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1. UvoD

Lymfoproliferativni onemocnéni jsou obvykle rutinné diagnostikovana na zakladé
histomorfologickych a imunohistochemickych kritérii. Ackoliv data, ziskana pomoci téchto
metod jsou prikazna, v 5-10% pfipadu je velice obtizné rozliSit reaktivni (polyklonaini)
lymfoidni proliferaci od neoplastické (monoklonalni). Ke stanoveni diagnézy, ktera je
zakladni a nezbytnou podminkou pro zahajeni uspésné lécby, se v téchto nejednoznacnych
pfipadech vyuziva jiz zcela rutinné molekularné-biologickych metod, mezi néz patfi
polymerazova fetézova reakce (PCR). Pomoci této metody je mozné detekovat klonaini
pfeskupeni imunoglobulinovych (Ig) a T-bunéénych receptorovych (TCR) gend u malignich

diagnozy.

1.1. Bunky a tkané imunitniho systému

Imunitni systém c¢&lovéka predstavuje komplex riznych mechanizmu, zajistujicich
integritu organizmu vc&etné jeho schopnosti zajistit ochranu proti rGznym onemocnénim
identifikaci a likvidaci patogent a nadorovych bunék. Dullezitou sloZzkou tohoto komplexu je
ve vnitfnim prostfedi organizmu a zajisténi imunity.

Imunitni systém predstavuji v prvni fadé primarni generativni organy (kostni dfen
a thymus), které jsou mistem tvorby a zrani B a T lymfocytl a sekundarni periferni
opouzdfené organy (lymfatické uzliny a slezina), kde jsou naivni zralé lymfocyty aktivovany
antigeny. Nejvétsi koncentraci lymfoidni tkdané nicméné nachazime v neopouzdfenych
sekundarnich organech, které tvofi zejména lymfoidni tkan, spojenou se sliznicemi (MALT,
mucosal-associated lymphoid tissue), napf. lamina propria a Peyerovy plaky ve slizni¢nim
vazivu tenkého stfeva (proto nesou i oznaCeni GALT, gut-associated lymphoid tissue),
Waldeyerlv okruh, zahrnujici kréni a nosni mandle nebo lymfoidni tkan dychacich cest

spojenou s praduskami (BALT, bronchial-associated lymphoid tissue). Lymfoidni tkan



spojena se sliznicemi se podili pfedevSim na mistné lokalizované imunité (Ferencik et al.,
2005).

Lymfatické cévy, kopirujici krevni fecisté, jsou specializovanou slozkou obé&hového
systému, ktera neustale odvadi lymfu, extracelularni tekutinu, z tkani do lymfatickych uzlin
ado krve. Lymfatické uzliny jsou sekundarni lymfoidni organy, lokalizované podél
lymfatickych cév, kde se shromazduji naivni B a T lymfocyty. Slezina je zodpovédna za
odstranovani starych nebo opsonizovanych krevnich bunék z obéhu a je mistem zahajeni
imunitni odpovédi v reakci na antigeny v krvi. Jak lymfaticka uzlina, tak i bila pulpa sleziny
jsou ¢lenény do folikull, osidlenych B bunkami, a do T-zény, ktera je mistem vyskytu
i zralych dendritickych bunék, které jako burky nabizejici antigen (APC, antigen presenting
cells) aktivuji naivni T buriky. Folikularni dendritické buriky (FDC) aktivuji B bunky v tzv.
germinalnim centru k produkci protilatek v ramci humoralni imunitni odpovédi. Burikami,
které zastavaji hlavni efektorové funkce v procesu pfirozené i ziskané imunitni odpovédi,
jsou tedy kromé lymfocytll i fagocyty (vCetné neutrofill a makrofagu) a APC buriky

(makrofagy a dendritické burnky) (Abbas et al., 2012).

1.1.1. Hematopoetické kmenové buriky

Bunky imunitniho systému se vyvijeji z pluripotentni hematopoetické kmenové buriky
(HSC, hematopoietic stem cell). HSC maiji schopnost sebeobnovy (self-renewal) a zaroven
v procesu krvetvorby, hematopoézy, davaji vznik vSem krevnim bunécnym liniim.
Hematopoetické kmenové bunky, které je mozné identifikovat pfitomnosti markeru, véetné
typického povrchového antigenu CD34" (CD, diferenciacni skupina), c-Kit" receptoru
aabsenci LIN" (liniové-specifické markery), vznikaji bé&hem prenatalniho vyvoje
z hemangioblastu v mezodermalni tkani ve Zloutkovém vacku, a pak se pfesunuji do aorto-
gonadalni mezonefros a nasledné do placenty a jater. Ke konci embryonalniho vyvoje
pfechazi do nové vznikajici kostni dfené, kde stromalni bufky a extracelularni matrix
poskytuji kmenovym bunkam zasobovani a pomoc pfi regulaci diferenciace (PospiSilova

etal, 2013). Prvnim krokem diferenciace pluripotentnich HSC je rozliSeni lymfoidni



a myeloidni/erytroidni  bunécné linie, vytvarejici populace progenitorovych bunék.
Z multipotentnich lymfoidnich progenitorovych bunék (CLP, common lymphoid progenitor)
vznikaji T-lymfocyty, B-lymfocyty, NK (natural killer) bunky a nékteré dendritické bunky

(Obr. 1).

Pluripotentni hematopoetické
kmenové bunky
HSC

B, T, NK buriky

EBF, E2A,
Pax5
CLP

Pro-B T, NK bufiky

\}g& 1\q
E-3

Pro-T \
Obr. 1: Diferenciace B- a T-bunécéné linie z prekurzori. HSC, hematopoietic

afT
stem cell; CLP, common lymphoid progenitor; FOB, follicular B cell; MZB,
marginal zone B cell; B-1B, B-1 B cell (upraveno dle Abbas et al., 2012).
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1.1.2. VyvojB a T lymfocytu

Nasmérovani vyvoje do B Ci T linie zavisi na signalech z povrchovych receptord
bunék. Jednotliva stadia proliferace a diferenciace B a T bunék jsou fizena a kontrolovana:

(a) celou fadou liniové-specifickych transkripénich faktord (napf. EBF, E2A a Pax-5
u B bunék, Notchl a GATA-3 u T bunék), ristovymi faktory a cytokiny (napf. CSF faktory
stimulujicimi kolonie nebo interleukinem IL-7) nezbytnymi pro proliferaci progenitorovych
T bunék (Abbas et al., 2012);

(b) DNA rekombinazami (RAG1 a RAG2, recombinase activating gene) a enzymem
terminalni deoxynukletidyltransferazou (TdT), které Fidi pfeskupeni a diverzifikaci B a T
bunécnych antigennich receptorovych genovych segmentl (subgent) (Cobb et al., 2006;
Abbas et al., 2012; PospiSilova et al., 2013);

(c) DNA modifikujicim enzymem cytidin deaminazou (AID, activation-induced cytosine
deaminase), ktera je kliCova v procesech izotypoveho pfesmyku imunoglobulinovych tfid
a tzv. afinitni maturace, které probihaji v germinalnich centrech sekundarnich lymfoidnich
folikuld. Podstatou afinitni maturace je vnaseni tzv. somatickych hypermutaci do variabilnich
oblasti pfeskupenych Ig genl s cilem produkovat protilatky s vysokou afinitou k antigenu
(Kuppers et al., 1999; Abbas et al., 2012; PospiSilova et al., 2013).

Proliferac¢ni aktivita ranych lymfocytll ustava pfed procesem preskupeni antigennich
receptorovych genu, coz je kliCovy moment ve vyvoji lymfocytu, ktery je zodpovédny za
tvorbu a obrovskou variabilitu protilatek a T buné&nych receptorl. Probiha bez zavislosti na
pritomnosti antigenu (podrobné viz kap. 1.4.). Proliferuji pak pouze bunky, u kterych bylo
pfeskupeni Uuspésné a exprimuji se geny, kodujici prvni antigenni receptorovy fetézec ve
formé pre-B (pre-BCR) a pre-T (pre-TCR) buné&ného receptoru. V B-buné&éné linii je to
protein tézkého fetézce Ig a TCRp fetézec aff T bunék. Takto jsou vyselektovany bunky,
které prezivaji, proliferuji, diferencuji a mohou pokracovat v dal$i fazi maturace. Buriky, které
nemaji na svém povrchu funkéni pre-antigenni receptory, nemohou pfijimat pro preziti
nezbytné signaly a podstupuji apoptézu (programovana bunécna smrt). DalSim kontrolnim

bodem ve vyvoji lymfocytd v primarnich lymfoidnich organech je proces pozitivni selekce,
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ktery umoznuje preziti pouze lymfocytd s kompletné sestavenym antigennim receptorem.
Negativni selekci se eliminuji nebo méni lymfocyty s antigennimi receptory, které silné
reaguji na vlastni antigeny, pfitomné v generativnich lymfoidnich organech (Obr. 2).
Vyvijejici se T burky s vysokou afinitou k vlastnim antigenim jsou eliminovany apoptézou,
fenoménem oznacovanym jako klonalni delece. Silné autoreaktivni nezralé B buriky mohou
byt v kostni dfeni indukovany ke zméné specifity Ig a podstoupit receptorovou editaci
(receptor editing). Je to proces, ktery zahrnuje reaktivaci RAG genu, dalsi VJ rekombinaci
lehkych Fetézch imunoglobulinu (IgL) a produkci novych, ¢imz je bufce umoznéno
exprimovat odlisny Ig receptor, jiZ ne autoreaktivni (Klppers et al., 1999; Azulay-Debby
a Melamed, 2007; Abbas et al., 2012). V pfipadé selhani podstupuji také autoreaktivni
B buriky klonalni deleci. Negativni selekce nezralych Iymfocytld, jez je dulezitym
mechanizmem zajistujicim toleranci vacéi vlastnim antigenim, se také oznacuje jako tzv.

centralni tolerance (Abbas et al., 2012).

) E’r(gfg/s-? . Exprese Pozitivni
Proliferace anFt)igenniho Proliferace  antigenniho  anegativni
. ~ receptoru receptori | selekce B
Slaba Zrala
antlgennl TIB bunka
vaz a
Nezrala B/T
e bunka:
Pre-B/T burika: exprese
exprese kompletniho
Jegg?lggrgﬁtl?éce antigenniho Pozitivni
_ “receptoru | _receptoru selekce

Silna

Pro B/T burika
*
antigenni
\ vazba

Selhani exprese Selham exprese

pre-antigenniho an“ge?nlho . )
receptoru; fscgptgél;
apoptoza pop Negathmt

selekce

Obr. 2: Kontrolni body maturace B a T lymfocytl (upraveno dle Abbas et al., 2012).
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1.1.3. Kontrola normaini bunééné proliferace

Ve vSech tkanich lidského téla je velikost buné&né populace regulovana relativné
rychlymi procesy proliferace, diferenciace a apoptdézy. Rovnovaha téchto déju, predevsim
pak proliferace a apoptdézy, umoziuje zachovani tzv. tkarnové homeostazy a podporu
imunitniho dozoru. Tkanova rovnovaha muze byt narusena i za fyziologickych podminek, kdy
posSkozeni bunék a tkani zahaji procesy reparace Ci regenerace nebo realizuje obrannou
imunitni odpovéd v reakci na vstup cizorodych agens do organizmu aktivni proliferaci
lymfocytd. U zdravého jedince je tento proces pod neustalou kontrolou, plné regulovany
a vrovnovaze a po odeznéni pfi¢in se vraci do normalu. V opatném pfipadé, kdy buriky
apoptdzy, vyhnou se kontrole a nadmérna proliferace mize vést ke vzniku celé fady
onemocnéni, véetné nadorovych a autoimunitnich.

Mnozeni (mitotické déleni) bunék je Fizeno tak, aby odpovidalo potfebam organizmu.
V €asnych fazich vyvoje jedince pfevazuje mnozZeni bunék (proliferace) nad zanikem, tedy
apoptdzou, v dospélosti je v rovnovaze, ve stafi pak prevazuje involuce (Masopust et al.,
2003). Apoptdza, poprvé popsana v roce 1972, spolu s koordinovanym procesem bunécné
proliferace zajiStuje formovani eukaryotického organizmu bé&hem vyvoje, vytvareni vSech
organt, tkani a jejich postupné revitalizace béhem Zivota. PorusSeni tohoto provazaného
mechanizmu genovymi mutacemi, at’ uz na strané regulace bunécného cyklu &i apoptozy,
potom vede ke zhoubnému nadorovému bujeni (Diss et al., 2012; Pospisilova et al., 2013).

Apoptdza ma nezastupitelnou roli i ve fungovani krevniho systému, napf. v procesech
pozitivni a negativni selekce funk&nich bunék imunitniho systému, béhem preskupovani
genovych segmentu vyvijejicich se lymfocytll a béhem procesu, probihajicich v germinalnich
centrech.

Mutace gend, kontrolujicich apoptézu lymfocytl, jsou spojovany s vysokym rizikem
vzniku jak autoimunitnich lymfoproliferaci, tak lymfomu, zviasté B-bunécnych. Pacienti
s autoimunitnimi syndromy, obvykle zpisobené germinalnimi mutacemi FAS, maji vysoké

riziko vzniku B-bunéénych lymfomG a Hodgkinova Ilymfomu (Jaffe et al., 2008).
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Z morfologického hlediska je apoptéza charakterizovana zménami buné&né membrany,
jadernou kondenzaci, bunéénou redukci, fragmentaci DNA a tvorbou apoptotickych télisek.
Je fizena vysoce organizovanou signalni transdukci, ktera je regulovana vnéjSimi a vnitfnimi
faktory, které ovliviiuji navozeni apoptéozy vnéjdi receptorovou drahou nebo vnitini
mitochondrialni. Nékteré bunécné typy vyuzivaji alternativnhi mechanizmy apoptézy. Napf.
cytotoxické T lymfocyty a NK (pfirozeni zabijeli) vyuZivaji cytotoxicka granula, obsahujici
perforin a granzym pro eliminaci bunék infikovanych viry. Procesem apoptézy je zajisténa
fragmentace buriky a odstranéni vzniklych apoptotickych télisek fagocytézou sousednimi
burikami ¢i makrofagy bez vzniku potencialné sSkodlivych zanéti (Rosypal, 2000; Pospisilova

et al., 2013).

1.2. B lymfocyty

Nové B burky jsou v lidském organizmu produkovany po cely Zivot (Nufiez et al.,
1996). Nejprve v jatrech fétu, kde jsou oznaCované jako B-1 B buriky a poté se tvofi v kostni
dfeni cirkulujici B buriky, oznacované jako folikularni B buriky. U ptakd tento proces probiha
v Burza Fabricii, proto nazev B lymfocyty. BE€hem maturace prochazi buriky B lymfocytarni
linie vyvojovymi stadii, které je mozné odliSit charakteristickymi povrchovymi markery
a specifickymi modely genové exprese Ig. BEhem vyvojové faze nezavislé na antigenu buriky
exprimuji povrchové imunoglobuliny, coz je nezbytnou podminkou pro jejich pfeziti a funkci.
Zralé B bunky pak migruji krvi do sekundarnich lymfoidnich organu, kde jsou po interakci
s exogennimi antigeny aktivovany k terminalni diferenciaci na vykonné bunky. B&hem
antigen—dependentni faze dochazi k produkci specifickych plazmatickych a pamétovych

bunék, zajistujicich imunitni reakce (Obr. 3).
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Obr. 3: Exprese Ig béhem maturace B lymfocytl (upraveno dle Abbas et al., 2012).

1.2.1. Vyvoj B-lymfocytl nezavisly na pritomnosti antigenu
1.2.1.1. Pro-B lymfocyt

Vyvoj B lymfocytl za€ina od pluripotentni hematopoetické kmenové buriky, ktera se
diferencuje na lymfoidni kmenovou buriku a dale na pro-B lymfocyt (progenitorovy B
lymfocyt) za u€asti vnéjSich faktord, jako napf. SCF (stem cell factor), interleukinu IL-3, IL-7
ainzulinu podobnému ristovému faktoru 1. Exprese transkripéniho faktoru Pax-5 je
nezbytna nejen pro vznik pro-B bunék, ale i pro jejich dalSi vyvoj. Ve vyvojovych stadiich pro-
B az pre-B lymfocytl se aktivuje rekombinazovy komplex RAG1 a RAG2, ktery katalyzuje
pfeskupeni subgenl (podrobnéji viz kap. 1.4.).

V lymfocytech se bé&hem procesu preskupeni subgent pro tézké fetézce
imunoglobulint (IgH, immunoglobulin heavy chain) aktivuje terminalni deoxynukleotydyl-
transferdza (TdT, terminal deoxynucleotidyl transferase), specializovand DNA polymeraza,
ktera zafazuje zcela nahodné N-nukleotidy v mistech zlomi DNA, které vznikly Stépenim
komplexy RAG1 a RAG2 a zvySuje tak variabilitu Ig (Mederois and Carr, 1999; Tai a Peh,
2003) (viz kap. 1.4.). Ukon&enim pFeskupeni subgenl pro IgH se aktivita tohoto enzymu
vypina v pre-B lymfocytech, kdy zacina preskupovani subgent pro lehké fetézce

imunoglobulind, proto se zde N-nukleotidy nevyskytuji (Abbas et al., 2012).
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1.2.1.2. Pre-B lymfocyt

Bé&hem této vyvojové faze dochazi k definitivnimu uspofadani genu pro tézky
fetézec , ktery se exprimuje jako prvni a vytvari spolu s tzv. nahrazkovym lehkym fetézcem,
slozenym ze dvou proteini A5 a Vpre-B, pre-B receptor (pre-B BCR, prekurzor receptoru pro
antigen na povrchu B bunék). Exprese pre-BCR, jehoz soucasti je i heterodimer signalnich
molekul lga/lgB, je v procesu maturace B bunék prvnim kontrolnim bodem, kdy jsou bunky
pozitivné selektovany pro dalSi vyvoj. Pokud je tedy prvni pfeskupeni tézkych fetézcu na
prvni alele produktivni a exprimuje se, k dalSimu pfeskupeni jiz nedochazi, druha alela
zustava v zarode€né konfiguraci (van Dongen et al., 2003). Jedna se o alelickou exkluzi,
fenomén, kterym je zajiSténo, ze kazda B bunka exprimuje jeden klonalné specificky
receptor. Zbylé burky jsou odstranény apoptdzou.

Druhym zpusobem, jakym pre-BCR reguluje produkci antigennich receptoru, je
stimulace preskupeni genl pro lehky Fetézec k (Abbas et al., 2012). Na povrchu B lymfocytu
se pfi vyzravani exprimuji i dalsi molekuly, jako jsou CD79a a CD79b, které tvofi signalni
transdukéni slozku pre-BCR a je také souc€asti BCR receptoru na povrchu zralych B bunék;
CD20, jako Ca™" iontovy kanal reguluje B-buné&cnou aktivaci a bunéény cyklus (Cragg et al.,
2005); CD10 (CALLA, common acute lymfoblastic leukemia antigen), metaloproteinaza
inaktivujici rdzné peptidové hormony; CD40 (tumor nekrotizujici faktor), ¢len receptorové
TNF rodiny (TNFR, tumor necrosis factor receptor), u€astnici se regulace vyvoje a aktivace
B bunék, pfesmyku imunoglobulinovych tfid a zastavajici kostimulaéni roli v interakci mezi
CD40 a ligandy T bunék (Durie et al., 1994; Armitage et al., 1992, Abbas et al., 2012); CD22,
také oznaCovana jako B-lymfocytarni bunééna adhezivni molekula (BL-CAM), pfedstavuje
dulezity imunoterapeuticky cil u B-bunécnych malignit, zviast€¢ HCL (hairy cell leukemia)

(Matsushita et al., 2008).
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1.2.1.3.  Nezraly B lymfocyt

Retézec p, ktery se jako prvni exprimuje a nejdfive se vyskytuje jen v cytoplazmé
(oznaCovan jako cytoplazmaticky p-fetézec), se v nezralém B lymfocytu stava slozkou
povrchového (membranového) IgM, kdy je ukonceno preskupovani subgent pro lehké
fetézce knebo A podobnym zplsobem, jako u IgH, ale bez pfitomnosti D segmentu.
Produkce « fetézce brani druhému preskupeni fetézce A, které se objevuje pouze v pfipadé
neproduktivniho pfeskupeni fetézce k. Hovofime o fenoménu oznaCovaném jako izotypicka
exkluze lehkych Fetézcl (Van Dongen et al., 2003, PospisSilova et al., 2013). IgM molekuly
exprimované na bunécném povrchu spolu s Iga/lgp tvofi funkéni BCR, ktery zaijistuje preziti
bunék a vypnuti exprese RAG genl a brani tak pfipadnému dalSimu pfeskupeni. Nezralé
bunky neproliferuji ani se nediferencuiji, ale pokud rozpoznaiji v kostni dfeni vlastni antigeny
s vysokou afinitou, mohou podstoupit receptorovou editaci (viz kap. 1.2.1.2.) (Kippers et al.,
1999) nebo apoptézu, coz predstavuje proces negativni selekce. Nezralé buriky, které
nejsou autoreaktivni, opousti kostni dfef a maturaci dokonduji ve sleziné pfed migraci do

dalSich perifernich organu (Abbas et al., 2012).

1.2.1.4. Zraly B lymfocyt

Zralé B lymfocyty se déli na podskupiny v zavislosti na vyvoji z raznych progenitora.
HSC buriky odvozené z jater fétu jsou prekurzory B-1 B bunék (CD5' buriky), naopak
B lymfocyty, vznikajici z prekurzord kostni dfené se oznacuji jako B-2 B buriky (CD5 buniky),
které diferencuji v buriky folikularni nebo buriky marginalni zény (Obr. 1). VétSina zralych
B bunék patfi do skupiny folikularnich B bunék, které se vyznacluji soucasnou expresi
tézkych Ig fetézcu p a 8, a ve spojeni se stejnym lehkym fetézcem x nebo A produkuji dva
membranové receptory se stejnou antigenni specifitou. Tyto zralé folikularni IgM* IgD"
B buriky se také nazyvaiji cirkulujici, diky jejich migraci mezi lymfoidnimi organy. Buriky B-1,
které se hojné vyskytuji v peritoneu a lymfoidnich tkanich spojenych se sliznicemi, vykazuji

mensi diverzitu nez ostatni B bunky, protoze ve fetalnich jatrech nedochazi k expresi TdT.
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B-1 bunky stejné jako B bunky marginalni zény sekretuji IgM, ktery reaguje s mikrobialnimi
antigeny. Bunky marginalni zony tudiz velice rychle reaguji na mikroby vyskytujici se v krvi
a diferencuji na kratce zijici, IgM sekretujici, plazmatické bunky (Abbas et al., 2012).

K pfeméné na dlouhoZijici zralé B lymfocyty dochazi za pfedpokladu sestaveni
funkéniho BCR, coz umoziuje interakci s bufikami nabizejicimi antigen na svém povrchu.
B buriky jsou pak bud eliminovany apoptézou nebo podstoupenim genoveho pfesmyku tfid
produkuji imunoglobuliny se stejnou specifitou, ale se zménénou efektorovou funkci
(Kippers et al., 1999).

IgM*IgD* B lymfocyty pFedstavuji hlavni zdroj zralych B lymfocytu, Gcéastnicich se
primarni imunitni odpovédi. Zralé B lymfocyty exprimuji povrchové markery CD19 (soucast
koreceptorového komplexu), CD20, CD21 (CR2, complement receptor type 2), CD40
a molekuly hlavniho histokompatibilniho systému MHC II (MHC, major histocompability
complex). Jako soucast B-bunécného receptorového komplexu se exprimuji fetézce CD79a
a CD79b (Iga. a Igp), které tvofi heterodimer, u€astnici se transdukce signalu po stimulaci
antigenniho receptoru B bunék (Minegishi et al., 1999; Gauld et al., 2002). Exprese CD10,
CD34, komplexid RAG1, RAG2 a TdT je ukon&ena. V této fazi vyvoje exprimuji buriky Bcl-2
(anti-apoptoticky protein) a unikaji apoptéze pfechodem do sekundarnich lymfatickych
organut. Zde se exprimuji povrchové molekuly CD44 (adhezivni molekula) a CD62-L (L-
selektin), které hraji dllezitou roli v mezibunéénych interakcich, bunééné adhezi, extravazaci
a nasledné migraci lymfocytd (Stoolman et al., 1989). Vice nez 95% B bunék v periferni krvi
a sekundarnich lymfoidnich organech exprimuje molekuku CD20, ktera ma funkci iontového

kanalu dilezitého v B-bunécné aktivaci (Craig and Foon, 2008).

1.2.2. Vyvoj B-lymfocytli zavisly na pfitomnosti antigenu

Zralé B lymfocyty, které se pfi pfechodu do sekundarnich lymfoidnich organd
nesetkaly s antigenem, jsou oznaCovany jako naivni B buriky, nachazejici se v klidové fazi
(Go faze bunécného cyklu). Takto cirkuluji po dobu nékolika tydnt, a pokud nejsou

aktivovany, podstupuji apoptdézu a jsou nahrazeny novymi B burikami. Setka-li se bunka

18



s antigenem, dochazi k jeji aktivaci, pfechodu z G, do G; faze buné¢ného cyklu, stimulaci
intenzivni proliferace, vedouci ke klonalni expanzi a diferenciaci, kulminujici tvorbou
pamétovych bunék a bunék plazmatickych, produkuijici protilatky (imunoglobuliny) (Obr. 4).

Aktivované burky jiz neexprimuji povrchovy IgD a CD21, ale vyZaduji expresi
receptoru rastovych faktord, dale proteinud, zajiStujicich mezibunéénou interakci a molekul
ucastnicich se vazeb aktivovanych B bunék v mikroprostiedi sekundarnich lymfoidnich
organl. Mezi tyto aktivacni molekuly patfi napf. CD71, membranovy receptor, vazajici
transferin, ktery je exprimovan na proliferujicich burikach; CD25, transmembranovy protein,
pfitomny na aktivovanych B a T burikdch a buné&ny povrchovy receptor smrti CD95 (Fas,
Apo-1), ¢len TNF receptorové rodiny, ktery spousti po navazani ligandu CD95L (FaslL)
programovanou bunécnou smrt a muze tak regulovat klonalni expanzi autoreaktivnich
B bunék (Lam et al., 1997; Takahashi et al., 2001).

Aktivované Ty buriky (pomocné T lymfocyty) exprimuji na svém povrchu ligand CD40,
ktery se vaze na receptor CD40 na povrchu antigenem stimulovanych B bunék a to
v prostoru mezi folikuly a zénou T bunék sekundarnich lymfoidnich organu. K nasledné
aktivaci B bunék pomocnymi T burikami dochazi na dvou riznych mistech. T-dependentni B-
bunécna aktivace imunitni odpovédi probiha extrafolikularné relativné brzy a ve folikulech
germindlniho centra, za pfitomnosti specializovanych Tgy bunék (folikularni pomocné
T buriky) probiha za 4 az 7 dni. Vysledkem vazby CD40-CD40L jsou konformacni zmény,
které pres aktivaci enzymové kaskady vedou az k aktivaci a translokaci transkripCnich
faktori NF-«xB a AP-1 do jadra bunky, kde spole¢né stimuluji B burky k proliferaci,
diferenciaci a zvySuji syntézu a sekreci imunoglobulind. Indukce transkrip&nich faktort
pomoci CD40 je také nezbytna pro nasledné formovani germinalniho centra a syntézu
aktivaci indukované cytidindeaminazy (AID), ktera je nezbytna v procesech izotypového

pfesmyku tfid a somatickych mutaci (Abbas et al., 2012; PospiSilova et al., 2013) (Obr. 4).
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Obr. 4: Faze humoralni B-buné¢né odpovédi (upraveno dle Abbas et al., 2012).

1.2.2.1. Germinalni centrum (zarode¢né centrum)

Bé&hem primarni imunitni odpovédi je produkovana podtfida IgM s nizkou afinitou. Po
nasledné antigenni stimulaci B-bunéénych antigennich receptort a CD40 vstupuji B buriky
do mikroprostfedi folikuld germinalniho centra (GC), kde proliferuji a podstupuji klonalni
expanzi (Rajewsky 1996; Hess et al., 1998; Abbas et al., 2012) (Obr. 5). V GC probiha
proces afinitni maturace, kterym se zvySuje afinita protilatek ke konkrétnimu antigenu béhem
T-dependentni humoralni odpovédi a je vysledkem somatickych mutaci Ig gena. Timto je
zajisténo selektivni pfeziti B bunék, produkujicich protilatky s nejvyssi afinitou (Klppers
etal, 1999). Vyskyt mutaci je extrémné vysoky, az tisickrat Cast&jSi v porovnani se
spontannimi mutacemi v ostatnich tkanich, proto se oznacuji jako hypermutace (SHM,
somatic hypermutation) (Peng et al., 1999). Mutace probihaji v oblasti V regionu, nej¢astéji
v CDR3 (complementarity determining region). Jejich vyskyt je CastgjSi v IgG nez IgM
a pfitomnost mutaci koreluje se zvySujici se afinitou protilatek k antigenu, ktery indukoval

imunitni odpoveéd (Kuppers et al., 1999).
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Obr. 5: Proliferace a vyvoj B bunék v GC lymfatické uzliny (upraveno dle
Abbas et al., 2012).

V konstantni oblasti Ig sou€asné probihaji rekombinacni déje oznaCované jako
presmyk tfid (CSR, class-switch recombination), kterym dochazi k produkci riznych podtfid
protilatek (IgG, IgA nebo IgE) (Kippers et al., 1999). SHM a CSR se spousti vazbou CD40,
¢imz dochazi kindukci enzymu cytidindeaminazy, ktery exprimuji intenzivné se délici
B buriky zarodeCného centra oznaCované jako centroblasty, tvofici tzv. tmavou zénu.
Centrocyty, vznikajici z hypermutovanych centroblastd a vytvarejici anatomicky odliSnou tzv.
svétlou zoénu, pfichazeji v primarnich folikulech do kontaktu s folikularnimi dendritickymi
burikami (FDC, follicular dendritic cell) a CD4" Tgy (folikularni pomocné T lymfocyty)
burikami. Jsou tak aktivovany k produkci protilatky s vysokou afinitou bud diferenciaci na
plazmatické buriky, které je sekretuji, nebo se stavaji pamétovymi bunkami, které jsou

naprogramovany po opakovaném kontaktu rozpoznat antigen. Diferenciace aktivovanych
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B bunék na buriky plazmatické ¢i pamétové zavisi na signalech z B-bunécnych receptora,
vCetné antigennich a cytokinovych, které indukuji expresi specifickych trankripénich faktord,

kontrolujicich osud burky (Abbas et al., 2012) (Obr. 5).

1.2.2.2. Plazmatické bunky

Potomstvo nékterych B bunék, které v reakci na antigen a T, buriky proliferovalo, se
diferencuje na plazmatické buriky. Tyto terminalné diferencované a morfologicky odliSné
bunky, sekretujici protilatky, se tvofi po aktivaci B bunék signaly z BCR, CD40, TLR (Toll like
receptor) a dalSich receptor(, v€etné cytokinovych. Diferenciace je doprovazena represi Bcl-
6, ztratou exprese CD19, CD20 a transkripcniho faktoru PAXS5, kli€ového inhibitoru
plazmatické buné&né diferenciace, ktery je Kkontrolovan transkripénim represorem
Blimp1l/PRDMI, regulatorem terminalni B-buné¢né diferenciace (Nera et al., 2006). Dale se
exprimuje adhezivni molekula CD138, ktera predstavuje dulezity diagnosticky marker
plazmatickych bunék, a také marker CD38, ktery se kromé& své enzymatické funkce ucastni
mobilizace iontt Ca™, signalni transdukce a adheze.

Kratce Zijici plazmatické buriky se tvofi béhem T-independentni odpovédi a b&hem
Casné T-dependentni odpovédi v extrafolikularnich fokusech. Mduzeme je nalézt
v sekundarnich lymfoidnich organech a v perifernich nelymfoidnich tkanich. Dlouho Zijici
plazmatické buriky vznikaji v germinalnich centrech b&éhem T-dependentni imunitni odpovédi
na antigen pfijetim signalu z B-bunéCnych antigennich receptord a cytokinu IL-21,
produkovaného Tgy bufkami. Plazmatické buriky a jejich prekurzory, plazmablasty, maji
schopnost osidlit kostni dfen, slezinu a lymfatické uzliny, nicméné 70-80% plazmatickych
bunék osidluje stifevo (Brandtzaeg et al., 1989). VétSina téchto bunék sekretuje IgA a nese
somaticky mutované variabilni oblasti gend, coz potvrzuje germinalni pavod téchto bunék

(Fischer a Kuppers, 1998; Kuppers et al., 1999).
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1.2.2.3. Pamétoveé bunky

V germinalnich centrech ziskavaji nékteré antigenem aktivované B bunky schopnost
prezivat po dlouhou dobu. Exprimuji vysokou hladinu antiapoptotickych proteintd Bcl-2.
Nékteré z bunék zustavaji v misté vzniku, jiné cirkuluji mezi krvi a sekundarnimi lymfoidnimi
organy, kde jsou lokalizovany zvlasté v mistech invaze patogenu (Klein et al.,, 1998).
Pamétové buriky se vyznacuji pfitomnosti vysoce afinitnich (mutovanych) antigennich
receptorl a jsou vice senzitivni k antigenni stimulaci. Po opakované expozici antigenem
proliferuji a vytvafi plazmatické bufiky mnohem rychleji, nez zralé B bunky (Abbas et al.,
2012). Tyto plazmatické buriky jsou zodpovédné za tvorbu protilatek s vysokou afinitou
béhem sekundarni imunitni odpovédi, a pokud v germinalnich centrech podstoupily pfesmyk
tfid, exprimuji bud 1gG, IgA nebo IgE, v opaéném pfipadé u ,unswitched” exprese IgM a IgD
zUstava zachovana. Somatické mutace Ig genu a exprese kostimulaéni molekuly CD27,
ktera je Clenem TNF receptorové superrodiny (TNFSRF), jsou charakteristickym znakem
pamétovych bunék (Klein et al., 1998; Klppers et al., 1999; Fecteau et al., 2006). Vyuzitim
téchto markerll muZeme zaradit B buriky do podskupin: IgM* IgD" CD27, zralé naivni
B buriky; IgM* IgD" CD27", ,unswitched“ pamétové B buriky a IgM" IgD" CD27", pamétové B

burky s pfesmykem tfid (Kuppers et al., 1999).

1.2.2.4. B-bunécény receptor

Zakladni jednotkou molekuly protilatky, imunoglobulinu, je protein, slozeny
z minimalné &tyf polypeptidovych fetézcl - dvou identickych lehkych (IgL) a dvou tézkych
(IgH), které jsou vzajemné spojeny disulfidickymi vazbami, vytvofenymi mezi zbytky cysteina.
Kazdy fetézec se sklada z karboxyl-terminalni konstantni (C) oblasti s relativné neménnou
sekvenci aminokyselin u vSech Ig pfislusného typu tézkého nebo lehkého fetézce a amino-
terminalni variabilni (V) oblasti, kterou se Ig pfislusného typu téZkého nebo lehkého fetézce
navzajem liSi. Variabilni oblast IgH je tvofena jednou Ilg doménou a konstantni oblast tfemi Ig
doménami. Kazdy IgL fetézec je sloZen z jedné Ig domény V oblasti a jedné Ilg domény

C oblasti (Rosypal, 2000). Spojené variabilni domény jednoho tézkého a jednoho lehkého
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fetézce, oznaCované jako tzv. Fab-fragment (rozvétvena ramena lg), vytvafi vazebné misto
pro antigeny, zatimco C oblast téZkych fetézcl, spojena disulfidickymi mlstky a ozna¢ovana
jako Fc-fragment, neparticipuje na rozpoznavani antigenu, ale vaze se na receptory na
povrchu leukocytd a interaguje tak s ostatnimi efektorovymi molekulami a burnkami

imunitniho systému (Obr. 6.).
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Obr. 6: Struktura B-buné&ného receptoru (upraveno dle Abbas et al., 2012).
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Membranovy receptor tfidy IgM a IgD je slozen zvlastniho povrchového
imunoglobulinu, ktery je konstantni ¢asti tézkého fetézce ukotven v membrané a vyznacuje
se kratkymi cytoplazmatickymi konci, slozenymi pouze ze tfi molekul aminokyselin (lysin,
valin, lysin), které jsou v3ak pfili§ kratké, aby mohly pfenaset signaly vzniklé po vazbé
antigenu na BCR. Tyto signaly jsou pfenaseny pomoci signalizacnich molekul Iga. a Igp,
které jsou vzajemné spojeny disulfidovou vazbou a nekovalentné spojeny s membranovym
lg (Tab. 1). Proteiny Iga a IgB maji na svém cytoplazmatickém konci motiv ITAMs (ITAMs,
Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs), kterym zprostfedkovavaji transdukci
signalu (Abbas et al., 2012).

Aktivace B bunék je zvySovana signaly z koreceptorového komplexu a komple-
mentovych protein(, které spojuji vrozenou imunitu s adaptivni humoralni odpovédi. Zralé
B buriky exprimuji na svém povrchu komplex sloZzeny z komplementového receptoru CR2
a membranovych proteinG CD19 a CD81 (TAPA-1). Mikrobialni antigeny, nesouci
komplementovy fragment C3, se tak souasné vazou jak k molekule CR2, tak i k membrano-
vému Ig na povrchu B bunék, coz vede k iniciaci signalizatni kaskady z BCR i CR2
komplexu, a tim k zesileni antigenni imunitni odpovédi (Obr. 7).

Hlavnim zdrojem rozmanitosti protilatek je rekombinace subgent V, D, J, a C,
variabilita kédujicich spoju, které vznikaji v zavislosti na tom, v kterém misté byla vlasenka
Stépena a jaka je sekvence nukleotidi pro komplementarni zaplfiovani P-nukleotidy.
Obrovskou diverzitu Ig dale zajistuje enzym TdT, ktery zcela nahodné zarazuje rizny pocet
N-nukleotidl (viz kap. 1.4.). DalSim zdrojem rozmanitosti protilatek jsou somatické hyper-
mutace, které probihaji ve vysoké frekvenci v GC sekundarnich lymfatickych organa.
Kone¢nym zdrojem rozmanitosti je pak spojovani translaci vytvofenych lehkych a tézkych

fetézcu, které tvofi molekulu imunoglobulinu (Rosypal, 2000).
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1.3. Tlymfocyty

1.3.1. Pro-T lymfocyty

T bunky vznikaji z pluripotentnich kmenovych bunék diferenciaci na multipotentni
progenitorové lymfoidni bunky, které se v obdobi gestace nachazeji v jatrech, béhem vyvoje
prechazeji do kostni dfené, hlavniho zdroje T bunéénych progenitort. Krvi pak migruji do
brzliku, organu bohatého na stromalni buriky. Tyto stromalni burnky exprimuji ligandy
aktivujici signalizaci receptoru Notch na progenitorovych burikach a indukuje T-bunénou
diferenciaci. Nejc¢asnéjSim markerem, ktery se exprimuje na povrchu progenitord v kostni
dieni je, stejné jako u B bunék, CD7. Nékteré CD7" buriky také exprimuji CD34, marker HSC
a ranych B-, T-lymfoidnich a myeloidnich progenitord. Podobné jako u B lymfocytu je vyvoj
T lymfocytd Fizen pFeskupovanim subgend a transkripci gend, vzniklych z tohoto
preskupovani (viz kap. 1.4.). Proces zacina v pro-T a konéi v pre-T stadiu (Gerber et al.,

2004) (Obr. 8).
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Obr. 8: Vyvoj a diferenciace T lymfocytﬂ (upraveno dle Abbas et al., 2012).
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1.3.2. Pre-T lymfocyty

Béhem vyvoje T bunék v brzliku hraji dalezitou roli vysoce specializované typy
epitelialnich bunék, jejichz interakce s vyvijejicimi se thymocyty zprostfedkovavaiji specifické
membranové ligandy a sekretované faktory, cytokiny (IL-7, interleukin produkovany
epitelialnimi bunkami brzliku a udCastnici se ranych fazi vyvoje T bunék) a specifické
hormony, thymopoietin (zahajuje vyvoj T bunék, vyvoj B bunék inhibuje), thymosiny (skupina
proteinl podporujicich T bunécénou diferenciaci) a thymulin (peptid, jehoz hlavni funkci je
zrani T lymfocytd a stimulace imunitniho systému). Béhem vyvojové faze ve dreni brzliku
dochazi k rychlé proliferaci T-bunéCnych progenitorli a vznikaji malé klidové lymfocyty,
z nichz asi 95% umira apoptézou béhem selektivniho procesu a pouze 5% dosahuje stadia
zralych T lymfocytd. Ze spole€ného prekurzoru vznikaji dva funkéné odliSné T bunécné
podtypy, které exprimuji heterodimery TCRaf3 nebo TCRy3. Tato populace, oznacovana jako
CD4CD8 (DN, dvojnasobné negativni), neexprimuje CD3-TCR komplex a na zakladé
exprese povrchovych molekul CD25 (afetézec receptoru pro IL-2) a CD44 (receptor
hyaluronové kyseliny a ligand pro E-selektin) se tato trojnasobné negativni populace déli na
dalsi podtypy, které koreluji s riznymi vyvojovymi stadii (Gerber et al., 2004). T bunky
exprimuji RAG1/RAG2 DNA rekombinazy, ucastnici se preskupeni TCRp gena, které, pokud
je uspésné a produktivni, dava vzniknout TCRp fetézci v komplexu pre-TCRa. Syntéza pre-
TCR (nahrazkovy pre-T receptor) spolu s komplexem CD3 spousti diferenciaci DN bunék na
CD4'CD8" thymocyty (DP, dvojnasobné pozitivni pro koreceptory CD4 a CDS8), alelickou
exkluzi lokusu genu pro TCRp fetézec, preskupeni subgenl pro TCRa a proliferaci
(Anderson et al., 2000).

Thymocyty, u kterych doSlo k UspéSnému preskupeni o subgenl a spojeni
o a p fetézeu, exprimuji na svém povrchu TCRaf3 CD3 receptorovy komplex (viz kap. 1.3.5.).
Normalni zralé burnky exprimuji bud CD4 nebo CD8 molekuly. Na zakladé svého fenotypu
a funkce se lymfocyty déli na dvé definované podskupiny: CD4" lymfocyty (Th lymfocyty,

pomocné T lymfocyty), které exprimuji na svém povrchu TCR receptor, molekulu CD3

28



a koreceptor CD4. Transmembranovy glykoprotein CD4 je ¢lenem Ig superrodiny a je
nezbytny pro interakci s bufkami nabizejicimi antigen (APC, antigen presenting cell), které
jsou sdruzeny s MHC molekulami Il. tfidy (MHC, hlavni histokompatibilni systém). MHCII
exprimuje pouze nékolik bunéfnych typl (makrofagy, dendritické bunky, B buriky),
specializujicich se na prezentaci antigenu (Masopust et al., 2003). CD8" lymfocyty (Tc
lymfocyty, cytotoxické T lymfocyty) exprimuji na svém povrchu TCR receptor, molekulu CD3
a koreceptor CD8. Koreceptor CD8 je nezbytny k T-bunélné interakci s burkami
exprimujicimi MHC molekuly I. tfidy, coz jsou téméf vSechny jaderné burfky organizmu

(Abbas et al., 2012).

1.3.3. Zralé T lymfocyty

Funkéné kompetentni, jednoduse pozitivni CD4" a CD8" T lymfocyty (SP, single-
positive) opoustéji brzlik a migruji jako klidové buriky ve fazi G, bunécného cyklu do krve,
sekundarnich lymfoidnich organt a lymfy. Opakovanou cirkulaci se zvySuje
pravdépodobnost kontaktu zralého T lymfocytu s burfikou nabizejici antigen. Po interakci
Th lymfocytl s pfislusnym komplexem antigen-MHCII se lymfocyty aktivuji, proliferuji
a diferencuji do efektorovych bunék Th1, Th2, Th17 a ,indukovanych® regulacnich
T lymfocytl (Treg), rozpoznatelnych podle cytokinl, které produkuji (Zhou et al., 2009).
Nékolik dni po antigenni expozici jsou nékteré aktivované Ty buriky po kontaktu
s aktivovanymi B burikami diferencovany na Tgy buniky (Tgy, folikularni pomocné T buriky),
které exprimuji vysokou hladinu chemokinového receptoru CXCR5 a jsou pfitahovany
ligandy CXCL13 na folikularnich dendritickych bunkach (FDC, follicular dendritic cell) do
lymfoidnich folikuld. Kromé cytokinu IL-21, ktery pfispiva kvyvoji GC a produkci
plazmatickych bunék, sekretuji Try i cytokiny IFN-y a IL-4, které se ucastni izotypového
pfesmyku Ig tfid.

OdliSnou funkci zastavaji Tc lymfocyty. Po rozeznani komplexu antigen-MHCI se
aktivuji a diferencuji do efektorovych cytotoxickych T Ilymfocytd, které likviduji burky,

exprimujici cizi nebo nezadouci antigeny a zajiStuji tak odstranéni infikovanych
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a nadorovych bunék, pfipadné bunék transplantovanych tkani apoptézou pfes protein FasL
nebo systémem granzym B/perforin.

Do skupiny CD4" patfi i tzv. regula¢ni T lymfocyty (Treg), které potladuji rozvinuti
autoimunitnich chorob udrzovanim tolerance vici télu viastnim tkanim. Inhibuji autoreaktivni
lymfocyty, které unikly centralni toleranci v thymu a nastoluji tak periferni toleranci. Prvnim
mechanismem pusobeni Treg je suprese pomoci inhibi¢nich cytokinu, coz jsou IL-10, TGF-
a IL-35. Molekularnim markerem je jaderny protein FoxP3 (transkrip&ni faktor), jehoz mutace
vede k multiorganovému selhani. Treg exprimuji povrchové molekuly CD25, CD28, CD69,
ligand CD40, MHC Il a CD45. ,Bézny antigen lymfocyt(“, jak se také CD45 nazyva, je
transmembranovy protein tyrosinfosfataza, ktery hraje kliCovou roli v aktivaci T bunék.
Existuje nékolik riznych izoforem CD45 v zavislosti na subpopulaci bunék, jejich stupni
maturace a zda byly vystaveny antigenu (Altin a Sloan, 1997). Naivni T bunky exprimuji
izoformu CD45RA, aktivované a pamétové CD45RO a posledné jmenované stejné jako
pamétové B buriky i CD27. Pomér zastoupeni naivni versus aktivované nebo pamétové
T buriky ma klinicky vyznam v diagnostice autoimunitnich, zanétlivych a imunodeficitnich

onemocnénich.

1.3.4. Pamét'ové T bunky

Pamétové T bunky vykazuji heterogenitu exprese adhezivnich molekul
a chemokinovych receptorll a maji schopnost migrovat do riznych tkani. Byly identifikovany
subpopulace centralnich a efektorovych pamétovych T bunék na zakladé jejich rozdilné
exprese CCR7 a L-selektinu. Centralni pamétové T bunky jsou definovany jako lidské
CD45RO" krevni T burky, exprimujici vysokou hladinu CCR7 a L-selektinu, osidlujici
sekundarni lymfoidni organy, zatimco efektorové pamétové T buriky osidluji periferni tkang,
exprimuji nizkou hladinu CCR7 a L-selektinu, ale exprimuji dal§i chemokinové receptory,
které vazi zanétlivé chemokiny. Efektorové pamétové T buriky tak odpovidaji na antigenni

stimulaci v perifernich tkanich rychlou produkci efektorovych cytokinu, zatimco centralni
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pameétové T buriky v lymfoidnich tkanich vice proliferuji a poskytuji pomoc B burikam (Abbas

et al., 2012).

1.3.5. T-bunéény receptor

T-bunécny receptor (TCR) byl objeven v 80. letech 20. stoleti, pfiblizné ve stejné
dobé, kdy byla definovana struktura MHC (Abbas et al., 2012). TCR je molekula, nachazejici
se na povrchu T lymfocytl, kde spolu s dalSimi asociovanymi molekulami CD3 komplexu
a koreceptory vytvari T-bunéény receptorovy komplex (Obr. 9), jehoz ulohou je rozpoznat
antigeny asociované s molekulami MHC, prezentovanymi APC burikami. Antigenni stimulace
vazbou na TCR pak vede k aktivaci T bunky a odpovédi imunitniho systému na pfislusny

ligand.
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Obr. 9: Schéma T-bunéc&ného receptorového komplexu (upraveno dle Abbas
et al., 2012).
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Doménova struktura TCR jej fadi do velké imunoglobulinové rodiny. TCR je molekula
tvofena heterodimerem, sloZzenym ztransmembranovych of3 nebo yd polypeptidovych
fetézcl, navzajem kovalentné spojenych disulfidovou vazbou. Populace T-bunék v lidské krvi
je z90-95% tvofena T lymfocyty nesoucimi off TCR. Kazdy of} fFetézec se sklada ze dvou
imunoglobulinovych extracelularnich domén, hydrofobni transmembranové a kratké
intracelularni (cytoplazmatické) oblasti. Extracelularni ¢ast je strukturalné podobna Fab
fragmentu Ig molekuly a stejné jako Ig se déli na N-terminalni, vysoce sekvenéné variabiln
(V) oblast a oblast konstantni (C), vyznacujici se konzervativni sekvenci aminokyselin.
Variabilni oblast je tvofena tfemi hypervariabilnimi useky CDR1-3, zodpovédnymi za
interakci TCR s MHC. Retézec B ma v oblasti V domény navic hypervariabilni Usek, ktery
pravdépodobné neparticipuje na rozpoznavani antigenu, ale slouzi jako vazebné misto pro
mikrobialni produkty oznacované jako superantigeny. Na C oblast navazuje kratka spojovaci
oblast, ve které jsou oba fetézce spojeny disulfidickou vazbou mezi extracelularnimi
cysteinovymi  zbytky. Do membrany bufky je pak fetézec zanofen hydrofobni
transmembranovou oblasti, ktera je charakteristicka pfitomnosti pozitivné nabitych zbytku
aminokyselin, lysinu u fetézce a, lysinu a argininu u Fetézce B, které interaguji s negativné
nabitymi zbytky kyseliny asparagové ostatnich transmembranovych polypeptidi (CD3 a Q),
tvoficich sou¢ast TCR komplexu (Tab. 1). Navazujici karboxylova cytoplazmaticka Cast o a
fetézcu, tvofena 5 az 12 aminokyselinami, je stejné jako u imunoglobulinu B bunék natolik
kratka, Ze je pro pfenos signalu nutna pfitomnost specifickych signalnich molekul. Jsou to
proteiny CD3 a (, které jsou s heterodimerem aff TCR spojeny nekovalentni vazbou a po
rozpoznani antigenu TCR receptorem pienasi signal dale do cytoplazmy a jadra, kde aktivu;ji
T buriky k imunitni odpovédi. Komplexy CD3 jsou tvofeny fetézci €y a €3, z nichZ kazdy nese
v extracelularni N-terminalni oblasti jednu imunoglobulinu podobnou doménu, ktera radi tyto
proteiny do imunoglobulinové superrodiny. Transdukce signalu je zajisténa fosforylaci zbytk
tyrozinu motivu ITAM, pfitomného na téchto signalnich receptorovych podjednotkach

(Cantrell, 2002; Lin a Weiss, 2001) (Obr. 10).
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Tab. 1: Srovnani vlastnosti lymfocytarnich antigennich receptort: TCR a Ig. CDR,

Complementarity Determining Region; (upraveno dle Abbas et al., 2012).

T-bunécny receptor (TCR) Imunoglobulin (1g)

Komponenty o ap retézce TéZky a lehky fetézec

Pro IgH: jedna V a 3 nebo &tyii

Jedna V a jedna C doména pro domény C
Pocet Ig domén
kazdy fetézec Pro IgL: jedna V a jedna C
doména

TFi pro kazdy Fetézec s antigennim
Pocet CDR Tti pro kazdy fetézec
vazebnym mistem

Asociované signalni

CD3ac¢ Iga a lgp
molekuly
Zmény po bunécéné
aktivaci:
Produkce sekretované
Ne Ano
formy
Izotypovy pfesmyk Ne Ano
Somaticka mutace Ne Ano

Primarnim zdrojem diverzity TCR je kombinace ruznych genovych segmentd,
vznikajici béhem V(D)J rekombinace a zvySuje se nahodnou inzerci N-nukleotidd enzymem
TdT. Dal$im zdrojem rozmanitosti je alelicky polymorfizmus VP segmentt (Abbas et al.,

2012).

1.4. V(D)J rekombinace

Jednu z kliGovych roli v imunitnim systému clovéka hraje V(D)J rekombinace,
unikatni pfeskupeni genovych segmentu, které je nezbytné pro vytvofeni funkénich genda,
kddujicich obrovsky repertoar antigennich receptortd na povrchu B a T bunék a sekretovanou

formu protilatek B bunék (Sadofsky, 2001) (Obr. 11).
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Prvni analyzy sekvence aminokyselin imunoglobulinu pfinesly prvni nahled na
objasnéni, jak se mohou tvofit miliény rdznych antigennich receptorti z omezeného mnozstvi
kédujici DNA. Hypotézu Tatuma a Beadleho z roku 1941 ,jeden gen - jeden polypeptid®
vyvratili vroce 1961 Dreyer a Bennett, ktefi postulovali, Ze kazdy fetézec protilatky je
kédovan nejméné dvéma geny, jednim variabilnim a konstantnim a tyto jsou kombinovany
na urovni DNA nebo mRNA a tvofi funkéni proteiny imunoglobulind (Tonegawa, 1983).
Japonsky imunolog Susumu Tonegawa, ktery vroce 1987 ziskal Nobelovu cenu za
objasnéni genetického Fizeni tvorby protilatek, demonstroval, Ze struktura Ig gend v burikach
myelomu nebo plazmacytomu je odliSna od bunék zarodecnych tkani a kligaci DNA
segmentd v lokusu, koédujicim lehké a tézké imunoglobulinové fetézce, dochazi pouze ve

vyvijejicich se B a T lymfocytech a v zadnych jinych tkanich ¢i bunkach.

1.4.1. Organizace zarodec¢nych Ig a TCR genti

Zarodecna organizace lokusl Ig a TCR je v podstaté podobna. Charakteristicka je
prostorova segregace mnohocetnych sekvenci, kodujicich variabilni a konstantni domény
receptorovych proteinl. Ig jsou kdédovany tfemi samostatnymi lokusy na tfech rGznych
chromozomech. IgH na chromozomu 14, Igk a Igh na chromozomech 2, respektive 22.
Genové segmenty, kédujici fetézce TCRPaTCRyse nachazi na chromozomu 7
v oddélenych lokusech, TCRa a TCR& na chromozomu 14, pficemz TCRGS lokus se nachazi
uvnitf TCRa lokusu. Zarode¢né usporfadani Ig a TCR lokusu se vyskytuje ve vSech
bunélnych typech, ale jak uz bylo zminéno, funkéni antigenni receptory se tvofi pouze ve
vyvijejicich se lymfocytech az po procesu rekombinace, kdy jsou nahodné vybrané V, (D) a J
genoveé segmenty spojeny V(D)J rekombinaci.

Tento proces =zahrnuje naStépeni dvouretézcové DNA lymfoidné-specifickym
proteinovym komplexem rekombinazovych aktivaénich gend RAG1 a RAG2 (RAG,
recombinase-activating gene) (Schatz et al., 1989; Nakase et al., 2003; Inlay a Xu, 2003),

které rozpoznavaji vysoce konzervované rekombinacni signalni sekvence RSS
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(recombination signal sequences), nachazejici se po obou stranach preskupujicich se
genovych segmentl: variabilnich (V), diverzity (D) a spojovacich (J) (Tonegawa, 1983;
Schatz et al., 1989; Oettinger et al., 1990; Angelin-Duclos a Calame, 1998). V(D)J
rekombinace je kontrolovana nékolika zplsoby:

(a) V(D)J rekombinace je specificky proces, ke kterému dochazi pouze u bunék
lymfoidni linie, tzn. pouze ve vyvijejicich se B a T lymfocytech (Bassing et al., 2002);

(b) preskupeni je vyvojové specifické, tzn. probiha pouze v uritych fazich
lymfocytarni diferenciace;

(c) proces preskupeni genovych segmentl a sestavovani funk&nich gend probiha
podle urcité hierarchie, kdy napf. pfeskupeni IgH prfedchazi pfeskupeni IgL a podobné
TCRp pfedchazi TCRa (Angelin-Duclos a Calame 1998; Bassing et al., 2002);

(d) regulace zpétnou vazbou, kdy produktivni V(D)J preskupeni jedné alely inhibuje
preskupeni alely druhé, fenomén nazyvany alelicka exkluze (Angelin-Duclos a Calame,
1998; Inlay a Xu, 2003).

V(D)J rekombinace antigennich receptord je regulovana rozdilnou dostupnosti
pFislusnych genovych lokust pro V(D)J rekombinaéni komplex. Konfigurace chromatinu
kazdého antigenniho receptorového lokusu se zpoc€atku nachazi v ,uzavieném® stavu
branicim vazbé V(D)J rekombindzy na RSS. V okamziku, kdy lymfocyty dosahnou
odpovidajiciho stupné& vyvoje, chromatin se ,otevira® a stava se pfistupnym procesu
rekombinace (Inlay a Xu, 2003; Nakase et al., 2003). Liniové a vyvojové specifické alterace,
remodelace a modifikace chromatinu zahrnuji procesy demetylace DNA, acetylace
a metylace histond a zmény senzitivity enzymu DNazy. V(D)J rekombinace tedy vyzaduje
minimalné dvé rozdilné Uurovné remodelace chromatinu. Kromé& zmény ve vysoce
organizované struktufe chromatinu, také pfesna remodace nukleozémua umozni §tépeni RSS
produkty rekombinacnich aktivacnich gentt Rag1 a Rag2, specifickymi rekombinazami RAG1

a 2 (Bolland et al., 2004).
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1.4.2. RAG1aRAG2

Jak jiz bylo zminéno, RAG geny se exprimuji pouze v lymfoidnich bunkach, ve
kterych probiha preskupeni genovych segmentl antigennich receptorll a tato exprese je
béhem lymfocytarni diferenciace vyvojové regulovana (Kitagawa et al., 1996). Mombaerts
et al. (1992) izolovali V(D)J rekombina¢ni aktivaéni gen RAG1 na zakladé jeho schopnosti
aktivovat V(D)J rekombinaci na umélém substratu ve fibroblastech. Tato vlastnost a obraz
exprese ve tkanich i bunéénych liniich ukazaly, ze RAG1 bud’ aktivuje, nebo katalyzuje V(D)J
rekombinace Ig a TCR a je tedy naprosto nezbytny, coz bylo prokadzano Uuplnym
zablokovanim vyvoje B a T bunék v progenitorovém stadiu u RAG1-deficientnich mysi.
Stejné tak i ztrata funkce RAG2 zpusobuje totalni neschopnost iniciace V(D)J pfeskupeni
(Shinkai et al., 1992). Mysi s mutacemi RAG genl maji malé lymfoidni organy, nezralé Ba T
lymfocyty a vykazuji SCID fenotyp (SCID, severe combined immune deficiency) (Sadofsky,
2001).

Mutace lidskych RAG genl vedou bud k uplné imunodeficienci nebo v pripadé
mutace, ponechavdjici alesponn nizkou hladinu aktivity proteind, k imunodeficienci,
oznaCované jako Omenn syndrom (OS) (Sadofsky, 2001; Bassing et al., 2002). OS je
onemocnéni vyznacujici se absenci cirkulujicich B bunék a infiltraci kize a stfev
aktivovanymi oligoklonalnimi T lymfocyty (Corneo et al., 2001). Pacienti s OS vykazuji
zvySenou citlivost k infekcim. Oettinger et al. (1990) transfekovali fibroblasty nejprve
rekombinaénim  aktivatnim genem RAG1, ktery neefektivné indukoval V(D)J
rekombinazovou aktivitu, ale kotransfekci genem RAG2 se frekvence rekombinace vice nez
tisicinasobné zvysila, coz dokazuje nezbytnou soucinnost geni RAG1 a RAG2. Hladina
exprese proteinovych komplexd RAG1 a RAG2, se béhem ruznych fazi sestavovani B- a T-
buné&nych antigennich receptoru lisi. Kitagawa et al. (1996) ukazal, Ze genova exprese RAG
je indukovana v lidskych progenitorovych lymfoidnich liniich signaly, vychéazejicimi ze
stromalnich bunék kostni dfené a interleukiny IL-3, IL-6 a IL-7. Lymfocyty exprimuji RAG
aktivné v Casnych stadiich vyvoje az do iniciaCni faze preskupeni genovych segmentl

a nasledné se exprese béhem proliferace vypina. Ukon€enim faze buné&ného déleni az do
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konecné faze preskupeni subgenl se exprese RAG znovu aktivuje. U nezralych B bunék,
pokud nejsou autoreaktivni, produkce RAG proteind klesa, ale nezastavi se, dokud B bunky
nedosahnou zralosti. Timto mechanizmem se zajisti udrzovani alelické exkluze. V pfipadé
autoreaktivnich B bunék produkce RAG proteinu pokracuje a dokud jsou k dispozici genové

segmenty V a J, pokracuje i jejich pfeskupovani.

1.4.3. Rekombinaéni signalni sekvence

Dulezitymi faktory, které zprostfedkovavaji V(D)J rekombinaci, jsou rekombinacni
signalni sekvence (RSS), lokalizované na 3‘ konci vSech V genovych segmentd, na 5° konci
J segmentl a lezici po obou stranach D segmentt (Olaru et al., 2005). Tézké fetézce imuno-
globulind (IgH) a T-bunéfné receptory B a & (TCRBa TCRJ) jsou sestavovany ze
zarode¢nych V, D a J genovych segmentl, zatimco lehké fetézce imunoglobulind x a A
(lgxalgi) a TCRa a TCRy pouze ze segmentd V a J (Bassing et al., 2002). VSechny tyto
genové segmenty jsou obklopeny rekombinacnimi signalnimi sekvencemi, které jsou tvofeny
vysoce konzervovanymi palindromatickymi heptamery, 5-CACAGTG-3' a na AT nukleotidy
bohatymi nonamery, 5-ACAAAAACC-3° nebo jejich komplementarnimi sekvencemi
(Tonegawa, 1983; Messier et al.,, 2003). Heptamery a nonamery jsou od sebe oddéleny
nekonzervovanymi mezerniky o délce 12 a 23 bp, prvni oznacovany jako jednozavitovy
(odpovida délce jednoho zavitu chromozomalni DNA) a druhy dvouzavitovy (odpovida délce
dvou zavitd DNA) (Bassing et al., 2002). V(D)J rekombinace mlze probé&hnout pouze
dodrZzenim striktniho pravidla 12/23, tedy pouze mezi rekombinacnimi signalnimi
sekvencemi, obsahujicimi 12 a 23 bp, ¢imz je zajis$téno, Zze se nemohou spojit napf. dva

V genoveé segmenty, ale pouze V-J, D-J nebo V-D-J (Sadofsky, 2001; Olaru et al., 2005).

1.4.4. Mechanizmus V(D)J rekombinace

Proces V(D)J rekombinace (viz Obr. 11) je mozné rozdélit do &tyf zakladnich, na

sebe navazujicich kroku:
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(@) Synapse. Casti chromozom(, na kterych jsou antigenni receptorové geny
lokalizovany, se stavaji dostupnymi pro rekombinalni proces, tzn., ze kédujici segmenty
a jejich RSS se dostavaji do blizkosti vytvofenim chromozomalni smycky.

(b) Stépeni. V(D)J rekombinace je iniciovana rozpoznanim a $té&penim DNA
komplexem RAG enzymU za vzniku dvoufetézcovych zlomd (DSBs, double-strand breaks)
mezi dvéma participujicimi genovymi segmenty a jejich RSS za vzniku terminalni vlasenky
na kodujicich koncich a vznikem tupych 5‘-fosforylovanych signalnich konct, obsahujicich
kompletni RSS (Gu et al., 1997; Sadovsky, 2001). Spojenim signalnich koncl (konce
obsahujici heptamer a zbytek RSS) se vytvafi bud extra-chromozomalni kruhova molekula
DNA, ktera se ztraci z bunky béhem bunééného déleni (Messier et al., 2003) nebo fuzované
RSS elementy, které zlstavaji zaclenény v chromozomu a zajistuji chromozomalni integritu
(Cortes et al., 1996; Sadofsky, 2001, Abbas et al., 2012).

RSS jsou unikatni pro Ig a TCR geny a proto i V(D)J rekombinace se uc&astni
vyhradné antigenni receptorové geny. V dlsledku této rekombinace se promotory,
lokalizované bezprostfedné na 5° konci V gend, dostavaji do blizkosti zesilovact v intronech
J a C, pfipadné v 3‘ C oblasti, ¢imz zesilovace maximalizuji transkrip&ni aktivitu promotort
V genu. Protoze jsou Ig a TCR geny B a T bunék po mnohoc¢etné rekombinaci transkripéné
aktivnimi misty, geny z jinych lokusu, které jsou abnormalné translokovany do téchto mist,
jsou aberantné transkribovany. Tyto chromozomalni translokace protoonkogenu do lokusu Ig
nebo TCR genu jsou Casto spojeny se zvySenou transkripci onkogenu, coz je jeden ze
spoustécich mechanizmu neoplazii z B a T lymfocyt(.

(c) Otevreni viasenky a zpracovani konct. Na rozdil od preciznich signalnich spoju je
tvorba kodujicich spoji nepfesna. Volné komplementarni konce fetézcl preskupujicich se
genovych segmentu, které vznikly asymetrickym Sté€penim vlasenky endonukleazou Artemis
(Bassing et al.,, 2002; Ma et al., 2002), jsou rGzné dlouhé a slouzi jako matrice pro
komplementarni zaplnéni P-nukleotidy (P, palindromic) a ligaci tvofi palindromatické oblasti
(Lewis, 1994; Chu, 1997). Termin ,P-nukleotid“ byl vytvofen k popisu inzerci nukleotidd,

kterymi je vytvofené kratSi vliakno prodluzovano komplementarné s viaknem delSim. Inzerce

39



Zarodecna DNA ‘

V(D)J rekombinace \‘

VJ - lgk, Igk, TCRa, TCRy

V(D)J rekombinace VDJ - IgH, TCRB, TCR&

—

Rag1/R;gs2s RSSR s [3 OTEVRENI VLASENKYI
W | D (- | 4
12bp 23bp DNA-PKcs ﬁ{@) %
o $°
vlasenka Rag1/Rag2 Artemis K
= i
g 0 ) ( B oris - XRCC4 DNA-LiglV

/ \ J_ Cernunnos

P-nukleotidy N-nukleotidy
3 &7 TdT {
signalni konce kédujici spoj

S|gnaln| Spoj

L NHEJ )

Obr. 11: V(D)J rekombinace a NHEJ oprava (upraveno dle Soulas-Sprauel
et al., 2007).

P-nukleotidu je ovlivnéna sekvenci spojovanych koncu DNA (Meier a Lewis, 1992)
a predchazi fazi ligace dvou segmentl. Konce DNA jsou nasledné modifikovany odstépenim
rizného poctu nukleotidi exonukledzou a pfidanim nahodné sekvence N-nukleotidu, jejichz
inzerce do koédujicich spoju je katalyzovana enzymem TdT (TdT, terminaini
deoxynukleotidyl-transferaza), (Komori et al., 1993; Chu, 1997; Bassing, 2002) (Obr. 11
a 12). TdT se exprimuje pouze v lymfatické tkani a vyskytuje se v lymfocytech, ve kterych
probiha preskupovani subgenl. Enzym TdT katalyzuje kondenzaci deoxyribonukleotidi na
3‘-hydroxylovém konci DNA fetézce a diky nahodnému zafazovani N-nukleotidu tak pfispiva
k variabilité kodujicich spoju a diverzifikaci antigennich receptort béhem V(D)J rekombinace
(Boulé et al, 2001). Inzerce P- a N-nukleotidu (Obr. 12) v misté rekombinace v§ak mlze mit
za nasledek i preruSeni Cteciho ramce, napf. vytvofenim terminacniho kodénu, ¢imz se
preskupovani subgenli stava neproduktivnim a tyto geny nemohou produkovat funkéni

proteiny (Rosypal, 2000; Abbas et al., 2012).
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(d) Spojovani. Béhem V(D)J rekombinace vznikaji dvouretézcové zlomy DNA
(signalni i kéduijici konce), které jsou pak opraveny pomoci nehomologniho spojovani koncl

(NHEJ, nonhomologous DNA end joining) (Obr. 11).
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Obr. 12: Vznik diverzity B a T bunék (upraveno dle Abbas et al., 2012).

1.4.5. NHEJ oprava

Dvouretézcové zlomy DNA (DSBs, double-strand breaks) jsou béznou formou
poskozeni DNA a opravy DSBs jsou zakladnim mechanizmem zaji$tujicim ochranu genomu.
DSBs jsou v podstaté cytotoxické léze, vznikajici bud pfimo pusobenim radiace, rliznych
chemikalii, mechanickym stresem nebo nepfimo, kdy se DNA replikaéni vidlice setka s jinymi
Iézemi, jako jsou jednofetézcové zlomy DNA (Karran, 2000; Ahnesorg, 2006). DSBs se ale

také objevuji za normalnich fyziologickych podminek béhem rekombinace, kam patfi
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i pfeskupeni T-bunécnych receptorovych a imunoglobulinovych gend béhem vyvoje
lymfocytl a adaptivniho imunitniho systému (Labhart, 1999; Ahnesorg et al., 2006). Termin
»hon-homologous end joining“ (NHEJ, nonhomologous DNA end joining) pouzili poprvé
vroce 1996 Moore a Haber. Tato draha je hlavnim reparaénim mechanizmem opravy
dvouretézcovych zlomd DNA v sav€ich bunkach (Chu, 1997; Karran, 2000). Nehomologni
spojovani koncli, oznaCované také jako nelegitimni rekombinace (Labhart, 1999; Karran,
2000), probiha pfimym spojenim zlomu DNA bez prekryti, pfipadné s minimalnim prekrytim
a za absence homologie mezi dvéma rekombinantnimi molekulami DNA (Labhart, 1999).

Proces NHEJ sestava ze tfi zakladnich krokd: rozpoznani zlomu, odstranéni
nekompatibilnich struktur, které by mohly branit navazani proteind a vlastni spojeni koncu
DNA. V sav€ich bunkach se jej ucastni sedm hlavnich proteind: KU70, KU80, DNA-PKcs
(DNA-PKcs, DNA-dependent protein kinase catalitic subunit), nukleaza Artemis, XRCC4
(XRCC4, X-ray cross-complementing 4), DNA Ligaza IV a XLF (XLF, XRCC4-like faktor,
Cernunnos) (Ahnesorg, 2006).

Zahajeni procesu NHEJ je iniciovano rozpoznanim nové vzniklého DSB pomoci
heterodimeru KU70/KU80, ktery stabilizuje a chrani volné konce DNA pfed plsobenim
nukledz a umoznuje navazani katalytické podjednotky DNA-dependentni protein kinazy
(DNA-PKcs) (Gu et al., 1997; Khanna a Jackson, 2001; Yanoa et al., 2009; Boboila et al.,
2010). Gu et al. (1997) ve své praci ukazal, ze Ku70-deficientni mysi dortstaly 50% velikosti
kontrolnich mysi, jejich fibroblasty byly radiosenzitivni a vykazovaly pfedCasné starnuti
spojené s kumulaci nedélicich se bunék. Ku70-deficietni mySi dale postradaly zralé B buriky
a byl u nich zaznamenan signifikantni vyskyt lymfomud thymu. V in vitro studii demonstroval
Ma et al. (2002), Zze DNA-PKcs vytvaii komplex s proteinem Artemis a jeho fosforylaci
aktivuje jeho endonukleazovou aktivitu a nasledné stépeni precnivajicich 5 a 3 koncu, jakoz
i viasenky, vytvofené RAG proteiny. ZavéreCna ligace je katalyzovana proteinovym
komplexem DNA Ligazy IV a XRCC4 (Boboila et al., 2010). Na tomto kroku se také podili
regulacni XLF (Cernunnos), ktery pfimo interaguje s komplexem DNA Ligazy IV / XRCC4

(Gu et al., 1997; Ahnesorg et al., 2006; Yano et al., 2009; Boboila et al., 2010) (Obr. 11).
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Vyhodou NHEJ je rychlost a operativnost, nevyhodou pak nepfesnost pfi ligaci, ktera
muze vést ke ztraté genetické informace nukleolytickym $tépenim a k defektlim, které jsou
spojeny s radiosenzitivitou, predispozici k rakoviné a imunodeficientnim syndromdm (Labhart
et al., 1999; Karran, 2000). VSechny NHEJ defekty jsou obvykle spojeny s defektni V(D)J
rekombinaci, vedouci k zastavé vyvoje jak B tak T lymfocytl a/nebo s pfesmykem
imunoglobulinovych tfid (Boboila et al., 2010), zpUsobujici vyse zmihované SCID nebo jiné

souvisejici imunodeficience a syndromy (Corneo et al., 2001; Ahnesorg, 2006).

1.5. Lymfoproliferativnhi onemocnéni

1.5.1. Kilasifikace lymfoproliferativhich onemocnéni

Vyvoj Kklasifikace malignich lymfoproliferativnich nemoci kopiruje vyvoj poznani
a rozSifovani informaci o imunitnim systému, jeho fyziologii i patologii a souvisi s rozvojem
laboratornich technik, umozhujicich pfesnéjsi popis a rozdéleni nemoci. Klasifikace je tedy
zaloZzena na morfologickém obraze, histologickém vySetfeni u lymfomd nebo cytologickém
v pfipadé leukemii.

Poprvé se pokusili o uceleny popis lymfatickych nador v roce 1942 Gall a Mallory,
ktefi vS8ak vychazeli pouze z morfologie onemocnéni. Rappaportova klasifikace z roku 1956
a 1966 jiz pfedstavovala prvni klinicky relevantni histologickou klasifikaci non-hodgkinskych
lymfom0 (Papajik et al., 2005). Na zakladé moznosti urcit fenotyp B a T lymfocytu a zjisténi,
Ze lymfoproliferativni onemocnéni odrazeji morfologii i fyziologii normalniho vyvoje
lymfoidnich bunék, vznikla pfiblizné ve stejnou dobu v Americe Lukes-Collinsova klasifikace
(rok 1974) a v Evropé Lennert se spoluautory zaved! Kielskou klasifikaci (1973, 1975; nazev
podle mista vzniku). Tato klasifikace byla nékolikrat upravovana a posledni zmény byly
publikovany v roce 1997 (Adam et al., 2004; Papajik et al., 2005). Na puvodni Rappaportovu
terminologii navazala v roce 1982 americka klasifikace nazvana ,Working Formulation for
Clinical Use* (WF), ktera byla pomérné Siroce v USA akceptovana, ale v Evropé se pfilis

nerozsSitila.
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V roce 1991 zaloZila skupina devatenacti hematopatologu z Evropy a USA pracovni
skupinu nazvanou ,International lymphoma study group® a vytvofila novou Kklasifikaci
lymfoidnich nadorG. Prvni navrh byl diskutovan na konferenci v Berliné vroce 1993
a definitivni verze byla publikovana v ¢asopise Blood v zafi 1994 jako Revidovana evropsko-
americka klasifikace lymfoidnich nadort (REAL). Do této klasifikace bylo inkorporovano
mnoho nové popsanych entit, rozpoznanych na zakladé vyvoje a aplikace fenotypizace,
cytogenetickych a molekularné-genetickych metod. Filozofii a strukturu REAL Klasifikace
pfevzala nova WHO (The World Health Organization) klasifikace nadorovych chorob
hematopoetické a lymfoidni tkané&, ktera byla publikovana vroce 2001 a vroce 2008
revidovana (Swerdlow et al., 2008). Skupina tficeti kliniki a védclt z celého svéta byla
oslovena diky své odbornosti v oblasti myeloidnich neoplazii a akutnich leukemii a stali se
¢leny vyboru ,Myeloid and Acute Leukemia Clinical Advisory Committee” (CAC). Spolu se
skupinou patologu inkorporovali nové informace a doporuceni v revidovaném 4. vydani
(Vardiman et al., 2009). Hlavnim principem klasifikace je rozpoznani rliznych onemocnéni na
zakladé kombinace morfologickych, imunofenotypovych, genetickych, molekularnich
a klinickych vlastnosti. Jednotlivé entity jsou stratifikované na zakladé bunécné linie a dale
jejiho odvozeni od prekurzorovych a zralych lymfoidnich bunék (Campo et al., 2011).
Soucasna klasifikace zahrnuje vdechny jednotky, tedy jak leukémie, lymfomy, myelom, tak
i nékteré vzacnéjsi entity (Tab. 2). Prekurzorové B i T lymfoproliferace nejsou v Tabulce 2
zahrnuty, nicméné jsou soucasti WHO klasifikace (Swerdlow et al., 2008) a jsou

komentovany nize.
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Tab. 2: WHO klasifikace tumor( hematopoetickych a lymfoidnich tkani (pfevzato z Campo et
al., 2011).

Mature B-cell neoplasms
Chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma
B-cell prolymphocytic leukemia
Splenic marginal zone lymphoma
Hairy cell leukemia
Splenic lymphoma/leukemia, unclassifiable*
Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma*
Hairy cell leukemia variant®
Lymphoplasmacytic lymphoma
Waldenstrdm macroglobulinemia
Heavy chain diseases
« Heavy chain disease
+ Heavy chain disease
. Heavy chain disease
Plasma cell myeloma
Solitary plasmacytoma of bone
Extraosseous plasmacytoma
Extranodal marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue (MALT lymphoma)
Nodal marginal zone lymphoma
Pediatric nodal marginal zone lymphoma*®
Follicular lymphoma
Pediatric follicular lymphoma*
Primary cutaneous follicle centre lymphoma
Mantle cell lymphoma
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), NOS
T-cell/histiocyte rich large B-cell lymphoma
Primary DLBCL of the CNS
Primary cutaneous DLBCL, leg type
EBV-positive DLBCL of the elderly*
DLBCL associated with chronic inflammation
Lymphomatoid granulomatosis
Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma
Intravascular large B-cell lymphoma
ALK-positive large B-cell lymphoma
Plasmablastic lymphoma
Large B-cell lymphoma arising in HHV8-associated multicentric Castleman disease
Primary effusion lymphoma
Burkitt lymphoma
B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between diffuse large B-cell lymphoma and Burkitt lymphoma
B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between diffuse large B-cell lymphoma and classical Hodgkin lymphoma
Mature T-cell and NK-cell neoplasms
T-cell prolymphocytic leukemia
T-cell large granular lymphocytic leukemia
Chronic lymphoproliferative disorder of NK cells*
Aggressive NK-cell leukemia
Systemic EBV-positive T-cell lymphoproliferative disease of childhood
Hydroa vacciniforme-like lymphoma
Adult T-cell leukemia/lymphoma
Extranodal NK/T-cell ymphoma, nasal type
Enteropathy-associated T-cell lymphoma
Hepatosplenic T-cell lymphoma
Subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma
Mycosis fungoides
Sézary syndrome
Primary cutaneous CD30* T-cell lymphoproliferative disorders
Lymphomatoid papulosis
Primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma
Primary cutaneous & T-cell lymphoma
Primary cutaneous CD8* aggressive epidermotropic cytotoxic T-cell ymphoma*
Primary cutanecus CD4* small/medium T-cell lymphoma*
Peripheral T-cell lymphoma, NOS
Angicimmunoblastic T-cell lymphoma
Anaplastic large cell ymphoma, ALK-positive
Anaplastic large cell ymphoma, ALK-negative*

NOS indicates not otherwise specified; ALK, anaplastic lymphoma kinase; HHV8, human herpesvirus 8; and NK, natural killer.
*These histologic types are provisional entities for which the WHO Working Group felt there was insufficient evidence to recognize as distinct diseases at this time
1These lesions are classified according to the leukemia or lymphoma to which they correspond.
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Hodgkin lymphoma

Nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma

Classical Hodgkin lymphoma

Nodular sclerosis classical Hodgkin lymphoma

Lymphocyte-rich classical Hodgkin lymphoma

Mixed cellularity classical Hodgkin lymphoma

Lymphocyte-depleted classical Hodgkin lymphoma
Histiocytic and dendritic cell neoplasms

Histiocytic sarcoma

Langerhans cell histiocytosis

Langerhans cell sarcoma

Interdigitating dendritic cell sarcoma

Follicular dendritic cell sarcoma

Fibroblastic reticular cell tumor

Intermediate dendritic cell tumor

Disseminated juvenile xanthogranuloma
Posttransg ion lymphoproliferative disorders (PTLDs)

Early lesions

Plasmacytic hyperplasia
Infectious mononucleosis—like PTLD

Polymorphic PTLD

Monomorphic PTLD (B- and T/NK-cell types)t

Classical Hodgkin lymphoma type PTLDT

NOS indicates not otherwise specified; ALK, anaplastic lymphoma kinase; HHV8, human herpesvirus 8; and NK, natural killer.
*These histologic types are provisional entities for which the WHO Working Group felt there was insufficient evidence to recognize as distinct diseases at this time.
1These lesions are classified according to the leukemia or lymphoma to which they correspond.

1.5.2. Struéna charakteristika vybranych lymfoproliferativhich onemocnéni

Lymfoproliferativni nadory jsou nej¢astéjsi skupinou hematologickych malignit, jejichz
incidence v Ceské republice je odhadovana na vice nez 25 novych pfipadd na 100 000
obyvatel a rok. Nejvyssi je incidence non-Hodgkinovych lymfoma (NHL) s 15 novymi pfipady,
nasledovana chronickou lymfatickou leukémii (CLL) se 4-5 pfipady, mnohocetnym
myelomem (MM) se 3-4 pfipady na rok a Hodgkinovym lymfomem (HL) se 3 pfipady.
Zatimco u zapadni populace je vice nez 90% pfipadu tvofeno lymfoproliferacemi
vychazejicimi z B lymfocytl, podil nemocnych s T lymfoproliferacemi je vyrazné vyssi
u asijské populace (Ceska et al., 2010).

Nadorova lymfoproliferativni onemocnéni jsou heterogenni skupinou nador(
vychazejicich z rdznych vyvojovych stadii B a T lymfocytd, pfipadné NK bunék (Medeiros
a Carr, 1999). Vznikaji klonalni expanzi pivodné jedné maligné transformované buriky
(Langerak et al., 2007). Zahrnuji leukémie a lymfomy. Leukémie vznikaji z hematopoetickych
kmenovych bunék nebo v riznych stadiich myeloidni nebo erytroidni diferenciace. Neoplazie
postihuje kostni dfefl a €asto, nikoliv v8ak vzdy, periferni krev. Lymfomy, které vznikaji jako

ohraniCena tkaflova masa, jsou zhoubné nadory miznich uzlin a lymfatické tkané
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(napf. v okoli sleziny, jater, stfev, velkych krevnich cév nebo extranodalnich tkani). Dalsi
dllezitou skupinou lymfoidnich tumor(, vznikajicich vétSinou v kostni dfeni, méné ¢asto pak
v lymfatickych uzlinach a postihujicich terminalné diferencované buriky, jsou neoplazie
z plazmatickych bunék.

Kategorizace vzhledem k heterogenit€¢ onemocnéni je velice slozita a uréeni, zda
tedy bude konkrétni neoplazie zafazena jako leukémie nebo lymfom, zavisi na obvyklé
distribuci v tkani. Entity, formalné klasifikovany jako lymfomy, se mohou prezentovat jako
leukémie nebo se vyvijet jako leukémie a podobné tumory, zafazené jako leukémie, mohou
pFilezitostné vznikat z mékkych tkani bez postizeni kostni dfené (Mitchell et al., 2011). WHO
klasifikace ¢leni lymfoidni neoplazie do péti kategorii na zakladé klinickych projeva,

morfologie, imunofenotypu a genotypu (Mitchell et al., 2011):

1.5.2.1. Prekurzorové B-bunééné neoplazie z nezralych B bunék

Prekurzorové B-bunélné neoplazie pFedstavuji vysoce agresivni onemocnéni,
zplUsobené chromozomalnimi aberacemi, které vedou k dysregulaci exprese nebo funkce
vétSinou transkripénich faktort, které kontroluji vyvoj B bunék a vedou k zastavé maturace
na ruznych stupnich diferenciace. Vysledkem jsou nezralé, hromadici se blasty, které
postihuji kostni dfefi nebo jsou vyplavovany do periferni krve. NejcastéjSimi genetickymi
aberacemi, které se vyskytuji u neoplazii z B-buné¢nych prekurzord, jsou zmény v poctu
chromozomu. VétSinou se jedna o zvySeny pocet (hyperploidie), méné Casto se vyskytuje
snizeny podet (hypoploidie). Castou genetickou aberaci jsou také translokace a vznik faznich
genu, které dereguluji transkripéni faktory (TF). Vyjimku tvofi derivovany chromozom 22,
oznaCovany jako Philadelphsky (Ph chromozom). Translokaci vznika fuzni gen, jehoz
exprese vede ke konstitutivni aktivaci buné&éné tyrozinkinazy Bcr-Abl. ZvySenou fosforylaci
pak tato tyrozinkinaza dereguluje signalni kaskady v burice, které vedou ke zvySeni
proliferace, snizeni apoptdzy a inhibici opravnych mechanizmd DNA.

Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL)/lymfoblasticky lymfom (LL) je neoplazie

z prekurzorovych bunék (lymfoblastl), nasmérovanych do B-bunécéné linie. Postihuje kostni
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dien a krev (akutni lymfoblasticka leukemie) a pfilezitostné se prezentuje primarnim
postizenim nodalnich &i extranodalnich mist (lymfoblasticky lymfom). Jako lymfomy se
oznacuji pfipady s ohrani¢enymi lézemi bez postizeni krve a kostni dfené nebo s minimalnim
postizenim (Borowitz a Chan, 2008). Hromadici se blasty v kostni dfeni utlacuji pGvodni

krvetvorbu (Pospisilova et al., 2013) (Obr. 13).

1.5.2.2.  Periferni B-buné&éné neoplazie ze zralych B bunék

Neoplazie ze zralych B lymfocytll predstavuji vétSinu (téméfF 95%) vSech
hematologickych malignit (Jaffe et al., 2008). Jsou odvozeny z rlznych vyvojovych stadii
zralych B lymfocytll. Vznikaji neoplastickou transformaci béhem diferenciace vimuno-
kompetentni buriky a selhanim kontroly procesu, které probihaji v germinalnich centrech
lymfatickych organd po antigenni stimulaci. Zcela zasadni roli v B-bunééné tumorigenezi
hraji chromozomalni translokace v oblastech lokusu imunoglobulinu. Témito mutacemi jsou
spustény procesy aktivace protonkogen, inaktivace tumor- supresorovych genl a dysfunkce
genu, regulujicich proces bunéfného cyklu a apoptézy. Neustala antigenni stimulace muze
byt podnétem pro transformaci polyklonaini populace normainich lymfocytli na monoklonalni
proliferaci. Postgerminalni lymfomy zahrnuji neoplazie z terminalné diferencovanych
plazmatickych bunék, produkujicich patologicky imunoglobulin, vznikajicich vétSinou v kostni
dieni, méné Casto pak v lymfatickych uzlinach.

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)/malobunéény lymfom (SLL) je nejCastéjsi
neoplazie dospélého véku s incidenci 6 pfipadd na 100 000 obyvatel (PospiSilova et al.,
2013). Jde o nevylécCitelné onemocnéni, pfi kterém dochazi k patologickému hromadéni
morfologicky zralych malych B lymfocytl v periferni krvi, kostni dfeni, sleziné a lymfatickych
uzlinach. Obé jednotky, CLL a SLL nejsou morfologicky, fenotypicky ani genotypicky
rozliSitelné, 1i8i se pouze stupném lymfocytdzy v periferni krvi (Mitchell et al., 2011).
Chromozomalni translokace jsou vzacné, nejCastéji jsou pozorovany delece 13g12-14,
delece 11g nebo 17p a trizomie 12q. U nékterych forem tohoto lymfomu jsou mutovany

variabilni oblasti t&zkého Fetézce imunoglobulinového genu (IgVH) a podle toho se déli na
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dva zcela prognosticky odliSné subtypy CLL/SLL. Pre-germinalni subtyp s nemutovanym
IgVH, ktery vznika z naivnich B bunék, je agresivnéjsi, se Spatnou prognézou a kratsi dobou
preziti. CLL/SLL se somatickou hypermutaci v IgVH lokusu vznika z post-germinalnich
pamétovych B buné&k a vykazuje podstatné lepSi prognézu s delSi dobou pfeziti (Mitchell

et al., 2011).

Akutni lymfoblasticka
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Obr. 13: Prekurzorové a periferni B-bunééné neoplazie (upraveno dle Focosi, 2012).

Extranodalni lymfom z B bunék marginalni zény MALT typu (MALT lymfom)
pfedstavuje samostatny podtyp non-Hodgkinova lymfomu (NHL), odliSny od nodalniho
lymfomu marginalni zény a od primarné splenického lymfomu marginalni zény, postihujiciho
slezinu a kostni dfefl. MALT lymfom vychazi z riznych extranodalnich mist, nejCastéji ze
slizniéni lymfatické tkané (mucosa-associated lymphoid tissue). MGze postihnout i sliznice
zazivaciho ustroji, dychacich cest, kuzi, slinné Zlazy a dalSi organy a je spojeny
s chronickymi zanétlivymi zménami, zpUsobenymi bakterialni infekci Helicobacter pylori.
U vétSiny pacientl se nejprve rozviji polyklonalni onemocnéni, IéCitelné antibiotiky. V mnoha
pfripadech je vysledkem chronického zanétu akumulace extranodalni lymfoidni tkanég, ktera je

mistem pro vytvofeni substratu pro vyvoj lymfomu (Isaacson et al., 2008). Nej¢ast&jsi
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translokaci je t(11, 18), kterou se inhibitor apoptézy (API-2) dostava pod kontrolu regulacnich
genl napf. MALT-1, pfipadné s nimi fuzuje a dochazi k inhibici apoptdzy.

Lymfom z plastovych bunék (MCL, mantle cell lymphoma) pfedstavuje 3-10% vSech
NHL. Vznika z B lymfocytd, kumulovanych v oblasti plastové zény primarniho folikulu
lymfatickych uzlin, které maji ukonéenou prestavbu IgH a na svém povrchu exprimuji IgM,
IgD a typické povrchové B-bunécné antigeny. Pro vice nez 90% pfipadu MCL je typicka
translokace t(11,14), ktera vede k nadmérné expresi cyklinu D1, ktery je zodpovédny za
uvedeni bunék do bunééného cyklu. Spousti tak pfechod z faze G, bunééného cyklu do faze
G., nekontrolovatelné déleni a mnozeni mutovaného klonu lymfocytii (Ceska et al., 2010;
PospiSilova et al., 2013). Stejné jako u CLL, IGVH je u MCL v zarodec¢né konfiguraci
(nemutovany 1g), kterou nalézame u naivnich buné&k nebo obsahuje somatické mutace
(mutovany lg), coz indikuje reakci na antigen. Na rozdil od CLL, prognosticka role IGVH
mutacniho statusu nebyla potvrzena. Pfedpokladalo se, Ze MCL jsou odvozeny z naivnich,
pre-germinalnich center, nicméné nékolik pozorovani dokazalo, ze ne vSechny pfipady. Az
40% vykazuje somatické hypermutace IgVH a dale, témé&F polovina pfipadl exprimuje
nejméné jeden imunohistochemicky marker, charakteristicky pro GC nebo post-GC fenotyp
(Peréz-Galan et al., 2011).

Folikularni lymfom (FL) je nejCast&jSim typem nizce maligniho B-bunécného NHL.
Podle WHO klasifikace je definovan jako neoplazie vychazejici z bunék germinalniho centra.
Jde o populaci malych a stifedné velkych lymfocytd (centrocytll a centroblastl), exprimujici
Bcl-2 a CD10. FL jsou dany monoklonalni expanzi zralych B bunék, které jsou z 99%
v klidové fazi G, bunéfného cyklu. Dominuje tedy defekt v apoptéze, nikoliv zvySeny
proliferacni potencial. Rast nadoru je relativné pomaly, doprovazeny hromadénim bunék
s defektem apoptdzy, ktery je zpusoben nadmérnou expresi antiapoptotického onkoproteinu
Bcl-2. Podstatou je pro FL typicka chromozomalni translokace t(14,18), ke které dochazi
nahodnou chybou béhem prestaveb genl pro IgH ve stadiu pre-B bunky v kostni dfeni.
Protoonkogen Bcl-2 se pfesunuje z chromozomu 18 pod fidici vliv regulatoru pro IgH fetézce

na chromozomu 14. Bunky FL jsou diky zvySené expresi Bcl-2 rezistentni na apoptdzu a jsou
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tedy povazovany za nesmrtelné. Pro svoji existenci vyZzaduji podporu ostatnich bunéénych
populaci GC (Pospisilova et al., 2013).

Difuzni velkobunéény B Ilymfom (DLBCL) je typ lymfomu s nejvy$Si incidenci.
PFedstavuje asi 30-40% vsech lymfom(, v CR zhruba 45% lymfomu (Ceska et al., 2010).
Patogeneticky se na zakladé genové exprese déli DLBCL do dvou zakladnich podskupin.
DLBCL vychazejici z germinalniho centra — GCB (germinal center B cell) a vychazejici
z aktivovanych B lymfocyttd — ABC (activated B-cell) (Ceska et al., 2010; Jaffe a Pittaluga,
2011). Pro DLBCL je typicka chromozomalni translokace genu Bcl-6 (B cell lymhoma gene
6), leziciho na chromozomu 3 do oblasti genu pro IgH. Produktem genu Bcl-6 je DNA
vazebny TF, ktery se ucastni procesu diferenciace B bunék v GC, vazby protilatek a imunitni
odpovédi. Bcl-6 je dulezity pro vyvoj B bunék v GC, v pozdéjsSich stadiich diferenciace
dochazi k utlumu jeho exprese, coz umozni zrani lymfocytd do stadia plazmatickych bunék
(Abbas et al., 2012). V dusledku ztraty kontroly exprese Bcl-6 genu dochazi k maligni
transformaci B bunék GC. Casté jsou translokace typické i pro folikularni a Burkitt(v lymfom,
tedy t(14,18) a t(8,14) (PospiSilova et al., 2013) (Obr. 13).

Burkittav  lymfom (BL) predstavuje vysoce agresivni B-buné&Cnou neoplazii,
vychazejici z GC a prezentujici se tfemi klinicky odliSnymi variantami: (a) endemickou,
spojenou s infekci EBV (Epstein Barr virus) (vyskyt v oblastech s nizkym socioekonomickym
statusem, pozitivita v 50-70% pfipadu) (Jaffe a Pittaluga, 2011); (b) sporadickou formou BL,
ktera je rozSifena po celém svété a (c) asociovanou s imunodeficity (vyskyt u HIV pacientu).
VSechny tfi formy postihuji pfevazné extranodalni lymfatické tkané a ¢asto i nervovy systém.
Burkittdv lymfom charakterizuji chromozomalni translokace genu c-MYC, lokalizovaného na
chromozomu 8 do oblasti IgH genu na chromozomu 14, pfipadné IgL « a A na chromo-
zomu 2, respektive 22. Timto se gen c-Myc dostava pod kontrolu promotorl genl pro
imunoglobuliny a je konstitutivné exprimovan. C-Myc je transkrip&ni regulator, ktery ovliviiuje
celou fadu procesu v burice a jeho zvySena exprese ma za nasledek nekontrolované

bunécné déleni a maligni transformaci buriky.
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Lymfoplazmocytarni lymfom (LPL)/Waldenstrémova makroglobulinémie (WM) je
lymfoproliferativni onemocnéni s charakteristickou lymfoplazmocytarni klonalni expanzi
a chromozomalni translokaci t(9,14), pfi které dochazi k deregulaci genu PAX5, ktery kéduje
B-bunécny specificky TF (BSAP), ktery v normalnich burikach kontroluje B-bunécnou
proliferaci a diferenciaci.

MnohoCetny  (plazmocelularni)  myelom (MM)  pFedstavuje = onemocnéni,
charakteristické nadorovou expanzi zralych, terminalné diferencovanych plazmatickych
B bunék, produkujicich patologicky imunoglobulin. Typické jsou infiltrace kostni dfené
nadorovymi plazmocyty, prikaz paraproteinu v séru nebo moci a osteolyticka loZiska skeletu,
vznikajici na zakladé série genetickych zmén v burice. Casté jsou translokace genu IgH
s genem pro receptor FGFR3 a s geny pro regulatory bunééného cyklu D1 a D3. Ty vedou
k nadorové transformaci, zménam mikroprostfedi kostni dfené, podporujici rast nadoru
a selhani imunitniho systému. Ig geny vykazuji somatické hypermutace, &imz potvrzuji
puvod z bunék post-germinalniho centra, které migrovaly do kostni dfené a diferencovaly

v plazmatické buriky (Mitchell et al., 2011) (Obr. 13).

1.5.2.3.  Prekurzorové T-bunécné neoplazie z nezralych T bunék

Prekurzorové T-bunéné neoplazie vznikaji z lymfocytarnich prekurzord. Vyvoj
T bunék je =zastaven vraznych ranych intra-thymickych fazich diferenciace, coz je
zpusobeno dysregulaci exprese transkripénich faktort translokacemi.

Akutni lymfoblastova leukémie (ALL)/lymfoblastovy lymfom (LL) vykazuji Casté
chromozomalni aberace, pfedevsim translokace, kterymi se geny TF dostavaji pod vliv genu
kédujiciho TCR bunék. Jsou tak ovlivnény TF, které v normalnich bufkach kontroluji vyvoj
poloviny pacientd. NOTCH je kliC¢ovy pro nasmérovani lymfoidniho progenitoru do T-bunécné
linie, podporuje proliferaci, diferenciaci a pfezivani T prekurzor(d. Mutace genu vedou ke
konstitutivni aktivaci NOTCH1, jejimz dusledkem je maligni zvrat T-bunéénych prekurzor(

(Abbas et al., 2012; PospiSilova et al., 2013). T-ALL/LL vykazuji témé&f vzdy klonalni
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pfeskupeni gent TCR, ale souCasné az v 20% pripadla prezentuji pfeskupeni genu IgH

(Borowitz a Chan, 2008) (Obr. 14).

1.5.2.4. Periferni T-bunéé&né a NK-bunééné neoplazie ze zralych T a NK bunék

Periferni T- a NK-buné&né neoplazie jsou heterogenni skupinou nador, predstavujici
pomeérné vzacna onemocnéni, jez tvofi asi 12% vSech NHL (Jaffe et al., 2008) v zapadnich
zemich a 30% v oblastech vychodni Asie. Antigenni stimulace bakterialnimi &i virovymi
patogeny mlze byt podnétem pro transformaci polyklonalni populace normalnich lymfocyta
na monoklonalni proliferace. Lymfomy vykazuji imunofenotyp zralych, post-thymickych
lymfocytd. Klasifikace je zalozena hlavné na klinickych projevech, €asto doprovazenych
vyraznym zanétlivym infiltratem, coz nékdy ztéZuje prikaz klonality a muze obraz lymfomu
prekryvat. Nevyskytuji se zde specifické mutace.

Vyjimku pfedstavuje Anaplasticky velkobunécny lymfom (ALCL), ktery je tvofen
jednak kozni variantou a jednak systémovym typem ALCL, postihujicim primarné uzliny.
Charakteristickou translokaci, ktera se vyskytuje u Casti ALCL je t(2;5), pfi které se ALK
kindza dostava pod vliv promotoru genu pro nukleofosmin. Vznika tak fuzni protein, ktery se
chova jako konstitutivné aktivni tyrosinkinaza. RozliSuji se dvé biologicky a prognosticky
odlisSné skupiny, definovany jako ALK+ ALCL a ALK- ALCL. Prvni skupina je tvofena
mladSimi pacienty s dobrou prognézou a delSi dobou preZiti. Naproti tomu druha skupina
s ALK- se vyskytuje u pacientd starSiho véku, Casto se manifestuje extranodalnim
postizenim s hor$i prognézou a krat$i dobou preziti (Ceska et al., 2010; Pospisilova et al.,
2013). Pfiblizné 90% pfipadd ALCL ALK+ vykazuje klonalni pfestavbu genu TCR.

Periferni T-bunééné lymfomy, blize nespecifikované (PTCL NOS), jsou nejCastéji se
vyskytujicim typem zralych T lymfomu (Jaffe et al., 2008). Pfedstavuji heterogenni skupinu
primarné nodalnich lymfomu, ktera zahrnuje 5 — 20% vSech NHL v rlznych ¢astech svéta
a které zatim neni mozné dostupnymi metodami, pouzivanymi ve WHO klasifikaci, zafadit do

pfesnéji definovanych jednotek (Weisenburger et al., 2011).
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Obr. 14: Prekurzorové a periferni T-bunééné neoplazie (upraveno dle Jaffe et al.,
2008).

Mezi méné Casté T lymfomy se fadi Angioimunoblasticky T lymfom (AITL), ktery Easto
manifestuje celkovymi pfiznaky, horeékami. Casto dochazi k dysregulaci imunitnich reakci
a vznika v souvislosti s infekci EBV.

T leukémie/lymfom dospélych (ATLL) je T-bunélna neoplazie spojena s infekci
HTLV-1 (Human T cell lymphoma/leukaemia virus type 1), ktery je integrovan do genomu
transformovanych T bunék (Jaffe et al., 2008). Onemocnéni se vyskytuje v karibské oblasti
a vychodni Asii, pfedev8§im v Japonsku, a je charakteristické vysoce agresivnim prubé&hem
(Ceska et al., 2010; Soo et al., 2011). T-bun&&né receptorové geny vykazuji klonalni
prestavbu (Ohshima et al., 2008).

Mezi extranodalni T lymfomy se Fadi Extranodalni NK/T lymfom, nazalni typ
(ENKTCL), coz je vzacngjsi forma lymfomu, nej¢astéji se vyskytujici v asijské oblasti, ktery je
etiologicky spojen s EBV infekci. Postihuje nos, nasofarynx, mékké tkané a nadorovy infiltrat

je doprovazen vyraznymi nekrézami (Soo et al., 2011). NejCetngjSimi extranodalnimi
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lymfomy jsou heterogenni kozni T lymfomy. NejcastéjSi je vyskyt Mycosis fungoides (MF)
a jeho vzacné formy Sézaryho syndromu. Druhou nej€astéjsi skupinou koznich lymfom je

Lymfomatoidni papuléza (LyP) (Ceska et al., 2010) (Obr. 14).

1.5.2.5. Hodgkiniv lymfom (neoplazie z bunék Reedové-Sternberga)

Klasicky Hodgkintv lymfom je nadorové monoklonalni onemocnéni, které predstavuje
asi 30% vsech lymfomu (PospiSilova et al., 2013), které vychazi z B bunék germinalniho
a post-germinalniho centra. Unikatni buné€na kompozice HL (Hodgkindv lymfom) je tvofena
minoritni populaci neoplastickych bunék, mononuklearnich Hodgkinovych buné&k (H buriky)
a polynuklearnich bunék Reedové-Sternberga (RS buriky). Ty uvoliuji faktory, které indukuiji
akumulaci reaktivnich lymfocytd, makrofagl a granulocytl a vytvari tak zanétlivé pozadi
(Mitchell et al., 2011). Na zakladé slozeni okolnich nemalignich bunék se HL ¢&leni do &tyr
histologickych podtypu: (a) bohaty na lymfocyty, (b) chudy na lymfocyty, (c) nodularni
skleréza a (d) smiSena buné&cnost. H-RS buriky obsahuji z 98% monoklonalni pfestavbu
genu pro Ig ajen v ojedinélych pfipadech monoklonaini pfestavbu genu T bunéfného
receptoru (Stein et al., 2008; Pospisilova et al., 2013). U naprosté vétsiny pfipadl podstupuiji
Ilg geny RS bunék jak V(D)J rekombinaci, tak somatickou hypermutaci, coz potvrzuje puvod
bunék z germinalniho a post-germinalniho centra. Nicméné zatim neexistuje vysvétleni, pro¢
u RS bunék klasického HL selhava exprese vétsiny specifickych B buné&nych gena, véetné

lg (Ceska et al., 2010; Mitchell et al., 2011) (Obr. 14).
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2. CILE DIZERTACNI PRACE

2.1. Cilem této prace bylo v prvni fadé zavedeni a optimalizace molekularné-biologické
metody PCR v diagnostice lymfoproliferativnich onemocnéni. Soucasti optimalizaci
bylo vedle zavedeni vlastni PCR, heteroduplexni analyzy a zpusobu separace

produktll a vizualizace vysledku i testovani typu fixace na kvalitu izolované DNA.

2.2.  Hlavnim cilem prace bylo vyuziti zavedené metody pro vilastni diagnostiku
lymfoproliferativnich onemocnéni, a to zvlasté v pfipadech, kdy jsou morfologicka
a imunohistochemicka stanoveni nejednoznacna. Stanoveni spravné diagnoézy je

nezbytnym predpokladem k zahajeni IéCby pacientu.
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3. MATERIAL A METODY
3.1. Priprava tkani, izolace a kvantifikace DNA

3.1.1. Zpracovani bioptického materialu

Témeér vSechny vzorky tkani byly ziskany z biopsii (parafinovych blo¢ku), tedy tkani
fixovanych formalinem a zalitych do parafinu (FFPE, formalin fixed, paraffin-embedded
tissue), vySetfovanych na Ustavu klinické a molekularni patologie Fakultni nemocnice
(UKMP) v Olomouci a ze vzorki, zaslanych na UKMP ktzv. druhému é&teni zjinych
nemocniénich zafizeni v regionu. Pouze ve vyjime¢nych a ojedinélych pfipadech byla
vySetfovana tkan nativni, pfipadné zmrazena.

Genomova DNA (gDNA) byla standardné extrahovana z parafinovych blo¢kl za
pouziti Puregene® DNA isolation Kit (Gentra Systems, Minneapolis, MN). Vzhledem k tomu,
ze vytéznost DNA extrakce je vySSi, provadi-li se z malych fragmentd, z kazdého blo¢ku bylo
na mikrotomu sterilné narfezano pfiblizné 5 fezl (poCet byl stanoven podle velikosti tkané)
5 um silnych, které byly umistény do sterilnich mikrozkumavek Eppendorf (EP). P¥ili§ mnoho
zpracovavané tkané v EP muze paradoxné vést k niz8i vytéznosti extrahované DNA (Hunt,

2007).

3.1.2. Odparafinovani tkané

Do 1,5 ml EP s tkanovymi fezy bylo pfidano 300 pl xylenu k rozpusténi parafinu.
EP byly zvortexovany a inkubovany po dobu 15 min pfi pokojové teploté za stalého
protfepavani na rotatoru (Bio Rotator RS-Multi, BOECO, Némecko). Nasledovalo stoeni EP
na minicentrifuze (MiniSpin, Eppendorf, Némecko) pfi 9000 g po dobu 5 min za vytvoreni
pelety. Poté byl z EP opatrné odpipetovan supernatant a cely proces byl zopakovan jesté
dvakrat, aby byl vzorek tkané dokonale zbaven parafinu. K peletam pak bylo pfidano 300 pl
96% etanolu, EP byly vortexovany a po kratké inkubaci byly centrifugovany pfi 9000 g po

dobu 5 min. Pro dokonalé promyti a odstranéni zbytku xylenu byl tento proces jesté jednou
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zopakovan. Etanol byl z EP opatrné odpipetovan a zbytky etanolu se odpafily ponechanim

otevienych EP po dobu 5 az 10 min pfi pokojové teploté.

3.1.3. lzolace genomové DNA

Do mikrozkumavek s odparafinovanou tkani bylo pfidano 300 ul lyzac¢niho pufru
zizolaéniho kitu a 1,5 pl proteindazy K (zasobni roztok 20 mg/ml; Gentra Systems,
Minneapolis, MN). EP byly umistény do termobloku (Thermo-Shaker, Biosan, Litva) a za
stalého tfepani inkubovany pfes noc pfi 56°C. V pfipadé nedokonalé homogenity byla do
vzorku pfidana proteinaza K a doba inkubace byla prodlouZena. Délka digesce je zavisla na
mnoha faktorech, pfedevsim teploté, pH pufru a v neposledni fadé na typu vySetfovaného
vzorku. Rada studii doklada nutnost dostateéného natraveni tkané, které tak zvysuje kvalitu
vySetfované DNA (Hunt, 2007).

Z homogenniho lyzatu byla kontaminujici RNA odstranéna pfidanim 1,5 yl RNazy A
(zasobni roztok 4 mg/ml; Gentra Systems, Minneapolis, MN) a dukladnym promichanim
obracenim EP pfiblizné 50x%. Po inkubaci pfi 37°C po dobu 15 min byly vzorky ochlazeny na
pokojovou teplotu a do EP bylo pfidano 100 ul protein-precipitacniho pufru. Jednotlivé EP
byly dukladné vortexovany po dobu 20 sekund a inkubovany na ledu 1 min. Poté byly vzorky
centrifugovany pfi 9000 g po dobu 3 min za vytvofeni pelety, obsahujici kontaminujici
proteiny.

Supernatant obsahujici DNA byl velice opatrné prepipetovan do novych, sterilnich
EP, obsahujicich 300 ul izopropylalkoholu. Neé&kolikanasobnym obracenim EP doSlo
k vysraZzeni gDNA. Po centrifugaci pfi 9000 g po dobu 3 min byl opatrné odstranén
supernatant a vytvorena peleta, obsahujici gDNA, byla promyta pfidanim 300 ul 70% etanolu
a prevracenim EP. Poté byly EP znovu centrifugovany pfi 9000 g po dobu 1 min, etanol
opatrné odstranén vylitim tak, aby nedoslo ke ztraté pelety a zbytky etanolu byly odstranény

ponechanim otevienych EP pfi pokojové teploté po dobu 10 min.
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Do kazdé EP bylo napipetovano 20 ul hydratacniho pufru a gDNA byla hydratovana
inkubaci v termobloku pfi 65°C po dobu 60 min. Takto extrahovana gDNA byla ulozena
v lednici pfi 4°C a pfipravena k dalS§imu pouziti. Pro dlouhodobé&jSi uchovani byly vzorky

zamrazeny a uchovavany pfi -20°C nebo -80°C.

3.1.4. Méreni koncentrace a cistoty DNA spektrofotometricky

Z kazdého vzorku byl odebran 1 ul hydratované DNA a pifenesen do novych sterilnich
EP s 24 ul hydrataéniho pufru. Po promichani bylo 20 ul roztoku kazdého vzorku pfeneseno
do 384jamkového panelu spolu s referenénim vzorkem (blankem) o stejném objemu. Na
spektrofotometru POWER Wave XS (BIOTEK®Instruments) byla zméfena absorbance UV-
zareni pfi vinovych délkach 260 a 280 nm. Aromatické struktury bazi DNA specificky
absorbuji svétlo pfi 260 nm, coz odpovida koncentraci a tedy kvantité nukleovych kyselin
v roztoku (OD,gonm), zatimco kontaminujici proteiny absorbuji svétlo pfi 280 nm (Bielawski
et al., 2001; Sambrook et al., 1989; Hunt 2007). Pomér absorbance (OD2g0nm/OD2gonm) j€
mirou Cistoty DNA. Idealni pomér absorbanci je 1,8—2,0 hodnoty nizSi nez 1,75 svédCi pro
obsah kontaminujicich bilkovin, hodnoty nad 2 jsou znamkou pfitomnosti RNA. Kontrola

extrahované DNA byla provedena rovnéz pouzitim kontrolni multiplex PCR (kap. 3.2.2.).

3.2. Vysetreni klonality IgH a TCR

3.2.1. Polymerazova retézova reakce

Metodu polymerazové fetézové reakce (PCR) koncipoval v roce 1983 Dr. Kary B.

Mullis, ktery byl za tento objev vroce 1993 ocenény Nobelovou cenou za chemii.

vvvvvv

pfi extrémné vysokych teplotach) (Hunt, 2007). PCR vyuzZivd dva uméle syntetizované
primery (oligonukleotidy), které jsou komplementarni s hledanou cilovou sekvenci na obou

vlaknech DNA. Primery jsou kratké oligonukleotidové sekvence o délce 15 - 22 bp, které jsou
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navrzeny tak, aby obklopovaly sledovanou sekvenci na DNA, jejiz poCet se napf. pfi 30 PCR
cyklech znasobi 10° az 10° krat. Objev metody PCR zahjil explozi zavadéni molekularné-
biologickych aplikaci, vedoucich k analyze vzork(, které nebylo mozné do té doby vysetfit.
PCR nahradila metody Southern a Northern pfenosu, které byly &asové narocné

a vyzadovaly pro analyzu velké mnozstvi vysoce kvalitnich nukleovych kyselin (Hunt, 2007).

3.2.2. Kontrola integrity DNA pomoci kontrolni multiplex PCR

Pro spravné stanoveni klonality a vylou€eni chybné interpretace vysledkl je zcela
zasadni testovani kvality DNA, zvlasté v pfipadé vysetfeni FFPE tkani. Spatna kvalita DNA
extrahované z FFPE tkani tak muze zabranit amplifikaci IgH a TCR gen( a vést k faleSné
negativnim vysledkim (Groenen et al., 2008). Pro kontrolu integrity a amplifikovatelnosti
DNA, izolované z bioptickych blocku, byla pouzita specialni multiplex PCR kontrolnich genf
(Tab. 3), vytvarejicich zebfik fragmentt o délce 100, 200, 300, 400 a 600 bp (van Dongen
et al., 2003). | kdyz byly kontrolni primery (Biomed-2) navrzeny a validovany pro klonalni
analyzu DNA z nativnich a mrazenych tkani, jsou akceptovany mnoha laboratofemi i pro
FFPE tkané (Groenen et al., 2008). Pro vlastni PCR o objemu 25 pl s 200 ng vySetfované
DNA byla pouzita Thermo-Start Tag DNA Polymeraza podle pokynl( vyrobce (Thermo
Scientific) a cykler T-personal Combi (Biometra, Némecko) nebo Mastercycler gradient
(Eppendorf, Némecko) (preaktivace 95°C 15 min, 35 cykll denaturace 95°C 20 s — annealing

56°C 30 s — elongace 72°C 1 min, finalni elongace 72°C 5 min a zchlazeni na 4°C).

3.2.3. Multiplexni PCR a heteroduplexni analyza pro IgH a TCR geny

VSechny vzorky DNA, uréené k detekci klonality IgH, uvedené v této praci, byly
analyzovany pomoci multiplex PCR dle Biomed-2 (van Dongen et al., 2003). | kdyz pro
analyzu klonalniho pfeskupeni IgH B bunék byla testovana i odstupriovana (nested) PCR dle
praci Wan et al. (1990), Diss et al. (1994), Aubin et al. (1995) a Elenitoba-Johnson et al.

(2000), tato metodika zde neni detailné&ji popisovana.
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Pro stanoveni kompletniho preskupeni IgH gend byla vySetfovana DNA
amplifikovana pomoci tfi sérii primerd VH1, VH2, VH3, komplementarnich k sekvenci
variabilnich oblasti FR1, FR2, FR3 a reverznim primerem JH, komplementarnim k oblasti J
(van Dongen et al., 2003). Konzervované useky FR1-FR3 (Framework 1-—3) jsou
situovany mezi hyper-variabilnimi useky CDR1 — CDR3 (Complementarity-determining
region) (Trainor et al., 1990; Mitha a McGlennen, 2001; Nikiforova et al., 2007; Campo et al.,
2011). Sekvence primerl a velikosti vyslednych PCR produktd jsou uvedeny v Tabulce 3.
Pro vlastni PCR o objemu 50 ul s 200 ng vySetfované DNA byla pouZita Thermo-Start Taq
DNA Polymeraza podle pokynl vyrobce (Thermo Scientific) a cykler T-personal Combi
(Biometra, Némecko) nebo Mastercycler gradient (Eppendorf, Némecko) (preaktivace 95°C
15 min, 35 cykll denaturace 95°C 45 s — annealing 60°C 60 s — elongace 72°C 90 s, finalni
elongace 72°C 10 min a zchlazeni na 4°C).

Pro analyzu klonalniho pfeskupeni TCR T bunék byla rutinné vyuzivana metodika
a primery dle Mitha a McGlennen (2001). Byly testovany a zavedeny ftfi pary primerd. Pro
fetézec TCRy par Vy-Jy a pro fetézec TCRB pary TBD1-J2 a TBD2-J2. Sekvence primeru
a velikosti vyslednych PCR produktl jsou uvedeny v Tabulce 3. Pro viastni PCR o objemu
25 ul s 200 ng vySetfované DNA byla pouzita IMMOLASE™ DNA Polymeraza podle pokyn(
vyrobce (Bioline) a cykler T-personal Combi (Biometra, Némecko) nebo Mastercycler
gradient (Eppendorf, Némecko) (preaktivace 95°C 10 min, 35 cykli denaturace 95°C 20 s —
annealing 58°C 20 s — elongace 72°C 15 s, finalni elongace 72°C 10 min a zchlazeni na
4°C).

K detekci klonality, zaloZzené na metodé PCR, je nutna nasledna analyza PCR
produktu, vedouci k rozliSeni monoklondlnich a polyklonalnich buné&fnych populaci
a vylou€eni pfipadnych falesné pozitivnich vysledkd. Ty mohou vzniknout v dusledku
amplifikace i jen nékolika malo polyklonalnich reaktivnich bunék ve vySetfované tkani

(Langerak et al., 1997; Langerak et al., 2007).
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Tab. 3: Sekvence primeru a velikosti PCR produktu

IgH geny Sekvence
VH1-FR1 5" GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG 3’
VH2-FR1 5" GTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC 3’
VH3-FR1 5" CTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG 3’
VH4-FR1 5" CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG 3’
VH5-FR1 5" CGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT 3’
VH6-FR1 5" TCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG 3’
VH1-FR2 5" CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA 3°
VH2-FR2 5" TGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG 3’
VH3-FR2 5" GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA 3’
VH4-FR2 5" TGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG 3’
VH5-FR2 5" GGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGG 3’
VH6-FR2 5" TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG 3’
VH7-FR2 5" TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA 3’
VH1-FR3 5" TGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA 3’
VH2-FR3 5" CAATGACCAACATGGACCCTGTGGA 3’
VH3-FR3 5" TCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC 3’
VH4-FR3 5" GAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACG 3’
VH5-FR3 5" CAGCACCGCCTACCTGCAGTGGAGC 3’
VH6-FR3 5" GTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTG 3’
VH7-FR3 5" CAGCACGGCATATCTGCAGATCAG 3’
JH cons 5" CTTACCTGAGGAGACGGTGACC 3’
Velikost PCR produktt
VH FR1 - JH 310-360 bp
VH FR2 - JH 250-295 bp
VH FR3 - JH 100-170 bp
TCR geny Sekvence
Vy 11 5 TCT GG(AG) GTC TAT TAC TGT GC 3’
Jy 11 5"CAAGTCTTGTTCCACTGCC 3
TB D1 5" CAA AGC TGT AAC ATT GTG GGG AC 3’
TR D2 5" TCATGG TGT AAC ATT GTG GGG AC 3’
TB J2 5" AGC AC(GCT) GTG AGC C(GT)G GTG CC 3’
Velikost PCR produktu
Vy11-Jy11 70-110 bp
TR D1-Tp J2 55-100 bp
TR D2-TR J2 55-100 bp
Kontrolni geny* Sekvence
100A 5" GCCCGACATTCTGCAAGTCC 3
100B 5" GGTGTTGCCGGGAAGGGTT 3’
200A 5 TGTTGACTCGATCCACCCCA 3’
200B 5" TGAGCTGCAAGTTTGGCTGAA 3’
300A 5" TGCGATGTGGTCATCATGGTG 3’
300B 5" CGTGTCATTGTCGTCTGAGGC 3’
400A 5" CCGCAGCAAGCAACGAACC 3
400B 5" GCTTTCCTCTGGCGGCTCC 37
600A 5" GGAGCAGCATTCCATCCAGC 3’
600B 5" AATACAGGCCGGGTACCTAC 3’

* V kontrolni PCR byly amplifikovany geny TBXAS1(exon 9, produkt 100 bp), RAG1 (exon 2, produkt
200 bp), PLZF (exon 1, produkt 300 bp), AF4 (exon 11, produkt 400 bp) a AF4 (exon 3, produkt 600
bp). VSechny primery byly dodany firmou Generi Biotech.
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Heteroduplexni analyza je rychla, jednoducha metoda, ktera se vyuziva pro rozlieni
monoklonalnich lymfoidnich bunék s identickymi spojovacimi oblastmi (oznaCované téz jako
oblast CDR3) od polyklonalnich lymfoidnich bunék s vysoce odliSnymi spojovacimi oblastmi
(Groenen et al., 2008) (Obr. 15).

Produkty PCR jsou v termocycleru denaturovany pfi teploté 95°C po dobu 5 min
a naslednym rychlym ochlazenim na 4°C po dobu 1 hodiny se vytvofi duplexni formace
(homoduplexy nebo heteroduplexy) (Olaru et al., 2005; Langerak et al.,, 2012). Vzorky
slozené z klonalnich lymfoidnich bunék s pfestavbou genu vytvari po denaturaci a nasledné
renaturaci homoduplexy s identickou rychlosti migrace v gelu béhem elektroforézy (viz kap.
3.2.4.)) a tvofi jeden band v olekavané oblasti. Naproti tomu vzorky, které obsahuji
polyklonalni lymfoidni buné€nou populaci s jednofetézovymi fragmenty tvofi heteroduplexy,
které se na gelu zobrazuji jako smear pomalu migrujicich fragmentl (Gonzalez et al., 1999;
van Dongen et al., 2003; Langerak et al., 2007; Groenen et al., 2008). Obrazky 16 a 17

zobrazuji vysledky PCR reakce (pfeskupeni IgH a TCR) po heteroduplexni analyze.
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Obr.15: Schematicky diagram heteroduplexni analyzy (pfevzato z BIOMED-2).
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Obr. 16: PCR analyza preskupeni IgH gent pomoci tfi sérii primeru (VHFR1, draha
1-7; VHFR2, draha 8-14; VHFR3, draha 15-21). PK, pozitivni kontrola (B lymfom);
NK, negativni kontrola (reaktivni lymfaticka uzlina); draha 5, 12, 19: H,O, negativni
kontrola bez templatové DNA; draha M, vzorek s monoklonalnim preskupenim; draha
P, polyklonalni vzorek; draha 22, DNA marker. Vzorky pacientu byly analyzovany
v duplikatu.

P P PKNK P P PKNK P PPKNKM MPKNK M MPKNK M M PKNK

100 bp
75 bp

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 1617 18 19 20 2122 23 24 25

Obr. 17: PCR analyza pfeskupeni TCR genu pomoci tfi part primert (Vy-Jy, draha 1-4 a 13-16;
TR D1-J2, draha 5-8 a 17-20; TB D2-J2, draha 9-12 a 21-24). PK, pozitivni kontrola (T lymfom);
NK, negativni kontrola (reaktivni lymfaticka uzlina); M, vzorek s monoklonalnim preskupenim; P,
polyklonalni vzorek; draha 25, DNA marker. Vzorky pacientl byly analyzovany duplicitné.

3.2.4. Elektroforéza v agar6zovém a polyakrylamidovém gelu

PCR produkty byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy, ktera patfi
k nejpouzivanéjSim a nejjednodusdSim separaénim technikam. Principem metody je pohyb
molekul DNA (produkti PCR) v elektrickém poli smérem k anodé a to diky zaporné nabitym
fosfatovym skupindm nukleovych kyselin. Pomoci gelové elektroforézy jsou separovany
molekuly DNA na zakladé rozdilnych rychlosti pohybu fragmenti DNA v gelu, které jsou
nepfimo umeérné jejich velikosti (poCtu partd bazi). Elektroforéza se provadi na vhodném
nosici, v tomto pfipadé gelu, ktery vytvari sit polymernich molekul s péry, kterymi rizné velké
fragmenty DNA prochazi rGznou rychlosti, tzn Ze malé fragmenty snaze prochazi gelem,
pohybuji se rychleji a doputuji na gelu dal.

Bé&hem optimalizace vysetieni IgH a TCR klonality byla pouzita elektroforéza v 3%

agarézového gelu (Serva), obsahujiciho ethidium bromid (Amresco). PCR produktu byly
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smichany s nanaSecim pufrem [10x zasobni rotok 40% sacharozy (Sigma) a 0,25%
bromfenolové modfi (Sigma) v50 mM EDTA (pH 8,0, Sigma)], napipetovany do jamek
a separovany pfi konstantnim proudu 90 pfip. 120 V v zavislosti na velikosti elektroforetické
vany (volena podle poctu nanasenych vzorkl). Jako elektrolyt byl pouzit 0,5%x TBE pufr [5%
zasobni roztok 1,1 M TRIS-baze (Sigma), 900 mM kyselina borita (Sigma), 25 mM EDTA
(Sigma), pH 8,3], obsahujici také ethidium bromid. Pro urCeni velikosti PCR produktd byly
naneseny 3 ul markeru HyperLadder V® (Bioline).

Z duvodu kvalitnéjsi separace a vizualizace amplifikovanych produkti PCR (VHFR -
JH pro IgH, Vy11-Jy11, TBD1-TRJ2, TBD2-TRJ2 pro TCR a kontrolni PCR), byla agarézova
elektroforéza nahrazena vertikalni elektroforézou v polyakryamidovém gelu. Do jamek
standardné pfipraveného 6% gelu [zasobni 40% polyakrylamid (Fluka), 20% bisakrylamid
(Promega); 5% TBE (Tris Boratovy EDTA pufr); 10% persiran amonny (Sigma); TEMED
(Promega)] byly pipetovany vzorky smichané s nanasecim pufrem (viz vySe) o celkovém
objemu 15yl a do posledni jamky byly naneseny 3 ul DNA markeru HyperLadder V®
(Bioline). Separace byla provadéna v 0,5x TBE pufru pfi konstantnim proudu 140V za
stalého chlazeni pomoci chladicich podusek v elektroforetické vané o velikosti 2 x 24 jamky

(Cleaver Scientific Ltd, UK).

3.2.5. Zpevnéni, barveni a snimani gelu CCD kamerou

Agardézové i polyakryamidové gely byly puvodné& barveny ethidium bromidem.
Detekce spoCiva v ozafeni gelu ultrafialovym zafenim, pod kterym ethidium bromid,
navazany na DNA, emituje svétlo. Ethidium bromid se do DNA vaze interkalaci, vmezefenim
mezi jednotlivé baze. Vzhledem k tomu, Ze se v8ak jedna o silny mutagen a terratogen, byl
nahrazen fluorescenénim barvicim roztokem GelRed. Vyhodou tohoto barveni neni jen
bezpecnost, ale také vySSi detekCni schopnost barviciho roztoku GelRed (viz kap. 4.1.3.).

PFi pouziti velké elektroforetické vany bylo nutné polyakrylamidové gely pfed dalSi

manipulaci zpevnit promyvanim ve zpevriovacim roztoku (150 ml: 52,5 ml etanol; 7,5 ml
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glycerol; 90 ml ddH,0O) po dobu 40 min. Standardné byly pak gely barveny promyvanim ve
fluorescenénim barvicim roztoku GelRed® (Bioline, USA) [45 ml ddH,0O, 5 ml 1M NacCl,, 15 pl
GelRed® (10 000x zasobni roztok)] po dobu 40 min. Poté byly gely pfeneseny do misky
s ddH,0 a pfipraveny k foceni.

PCR produkty na znaéenych agardézovych a polyakrylamidovych gelech byly
vizualizovany pod UV svétlem (GBox HR-Imaging System, Syngene). Po optimalnim
nastaveni zoomu, Casovace a zaostfeni byly gely snimany pomoci CCD kamery. Snimky

byly zpracovany na PC v programu Microsoft Photo Editor (Microsoft).

3.3.  Imunohistochemické barveni

Soucasti dizertace je prezentace deseti komplikovanych pfipadu, které byly vybrany
ve spolupraci s MUDr. Patrikem Flodrem. Rezy z formalin-fixovanych tkani o tloustce 4 um
byly nabarveny hematoxylin eosinem, PAS (Periodic Acid Schiff) nebo byly pouzity pro
imunohistochemii. Nasledujici monoklonalni protilatky byly pouzity po odhaleni antigen(
pomoci mikrovinné trouby Multifunctional Microwave Histoprocessor (Milestone): Bcl-2 (klon
100; Biogenex), PAX5 (klon 1EW; Leica), CD20 (klon L26; DAKO), CD79a (klon JCB117;
DAKO), Ki67 (klon MIB1; DAKO) a polyklonalni protilatka proti antigen CD3 (# A0452;
DAKO). Pro monoklonalni protilatku CD21 (klon 1F8; DAKO) bylo pouzito odhaleni antigenu
pomoci proteindzy K. EnVision™+Dual Link (DAKO) s diaminobenzidinem (Liquid
DAB+Substrate Chromogen System, DAKO) byl pouzit pro vizualizaci. Barveni CD30 (clone
Ber-H2; DAKO) a pan-cytokeratin protilatkou (clone AE1/AE3; Biogenex) bylo provedeno

v automatu Ventana BenchMark (Ventana Medical Systems).
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4. VYSLEDKY
4.1. Zavedeni metody analyzy klonality IgH a TCR
4.1.1. Extrakce genomické DNA z bioptickych vzorki a vyznam rozdilné fixace tkani
VSechny analyzované klinické vzorky DNA byly ziskany z biopsii, vySetfovanych na
Ustavu klinické a molekularni patologie Fakultni nemocnice v Olomouci. Analyzovana DNA
byla extrahovana z celkového poc¢tu 957 biopsii, z toho bylo 393 miznich uzlin, 128 vzorku
kGze, 40 kostni dfené, 29 mediastina, 28 biopsii zaludku, 21 stfev, 20 pfiusnich Zlaz,
20 vzork( ustni dutiny, 20 hitanu a také nékolik biopsii nosohltanu, mandli, sleziny, Stitné
Zlazy, spojivky, o€nich vicek, prsu, prostaty, mesenteria, dvanactniku, slepého stieva, plic,
jater a kone¢niku. Extrakce DNA byla uspésna v 897 pfipadech, kdy se podafilo izolovat
DNA ruzné kvality v zavislosti na typu, mnozstvi a zplUsobu fixace vySetfované tkané.
V 60 pfipadech, tj. 6,3% celkového poctu biopsii, byla extrahovana DNA degradovana

a tudiz nehodnotitelna.

D S WSS W Gy M G S ) - 100 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 18: PCR analyza kontrolnich genlt z tkani lymfatické uzliny, fixované
raznymi Cinidly (draha 1-2, formalin; draha 3-4, Fine Fix (Bamed, CZ); draha
5-6, chlorid sodny; draha 7-8, etanol) a z uzliny zmrazené (draha 9-10). DNA
z tkané fixované formalinem vykazuje ¢asteénou degradaci a amplifikace je
uspésna pouze u kratsich fragmentu.
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Obrazek 18 ukazuje analyzu kontrolnich gentd DNA, extrahované z parafinovych
blo¢ku za pouziti riznych fixacnich ¢inidel a ze zmrazené tkané. Snimek dokumentuje patrny
rozdil ve velikostech fragmentd DNA izolované z tkané fixované formalinem (draha 1-2),
ktera vykazuje ¢asteCnou degradaci, a DNA, extrahované ze zmrazené tkané (draha 9-10).

V laboratofich se molekularné-biologické stanoveni klonality provadi témér vyluéné
z FFPE tkani. Proto kdyz se naskytla moznost vyzkouset fixaci tkani vakuem (Tissue SAFE,
Milestone), byly pomoci kontrolni PCR testovany DNA extrahované z rGznych vakuové
fixovanych nekroptickych tkani (Obr. 19). Vysledna kvalita DNA byla porovnana s kvalitou
DNA, paralelné extrahovanou ze stejnych tkani, ale klasicky fixovanou formalinem (Obr. 20).
Amplifikované fragmenty DNA vakuovanych vzork( dosahovaly délky 600 bp a vice, oproti

maximalni délce 200 bp u formalin-fixovanych vzorka.

e L R ~--—->—<t—a>—-~i——d-—-ﬂ-—d——l-—l

bl T S S I S S S S [y " " p—" p—" i

1. 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16

Obr. 19: Kontrolni PCR testujici integritu DNA z nekroptickych tkani fixovanych vakuem.
Tkané: draha 1-2, plice; 3-4, lymfaticka uzlina; 5-6, jatra; 7-8, myokard; 9-10, ledvina; 11-12,
mamma; 13-14, prostata; 15-16, lymfaticka uzlina.

200 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1 12 13 14 15 16

Obr. 20: Kontrolni PCR testujici integritu DNA z nekroptickych tkani fixovanych formalinem.
Tkané: draha 1-2, plice; 3-4, lymfaticka uzlina; 5-6, jatra; 7-8, myokard; 9-10, ledvina; 11-12,
mamma; 13-14, prostata; 15-16, lymfaticka uzlina.
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4.1.2. Zavedeni a optimalizace metody PCR k detekci klonality B a T bunék

Pro analyzu klonalniho preskupeni IgH B bunék byla testovana odstuprfiovana
(nested) PCR dle metodiky publikované v pracech Wan et al. (1990), Diss et al. (1994),
Aubin et al. (1995) a Elenitoba-Johnson et al. (2000). Klonalni pfeskupeni IgH u vS8ech
vySetfovanych vzorkl (celkem 544) bylo nakonec analyzovano dle mezinarodné uznavaného
protokolu BIOMED-2 (van Dongen et al., 2003) a pomoci tfi sérii primerd: VHFR1, VHFR2
a VHFR3 (Tab. 3).

Klonalni preskupeni TCR u vSech vySetfovanych vzorkd (celkem 413) bylo provedeno
dle metodiky Mitha a McGlennen (2001) a analyzovano pomoci tfi para primera: Vy-Jy, T

D1-J2 a TR D2-J2 (Tab. 3).

4.1.3. Optimalizace elektroforézy a vizualizace gel

Po testovani a srovnani byl zpoCatku pouzivany 3% agarézovy gel nahrazen
polyakrylamidovym z divodu lepSich rozliSovacich schopnosti, vedoucich k detekci
dominantnich bandl na pozadi smearu (Diss et al., 1994). Pouziti polyakrylamidového gelu
k analyze produktu PCR je upfednostfiovano i v jinych pracech (Gonzales et al., 1999 a Tai
a Peh, 2003). Pfi analyze klonality IgH a TCR je tfeba paralelné vySetfovat fadu vzork( od
stejného pacienta, a proto byla vybrana vysokokapacitni elektroforeticka vana (velikost
2 x 24 jamek). Vzhledem k tomu, Ze pfi manipulaci s takto velkym polyakrylamidovym gelem
o relativné nizké hustoté (6%) hrozi poSkozeni, byl po vyjmuti z elektroforetické vany pfed
barvenim promyvan ve zpevnovacim roztoku (viz Kap. 3.2.5.).

K barveni polyakrylamidovych gelt byl nejprve pouzivan ethidium bromid (Obr. 21).
Byl v8ak nahrazen jednak z davodu bezpecnosti a v neposledni fadé i z davodu kvalitng;si

a snaz8i detekce, netoxickym fluorescencnim barvicim roztokem GelRed (Obr. 22).
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N MPKNK M MPKNKM M PK NK

1. 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 1516 17 18 19 20 21

Obr. 21: Barveni polyakrylamidového gelu ethidium bromidem. Draha 1-12, vzorky B lymfo-
mu s klonalnim preskupenim; draha 15-20, kontrolni PCR nahodné vybranych vzork(; draha
13a21, DNAmarker.

N MPKNK M MPKNKM M PK NK
B 400 bp
300 bp
200 bp

ANy

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 18 19 20 21

Obr. 22: Barveni polyakrylamidového gelu fluorescen¢nim barvicim roztokem GelRed.
Draha 1-12, vzorky B lymfomu s klonalnim pfeskupenim; draha 15-20, kontrolni PCR
nahodné vybranych vzork(; draha 13 a 21, DNA marker.

4.2. Vyuziti PCR analyzy v rutinni diagnostice lymfoproliferativhich onemocnéni
4.2.1. Prehled vSech vysetireni a klonalni pfeskupeni u non-neoplastickych lézi

Z celkového poctu 957 bioptickych vzorkl, bez stanovené definitivni diagnézy, bylo
metodou PCR vySetfeno 544 pfipadd zB bunék (Tab. 4) a 413 z T bunék (Tab. 5).
Soubézné vysetfeni IgH a TCR bylo provedeno u 240 vzork(. Monoklonalita byla zjisténa
u 437 vzork(l (295 z B bunék a 142 z T bunék), zatimco 316 vzorkd bylo definovano jako
non-neoplastické léze, z velké Casti reaktivniho typu (180 zB bunék a 136 z T bunék).
V osmi pfipadech non-neoplastickych vzorkd byl klonalni band detekovan u B bunék (4,4%)

a ve tfech pfipadech (2,2%) u T bunék. Zvlastni skupinu tvofi kompozitni lymfom, kde ve
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Ctyfech vySetfovanych pfipadech byla klonalita detekovana u B i T bunék soucasné.

V pfipadé histiocytického sarkomu byla klonalita definovana pouze v jednom 2z péti

vySetfovanych pripadu.

Tab. 4: Vysledky stanoveni klonality IgH u vySetfovanych entit.

Zkratky Entity IgH+ IgH- n/a* Testovano
B-ALL/LBL E/:\;(;Jr:ﬂ lymfoblasticka leukémie/lymfoblasticky 5 1 3
CLL/SLL Srr:]r%nri]cké lymfocytarni leukemie/malobunécény 8 1 9
LPL Lymfoplazmocytarni lymfom 3 3
SMZL Lymfom z margindlni zény splenicky 2 2
NMZL Lymfom z marginalni zény nodalni 4 4
MALT Lymfom z marginalni zény extranodalni 54 2 3 59
PCL Plasmocelularni/mnohocetny myelom 5 1 6
FL Folikularni lymfom 46 6 4 56
MCL Lymfom z plastovych bunék 4 4
DLBCL Difuzni velkobuné&ény B lymfom 51 14 3 68
PBL Plasmablasticky lymfom 1 1
THRLBCL DLBCL bohaty na T buriky/histiocyty 4 4 8
BL Burkittlv lymfom 2 2
LyG Lymfomatoidni granulomatéza 1 1
LB-NS B-buné&ny lymfom NS 35 2 2 39
cHL Klasicky HodgkinGv lymfom 13 16 1 30
235 46 14 295
CL Kompozitni lymfom” 4 4
HS Histiocyticky sarkom 1 1 2
T-bunécné neoplazie 61 2 63
Non-neoplastické léze 8 159 13 180
248 267 29 544

* nehodnotitelné, Zadny PCR produkt

# kompozitni lymfom, pozitivita pro klonalni IgH i TCR (viz Tab. 5)
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Tab. 5: Vysledky stanoveni klonality TCR u vySetfovanych entit.

Zkratky Entity TCR+ TCR- n/a* Testovano
T-LBL T-lymfoblasticka leukemie/lymfoblasticky lymfom 2 1 3
ANKL Agresivni NK leukemie 1 1
ENKTCL Extranodalni NK/T lymfom, nazalni typ 3 1 4
EATL T-lymfom spojeny s enteropatii 1 1
MF Mycosis fungoides 13 8 5 26
ALCL ALK+ Anaplasticky velkobun&cny lymfom ALK pozitivni 11 2 1 14
ALCL ALK- ,:gsgtliz\a;tiicky velkobunéény lymfom ALK 1 1 5
PTCLU Periferni T lymfom, blize nespecifikovany 46 9 7 62
AITL Angioimunoblasticky T lymfom 3 4 1 8
TL T lymfoptoliferace, NOS 8 3 11
LyP Lymfomatoidni papuléza 1 6 1 8
posuToL P IOT DS Ty 1 :
T-LGL T-velkobuné&na granularni leukemie 1 1
90 36 16 142
CL Kompozitni lymfom” 4 4
HS Histiocyticky sarkom 3 3
B-bun&éné neoplazie 6" 119 3 128
Non-neoplasticka léze 3 121 12 136
103 279 31 413

* nehodnotitelné, Zadny PCR produkt
# kompozitni lymfom, pozitivni pro pfeskupeni IgH i TCR (viz Tab. 4)

“ DLBCL bohaty na T buriky/histiocyty a klasicky Hodgkinav lymfom, kazdy po tfech vzorcich klonalné
pozitivnich TCR
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4.2.2. Analyza klonalniho preskupeni IgH B bunék

B lymfomy byly rozdéleny podle WHO klasifikace do Sestnacti skupin (Tab. 4,
Obr. 23). Z celkového pocétu 295 diagnostikovanych malignich lymfomd bylo klonalni
preskupeni detekovano ve 235 pfipadech (79,7%). Ctrnact malignich pfipadd bylo
nehodnotitelnych z davodu nevytvofeni PCR produktu, coz predstavuje 4,7%stanoveni.
(viz Tab. 4). Ze 128 vzorku soucasné vySetfovanych na klonalitu T bunék byl monoklonalni
band detekovan u klasického Hodgkinova lymfomu a u difuzniho velkobunééného B lymfomu

bohatého na T buriky/histiocyty (tfi pfipady u obou entit).

P P MMPKNK PP M MPKNK P P M M PK NK

. 100 bp

= 100 bp
1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Obr. 23: PCR analyza preskupeni lgH gend pomoci tfi sérii primert (VHFR1, draha
1-6; VHFR2, draha 7-12; VHFR3, draha 13-18). PK, pozitivni kontrola (B lymfom);
NK, negativni kontrola (reaktivni lymfaticka uzlina); draha 1, 2, 7, 8, 13, 14:
Antigenni stimulace (tkan tlusté stfevo); draha 3, 4, 9, 10: Lymfom z B bunék
marginalni zény MALT-typu (tkan plice); draha 19, DNA marker. Vzorky pacientu
byly analyzovany v duplikatu.

4.2.3. Analyza klonalniho preskupeni TCR T bunék

Ve skupiné T lymfomu bylo vySetfeno tfinact typt (Tab. 5, Obr. 24 a 25). Ze 142
pfipadd malignich lymfomd bylo klonalni pfeskupeni detekovano u 90 z nich (63,4%).
Sestnact pfipadii bylo nehodnotitelnych, coz predstavuje 11,3% (viz Tab.5). Zadny

z vySetfovanych T lymfom0 nebyl pozitivni na IgH klonalitu.
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100 bp
75 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Obr. 24: PCR analyza preskupeni TCR gend pomoci tfi part primert (Vy-Jy,
draha 1-6; Tp D1-J2, draha 7-12; Tp D2-J2, draha 13-18). PK, pozitivni
kontrola (T lymfom); NK, negativni kontrola (reaktivni lymfaticka uzlina);
draha 1, 2, 7, 8, 13, 14: Periferni T lymfom, NOS (tkan Iymfaticka uzlina),
pozitivita gama i beta retézcl TCR; draha 3, 4, 9, 10, 15, 16: Hyperplazie.
Antigenni stimulace (tkan - lymfaticka uzlina); draha 19, DNA marker. Vzorky
pacientll byly analyzovany v duplikatu.

P P MM PKNK P P P P PKNK P P P P PK NK

_— — e 100 bp

— 75 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 1314 15 16 17 18 19

Obr. 25: PCR analyza preskupeni TCR genu pomoci tfi part primert (Vy-Jy,
draha 1-6; Tp D1-J2, draha 7-12; Tp D2-J2, draha 13-18). PK, pozitivni kontrola
(T lymfom); NK, negativni kontrola (reaktivni lymfaticka uzlina); draha 1, 2, 7, 8,
13, 14: Pseudolymfom T (tkan kuze); draha 3, 4, 9, 10, 15, 16: Lymfom maligni
T rfady (tkan plice), pozitivita gama retézct TCR; draha 19, DNA marker. Vzorky
pacientt byly analyzovany v duplikatu.

4.3. Histologicka a molekularni analyza problematickych pripadt

RozliSeni mezi reaktivnimi, atypickymi a neoplastickymi lymfoproliferacemi je Casto
problematické. Kazdy konkrétni pfipad by mél byt hodnocen v klinickém, patomorfologickém
a imunofenotypickém kontextu (imunohistochemie a/nebo imunoflowcytometrie) a v pfipadé
potfeby také s pomoci molekularni analyzy. V nasledujici ¢asti je popsano 10 naroénych
pfipadu, kdy analyza preskupeni IgH a TCR gend metodou PCR vyznamné pfispéla
ke stanoveni spravné diagnozy (Obr. 26, Obr. 27).
Pripad 1. Atypicka folikularni hyperplazie lymfatické uzliny

Mlady muz ve véku 26 let byl vySetfovan pro zvétSené Iymfatické uzliny.
V histologickém vysSetfeni byla patrna dominantni hyperplazie kortexu se splyvajicimi

nepolarizovanymi folikuly a vysoka denzita makrofagd s Flemmingovymi télisky, bez znamek
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transformace zarodecnych center. Zarodec¢na centra vykazovala negativitu Bcl-2 a expanzi
i alteraci sité folikularné-dendritickych bunék (CD21 a CD23 pozitivni) (Obr. 26a-b). Byla
detekovana klonalni prestavba IgH (VHFR1-3). Atypicka folikularni hyperplazie s prikazem
klonalni prestavby IgH je spojena s vySSim relativnim rizikem rozvoje non-Hodgkinského
lymfomu.

Pripad ¢. 2. Hyperplazie parakortexu lymfatické uzliny

Mlady muz (23 let) s lymfadenopatii. Ve vySetfené lymfatické uzliné byla vyjadfena
dominujici expanze parakortexu (viz specialni barveni PAS) véetné CD3 pozitivnich
T lymfocytl, histiocytll a interdigitujicich dendritickych bunék bez tvorby epiteloidnich
granulom( (Obr. 26¢-d). Sekundarni lymfatické folikuly byly polarizované, bez jakychkoliv
morfologickych znamek alterace. Analyza TCR gend pomoci PCR neprokazala klonalni
prestavbu.

Pripad ¢. 3. Lymfomatoidni granulomatéza

Histologické vySetfeni koZniho tumoru 55letého muze ukazalo velmi denzni lymfoidni
infiltraci s akcentovanou vaskularizaci a disperzné pfitomnymi burikami, pfipominajicimi
Hodgkinovy a Reed-Sternbergovy buriky (HRS-like burky), které nemély tendenci
k seskupovani. Morfologicky obraz typicky pro extranodalni lymfom z B bunék marginalni
zony nebyl vyjadren, pfiemz pfitomné HRS-like buriky byly pozitivni CD20, PAX5, CD30
a Ki67 (Obr. 27a-d). Prikaz klonalni pfestavby IgH (VHFR1, VHFR2, VHF3) potvrdil
diagnézu lymfomatoidni granulomatozy.

Pripad €. 4. Extranodalni lymfom z B bunék marginalni zény MALT typu (MALT lymfom)

Malé mnozstvi dodaného materialu bylo v tomto pfipadé zasadnim limitujicim
faktorem pro stanoveni spravné diagndzy. Biopticky material muze (53 let) se suspekci na
zanét Zaludecni sliznice obsahoval denzni infiltraci centrocytoidni a monocytoidni morfologie,
ktera exprimovala CD20, PAX5 (Obr. 26e-f), CD43 a v malé mife Ki-67 (cca 5-10%
nadorovych bunék). Pouze v jediném sekundarnim lymfatickém folikulu byla patrna inicialni
kolonizace. Pro korektni diagnoézu byla v tomto pfipadé krucialni pravé klonalni prestavba

IgH (VHFR1, VHFR2, VHF3).
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Pripad ¢. 5. Soucasny vyskyt prostatického adenokarcinomu a MALT lymfomu

Doprovodna lymfoidni infiltrace je béznym ,reaktivnim® jevem, ktery doprovazi témér
v8echny invazivni epitelové neoplazie, avSak v pfipadé velmi vysoké denzity je na misté
vyloucit pfitomnost lymfomu. V prostatické tkani 68letého muze byla zjisténa CD20 pozitivni
(Obr. 26g) a PAX5 pozitivni téméFf monomorfni lymfoidni infiltrace s predominantni
centrocytoidni a monocytoidni morfologii, ktera byla zastiZzena spolu s acinarnim
adenokarcinomem Gleason grade 5 (prukaz pancytokeratinu, Obr. 26h). Neoplasticka B-
lymfoidni populace vykazovala Sifeni mezi Zlazkami prostatického karcinomu (bez jejich
infiltrace/destrukce). Proliferaéni index Ki-67 byl velmi nizky (cca 5% nadorovych lymfoidnich
bunék). Prikaz klonalni pfestavby IgH (VHFR1, VHFR2, VHF3) podpofil diagnézu
koexistence MALT lymfomu.

Pripad ¢. 6. Klasicky Hodgkin(v lymfom bohaty na lymfocyty (cHL)

Pfedmétem vySetieni byla zvétSena lymfaticka uzlina u 49letého muze. Pfi malém
zvétSeni méla uzlina vagné nodularni strukturu, s dominujicimi malymi lymfoidnimi burikami,
¢etnymi polarizovanymi B folikuly a expanzi parakortexu. Pouze disperzné byly pfitomny
velké buriky HRS morfologie, které byly CD30 (Obr. 26i-j) a PAX5 pozitivni a vykazovaly
nepfesveédCivou pozitivitu CD15 a negativitu LMP1. Byla zvazovana nenadorova antigenni
stimulace, av3ak monoklonalni pFestavba IgH potvrdila spravnou diagndézu klasického
Hodgkinova lymfomu bohatého na lymfocyty (cHL).

Pripad ¢. 7. Difuzni velkobunécny B lymfom s TCR ,crosslineage infidelity“

76letému muzi byl chirurgicky odstranén objemny tumor tenkého stfeva. Nadorova
tkan byla tvofena zejména imunoblasty (CD20, PAX5 a MUM1/IRF4 pozitivni) a pouze
disperzné malymi T burikami, které byly CD3, CD5, CD4, CD8 a CD56 pozitivni (Obr. 26k-I).
ProliferaCni index Ki-67 v B-neoplastické populaci pfesahoval 80%. Morfologicky vzhled
neodpovidal kompozitnimu lymfomu a histologicky nalez byl uzavien jako DLBCL NOS non-
GCB-like. ProtoZe byla detekovana klonaini pfestavba jak IgH (VHFR1, VHFR2, VHF3), tak
TCRB (TRD1-TRJ2 a TRD2-TRJ2), byla soucasti konecné diagnézy informace o pseudo-

klonalité a ,crosslineage infidelity*“.
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Obr. 26: Morfologické a imunohistochemické znaky vybranych problematickych pfipadu.
a-b) pfipad 1 - atypické folikularni hyperplazie lymfatické uzliny;

c-d) pfipad 2 - hyperplazie parakortexu lymfatické uzliny;

e-f) pfipad 4 - extranodalni lymfom z B bunék marginalni zény MALT typu;

g-h) pfipad 5 - soucasny vyskyt prostatického adenokarcinomu a MALT lymfomu;
i-j) pfipad 6 - klasicky Hodgkintv lymfom bohaty na lymfocyty;

k-1) pfipad 7 - difuzni velkobuné&&ny B lymfom s TCR ,crosslineage infidelity“;
m-n) pfipad 8 - agresivni leukemie z NK bunék;

0-p) pfipad 10 - velkobuné&¢ny B lymfom bohaty na T lymfocyty a histiocyty. HE,
hematoxylin a eosin; pan-CK, pan-cytokeratin.

ZvétSeni 40x (a-c), 200x (d, g, h, k, I, m, o, p) nebo 400x (e, f, i, j, n).
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Pripad ¢. 8. Agresivni leukemie z NK bunék

36lety muz se suspekinim hematologickym onemocnénim podstoupil trepano-
biopticky odbér. Kostni dfen vykazovala morfologii ,packed-marrow” s difuzni infiltraci
stfredné velkymi a velkymi lymfoidnimi bunkami, které vykazovaly pozitivitu pouze CD3
(cytoplazmaticky) (Obr. 26m-n) a CD56 (membranové) a negativitu CD5, CD7, CD4, CDS,
CD10, CD30, CD57, TIA-1, granzym B a perforin. Pfestavba TCR (Vy11-Jy11, TBD1-TRJ2
a TBD2-TRJ2) nebyla prokazana, coz podpofilo ,germline“ konfiguraci TCR genu u agresivni
leukemie z NK-bungék.
Pripad ¢. 9. CD20 a CD79a negativni difuzni velkobunécény B lymfom

Histologickym vySetfenim tumoru jater u muze (69 let) byla zjiSténa velmi denzni
lymfoidni infiltrace s frakci velkych lymfoidnich bunék. Tato velka lymfoidni populace byla
CD30, MUM1/IRF4 a pouze v jediném fadové specifickém markeru PAX5 pozitivni. Markery
CD20 i CD79a byly negativni, stejné jako vSechny T-specifické znaky. Ki-67 bylo pozitivni
ve vice nez 90% nadorovych bunék (Obr. 27e-h). Klonalita TCR nebyla pfitomna, avSak
monoklonalita pfestavby IgH potvrdila diagnézu DLBCL.
Pripad ¢. 10. Velkobunécény B lymfom bohaty na T lymfocyty a histiocyty (THRLBCL)
72letému muzi byl diagnostikovan objemny tumor plice. Nadorova tkan obsahovala
dominujici populaci malych lymfoidnich T bunék (CD3 a CD5 pozitivnich) s pfimési histiocytu
(CD68 pozitivni) a pouze disperzné jednotlivé velké lymfoidni buriky bez tendence ke
shlukovani. Tyto velké lymfoidni bufiky nabyvaly zejména centroblastického vzhledu a pouze
mala Cast vykazovala aneu- a polyploidni morfologii jader. Velké B bunky byly CD20, Ki-67
(Obr. 260-p), PAX5 a MUM1/IRF4 pozitivni. Monoklonaini pfestavba IgH podpofila diagn6zu

velkobunééného B lymfomu bohatého na T lymfocyty a histiocyty.
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Obr. 27: Morfologické a imunohistochemické znaky lymfomatoidni granulomatézy
(a-d; pfipad 3) a CD20/CD79a negativniho difuzniho velkobuné&éného B lymfomu
(e-h; pfipad 9). HE, hematoxylin a eosin.

ZvétSeni 200x (g) nebo 400x (a-f, h).
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5. DISKUZE

VétSina hemato-onkologickych pfipadl, vySetfovanych v Laboratofi klinické
a molekularni patologie, byly vzorky bioptické. FFPE tkané pfedstavuji hlavni zdroj pro
analyzu klonality IgH a TCR i pfes to, ze formalin zpUsobuje fragmentaci DNA (Miettinen
a Lasota, 1997; Ramasami et al., 1992; Zhou et al., 1999; Srinivasan et al., 2002; Kusic
et al., 2003, Gurbity et al., 2003) a extrakce z nativni Ci mrazené tkané vykazuje kvalitn&jsi
DNA i vySSi vytéznost (Vanasse et al., 1999; Gleissner et al., 2000; Child et al., 2001).
Naopak vyhodou FFPE tkané je moznost dlouhodobé archivace a opakovaného vySetfeni.
Integrita DNA extrahované z parafinovych blo¢ku a jeji amplifikovatelnost pomoci PCR je
ovlivnéna celou fadou faktoru, jako je tloustka tkané, typ fixacniho cCinidla, ¢as fixace, délka
archivace pred analyzou, pouzitda metoda pro extrakci DNA a vliv inhibitord PCR (Alaibac
etal., 1997; Sato et al., 2001; van Dongen et al., 2003). U vzorkl, uréenych k detekci
klonality IgH, kde je DNA fragmentovana a vykazuje amplifikaci pouze 200 nebo dokonce
100 bp a 100 bp v pfipadé detekce klonality TCR gen(l, nemusi dojit k amplifikaci cilovych
sekvenci, coz muze potencialné vést k faleSné negativnimu vysledku. Z toho ddvodu je
nezbytné nutné ovéfit kvalitu, integritu a amplifikovatelnost fragmentd DNA extrahovanych
z FFPE uzitim mnohocetné PCR kontrolnich gend (van Dongen et al., 2003; Olaru et al.,
2005; Venkatraman et al., 2006; Langerak et al., 2007; Burack et al., 2010; Langerak et al.,
2012). Burack et al. (2010) ve své praci uvadi vysledky vySetfeni folikularniho lymfomu
z FFPE s uspésnosti asi 50% na rozdil od analyzy folikularniho lymfomu z nativni tkang, kde
bylo dosazeno 90% uspésSnosti. V praci Nikiforova et al. (2007) byl porovnavan zachyt
detekce pomoci PCR u mrazenych tkani a tkani FFPE s uspéSnosti 78%, respektive 66%.
Z celkového poctu 957 biopsii, analyzovanych v této praci, byla DNA zcela degradovana
v 60 pfipadech (6.3%), a proto nebyl ziskan zadny produkt PCR. Zajimavou variantou fixace
pro kratkodobé uchovani struktury tkani i kvality nukleovych kyselin je pouziti vakua.
V nasich testovanych nekroptickych vzorcich nebyla kvalita DNA u zadné z vakuové

stabilizovanych tkani kompromitovana, na rozdil od klasického zpusobu fixace formalinem.
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DalSim davodem, pro¢ neni mozné dosahnout 100% uspésnosti detekce klonality IgH
a TCR genu je heterogenita cilové DNA sekvence. K dosazeni co nejvy$Si homologie se
vyuziva PCR reakce se sérii primer (van Dongen et al., 2003). Negativni vysledky mohou
byt také zplsobeny aberantni konfiguraci IgH gen(, ktera vznika CasteCnym nebo
nekompletnim pfeskupenim genovych segmentl (Segal et al., 1994; Bassing et al., 2002)
a chromozomalnimi translokacemi, zahrnujicimi zarode¢né genové segmenty JH na
chromozomu 14 (Venkatraman et al., 2006; Nikiforova et al., 2007). Chromozomalni
translokace, které zamezi pfeneseni V a J segmentl do takové vzdalenosti, aby mohla byt
DNA amplifikovana, vedou k faleSné negativnim vysledkim, podobné jako Castecné
preskupeni DJ segmentt (Mederois a Carr, 1999).

Uspésnost detekce preskupeni IgH je ovlivnéna typem maligniho lymfomu
a plvodem bunék, z nichz tyto lymfomy vychazeji (Elenitoba-Johnson et al., 2000; Messier
et al., 2003). Nejvyssi procento uspésnosti detekce metodou PCR bylo dosazeno v pfipadé
malignich lymfom0 odvozenych z naivnich lymfocytd (napf. lymfomu z plastovych bunék),
oznacovanych jako naivni B buriky pre-germinalniho centra (Evans et al., 2007). Tyto burky
exprimuji nemutované variabilni oblasti gent (Klppers et al., 1999; Thériault et al., 2000),
pfipadné vykazuji nizkou hladinu mutace (Mederois a Carr, 1999). V pfipadé lymfomu
z plastovych bunék byla uspésnost nasi detekce 100%, stejné vysledky uvadi v praci Segal
et al. (1994) a Nikiforova et al. (2007) (100%, respektive 95%). Téméfr z 90% byla u nas
uspésna detekce chronické lymfatické leukemie/malobunééného lymfomu, podobné jako ve
vySe zmifilovanych pracich (90%, respektive 100%).

Pfeskupeni genovych segmentl slouzi jako marker B a T bunécné klonality, na
zakladé kterého je mozné rozliit reaktivni a neoplastickou proliferaci (Lorenzen et al., 1994;
Benhattar et al., 1995). Pfeskupeni je proces, ktery predchazi neoplastické transformaci,
proto vSechny dcefinné buriky maji identickou rekombinaci Ig a TCR genovych subgenu
(Medeiros a Carr, 1999; Groenen et al., 2008). Nicméné pfeskupeni nemusi vzZdy znamenat
malignitu a naopak, absence pfeskupeni nemusi vZdy znamenat benigni proces. Pfikladem

jsou lymfomy, které vznikaji zlymfocytll vranych fazich maturace pfed procesem
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rekombinace, a které nemaji jeSté preskupené Ig a TCR geny. To vysvétluje, pro€ nelze
detekovat preskupeni genovych segmentl u nékterych skupin malignich lymfomu, napf.
u anaplastického velkobuné&ného lymfomu (Mederois a Carr, 1999; Langerak et al., 2007).
Na druhou stranu monoklonalni pfeskupeni muze byt detekovano u pacientd s narusenym
imunitnim systémem (napf. pfi posttransplantaénich stavech a v pfipadech ziskaného
imunodeficientniho syndromu) (Locker a Nalesnik, 1989). V praci Thériault et al. (2000) je
prezentovana detekce klonalniho pfeskupeni IgH ve 3% a pfeskupeni TCR v 9% pfipadu
v lymfoidnich infiltratech klinicky a imunohistologicky reaktivnich. Vétdinou se jednalo
0 pacienty s imunodefientnim onemocnénim.

DalSi skupinou jsou neoplazie, vychazejici z pamétovych bunék, diferencovanych
v germinalnich centrech folikull sekundarnich lymfoidnich organt (Kippers et al., 1999)
a které vykazuji somatické hypermutace variabilnich oblasti gend (GC a post-GC pamétové
B buniky) (Segal et al., 1994; Inlay a Xu, 2003; Gurbity et al., 2003). Tyto neoplazie vykazuji
nizSi uspésnost detekce klonality metodou PCR v dusledku chybného nasedani primerQ
(Thériault et al., 2000; van Dongen et al., 2003; Messier et al., 2003; Olaru et al., 2005).
PFicinou stanoveni faleSné negativniho vysledku muaze byt pfitomnost zmifovanych
somatickych mutaci JH oblasti genu (Aubin et al., 1995; Child et al., 2001).

Ve skupiné lymfom0 GC byla v pfipadé folikularniho lymfomu Uspésnost nasi detekce
82%, coz je srovnatelné s pracemi Nikiforova et al. (2007), kde je uvedena 78% Uspé&Snost,
dale Bagg et al. (2002) uvadi 67%, Tai a Peh (2003) 60,7% a Segal et al. (1994) 82%.
U difuzniho velkobunécného B lymfomu bylo dosazeno niz§iho procenta detekce (75%),
ov8em Nikiforova et al. (2007) uvadi jesté niz8i hodnotu 31% a Tai a Peh (2003) 54,3%. Ve
skupiné difuzniho velkobunéfného B Ilymfomu, bohatého na T bunky/histiocyty byla
uspésnost detekce 50%. PFi¢inou muze byt jednak klonalni pfeskupeni Ig genu, nesoucich
vysoky pocCet somatickych mutaci, tak intraklonalni diverzita bunék germinalniho centra
(Kanzler et al., 1996).

Limitujicim faktorem uspéSné analyzy muze byt také maly pocet rozptylenych

B bunék na pozadi velkého mnozstvi polyklonalnich reaktivnich bunék, které mohou
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pfekryvat monoklonalni populaci (Segal et al., 1994; Seitz et al., 2000; Child et al., 2001;
Venkatraman et al., 2006; Hebeda et al., 2009). Senzitivita detekce klonality byla nejnizsi
(43,3%) v pfipadé Hodgkinova lymfomu. Dlvodem je vyskyt malého mnoZstvi rozptylenych
neoplastickych bunék, osidlujicich oblast s hojnym zastoupenim nemalignich bunék rliznych
typu, které vytvari pozadi polyklonalniho signalu a také z dlvodu vysokého poctu
somatickych mutaci variabilnich oblasti genu. Timto se zvySuje pravdépodobnost, Ze jedno
nebo i vice vazebnych mist primeru je natolik zménéno, ze je PCR neproduktivni (Medeiros
a Carr, 1999; Evans et al., 2007; Burack et al., 2010). To vysvétluje, pro€ pokusy detekovat
klonalni preskupeni antigennich receptord DNA, extrahované z celkové tkané, selhava ve
vice nez 50% pfipadl Hodgkinova lymfomu. Dalezitym krokem analyzy Hodgkinova lymfomu
je vyuziti heteroduplexni analyzy, jak ve své praci uvadi Burack et al. (2010), ktera redukuje
interferenci na pozadi polyklonalnich bunék a umozriuje detekovat méné nez 5% klonalni
populace.

Ve skupiné B-bunécnych lymfom( bylo detekovano preskupeni TCR u 6 pfipadu
(4,7%) z celkového poctu 128 vzorkl, vySetfovanych na B a T klonalitu. Pfitomnost
pfeskupeni TCR genu v B-bunéCnych lymfomech a preskupeni IgH v T-bunécénych
lymfomech je oznaCovano jako ,lineage infidelity“. Tyto pfipady se Castéji vyskytuji
u neoplazii, odvozenych z prekurzorovych B a T buné&k a méné &asto u neoplazii ze zralych
lymfoidnich bunék (Medeiros a Carr, 1999; Bagg, 2006). Pfedpoklada se, ze nezralé
prekurzory leukemii/lymfomu jsou neoplasticky transformovany v ranych vyvojovych stadiich,
kdy jsou aktivni rekombinaéni komplexy, podilejici se na rekombinace antigennich receptord,
v€etné RAG (Bagg, 2006). Tuto hypotézu podporuje existence podobnych strukturalnich
konfiguraci a spole€¢nych rekombinazovych enzymda, uc€astnicich se aberantné preskupeni
IgH a TCR genu ve stejné burice (Tai a Peh, 2003; Tai a Peh, 2003).

NejvysSi uspésnosti detekce amplifikace metodou PCR ve skupiné T-bunécnych
lymfomG bylo dosazeno u anaplastického velkobunééného lymfomu ALK" (téméF 80%),
v pfipadé periferniho lymfomu, blize nespecifikovaného 74% a T lymfoproliferace, blize

nespecifikované témér 73%. Zachyt klonality u Mycosis fungoides byl pouze 50%
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a pravdépodobné zavisi na pocCtu malignich bunék ve vySetfované tkani. NejnizSi pocet
klonalnich pfeskupeni (12,5%) byl detekovan v pfipadé lymfomatoidni papulosy.
Lymfomatoidni papuléza pFedstavuje neobvyklé kozni T-buné&né proliferace s klinickym
benignim pribéhem, ale s histologickymi rysy pfipominajicimi maligni lymfomy (Whittaker et
al., 1991; Steinhoff et al., 2002). Je znamo, ze nékteré klinicky benigni proliferace mohou mit
klonalni pivod, jako v mnoha pfipadech CD8+ T-bunécéné lymfocytosy, benigni monoklonalni
gamapatie nebo benigni kozni T-bunééné lymfoproliferace (van Dongen et al., 2003).
Selhani detekce dominantniho klonu nemusi v mnoha pfipadech odrazet absenci klonalniho
onemocnéni, ale mize byt zplsobeno biologickymi a/nebo technickymi pfi¢inami (Steinhoff
et al., 2002). Lymfomy koznich bunék velice ¢asto obsahuji velké mnozstvi polyklonalnich
reaktivnich bunék a jen malé mnozstvi atypickych lymfoidnich bunék, coz mize redukovat
intenzitu signalu monoklonalniho preskupeni v T-bunétné populaci a velmi malé klony
mohou byt pod hladinou detekovatelnosti (Trainor et al., 1991; Thériault et al., 2000; Child
etal.,, 2001; Steinhoff et al., 2002). Nékteré genetické aberace, jako jsou delece
pfeskupenych TCR genl, a nebo klonalni expanze, k niz doslo pfed TCR pfeskupenim,
mohou vysvétlovat absenci dominantnich TCR (Chott et al., 1996).

Diky extrémné vysoké senzitivit¢ metody PCR se mohou detekovat i malé klonalni
populace v non-neoplastickych infiltratech, coZ je interpretovano jako pseudoklonalita
v pfipadé benigni proliferace (Elenitoba-Johnson et al., 2000; Bagg, 2006). Ve velké
aruznorodé skupiné nodalnich a extranodalnich lymfoproliferativnich [ézi s vétSinou
reaktivnimi zmé&nami bylo detekovano klonalni pfeskupeni v 11 pfipadech (3,2%). S cilem
snizeni rizika této faleSné pozitivity se pro rozliSeni monoklonalnich, oligoklonalnich nebo
polyklonalnich PCR produktu, které mohou vzniknout v disledku amplifikace i jen nékolika
malo polyklonalnich reaktivnich bunék ve vySetfované tkani, vyuziva heteroduplexni analyza
(Langerak et al., 1997; van Dongen et al., 2003 Langerak et al., 2007). Pouzitim
heteroduplexni analyzy se zvySuje moznost zachytu a zobrazeni malych bunécénych klonl na

pozadi silného polyklonalniho signalu (Burack et al., 2010).
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V recentni studii pfedklada Hartmann et al. (2013) vysledky retrospektivni analyzy
velkého souboru pfipadl, 1862 vySetfeni lokusu IgH a 1527 vySetfeni T-bunécného
receptorového lokusu gama. Studie potvrdila vyznam pouziti protokolu Biomed-2 pro
vySetfeni FFPE tkani a je srovnatelna s vysledky predkladané dizertacni prace. B-bunécné
lymfomy ze zralych B bunék vykazovaly klonalni pfeskupeni v 83% hodnotitelnych vzorku
a nejvyssi frekvence byla detekovana u lymfomu z plastovych bunék a Burkittova lymfomu.
Klonalni pfeskupeni u bunék vychazejicich z germinalniho nebo post-germinalniho centra
(folikularni lymfom a difuzni velkobunéény B lymfom) bylo pozitivni v 83% pfipadu.
Monoklonalni preskupeni bylo detekovano u 85-95% dalSich nizce malignich lymfom(
(lymfocyticky lymfom/leukemie, lymfom z marginalni zény, lymfoplazmocytarni lymfom). Tak
jako v naSich stanovenich (3 pfipady), bylo detekovano klonailni pfeskupeni TCR gama
lokusu u difuzniho velkobunééného B lymfomu (36%). V riznorodé skupiné T bunéénych
lymfom0 detekoval Hartmann et al. (2013) klonalni pfeskupeni ve vétsiné pripadu. V pfipadé
angioimunoblastického lymfomu a mycosis fungoides byla Uspé3nost detekce klonality
nejvyssi (94%), u periferniho T buné&ného lymfomu byla klonalita detekovana v 88%.

Tato dizertatni prace predklada vysledky vySetfeni 957 pfipadl suspektnich
lymfomd, dle WHO klasifikovanych B- a T-bunéCnych neoplazii. Doklada vyznam analyzy
klonalniho preskupeni IgH B bunék a TCR T bunék metodou PCR, ktera velkou mérou
pfispiva ke stanoveni definitivni diagnézy slozitych, morfologicky ¢€i imunohistochemicky
nejednoznacnych pfipadd. Analyza klonality dle zavedenych protokoll se rutinné vyuziva
jednak pro stanoveni bunécné linie, z které je neoplazie odvozena, tak také pro potvrzeni

maligniho procesu za vyuziti FFPE tkani.
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6. SOUHRN

Ke stanoveni spravné diagnézy malignich lymfomu je dllezité rozliSeni mezi reaktivni
a neoplastickou proliferaci. Metoda PCR slouzi k detekci klonalnich prestaveb genl tézkého
fetézce imunoglobulinu a T-buné&ného receptoru u lymfoidnich malignit ze vzork( DNA,
extrahované z formalinem fixované a do parafinu zalité tkané (FFPE). Ve vétSiné pfipadu
lymfoproliferativnich onemocnéni dochazi k neoplastické tranformaci po preskupeni
genovych segmentu, a proto vSechny dcefinné buriky vykazuji identicky profil pfeskupeni.
Tohoto markeru se vyuziva pravé k detekci klonality u lymfoprolifertaivnich onemocnéni.

Prvnim cilem této dizertatni prace byla optimalizace metody PCR a také dalSich
souvisejicich metod vysetfeni, v€etné extrakce DNA z FFPE, optimalizace kontrolni PCR,
hetroduplexni analyzy, elektroforetické separace PCR produktu a barvici techniky.
V neposledni fadé pak byla dllezita spravna intrepretace vysledku.

Hlavnim cilem prace bylo vyuZiti zavedené metody pro vlastni diagnostiku
lymfoproliferativnich onemocnéni v na8i laboratofi. Metodou PCR bylo vy3etieno celkem 957
bioptickych vzorku. Nejpoletnéjsi skupinu pfedstavovala vySetieni 393 miznich uzlin a 218
vzorku kuze. Dalsi vySetfeni byla provedena z pocetné rizné zastoupenych vzork( tkani:
kostni dfené, mediastina, Zaludku, stfev, pfiusnich Zlaz, dutiny ustni, nosohltanu, mandli,
sleziny, titné Zlazy, spojivky, mammy, prostaty, plic, jatek a kone¢niku.

Z celkového poctu 957 bioptickych vzorkl, bylo vySetieno 544 pfipadu z B bunék
a4l3 zT bunék. Soubézné vysetfeni IgH a TCR bylo provedeno u 240 vzorkd.
Monoklonalita byla zjiSténa u 437 vzorku (295 z B bunék a 142 z T bunék), zatimco 316
vzorkl bylo definovano jako non-neoplastické léze, z velké Casti reaktivniho typu (180 z B
bunék a 136 z T bunék).

B lymfomy byly rozdéleny podle WHO klasifikace do Sestnacti skupin. Z celkového
poctu 295 diagnostikovanych malignich lymfomu bylo klonalni pfeskupeni prokazano ve 235
pfipadech (79,7%). Ve skupiné T lymfom0 bylo vySetfeno tfinact typl. Ze 142 pripadu

malignich lymfomu bylo klonalni pfeskupeni detekovano u 90 z nich (63,4%).
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Z vysledku této dizertaCni prace vyplyva, Zze PCR detekce preskupeni IgH a TCR
genl je vhodnou metodou pro analyzu klonality B a T bunék z FFPE tkané. Napomaha
patologum k pfesnéjSimu stanoveni spravné diagnézy lymfoproliferativnich onemocnéni, kdy
jsou morfologicka a imunohistochemicka vySetfeni nejednoznacna. Spravna diagnoza je

nezbytnym predpokladem k Uspé&Snému zahajeni IéEby pacientd.
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7. SUMMARY

Distinction of reactive proliferations from neoplastic transformation is very critical for
diagnosis of malignant lymphomas. The PCR method is used for detection of clonal
rearrangements of the immunoglobulin heavy chain (IgH) and T-cell receptor (TCR) genes in
lymphoid malignancies from DNA samples extracted from formalin-fixed, paraffin embedded
tissues (FFPE). In the majority of cases, lymphoproliferative disordes are characterized by
gene rearrangements after neoplastic transformation. All daughter cells then show an
identical rearrangement profile. This marker is often used for clonality detection in
lymphoproliferative disorders.

The first aim of the doctoral thesis was optimization of PCR and another related
methods, such as DNA extraction from FFPE, control PCR for assessment of DNA integrity,
heteroduplex analysis, electrophoresis of PCR products and staining techniques. Of course,
very important is correct clinical interpretation of the obtained results.

The main goal of the thesis was implementation of the optimized PCR method for
diagnosis of lymphoproliferative disorders in our laboratory. A large cohort of 957 samples
was analyzed. The cohort consisted of 393 lymph nodes, 218 skin samples and lesser
number of other tissues such as bone marrow; mediastinum, stomach, intestine, parotid
glands, mouth cavity, nasopharynx, tonsils, spleen, thyroid glands, conjunctiva, breast,
prostate, lung, liver and rectum.

From a total of 957 FFPE tissues with no definite diagnosis examined by PCR
methods 544 were from B-cells and 413 from T-cells Both IgH and TCR analyses were
performed simultaneously on 240 samples. Malignant diseases were represented by 437
samples (295 from B-cells and 142 from T-cells) while 316 samples were defined as non-
neoplastic lesions of a largely inflammatory and reactive type (180 from B-cells and 136 from
T-cells).

In conclusion, the results of this study corfirm that PCR amplification of IgH and TCR

rearrangement genes is a reliable method for detection of B- and T-cell clonality from FFPE
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tissue. In particular, molecular methods significantly improve the ability of pathologists to
more accurately determine the correct diagnosis of lymphoid neoplasia in specimens in
which histological and immunophenotypic studies are inconclusive. The correct diagnosis is

a prerequisite for successful initiation of the patient treatment patient.
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8. SEZNAM ZKRATEK

AITL angioimunoblasticky T lymfom

ALCL anaplasticky velkobunéény lymfom (anaplastic large cell ymphoma)
ALCL ALK+ anaplasticky velkobuné&ény lymfom ALK pozitivni

ALCL ALK- anaplasticky velkobunéény lymfom ALK negativni

ALL akutni lymfoblasticka leukémie

ALK anaplasticka lymfomova kinaza (anaplastic lymphoma kinase)
ANKL agresivni NK leukemie

APC bunka prezentujici antigen (antigen presenting cell)

AID enzym cytidindeaminaza

ATLL T leukémie/lymfom

B-ALL/LBL B-akutni lymfoblasticka leukémie/lymfoblasticky lymfom

BALT bronchial-associated lymphoid tissue

BCR B-bunécény receptor

BL Burkittlv lymfom (Burkitt lymphoma)

BL-CAM B-lymfocytarni bunécna adhezivni molekula

CAC Komise pro klinické zalezitosti (Clinical Advisory Committee)
C3 komplementovy fragment

CCRY7 chemokinovy receptor

cDNA komplementarni DNA

CD diferenciacni skupina (clusters of differentiation)

CD3 TCR T bunéény receptorovy komplex

cb4’ pomocné T buriky

cDg’ cytotoxické T buriky

CDR1-3 oblasti ur€ujici komplementaritu (comlementarity determining regions)
cHL klasicky Hodgkindv lymfom

CL kompozitni lymfom

CLL chronicka lymfocytarni leukémie

CLP common lymphoid progenitor

CLL/SLL chronicka lymfocytarni leukemie/malobuné&ény lymfom

CML chronicka myeloidni leukémie

CR2 komplementovy receptor

CSR presmyk tfid (class-switch recombination)

CXCR5 chemokinovy receptor

DLBCL difuzni velkobunécny B lymfom (diffuse large B-cell lymphoma)
DSBs dvouretézcové zlomy DNA (double-strand breaks)

dsDNA dvouretézcova DNA (double strand DNA)

DNA-PK DNA-dependentni proteinkinaza

EATL T lymfom spojeny s enteropatii

ENKTCL extranodalni NK/T lymfom, nazalni typ

FAS receptor smrti (CD95)

FDC folikularni dendritické burika

FFPE formalinem fixovana tkan zalita do parafinu (formalin-fixed paraffin embeded)
FL folikularni lymfom (folicular lymphoma)

FR1-FR4 framework 1-4
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GALT gut-associated lymphoid tissue

GC zarodecné centum (germinal center)

gDNA genomova DNA

HCL leukemie z vlasatych bunék (hairy cell leukemia)

HL Hodgkinav lymfom

HLA antigeny lidskych leukocytd (human leukocyte antigens)

HS histiocyticky sarkom

HSC hematopoeticka kmenova burika (hematopoietic stem cell)

Ig imunoglobulin

IgH tézky Fetézec imunoglobulinu

IgL lehky fetézec imunoglobulinu

IgM imunoglobulin tfidy IgM

IgVH variabilni oblast téZkého imunoglobulinového fetézce

IRF interferonem regulovany faktor (interferon regulatory factor)

ITAMs imunoreceptorové tyrozinové aktivacni motivy (Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motifs)

Ki-67 proliferaéni marker

LB-NS B-bunécny lymfom NS

LIN liniové-specifické markery

LL lymfoblasticky lymfom

LMP latent membrane protein

LPL lymfoplazmocytarni lymfom

LyG lymfomatoidni granulomatéza

LyP Lymfomatoidni papuléza

MALT extranodalni lymfom z marginalni zény

MCL lymfom z bunék plastové zény (mantle cell ymphoma)

MF Mycosis fungoides

MHC hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)

MM mnohoé&etny myelom (multiple myeloma)

nonMZL lymfom z marginalni zény (marginal zone lymphoma)

NF-kB transkripéni faktor

NHEJ nehomologni spojovani koncu (non-homologous end joining)

NHL non-HodgkinGv lymfom

NK Lpfirozeny zabijec” (natural killer)

NMZL lymfom z marginaini zény nodalni

OCT-2 transkripéni faktor

oS Omenn syndrom

PAX5 transkripéni faktor

PBL plasmablasticky lymfom

PCL plasmocelularni/mnohocetny myelom

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PCSM-TCL primarni kozni CD4+ T lymfom z malych/stfednich T bunék

pre-BCR prekurzor receptoru B bunék

PTCLU periferni T lymfom, blize nespecifikovany

RAG1/RAG2 rekombinaéni aktivacni gen 1 a 2

REAL Revidovana evropsko-americka klasifikace lymfoidnich nadort
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RSS
SCF
SCID
SHM
SMmzL
TCR
TdT
TF

TFH

Th
THRLBCL
TL
T-LGL
TNF
TNFSRF
V(D)J
T-LBL
WHO
WM

rekombinaéni signalni sekvence

faktor kmenovych bunék (stem cell factor)

tézka kombinovana imunodeficience (severe combined immune deficiency)
somaticka hypermutace (somatic hypermutation)

lymfom z marginaini zény splenicky

receptor T buriky

terminalni deoxyribonukleotidyltransferaza

transkripéni faktor

folikularni pomocna T burika

pomocna T burfka

DLBCL bohaty na T bunky/histiocyty

T lymfoptoliferace, NOS

T-velkobunécna granularni leukemie

tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis faktor)

receptorova TNF superrodina

V(D)J rekombinace

T-lymfoblasticka leukemie/lymfoblasticky lymfom

Svétova zdravotnicka organizace (The World Health Organization)
Waldenstrémova makroglobulinémie
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