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ABSTRAKT

Difuzni velkobunéény lymfom (DLBCL) je nejéastéjsi typ
non-Hodgkinského lymfomu. Je to molekularné i prognosticky
heterogenni onemocnéni, jehoz tii hlavni geneticky definované
podtypy (germinal center-like/GC-like, non-germinal center-
like/nonGC-like a primarné mediastinalni B-lymfom/PMBL) neni
v soucasné dobé mozné spolehliveé odlisit jinak nez pomoci genovych
¢ipti. Metoda genovych ¢ipti vyzaduje dostupnost Cerstvé zmrazené
vySetfované tkang a jeji technicka a ekonomicka narocnost ji ¢ini
v rutinni praxi nevyuzitelnou. Vzhledem k prognostické odlisnosti je
vSak informace o podtypu DLBCL dulezita. Jednak ze strany
pacienta, ktery ma pravo védeét, jak zavazné je jeho onemocnéni,
jednak z hlediska klinickych studii, u kterych mize mit nahodné
zafazovani pacientd bez znalosti podtypu tumoru vliv na vysledky
studie.

Predkladana prace se zabyva zjednoduSenim diagnostiky
podtypu primarné mediastinalniho B-bunécného lymfomu (PMBL)

v ramci skupiny DLBCL. Vyuziva béZzn¢ dostupné a na skladovani
nenaroc¢né vzorky tkani zalitych v parafinovych blocich (tzv. FFPE
tkan) a dale analyzu genové exprese pomoci vSeobecné rozsitfené
metody real-time kvantitativni PCR (RTqPCR). Jako vychozi metoda
pro odliseni PMBL/DLBCL pacientt je v praci pouzita klinicko-
patologicka diagnoza, ktera je v soucasnosti uznavana jako relevantni
klasifikacni postup vzhledem k nedostupnosti genovych ¢ipa. Jeji
shoda s genovymi Cipy je vSak pouze 76%. V predkladané praci je
navrzen novy zpusob odliseni PMBL a DLBCL diagn6z vychazejici
z genové exprese tii peclivé zvolenych gend. Oba diagnostické
algoritmy jsou srovnany pomoci analyzy klinickych dat pacientt.
Geneticka klasifikace se dle ziskanych vysledki vice ptiblizuje
vySetienim na genovych Cipech nez klasifikace klinicko-patologicka.

ABSTRACT

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

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

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

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



1. UVOD

Predkladana prace se zabyva zlepSenim diagnostiky
primarn¢ mediastindlniho B-lymfomu (PMBL) a difuzniho
velkobunééného B-lymfomu (DLBCL). Vzhledem k tomu, Ze tato
dvé onemocnéni jsou od sebe t.¢. odliSitelnd pouze s vyuzitim
technicky a finan¢n€ naro¢né metody genovych Cipti/mikroarrayi,
zamefili jsme se v prvni ¢asti prace predevsim na vyvinuti obecné
dostupnéjsi metodiky klasifikace. Ve druhé ¢asti projektu byla
provedena vlastni diagnostika uvedenych skupin lymfomu a
podrobna analyza klinickych dat.

1.1 Molekularni genetika PMBL a DLBCL

Difuzni velkobunéény lymfom (DLBCL) tvoii ptiblizné
45% z nové diagnostikovanych non-Hodgkinskych lymfomu
(NHL)(1).

V roce 2000 (2) a nasledné 2002 (3) byl DLBCL na zéakladé
genové exprese rozdélen do podskupin GC (germinal center - like),
ABC (activated B cell - like) a tzv. typ 3, a to s pouZzitim genovych
¢ipt/mikroarrayi. Celkové pétileté pteziti bylo 60% ve skupiné GC,
39% ve skupiné typ 3 a 35% ve skupiné ABC DLBCL. Skupiny jsou
imunohistochemicky neodlisitelné.

V roce 2003 byla identifikovana skupina PMBL jako dalsi
geneticka podskupina DLBCL (4). Je jim jako zvlastni diagnostickou
podjednotkou DLBCL postizeno 2-5% pacientii s NHL. (1). Obecné
se predpoklada, ze vychazi z CD19+/CD21- tymickych medularnich
bungk (5,6).

Pomoci genovy Cipti bylo zjisténo, ze 24% pacientti
s klinicko-patologicky stanovenou diagndézou PMBL nenese
odpovidajici genovou expresi a podoba se geneticky a prognosticky
spise DLBCL, pficemz neni mozno tyto pacienty odlisit jinak nez
vySetienim na genovych Cipech (4).

1.2 Klinika nemediastinalniho DLBCL
Nemediastinalni DLBCL (dale jen DLBCL) postihuje starsi
pacienty s medianem sedmé veékové dekady a ma agresivni pribéh

s potencialni kurabilitou. V dob¢ diagndzy mize byt zjisténo
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extranodalni postizeni, zvySena hladina laktatdehydrogenazy a
infiltrace kostni dfené. V predikci pieziti pacientd ma vysadni
postaveni mezinarodni prognosticky index (IPI), hodnotici 5
nezavislych klinickych charakteristik: vek, klinické stadium choroby
v dob¢ diagndzy, hladina sérové laktatdehydrogenazy, vykonnostni
stav a extranodalni postiZeni.

V poslednich letech byla publikovana fada prognostickych
markert vySetifovanych bud’ na Grovni genil nebo proteint,
analyzovanych jednotlivé i ve skupinach. Za prognosticky pfiznivy
znak byva povazovana napt. exprese molekul LMO2 (7), CD23 (7)
nebo Bcl6 (8), za nepiiznivy napt. zvySena exprese cykliniit D2 a D3
nebo survivinu (9). U mnohych jednotlivé posuzovanych markerd
jsou vsak udaje o jejich prognostickém vyznamu nejednotné.

V roce 2004 byl publikovan prognosticky model zalozeny
na expresi Sesti gent (10). Geny LMO2, Bcl6 a FN1 byly asociovany
s dobrou prognézou, cyklin D2, SCYA3 a Bcl-2 s hor$im
prezivanim. Matematickym vypoctem beroucim v tivahu expresi
vSech Sesti gent vySetfenou pomoci RTqPCR (real-time kvantitativni
polymerazova fetézova reakce) byli pacienti pfitazovani do
prognostickych skupin.

Existuji 1 dal$i prace uzivajici kombinovany model exprese
nékolika genti (11,12,13). Obecné ale plati, Ze s rostoucim poctem

Neékteti autofi rozdéluji pacienty do prognostickych skupin
zaloZenych na rliznych kombinacich proteint vysetfovanych
imunohistochemicky. V téchto schématech se ¢asto objevuji
molekuly odrazejici riznou zralost malignizujiciho lymfocytu. Takto
byvaji uvadény napt. CD10, Bcl6, IRF4/MUMI1 a CD138
(14,15,16,17,18). S vyjimkou algoritmu Hansov¢ et al. ((18), tzn.
barveni CD10, Bcl6 a MUMI) se ale v dosavadni praxi Zadné
schéma neujalo.

1.3 Klinika PMBL

Proti klasickému DLBCL jsou pro PMBL typické predevsim
prukaz nadorové mediastinalni masy s lokalni invazivitou (plice,
pleura, perikard, hrudni sténa). Podbraniéni postiZeni je ve srovnani
s DLBCL mén¢ casté, vstupné€ byva elevace LDH, kostni dfen



infiltrovana nebyva. V soucasné dob¢ je PMBL povazovan za
onemocnéni s lepsi prognézou nez klasicky DLBCL (5,6).

V histologickém vysetieni neni PMBL od klasického
nemediastinalniho DLBCL spolehlivé odlisitelny (5,6).

1.4 Terapie DLBCL/PMBL

Standardni lécbou DLBCL/PMBL je antracykliny obsahujici
chemoterapeuticky rezim kombinovany s rituximabem (protilatka
anti-CD20), eventualné doplnény radioterapii a transplantaci kostni
diené (1).

1.5 Diagnosticky vyuZivané metody

Molekularni subklasifikace DLBCL byla provedena na
genovych Cipech. Ty sice umoziiuji soucasnou analyzu tisict gentl
z jednoho vzorku, metoda je ale technicky naro¢na a draha a
vyzaduje Cerstvé zmrazenou tkan.

Imunohistochemie (IHC) pracuje s bézn¢ dostupnym
parafinovym blokem (formalin-fixed, paraffin-embedded tissue,
FFPE). Na rozdil od ¢ipd nevysetiuje expresi genu, ale proteinu a
neni spolehlivé kvantifikovatelna. IHC algoritmus pro klasifikaci
DLBCL (18) rozlisuje skupinu GC-like (GC) a nonGC-like (ABC +
typ 3) a shoduje se s vySetfenim na ¢ipech jen v 80%. Pro IHC
odliseni PMBL podskupiny zadné obecné schéma neexistuje. Jsou
uvadény postupy vyuzivajici napt. barveni proteint MAL, STAT ¢i
TRAF (19,20). Jejich pozitivita v§ak u PMBL lymfomu neni
konstantni.

RTgPCR vysetiuje mensi mnozstvi gentl nez Cipy, je
levnéjsi a proti Cipiim ma lepsi kvantifikacni pfesnost. Jako vstupni
material 1ze pouzit Cerstvé zmrazenou nebo FFPE tkan. Pfi vysetfeni
FFPE vzorkt narazime na degradaci a chemickou modifikaci RNA
(21,22), metoda ale dava moznost retrospektivnich analyz.

RTqPCR metoda vySetfeni genové exprese sestava
z n€kolika kroku:

1. Izolace nukleové RNA. Zakladni metodou je metoda dle
Chromczynského a jeji modifikace pro FFPE tkan.
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2. Kontrola kvality RNA elektroforeticky (pro degradaci RNA
nevhodné pro FFPE) a spektrofotometricky.

3. Reverzni transkripce RNA do komplementarni DNA, tzv. cDNA.
Pro FFPE RNA je vhodné uziti random hexamerovych primert.

4. Provedeni a analyza vlastni RTqPCR reakce. Metoda
fluorescen¢né detekuje postupné nartistajici mnozstvi PCR produktti
jiz aktualné v pribéhu reakce. Detekce miize byt nespecificka
(SYBRgreen) pro jakoukoli dvouvlaknovou DNA nebo sekvencné
specificka (Tagman sondy). Kvantifikovat 1ze absolutné podle
kalibra¢ni kiivky nebo relativné k referenénimu genu.

1.6 Geny vySetirované v predkladané praci pomoci RTqPCR

Predkladana prace se zabyva zlepSenim diagnostiky podtypa
NHL s vyuzitim genové exprese. Na zakladé mikrocipovych dat
publikovanych jinymi skupinami byly vybrany geny CD23 a PdI2
jako zastupci exprese PMBL a Blk jako zastupce pro skupinu
DLBCL.

CD23 (human leukocyte differentiation antigen, FCER2) se
ucastni v B-bunécéné aktivaci a riistu a je zvySené exprimovan u
PMBL (19).

PdI2 gen (programme cell dech 1 ligand 2) je regulatorem
T-bunécné odpovedi. M4 jak proliferacni, tak proapoptotické Gcinky
a je zvysen¢ exprimovany v PMBL (4).

Blk (B-lymphoide tyrosine kinase) je tyrosinkinaza ze
skupiny Src-kindz, uplatiujici se v BCR signaliza¢ni kaskade¢. Jeji
exprese je vyznamn¢ snizena v PMBL buiikach (19).

1.7 VySetfované imunohistochemické markery

CD20 je povrchovy antigen B-lymfocyti a pro svou
pozitivitu u tumort vychazejicich z B-bunék patii k zakladnim
vySetfovanym markerim hematologickych malignit. Molekula hraje
roli ve vyvoji a diferenciaci B-lymfocyti do bunék plasmatickych
(2).

CDS5 je dalsim standardné vysetfovanym antigenem
hematoonkologickych biopsii. Je pozitivni ve vét§iné ptipadi
chronické lymfocytarni leukémie a lymfomt z plastové zony (23).
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CD30 molekula je exprimovana aktivovanymi T a B
bunkami a pozitivné reguluje apoptézu. Z hematologickych malignit
byva pozitivni u anaplastickych velkobunéénych lymfomd,
Hodgkinova lymfomu a PMBL. Ackoli je barveni CD30 pozitivni u
vétsiny PMBL, je velmi slabé a jeho hodnocenti je svizelné (24,25).

CD23 pozitivni imunohistochemie je popsana pfiblizné€ u
70% PMBL a 15% DLBCL (26).

Bcl6 (B-cell CLL/lymphoma 6) je transkripcni represor v B-
lymfocytech s velmi komplexnim vlivem na genovou expresi buriky.
Pritomnost Bcl6 proteinu je nezbytna pro spravné formovani
germinalniho centra lymfatické uzliny. U DLBCL jsou znamy jeho
Casté translokace a hypermutace, se kterymi byva spojovana
patogeneza tohoto onemocnéni (27). Je soucasti klasifikacniho
algoritmu dle Hansové.

MUMI1/IRF4 (multiple myeloma oncogene 1 / interferon
regulatory factor 4) je klasickym predstavitelem ABC/nonGC
podskupiny DLBCL (2,18). Tento gen je dilezity pro vyvoj a
diferenciaci B-lymfocytu a pro formaci germinalniho centra (25,26).
Patfi rovnéz do DLBCL imunohistochemického klasifikacniho
algoritmu.

CD10 antigen (MME, membrane metallo-endopeptidase) je
soucasti algoritmu IHC klasifikace DLBCL dle Hansové.

V predkladané praci byl dale s jeho pomoci sledovan vliv
nenadorového pozadi vzorktl na celkové zjisténou genovou expresi.
CD10 pozitivitu nemaji totiz ve vzorcich pouze buiky nadorové, ale
nekonstantné€ i nenadorové buiiky nadorového stromatu (28). Ty lze
odlisit imunohistochemicky, ale nikoli pfi vySetfeni genové exprese
z celého vzorku.
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2. HYPOTEZY A CILE PRACE

2.1 Hypotéza:

1. Klasifikace PMBL a DLBCL je mozna pomoci dostupnych
metod, jako je napt. RTqPCR, a je mozné ji provést s pomoci
limitovaného po¢tu gend.

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

2.2 Cile prace:

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

2. Zhodnoceni vlivu nenddorového stromatu vzorkd na méfenou
genovou expresi tumoru.

3. Vybér reprezentativnich genti odlisné exprimovanych mezi
skupinami PMBL a DLBCL, a to s vyuzitim svétové literatury.

4. Klasifikace PMBL a DLBCL s vyuzitim vybranych genti a vyse
uvedenych technik.

5. Analyza klinickych dat pacientd ve skupinach klinicko-
patologickych a geneticky definovanych diagndz a vzajemné
srovnani skupin.

Nasledujici text je rozdélen do stati Uvod, Hypotézy a cile
prace, Material a Metodika, Vysledky, Diskuse, Zavéry prace a
Pouzita literatura. Stati Material a Metodika a Vysledky jsou dale
roz&lenény do usekil oznadenych fimskymi I, IT a III. Usek I je
vénovan zavadéni metodiky analyzy genové exprese pomoci
RTqPCR s vyuzitim FFPE tkané. Usek II je vénovéan ovéfeni vlivu
exprese nenadorovych stromalnich bunék na celkové vysledky. Usek
111 je vénovan vlastni analyze genové exprese PMBL a DLBCL a
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klinickému zhodnoceni studovaného souboru v souvislosti se 3. MATERIAL A METODIKA
ziskanymi vysledky.

3.1 Metody I

Stézejni metody piedkladaného projektu jsou RTqPCR a
IHC, je vyuzivan FFPE material. V IHC byly hodnoceny jiz
v minulosti zavedené markery, metoda vysetfeni genové exprese
z FFPE fezi byla nejprve zavadéna. Pro optimalizaci bylo vstupné
pouzito 25 parafinovych blokd od pacienti s DLBCL v tzv.
testovacim setu. Pocet pouzitych blokt v jednotlivych krocich
(izolace RNA, spektrofotometrie, reverzni transkripce, RTqPCR)
testovani se lisi. Zamérné byly zatazeny i bloky, ze kterych byla
izolovana RNA velmi nizké kvality. Po analyze vysledka
z testovaciho setu byl sestaven optimalni protokol jednotlivych
krokti. Ten byl nasledn€ ovéfovan v tzv. validacnim setu 65 FFPE
blokau.

3.1.1 Izolace RNA z parafinovych bloki

Do testovani izolace RNA bylo zatfazeno celkem 8
parafinovych blokl. Z kazdého z nich byly zhotoveny 4 paralelni
vzorky (kazdy vzorek 4 fezy po 10 um), na kterych byly srovnany
Ctyti izolacni protokoly:

1. Izolace pomoci kitu High Pure RNA Paraffin Kit (Roche).

2. Klasickd Chromczynského guanidin-fenol-chloroformova (GFCH)
metoda po deparafinizaci vzorku xylenem s rozpusténim RNA ve
vode.

3. Klasicka GFCH metoda, jak je uvedena v bodu 2, RNA byla ale
rozpusténa v 10 pl TE pufru (22).

4. GFCH metoda s rozpusténim vzorkd v TE pufru (viz bod 3) a
zahtatim vzorkd na 70°C po dobu 60 minut (22).

3.1.2 Kontrola kvality RNA
Kontrola kvality RNA z ¢erstvych leukocytti byla provedena
elektroforézou na 1% agardze. V nasledné spektrofotometrii byla

méfena absorbance vzorkd, spoé¢itan pomér 260/280 a koncentrace
vzorku. RNA izolovana z FFPE byla analyzovana
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spektrofotometricky na 44 FFPE vzorcich ziskanych celkem z 25
parafinovych bloku.

3.1.3 Reverzni transkripce (RT) a kvalitativni PCR

Reverzni transkripce byla optimalizovana na RNA
z cerstvych leukocytl. Byly porovnény tfi RT kity od riiznych
dodavatelti. Vstupni mnozstvi RNA bylo 1 pg a vysledek byl
vyhodnocen pomoci kvalitativni PCR pro geny pB-2-mikroglobulin
(B2M), hypoxantinfosforibosyltransferaza 1 (HPRT1) a TATA box
binding protein (7BP). PCR produkty byly vizualizovany na 10%
polyakrylamidovych gelech.

RT RNA ziskané z FFPE tkan¢ byla po optimalizaci metody
provadéna kitem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit firmy
Fermentas.

3.1.4 RTqPCR

Pro RTqPCR experimenty byly pouzity vzorky z celkem
osmi parafinovych blokii. Z kazdého bloku byl jeden vzorek
izolovan kitem (Roche), ¢tyti z uvedenych bloki byly rovnéz pouzity
k izolaci ¢tyt vzorkd pomoci GFCH metody (nizka kvalita RNA).
Byly testovany rizné zptsoby detekce fluorescence: SYBR green,
TagMan sonda navrhovana v nasi laboratofi (vlastni sonda) a
TagMan sonda navrhovana a vyrobena firmou (Applied-Biosystems,
komer¢ni sonda).

RTgPCR byla provadéna na pfistroji Strategene 3000 Xp
cykler, analyzovany byly geny B2m a Hprtl.

Po analyze vysledkt jednotlivych krokt (izolace RNA,
kontrola jeji kvality, reverzni transkripce a RTqPCR) byl sestaven a
na skupiné 65 vzorkut ovéten finalni protokol.

3.1.5 Statistika
Pro srovnani kvality RNA izolace byl pouzit Duncandv post

hoc test mnohonasobného srovnavani. Pro analyzu
spektrofotometrickych vysledkl byl pouzit model logistické regrese a
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linearni diskriminaéni analyza. Vlastni a komeréni Tagman sondy
byly srovnany pomoci analyzy rozptyld.

3.2 Metody I1

V této casti prace je na 69 vzorcich sledovan vliv
nespecifického genového pozadi na vyslednou genovou expresi
CD10 markeru. RTqPCR analyza byla provedena finalnim
protokolem (viz Metody I). Imunohistochemické barveni CD10
(Novocastra, fedéni 1:80) bylo provedeno podle standardniho
protokolu. Pro vyhodnoceni byl pouzit Mann-Whitney test.

3.3 Metody IIT

V této stati je provedena analyza genové exprese PMBL a
DLBCL. 39/82 pacientti m¢lo klinicko-patologicky stanovenu
diagnozu PMBL (histologie DLBCL, mediastinalni masa nad 6cm),
ostatni diagn6zu DLBCL. Byly vySetfeny RTqPCR a IHC markery
popsané v uvodu. Na testovacim setu 11 PMBL a 21 DLBCL byla
provedena analyza RTqPCR genové exprese a byla navrzena
diskriminac¢ni rovnice, ktera pfifazuje na zaklad¢ exprese gent
vzorky do genetickych skupin PMBL a DLBCL. Touto rovnici byl
zpétné testovan cely soubor 82 pacientl. VSechny vzorky byly
rovnéz vysetfeny a zafazeny pomoci algoritmu Hansové do
podskupin GC-like a nonGC-like DLBCL.

3.3.1 Statistika

Genova exprese PMBL a DLBCL byla analyzovana
Wilcoxonovym testem. Diskrimina¢ni rovnice byla generovana
kanonickou diskrimina¢ni funkci. Pfeziti bez progrese bylo
analyzovano pomoci Kaplan-Meierovych kiivek a log-rank testu.
Organové postizeni mezi skupinami PMBL a DLBCL bylo srovnano
pomoci kontingenénich tabulek.
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4. VYSLEDKY

4.1 Vysledky I

4.1.1 RNA izolace z FFPE tkané

Izolace komer¢nim kitem dava s geometrickym praimérem
Ct 29,88 v kone¢né RTqPCR signifikantné lepsi vysledky nez ostatni
izolaé¢ni metody (p<0,001). Vzorky izolované ostatnimi tfemi
metodami dosahly exponencialni faze reakce pfiblizné o pét cykla
pozdéji.

4.1.2 Spektrofotometricka analyza RNA

Byly testovany Ctyti mozné prediktory kvality PCR reakce:
absorbance vzorku pfi vlnové délce 260 nm, pii vinové délce 280
nm, koncentrace izolované RNA a mnozstvi izolované RNA. Pouze
mnozstvi izolované RNA ze vzorku mélo vypovédni hodnotu z
hlediska predikce kvality PCR (p=0,003). Hrani¢ni mnozstvi
izolované RNA pro dobrou PCR reakci je 5700 ng na vzorek. Pomér
260/280 pro RNA z FFPE tkané byl primérné 1,5 bez rozdilu mezi
v PCR dobfe reagujicimi a nereagujicimi vzorky (p=0,76).

4.1.3 Reverzni transkripce a kvalitativni PCR

RevertAid reverzni transkriptiaza (Fermentas) uspé$né
prepsala RNA do cDNA v 92% reakci, Transcriptor (Roche) ve
100% a TopBio reverzni transkriptdza v 73% reakci.

4.1.4 Porovnani detekce fluorescence pomoci SYBR green a
vlastni Tagman sondy

Byla vySetfovana exprese gentt B2m a Hprtl. Pomoci
Tagman sondy byly detekovany souc¢asné oba dva geny v Sesti
vzorcich (6/12), s pomoci SYBR greenu pouze ve dvou (2/12).
Rozdil ¢ty vzorku, které byly vySettitelné Tagman sondou, ale nikoli
SYBR greenem, byl dan vznikem dimert primerd v barveni SYBR
green. Delta Ct hodnoty rozdilu exprese B2m a Hprtl v jednotlivych
vzorcich byly srovnatelné v FFPE tkani a cerstvych leukocytech.
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4.1.5 Porovnani vlastni a komeré¢ni Tagman sondy

Vysetfeny byly geny B2m a Hprtl. VySetfeni bylo
limitovano detekei genu Hprtl, ktery je méalo exprimovany. Usp&iné
byl detekovan ve Etyfech z osmi vzorkli pomoci vlastni sondy a
v Sesti z osmi vzorkll pomoci sondy komer¢ni. V obou dvou
vzorcich, kde byla detekce Hprtl prokazéana pouze s pouZzitim
komer¢ni sondy, byl gen zachycen na hranici detekability. Detekce
obéma druhy sond davala shodné hodnoty delta Ct v paralelnich
vzorcich.

4.1.6 Sestaveni konecného protokolu a jeho ovéreni

Po zhodnoceni pribéznych vysledki efektivity jednotlivych
protokol pro izolaci RNA a analyzu genové exprese z parafinizované
tkané:

1. Izolace RNA pomoci komer¢niho kitu (Roche).

2. Spektrofotometrické méteni vzorku.

3. Reverzni transkripce RevertAid reverzni transkriptazou
(Fermentas).

4. RTqPCR a fluorescenéni detekce Tagman sondou.

V dalsi fazi byla sledovana detekce gent B2m a Rplpo?2 ve
valida¢nim setu. Usp&$nost metody byla 95% (62/65 FFPE vzorki).
Ve valida¢nim setu byl median vytézku izolované RNA 11100 ng na
vzorek. 78% vzorkl piekrocilo hranici minimalniho mnozstvi
izolované RNA pro uspésnou PCR, tj. 5700 ng. VSechny tyto vzorky
reagovaly dobfe v RTqPCR. 22% vzorki bylo pod touto hranici.
11/14 vzorki s podlimitnim izola¢nim vytézkem reagovalo dobfe,
ackoli primérna Ct hodnota pro B2m byla o 1,27 cyklu vyssi nez u
vzork, ze kterych bylo izolovano vice nez 5700 ng RNA (p=0,086).

4.2 Vysledky I1
Stat’ vysledky II se zabyva vlivem exprese gent

nenadorového stromatu na expresi sledovanych genti v nadorovych
bunkach.
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Podle imunohistocemického barveni CD10 byly vzorky
rozdéleny dle kombinace pozitivity a negativity nadorovych a
stromalnich bunék na Ctyfti skupiny, viz Tabulka 1.

Tabulka 1. Rozdéleni vzorkl podle CD10 pozitivity.

skupina tumor stroma Pocet AA CT
vzorkl median

1 (T-/S-) - - 40 0,006

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

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

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

Legenda: ,,T* odpovida tumor6znim bunikam, ,,S“ bunikam
stromalnim, ,,+* jsou IHC pozitivni pfipady, ,,-,, pfipady IHC
negativni.

CD10 pozitivni a negativni nadory (tzn. T+/S? a T-/S?) se
od sebe navzajem v expresi CD10 genu signifikantné lisily (p<
0,001). CD10 pozitivni tumory (T+/S?) vykazovali pfiblizn¢ stejnou
expresi mMRNA CD10 bez ohlednu na barveni stromatu (p=0,820).
Skupiny 1 a 2 se od sebe v expresi genu CD10 vyznamné nelisi
(p=0,096). Skupiny 2 a 3 se navzajem v expresi CD10 mRNA
vyznamné 1i§i (p=0,012). To znamena, ze CD10 pozitivni stroma u
CD10 negativniho tumoru nezvysi expresi CD10 mRNA na tak
velikou trover, jakou vykazuji nadory primarné CD10 pozitivni.

4.3 Vysledky III

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

4.3.1 Genova exprese v testovacim setu a predikéni rovnice
Ve skupiné PMBL byla vyssi exprese gent Feer2 (p=0,002)
a Pdi2 (p=0,002), Blk byla vice exprimovana ve skupiné DLBCL

(p=0,042). Diskrimina¢ni funkce vygenerovand pomoci téchto
vysledkti ma tvar:
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F=+0,029 * Fcer2 + 0,006 * Pdi2 — 0,012 * Blk —0,168.

Byla-li vysledna hodnota vypoctu zaporna, byl pfislusny vzorek
zatazen do skupiny oznacené jako ,,predikovany DLBCL*
(pDLBCL). V ptipadé matematicky kladného vysledku byl vzorek
oznacen jako ,,predikovany PMBL* (pPMBL).

Touto rovnici byl nasledné analyzovan cely soubor pacientt.
Celkem 10/39 oc¢ekavanych PMBL (26%) bylo po genetické analyze
vyhodnoceno jako predikované DLBCL. Podobné, s puvodné
ocekavanou diagnézou DLBCL byly geneticky v diskrepanci 2/43
vzorkut (5%).

Pacienti, u kterych se o¢ekéavana klinicko-patologicka a
geneticky predikovana diagno6za shodly, byli oznaceni jako
konkordantni pacienti, ostatni jako diskordantni.

4.3.2 Analyza klinickych charakteristik souboru

Jak v ocekévané, tak v predikované PMBL skuping byl
vekovy median nizs$i nez u DLBCL a postiZzeny byly pfedevsim zeny.
Podbrani¢ni postizeni bylo ¢astéjsi v obou DLBCL skupinach
(p=0,004 a 0,002). PMBL pacienti obou skupin méli vstupné ¢astéjsi
elevaci LDH (p=0,001 a 0,003), infiltraci perikardu (p=0,001),
fluidothorax (p=0,001) a ¢ast&jsi nadorovou sklerdézu (p=0,001).
Zadny z nich nemél v dobé diagndzy postizenu kostni diei.

Ani ve skupiné ocekavanych ani ve skupiné predikovanych
diagnoéz nebyl mezi PMBL a DLBCL diagnézami prokazan zadny
signifikantni rozdil v pokrocilosti onemocnéni v dob¢ diagnoézy ani
v mezinarodnim prognostickém indexu IPI. Nadorovou sklerézu
jsme pozorovali u 77% ocekéavanych a 81% predikovanych PMBL
pacienttl, dale u 33% ocekavanych a 37% predikovanych DLBCL.

4.3.3 Diskordantni versus konkordantni PMBL pacienti

6/82 pacienttl v souboru mélo soucasné mediastinalni bulky
postizeni a infiltraci sleziny, ¢tyfi z nich spadali do diskordantnich
PMBL (p=0,028). Zadny diskordantni PMBL pacient nemél infiltraci
perikardu (p=0,045).

Tti o¢ekavani PMBL pacienti neméli vstupné elevovanou
LDH (pro PMBL je elevace LDH typicka), vSichni tfi byli
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diskordantni (p=0,01). Ve srovnani s konkordantni PMBL skupinou Tabulka 2. Rozlozeni fenotypt v diskordantni PMBL skupiné.
byl v diskordantni vy$si vékovy median (p=0,037). Diskordantni

PMBL pacienti méli dale sklon k ¢ast&jsimu podbrani¢nimu Fenotyp Pocet pacienti

postizeni, méli mén¢ Casto nadorovou sklerdézu, méné casto nonGC-like/CD23-/CD30- 2

fluidothorax, syndrom horni duté zily a infiltraci hrudni stény. Nikdo nonGC-like/CD23-/CD30+ 4

z diskordantnich PMBL pacientti nemé¢l postizenu pleuru. nonGC-like/CD23+/CD30+ 3
GC-like/CD23+/CD30+ 1

4.3.4 Diskordantni PMBL versus konkordantni DLBCL pacienti

Diskordantni PMBL pacienti byli mladsi (p=0,039) a méli
Casté&ji fluidothorax (p=0,004) a syndrom horni duté zily (p=0,037),
tedy znaky souvisejici s pfitomnosti nadorové masy v mediastinu.
Zadné dalsi klinické charakteristiky nebyly mezi témito dvéma
skupinami statisticky vyznamné odli$né.

4.3.5 Diskordantni DLBCL pacienti

Oba dva diskordantni DLBCL pacienti byli v dob¢ analyzy
vysledkti v kompletni remisi, jeden 46 mésict a druhy 40 mésict po
lécbe.

4.3.6 Analyza preZiti

Pacienti PMBL méli tendenci k lepsi prognéze ve skupiné
o¢ekavanych i predikovanych diagndz. Ve skupiné o¢ekavanych
diagnoz nebyl vysledek statisticky vyznamny (p=0,179), ve skupiné
predikovanych byl signifikantni na desetiprocentni hlading
vyznamnosti (p=0,084). Hodnocena byla doba pieziti bez progrese.

4.3.7 Imunohistochemicka analyza nadorovych vzorki

GC/nonGC-like fenotyp nebyl v zadné z analyzovanych
skupin vyznamné odlisny. Ve skupin¢ PMBL (o¢ekavané i
predikované) byla potvrzena vyssi Cetnost barveni CD23 (p=0,001) a
CD30 (p=0,001) ve srovnani s DLBCL diagnézou.

Zastoupeni fenotypt v deseti¢lenné skupiné diskordantnich
PMBL pacienti je uvedeno v Tabulce 2.
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5. DISKUSE

Difuzni velkobunéény lymfom je geneticky nehomogenni
skupina nadort, jejiz jednotlivé podjednotky GC-like, nonGC-like a
PMBL se znaén¢ prognosticky lisi. Z tohoto diivodu je pochopitelna
snaha o co nejpfesnéjsi odliSeni jednotlivych podtypt u konkrétnich
pacientl. Za zlaty standard je povazovano vysetfeni na genovych
¢ipech (2,4). Jelikoz tato metoda neni pro svou technickou a finan¢ni
naro¢nost v praxi dostupna, jsou navrhovana rizna nahradni
klasifikacni schémata (18). Tyto nahradni algoritmy vsak casto
provazi ve srovnani s ¢ipy velka neptesnost (18). Pro PMBL zatim
zadny nahradni klasifika¢ni algoritmus neexistuje, predev§im pro
nekonstantni pozitivitu eventualné navrhovanych markeri
(24,25,26). Z tohoto duvodu je v predkladané praci stézejni metodou
RTqPCR, ktera umoznuje vysetfit genovou expresi limitovaného
poctu gentl na irovni mRNA, nikoli IHC, ktera je v otdizce PMBL
problematicka.

Obecnym problémem vySetfeni genové exprese na tirovni
RNA je nutna dostupnost cerstvé zmrazené tkan¢. Na druhé strané
disponuji patologicka pracovisté sbirkami archivnich parafinovych
vzorku, které jsou prakticky trvale dostupné. Poprvé byla RNA
z FFPE tkan¢ izolovana v roce 1988 (29), pro ¢asté nesnaze pti
zavadéni metody vSak v praxi prili§ rozsifena neni.

Béhem zavadéni metody analyzy genové exprese z FFPE
materialu na naSem pracovisti bylo porovnano nékolik protokoli a
postuptl v jednotlivych krocich analyzy a z nejefektivnéjsich z nich
byl sestaven vysledny pracovni protokol. Timto postupem jsme
v soucasné dobé schopni analyzovat expresi téméf 100% vzorkd,
které do laboratofe pfijdou (30). V ramci izolace RNA se nejvice
osvédcil komercni kit pravdépodobné pro minimalni ztraty RNA
prilis Castym odpipetovavanim supernatantu, které je bézné v jinych
izola¢nich metodach (31). V predkladané praci nebyl potvrzen
pozitivni vliv inkubace RNA v TE pufru (22). Kontrola kvality RNA
spektrofotometrii je dle pfedkladanych vysledkii vhodna, a to i
presto, Ze spektrofotometrické hodnoty jsou pod hranici spolehlivosti
méfeni (0,1; Lambert-Beertiv zakon). V ramci reverzni transkripce je
nutno zduraznit peclivy vybér reverzni transkriptazy i vySetfovanych
genl. Obecné znamé rozdily v efektivité reverznich trankriptaz byly
patrné i v této praci, a to pfedevsim v experimentech s nizce
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exprimovanymi geny. To mdze byt pfi praci s FFPE zasadni
problém. Fluorescencni detekce byla spolehlivéjsi pii pouziti
TagMan sond nez pii pouziti SYBR greenu (Casta tvorba dimer
primert v druhém piipad¢). Pti testovani vlivu nenadorového pozadi
na celkovou genovou expresi bylo zjis$téno, ze sice k lehkému
zvySeni exprese dochazi, nicméné toto zvySeni je statisticky
zanedbatelné a pfi dostatecném zastoupeni nadorovych bunék v fezu
(80 a vice procent) I1ze vysledky vysetfeni nadorové exprese
povazovat za spolehlivé.

S pouzitim zavedené FFPE metodiky byla nasledné
vySetiena skupina 82 pacientt s PMBL/DLBCL diagnézou. Cilem
prace bylo odliseni obou skupin na trovni molekularné genetické.
Pro praci byly vybrany tfi reprezentativni geny odliSujici obé
podskupiny, a to na zaklad¢ svétové literatury (4,19). Po vySetfeni
jejich exprese a statistickém zpracovani vysledkii byla navrzena tzv.
diskriminac¢ni rovnice, pomoci které¢ je mozné kazdého nove
prichoziho pacienta zaradit geneticky bud’ do skupiny PMBL nebo
DLBCL. Jelikoz jako vychozi byla pouzita v§eobecné uznadvana
klinicko-patologicka klasifikace PMBL/DLBCL (jeji shoda
s vySetfenim na Cipech je 76%, (4)) a jelikoz mezi ni a predkladanou
diskriminac¢ni rovnici nepanuje 100% shoda, rozpadl se ptivodni
soubor pacientd celkem do étyt podskupin: konkordantni PMBL,
diskordantni PMBL, konkordantni DLBCL a diskordantni DLBCL.
Diskordantni PMBL pacienti tvotili 26% ze vSech klinicko-
patologicky oc¢ekavanych PMBL, tedy doslo k plné numerické shodé
s vySetfenim na genovych Cipech. Plnd numericka shoda s Cipy byla
zjisténa i ve skupiné diskordantnich DLBCL, tedy 5% pacientt (4).
Dale diskordantni PMBL skupina sdilela fadu klinickych
charakteristik se skupinou konkordantnich DLBCL. Jednalo se
predevsim o Castéjsi infiltraci sleziny, méné Castou vstupni elevaci
LDH, vyssi vékovy median pacientd, dale pak tendenci k ¢astéj§imu
podbrani¢nimu postizeni a méné ¢astému pozorovani nadorové
skler6zy. Naopak ve srovnani s konkordantnimi DLBCL pacienty
byli diskordantni PMBL pacienti mladsi a méli mediastinalni masu.
Zadné dalsi klinické charakteristiky nebyly mezi témito dvéma
skupinami statisticky vyznamné odli§né.

P1i analyze doby do progrese geneticka klasifikace
v porovnani s klinicko-patologickou 1épe odliSovala pacienty s horsi
a lepsi prognoézou.
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IHC charakteristika PMBL tumori je svizelna. Pro tuto
diagnozu neexistuji zadné exkluzivni imunohistochemické markery.
Predkladané vysledky potvrzuji ¢astou expresi proteinti CD23 a
CD30 v PMBL vzorcich, ktera ale neni 100% (3,11,14,55,56).
Zajimavé bylo zjisténi, ze vysledek CD23/CD30 barveni nijak
nezménil ptivodné ocekavanou klinicko-patologickou diagnozu.
Tzn., ze pacienti s mediastinalni masou zGstali po klinicko-
patologické rozvaze v ocekavané PMBL skupinég i pies eventualné
negativni CD23/CD30 barveni a v klinickém sledovani k nim bylo
pristupovano jako k PMBL pacientim. A naopak, pacienti s jasnou
DLBCL klinikou bez mediastinalniho bulky postizeni byli klinicko-
patologicky nadale povazovani za DLBCL pacienty i pies eventualné
pozitivni CD23/CD30 imunohistochemii. Tyto vysledky dokladaji
nejisty diagnosticky vliv neexkluzivnich PMBL markera CD23 a
CD30.

Skupina diskordantnich PMBL pacientti nenesla zadny
typicky GC-/nonGC/CDZ23/CD30 imunofenotyp, ktery by umoznil
diferencovat ji od ostatnich PMBL/DLBCL piipadt. Skler6za tumoru
byla nalezena az ve 33% DLBCL vzorkd, ale nikoli ve 100% vzorkt
PMBL.

Predkladana prace potvrzuje genetickou nehomogenitu
skupiny pacientt, ktefi jsou klinicko-patologicky diagnostikovani
jako PMBL. Prace navrhuje alternativni, dosud jinymi skupinami
nepublikovany, algoritmus k bliz§i diferenciaci této PMBL skupiny.
Spravné odliseni diagnozy je dulezité vzhledem k odlisné prognoze
pacientli. Dosavadni absence spolehlivé diagnostiky PMBL cini
rovnéz nesnaze ve vyhodnocovani prognostickych ukazatelt v
klinickych studiich testujicich nové terapeutické postupy u pacientt
s hematologickymi malignitami. Spolehliva PMBL diagnostika dale
otevira eventualni moznosti porovnani riznych lécebnych strategii
mezi skupinami PMBL/DLBCL.
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1.Metoda analyzy genové exprese z archivni FFPE tkan¢ s pouzitim
RTgPCR je technicky mozna, dava reproducibilni vysledky a po
uspésném zavedeni dava moznosti rychle vySetfitelnych a
zpracovatelnych retrospektivnich analyz vzorki libovolnych diagnoz.
Archivni vzorky i RTqPCR jsou rutinn€ dostupné. Jiz zavedena
metoda je navic finanéné nenaro¢na.

a) Izolace RNA z FFPE tkané je Gisp&$néjsi pii pouziti komeréniho
kitu nez pii pouziti nékteré z modifikaci klasické fenolchloroformové
metody.

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

¢) Reverzni transkriptazu je nutno volit obezietné s ohledem na
sledované geny a miru jejich exprese. Nizce ucinna reverzni
transkriptdza mize zplsobit nedostate¢ny piepis gent, které jsou ve
vstupnim vzorku v nizkém poctu kopii. V kombinaci s pouzitim
FFPE materialu tak mtze zapfi¢init selhani metody.

d) Detekce fluorescencni sondou v RTqPCR experimentech dava pfi
praci s FFPE materidlem reproducibilni vysledky srovnatelné

s vysledky ziskanymi z Cerstvé tkan€. Nespecifické interkalacni
fluorescencni barvivo SYBR green neni pro praci s FFPE vzorky
vhodné.

2. Pii vySetfeni genové exprese z tkdnovych fez obsahujicich aspon
80% nadorovych bunék je vliv nenadorového stromatu zcela
minimalni a celé fezy mohou byt bez obav pouzity.

3. Na zakladé genové exprese tii genti Ize v ramci skupiny klinicko-
patologicky stanovenych PMBL odhalit 26% pacientu, ktefi
geneticky, klinicky i prognosticky pfipominaji spise diagnozu
DLBCL. Toto rozliseni je dilezité pfedevsim vzhledem

k prognostické odlisnosti diagnéz PMBL a DLBCL. Podobny

26



algoritmus pro odliseni PMBL a DLBCL zatim ve svétové literatuie
publikovan nebyl. Dosavadni postupy k relevantnimu odliseni obou
diagnoz vyzaduji vySetieni na genovych Cipech. Imunohistohemicka
diagnostika je pro nekonstantni barveni doporuc¢ovanych markerti
pouze doplijici a v piipadé diskrepance s klinicko-patologickou
diagnozou hraje dle predkladanyvh vysledkd podiadnou roli a
diagnoza klinicko-patologicka byva upfednostnéna.

4. Diskordantni skupiny PMBL (26%) a DLBCL (5%) zjisténé
navrhovanym klasifikacnim algoritmem jsou numericky zcela shodné
s vySetfenim na genovych ¢ipech. Vzhledem k odpovidajicim
charakteristikdm klinickych dat v jednotlivych skupinach se lze
domnivat, Ze se nejedna o vysledek Cisté nahodny a lze tak dalsi
vyzkumné kroky zacilit k pfimému porovnani obou metod, tedy
RTqPCR a genovych Cipt.
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