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SOUHRN

V oblasti klinické praxe se v soucasné dobé objevuji nové pfistupy a metody, které se
zabyvaji analyzou zbytnélych lymfatickych tkani ¢i analyzou lymfocytarnich populaci
v periferni krvi. Tyto techniky jsou zalozené na principu polymerdzové fetézové reakce
vyuzivajici riiznych primerti. Primery jsou nejcastéji pfipravené tak, ze rozpoznavaji urcité
useky na DNA, kédujici fetézce B-lymfocytarniho ¢i T-lymfocytarniho bunééného receptoru.
Diky tomu jsou schopné rozpoznat monoklonalni zmnoZzeni lymfocytarnich populaci, které je
ve vétsiné pripadd disledkem rakovinného zmnozeni. Tyto vysledky mohou poté pomoci
I€katiim pti urceni spravné diagnozy.

PfedloZzend diplomova prace se zabyva analyzou tézkych fetezcii B-lymfocytarnich
bunéénych receptori za pomoci PCR. Primery pouZzivané pii této metod¢ rozpozndvaji
sekvenci na DNA kodujici variabilni ¢ast tézkého tetézce.

Po pocatecni optimalizaci bylo analyzovano 32 kontrolnich vzorkt, u kterych byla pfedem
znama diagnoza. Deset z nich bylo urceno jako pozitivni na nadorové lymfoproliferativni
onemocnéni a zbylych 22 bylo ur¢eno od patologli jako lymfoproliferace nenddorového
charakteru. Této diagnoze odpovidal vysledek analyzy v 28 ptipadech. Pouze ve 4 ptipadech
byly vysledky analyzy odlisné od ocekavanych vysledkli. Na zéklad¢ toho byla stanovena

detek¢ni mira metody na 87 %.



SUMMARY

In the area of clinical investigation at present, there are new approaches and methods
dealing with an analysis of hypertrophic lymphatic tissues or analysis of lymphocyte
populations in peripheral blood. These techniques are based on a polymerase chain reaction
using different primers. Primers are usually prepared to recognize specific segments of DNA
encoding B- or T-cell receptor chains. For this reason they are able to identify monoclonal
lymphocyte populations, which are in most cases caused by cancer multiplication. These
results then can help pathologists in determining the correct diagnosis.

This diploma thesis deals with the analysis of B-cell receptor heavy chain using PCR.
Primers which are used in this method are recognizing a sequence of DNA encoding the
variable part of heavy chain.

After the initial optimization, 32 control samples, which had been previously
unambiguously diagnosed, were analyzed. Ten of them were identified as positive for
malignant lymphoproliferative disease, and the remaining 22 were determined by pathologists
as reactive tissue without any malignant proliferation. This diagnosis corresponded with the
results of B-cell clonality analysis in 28 cases. Only in 4 cases, the results of our analysis
were different from the expected results. Based on these data, the detection rate of this method

was determined as 87 %.
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1 UVOD

Pro vétsSinu typt nadorového bujeni je hlavnim znakem monoklonalni zmnoZzeni
nadorovych bungk. Toto je zplisobeno tim, ze nektera buitka dosahne takového poskozeni své
genetické informace, ze v dusledku toho ztrati kontrolu nad svym bunécnym cyklem. Tato
bunika se poté za¢ne nekontrolovatelné mnozit, a d4 tak vznik monoklonalni populaci bunék
se stejnou genetickou informaci a se schopnosti ristu bez vlivu regula¢nich mechanismu
buniky.

Vyjimkou neni ani lymfoidni tkan. Za normalniho zdravotniho stavu probiha proliferace
bunck lymfatického systému kontrolované a normalni rychlosti. V ptipadé vzniku néjakého
problému rychlost proliferace bunék lymfoidni tkdn€ vzroste a vyskytne se zbytnéla tkan.
Nejéastéji se takto d&je v ptipadé vzniku n&jakého zanétlivého loziska. Ukolem 1ékatt je poté
urcit, zda se jednd o proliferaci bun¢k pravé z diivodu zanétu, ¢i zda se jedna o proliferaci
bunck nadorového charakteru.

V bézné klinické praxi se vySetfeni takovychto tkani provadi za pouziti
imunohistologickych technik. Za pouziti téchto technik ale neni mozné ve vSech ptipadech
jednoznac¢né urcit vysledek, a tudiz nelze ani urcit pfesnou diagnéozu. Obcas se vyskytuji
sporné piipady, kdy se nedafi ur€it, zda jsou buiky, v tomto piipadé lymfocyty, zmnozeny
v disledku rakovinného bujeni, ¢i se jedna o proliferaci zpiisobenou lokdlnim zanétem.

V téchto piipadech je mozné pro piesnéjSi urCeni diagndézy vyuzit informaci, zda se
U vysetiované tkan¢ jedna o monoklonalitu ¢i tkan proliferujici polyklonalné. Této informace
je mozné dosdhnout pouzitim metody analyzujici klonalitu u B-lymfocyti pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR, polymerase chain reaction) useku variabilni ¢asti
tézkych fetézcti B-lymfocytarnich bunécnych receptort.

Ale ani tato metoda neni 100 % spolehlivd. Monoklonalita nemusi vzdy znamenat

malignitu a naopak malignita se nemusi vZdy projevit jako monoklonalné proliferujici bunky.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Lymfoproliferativni onemocnéni

Lymfoproliferace je proces mnozeni vykonnych bunck lymfoidnich tkéni, lymfocyti. Za
béznych fyziologickych podminek je tento proces u zdravého jedince plné regulovany.
V piipad¢ kontaktu lymfocytti jedince S cizorodym antigenem dojde ke zvySeni rychlosti
proliferace u bun¢k k danému antigenu kompatibilnich, ale stale je tento proces pIné pod
kontrolou regula¢nich mechanismt organismu. V tomto procesu vSak muze dojit kK poruse, a
muze tak vzniknout lymfoproliferativni onemocnéni. Pii tomto onemocnéni dochazi
k abnormalni proliferaci lymfocyti. Ty se poté mohou uchycovat v lymfatickych uzlinach,
nebo mohou byt nasledné vyplavovany do krevniho fecisté (Krejsek et Kopecky, 2004;
Swerdlow et al., 2008).

2.1.1 Vznik lymfoproliferativnich onemocnéni

Lymfoproliferativni onemocnéni muze vzniknout dvéma zplsoby. V prvnim piipade se
muze jednat o reaktivni zmény zpisobené zanétem, v jehoz disledku mize dojit ke zvySené
proliferaci bunék (Feit et al., 2007), které byvaji mnohokrat spojené s imunodeficiencemi.
Tento druh lymfoproliferativniho onemocnéni nema rakovinny charakter tkan¢. NejCastéji se
jedna o polyklonalné proliferujici populace bun¢k majici benigni charakter (Swerdlow et al.,
2008).

Druhym moZznym zpiisobem vzniku lymfoproliferativniho onemocnéni je neregulovatelna
proliferace lymfocyti jako disledek poskozeni deoxyribonukleové kyseliny (DNA,
deoxyribonucleic acid) lymfocytarni bunky. Stejné jako u vétSiny nadorovych onemocnéni
ztratila tato buika diky poSkozeni DNA kontrolu nad svym bunéénym cyklem, a tim i
kontrolu nad svym délenim. Takto vzniklé bunécné populace vykazuji maligni charakter a
vétSinou maji tendence k destruktivnimu rdstu a tvorbé loziskové nekrotizace. Ve vétsing
ptipadl vykazuji tyto buniky monoklonalni charakter proliferace (Swerdlow et al., 2008), coz
je zpisobeno tim, Ze vSechny buiky dané malignity vznikly z jedné plvodni buiky bez
kontroly proliferace (van Dongen et al., 2003). Malignita muize vzniknout jak

z B-lymfocytarni, tak i T-lymfocytarni vyvojové fady a v jakémkoliv vyvojovém stupni



lymfocytl. Z tohoto diivodu existuje velice Siroka fada lymfocytarnich onemocnéni (Medeiros

et Carr, 1999).

2.1.2 Klasifikace lymfoproliferativnich onemocnéni

Jak jiz bylo uvedeno, lymfoproliferativni onemocnéni Ize rozdélit na dvé zakladni skupiny
na zéklad¢ charakteru proliferace, a to lymfoproliferace nenadorového charakteru a nadorova,
maligni lymfoproliferace. Nadorovou lymfoproliferaci mtzeme déale obecné rozdélit
na leukémie a lymfomy (Feit et al., 2007).

Leukémie lze stru¢né charakterizovat jako onemocnéni, pti kterych dochazi k postizeni
kostni dfené a naslednému vyplavovani leukemickych bunék do krve. Naproti tomu lymfomy
jsou onemocnéni, kdy poSkozené lymfocyty vytvareji léze a tumory. V dneSni dob¢ je vSak
toto rozdéleni velmi zastaralé a nepifesné, protoze jsou popsany piipady, kdy V ptipadée
leukémii dochazi k usazovani leukemickych bunék a tvorbé 1ézi, nebo naopak u lymfomi
dochazi k uvolnovani jednotlivych bun¢k do krve (Feit et al., 2007).

Celkova klasifikace nadorovych lymfoproliferativnich onemocnéni je vSak znacné slozita.
Historické klasifikace rozd€lovaly onemocnéni na zakladé néjakého vybraného kritéria.
Nasledné srozvojem novych vySetfujicich technik se pak vzdy ukézalo, ze ptedchozi
rozdéleni neni Gplné spravné a bylo tfeba klasifikovat lymfoproliferativni onemocnéni podle
novych kritérii. Mezi prvnimi vSeobecné uzndvanymi klasifikacemi byla Rappaportova
(Rosenberg, 1994). Ta byla nasledn¢ nahrazena Kielskou klasifikaci, rozd¢lujici lymfomy na
zakladé histomorfologie (Kippers et al., 1997). Ve stejné dobé byla postulovana i
Lukesova-Collinsova klasifikace. Ob¢ tyto klasifikace se od sebe lisily terminologii, ale ob¢
uz rozdelovaly lymfoproliferativni onemocnéni na zaklad¢, zda vznikly z B-lymfocytii nebo
T-lymfocytd. Obé byly pouZivany Vv misté svého vzniku, Kielskd& v Evropé a
Lukesova-Collinsova v Americe (Harris et al., 1994; Papajik et al., 2005; Rosenberg, 1994).
V roce 1982 byla postulovana ,,pracovni klasifikace® (Working formulation for international
use). Jeji piiprava byla po 15 let financovana National Cancer Institute a slibovala lepsi
porozumeéni. Tato klasifikace navazovala na Rappaportovu terminologii a byla dobie ptijata
v Severni Americe. V Evropé se vSak piili$ neujala (Rosenberg, 1994).

Vroce 1994 publikovala skupina 19 hematopatologii tvoticich skupinu s nazvem
International Lymphoma Study Group klasifikaci lymfoidnich nadorti s naizvem A Revised

European-American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL). Tato Klasifikace
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sjednotila klasifikovani lymfoidnich naddora na celém svété a prinesla novy zptisob rozdéleni
téchto onemocnéni. Pti klasifikaci se vychazi z existujici nomenklatury a zatfazovani probiha
na zaklad¢é morfologickych kritérii, ke kterym ovSem jesté pfidava klinicky pohled. Naptiklad
dva lymfomy mohou byt morfologicky shodné, ale jejich klinické chovani je rozdilné (Harris
etal., 1994).

Na tuto klasifikaci pozdéji navazal spoleény projekt Evropské asociace pro
hematopatologii (European Association for haematopathology) a americké Spole¢nosti pro
hematopatologii (Society for Haematopathology) vedeny pod zastitou Svétové zdravotnické
organizace (WHO, World Helth Organization). Tento projekt odstartoval roku 1995 a
spolupracovalo na ném ptes 130 patologt z celého svéta. Vysledkem byla The World Health
Organization Classification of Tumours of the Haematopoetic and Lymphoid Tissues. Tato
klasifikace je dnes celosvétoveé pouzivana a stale se upravuje a rozviji podle vzniku novych
metod a pfistupt v analyze nador lymfoidnich tkani. V posledni dobé se v této oblasti hodné
rozviji imunotypizace nadorl a analyza klonality bun€k tvoticich tyto tkdn€. V soucasnosti se
pti klasifikaci hledi na morfologické, cytochemické a imunofenotypické znaky bunék, ptivod
bungk, stupen vyzrani bun¢k a celkovou strukturu a aktivitu nadorové tkané. Nadorova
lymfoproliferativni onemocnéni se dnes rozdéluji do 12 hlavnich skupin (tab. I) (Swerdlow et
al., 2008). Celosvétove se vsak v 90 - 95% ptipadi malignit jedna o B-lymfoidni malignitu
(van Dongen et al., 2003), pfi¢emz nejéastéjsi lymfoidni malignitou je difuzni velkobunécny

B-lymfom spadajici do skupiny neoplazmat ze zralych B-lymfocytt (Yamauchi et al., 2008).
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Tab. I: Zakladni skupiny a podskupiny malignich lymfoproliferativnich onemocnéni dle
klasifikace WHO (data ptevzata z Swerdlow et al., 2008)

1.  Myeloproliferativni onemocnéni

Myeloidni a lymfoidni neoplazmata s eozinofilii a abnormalitami v PDGFRAY,

2. PDGFRB? nebo FGFR1?

3. Myelodysplasticko—myeloproliferativni onemocnéni

Myelodysplasticky syndrom

5.  Akutni myeloidni leukemie (AML) a souvisejici neoplazmata

AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami

AML s myelodysplazii asociovanymi zménami

AML asociovana s terapii

Déle nespecifikovana AML

Myeloidni sarkom

Myeloidni proliferace asociovand s Downovym syndromem

Neoplazmata blastickych plasmacytoidnich dendritickych bun¢k

6.  Akutni leukemie s podvojnou diferenciaci

7. Prekurzorova lymfoidni neoplazmata

Neoplazmata B lymfoblasticka

Neoplazmata T lymfoblasticka

Neoplazmata zralych B-lymfocyt

Neoplazmata zralych T-lymfocytt a NK (natural killer) bunék

10. Hodgkintiv lymfom

11. Neoplazmata histiocytli a dendritickych bun¢k

12.  Posttransplantacni lymfoproliferativni onemocnéni

1) PDGFRA - receptor desti¢kovych rastovych faktort alfa (platelet-derived growth factor receptor alpha)
2) PDGFRB - receptor desti¢kovych rastovych faktori beta (platelet-derived growth factor receptor beta)
3) FGFRL1 - receptor fibroblastovych rastovych faktor 1 (Fibroblast growth factor receptor 1)

12



2.2 Lymfocyty

Lymfocyty jsou bunécnou slozkou lymfatického systému a jsou zikladni vykonnou

jednotkou specifické imunity. Rozd€luji se do dvou vétvi: B-lymfocyty a T-lymfocyty.

2.2.1 B-lymfocyty

Vyvoj B-lymfocytii probihd v kostni dfeni z hematopoetickych progenitorovych bunék.
Tento proces je regulovan pomoci cytokini a také membranovymi interakcemi a celkove je
peclivé kontrolovan. B-lymfocyty jsou zodpovédné za specifickou protilatkovou imunitu
(Krejsek et Kopecky, 2004).

V pribehu svého vyvoje jsou B-lymfocyty vystavovany riznym antigennim faktorim a
prochazi pozitivni a negativni selekci. Pf1 pozitivni selekei dochazi k vystavovani riznych
antigeni na molekuly HLA (Human leukocyte antigens) systému a jejich naslednému
pfedkladani B-lymfocytim. B-lymfocyty, které maji k t€émto antigenim velmi vysokou
afinitu, nebo naopak velmi slabou az zddnou afinitu, jsou v tomto kroku usmrcovany.
Pozitivni selekci prochazeji GspéSné pouze ty B-lymfocyty, které maji k danym antigenim
stiedné silnou afinitu. Naopak pfi negativni selekci jsou B-lymfocyty vystavovany antigennim
strukturdm vlastniho organismu a uspé$né timto krokem projdou pouze ty, které s antigeny
vlastniho téla nereaguji. Souhrnné se tento proces nazyva indukce tolerance vlastniho
(Krejsek et Kopecky, 2004).

Zralé B-lymfocyty, které se jesté nesetkaly s antigenem, se kterym jsou kompatibilni, se
nazyvaji naivni B-lymfocyty. Ty se nejvice nachazeji v sekundarnich lymfatickych organech,
na sliznicich, ve slezin¢ a v periferni krvi. V piipadé, Ze dojde ke kontaktu infek¢niho
antigenu s kompatibilnim receptorem na povrchu B-lymfocytu (BcR, B-cell receptor), spusti
se fada reakci, které jest¢ za pomoci TH2 pomocnych T-lymfocytl spusti protilatkovou
imunitni odpovéd. Pomocné T-lymfocyty poskytuji B-lymfocytim potiebné aktivaéni
podnéty. B-lymfocyt se za¢ne klondlné¢ mnozit, diky ¢emuz dochdzi k mnozeni BCR, které
jsou ucinné praveé proti danému infek¢nimu agens. B-lymfocyty déale vyzravaji a stavaji se
Z nich plazmatické buiky. Ty maji schopnost vylucovat imunoglobuliny, které jsou stejné
jako B-lymfocytarni receptory (BCR), ale jsou volné rozpustény v okolni tekuting a plni
funkci protilatek. Imunoglobuliny se od B-lymfocytarnich receptora 1i$i pouze koncovou

doménou na C-konci téZkych fetézcl. B-lymfocytarni receptory maji na svém konci
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transmembranovou hydrofobni doménu a imunoglobuliny doménu tvofenou hydrofilni
sekvenci aminokyselin. Imunoglobuliny se navazuji na patogeny, jejich produkty, ¢i jina
infekéni agens nachdzejici se v extracelularnich prostorech a diky tomu je oznacuji. Timto
oznacenim poté dojde k rychlejsi likvidaci téchto latek ¢i mikroorganismi cytotoxickymi
T-lymfocyty nebo fagocytujicimi bunikami (Krejsek et Kopecky, 2004).

B-lymfocyty slouzi i jako induktor imunitni reakce u T-lymfocyt. Antigeny, které se jim
podaii nachytat na BcR jsou poté pohlceny dovnitt buniky. Zde probiha jejich degradace a
zbylé antigenni fragmenty jsou opét preneseny na povrch B-lymfocytl, kde jsou navazany na
molekuly HLA systému II. tfidy. Takto vystupuji jako antigen prezentujici bunky (Krejsek et
Kopecky, 2004).

2.2.2 T-lymfocyty

Prekurzorové bunky, ze kterych se T-lymfocyty vyvijeji, se vytvareji stejné jako u
B-lymfocytd v kostni dfeni. Poté ale migruji do thymu, kde dale dozravaji. Podle thymu maji
také T-lymfocyty pojmenovani. Thymus je primarni organ imunitniho systému, ktery ma
lobularni strukturu, ¢leni se na dal$i dil¢i oblasti a nachazi se ve stfedni ose téla v horni ¢asti
hrudniku u horniho okraje plic. Vyskytuji se vSak i populace T-lymfocytu, které se nevyvijeji
v thymu, ale napiiklad v jatrech nebo ve sliznici travici soustavy, ale jejich pocetni zastoupeni
je velmi malé. Struktura thymu je pro vyvoj T-lymfocytu dulezita. Svym prostupem do diené
thymu se T-lymfocyty v jednotlivych fazich vyvoje setkavaji s epitelialnimi buikami danych
thymovych oblasti, které na né maji regula¢ni vliv (Krejsek et Kopecky, 2004).

Kromé epitelidlnich bunék je vyvoj T-lymfocytt déale regulovan nékterymi makrofagovymi
buiikami a také humordlnim prostiedim, které vthymu panuje. Jednd se o peptidické
fragmenty velké né€kolik desitek aminokyselin. Nékdy se oznacuji jako thymové hormony.
Jde hlavné o latky thymosin, thymopoetin a thymovy faktor (Krejsek et Kopecky, 2004).

Stejné¢ jako v piipadé B-lymfocytd probihda u T-lymfocytd v prubéhu jejich vyvoje
pozitivni a negativni selekce. Tento proces indukce tolerance vlastniho u nich ale probiha
mnohem piisnéji a na kazdém kroku je peclivé kontrolovan. Jakmile nastane sebemensi chyba
¢i odchylka, je u téchto poskozenych T-lymfocytd indukovana apoptoza (Krejsek et Kopecky,
2004).

Dalsi podobnosti s B-lymfocyty je to, ze T-lymfocyty, které se jesté nesetkaly

s kompatibilnim antigennim podnétem, se vyskytuji v naivnim stadiu. V tomto stavu migruji
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stale opakované mezi krevnim fecistém a lymfatickymi tkanémi do doby, nez se s antigenem
setkaji (Krejsek et Kopecky, 2004).

T-lymfocyty lze dale rozdé¢lit na dvé subpopulace: pomocné induktorové T-lymfocyty
(Ty-lymfocyty) a cytotoxické T-lymfocyty (Tc-lymfocyty) (Krejsek et Kopecky, 2004).

2.2.3 Antigenni receptory lymfocyta

Lymfocyty maji na svém povrchu charakteristické molekuly, které jim slouzi
k rozpoznavani ptislusnych antigend. V piipadé B-lymfocyti je to B-lymfocytarni bunéény
receptor (BcR, B-cell receptor) a u T-lymfocytu je to T-lymfocytarni bunéény receptor (TcR,
T-cell receptor) (Bagg, 2006; Krejsek et Kopecky, 2004).

2.2.3.1 B-lymfocytarni receptor BCR

B-lymfocytarni bunécné receptory (BCR), ¢asto oznacované souhrnné jako imunoglobuliny
(1g), se vzdy skladaji ze dvou lehkych a dvou tézkych fetézci. BcR patti do
imunoglobulinovych ttid IgM a IgD (Krejsek et Kopecky, 2004; Medeiros et Carr, 1999).

2.2.3.1.1 Struktura BcR

Lehké fetézce se vyskytuji ve dvou typech, kappa (k, IGK) nebo lambda (A, IGL). Geny
pro jejich tvorbu se nachazeji na dlouhém raménku 22. chromozomu, v oblasti 22q11.2,
v piipadé IGK a na kratkém raménku 2. chromozomu, konkrétné v oblasti 2p11.2, u IGL. Oba
geny kodujici jak IGK tak i IGL jsou rozdéleny do mnoha genovych segmenti nalezicich do
tfi riznych genovych oblasti. Témito oblastmi jsou variabilni oblast V (variability), spojujici
oblast J (joining) a konstantni oblast C (constant) (obr. 1). Segment L koduje peptid, ktery je
zodpovédny za nasmérovani kddované molekuly do sprdvného kompartmentu buiky. Pii
zréani této molekuly je peptid nasledné proteolyticky odstépen (Krejsek et Kopecky, 2004; van
Dongen et al., 2003).

Oblasti V a J patii dohromady do variabilni ¢asti fetézce. Tato ¢ast se vyznacuje velmi

rozmanitym sloZzenim aminokyselin mezi jednotlivymi lehkymi fetézci BCR, na rozdil od
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konstantni ¢asti, do které patii genovy segment konstantni oblasti C, kterd je shodna
s ostatnimi lehkymi fetézci BCR (Krejsek et Kopecky, 2004).

Kazdy ze segmenti variabilni oblasti V je dale rozdélen na dvé hypervariabilni podoblasti
CDR1 a CDR2 (complementary determining region), které jsou oddélené tfemi méné
variabilnimi podoblastmi FR1 - FR3 (framework region) obsahujicimi ¢aste¢né konzervované
sekvence spolecné pro vSechny typy BcR. Pravé CDR podoblasti jsou hlavnimi ¢astmi
tvoficimi variabilitu u BcR (Gleissner et al., 2000; Nihal et al., 2000) a diky tomu to jsou
oblasti zodpovédné za komplementaritu k antigenim (Aubin et al., 1995). Ve variabilni ¢asti
se vyskytuji jesté jeden typ CDR a jeden typ FR podoblasti. Obé se u lehkych fetézcti IGH
nachazeji na kazdém ze segmentli J oblasti a oznacuji se CDR3 a FR4 (Tonegawa, 1983; van
Dongen et al., 2003). Nejvétsi miru variability ze v§ech CDR jak ve smyslu sekvence, tak i
délky useku, vykazuje oblast CDR3 (Lukowsky et al., 2006).

Tézké tetézce (IGH, Imunoglobulin heavy chain) jsou kodovany na dlouhém raménku
14. chromozomu. Jedna se o oblast 14q32.3, ktera ma ptiblizn¢ velikost 1 250 kb (kilobase)
(van Dongen et al., 2003). Stejné jako lehké fetézce se IGH skladaji z konstantni a variabilni
¢asti. Variabilni ¢ast IGH je tvofena oblastmi V a J, ale mezi nimi se navic nachazi oblast D
(diversity) (Krejsek et Kopecky, 2004). Genové segmenty oblasti V u IGH také obsahuji
2 CDR a 3 FR podoblasti. Ale z divodu pfitomnosti D oblasti se u IGH hypervariabilni
podoblast CDR3 nachézi na segmentech tvoticich oblast D. Mén¢ variabilni podoblast FR4 se
nachazi stejné¢ jako u lehkych fetézcii BCR na genovych segmentech tvotficich oblast J
(Tonegawa, 1983; Trainor et al., 1990).

Oblasti V, D, J a C jsou u IGH také rozdéleny na genové segmenty, které jsou podobné
jako u lehkych fetézct (obr. 1). Genovych segmenti je ve V oblasti 46 - 52, bylo ale popsano
dal8ich pfiblizné¢ 30 nefunkénich segmentd, v D oblasti 27 a v J oblasti 6 (van Dongen et al.,
2003). Uvedené pocty plati pro buriky u kterych jesté neprobéhlo pieskupeni genovych
segmentt @ DNA je tak v zarode¢ném stavu (Medeiros et Carr, 1999). Genové segmenty
konstantni oblasti tézkého fetézce Ch jsou velmi dileZité pro urceni typu IGH. V zavislosti na
tom, ktery z genovych segmentli Cy nasleduje za J oblasti, je ur€en typ IGH a tim i to, do jakeé
imunoglobulinové tfidy cely imunoglobulin, ¢i BcR, patfi. Na DNA leZi nejblize oblasti J
genové segmenty Cp a Cd, které specifikuji imunoglobulinové tfidy IgM a IgD. Z tohoto
divodu jsou pravé tyto tfidy zastoupeny na povrchu B-lymfocyti v podobé BcR. Vznik
jinych tfid se uskuteciiuje procesem izotypového piepnuti, které probihd az poté, co se zraly

B-lymfocyt setkal s antigenem (Krejsek et Kopecky, 2004).
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Obr. 1: Organizace genovych segmenti kédujicich Fetézce BCR (pievzato z Krejsek et
Kopecky, 2004)

2.2.3.1.2 Diverzita BcR

Vzhledem k tomu, Ze imunitni systém musi reagovat na velké mnozstvi antigennich
determinant, je také potiebné velké mnozstvi variant BcR na B-lymfocytech. Toto mnoZstvi
variant by nebylo mozné v DNA kddovat jako jednotlivé geny. Misto toho je tak velkého
mnozstvi variant docileno procesem nazyvanym pieskupeni genovych segmentt (Bagg, 2006;
Krejsek et Kopecky, 2004).

Tento proces probiha v raném stadiu vyzravani lymfocytii a je pro funkci lymfocytt zcela
nezbytny (Medeiros et Carr, 1999). Klicovymi ¢initeli jsou mistné specifické rekombinazy
Rag-1 a Rag-2, které jsou pfitomné v nezralych lymfocytech. DalSim dilezitym prvkem jsou
rozpoznavaci signalni sekvence (RSS, recognition signal sequences) (Gonzalez et al., 2007;

van Dongen et al., 2003). RSS se skladaji z konzervovaného heptamerového a nonamerového
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motivu, které jsou od sebe odd¢leny ,,spacery®. To jsou nekonzervované sekvence dlouhé bud’
12 part bazi (bp, base pair) nebo 23 bp (Bagg, 2006; Krejsek et Kopecky, 2004; Svachova et
Tichy, 2008). RSS se nachazeji smérem ke 3" konci od kazdého V segmentu, na obou
stranach D segmentli a smérem k 5” konci od J segmentd (van Dongen et al., 2003). Pfi
procesu preskupeni se RSS na opaénych koncich daného tuseku ptiblizi k sob¢, pomoci
heptamert se tyto useky spolu spoji, a vytvofi tak kruhovou strukturu. Poté se spolu spoji i
nonamerové Useky. Dvé molekuly rekombinazy Rag-1 a dvé molekuly rekombinazy Rag-2
vytvaieji spole¢né tetramer, ktery na dvousroubovici DNA (dsDNA, double-stranded DNA)
rozpoznava uvedené RSS. Po jeho pfipojeni pomoci Rag-1 na nonamerovou ¢ast RSS a Rag-2
na heptamerovou cast RSS se na dsDNA vytvofi zafez, ktery vede ke vzniku zlomu obou
fetézcli. Tim dojde k vyStipnuti kruhové uzavieného tiseku DNA a vlakna, mezi kterymi
k vystipnuti doslo, jsou pomoci vlasenky kovalentné uzaviena pomoci RSS. Vlasenka je poté
oteviena pomoci enzymatického pusobeni komplexu Rag-1 a Rag-2, ale nikdy k otevieni
nedojde v misté pivodniho rozstépeni. Dokonceni pteskupeni a spojeni fetézci vzniklych po
vyStipnuti dané oblasti zajistuji bézné opravné mechanismy DNA. Sekvence RSS jsou velice
dualezité, protoze v ptipade€ jejich poskozeni miize dojit az k nefunk¢nosti preskupeni a dané
lymfocyty ztrati schopnost funkce v imunitnim systému (Krejsek et Kopecky, 2004; van
Dongen et al., 2003).

Diverzita se dale u lehkych 1 tézkych fetézci BCR zvySuje za pomoci termindlni
deoxynukleotidyl-transferazy (TdT) a exonukledz, které jsou schopné vkladat nukleotidy
v ptipad¢ TdT, ¢i deletovat nukleotidy v ptipad¢ exonukledz do spojeni mezi preskupované
genové segmenty. To je umoznéno diky nesymetrickému otevirani vlasenek, kdy na
kodujicich koncich vznikaji palindromni tseky, neboli kratké repetice vzniklé timto
zpusobem otevirani, ke kterym TdT mulze pfipojovat dalS$i nukleotidy a vytvaret tak
N-regiony (Krejsek et Kopecky, 2004; McCarthy et al., 1992). Nejcastéji se tyto zmény
vyskytuji v hypervariabilni podoblasti CDR3. Celkové maji tyto jednobodové zmény dopad
na posun ¢étecich ramcti, a vyrazné se tak diverzita zvysuje (Aubin et al., 1995; Krejsek et
Kopecky, 2004; van Dongen et al., 2003).

Dalsim zpisobem jak mohou B-lymfocyty diverzitu dale zvySovat je to, ze zralé
B-lymfocyty jsou schopné upravovat vazebné misto pro antigen. Déje se tak v procesu
somatické hypermutace. V principu se jedna o ¢asté bodové mutace v segmentech kodujicich
V oblasti fetézcti BcR a mohou tak v nékterych ptipadech zvySovat afinitu BeR k antigenu
(Bagg, 2006; Krejsek et Kopecky, 2004; Medeiros et Carr, 1999). Pokud ale diky tomuto

procesu lymfocyt ztrati schopnost vazat antigeny, je pomoci apoptdzy odstranén (Kiippers et
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al., 1999). Mechanismus somatické hypermutace je kodovan v malém 1,5 - 2 kb tiseku na
DNA a je iniciovan z promotorti umisténych 300 bp ,,upstream* od kazdého segmentu genové
oblasti V (Evans et al., 2007). Bylo také prokazano, ze proces somatické hypermutace se
vyskytuje u IGH ve vétsi mife, nez na lehkych fetézcich BcR (Halldorsdottir et al., 2007).

U IGH probiha pteskupeni ve dvou krocich. Nejprve probihd preskupeni mezi D a J
segmenty. Po jeho probéhnuti nasleduje druhé preskupeni mezi segmenty V a jiz
preskupenym tsekem D-J segmentd. U gent lehkych fetézci BeR, které neobsahuji D oblast
genovych segmentti, probiha preskupeni pouze mezi Va J genovymi segmenty (obr. 2)
(Krejsek et Kopecky, 2004; van Dongen et al., 2003).

Celkovy proces preskupeni genovych segmentt a tvorba prislusnych receptoru je celkové
striktné tizeny, protoze exprese antigenniho receptoru je pro lymfocyty velmi dalezita. Po
skonceni preskupovani geni prezivaji pouze ty lymfocyty, které maji na svém povrchu
funk¢ni antigenni receptor. U lymfocytl, u kterych doslo k neproduktivnimu pieskupeni a
nemaji na svém povrchu antigenni receptor ve spravném sloZeni, jsou pomoci apoptozy
odstranovany (Gonzalez et al., 2007; Kiippers et al., 1999). Nejprve probiha pieskupeni
segmenti u genu pro IGH, které je pro vSechny BcR spole¢né. Poté mize prob&éhnout
pieskupeni segmentti u genu pro IGK a dany B-lymfocyt tvoii receptory BcR skladajici se ze
2 tetézct IGH a 2 lehkych fetézct IGK. V ptipadé, ze po preskupeni genovych segmentl pro
IGK na obou chromozomech nedojde k vytvofeni funkéniho fetézce, je tento tento usek
inaktivovan pomoci pieskupeni k-dele¢niho elementu (Kde) do Vi ¢i Ck segmentd. Poté
nasleduje pieskupeni genovych segmenti u genu pro IGL. Takto vznikly B-lymfocyt bude
mit na svém povrchu BcR skladajiciho se ze 2 IGH a 2 lehkych fetézct typu A. B-lymfocyti
s BeR tvotfenych IGH a IGL je z celkového poctu 30 - 40 % (Gonzalez et al., 2007; Kiippers
et al., 1995; van Dongen et al., 2003). Procesem pieskupeni genovych segmentt je docileno
priblizné 2 x 10° moznych typi BeR. Ale diky daliim procesim, jako je inzerce, &i delece

nukleotidii, miize byt po&et riznych variant BcR vice nez 10 (van Dongen et al., 2003).
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Obr. 2: Schématické znazornéni krokiu predchazejicich vzniku BCR (pievzato z Krejsek
et Kopecky, 2004)

2.2.3.2 T-lymfocytéarni receptor TcR

Rozpoznavaci funkci pro antigenni podnéty maji na povrchu T-lymfocytd T-lymfocytarni
bunécéné receptory (TcR, T-cell receptor). Jednotlivé receptory jsou vzdy tvofeny dvéma
fetézci, a tvofi tak heterodimery (Geissinger et al., 2005). U valné vétsiny T-lymfocytd se
jedna o heterodimery fetézci a (TCRA) a B (TcRB) a pouze malo pocetné zastoupeni
nékterych T-lymfocyth periferni krve, pfiblizné¢ 5 % vSech T-lymfocytd, nese na svém
povrchu heterodimer tvofeny fetézci typt v (TCRG) a 6 (TcRD) (Krejsek et Kopecky, 2004;
Medeiros et Carr, 1999).

2.2.3.2.1 Struktura TcR

Struktura jednotlivych fetézci TcR je velmi podobné fetézcim BcR. Geneticka informace

kodujici tyto fetézce je opét rozdélena do segmentli. Celkové mizeme jednotlivé segmenty
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zafadit do dvou casti, variabilni, zodpovédnou za navdzani antigenu, a konstantni. Do
variabilni ¢asti patii genové oblasti V a J, a u fetézct typu B a d jesté oblast D. Do konstantni
Casti patii stejn¢ jako u B-lymfocytti genova oblast C (Krejsek et Kopecky, 2004).

Retézce o a & jsou kodovany na dlouhém raménku 14. chromozomu v oblasti 14g11.2.
Jejich geneticka informace ma vsak zvlastni usporadani. Genové segmenty pro 6 fetézec jsou
v genetické informaci uspofadany mezi genové segmenty kodujici V a J oblast a. Konstantni
oblast C je u obou fetézcli kodovana jednim C segmentem, podobné, jak je tomu u lehkych

fetézct BeR (obr. 3) (Krejsek et Kopecky, 2004; van Dongen et al., 2003).

Organizace genovych lokusi pro retézce TcRa a TcRd

14. chromosom

—L- VoV Vo MV, Doy A~ T8 HEGN o APag-Ca-

Obr. 3: Organizace genovych segmentii kodujicich TCR Fetézce a a & (pfevzato z Krejsek
et Kopecky, 2004)

Retézce B a y jsou kddovany na chromozomu &islo 7. Pro P fetézec se genetickd informace
nachazi na dlouhém raménku tohoto chromozému v oblasti 734 a v ptipad¢ y fetézce se jeho
genové segmenty nachazeji na kratkém raménku v oblast 7p14. V piipadé B fetezce je genova
oblast C kodovana dvéma segmenty, ale v ptipad¢ y fetézce je mnozstvi genovych segmentl
kodujicich oblast C variabilni (obr. 4) (Krejsek et Kopecky, 2004; van Dongen et al., 2003).

Vzhledem Kk tomu, ze ¢asti TcR zasahujici do cytoplazmy T-lymfocyti jsou relativné
kratké, jsou heterodimery TcR nekovalentné vazané s komplexem CD3, ktery umoZiluje

ptenos aktivaénich signali do bunky (Krejsek et Kopecky, 2004).
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Organizace genovych lokusi pro retézce TcRB a TcRy
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Obr. 4: Organizace genovych segmenti kodujicich TCR Fetézce B a v (pfevzato z Krejsek
et Kopecky, 2004)

2.2.3.2.2 Diverzita TcR

| vptipadé¢ T-lymfocytii je zapotiebi velkého mnozstvi variant vazebnych mist pro
antigenni determinanty. Jejich tvorba je stejné jako u B-lymfocytii zajiSténa pomoci
mechanismu preskupeni genovych segmentli a inzerce Ci delece nukleotidii. VSe probiha
stejné jako v pripadé B-lymfocytii. V procesu pieskupeni genovych segmentli se uplatiiuji
rekombinazy Rag-1 a Rag-2 a sekvence RSS (obr. 5). Za inzerci nukleotidi je zodpovédna
TdT. Jedinymi rozdily v diverzité¢ mezi BcR a TcR je neschopnost upravovat vazebné misto
pomoci somatické hypermutace a neschopnost izotypového piepnuti u TcR (Krejsek et
Kopecky, 2004; McCarthy et al., 1991).

U TcR také probihd nejprve preskupeni mezi genovymi segmenty D a J, které je
nasledovéano pteskupenim mezi segmenty V a D-J usekem. Toto plati pro TcR fetézce typt
TcRB a TcRD. V fetézcich TcRA a TcRG, které neobsahuji genové segmenty oblasti D,
probihd pouze pieskupeni segmentti V a J. U T-lymfocytl probihd nejdiive pfeskupeni u genu
pro TcRD. To je spolecné pro vSechny T-lymfocyty. To mize byt nasledovano ptfeskupenim
genu pro TcRG a T-lymfocyt tvofi na svém povrchu heterodimer TcR tvofeny fetézci typl y
a 8. Ve druhém ptipadé€ je pteskupeni u genu pro TcRD nasledovano pteskupenim u genu pro
TcRB. Poté dojde k deleci genu pro TcRD a k pieskupeni segmentli v genu pro TcRA.
Vysledny T-lymfocyt ma na svém povrchu TcR slozeny z fetézct typt o a p (McCarthy et al.,
1991; van Dongen et al., 2003).

Kombinatorni repertoar je u TcR vlivem pieskupeni piibliznd 3 x 10° variant u

heterodimeri TcRop a 5 x 10° u heterodimerti TcRyd. Inzerce a delece nukleotidéi mnozstvi
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variant opét zvySuje. Teoreticky miiZe tento po&et dosahnout hodnoty opét vice nez 10

(Gallardo et al., 2008; van Dongen et al., 2003).
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Obr. 5: Mechanismus preskupeni genovych segmentta (pievzato z Krejsek et Kopecky,
2004)

2.3 Metody slouzici k analyze lymfoidnich tkani

Jako material pro analyzu lymfoidni tkédn€ slouzi ve vétSiné ptipadt tkan odebrana pii
biopsii. Nejcastéji je tato tkan fixovana ve formol-parafinovych bloc¢cich. Jde o tkan
fixovanou v roztoku formaldehydu a prosycenou parafinem. Dal§im, ale méné pouzivanym
zpracovanim tkané je technika, pfi které je tkan velice rychle zmrazena na teplotu tekutého
dusiku (Feit et al., 2007).

U vétSiny vySetfovanych vzorki s podezienim na lymfoproliferativni onemocnéni lze za
pomoci histomorfologie, cytomorfologie a imunohistologie urcit, zda se jednd o maligni, ¢i
pouze reaktivni, benigni, lymfoproliferaci. V posledni dobé se nejvice uplatiuje
imunotypizace. Vyskytuji se ale i ptipady, u kterych s pomoci béZné pouZzivanych klinickych
technik nelze s jistotou urcit, o jaky typ proliferace se jedna. Ptiblizné se tak stava v 5 - 10 %

ptipadi. V téchto ptipadech mtze byt klinicka diagnostika doplnéna molekularné-biologickou
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analyzou klonality lymfocytl ve vzorku (Sandberg et al., 2005; van Dongen et al., 2003).
Jednim z takovychto piipadd mulze byt periferni T-lymfom, jehoz vyskyt je relativné
skromny. Tvofi pfiblizné 8 - 10 % nové diagnostikovanych lymfomu. Pro tento druh lymfomu
neni dostatek dobrych imunofenotypovych znacek a v mnoha ptipadech nelze jasné rozlisit od
reaktivni tkané (Geissinger et al., 2005; Tan et al., 2006). Dalsi komplikované piipady mohou
byt ty, kdy se jedna o maligni tkan, ale jedna se o pomalu postupujici onemocnéni. Takovym
ptikladem mohou byt leukémie z velkych granularnich lymfocyta. | zde mohou pomoci

molekularné-biologické analyzy (McCarthy et al., 1991).

2.3.1 Imunohistochemie

Hlavnim principem této metody je detekce antigeni za pomoci specifickych znacenych
protilatek. Jsou vyvinuty monoklonalni protilatky, které se vazi na antigenni determinanty na
povrchu lymfoidnich bun¢k (Zola et al., 2005). Pokud je tkan inkubovana S témito
protilaitkami, je po vyhodnoceni navazanych protilatek mozné uréit, které antigeny se
nachazeji na povrchu vysetfovanych bunck a podle jejich spektra je mozné urcit, o ktery typ
bunék a zaroven typ lymfomu jde. Bohuzel tato metoda neni vzdy G¢inna, nebot’ jsou piipady,
kdy nadorové buiiky v pritbé¢hu svého vyvoje urcité antigeny ztrati a z tohoto ditvodu vykazuji
jiné spektrum antigent, nez by mély vykazovat, a nelze je piesné definovat (Feit et al., 2007).
Ale 1 tak je imunofenotypizace dulezitym doplikem pfti analyze lymfoproliferativnich
onemocnéni. Na jejim zéklad¢ lze rozd€lovat neoplazmata podle piivodu jejich vzniku, jestli
vznikly z B ¢i T lymfocytarni fady a také Ize v mnoha piipadech i ur¢it v jakém stupni vyvoje
se tak stalo (Swerdlow et al., 2008).

Antigenni molekuly na povrchu lymfocytti se souhrnné oznacuji CD nomenklaturou.
Nomenklatura CD (Cluster of differentiation) byla definovana na konferenci First
International Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA) v Pafizi
(Foon et Todd, 1986). HLDA vzniklo v osmdesatych letech a popudem byl velky chaos a
nepiehlednost, které panovaly v oblasti klasifikace lymfocytarnich antigennich struktur (Zola
et al., 2005).

Mezi nejbeéznéjsi antigeny, proti kterym jsou pfipravovany protilatky, patii CD3, CD4,
CD5 a CD8 u T-lymfocytt, CD10, CD20, CD79a a CD138 u B-lymfocytt,, nebo CD56 pro
NK buiiky. Antigen CD45 maji na svém povrchu vSechny lymfocyty. PouZzivaji se ale i
protilatky proti antigentim jinych typti bun€k, jako naptiklad CD14 u monocyti nebo CD68 u
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histiocytd a také protilatky proti specidlnim antigennim determinantdm, jako napiiklad Ki67,
coz je proliferatni marker, ktery se vyskytuje pouze u rychle proliferujicich typtd bunck a
znaci tak agresivni formy tumort (Feit et al., 2007).

Dalsi antigenni determinanta CD30 je dalezita pro detekci anaplastického velkobunééného
lymfomu pozitivniho na anaplastickou lymfomovou kinazu. Tento lymfom ve vét$iné piipadi
vznikd z T-lymfocytl, ale v malém mnozstvi mize vzniknout i z B-lymfocyti. Pravé na
zaklad¢ detekce antigenu CD30 je mozné urit, zda se jednd o T-lymfocytarni ¢i
B-lymfocytarni typ, nebot’ se CD30 vyskytuje pouze u T-lymfocytarniho lymfomu (Kiippers
et al., 1997). Dale bylo zjisténo, ze i v piipadé, kdy tento lymfom vznika ze zralych
T-lymfocytd, tak v nékterych pripadech nebyly u bunék tvoficich tento lymfom detekované
ostatni antigeny specifické pro T-lymfocyty (Klapper et al., 2008).

Jako dalsi dilezity antigen se jevi transmembranovy povrchovy protein CD43 zndmy téZ
jako sialoporin. Tento antigen se vyskytuje na vSech T-lymfocytech. U B-lymfocytd se
vyskytuje v mnohem mens$i mite, nejCastéji pod hranici citlivosti detekce. Bylo ale zjisténo,
7ze V piipadech né&jaké B-lymfocytarni malignity vyskyt CD43 na povrchu B-lymfocyti
nardstd. Vzhledem k rozdilnému vyskytu na B a T-lymfocytech mize tento antigen slouzit
jako jeden z ukazateli toho, zda se ve vzorku jedna o B-lymfocyty ¢i T-lymfocyty. Bylo
zjisténo, ze tento antigen se podili na aktivaci T-lymfocytt a pti jeho nespravné funkci vznika
onemocnéni zvané Wiskott-Aldrichtiv syndrom. Pro detekci CD43 se pouzivaji protilatky
MT1, DF-T1 a L60 (Leu-22) (Stross et al., 1989).

Nepouzivaji se vSak pouze protilatky proti CD antigentim, ale také protilatky detekujici
naptiklad cyklin D1, nebo « a A lehké fetézce BCR (Venkatraman et al., 2006).

Celkov¢ lze konstatovat, Ze rozdélovani a zafazovani lymfoproliferativnich onemocnéni do
urcitych tiid je znacné slozité a kritéria rozdélovani se velmi ¢asto méni. Z tohoto diivodu se
imunotypizace a zatfazeni lymfoproliferativnich onemocnéni do skupin dle antigennich
struktur na povrchu bunék vySetiovanych vzorkd jevi jako relativné spolehliva a piesna
metoda (Yang et al., 1990).

2.3.2 Molekularné - biologické metody

Koncem osmdesatych let se v disledku rozvoje v oblasti molekularni biologie objevuji
nové pristupy, kterymi je mozZné analyzovat klondlni proliferaci u B- a T-lymfocytl na

zakladé genovych pieskupeni u BcR a TcR a vyuzZit tyto informace pii studiu a
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diagnostikovani lymfoproliferativnich onemocnéni (Angel et al., 1993; Raghavachar et al.,
1988).

Zakladem je fakt, ze vétSina nddorovych tkani mé sviij ptivod v jedné bunce, kterd vlivem
poskozeni DNA ztratila kontrolu nad svou proliferaci a zacala se nekontrolovatelné mnozit.
Tim doslo k velkému mnozstevnimu zastoupeni monoklonélni populace bunék, tvofené klony
puvodni bunky (van Dongen et al., 2003). Pokud vezmeme v tvahu, ze diky rozdilnému
preskupeni genovych segmentt a hlavné nahodnému zacleniovani nukleotidi v N-regionech u
lymfocytli, je dand varianta BcR ¢i TcR na povrchu lymfocytu unikdtnim markerem pro
kazdy z lymfocyta (Lukowsky et al., 2006; McCarthy et al., 1992; Wan et al., 1990) a také to,
7e vétSina malignit vznika z lymfocyti az po prob&hnuti preskupeni genovych segmentt, diky
kterému obsahuji monoklonalni buniky shodnou specifickou variantu BcR ¢i TcR odlisnou od
variant polyklonalnich bun€k nenadorové populace (Bereczki et al., 2007; Medeiros et Carr,
1999; van Krieken et al., 2007), ptedstavuje detekce preskupeni genovych segment u BeR ¢i
TcR vyhodny marker pro detekci malignich proliferaci (Lukowsky et al., 2006). Pro tuto
detekci jsou pouzivany dvé metody. Po dlouhou dobu byla standardem analyza pomoci
Southernova pienosu, ale pozdé&ji se zacaly objevovat techniky zaloZené na principu PCR (van

Dongen et al., 2003).

Tyto techniky maji nékolik omezeni (van Dongen et al., 2003):

1) Senzitivita - hodné zavisi na pouzité tkani, mnoZstvi monoklonalnich bunék
Vv polyklonalnim pozadi a pouzité technologii

2) Klonalita neznamena vzdy malignitu - jsou pfipady, kdy i u benigni tkané je ¢ast bunék
zmnozena monoklonalné, vzdy je nutné porovnat s klinickymi daty a ostatnimi analyzami

3) BcR nebo TcR pieskupeni neni markerem pro uréeni vyvojové fady - napiiklad
u prekurzorovych B-malignit se relativné ¢asto vyskytuji i TcR ptestavbové klonality

4) Pseudoklonalita - v n¢kterych ptipadech muze polyklonalni tkan davat vysledky jako
monoklondlni. To mize vzniknout naptiklad v ptipadé, kdy je analyzovana tkan
s obsahem jen velmi malého mnozstvi lymfocytu.

5) Falesna pozitivita - hlavné problém u PCR, je velice citliva

6) Falesna negativita - opét vice u PCR - napiiklad zplGsobena somatickou hypermutaci
u zralych B-lymfocytd. V jejim prabéhu diky mutacim doSlo k pozménéni sekvence

V misté nasedani primerii a ty poté nemohou nasednout.
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2.3.2.1 Southerntv ptenos

Zakladnim schématem této metody je rozstépeni genomické DNA (gDNA) na specifické
fragmenty v zavislosti na pouzitém restrikénim enzymu. St&peni mimo jiné probiha i uvnitf
nebo v okoli zkoumanych genovych oblasti obsahujicich pfestavby. Pro analyzu klonality
u B- a T-lymfocytii je to oblast genovych segmenti pro BcR nebo TcR. Pro tento ucel se
nejCastéji pouzivaji endonukleazy S$tépici Sestinukleotidové sekvence (Medeiros et Carr,
1999). Mezi nejbéznéji pouzivané endonukleazy patii BamHI, EcoRI a Hindlll (Angel et al.,
1993; Mitha et McGlennen, 2001), které stépi DNA na fragmenty o velikosti 2 - 15 kb. Vybér
endonukledzy zavisi na vySetfované tkani a na kriteriich, ktera si pro analyzu zvolime (van
Dongen et al., 2003). Mezi dal$i pouzivané endonukleazy patii napiiklad Bglll (Mitha et
McGlennen, 2001), Pstl (Raghavachar et al., 1988) nebo Sau3Al (Knauf et al., 1993).

Vzniklé fragmenty jsou nasledné¢ rozd€leny za pomoci gelové elektroforézy (GE) a
nasledné jsou pomoci Southernova pfenosu pieneseny na nylonovou membranu. Zde jsou
hybridizovany se znacenou sondou. Ta miize byt znacena radioaktivné, naptiklad pomoci
deoxycitidintrifosfatu znaceného izotopem 32P (a32P-dCTP) a zaclenéného do fetézce sondy
(Angel et al., 1993; Mitha et McGlennen, 2001). Dobie zvolené pouziti restrik¢nich
endonukleaz a spravné umisténi sond umoziuje teoreticky detekovat vSechna BcR a TcR
genova pieskupeni (van Dongen et al., 2003).

Nasleduje vizualizace a vyhodnoceni. V piipad¢ vzorku s monoklonalni populaci bunék
obsahujicich stejnou prestavbu BcR nebo TcR genovych segmentli se pii analyze objevi
specificky prouzek odlisSné velikosti nez je prouzek tvofeny DNA V zarodecném stavu. Tato
DNA se vyskytuje ve vSech bunikach, u kterych jest€¢ nedoSlo k Zadnému pieskupeni
genovych segmentil. Z tohoto divodu maji vSechny tyto bunky stejnou kombinaci genovych
segmentl, a tudiz maji na gelu stejné charakteristiky jako buiikky vzniklé monoklonalni
proliferaci. Zjednodusen¢ lze fici, Ze tuto DNA obsahuji kromé& lymfocytii, u kterych nedoslo
k pieskupeni, i vSechny ostatni nelymfoidni buniky (Angel et al., 1993; Mitha et McGlennen,
2001). Monoklonaln¢ zmnozena tkan obsahujici genova pteskupeni ma oproti bunkam s DNA
v zarode¢ném stavu jinou velikost fragmentd diky faktu, ze pii preskupeni dochazi k deleci
usektt DNA, ale zaroven také dochazi K vyStépeni nékterych §tépnych mist pro endonukleazy

zde pouzivané (obr. 6) (Medeiros et Carr, 1999).

27



19kbp e == 4 {7kbP> « v 4
12kbp> -
<

Jy /BamH?1 J /ECOR1 C,/BamH1

Obr. 6: Vysledek analyzy vzorku s monoklonalnimi lymfocyty analyzovaného pomoci
Southernova pienosu (pievzato z Angel et al., 1993); ¢erné trojuhelniky oznacuji oblast
DNA v zarode¢ném stavu, bilé trojahelniky oznac¢uji DNA z monoklonalnich lymfocyta

Pro detekci klonality u lymfocyti se vyuzivaji sondy nasedajici do genovych segmenta
genl pro fetézce BcR €1 TcR. Mezi tyto segmenty patii nejCastéji vyuzivany usek segmenta J
3 -6 u IGH (van Dongen et al., 2003). Dale Cp u IGH, Cx u IGK, CAl a CA2 u IGL, CB1 u
TcR ftetézce P a Jyl a Jy2 u TcR fetézce y (Angel et al., 1993; Knauf et al., 1993;
Raghavachar et al., 1988).

Southerniiv pienos nasel své uplatnéni pii analyze vzorkil pacientii trpicich nékterym
Z lymfoproliferativnich onemocnéni. Jako piiklad lze pouzit analyzu vzorkii pacientl
s mnohocetnym myelomem, kde se podatilo pomoci této metody zjistit, Ze pfitomnost bunck
monoklondlniho charakteru v periferni krvi je indikdtor pokrocilejSiho stavu nemoci.
V ranych stadiich nemoci se monoklonalné¢ zmnozené buiiky vyskytuji pouze v kostni dieni
(Knauf et al., 1993).

Southernovym pienosem se ale nemusi detekovat genové piestavby pouze u genti pro BcR
a TcR. Piikladem mizZe byt vyzkum u pacient s akutni myeloidni leukemii (AML), ktery
provedl Schmetzer et al. (2000). Pfi analyze pouzili sondy jak pro TcR (pro segment CB1 pro
B fetézec) a BcR (Jh 3-6 pro IGH), tak i pro geny ristovych faktorti (cytokiny GM-CSF,

G-CSF, IL-3), M-bcr (major breakpoint cluster region), gen pro receptor kyseliny a-retinové

28



nebo gen pro myeloidni lymfoidni leukemii. Na zéklad¢ analyzy téchto piestaveb bylo
zjisténo, ze vyskyt urcité prestavby ¢i kombinace piestaveb jsou charakteristické pro urcité
typy AML a maji vliv na progresi nemoci a pfezivani pacienti.

Pti Southernové pfenosu je nevyhodou malé mnozstvi sond s vysokou specifitou, vyssi
cena a delsi doba na provedeni (Mitha et McGlennen, 2001; van Dongen et al., 2003).
Napriklad expozice pii vyvolani filmu u radioaktivniho znaceni mutze trvat i nc¢kolik dni
(Angel et al., 1993) a celkové provedeni a vyhodnoceni analyzy mize zabrat 1 az 2 tydny
(Trainor et al., 1990). Velkou nevyhodou je také potieba velkého mnozstvi (10 - 20 ng)
kvalitni vysokomolekularni gDNA, kterou naptiklad neni mozZné ziskat z formol-parafinovych
blockt. Nejcastéji se vyuziva Cerstva nebo velice rychle zamrazena tkan (Gurbity et al., 2003;
Raghavachar et al., 1988; van Dongen et al., 2003). Detekéni limit u této varianty ¢ini 1 - 5 %
zastoupeni malignich bunék ve vySetfovaném vzorku (Mitha et McGlennen, 2001; van
Dongen et al., 2003).

2.3.3.2 Polymerazova fetézova reakce - PCR

Stejné jako v piipadé Southernova prenosu, tak i analyzy zkoumajici klonalni populace
lymfocytl zaloZzené na principu PCR jsou zaméfené na detekci riznych variant jednotlivych
fetézcli BcR nebo TcR po probéhnutém pieskupeni genovych segmentii. Od provedeni
prvnich analyz zalozenych na principu PCR na zacatku devadesatych let minulého stoleti
(Trainor et al., 1990) se zacalo uvazovat, ze tyto techniky mohou byt redlnou alternativou pro
Southerntiv pfenos pro analyzu klonality lymfocytu (Gleissner et al., 2000). Od té doby bylo
provedeno mnoho vyzkumu, které provedly rizné modifikace vedouci ke zvySeni senzitivity a
spolehlivosti téchto metod a jejich uplatnéni v praxi (Liu et al., 2007).

Principem téchto metod je PCR amplifikace urcit¢ého useku na DNA pomoci nami
zvolnych primerii. V piipad€ analyzy klondlniho zmnozeni u lymfocytii se amplifikované
useky nachazeji v oblastech kodujicich néktery z lehkych ¢i tézky fetézec BcR nebo néktery
z fetézcl TcR. Probéhlé amplifikace jsou poté nejcastéji vyhodnocovany na gelu po provedeni
gelové elektroforézy. V ptipadé, Ze vzorek obsahuje monoklondlni bunécnou populaci
se shodnym genovym pteskupenim, projevi se tato skuteCnost na gelu vytvofenim
ohrani¢ené¢ho prouzku, ktery je tvofeny fragmenty o stejné, pfedem definované velikosti
Vv zavislosti na primerovém sloZeni reakce (Mitha et McGlennen, 2001; Nelson et al., 2007).

V ptipadé€ polyklonalné¢ zmnozenych bunék jsou PCR produkty riiznych délek v zavislosti na
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probéhnutém genovém pieskupeni a aktudlni kombinaci genovych segmenti na DNA
U kazdého z lymfocytl. Jejich velikost je opét zdvisla na pouzitych primerech, ale rozptyl
velikosti od nejkratSich po nejdelsi fragmenty byva nejcastéji ptiblizné 60 bp. Tento rozptyl
ve velikostech fragmentl se na gelu projevi jako neohrani¢eny ,,smear*, neboli smes vekého
poctu rizné dlouhych fragmenti DNA (Nelson et al., 2007).

Oproti Southernovu pienosu, kde se pii vyhodnocovani muselo hledét na prouzek tvoreny
z DNA v zarodecném stavu bez preskupeni genovych segmentid, je u PCR technik tato
skuteCnost vyfeSena tim, Ze¢ mista, do kterych byvaji primery navrZeny, jSOu
u nepteskupenych DNA od sebe hodné¢ vzdalené. Tyto vzdalenosti mohou ¢init nékolik
stovek bp az né€kolik kb v zavislosti na analyzovaném ftetézci BcR nebo TcR. To je ptili§
daleko na to, aby byly vpribéhu PCR tyto useky uspésné amplifikovany. V dusledku
preskupeni genovych segmentd a vystfizeni velkych useki na DNA dochazi k velkému
piiblizeni téchto usekli a zkraceni vzdalenosti mezi primery. Diky tomuto procesu je jiz
mozné takto dlouhé useky uspésné amplifikovat (Medeiros et Carr, 1999; Vargas et al., 2008;
Wan et al., 1990).

Pro detekci klonalit lymfocytii pomoci PCR je nutnd dobréd znalost pteskupeni genovych
segmentil pro piipravu vhodnych primeri. Vzdalenost mezi nimi by méla byt mensi nez 1 kb,
V optimalnim ptipadé i mensi nez 500 bp (van Dongen et al., 2003).

Pro analyzu pteskupeni genovych segmentti u B-lymfocytl je vétSina metod zalozena
na amplifikaci usekit DNA kodujicich oblasti V, D a J tézkého tfetézce BcR (VH, DH, JH),
priCemz primery nasedajici v oblasti VH jsou navrZzené tak, Ze v drtivé vét$in¢ nasedaji
do mén¢ variabilnich podoblasti FR1 - FR3, které obsahuji ¢aste¢né konzervované sekvence
(Gleissner et al., 2000; Mitha et McGlennen, 2001). Proti nim jsou pouzivany primery
nasedajici na JH segmenty, nejCastéji na konsenzudlni sekvenci vyskytujici se ve vSech Sesti
JH segmentech (obr.7) (Lukowsky et al., 2006; Nelson et al., 2007). Tato oblast, po genovém
preskupeni, ma od pocatku VH segmentu po konec JH segmentu velikost ptiblizn¢ 400 bp

(Trainor et al., 1990).
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Obr. 7: Schéma pieskupeni IGH genu s nazna¢enymi tiseky nasedani primera (pievzato
z Gallardo et al., 2008); Zelené Sipky naznacuji mista nasedani pfimych primerd na
V segment, oranzova Sipka naznacuje oblast nasedani zpétnych primeri na J segmentu

Celkove 1ze VH-JH oblast amplifikovat nékolika riiznymi variantami PCR. Pravdépodobné
nejjednodussi variantou je provedeni pomoci klasické PCR. Pfi tomto provedeni je pouzit
primer nasedajici na DNA do oblasti jednoho ze 3 FR regionti pomoci cCastecné
konzervované, konsenzualni sekvence, ktera se zde vyskytuje. Nejastéji se pouziva primer
VHEFRIII, nasedajici na FR3 region. Proti tomuto primeru je nejéastéji pouzit primer JH
rozeznavajici konsenzudlni sekvenci, kterd se vyskytuje na vSech Sesti JH segmentech.
U tohoto provedeni je mira detekce 50 % - 70 % (Gleissner et al., 2000; Medeiros et Carr,
1999; Nelson et al., 2007).

Dalsi moznou variantou, ktera se hodné vyuziva 1 v dnesSni dob¢, je analyza pomoci
odstupniované (nested), ¢i poloodstupiiované (semi-nested) PCR. Pii poloodstupiiované
varianté je pouzit primer nasedajici opét na konzervované sekvence v regionech FR1 - FR3.
Naptiklad primer FR3A je schopen nasedat na 17 riznych V segmentl. Proti tomuto primeru
je vprvnim kole PCR pouzit primer LJH a ve druhém kole primer VLJIH. V piipadé
provedeni odstupiiované PCR jsou v prvnim kole pouzity stejné primery jako v piipadé
poloodstupniované varianty, ale ve druhém kole je proti VLJH primeru pouZit primer
nasedajici do FR regionu blize JH segmentu. Napiiklad pokud je v prvnim kole pouzit primer
FR2A, ve druhém kole je pouzit primer FR3A (Diss et al., 1994; Nihal et al., 2000; Wan et
al., 1990). Mira detekce tohoto systému je vétsi nez v piipadé jednokolové PCR. Tento fakt
potvrdil Gleissner et al. (2000), kdy bylo provedeno kontrolni PCR 31 monoklonalnich
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vzorkli pomoci obou variant PCR. V piipadé normalni varianty byly pouzity primery
VHFRIII a JH. Touto variantou bylo odhaleno 21 monoklonalit (67%). V druhém piipadé
S pouzitim poloodstupiiované varianty byly pouzity primery FR3A a LJH/VLIH. V tomto
ptipad¢ bylo detekovano 24 monoklonalit (77%). Detekéni mira je tak u téchto variant PCR
kolem 80 % - 90 % (Nihal et al., 2000; Svachova et Tichy, 2008).

Pravdépodobné nejvyuzivanéjsi variantou V dne$ni dob¢ je detekce preskupeni genovych
segmentti pomoci mnohonasobnych (multiplex) PCR. Ty jsou navrzené jak pro detekci
VH-JH pteskupeni, tak 1 pro detekci pfeskupeni na lehkych fetézcich BeR. Dale jsou schopné
detekovat 1 preskupeni na fetézcich TcR. V tomto pifipadé jsou nejvyuZivanéjsi detekce
na vy fetézci TcR v aseku Vy - Jy (Bagg, 2006; Sandberg et al., 2005; van Dongen et al.,
2003). Dalsi moznou detekci je téz detekce nékterych chromozomovych aberaci.
Nejpropracovangj§im a celosvétové nejvyuzivanéjSim systémem mnohondsobnych reakci
PCR je protokol Biomed-2 (The European Biomedicine and Health) (Gallardo et al., 2008;
van Dongen et al., 2003). U téchto variant je mira detekce skoro 100 % a senzitivita je zde
1-10 %. V nékterych piipadech i méné nez 1 % (Mitha et McGlennen, 2001; Nelson et al.,
2007; van Dongen et al., 2003).

Nove se také objevuje zcela novy piistup detekce klonality lymfocytti. VSechny dosud
uvedené varianty jsou pouze kvalitativni. Vyskytuji se ale piipady, kdy pouze informace
0 pritomnosti ¢i neptitomnosti nestaci a je zapotiebi kvantitativni zhodnoceni. Jednim z téchto
piipadl je vySetfeni minimdlni rezidualni choroby. To je stav, kdy diky klinické terapii uz
nejsou maligni buiiky detekovatelné béznymi technikami. Ale stale je v téle pacienta relativné
velké mnozstvi téchto bunck, které by v budoucnu mohly byt ptivodci relapsu onemocnéni
(Flohr et al., 2008; Hoshino et al., 2004). Pravé ztohoto divodu je zapotiebi sledovat
mnozstvi téchto bun¢k. Pro kvantitativni zhodnoceni 1ze pouzit kvantitativni PCR v redlném
Case. Principem této varianty je provedeni klasické analyzy na BcR nebo TcR nejcastéji
pomoci Biomed-2. Po vyhodnoceni a v pfitomnosti monoklonality jsou vysledné fragmenty
tvotici prouzky na gelu osekvenovany. Diky znamé sekvenci je mozné ptipravit specifické
primery pro danou pifeskupenou variantu DNA, kterou zkoumané maligni buiiky obsahuji a
nasledné je mozné provedeni kvantitativni PCR v realném ¢ase (Flohr et al., 2008; Sayed et
al., 2009; Zehentner et al., 2006).

Sekvenovani fragmentli tvoficich prouzky na gelu miZe mit uplatnéni 1 pfi béZné
kvalitativni analyze. Lze ho naptiklad vyuZit pfi vyskytu abnormalit pfi analyze. Naptiklad
Vargas et al. (2008) provedli klasickou analyzu VH-JH v systému Biomed-2. Ale pii PCR

S pouzitim primerti pro FR2 a JH se jim objevil prouZzek o velikosti 140 bp. Spravné by mél
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mit velikost 250 - 295 bp. Pti pouziti primert pro FR3 a JH se jim neobjevil zadny prouzek.
Prouzek o velikosti 140 bp prouzek byl osekvenovan a zjistilo se, Ze obsahuje usek kddujici
cast V segmentu, kam nasedaji primery FR2 a také usek kodujici ¢ast J segmentu. Zbytek
sekvence byl deletovan. Tudiz primery pro FR3 oblast nemély kam nasedat a amplifikace
neprobéhla. Tento vysledek ukazuje, Ze se skutecné jedna o monoklonalné zmnozené bunky
S pfestavénymi genovymi segmenty. Jak je zde vidét, tak vyskyt produktt o jinych nez
ocekavanych velikostech nemusi znamenat nepfitomnost monoklondlné zmnozenych
lymfocytt.

Diky rychlému provedeni, nizkym nakladiim, bézné laboratorni instrumentaci a potiebé
relativné malého mnozZstvi méné kvalitni DNA byl namdhavy, pracny a €asové narocny
Southerniiv pienos v detekci klonalit lymfocytti v dnesni dobé téméf uplné nahrazen PCR
technikami (Halldorsdottir et al., 2007; Mitha et McGlennen, 2001; van Dongen et al., 2003).

Diky potteb¢ jen malého mnozstvi DNA a menS$ich narokt na jeji kvalitu je moZzné pomoci
PCR technik, na rozdil od Southernova pienosu, provadét analyzy klonalit 1 ze tkani
fixovanych ve formol-parafinovych blocécich, které jsou dnes patrné nejrozsifenéjsi zpusob
fixace v hematopatologii (Gurbity et al., 2003; Halldorsdottir et al., 2007; Liu et al., 2007,
van Dongen et al., 2003).

Velkou nevyhodou je u PCR analyz velka mira faleSn¢ negativnich vysledkii, nejcastéji
vznikajicich v disledku nespravného nasedani primeri na DNA zplisobeného naptiklad

somatickou hypermutaci (Gurbity et al., 2003; Hummel et al., 2006; Medeiros et Carr, 1999).

2.3.3.2.1 Biomed-2

Vzhledem k velkému vyskytu faleSné negativnich vysledku, které stale branily uvedeni
PCR technik detekce klonality lymfocyti do bézné klinické praxe, se skupina ptiblizné 90
hematopatologli, imunologli a molekuldrnich biologii koncem devadesatych let rozhodla
modifikovat provedeni PCR tak, aby bylo co nejvice spolehlivé a bylo mozné jej pouZivat pro
analyzy v klinickém prosttedi. Do toho projektu, ktery byl pojmenovan Biomed-2 Concerted
Action BMH4-CT98-3936, bylo zapojeno 47 laboratoti ze 7 evropskych zemi. Projekt mél
dvé pracovni faze. Nejdiive bylo tfeba pfipravit a standardizovat PCR protokol pro detekci
pfestaveb BcR a TcR genovych segmenti a pro detekci dobfe definovanych

chromozomovych aberaci. Poté nasledovala druhd faze a to vyhodnoceni moZnosti uplatnéni
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protokolu PCR a primerovych setii pro analyzu klonality u malignich lymfoproliferaci (van
Dongen et al., 2003; van Krieken et al., 2007).

V roce 2003 dospél tento vyzkum do zdarné¢ho konce. Vysledkem byl set PCR reakci
detekujicich BcR a TcR prestavby, ale také translokace t(11;14) a t(14;18), které jsou
charakteristické pro nékteré druhy lymfomu. Naptiklad t(14;18) je asiciovana s folikularnim
lymfomem (Luthra et al., 1998; van Dongen et al., 2003).

Celkem tento set obsahuje celkem 107 primert, aby bylo pieskupeni genovych segmentl
kompletné pokryto a piedeslo se tak falesné negativité. Primery byly sestaveny do 18
mnohonasobnych reakci PCR (3 reakce pro VH-JH pieskupeni u IGH, 2 pro DH-JH, 2 pro
preskupeni na IGK, 1 pro IGL, 3 pro TcRB, 2 pro TcRG, 1 pro TcRD, 3 pro detekci
translokaci mezi Bcll lokusem a JH segmentem IGH a 1 mezi Bcl2 lokusem a JH
segmentem). Jak jiz bylo uvedeno, tak PCR techniky trpély hodné na fale$né negativni
vysledky, které byly nejCastéji zptisobeny somatickou hypermutaci. Ta postihuje pouze
V segmenty. Z tohoto diivodu pii pouziti DH-JH tseku pro detekci neni analyza somatickou
hypermutaci zatizena. Celkové lze teoreticky pouzitim kombinace VH-JH, DH-JH a IGK
usekli detekovat vSechny monoklonality u B-lymfocyti a kombinaci TcRB a TcRG vSechny
T-monoklonality (van Dongen et al., 2003). Analyza pteskupeni na TcRA fetézci se
neprovadi. Jedna se o velice slozitou oblast, vzhledem k vmezefeni TcRD fetézce (van
Krieken et al., 2007).

Pro odruseni polyklonalniho pozadi se doporucuje pouzivat heteroduplexni analyzu nebo
novéjsi technologii GeneScanning (Sandberg et al., 2005; van Dongen et al., 2003).

Polyklonalni pozadi je tvofeno diky tomu, ze pii izolaci gDNA je izolovéna tato nukleova
kyselina ze vSech pritomnych bun¢k. Témi jsou kromé lymfocytl 1 bunky vlastni tkané.
Lymfocyty mohou byt maligniho, monoklonalniho ¢i reaktivniho polyklonalniho charakteru.
V nékterych ptipadech, kdy by se ve vzorku vyskytovaly polyklondlné zmnozené lymfocyty,
tak by mohly mit vliv na vysledek analyzy. Je to ddno tim, Ze i v nepfitomnosti
monoklonalnich lymfocytd by mohly lymfocyty polyklonalné namnozené produkovat
v reakci PCR produkty, které by se na gelu projevily velice podobné, jak je tomu v piipadé
monoklonalnich lymfocyti a davaly by tak falesné pozitivni vysledky (van Dongen et al.,
2003).

Heteroduplexni analyza byla ptivodné pouZzivana pro detekci mutaci u genetickych poruch,
ale pozd¢ji zacala byt pouzivana prave pro analyzu produkti po PCR pfi vySetfovani klonalit

u lymfocytarnich receptort (Langerak et al., 1997).
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Jeji princip je zaloZzen na denaturaci DNA a jeji nasledné rychlé renaturaci. Diky tomuto
postupu dochazi v piipadé monoklonalnich populaci lymfocytt ke vzniku homoduplext, tedy
usekti dsDNA se 100 % komplementaritou vlaken. Naopak u polyklondlnich populaci
vznikaji heteroduplexy, coz jsou useky dsDNA, které nemaji pln¢ komplementarni charakter
vlaken a v mistech kde nejsou komplementarni tiseky dochazi ke vzniku jednotetézcovych
DNA (ssDNA, single-stranded DNA) tsekid. Tyto ssDNA tseky zptsobuji mistni rozvolnéni
dvouvlakna DNA. Pii gelové elektroforéze pak maji heteroduplexy mens$i mobilitu nez
homoduplexy pravé diky mistnim rozvolnénim. Navic vznikaji vzdy heteroduplexy s rizné
velkou shodou v komplementarité a tudiz i s riznym poctem a velikosti ssDNA tsekd. Toto
se na gelu projevuje vznikem roztdhlého neohrani¢ené¢ho ,,smearu* na rozdil od jasné
ohrani¢eného prouzku tvofeného homoduplexy u monoklonalni populace lymfocyti (obr. 8)
(van Dongen et al., 2003; Gonzalez et al., 1999; Langerak et al., 1997).

Pro denaturaci se obvykle pouziva teplota okolo 95°C po dobu 5 min. (van Dongen et al.,
2003). Pro renaturaci je mozné pouzivat teploty vrozmezi od 40°C do 4°C. Zavisi na
produktu, ktery se analyzuje. Celkové se ale prouzky jevi nejCistsi pii renaturaci za teploty
4°C (Garcia-Sanz et al., 1999).

B) monoklonalni
A) monoklonalni buriky s polyklonalnim C) polyklonalni

burky pozadim buriky
— — — — —
— m— — Dm—
— —
— m— ==
— — e

denaturace / renaturace

sl s
L2
— —rL
— m—
—

Obr. 8: Schéma pribéhu heteroduplexni analyzy (pievzato z Langerak et al., 1997);
Priklady obsahu bunc¢k ve vzorku A), B) a C) jsou ve stejném pofadi naneseny na
uvedeném gelu
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Druhéa uvedena metoda, GeneScanning, neboli téZz fluorescencni fragmentova analyza, je
zalozena na pouzivani jednoho z primerd oznacenych fluorochromnim barvivem. Po PCR
jsou denaturované jednofetézcové produkty separovany na denatura¢nim polyakrylamidovém
sekvenacnim gelu. Poté probéhne vyhodnoceni a na zakladé fluorescencnich spekter je ur¢en
tvar rozlozeni vysledného grafu, ze kterého lze urcit, zda se jednd o polyklonalitu, ¢i
monoklonalitu. Citlivost metody Biomed-2 je v ptipadé pouziti heteroduplexni analyzy
1-10% a v ptipadé pouziti metody GeneScanning 0,5 % - 5 % (Gallardo et al., 2008;
Sandberg et al., 2005; van Dongen et al., 2003).

V ramci vyvoje PCR systému Biomed-2 bylo otestovano celkem 90 vzorkd. Jednalo se
prevazné o B-malignity, ale byly zde zastoupeny i T-malignity, ¢i reaktivni tkané. Robustnost
tohoto systému byla v nejvétsi mite prokazana v pripadé B-malignit. V ptipadé€ analyzy pouze
VH-JH preskupeni byla detek¢ni mira 82 %. Se spoleCnym pouzitim analyzy DH-JH
pieskupeni vzrostla mira detekce na 92 %. Pfi soucasném pouziti analyzy IGK dosahla tato
mira jiz 98%. V ptipad€ T-lymfocytarnich klonalit se dosahlo témét 99 % detekéni miry (van
Krieken et al., 2007). Na zavér byla tato metoda GspéSné vyzkousena i v provedeni analyzy
z formol-parafinovych blocku (van Dongen et al., 2003).

Po uvedeni této technologie nasledovalo mnoho vyzkumt, které si kladly za cil otestovat
spolehlivost tohoto systému. Jednim z nich byl test provadény Liu et al. (2007), ktery
testoval, zda je Biomed-2 vhodny i na formol-parafinové blocky. Zjistilo se, Zze diky
amplifikovanym fragmentim o velikosti kolem 300 bp a mensi je mozné Biomed-2 bez
problému na analyzu DNA z téchto bloc¢kl aplikovat. Nevyskytl se zadny vyrazny rozdil ve
vysledcich mezi testovanim Cerstvé tkané€ a tkan€ z blocku.

Dalsi vyzkum provedli Evans et al. (2007), béhem kterého bylo otestovano 369 vzorku
z ruznych druhti lymfoidnich malignit, ze kterych se jim podafilo detekovat 367 (99 %).
Vysledkem tohoto vyzkumu bylo potvrzeni faktu, ze Biomed-2 je velice spolehlivy a funguje
pti analyze vzorkil ze vSech druhii lymfoidnich malignit bez rozdilu toho, jakého jsou ptivodu.

Vzhledem k vyse uvedené vysoké spolehlivosti a citlivosti, komer¢ni dostupnosti a
mnohonasobném otestovani se Biomed-2 stal nejpouzivanéjsi metodou detekce klonalit
genovych preskupeni u BcR a TcR. Dal§im pozitivem Biomed-2 je i ten fakt, ze diky velkému

rozsiteni byla jiz mnohokrat ovéfena (Halldorsdottir et al., 2007; van Krieken et al., 2007).
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3 CiLE PRACE

1) Zavedeni a optimalizace metody slouzici k analyze klonalni proliferace lidskych

B-lymfocyti.

2) Vyuziti této metody k analyze klinickych vzorkt, u kterych nelze po klasickych
vySettenich s jistotou urcit diagnodzu, a na zaklad¢ informace, zda se jedna o polyklonalitu

¢1 monoklonalitu B-lymfocytl, pomoci tuto diagndzu uptesnit.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Metody

4.1.1 Izolace genomické DNA z formol-parafinovych blo¢k

Genomicka DNA (gDNA) byla standardné izolovana ze tkané fixované ve formol-

parafinovych bloc¢cich. Izolace byla provadéna za pouziti Puregene Core Kitu A (Qiagen).

Postup byl pievzaty z laboratorniho manualu Gentra Puregene Handbook — March 2007

(Qiagen) a mirn¢ modifikovan.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Do jedné 1,5 ml mikrozkumavky bylo na mikrotomu nafezano 7 — 15 feza tkan¢ z formol-
parafinového blocku. Podet fezii zavisi na velikosti tkané v blo¢ku. Rezy pripravuje

personal histopatologické laboratote.

Do mikrozkumavky bylo pfidano 800 pl xylenu, vzorek byl promichan na vortexu a
inkubovan 7 min na rotatoru. Nasledovala centrifugace 3 min pii 13 000 otackach za min
(rpm, revolutions per minute) a supernatant byl opatrné odpipetovan. Tento krok byl
provadén celkem 4x aby doslo k dokonalému odstranéni parafinu, ktery by mohl v dalSich

fazich izolace zptisobovat komplikace.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 800 ul 96 % etanolu, vzorek byl promichan na
vortexu, inkubovan 7 min na rotatoru, nasledovala centrifugace 3 min pii 13 000 rpm a
odsati supernatantu. V 800 ul 96 % etanolu byl vzorek promyvan jesté jednou 7 min,
nasledovala centrifugace 6 min pii 13 000 rpm a odpipetovani supernatantu. Jesté jednou

probihala centrifugace 1 min pfi stejné rychlosti a odpipetovani zbytku supernatantu.
Suseni vzorku 10 min pfi 37°C v termobloku s otevienym vickem mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky bylo pfidano 320 ul lyza¢niho pufru a drtitkem byl vzorek dikladné
homogenizovan. Do vzorku bylo pfidano 8 pl proteinazy K, smés byla kratce promichana

na vortexu a inkubovana pies noc pii 55°C v inkubované tiepacce.

Nasledujici den bylo ke vzorku pifidano 8 pul proteinazy K, inkubace pokracovala pii 55°C

1 h. Pro vétsi efektivnost byl vzorek vzdy po 10 min kratce promichan na vortexu.
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7) Bylo pridano 0,7 pl RNazy A. Vzorek byl promichan pfiblizné 20x obracenim v ruce.
Dale probihala inkubace 45 min pii 37°C vtermobloku za ob¢asného promichani
obracenim v ruce. Tento krok nebyl zcela nezbytny, ale z divodu zlepseni kvality vzorku

gDNA byl zatazen.
8) Po inkubaci v termobloku byl vzorek 2 min inkubovan na ledu.

9) Do mikrozkumavky bylo pfidano 120 pl protein-precipitaéniho roztoku a vzorek byl
inkubovan dalsi 2 min na ledu. Vzorek byl dikladné 20 s vortexovan a nasledné¢ byl

centrifugovan 6 min pti 13 000 rpm.

10) Mezitim co probihala centrifugace, bylo do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky pipetovano
450 pl izopropanolu. Po skonceni centrifugace byl do této zkumavky opatrné pipetovan
supernatant z centrifugovaného vzorku. Mikrozkumavka s peletem nebyla dale potiebna.
Mikrozkumavka s obsahem izopropanolu byla dikladné vortexovana, po dobu 10 min

centrifugovana pti 13 000 rpm a supernatant byl opatrné odpipetovan.

11) Ke vzorku bylo ptidano 400 pl 70 % etanolu vychlazeného na 4°C a vortexem byl vzorek
promichan. Centrifugace 6 min pii 13 000 rpm. Supernatant byl opatrné¢ odpipetovan.
Opét centrifugace 1 min pfi stejnych otaCkach. Zbyly supernatant byl opatrné odpipetovan

a vzorek byl nechan 40 min vysychat pii laboratorni teploté s otevienym vickem.

12) Bylo pfidano 50 ul DNA hydrata¢niho pufru, vzorek byl lehce pii stfednich otackach
vortexovan a ulozen do ledni¢ky do 4°C. Pro dlouhodobéjsi uchovani byl vzorek ulozen

do -20°C.

4.1.2 Izolace genomické DNA z lymfocyti periferni krve

Z 5 ml nesrazlivé periferni krve byly izolovany lymfocyty pomoci Lymfoprepu®. Dale
probihala izolace obdobné jako v piipadé izolace gDNA z formol-parafinovych bloc¢ku

od faze lyze bungk.
1) K5 ml nesrazlivé periferni krve bylo ptidano 5 ml 1x PBS.

2) Do dvou 15 ml zkumavek bylo pipetovano po 3 ml Lymfoprepu®. Na napipetovany
Lymfoprep® bylo velice opatrné navrstveno vzdy 5 ml smési 1x PBS a nesrazlivé periferni

krve. Bylo potieba dat pozor, aby se krev s Lymfoprepem® nepromichaly.

3) Centrifugace zkumavek 30 min pii 1 800 rpm.
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

Po centrifugaci byla smés rozdélena na 3 faze (nahofe krevni plazma — Zlutd barva,
uprostied Lymfoprep® - téméf bezbarva; dole erytrocyty — Gervena barva). Pasteurovou
pipetou bylo provedeno odsati lymfocytd, nachazejicich se mezi krevni plazmou a
Lymfoprepem®. Zde vytvately mlééné zakalenou tenkou vrstvu vytvafejici prstenec.

Lymfocyty byly pteneseny do Cistych 15 ml zkumavek.

K lymfocytim bylo ptfidano 8 ml 1x PBS, vzorky byly lehce promichany. Nasledovala
centrifugace 7 min pii 1 200 rpm a odsati supernatantu odsavackou. Tento krok byl

provadén celkem 3x.

Pfi poslednim odsavani supernatantu bylo malé mnozstvi (max. 1 ml) 1x PBS nechano ve
zkumavkach. K tomuto mnozstvi bylo k lymfocytim ptipipetovano dalsich 500 pul
1x PBS. Pipetou byly vzorky dukladné¢ promichany a pipetovany do ¢istych 1,5 ml

mikrozkumavek. Nasledovala 30 s centrifugace na minicentrifuze v rezimu ,,short spin‘.

Z jedné¢ mikrozkumavky byl veSkery supernatant odpipetovan a ziistal pouze pelet

Z lymfocyti. Tato zkumavka byla uloZena do -80°C.

Ze druhé mikrozkumavky byl supernatant také odpipetovan, ale piiblizné 10 pl

supernatantu bylo v mikrozkumavce nechano. Dukladné promichani peletu na vortexu.

Do mikrozkumavky bylo ptidano 300 pl lyza¢niho pufru shodného jako u izolace gDNA
z formol-parafinovych blocku. Vzorek byl dikladné vortexovan. Do mikrozkumavky bylo
piidano 0,6 ul RNazy A.

10) Inkubace 15 min pii 37°C v termobloku za ob&asného promichani.

11)Nasledny postup byl jiz zcela shodny jako pfi izolaci gDNA z formol-parafinovych

blo¢ki od bodu ¢. 8) — Inkubace 2 min na ledu, ptidano 120 ul protein-precipita¢niho

roztoku... (viz. vyse)

4.1.3 M¢éteni koncentrace gDNA ve vzorku

1)

2)

Koncentrace gDNA ve vzorcich byla méfena na ptistroji NanoPhotometr.
Pred zahajenim méteni byly vzorky lehce promichany vortexem.

U vzorkil byly zméfeny absorbance pii vinovych délkach 230, 260 a 280 nm, porovnany
S ,,blankem* a na zakladé¢ naméfenych hodnot piistroj vypocital koncentraci izolované

DNA v ng/ul.

40



3) Pti spektrofotometrickém stanoveni nebylo mozné odlisit, zda se jedna o DNA ¢i RNA, a

proto byl pii izolaci gDNA zafazen krok inkubace s RNazou A.

4.1.4 Priprava deionizované vody osetiené DEPC (DEPC H,0)

Vzhledem ke skutecnosti, Ze na naSem pracovisti bylo pracovano i s RNA, které byly
pouzivany i pro PCR, byla voda pouZzivana pro vSechny provadéné PCR oSettena inhibitorem

ribonukle4dz (RN4z) diethylpyrokarbonatem (DEPC).
1) Ze zasobniho roztoku DEPC a deionizované vody byl piipraven 0,1 % roztok DEPC
2) Nasledovala inkubace po dobu 24 h pii 37°C pro odstranéni RNaz z roztoku

3) Na zavér bylo provedeno autoklavovani po dobu 20 min pii teploté 120°C, aby se zastavil
uc¢inek DEPC

4.1.5 Reakce PCR

Pro amplifikaci usekii DNA kodujicich IGH byly pozivany varianty mnohondsobné
(multiplex) PCR a poloodstupniované (seminested) PCR.

Nejprve byla provadéna analyza genu IGH za pomoci PCR systému skladajiciho se ze
dvou klasickych reakci PCR a dvou poloodstupiiovanych reakci PCR. V ptipadé klasickych
reakci PCR byly pouzivany primery nasedajici do oblasti FR2 (primer JH2-S) a FR3 (primer
JH1-S). Proti nim byl v obou p¥ipadech pouzit primer JH-A, ktery nasedd na konsenzualni
sekvenci vyskytujici se ve vSech Sesti J segmentech IGH (Mitha et McGlennen, 2001;
Svachova et Tichy, 2008).

Pro prvni a druhé kolo poloodstupniovanych reakci PCR byly pouzivany rozdilné pouze
vnitini a vnéjsi primery nasedajici do J-oblasti IGH genu. Jednalo se o primery LJH a VLJH.
Proti nim byly pouZzivany stejné primery v obou kolech PCR, nasedajici do oblasti regionu
FR2 (FR-2A) popiipad¢ FR3 (FR-3A) (Nihal et al., 2000; Svachova et Tichy, 2008).

Pozdé&ji byla analyza provadéna systémem PCR skladajiciho se ze 3 mnohonasobnych
reakci PCR analyzujicich kompletni VH-JH pteskupeni, vyuZivajici primerové sady pro FR1,
FR2 a FR3 regiony, proti kterym byl vzdy pouzit JH primer nasedajici na konsenzualni

sekvenci vSech Sesti J segmentt (van Dongen et al., 2003).
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Pro pozitivni a negativni kontrolu byly pouzivany primery CF 20i-5° a CF 20i-3’

nasedajici na DNA do oblasti exonu 20 provozniho genu CF (cystic fibrosis) (Grossman et

al., 1994) skladajiciho se celkové z24 exonti a nachazejiciho se na 7. chromozomu.

Produktem tohoto genu je transmembranovy regulator cystické fibrozy (CFTR, cystic fibrosis

transmembrane conductance regulator) (Riordan et al., 1989).

4.1.5.1 Systém PCR vyuzivajici pro detekci IGH genu dvou klasickych a dvou

1)

2)

3)

4)

poloodstupiiovanych reakci PCR

Pracovni postup byl proveden podle Svachova et Tichy (2008) a byl ¢aste¢né modifikovan.

V pracovnim postupu dle Svachova et Tichy (2008) bylo ur¢eno jako optimalni mnozstvi
50 — 500 ng gDNA na jednu reakci. V naSich podminkach bylo zvoleno dodavat do reakce
vzdy 300 ng gDNA. Reakéni smes byla do vysledného objemu 25 pl byla dopliovéana
DEPC H,0.

Pro analyzu jednoho vzorku bylo potieba pro prvni kolo PCR pfipravit smés celkem do 6
0,5 ml mikrozkumavek. Do 2 mikrozkumavek byly pouzity primery pro klasické PCR, do
dalSich 2 mikrozkumavek primery pro prvni kolo poloodstupiiovanych PCR, a po jedné
mikrozkumavce pro pozitivni a negativni kontrolu (tab. Il, I1). V pfipadé pozitivni
kontroly byla do reakce pfiddna gDNA z analyzovaného vzorku ve stejném mnozstvi jako
v ostatnich mikrozkumavkach. U negativni kontroly byla gDNA nahrazena DEPC H,O.

Pro pozitivni 1 negativni kontrolu byla téz pouzita klasicka varianta PCR.

Michani reagencii a celkova piiprava PCR byla provadéna za sterilnich podminek

V laminarnim boxu.

Do Sesti 0,5 ml mikrozkumavek pro jeden vzorek byly pipetovany piislusné primery

ze zasobniho 7 uM roztoku (tab. I11) a reagencie v potiebném mnozstvi (tab. 1V).
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Tab. Il: Sekvence primeru (pievzato z Svachova et Tichy, 2008)

Primery pro IgH genovy komplex

JH1-S 5 -CTGTCGACACGGCCGTGTATTACTG -3
JH2-S=FR-2A | 5 - TGG (A/G)TC CG(C/A) CAG (G/C)C(T/C) (TIC)CN GG - 3
JH-A 5 -AACTGC AGAGGAGACGGTGACC-3

FR—-3A 5 — ACA CGG C(C/T)(G/IC) TGT ATT ACT GT -3

LJH 5 -TGAGGAGACGGTGACC-3

VLJH 5’ - GTG ACC AGG GTN CCT TGG CCC CAG — 3’

Primery pro provozni gen CF

CF 20i-5’ 5’ — GGT CAG GAT TGA AAG TGT GCA -3

CF 20i-3° 5’ - CTATGA GAA AAC TGC ACT GGA -3

Tab. 111: Piehled a pouZiti jednotlivych primeri

- . ) N Velikost ziskanych
Zkumavka ¢.: Primery: Varianta: produktd [bp]:
JH1-S klasicka PCR,
1 H-A | jednokolové 100 - 150
JH2 - S klasicka PCR,
2 H-A jednokolové 220 =250
3 FR - 2A poloodstupnovana PCR,
LJH prvni kolo
4 FR - 3A poloodstupnovana PCR,
LJH prvni kolo
CF 20i-5° pozitivni kontrola,
> CE20i-3" | jednokolové 460 - 500
5 CF 20i-5° negativni kontrola, bez
CF 20i-3’ DNA
FR — 2A poloodstupnovana PCR,
32 VLIH druhé kolo 240 - 260
FR — 3A poloodstupiiovana PCR,
4-2 VLIH druhé kolo 100 - 120
CF 20i-5’ negativni kontrola, bez
6-2 CF20i-3° | DNA, druhé kolo
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Tab. IV: Reakéni smés o objemu 25 pl pro prvni kolo PCR

Obsah jedné zkumavky
PCR
10x ImmoBuffer: 2,5 ul
MgCl; (50 mM): 2,0 ul
10 mM dNTPs: 1,2 ul
Immolase DNA Polymeraza (¢ = 5U/ pl): 0,3 ul
7 uM Primer F: 2,5 ul
7 uM Primer R: 2,5 ul
Templat: 300 ng
DEPC H;0: Doplnime do 25ul

5) Mikrozkumavky byly pteneseny do termocycleru a bylo provedeno PCR. Pouzivana
Immolase (Bioline) je DNA polymeraza s horkym startem (,,hot-start®), proto byla nutna
pocatecni aktivacni denaturace v programu PCR (tab. V). Doba béhu programu byla 1,5 h.

Tab. V: Teplotni schéma prvniho kola PCR cyklu

Inicializace reakce: 95°C 7 min

Vlastni PCR:

Denaturace DNA: 95°C 20s

Annealing primert: 58°C 20s 35x
Elongace: 72°C 15s

Finalni elongace: 72°C 10 min

Zchlazeni na 4°C

6) Do tfi 0,5 ml mikrozkumavek byla namichana smés piislusnych reagencii (tab. VI) a

primerd (tab. 111) pro druhé kolo PCR.
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Tab. VI: Reakéni smés o objemu 25 pl pro druhé kolo PCR

Obsah jedné zkumavky
PCR

10x ImmoBuffer: 2,5 ul
MgCl, (50 mM): 2,0 ul
10 mM dNTPs: 1,2 ul
Immolase DNA Polymeraza (¢ = 5U/ pl): 0,3 ul
7 uM Primer F: 2,5 ul
7 uM Primer R: 2,5 ul

0,5 pl (pteneseno ze
Templat: zkumavek z prvniho

kola PCR)

DEPC H0: 13,5 ul

7) Z mikrozkumavek s PCR prvniho kola obsahujicich primer LJH (zkumavky ¢. 3, 4) a
negativni kontrolu (zkumavka ¢. 6) bylo piepipetovano po 0,5 ul produktu do

mikrozkumavek druhého kola PCR obsahujicich primer VLJH a negativni kontrolu

(zkumavky &. 3-2, 4-2, 6-2) (tab. 111).

8) Mikrozkumavky byly pifeneseny do termocycleru, kde byl nastaven program druhého kola
PCR. Ten mél stejné teplotni schéma jako v prvnim kole (tab. V), ale cyklus probihal

pouze 20x misto 35x. Doba pribéhu druhého kola PCR byla 1 h a 5 min.

9) Po skonceni druhého kola PCR byly vzorky vyjmuty z termocycleru a ulozeny do 4°C.

Pozdéji byly pouzity pro separaci na agar6zové gelové elektroforéze.

4.1.5.2 Systém PCR vyuzivajici pro detekci kompletnich VH-JH pieskupeni
IGH genu tfi mnohondsobnych reakci PCR

Pracovni postup byl ¢astecné prevzat z van Dongen et al. (2003) a byl upraven pro

provedeni s pouzitim reagencii podle Svachova et Tichy (2008).

1) Do reakce bylo opét ptidavano 300 ng gDNA. Celkovy objem jedné reakéni smési byl

25 pl a pro doplnéni tohoto objemu se opét dopliiovala DEPC H,0.

2) V tomto systému bylo pro analyzu jednoho vzorku potieba pét 0,5 ml mikrozkumavek. Ve

3 z nich byly provadény mnohonasobné reakce PCR se smésmi primert A, B, C. V téchto
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zkumavkach byly jednotlivé smési primerd, z nichz na jednom konci nasedaly primery do
FR1 regionu VH oblasti IGH genu v pfipadé¢ smési A, FR2 regionu u smési B a FR3 ve
smési C. Proti nim byl vzdy pouzit JH primer opét nasedajici na JH oblasti IGH genu (tab.
VII). Zbylé 2 mikrozkumavky byly pouzity pro pozitivni a negativni kontrolu se stejnym

provedenim jako v predchozim systému.

3) Nasledny postup byl shodny s provedenim Vv pfedchozim systému. Vse bylo pfipravovano

za sterilnich podminek v laminarnim boxu.

Tab. VII: Sekvence primeri (pfevzato z van Dongen et al., 2003; Svachova et Tichy, 2008)

Primery pro IgH genovy komplex

Smés A

VH1 -FR1 5" - GGC CTC AGT GAAGGT CTCCTGCAAG -3
VH2 — FR1 5"-GTCTGG TCC TAC GCT GGT GAAACCC -3
VH3 - FR1 5 -CTG GGG GGT CCCTGAGACTCTCCTG -3
VH4 - FR1 5 —CTT CGG AGACCCTGT CCCTCACCTG -3
VH5 - FR1 5" - CGG GGAGTCTCT GAAGATCTCCTGT -3
VH6 — FR1 5—-TCG CAGACCCTCTCACTCACCTGTG -3
Smés B

VH1 - FR2 5’ —CTG GGT GCG ACAGGCCCCTGGACAA-ZF
VH2 — FR2 5’ —TGG ATC CGT CAG CCC CCA GGG AAGG -3
VH3 - FR2 5’ —GGT CCG CCAGGC TCCAGG GAA-ZF

VH4 — FR2 5’ —TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAGG -3
VHS — FR2 5’ -GGG TGC GCCAGATGC CCGGGAAAG G-
VH6 — FR2 5’ —TGG ATC AGG CAG TCCCCATCGAGAG -3
VH7 — FR2 5’ —TTG GGT GCG ACAGGC CCCTGGACAA-3
Smés C

VH1 - FR3 5’ —TGG AGC TGAGCAGCCTGAGAT CTGA-3
VH2 — FR3 5’ —-CAATGACCAACATGGACCCIGTGGA-3
VH3 - FR3 5’ — TCT GCA AAT GAA CAG CCT GAGAGCC -3
VH4 — FR3 5’ -GAG CTCTGT GACCGCCGCGGACACG-&
VHS5 - FR3 5’ —CAG CACCGCCTACCT GCAGTGGAGC-Z
VH6 — FR3 5’ —GTT CTC CCT GCAGCT GAACTCTGTG -3
VH7 - FR3 5’ —CAG CACGGC ATATCT GCAGAT CAG -3
Zpétny primer

JH | 5 — CTT ACC TGA GGA GAC GGT GACC — 3’
Primery pro provozni gen CF

CF 20i-5’ 5’ — GGT CAG GAT TGA AAG TGT GCA-3

CF 20i-3’ 5’ - CTATGAGAA AACTGC ACT GGA -3
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4) Potitebné reagencie (tab. VIII) byly namichany do 0,5 ml mikrozkumavek a do téchto
mikrozkumavek byly pfidany piislusné primery ze zasobniho 7 puM roztoku v piipadé
primert CF 20i-5’ a CF 20i-3’ a ze zasobniho 10 uM roztoku v piipad¢ ostatnich primert
(tab. IX).

Tab. VIII: Reakéni smés PCR 0 objemu 25 pl

Obsah jedné
zkumavky PCR
10x ImmoBuffer: 2,5 ul
MgCl;, (50 mM): 2,2 ul
10 mM dNTPs: 1,2 ul
Immolase DNA Polymeraza (¢ = SU/ pl): 0,3 ul
10 uM Primer(y) F: 0,5 ul
(7 uM u CF 20i-5) (u CF 20i-5" 2,5 ul)
10 uM Primer R: 0,5 pul
(7 uM u CF 20i-37) (u CF 20i-3” 2,5 ul)
Templat: 300 ng
DEPC H,0: Doplnime do 25ul
Tab. IX: Pitehled a pouZiti jednotlivych primeru
Zkumavka ¢.: | Primery: Varianta: Velikost ziskanych
produktti [bp]:
Smés A mnohondsobné
A IH PCR 310 — 360
Smés B mnohonasobné
B IH PCR 250 — 295
Smés C mnohonasobné
C IH PCR 100 - 170
+ CF 20i-5° pozitivni kontrola
K CE 20i-3° 460 — 500
K- CF 20i-5° negativni kontrola,
CF 20i-3’ bez DNA
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5) Mikrozkumavky byly pfeneseny do termocycleru, kde byla spusténa reakce PCR (tab. X),

jejiz provedeni trvalo 3 h a 20 min.

Tab. X: Teplotni schéma PCR cyklu

Inicializace reakce: 95°C 7 min

Vlastni PCR:

Denaturace DNA: 95°C 45s

Annealing primert: 60°C 60 s 35x
Elongace: 72°C 90 s

Finalni elongace: 72°C 10 min

Zchlazeni na 4°C

6) Po skonCeni programu byly vzorky uloZzeny do 4°C. Nasledné¢ byly pouzity pro

heteroduplexni analyzu a gelovou elektroforézu na polyakrylamidovém gelu.

4.1.6 Heteroduplexni analyza

K odruSeni polyklonalniho pozadi byla pouzivana heteroduplexni analyza produktu
vzniklych v pribéhu PCR, ktera byla v naSich podminkach provadéna v termocycleru

za nasledujicich teplotnich podminek:

1) denaturace: 96°C po dobu 6 min
2) renaturace: 4°C po dobu 1 h

4.1.7 Gelova elektroforéza

4.1.7.1 Agardzova gelova elektroforéza

Tento typ gelové elektroforézy (GE) byl pouzivan pro vyhodnocovani vysledkt PCR
systému amplifikace usekt genu pro IGH, zahrnujiciho dvé poloodstupiiované PCR a dvé
klasické PCR (Svachova et Tichy, 2008). Byla provadéna horizontalni agarézova GE

S pouzitim 2,5 % agar6zového gelu a TAE pufru.

1) Bylo navéazeno 2,5 g agardzy, ta byla smichana se 100 ml 1x TAE pufru a smés byla fadné

promichana. Nasledné byla sestavena forma na pfipravu agar6zového gelu.
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2)

3)

4)

5)

6)

V mikrovinné troubé byla smés pufru sagarézou piivedena Kk varu. Nasledné bylo
zahtivani preruSeno a smés byla promichana. Poté byla opét zahtivana do bodu varu a
promichana. Takto byla agaréza zahtfivana a promichdvana do doby, nez vytvofila

homogenni a ¢iry roztok bez srazenin.

Roztok byl nechan 3 min chladit pfi laboratorni teploté za obcasného promichani.
Nasledn¢ bylo piidano 10 ul ethidium bromidu, roztok byl promichan a nalit
do pripravené formy. Do formy byl zasazen hieben vytvaiejici v gelu nanaseci jamky a

roztok byl nechan 30 min tuhnout ve formé pii laboratorni teploté.

Z formy byl vyjmut hiebinek a forma byla rozebrana. Gel umistény na podlozce byl
umistén do elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem tak, aby byl cely gel pod

hladinou.

Do jamek v gelu byly nanaseny vzorky po provedené PCR. Vzdy bylo smichano 9 ul
vzorku se 3 ul 1x Gel ,,Jloading® pufru a naneseno opatrné do jamek. Gel ,,loading* pufr
byl pfipraven zifedénim zasobniho roztoku tohoto pufru 40 % glycerolem v poméru 1 : 9

(pufr : glycerol). Na gel bylo také naneseno 7 pl velikostniho standardu HyperLadder V*.

Byla provedena GE. Doba b¢hu byla 45 min pii napéti 80 V. Po skonéeni GE byl gel
vyndan z elektroforetické vany, pienesen pod zdroj UV svétla, vyfocen a v pocitatovém
programu BioCaptMW (Vilber Lourmat) byl obraz zpracovan, ulozen v poditati a

vyhodnocen.

4.1.7.2 Gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Tento druh GE byl pouzivan pro vyhodnocovani vysledki po probéhnutém PCR systému 3

mnohonasobnych reakci (van Dongen et al., 2003). Byla provadéna vertikalni GE za pouZiti
8 % polyakrylamidového (PAA) gelu a TBE pufru.

1)

Byla sestavena aparatura pro piipravu gelu sestavajici ze dvou skel, majicich mezi sebou

mezeru (0,75 mm) a podpurnych drzaka pro uchyceni téchto skel do vertikalni polohy.
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2)

3)

4)

5)

V cisté plastové 50 ml Falconové zkumavce bylo smichano 3,15 ml 2x predestilované
sterilizované  vody (ddH;0), 135 ml 30 % smési akrylamidu a
N,N'-methylenbisakrylamidu (pomér 5 : 1) (AA) a 500 ul 10x TBE pufru. Roztok byl
dukladné promichan. Nasledné bylo pfidano 35 pl 10 % amonium persulfatu (APS) a 5 ul
N,N,N,N-tetramethylethylendiaminu (TEMED). Roztok byl dikladné¢ promichan a
Pasteurovou pipetou byl nanesen do prostoru mezi pfipravenymi skly. Byl nalit az
po okraj mensiho skla. Do roztoku mezi skla byl ponofen hieben, ktery
po zpolymerizovani gelu vytvofil nanaseci jamky. Uvedend mnozstvi pouzitych latek byla
pouzita pro piipravu jednoho 8 % PAA gelu. Pro vice gelti byl pouzivan pozadovany
nasobek téchto hodnot (tab. XI)

Tab. XI: Piehled sloZeni 8 % PAA gelu a nasobna mnoZzstvi

1 gel 2 gely 4 gely
dd H.0: 3,15 mi 6,3 ml 12,6 mi
30 % AA: 1,35 ml 2,7 ml 5,4 ml
10x TBE pufr: 500 ul 1 ml 2 mi
10 % APS: 35l 70 ul 140 pl
TEMED: 5ul 10 pl 20 pl

Po dobu 30 min byl gel nechan polymerizovat. Nasledné¢ byla skla vyjmuta ze stojanu a
byla pfenesena do elektroforetické kazety. V kazeté byla umisténa do elektroforetické

vany, kde byl z gelu vyjmut hieben. Nasledné byl do vany nalit 1x TBE pufr.

Do nanasecich jamek na gelu byly naneseny vzorky a velikostni standard
HyperLadder V*. Vzorku bylo vzdy pouzito 12,5 pul a smichano s 2,5 pul 1x Gel ,,loading*

pufru. Velikostniho standardu bylo nanaseno 6 pl.

Nasledovalo provedeni GE. Nejprve bylo pouzito napéti 80 V po dobu 30 min a poté

nasledovalo piepnuti napéti na 100 V na dobu 50 min.
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6)

7)

Po skongeni GE bylo nutné gel obarvit fluorescenénim barvivem GelRed®. Kazeta byla
vyjmuta z elektroforetické vany a rozebrana, skla byla oddélena od sebe a gel byl ze skla
prenesen do barvici misky s barvicim roztokem (tab. XII). V roztoku byla provedena
inkubace 20 min na tfepacce. Barvici roztok bylo mozné pouzivat vicenasobn¢, ale poté
bylo nutné prodluzovat délku barveni. Celkové bylo mozné na jeden roztok obarvit az 8

gelt, pricemz barveni poslednich geld bylo nutné provadét po dobu 45 min.

Tab. XII: SloZeni barviciho roztoku pro PAA gel

destilovana voda 45 ml
1M NacCl 5ml
GelRed™ 10 000x 15 ul

Po skonceni barveni byl gel opatrné vyjmut z barviciho roztoku a pienesen na kousek
nefluoreskujici folie. Za pomoci folie byl gel ptenesen pod zdroj UV svétla, vyfocen a v
pocitacovém programu BioCaptMW (Vilber Lourmat) byl obraz zpracovan, ulozen

Vv pocitaci a vyhodnocen.
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4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Agar6za
Akrylamid : N,N' — methylenbisakrylamid - 40 %
- pomér AA: MBAA=5:1
Amonium persulfat (APS) — 98 %
ddH,0
Diethyl pyrokarbonat (DEPC) — 97 %
DNA Gel loading pufr — 10x
dNTPs (dinukleotid trifosfaty) — 10 nM
Etanol — 96 %
Ethidiumbromid (EtBr) — 10 mg/ml
GelRed"” - 10 000x
Glycerol
HyperLadder V
Immolase DNA polymeraza - 5U/ul
- MgCl, - 50 mM
- ImmoBuffer — 10x
Izopropanol
Lymfoprep®

N,N,N,N-tetramethylethylendiamin (TEMED) — 99 %

NaCl

PBS pufr — 10x
Proteinaza K — 4 mg/ml
Puregene Core Kit A

(Serva)
(Fluka Analytical)

(Sigma-Aldrich)

(Eppendorf)
(Invitrogen)
(Lach-Ner)
(Q-Bio gene)
(Biotium)
(Lach-Ner)
(Bioline)
(Bioline)
(Bioline)
(Bioline)
(Lach-Ner)
(Axis-Shield)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Roche Diagnostics)
(Sigma-Aldrich)
(Qiagen)

- DNA hydrataéni pufr (DNA hydratation solution)

- lyzaéni pufr (Cell lysis solution)

- protein-precipita¢ni roztok (Protein precipitation solution)

RNaza (Ribonukleaza) A — 10 mg/mi
TAE pufr — 50x

TBE pufr — 10x

Xylen
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4.3 Pouzité vybaveni laboratore

Barvici misky

Centrifuga
- Biofuge Fresco
-T54
- Univerzal 32R
Drtitka

Falconovy zkumavky — 50 ml
Kalkulacka — 036SE
Laminarni box
Lednicka
MikrovInna trouba
Mikrozkumavky

-1,5ml

-0,5ml
Minicentrifuga — MiniSpin
Mrazak - (-20°C)

- VIP Series (-80°C)
NanoPhotometr
Odsavacka
Pasteurovy pipety — 3 ml
Pipetovac - Easypet
Pipety jednokanalové

-2,5 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1 000 pl, 10 ml

Pipety sklenéné - 10 ml, 5 ml
Rotator
Set na pripravu a provedeni agar6zové GE
- Sub-Cell GT agarose GE systems

Set na piipravu a provedeni PAA GE - Mini Protean 3

Skla pro PAA GE - 0,75 mm

Software pro zpracovani obrazu pod UV - BioCaptMW
Stojanek na mikrozkumavky chlazeny - Labtop Cooler

Stojanek na 1,5 ml mikrozkumavky na led

— ScienceWare
Termoblok - TB1 Thermoblock
Termocycler

- PTC-100

- PTC-200
Ttepacka inkubovana - Thermomixer komfort
Tiepacka na barveni - WT16
Vaha — GF-1200
Vortex - Genie 2

- MS1 Minishaker
Zdroj napéti pro agar6zovou GE - PowerPAC 300
Zdroj napéti pro PAA GE - PowerPAC HC
Zdroj UV svétla a kamera — 365 nm
Zkumavka — 15 ml
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(Sarstedt)

(Heraeus)
(MLW)
(Hettich)
(Eppendorf)

(Peach)
(Labox)
(Liebherr)
(Whirlpool)

(Dispolab)
(Eppendorf)
(Eppendorf)
(Liebherr)
(Sanyo)
(Implen)
(Biometra)

(Eppendorf)
(Eppendorf)

(Qualicolor)
(MIX 15)
(Bio-Rad)

(Bio-Rad)
(Bio-Rad)
(VilberLourmat)
(Nalgene)
(Bel-Art)

(Biometra)

(MJ Research)
(MJ Research)
(Eppendorf)
(Biometra)

(A & D instruments)
(Fisher Scientific)
(IKA)

(Bio-Rad)
(Bio-Rad)
(VilberLourmat)
(Gama Group)



5 VYSLEDKY

5.1 Zavedeni a optimalizace metody

5.1.1 Izolace gDNA

Pro analyzu klonality bylo nejprve nutné vyizolovat gDNA z vySetfované tkang. Tkan byla
fixovana do formol-parafinovych blocki. Izolace gDNA z téchto blo¢kli byla provadéna
za pomoci Puregene Core Kitu A (Qiagen). Jiz pii prvni izolaci byla tspé$né ziskana gDNA
Vv dostacujici kvalité i ¢istoté pro dalsi vyuziti v analyze genu IGH.

[zolace gDNA byla zatim provedena celkem 51x. V 46 ptipadech se podatilo izolovat
gDNA v pouzitelné kvalité 1 koncentraci pro dalsi aplikace.

Ve 2 ptipadech se sice podafilo gDNA vyizolovat, ale byla velmi slabé koncentrace a pii
provedeni PCR a nasledném vyhodnoceni nebyly k dispozici pouzitelné vysledky. U obou
téchto vzorkil byla pozdéji izolace opakovana a byla ziskédna jiz pouzitelna gDNA.

Ve 3 piipadech se izolace vlibec nepodaiila a vytézek gDNA byl nulovy. Dva z téchto
piipadl se tykaly jednoho vzorku. Izolace gDNA z tohoto vzorku se nikdy nezdafila. Nejspise
se jednalo o tkan, kde byla gDNA degradovana jiz pii fixaci a ptipravé tkané do
formol-parafinového blo¢ku. Tieti z téchto piipadid byl jinym pokusem uspé$né izolovan

(tab. XI11).
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Tab. XIII: Seznam vzorki, u kterych byla provadéna izolace gDNA a analyza klonality

‘. K.O ncentraf:e Zaver po Systém PCR|  Vysledek Shoda
Vzorek €. izolované imunohistochemii: | na analyzu:* | PCR analyzy: | s I¢kafi:
DNA: [ng/pl]

11485/09 98 pozitivni 2 pozitivni ano
11927/08 830 poz%t%vn% = —— —
830 pozitivni 2 pozitivni ano

12933/09 108 pozitivni 2 pozitivni ano
14909/09 522 pozitivni 2 pozitivni ano
15648/09 560 pozitivni 2 pozitivni ano
15840/09 52 pozitivni 2 pozitivni ano
mows || s |1 = 1
952 pozitivni 2 pozitivni ano

1186 pozitivni 1 ---- ----

8805/08 1186 pozitivni 2 pozitivni ano
8938/09 106 pozitivni 2 pozitivni ano
9875/09 168 pozitivni 2 pozitivni ano
8286/09 - 1 143 negativni 2 negativni ano
8286/09 - 2 105 negativni 2 negativni ano
10906/09 205 negativni 2 negativni ano
11506/09 - 1 220 negativni 2 negativni ano
11506/09 - 2 792 negativni 2 negativni ano
12466/09 - 1 260 negativni 2 negativni ano
12466/09 - 2 180 negativni 2 negativni ano
16008/08 - 1 258 negativni 1 S S
16008/08 - 2 > nogativy . ——
550 negativni 2 negativni ano

17123/09 - Al 128 negativni 2 negativni ano
17123/09 - A2 90 negativni 2 negativni ano
17621/09 298 negativni 2 negativni ano
17697/09 312 negativni 2 negativni ano
354 negativni 2 pozitivni NE

17757709 763 negativni 2 pozitivni NE
17807/09 147 negativni 2 negativni ano
18020/09 152 negativni 2 negativni ano
4310/09 34 negativni L —
120 negativni 2 negativni ano

60 negativni 1 ---- ----

4723/09 314 negativni 1 ---- o
314 negativni 2 negativni ano

5146/09 - Al 152 negativni - —
152 negativni 2 negativni ano
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Tab. XIII: Seznam vzorki, u kterych byla provadéna izolace gDNA a analyza klonality

5146/09 - Al 293 negativni 2 negativni ano

348 negativni 1 ---- ----
5146/09 - A2 250 negativni 2 pozitivni NE
5146/09 - B 104 negativni 2 pozitivni NE
1932/10 - A 291 === 2 negativni ----
1932/10 - B 63 ---- 2 negativni ----
20749/09 - A2 845 ---- 2 pozitivni ----
20749/09 - A3 974 ---- 2 pozitivni ----
21332/09 112 ---- 2 pozitivni -
2234/10 - A5 528 === 2 negativni ----
2234/10 - A6 588 ---- 2 negativni ----
3593/10 78 ---- 2 pozitivni -
4065/10 71 ---- 2 pozitivni ----
4723/09 neuspésna

izolace
4947/10 282 ---- 2 pozitivni ----
5155/10 1520 ---- 2 negativni ----
5432/09 48 ---- 2 negativni ----
7106/08 2x neuspésna
izolace

IF_)%mfocyty z 357 == 2 negativni ----

* gystém ¢.1: dle Svachova et Tichy (2008); systém ¢.2: dle van Dongen et al. (2003)

5.1.2 Otestovani funkénosti PCR systému dle Svachova et Tichy (2008)

Po uspésném provedeni izolace gDNA bylo provedeno zkusebni PCR. Diky ni bylo mozné
zjistit, zda nastaveni teplotniho schématu a slozeni reakéni smési pievzaté ze Svachova et
Tichy (2008), je proveditelné v podminkach nasi laboratofe.

Pro tento experiment byla pouzita gDNA ze vzorku 16008/08 — 1, 2. Pro reakci byly
pouzity primery CF 20i-3’ a CF 20i-5’ a teplotni schéma PCR pro tento systém (viz kap.
4.1.5.1). Slozeni reakéni smési bylo kromé chloridu hofe¢natého (MgCly) téZ shodné. I obsah
gDNA byl 300 ng. Objem MgCl;, do jedné reakce byl pokusné uréen na 1,5 ul a objem reakce
byl do 25 pl doplnén DEPC H-0.

Po provedeni této PCR a ndsledném probehnuti separace 9 pl PCR produktu pomoci
agarozové gelové elektroforézy bylo potvrzeno, Ze dané podminky reakce a sloZeni reakéni

smési je funkéni. Vysledkem experimentu byl agarézovy gel, na kterém byla draha obsahujici
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velikostni standard Hyperladder V® a dale 2 drahy obsahujici prouzky tvofené fragmenty
DNA o velikosti pfiblizn¢ 500 bp amplifikovanych ze vzorkt 16008/08 — 1, 2 (obr. 9).

[bpl s 1 2 K-

400
300

Obr. 9: Otestovani funkénosti PCR systému dle Svachova et Tichy (2008); Po
provedeném testovacim PCR (viz text) byla ¢ast produktu analyzovédna elektroforézou
Vv agar6zovém gelu; draha 1 - vzorek 16008/08 — 1; draha 2 - vzorek 16008/08 — 2; draha
L - velikostni standard HyperLadder V®; v dréha K - negativni kontrola bez gDNA

5.1.3 Optimalizace mnoZstvi chloridu hote¢natého (MgCl,) ve smési PCR

Od vyrobce DNA polymerazy Immolase (Bioline), ktera byla pouzivana pti PCR, byl
dodén i reakéni pufr 10x ImmoBuffer a 50mM MgCl,. Jako optimalni mnozstvi MgCl,
dodavané do reakce bylo vyrobcem stanoveno v relativné Sirokém rozmezi. Z tohoto divodu,
abychom zjistili jaké mnozZstvi MgCl, je optimalni pro nase sloZeni reakéni smési, bylo
provedeno PCR s pouzitim 2 vzorkii gDNA 16008/08 — 1, 2, ve kterém byly pouzity 3 rtizné
nejvyssi hodnota koncentrace doporucené vyrobcem.

Vyrobcem byl urcen optimalni objem 1,5 ul —4 pl na 50 pl objem reakéni smési. V nasem
ptipad¢ bylo pouzivano 25 pl reakéni smési, a z tohoto diivodu byly hodnoty poloviéni. Pro
optimaliza¢ni PCR bylo do reakce pouzito 0,8 pul, 1,4 pl a 2 pl 50 mM MgCl; a vysledné
koncentrace MgCl; v 25 ul reakci tedy byly 1,6 mM, 2,9 mM a 4,3 mM.
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Nasledné bylo pouzito teplotni schéma i ostatni slozeni reakéni smési dle Svachova et
Tichy (2008) (viz kap. 4.1.5.1) jako v ptedchozim pokuse, ve kterém bylo pokusné pouzito
sttedni mnozstvi MgCl,. Primerovy par byl také shodny, a to CF 20i-3’ a CF 20i-5’, a
mnozstvi gDNA tvotilo 300 ng na jednu reakci.

Na zaklad¢ ziskanych vysledki byla stanovena jako optimalni koncentrace 4,3 mM
v reakci, nebot’ ze vSech tii riznych koncentraci byl u obou vzorkil nejsiln€j$i prouzek
(1,6 mM) amplifikace neprobé&hla viibec (obr. 10). Vzhledem k tomu, Ze jsme pouzivali 25 pl
reak¢éni smési a zasobni roztok MgCl, mél koncentraci 50 mM, byl optimalni objem MgCl,

dodaného do reakce PCR stanoven na 2 pl.

16008/08 -1 . 16008/08 — 2
[mM]

A

4,3

Obr. 10: Stanoveni optimalni koncentrace MgCl, v reakci PCR; Po provedeném PCR
S riznymi koncentracemi MgCl, (viz text) byla ¢ast produktu analyzovana elektroforézou
v agar6zovém gelu; draha L - velikostni standard HyperLadder V*; 2. - 3. drdha - vzorek
16008/08 — 1; 4. - 6. draha - vzorek 16008/08 — 2; draha K - negativni kontrola bez gDNA
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5.1.4 Analyza IGH u vzorkd pomoci PCR systému dle Svachova et Tichy (2008)

Po vySe uvedené optimalizaci slozeni reakéni smési byla provedena analyza klinickych
vzorki. Byly pouzity vzorky, u kterych byla diagndéza jednozna¢né urCena dostupnymi
klinickymi metodami. Bylo nutné nejdiive vyzkouset, zda je tato metoda funkéni v nasich
podminkach a také jaky je vysledek této analyzy provedené v nasich podminkach v ptipadé
monoklonalniho ¢i polyklonalniho vzorku.

Timto systémem byla provedena analyza celkem 9 vzorkd (tab. XVIII). Z tohoto poctu
byly 3 vzorky pozitivni, neboli vzorky, u kterych byla diagnostikovana néktera z forem
B-lymfocytarni malignity a s nejvétSi pravdépodobnosti bychom méli sledovat vyskyt
populace monoklondlné zmnozenych bunék, ktery by se na gelu projevil ve formé
ohrani¢eného prouzku. Zbylych 6 vzorkd bylo negativnich. Jednalo se tedy o vzorky,
u kterych byla diagnostikovana pouze reaktivni tkan bez pfitomnosti malignity a byla zde
ocekavana populace bun¢k polyklondlniho charakteru. Ta by méla byt na gelu detekovana
pouze jako neohraniceny ,,smear®, neboli smés vekého poctu rizné dlouhych fragmenta
DNA.

Pro analyzu byla pro provedeni PCR pouzita metodika dle Svachova et Tichy (2008). Byly
provedeny dvé klasické reakce PCR s pouzitim part primerd JH1-S / JH-A a JH2-S / JH-A a
dvé poloodstupniované dvoukolové PCR s pouzitim primera FR-2A / LJH-VLJH a
FR-3A / LJH-VLIJH. Pro pozitivni kontrolu byly pouzity primery CF 20i-5’ a CF 20i-3".

Ptesto, ze byly provadény rtizné modifikace ve slozeni reak¢ni smési jako naptiklad
snizeni koncentrace primerti ve smési nebo snizeni obsahu DNA v reakci a také ptesto, ze
nékteré vzorky byly analyzovany i vicekrat, tak se nepodarilo u zadného vzorku po provedeni
analyzy v naSich podminkach s jistotou urcit, zda se jednd o monoklonalni ¢i polyklonalni
proliferaci.

Negativni vzorky vykazovaly na gelu vzdy jeden ¢i vice ohrani¢enych prouzki a v mnoha
ptipadech byla velikost téchto fragmentli shodna s o¢ekavanou velikosti u monoklondlnich
vzorkil. Naopak pozitivni vzorky s pfedpoklddanou monoklonalitou na gelu netvotily

produkty ve vSech analyzovanych reakcich (obr. 11, 12).
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16008/08 - 2 8805/08 - 2
negativni vzorek pozitivni vzorek
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[bp]

500

300

20
150 \1, y l,
100. '
' /
' - JA - .'? .j.
' 1 Jrih 2 N &

Obr. 11: Analyza preskupeni genovych segmenti IGH dle Svachova et Tichy (2008) se
vzorky 16008/08 a 8805/08; S témito vzorky byla provedena analyza pomoci PCR (viz
text) a nasledné byla ¢ast PCR produktu analyzovana elektroforézou v agar6zovém gelu;
Sipky oznacuji oblast hledanych produkti; draha L - velikostni standard HyperLadder V*;
draha 1 - primery CF 20i-5’/CF 20i-3’; draha 2 - primery JH1-S/JH-A; draha 3 - primery
JH2-S/JH-A; draha 4 - primery FR-2A/LJH; draha 5 - primery FR-3A/LJH; draha
6 - primery FR-2A/VLJH; draha 7 - primery FR-3A/VLJH; draha K- - negativni kontrola
bez gDNA
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4723/09 - negativni vzorek

L 1 2 3 4 5 6 7 A K- 2K-

7767/08 - pozitivni vzorek

L 1 2 3 4 5 K- 6 7 2K-

Obr. 12: Analyza preskupeni genovych segmentii IGH dle Svachova et Tichy (2008) se
vzorky 4723/09 a 7767/08; Stémito vzorky byla provedena analyza pomoci PCR (viz
text) a nasledné byla ¢ast PCR produktu analyzovana elektroforézou v agardzovém gelu;
$ipky oznaluji oblast hledanych produktii; draha L - velikostni standard HyperLadder V*;
draha 1 - primery JH1-S/JH-A; draha 2 - primery JH2-S/JH-A; draha 3 - primery
FR-2A/LJH; draha 4 - primery FR-3A/LJH; draha 5 - primery CF 20i-5°/CF 20i-3’; draha
6 - primery FR-2A/VLJH; draha 7 - primery FR-3A/VLJH; draha A - vzorek 5146/09-A1,
primery CF 20i-5’/CF 20i-3’; drahy K-, 2K- - negativni kontroly bez gDNA
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5.1.5 Stanoveni optimalniho mnozstvi DNA dodané do PCR v systému detekce
VH-JH pteskupeni dle van Dongen et al. (2003)

Vzhledem k uvedenym vysledkiim bylo od pfedchozi metody upusténo a analyza klonalit
lymfocytl byla testovana pomoci detekce preskupeni genovych segmentil v useku kodujicim
VH-JH oblast na IGH. Tato metodika byla pfevzata z van Dongen et al. (2003).

Pro zékladni optimalizaci metody bylo nejprve nutné urcit, jaké je optimalni mnozstvi
gDNA, které se ma do PCR dodavat. Experiment byl zalozen na ptedpokladu, Ze by se toto
mnozstvi mé&lo pohybovat v rozmezi 50 — 500 ng (Svachova et Tichy, 2008).

Byla pouzita izolovana gDNA z kontrolniho vzorku, ktera méla koncentraci 80 ng/ul. Byla
piipravena koncentra¢ni fada, kdy do jednotlivych zkumavek bylo ptiddno 50 ng, 100 ng,
150 ng, 200 ng, 300 ng, 350 ng, 400 ng a 500 ng této gDNA. Ostatni postup vcetn¢ teplotniho
pribéhu reakce byl shodny jako v pfipadé PCR analyzy syst¢émem dle van Dongen et al.
(2003) (viz kap. 4.1.5.2). Do vsech reakci byly pouzity primery CF 20i-3’ a CF 20i-5.
Po probéhnuti reakce byla provedena heteroduplexni analyza, polyakrylamidova gelova
elektroforéza a obarveni gelu pomoci barviva GelRed®. Velikost o¢ekavanych produktii byla
460 — 500 bp.

Po vyhodnoceni gelu bylo zjisténo, Ze optimalni mnozstvi DNA dodavané do reakce je
300 ng. Intenzita prouzkti na gelu smérem k tomuto pouzitému mnozstvi postupné rostla, ale
od této hodnoty smérem k vétsimu dodanému mnozstvi zustala intenzita stejna (obr. 13).

Timto byl potvrzen nas ptivodni predpoklad.
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Obr. 13: Stanoveni optimalni koncentrace gDNA v reakci PCR pro pozitivni kontrolu;
Po provedeném PCR dle van Dongen et al. (2003) s riznymi koncentracemi gDNA (viz
text) byla cast produktu analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu

Abychom zjistili, zda je toto mnozstvi DNA optimalni i pro analyzu klonality s pouzitim
PCR systému tfi mnohonasobnych reakci (van Dongen et al., 2003), byl tento experiment
zopakovan. Bylo dodano stejné mnozstvi DNA 1 stejny teplotni pribéh reakce, ale tentokrat
bylo nutné pouzit vzorek, ktery byl urCen jako pozitivni a do reakce byla pouzita smés
primeri B se zpétnym primerem JH (van Dongen et al., 2003). V tomto piipadé¢ byla
o¢ekavana velikost produktti 250 — 295 bp.

Po vyhodnoceni na gelu bylo opét potvrzeno, Ze optimdlni mnozstvi DNA je 300 ng
na jednu reakci 1 pro PCR analyzu klonality, nebot’ stejné jako v pfedchozim experimentu
dosahla intenzita prouzkd na gelu maxima pfi mnozstvi 300 ng DNA a se zvySujicim se

mnozstvim zlstala intenzita stejna (obr. 14).
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Obr. 14: Stanoveni optimalni koncentrace gDNA v reakci PCR pro analyzu IGH; Po
provedeném PCR dle van Dongen et al. (2003) sriznymi koncentracemi gDNA
pozitivniho vzorku s pouZzitim primertt smési B a JH primeru (viz text) byla ¢ast produktu
analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu

5.1.6 UrcCeni zavislosti mnohonasobné PCR na mnozstvi DNA hydrata¢niho

pufru v reakci

Vzhledem k tomu, ze pii izolaci gDNA dochazelo k velkym odchylkam ve vytéZeném
mnozstvi gDNA, tak to S sebou piinaselo i velké odchylky v objemu gDNA dodavaného
do reakce. Pfi izolaci byla gDNA resuspendovana v DNA hydrataénim pufru (Qiagen).

Z tohoto dlivodu byl proveden tento pokus. Do jednotlivych reakénich smési bylo dodano
rozdilné mnozstvi DNA hydrata¢niho pufru. V jedné zkumavce bylo standardni mnozstvi
dodané do reakce pti dodani gDNA. V dalsich zkumavkach byl pfidavek 2 pl, 5 pul a 8 pl
DNA hydrata¢niho pufru na ukor DEPC H,0. Pfi piipravé reakéni smési bylo dale dodano
standardni mnozstvi gDNA (300 ng) ze vzorku 7767/08, u kterého bylo pii izolaci docileno
koncentrace 952 ng/ul (tab. XIII).
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Tento vzorek byl urcen jako pozitivni a i z tohoto divodu byl pouzit pravé tento vzorek,
nebot’ bylo potieba vyzkouset, zda ma DNA hydratacni pufr vliv nejen na pribéh PCR
pozitivni kontroly pti pouziti primertt CF 20i-3° a CF 20i-5’, ale také zda ma vliv i na pribéh
PCR analyzy klonalit. Z tohoto diivodu byly pifipraveny stejné reakéni smési ale s pouzitim
primerové smési B a JH primeru. Zbytek reagencii a celkovy pribéh PCR byl shodny se
standardnim postupem dle van Dongen et al. (2003).

Po vyhodnoceni vysledki na polyakrylamidovém gelu bylo zjisténo, ze ani v piipadé
pozitivni kontroly a ani pfi PCR analyze klonalit nema mnoZstvi DNA hydratacniho pufru
v reakci vliv na prubéh a celkovy vysledek téchto reakci (obr. 15). Z tohoto divodu bylo
mozné 1 v piipadé¢ nizké koncentrace vyizolované¢ gDNA provadét analyzu vzorku diky

dodani velkého objemu roztoku resuspendované gDNA v DNA hydrata¢nim pufru do reakce.

primery primery
smés B / JH CF 20i-3’ a CF 20i-5°

& -
« >

<& »
< »

L o'+2 +5 +8 | 0 +2 +5 +8
[bp] | ' , | |

500 % ‘ } “
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200
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100 ©

Obr. 15: Stanoveni optimalni koncentrace gDNA v reakci PCR pro analyzu IGH; Po
provedeném PCR dle van Dongen et al. (2003) sraznymi koncentracemi gDNA
pozitivniho vzorku s pouZitim primerti smési B a JH primeru (viz text) byla ¢ast produktu
analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu
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5.1.7 Vyhodnoceni zavadéci faze

Po vyhodnoceni vySe uvedenych pokusi byl na zakladé ziskanych zkuSenosti a dat
pouzitych z literatury sestaven kompletni protokol na analyzu klonality u B-lymfocytl
na zakladé PCR amplifikace genovych usekt pro VH-JH oblast IGH. Tento postup byl
zalozen na primerovém sloZeni a teplotnim pribéhu reakce PCR dle van Dongen et al. (2003),
ale pfi pouziti reak¢nich slozek dle Svachova et Tichy (2008).

Nejprve je nutné namichat reakéni smés (tab XIV). Jak bylo otestovano, je optimalni
pouzit do reakéni smési 300 ng gDNA. Objem pufru, dinukleotid trifosfath a DNA
polymerazy v reakéni smési byl uren vyrobcem DNA polymerazy. Koncentrace MgCl,
v reakéni smési byla béhem zavadéci faze nakonec stanovena na 4,8 mM, v naSem piipadé
tedy 2,2 pl.

Do reakce byly dodavany primerové smési A (nasedajici na FR1 IGH), B (nasedajici na
FR2) a C (nasedajici na FR3). Proti nim byl vZzdy pouzit primer JH nasedajici na vSech
6 J segmentech diky konsenzualni sekvenci. Pro pozitivni i negativni kontrolu byl pouzivan

primerovy par CF 20i-3” a CF 20i-5’.

Tab. XIV: Reakéni smés PCR o objemu 25 ul

Obsah jedné
zkumavky PCR
10x ImmoBuffer: 2,5 ul
MgCl, (50 mM): 2,2 ul
10 mM dNTPs: 1,2 ul
Immolase DNA Polymeraza (¢ = 5U/ pl): 0,3 ul
10 uM Primer(y) F: 0,5 ul
(7 uM u CF 20i-5%) (u CF 20i-5” 2,5 ul)
10 uM Primer R: 0,5 ul
(7 uM u CF 20i-37) (u CF 20i-3” 2,5 ul)
Templat: 300 ng
DEPC H0: Doplnime do 25ul
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Reakce PCR byla provedena podle nasledujiciho teplotniho schématu (tab. XV).

Tab. XV: Teplotni schéma PCR cyklu

Inicializace reakce: 95°C 7 min

Vlastni PCR:

Denaturace DNA: 95°C 45s

Annealing primert: 60°C 60 s 35x
Elongace: 72°C 90 s

Finalni elongace: 72°C 10 min

Zchlazeni na 4°C

Poté byla provadéna heteroduplexni analyza. Nasledn¢ byla provedena gelova
elektroforéza za pouziti 8 % polyakrylamidovém gelu. Na ten bylo naneseno 12,5 ul PCR
produktu smichaného se 2,5 ul 40 % glycerolu obarveného 1x gel ,,loading* pufrem. Na zavér
byla DNA na gelu vizualizovana za pomoci fluorescenéniho barviva GelRed® a probghlo

vyhodnoceni velikosti fragment jednotlivych reakci PCR (tab. XV1).

Tab. XVI: Piehled oc¢ekavanych velikosti PCR produkti

Draha Primery: Velikost ziskanych produktu [bp]:

Smés A

A H 310 - 360
Smés B

B I 250 — 295
Smeés C

C H 100 - 170

+ CF 20i-5’
K CFE 20i3° 460 — 500
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5.2 Ovérovani spolehlivosti metody na kontrolnich vzorcich

5.2.1 Provedeni analyz kontrolnich vzorki

Po probéhnuti a vyhodnoceni vyse uvedenych pokusii byly postupné analyzovany klinické
vzorky s piedem znamou diagnézou. Tyto vzorky slouzily k otestovani funk¢nosti tohoto
PCR systému a také slouzily pro urceni spolehlivosti metody.

Nejprve byly analyzovany vzorky, které byly pouzivany i pro pfedchozi metodu analyzy
dle Svachova et Tichy (2008). Jako srovnani téchto metod je uveden obrazek ¢. 16, na kterém
jsou analyzovany vzorky 16008/08-2 a 8805/08, které byly pouzity i pfi analyze na obrazku
¢. 11.

Kromé téchto 9 vzorkd bylo analyzovano dalSich 24 kontrolnich vzorkd (tab. XIII).
Celkem bylo tedy touto metodou analyzovano 32 vzorkii. Z tohoto poctu bylo 10 vzorkl
diagnostikovano jako pozitivni (tab. XVII) a po analyze pomoci PCR byla u téchto vzorki
pritomna monoklonalita, ktera byla na polyakrylamidovém gelu detekovana jako ohrani¢ené
prouzky v drahach, kde byly naneseny PCR produkty s pouzitim smési primert A, B a C.
Ocekavané produkty téchto reakci mély velikosti 310 — 360 bp v piipadé smési A,
250 - 295 bp u smési B a 100 — 170 bp u smési C. Pozitivni kontrola s pouzitim primera
CF 20i-3’ a CF 20i-5’ méla oc¢ekavanou velikost opét 460 — 500 bp (obr. 16, 17).

Tab. XVII: Seznam analyz pozitivnich kontrolnich vzorki s diagnézou

Vzorek ¢.: | Diagnéza po imunohistochemii: p C\gsallfa?l;l;y: sslzlggfai:
11485/09 f’yﬂ'fslcﬁﬁﬁ:u?jgﬁg lymfocytt)/ CLL (chronicka | oot | ano
11927/08 | Folikularni lymfom - stupen 1 pozitivni ano
12933/09 | DLBCL (difazni velkobunéény B-lymfom) pozitivni ano
14909/09 | Folikularni lymfom - stupen 1 pozitivni ano
15648/09 | Folikularni lymfom - stupen 1 pozitivni ano
15840/09 |SLL/CLL pozitivni ano
7767/08 DLBCL pozitivni ano
8805/08 SLL/CLL neoplazie ze zralych bun€k pozitivni ano
8938/09 Folikularni lymfom - stupen 2 pozitivni ano
Nodalni MZL (lymfom z marginalni zon e,
9875/09 zn(zi(tinkami tran(sgorrr?ace do D%BCL o) se pozitivni ano
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Zbylych 22 vzorki bylo pfedem diagnostikovano jako negativni (tab. XVIII). U téchto
vzorklli byla snejvétsi pravdépodobnosti ocekavana populace bunék polyklonalniho
charakteru, které by se po prubéhu PCR na gelu projevily jako fady bez jakychkoliv prouzk,
nebo jen s pfitomnosti neohrani¢enych ,,smeard®. Jedina fada, kde by mély byt ohranicené
prouzky byla ta, kde byly naneseny produkty PCR s pozitivni kontrolou tvofenou opét
primery CF 20i-3’ a CF 20i-5’. Z tohoto po¢tu se u 18 vzorka tento predpoklad skute¢né
vyplnil (tab. X111, XVI1II) (obr. 16, 18).

Tab. XVIII: Seznam analyz negativnich kontrolnich vzorki s diagnézou

Vysledek Shoda

Vzorek ¢.: Diagnéza po imunohistochemii: PCR analyzy: | s Iékafi:
8286/09 - 1 Nespec.reakt.zmény uzliny bez znamek neoplazie negativni ano
8286/09 - 2 Nespec.reakt.zmény uzliny bez znamek neoplazie negativni ano
10906/09 Nespec.reakt.zmény uzliny bez znamek neoplazie negativni ano
11506/09 -1 | Nespec.kataralni lymfadenitida negativni ano
11506/09 -2 | Nespec.kataralni lymfadenitida negativni ano
12466/09 - 1 Nespec.reakt.zmény uzliny bez znamek neoplazie negativni ano
12466/09 - 2 Nespec.reakt.zmény uzliny bez znamek neoplazie negativni ano
16008/08 - 2 Tonsilitis lacunaris negativni ano
17123/09 - Al | Bez znamek neoplazie negativni ano
17123/09 - A2 Metasjcéz:jl spinoocelulérniho karcinomu (neni negativni ano
lymfoidniho ptivodu)
17621/09 Nespec.kataralni lymfadenitida negativni ano
17697/09 Chron.lakunarni amygdalitida negativni ano
17757/09 Chron.lakunarni tonsilitida pozitivni NE
17757/09 Chron.lakunarni tonsilitida pozitivni NE
17807/09 Chron.lakunarni amygdalitida negativni ano
18020/09 Chron.lakunarni amygdalitida negativni ano
4310/09 bAeiegfeﬁgzzom choledochu, lymfatické uzliny negativa ano
4723/09 Nespec.reakt.zmény uzliny bez znamek neoplazie negativni ano
5146/09 - A1 [ Chron.lakundrni amygdalitida negativni ano
5146/09 - A1 | Chron.lakunarni amygdalitida negativni ano
5146/09 - A2 | Chron.lakunarni amygdalitida pozitivni NE
5146/09 - B Hyperplasticka lymf.tkan — adenoidni vegetace pozitivni NE
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16008/08 - 2 - negativnl’ vzorek
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L A B C K+
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8805/08 - pozitivni vzorek
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[bp]
500 ks \L
-_— u
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Obr. 16: Srovnani vysledki po PCR analyze VH-JH pozitivnich a negativnich vzorki;
Po provedeni analyz IGH pteskupeni pozitivnich a negativnich vzorkii za pomoci PCR (viz
text) byla ¢ast produktu PCR analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu;

Sipky oznacuji oblast hledanych produkt; draha L -

velikostni standard HyperLadder v®

draha A - primery: smés A / JH; draha B - primery: smés B / JH; draha C - primery: smés
C / JH; draha K+ - primery: CF 20i-5° / CF 20i-3’
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vzorek 8938/09 vzorek 12933/09
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Obr. 17: PCR analyza VH-JH pieskupeni pozitivnich vzorki; Po provedeni analyzy IGH
pfeskupeni pozitivnich vzorkli za pomoci PCR (viz text) byla ¢ast produktu PCR
analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu; Sipky oznacuji oblast hledanych
produktii; draha L - velikostni standard HyperLadder V®; drdha A - primery: smés A / JH;
draha B - primery: smés B / JH; draha C - primery: smés C / JH; draha K+ - primery: CF
20i-5’ / CF 20i-3°

71



vzorek 17123/09 Al vzorek 17123/09 A2
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Obr. 18: PCR analyza VH-JH preskupeni negativnich vzorki; Po provedeni analyzy IGH
pfeskupeni negativnich vzorkid za pomoci PCR (viz text) byla ¢ast produktu PCR
analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu; Sipky oznacuji oblast hledanych
produktéi u pozitivni kontroly; draha L - velikostni standard HyperLadder V®; driha
A - primery: smés A / JH; draha B - primery: smés B / JH; drdha C - primery: smés C / JH;
draha K+ - primery: CF 20i-5" / CF 20i-3’
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Ve zbylych 4 ptipadech se vSak na gelu vytvotily ohrani¢ené prouzky, které mély stejnou
charakteristiku jako prouzky vytvafené v piipadé monoklondln¢ zmnozenych bunc¢k u
B-lymfocytarnich malignit.

Dva z téchto ptipadi tvoftil vzorek 17757/09, ktery byl 2x izolovan a v obou piipadech
byla provedena analyza pomoci PCR. Vysledek byl v obou ptipadech stejny (obr. 19) a
poukazoval na pfitomnost monoklonaln¢ zmnozenych bunék.

Ve zbylych dvou ptipadech se jednalo o vzorky z blo¢ka 5146/09-A2 a 5146/09-B. Oba
tyto vzorky byly odebrané od jednoho pacienta. Od tohoto pacienta byl 1 blo¢ek 5146/09-A1l a
vSechny tfi1 byly diagnostikovany jako negativni. U vzorku 5146/09-A1 byla tato diagnoza
opakovan¢ nasi analyzou potvrzena a na gelu se neobjevovaly Zadné ohrani¢ené prouzky. Ale
u vzorkl 5146/09-A2 a 5146/09-B se na gelu objevily prouzky poukazujici na monoklonalné
zmnozené bunky (obr. 20).

negativni vzorek 17757/09

1. analyza 2. analyza

L A B C K+ L A B C K+

LR [" & (o] |
A

500 »
— 500 St ~
300 et ' ‘B - | ]
o H wd 300 Mt &
200 ¢ wd
150
100 ;
A
&
Obr. 19: Analyza VH-JH pi‘eskupeni negativniho vzorku 17757/09; Po provedeni analyz

IGH pteskupeni tohoto vzorku za pomoci PCR (viz text) byla cast produktu PCR
analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu; Sipky oznacuji oblast hledanych
produktli v ptipad€é pozitivniho vzorku; drdha L - velikostni standard HyperLadder Ve
draha A - primery: smés A / JH; draha B - primery: smés B / JH; draha C - primery: smés
C / JH; draha K+ - primery: CF 20i-5° / CF 20i-3’
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Obr. 20: Analyzy VH-JH pieskupeni negativnich vzorki pacienta 5146/09; Po provedeni
analyz IGH pteskupeni téchto vzorkli za pomoci PCR (viz text) byla ¢ast produktu PCR
analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu; Sipky oznacuji oblast hledanych
produktii v piipadé pozitivniho vzorku; draha L - velikostni standard HyperLadder V*;
draha A - primery: smés A / JH; draha B - primery: smés B / JH; draha C - primery: smés

C / JH; draha K+ - primery: CF 20i-5° / CF 20i-3’




5.2.2 Provedeni analyzy u lymfocytl izolovanych z periferni krve

Po otestovani metody na kontrolnich vzorcich byla pouze pokusné provedena analyza
preskupeni genovych segmentti u lymfocytu periferni krve. Periferni krev pro tento pokus
byla odebrdna zdravému jedinci A. E.. Ztéto krve byly nejprve izolovany lymfocyty,
ze kterych byla nasledné provedena izolace gDNA.

S touto gDNA byla provedena analyza za pomoci PCR s pouzitim standardni reak¢ni smési
i reakénich podminek jako v pfipad¢ analyzy vzorku z formol-parafinového blocku. Byly
pouzity primerové smési A, B a C, proti kterym byl pouzit primer JH. Pro pozitivni kontrolu
byly pouzity primery CF 20i-5’ a CF 20i-3".

Nasledné byla provedena gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. Po vyhodnoceni
vysledkt byl potvrzen nas§ piedpoklad, ze by se v periferni krvi tohoto jedince nemély

nenachazet monoklonalné zmnozené lymfocyty (obr. 21).

vzorek z lymfocyta periferni krve
L A B 'C' K+
s 1 b

500

300

200
150

Hygaaa

100

Obr. 21: Analyza VH-JH preskupeni lymfocyti periferni krve; Po provedeni analyzy IGH
preskupeni tohoto vzorku za pomoci PCR (viz text) byla ¢ast produktu PCR analyzovana
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu; Sipka oznacuje oblast hledanych produkti
v piipadé pozitivni kontroly; dréha L - velikostni standard HyperLadder V"; driha
A - primery: smés A / JH; draha B - primery: smés B / JH; draha C - primery: smés C / JH;
draha K+ - primery: CF 20i-5° / CF 20i-3’
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5.2.3 Vyhodnoceni spolehlivosti metody

Celkové lze tedy shrnout, ze z celkového poctu 32 analyzovanych kontrolnich vzorkt byl
U28 z nich potvrzen pifedpoklad, ze v ptipadé vyskytu B-lymfocytarniho maligniho
onemocnéni jsou bunky monoklonalné mnozeny a po analyze za pomoci mnohonasobné PCR
se tato monoklonalita na gelu projevi jako ohrani¢ené prouzky piedem definované velikosti.
V opacném piipadé kdy tkan neni postizena malignim lymfoproliferativnim onemocnénim a
jedna se pouze o reaktivni tkan, dochazi pouze k polyklonalnimu zmnoZzeni bunck
projevujicim se na gelu jako neohrani¢eny ,,smear (obr. 16).

Tento ptedpoklad nebyl potvrzen pouze ve 4 ptipadech, kdy i reaktivni tkan nepostizena
malignitou vykazovala na gelu monoklonalni zmnozeni bun¢k. Na zakladé téchto ziskanych

vysledku byla stanovena spolehlivost metody na 87 % (obr. 22).

W pozitivnivzorky -
monoklonalita
pritomna

4 (13%)

m negativnivzorky -

18 (56%) bez monoklonality

negativnivzorky -
pritomna
monoklonalita

Obr. 22: Schématické znazornéni spolehlivosti metody
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5.3 Zavedeni metody detekce VH-JH pieskupeni pomoci PCR do klinické

praxe

Po probéhnuti vyse uvedenych testovacich analyz a vyhodnoceni tispésnosti a spolehlivosti
této metody pro analyzu klonality lidského IGH bylo rozhodnuto, ze od 1. 1. 2010 je tato
metoda v Laboratofi molekularni patologie Ustavu patologie FN Brno zavedena do rutinni
praxe jako dopliikova analyza klinickych ptipadu.

Je pouzivana v ptipadech, kdy za pomoci klasickych vySetfovacich postupli neni mozné s
Jistotou urcit diagnézu pacienta a informace o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti monoklonalniho

zmnozeni lymfocytll ve vysetiované tkani mize napomoci pro spravné urceni této diagnozy.
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6 DISKUSE

Vzhledem k tomu, ze pii diagnostikovani lymfoidnich malignit se relativné ¢asto, ptiblizné
v 10 - 15 %, vyskytuji sporné ptipady, byvaji u téchto vzorkti provadéné analyzy, které
poskytuji dopliujici informace, nasledné¢ vedouci ke spravnému diagnostikovani daného
ptipadu. Jednou z téchto analyz mize byt analyza klonalniho zmnozeni lymfocytl na zakladé
detekce preskupeni genovych segmentll kodujicich BcR nebo TcR, protoze az 98 %
lymfoidnich malignit ma4 monoklondlni populace lymfocytd. V dnesni dobé se pro tuto
analyzu nejcastéji pouzivaji PCR techniky (van Dongen et al., 2003).

Tato prace se zabyva zavedenim analyzy klondlniho zmnozeni lymfocytti na zékladé
detekce preskupeni genovych segment tézkého fetézce BcR, nebot 90 - 95 % vsech
lymfoidnich malignit je B-lymfocytarniho typu (van Dongen et al., 2003).

Tkén pouzivana pro analyzu byla fixovdna ve formol-parafinovych blo¢cich. Tento zpisob
fixace je v oblasti patologie nejrozsifenéjsi. Jeho vyhodou je jednodussi skladovani vzork,
které nevyzaduje zadné specialni zachdzeni, a také preparaty, které jsou z téchto vzorka
piipraveny jsou tenci a méné deformované nez pii ptiprave ezl ze zmrazené tkané. Bohuzel
diky procesu fixace dochazi vlivem pouzivanych fixativ k nezvratnym zménam ve struktuie
DNA, v nékterych ptipadech dokonce dochazi k jeji Uplné degradaci. Ptfi dlouhodobém
skladovani vzorkl ve formol-parafinovych bloccich také dale dochdzi k samovolné degradaci
DNA (Nelson et al., 2007), na rozdil od tkan¢ zamraZzené na teplotu tekutého dusiku, kde
muze byt DNA skladovéana teoreticky neomezené dlouho. Z tohoto divodu jsou v ptipadé
analyz klonalit lymfocytd provadénych na gDNA izolovanych z formol-parafinovych bloc¢ki
primery navrzeny tak, aby velikost jejich produktu nebyla piili§ velka (pfiblizné 300bp)
(Bereczki et al., 2007; Halldorsdoéttir et al., 2007; Liu et al., 2007; van Dongen et al., 2003).

Z tohoto divodu bylo nejprve potieba zavést Uspé€Snou metodu izolace gDNA z téchto
blockl, kterd by poskytovala minimaln€¢ 300 bp dlouhé fragmenty této gDNA. Kratsi
fragmenty by nemusely obsahovat kompletni Useky, které se béhem PCR amplifikuji (van
Dongen et al., 2003). Metodu izolace gDNA se podatilo uspésné zavést s pouzitim Puregene
Core Kitu A (Qiagen) a vzhledem k nasledujicicim probéhlym analyzam se podafilo
vyizolovat gDNA 1 o fragmentech vétSich nez 500 bp, nebot” pro pozitivni kontrolu byl
amplifikovan usek o velikosti 460 - 500 bp (Svachova et Tichy, 2008). Az na par vyjimek,
kdy byla sniZena intenzita prouzku pozitivni kontroly pravdépodobné v disledku izolovani

gDNA horsi kvality, byla pozitivni kontrola béhem PCR bez problémii amplifikovéana. Izolace
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z formol-parafinovych bloc¢kti vSak neni vzdy jednoducha. Naptiklad Liu et al. (2007) uvedli,
ze vyizolovat gDNA z formol-parafinovych blo¢kl o fragmentech vétsich nez 300 bp se jim
podarilo pouze v 79 % ptipadli. Pokud se ale jiz podaii vyizolovat gDNA o pozadované
velikosti ze tkané ve formol-parafinovém blocku, tak po provedeni analyzy klonality neni
ve vysledku mezi touto gDNA a gDNA izolované z Cerstvé tkang rozdil (Liu et al., 2007).

Béhem nami provadéné analyzy za pomoci PCR byla konkrétné detekovana oblast mezi
v tomto useku je od 3” konce VH segmentu po 5 konec JH segmentu. V tomto misté se
nachazi hypervariabilni oblast CDR3, ktera projevuje nejvétsi variabilitu a tudiz ma nejveétsi
podil na variabilité mezi BcR. Z tohoto dlivodu je pro analyzu pfeskupeni genovych segment
nejuzite¢néjsi a byva amplifikovana vzdy pfi analyze tiseku VH-JH bez ohledu na to, ktery
z FR regionti 1 - 3 oblasti V je vyuzit. (Gleissner et al., 2000; Lukowsky et al., 2006; Nelson
et al., 2007). Pro detekci této oblasti byly pouzity dva rizné systémy PCR.

V prvnim ptipadé byl pouzit systém pievzaty z Svachova et Tichy (2008). Tento systém se
skladal z provedeni dvou klasickych reakci PCR a dvou poloodstupiiovanych reakci PCR.
V obou variantach byly pouzity primery nasedajici do FR2 nebo FR3 podoblasti V segmentu,
proti kterym byly pouzity primery nasedajici na J segment. V obou variantach také tyto
primery pro J segment nasedaly do castecné konzervované, konsenzualni sekvence a byly
schopny nasedat na vSech 6 J segmentii. Po GspéSném otestovani funk¢nosti PCR systému
s pouzitim reakéni smési dle Svachova et Tichy (2008) byly provedeny analyzy 9 kontrolnich
vzorkl s pfedem znamou diagnézou. Po vyhodnoceni vysledkt vSak nebylo mozné u Zadného
vzorku s jistotou rozlisit, zda se jednd o monoklonalitu ¢i nikoliv. Po analyze negativnich
vzorkl se na gelu objevovaly v nékterych drahach ohrani¢ené prouzky podobnych specifikaci,
které bychom ocekavali v ptipad¢ pozitivnich vzorkt. Naopak pozitivni vzorky v nékterych
reakcich netvofily pfedem ocekavané specifické produkty.

Nésledné byly provadény rtzné modifikace tohoto systému. Naptiklad byla snizena
koncentrace primert, aby bylo provéfeno, zda nedochdzi k nespecifickym vazbam primerii
na DNA ¢i vazbam primerti mezi sebou. Tato skute¢nost se nepotvrdila. Snizeni primeri
vedlo pouze ke sniZeni intenzity prouzkl na gelu. Stejny uc¢inek mélo 1 snizeni mnozstvi DNA
Vv reakci a také sniZzeni koncentrace MgCl, V reakci. Ani po provedeni téchto modifikaci se
nepodatilo v naSich podminkach tuto metodu Uspéné zavést.

Z tohoto diivodu byl pozdéji pro analyzu klonalit lymfocytl prevzat systém
3 mnohonasobnych reakci podle van Dongen et al. (2003) detekujici VH-JH usek IGH.
V téchto reakcich byly pouZity primery nasedajici do FR1, FR2 i FR3 regionu, proti kterym
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byl pouzit JH primer nasedajici na konsenzualni sekvenci vyskytujici se ve vSech Sesti
J segmentech IGH. Tato oblast byla zvolena z toho dtvodu, protoze s pouzitim detekce
prestaveb pouze VH-JH useku genu IGH je klonalita odhalena v 82 % ptipadt (van Dongen et
al., 2003). Slozky reakéni smési kromé zde uvedenych primerd vyuzitych v tomto systému
byly shodné se systémem dle Svachova et Tichy (2008).

Po uvodnich optimalizacich se nam postupné podafilo danou metodu uspésné zavést.
Celkem se otestovalo 32 kontrolnich vzorki s pfedem zndmou diagnézou. U 28 vzorki byla
tato diagndza analyzou klonality potvrzena. Po analyze kontrolnich vzorkl touto metodou se
tak dosahlo detekéni miry 87 %, coz je zhruba shodna hodnota s ptedpokladanou Gisp&Snosti.

Pti vyhodnocovani PCR analyz klonality lymfocytt je vSak tieba si vzdy uvédomit fakt, ze
vysledek poukazujici na pfitomnost monoklonality nemusi nutné¢ znamenat malignitu a
naopak negativni vysledek na ptitomnost monoklonality malignitu nevylucuje. Vyskytuji se
ptipady, u kterych je pfitomnd monoklonalita, ale tkan nema maligni charakter. Z nejCastéji se
vyskytujicich piipadi lze uvést CD8" T-lymfocytozu, benigni monoklondlni gamapatii, &i
rizné druhy benigni kozni T-lymfoproliferace (van Dongen et al., 2003). Dalsim piipadem
mohou byt pseudoklonalni ¢i faleSn€ pozitivni vysledky analyz. Na gelu se po analyze
negativnich vzorkii objevi ohrani¢ené prouzky, které vykazuji velmi podobné charakteristiky
jako v ptipad¢ analyzy pozitivniho vzorku. To se muze stat napiiklad v ptipadé, kdy je
ve vySetfované reaktivni tkani velmi malé mnozstvi lymfocyti. Ty jsou sice polyklonalniho
puvodu, ale diky jejich malému pocetnimu zastoupeni v jinak neklondlni tkani, kterd neni
tvofend lymfocyty, mohou byt v piipadé prekroceni citlivosti PCR amplifikovany a na gelu by
mohly produkovat prouzky podobné tém jako v ptipadé monoklonalnich lymfocytti. Druhym
piipadem miize byt situace, kdy je variabilita délek analyzovanych fragmenti velmi
minimalni, a tak i kdyz se jedna o polyklondlni populaci lymfocytii nesouci rizné varianty
BcR, mohou byt po PCR velikostni rozdily produkti velmi malé¢ a na gelu se to muze
zdanlivé jevit jako ohrani¢eny prouzek (Mitha et McGlennen, 2001; van Dongen et al., 2003).

Naproti tomu se vyskytuji pfipady, kdy jde o maligné proliferujici tkan, ale tato tkan
neobsahuje monoklonality. Naptiklad v pfipadé B-lymfoidnich malignanci je uvéadéno, ze
monoklonalita byva pfitomna pouze u 83 % piipadt (Trainor et al., 1990).

V neposledni fadé jsou analyzy klonality zalozené na PCR hodné zatizené faleSné
negativnimi vysledky. V tomto pifipadé jde o monoklondlni lymfocyty, u kterych se ale
po prob&hnuti analyzy neobjevi na gelu Zadny ohrani¢eny prouzek. Jako jeden z divodi
téchto vysledkli mohou byt dalS$i mutace vzniklé v téchto nddorovych tkanich. Naptiklad

v disledku chromozomalnich translokaci ¢i deleci v oblasti genii pro fetézce BcR nebo TcR
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mize dojit ke zméné sekvence gDNA, kde nasedaji pouzivané primery a ty se diky tomu
nemohou navazat (Mitha et McGlennen, 2001). Dalsim z divodi mlze byt somaticka
hypermutace pozménujici sekvenci v oblasti V u BcR. Tento proces je nejcastéjsim pivodcem
falesné negativnich vysledki u analyz IGH zralych B-lymfocyti pomoci detekce preskupeni
genovych segmentt VH-JH (van Dongen et al., 2003). Pti provadéni analyzy pouze tohoto
useku miize mira fale$né negativnich vysledki dosahnout az 35 % (Gleissner et al., 2000).
Falesné negativnich vysledkd se mize téz dosahnout i v ptipad¢ ptitomnosti malignich buné¢k
v po¢tu pod senzitivnim limitem (Hummel et al., 2006). VSechny tyto skute¢nosti maji vliv
na spolehlivost metod vyuzivajicich analyzu klonality (Mitha et McGlennen, 2001).

U ctyt pripadd, u kterych po vyhodnoceni analyzy nebyly potvrzeny piedpokladané
vysledky, se jednalo o vzorky, které byly diagnostikovany patologem jako negativni.
Po provedeni analyzy klonality se vSak na gelu ukéazaly prouzky, které mély shodnou velikost
jako v ptipadé pozitivnich vzorkd. Vzhledem k vySe uvedenym piikladim neni mozné
s jistotou potvrdit, zda se jedna skuteéné o monoklonalitu. Existuje nékolik moznych
vysvétleni. Mohlo se jednat o benigni tkan, kterd vSak muize byt tvofena monoklonalné
zmnozenymi buiikami. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o tkan odebranou z lymfatickych
uzlin je zde nepravdépodobné, Ze by zde bylo pfitomné pouze malé mnozstvi polyklonalnich
lymfocytt schopnych vyvolat pseudoklonalitu. Jedna z pravdépodobnéjSich variant je, Ze se
jedna o populaci polyklonalnich lymfocytt, které po probéhnuti analyzy vytvotily produkty,
které se od sebe lisily svou délkou jen velmi malo a ani s pomoci heteroduplexni analyzy jsme
na polyakrylovém gelu nebyli schopni produkty rozlisit. Je vSak mozné, ze kdybychom
pouzili vyhodnoceni pomoci metody GeneScanning, ktera ma vyssi rozliSovaci schopnost,
byly by jiz rozdily vice patrné. Dal$im moZznym postupem by mohlo byt provedeni analyzy
preskupeni i v jinych oblastech IGH, napiiklad DH-JH, nebo v genech pro lehké fetézce BcR,
pomoci kterych by bylo mozné upiesnit, zda se skutecn¢ jedna o monoklonalitu ¢i nikoliv. Je
velmi nepravdépodobné, ze kdyby se jednalo o polyklonalitu, tak by byly tvofeny produkty
0 malych délkovych rozdilech i pii analyze pfestaveb ostatnich BCR gentl.

Prave tyto dalsi zplisoby analyzy B-lymfocytarnich malignit by mohly byt pro zptesnéni
diagnostiky v budoucnu zavedeny. Naptiklad analyzou pieskupeni DH-JH je mozné zachytit
malignitu, kterd vznikla z lymfocytu, u kterého probéhlo teprve pteskupeni D-J, ale uZ ne
V-DJ. Takto vzniklou monoklonalitu neni moZné s pouzitim detekce VH-JH oblasti prokazat,
protoze by nemohlo vlivem velké vzdalenosti mist pro nasednuti primert dojit k amplifikaci.
Varianta s pouzitim detekce DH-JH ma i schopnost odhalit monoklonalitu v ptipadé prob¢hlé

somatické hypermutace v segmentu V na IGH, ktera by také nemusela byt jen s pouzitim
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detekce VH-JH preskupeni detekovana diky pozménéni sekvence v misté nasedani primeru
pro V segment (van Dongen et al., 2003; van Krieken et al., 2007).

Dalsi moznou variantou by bylo zavedeni detekce preskupeni i na fetézcich TcR. Diky nim
by byla mozna analyza monoklonality ve tkanich proliferujicich z T-lymfocytarni fady. I kdyz
je tato skupina co se tyCe celkového zastoupeni lymfoidnich malignit minoritni, tak i zde se
vyskytuji po klasickych klinickych vysetfenich sporné pifipady. Pro tuto analyzu se nejvice
hodi detekce pieskupeni na TcRG fetézci. Vyuziti analyzy ptreskupeni TcR by vSak bylo
mozné 1 pro vzorky s B-lymfoidni proliferaci, nebot’ jsou piipady, kdy u monoklonalné
zmnozenych B-lymfocyta tvoticich maligni tkan dochazi k preskupeni genovych segmentt
TcR fetézcu (van Dongen et al., 2003).

I pfes uvedeny vyskyt spornych piipadit ma tato metoda v daném provedeni a s danou
spolehlivosti 87 % velky ptinos pro upfesnéni diagnoz klinickych vzorkl. Pravé diky této
metod¢ a na zaklad¢ jejich vysledkli je mozné v nékterych piipadech s nejednoznacnou
diagné6zou o spravné diagnoze rozhodnout ¢i tuto diagnézu upfesnit, coz ma pro

vySetfovaného pacienta velky vyznam.
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7 ZAVER

Mezi cile této diplomové prace patfilo zavedeni a optimalizace metody, kterou by bylo
mozné provadét analyzu klonalni proliferace lidskych B-lymfocyti. Tato metoda je zalozena
na principu PCR amplifikace VH-JH tseku tézkého fetézce BeR a nasledné analyze vzniklych
produktti po probéhnuti gelové elektroforézy.

Nejprve bylo nutné izolovat gDNA z vysetfované tkané. V nasem piipade se jednalo o tkan
fixovanou ve formol-parafinovych bloécich. Pro tuto izolaci se nam osvédéilo pouzivani
Puregene Core Kitu A (Qiagen), pomoci kterého byla izolovana gDNA v kvalité i kvantité
vyhovujici pro pouZiti v nasledujici analyze.

Analyza klondlntho zmnoZeni B-lymfocyt byla nejprve provadéna systémem dvou
poloodstupniovanych a dvou klasickych reakci PCR. I pfes rizné modifikace ve slozeni
reak¢ni smési se v nasich podminkéach nepodaftilo analyzu timto systémem zavést.

Z tohoto divodu jsme pro analyzu nésledn¢ zvolili systém tfi mnohonasobnych reakci
PCR. Ten byl postupné optimalizovan a nakonec uspésné zaveden. Po provedeni analyz na
32 kontrolnich vzorcich bylo dosazeno 87 % UspéSnosti v detekci monoklondlni c¢i
polyklonalni proliferace B-lymfocytt.

Druhym cilem prace bylo vyuziti metody analyzy klondlni proliferace lymfocyti
u spornych klinickych vzorkt. I tohoto cile bylo dosazeno. Od 1. 1. 2010 byla metoda analyzy

klonality B-lymfocyti uvedena do rutinni praxe jako dopliikova analyza klinickych ptipad.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AML

APS

BcR

bp

CD

CDR

CLL
ddH,0
DEPC H,0
DH

DLBCL
DNA
dNTPs
dsDNA

FGFR1
FR
gDNA
GE
HLA
HLDA
IGH
IGK
IGL
JH

kb

Kde

M-bcr
MZL

Smes akrylamidu a N,N' - methylenbisakrylamidu
Akutni myeloidni leukémie
Amonium persulfat

B-lymfocytarni bunéény receptor (B-cell receptor)
Par bazi (Base pair)
Diferenciac¢ni znaky (Cluster of differentiation)

Oblast urcujici komplementaritu (Complementary determining region)
Chronicka lymfocytarni leukémie (Chronic Lymphocytic Leukemia)
2x predestilovana voda (double distilled water)
Deionizovana voda oSetfend inhibitorem ribonukleaz diethylpyrokarbonatem
Oblast D na téZkém tetézci B-lymfocytarniho bunééného receptoru (D region
of Immunoglobulin heavy chain)
Difazni velkobunéény B-lymfom (Diffuse Large B-cell Lymphoma)
Deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
Dinukleotid trifosfaty
Dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina (double-stranded
deoxyribonucleic acid)
Receptor fibroblastovych riistovych faktori 1 (Fibroblast growth factor
receptor 1)
Usek struktury zakladu (Framework region)
genomickd deoxyribonukleova kyselina (genomic deoxyribonucleic acid)
Gelova elektroforéza
Hlavni histokompatibilni komplex ¢lovéka (Human leukocyte antigens)
Lidské leukocytarni diferenciacni antigeny (Human Leucocyte
Differentiation Antigens)

Imunoglobulin
Tezky tetézec B-lymfocytarniho bunééného receptoru (Immunoglobulin
heavy chain)
Lehky fetézec B-lymfocytarniho bunééného receptoru typu k
(Immunoglobulin kappa chain)
Lehky fetézec B-lymfocytarniho bunééného receptoru typu A
(Immunoglobulin lambda chain)
Oblast J na tézkém fetézci B-lymfocytarniho bunééného receptoru (J region
of Immunoglobulin heavy chain)
Kilobaze (Kilobase)
delecni element na lehkém fetézci k BeR (kappa deleting element)

Major breakpoint cluster region
Lymfom z marginélni zony (Marginal Zone Lymphoma)
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NK

PAA
PAGE
PCR
PDGFRA

PDGFRB

PK

REAL

RNA
Rnaza A
rpm
RSS
SLL
ssDNA

TcR
TcRA
TcRB
TcRD
TcRG
TdT

TEMED
TH
uv
VH

WHO

Ptirozeni zabije¢i (Natural killer)

Polyakrylamid

Gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Polymerazova tetézova reakce (Polymerase chain reaction)

Receptor destickovych rustovych faktoru alfa (platelet-derived growth factor
receptor alpha)

Receptor destickovych rustovych faktort beta (platelet-derived growth factor
receptor beta)

Periferni krev

Revidovand evropsko-americka lymfomova klasifikace (A Revised
European-American Classification of Lymphoid Neoplasms)
Ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

Ribonukledza A

Otacky za minutu (revolutions per minute)

Rozpoznavaci signalni sekvence (Recognition signal sequences)
Lymfom z malych lymfocytl (small lymphocytic lymphoma)
Jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina (single-stranded
deoxyribonucleic acid)

T-lymfocytarni bunéény receptor (T-cell receptor)

Retézec a T-lymfocytarni bunéény receptor (T-cell receptor alpha chain)
Retézec B T-lymfocytarni bunéény receptor (T-cell receptor beta chain)
Retézec & T-lymfocytarni bundény receptor (T-cell receptor delta chain)
Retézec y T-lymfocytarni bunéény receptor (T-cell receptor gamma chain)
Terminalni deoxynukleotidyl-transferasa (Terminal deoxynucleotidyl
transferase)

N,N,N,N —Tetramethylethylendiamin

Oznaceni pomocnych lymfocyta (T-cell helper)

Ultrafialové zateni (ultraviolet light)

Oblast V na tézkém fetézci B-lymfocytarniho bunééného receptoru (V region
of Immunoglobulin heavy chain)

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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Na konferenci byl uveden abstrakt k prezentovanému ,,posteru v nasledujici podobé:

URCENI KLONALITY B-LYMFOCYTU

Ales Efenberkl'z, Jana Slovéékovél, Jana Smardoval

Laboratof molekularni patologie, UPA FN Brno, Jihlavskéa 20, 625 00 Brno
?Katedra bun&éné biologie a genetiky, UP Olomouc

Pti lymfoproliferativnim onemocnéni dochazi ke zvysené tvorbé lymfocyti a jejich
naslednému vyplavovani do krve. Vétsina nadord ¢i rakovinnych lozisek vznika z jedné
bunky a vznikla 1éze tak ma klonalni charakter. Pozd&ji vSak muze dojit k dalsim mutacim a
piestavbam a diky tomu se tvoii populace bunék 1 s odliSnou genetickou vybavou.
B-lymfocyty maji na svém povrchu imunoglobuliny (BCR), které jim slouzi jako bunétné
receptory. Jedna se o imunoglobuliny ttidy IgM a IgD. Skladaji se vzdy ze dvou lehkych a
dvou tézkych tetézcl. Lehké fetézce mohou byt typu kappa (IGK) nebo lambda (IGL). Geny
pro jejich tvorbu se nachdzeji na 22. chromozomu v piipadé IGK a na 2.chromozomu u IGL.
Tezke tetézce (IGH) jsou kodovany na 14. chromozomu a stejné jako lehké fetézce se skladaji
z konstantni a variabilni ¢asti. Variabilni ¢ast IGH je tvofena oblastmi V, D, J. Kombinacemi
genovych segmentl je dana zékladni diverzita BcR. Ta je dale zvétSovana inzerci ¢i1 deleci
nukleotid do oblasti mezi ptfeskupované segmenty.

Cilem prace bylo zavedeni a optimalizace metody pro diagnostiku klonality B-lymfocytd
z tkané pacientt fixované ve formol-parafinovych blocich. Z této tkané jsme izolovali gDNA
pomoci Puregene Core Kitu A (Qiagen) a tu pouzili jako matrici pro tfi multiplex PCR
reakce. Pouzité primery rozpoznavaji ¢astetné konzervované sekvence ve variabilni oblasti
V a oblasti J. Jako ,,forward® primery se pouzivaji smési primert specifickych pro FR
(framework region) useky segmentu V, ,, reverse” primer se vaze k segmentu J IGH. (1). Po
PCR nasleduje heteroduplexni analyza, rozdé€leni vzorku pomoci elektroforézy v8 %
polyakrylamidovém gelu. ZvySena klonalni proliferace B-lymfocytii souvisejici s nadorovym
onemocnénim se projevi na gelu jako ohrani¢eny band, Vpfipadé¢ polyklonalniho
nenadorového vzorku se na gelu objevi pouze neohrani¢eny smir.

Po optimalizaci metody jsme testovali 28 kontrolnich vzorkd, u kterych byla po
imunohistologickém vysetieni jednozna¢né stanovena diagnéza. U 15 z nich jsme potvrdili
negativni vysledek, u 10 byla potvrzena klonalita. Pouze u 3 vzorki vysledek uréeni klonality
B-lymfocytt nepodpofil stanovenou diagnézu. Usp&$nost metody je tedy 88%. V soudasné
dobé tuto metodu rutinné pouzivame pro zpiesnéni diagnostiky nejasnych ¢i spornych
pripadu.

Tato prace byla podpofena granty NS/10448-3 IGA MZ a MSMT 0021622415.
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