikazu ploidie DNA. Z diagnostického hlediska
jsem zavedla cytometrické a WB stanoveni exprese cyklinu D1, jehoZz overexprese
zpGsobena translokaci t(11;14) je charakteristickd pro MCL. Neméné dulezité jsou
inhibitory bunééného cyklu p21 a p27, které jsem zacala vySetiovat rovnéz obéma
metodami. V neposledni fadé jsem zavedla cytometrickou a WB detekci proteinu p53 -
regulatoru bunééného cyklu, jehoz mutace a overexprese je ¢asto spojovana se vznikem
nadorového onemocnéni a horsi prognézou.

Prokazala jsem vysokou proliferaéni aktivitu u high-grade lymfomua (BL, DLBCL, FL
FL low). Sledované znaky MFI CD71 a Pl byly ve vzajemné korelaci a data byla vysoce
statisticky signifikantni. Ve srovnani s imunohistochemicky stanovenym Ki-67 byly tyto
proliferaéni znaky statisticky vyznamné;jsi a urceni proliferacni aktivity timto zplsobem
muze byt presné;jSi. Prokazala jsem, Ze obé metody jsou vhodné pro cytometrické odli§eni
B-NHL s obdobnym imunofenotypem a riznym stupném malignity (odli$eni FL low od BL,
DLBCL, FL high), které se vyrazné liSi zplisobem terapie.

Overexpresi cyklinu D1 jsem detekovala ve 100 % MCL. Ostatni non-MCL
lymfomy byly cyklin D1 negativni, s vyjimkou 2 velmi slabé, ve srovnani s MCL
zanedbatelné&, pozitivnich pfipadl. Ziskana data jsou velmi vysoce statisticky vyznamné a
ukazuji, 2e prukaz overexprese cyklinu D1 potvrzuje diagnézu i bez molekularniho
vysSetfeni translokace t(11;14).

Analyza inhibitorl cdk ukazala pfedev$im vyznam detekce proteinu p27, ktery je
exprimovan v buitkach v klidové fazi. Zjistila jsem nepfimou Uméru mezi p27 a proliferaci
bunék. U high-grade lymfom( jsem ukazala nizkou expresi proteinu p27 s vysokou
proliferaéni aktivitou a naopak tomu bylo u low-grade lymfomd. Vyjimku tvorily MCL
s nizkou expresi p27, bez vyrazné proliferace, zptusobenou vyvazanim funkéniho proteinu
p27 cyklinem D1. Ukazuji, Ze kromé& odliSeni low-grade a high-grade B-NHL, je mozné
protein p27, ktery je typicky overexprimovan u B-CLL, pouzit i pro jeji odliSeni od jinych B-
NHL s obdobnym imunofenotypem. Ziskana data jsou velmi vysoce statisticky
signifikantni.

U proteinu p21 nebyla data statisticky signifikantni, ale zvys$ujici se hladiny tohoto
inhibitoru byly detekovany spiSe u agresivnéjSich B-NHL.
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Overexpresi proteinu p53 jsem zjistila pfevazné u agresivnich lymfomua. Vétsinou
byla doprovazena dalSimi prognosticky horSimi znaky, jako je aneuploidie, silna
proliferace bunék, nizka exprese p27 i horsi klinicky prabéh.

Zavérem lIze shrnout, Ze jsem spinila cile své diplomové prace a vysSetfovani
znakl, kterymi jsem se zabyvala je pfinosné jak pro diagnostiku, tak pro prognoézu

pacienta.
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