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SOUHRN

Soucasné platna molekularné geneticka subklasifikace pacientt s diagnézou difuzniho velkobunécného B lymfom (DLBCL) do tfi prognostickych podskupin
na zékladé expresniho profilu je cilem mnoha genetickych studii. V rutinni klinické praxi je vSak pouziti expresni ¢ipové technologie pro vétsinu pracovist
nedostupné. V€etné potiebné technologie, je v nékterych pfipadech pro molekularné genetické laboratore problémem ziskat kvalitni material, napf. cerstvou
tkan, pro izolaci RNA k uréeni exprese gent. Jednou z moznosti je urcovat expresi genli z RNA ziskané izolaci z parafinovych blockd. Cilem pilotni studie bylo
provést izolaci RNA z archivovanych parafinovych blockl z formalinem fixované tkané (FFPE) nemocnych s diagnézou DLBCL a ovéfit moznost vyuziti této RNA
pro expresni analyzu 7 vybranych gent. Prace ukézala, Ze izolace RNA a urceni exprese vybranych gent z archivovaného materialu je mozna, avsak namérena
relativni exprese nékterych gentd vykazovala v nasem souboru znac¢né variabilni hodnoty pro vyuziti pro jednoznacnou prognostickou klasifikaci. Potvrdili
jsme, ze pfi ziskani dostate¢ného mnozstvi materialu je mozné provést retrospektivni analyzy exprese vybranych gen(, a Ze spravna archivace i po 8 letech
dovoluje molekularné biologické analyzy.
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Use of archival formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue samples for molecular genetic
analysis in diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL)

SUMMARY

The currently valid molecular genetic subclassification of patients with diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL) into three prognostic subgroups based on expre-
ssion profiling has been the objective of numerous genetic studies. In routine clinical practice, however, expression profiling technology remains unavailable
for the most of centers. Apart from the technology, in some cases molecular genetic laboratories have problems obtaining high-quality material, i.e. fresh tis-
sues, for RNA isolation to determine gene expression. One possibility is to determine the gene expression from RNA obtained by isolation from formalin-fixed,
paraffin-embedded (FFPE) tissue. This pilot study aimed at isolating RNA from FFPE in patients diagnosed with DLBCL and verifying the potential use of such
RNA for the expression analysis of 7 selected genes. Although the study showed that it is possible to isolate RNA and determine the expression of the selected
genes from archival material, the values of relative expression of some genes in the set were too variable to be used for unambiguous prognostic classification.
It was confirmed that retrospective analyses of selected genes may be performed with sufficient material obtained, and that properly archived blocks may be
used for molecular biology analyses even after 8 years.
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Revidovana druha verze WHO klasifikace (2008) povazuje di-
fuzni velkobuné¢ny B lymfom (DLBCL) za heterogenni skupinu
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lymfom0 a ramcové tento typ lymfomu rozdéluje do ¢tyt hlav-
nich skupin: DLBCL nespecifikovany (Diffuse large B-cell lym-
phoma, NOS), podtypy DLBCL (Diffuse large B-cell lymphoma
subtypes), jiné velkobunécné lymfomy (Other lymphomas of
large B cells) a hrani¢ni ptipady (Borderline cases) (1). Clenéni
je zalozeno na empirickych znalostech klinickych a morfologic-
kych s prihlédnutim k novym poznatklim z oblasti molekularni
biologie. Pokroky v porozuméni biologie DLBCL ukazuji, Ze exi-
stuje nékolik odlisnych podskupin, které jsou odrazem samot-
ného vyvojového stadia diferenciace B lymfocytu, ve kterém
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vznikaji. Na zékladé expresnich profilll je mozné odlisit celkem
tfi prognostické podskupiny DLBCL nemocnych (2). Podskupina
nemocnych oznacena GCB-DLBCL (germinal-center B-cell-like)
vykazuje expresi genl charakteristickou pro buriky germinalni-
ho centra, podskupina nemocnych s expresi gend charakteris-
tickych pro aktivované B lymfocyty je oznacena jako ABC-DLBCL
(activated B-cell-like) a podskupina primarnich mediastinalnich
B bunéc¢nych lymfom - PMLBCL, kterd ma expresi gent odlis-
nou od obou predchozich podskupin a vice podobnou profi-
lu nodularni sklerézy Hodgkinova lymfomu (2,3). Hodnoceni
celkového preziti na zdkladé této klasifikace ukdzalo, Ze 5-leté
preziti dosahuje 64 % nemocnych s PMLBCL, 59 % nemocnych
s GCB-DLBCL, avsak pouze 35 % pacientl stratifikovanych do
podskupiny ABC-DLBCL (2). Toto rozdéleni a urceni genetickych
zmén naznacuje, ze v patogenezi DLBCL mohou byt zahrnuty
odlisné onkogenni regula¢ni mechanismy (3).

Kromé molekuldrné genetické klasifikace a stratifikace exis-
tuje i imunohistochemicka (IHC) klasifikace DLBCL, opirajici se
o hodnoceni vysledk(l imunohistochemického vysetteni proti-
latkami CD10, Bcl-6, MUM1/IRF4. Nejzndméjsim algoritmem je
tzv. ,algoritmus dle Hansové” (Hans classifier)” (4), ktery vyuziva
kombinaci pozitivity respektive negativity znakt CD10, Bcl-6
a MUM1/IRF4 a rozdéluje DLBCL na dvé prognostické skupiny
GCB-like a nonGCB-like s pfiblizné 80% shodou s genovym ex-
presnim profilem (GEP). Novym imunohistochemickym algo-
ritmem je klasifikace dle Choi (5), ktera rozdéluje DLBCL na tfi
podskupiny a to GCB-like, nonGCB-like a skupinu oznacenou
neklasifikované. Tento klasifika¢ni postup dosahuje pfiblizné
93% shody i s GEP (5) a vyuziva IHC detekci exprese protein(
GCET1, CD10, Bcl-6, MUM1/IRF4 a FOXP1. Tento algoritmus neni
soucasti klasifikace WHO 2008 a Ize predpokladat jeho inkorpo-
raci v nasledujici tfeti revizi. S ohledem na molekuldrné gene-
tickou subklasifikaci odlisujici prognostické podskupiny, byla
prokdzana souvislost prognostické subklasifikace s genovymi
a chromozomovymi zménami (6). Bylo potvrzeno, Ze transloka-
ce BCL2 (7), mutace BCL6 (8, 9) a mutace EZH2 (10) jsou spojené
s GCB podskupinou, zatimco BCL6 translokace, amplifikace BCL2
lokusu na 18924 (11) a mutace v NF-kB (CARD11, TNFAIP3/A20)
(12) umoznuje odlisit ABC podskupinu. Hlavnimi rozdily mezi
témito dvéma podskupinami jsou genetické zmény, vedouci ke
konstitutivni aktivaci signaini drdhy NF-kB a naruseni terminalni
B-bunécné diferenciace cestou inaktivace genu BLIMP1, coz je
popsano u ABC podskupiny, zatim co u GCB podskupiny tato
inaktivace pozorovana neni.

BLIMP1/PRDM1 (B lymphocyte-induced maturation protein
1/PR domain containing 1 with zinc finger domain) je tumor
supresorovy gen s funkci transkripéniho represoru, ktery je lo-
kalizovany na dlouhych ramenech chromozomu 6 v pruhu g21
a tato oblast je casto deletovana u agresivnich lymfom(i. Objevu-
je se nékdy jako samostatna aberace v dobé stanoveni diagnézy
a je spojovan s nepiiznivou prognézou (13). BLIMP1 je specificky
exprimovan u plazmatickych bunék a v subsetu GC bunék, vyvo-
jové intermedidrnich mezi centrocytem a plazmatickou burikou
(14) a je nezbytny pro termindlni diferenciaci GC bunék do plaz-
mocytd, coz je podporovano blokovanim exprese genld zapo-
jenych do B bunécné proliferace a signalni drahy B buné¢ného
receptoru (BCR). Genetické zmény, mutace a delece BLIMP1 jsou
pozorovany asi u 24% nemocnych s ABC subtypem (15). Studie
exprese genu BLIPM1 u ABC-DLBCL ukazaly, Ze az 77 % ptipadi
neexprimuje BLIMP1 protein, a Ze tento stav muze byt zplsoben
jinym mechanismem nez jsou mutace (16). Ani detailni analyzy
BLIMP1 nebo IRF4 genu nepfinesly jednoznacné vysvétleni, jakym
mechanismem tyto zmény pfispivaji k lymfomagenezi (16).

Se soucasnym pokrokem v |é¢bé DLBCL je stale vice vyznam-
né urceni, ktefi pacienti budou profitovat ze standardni terapie,
a které je nutné zafadit do nové lécby nebo klinickych studii.
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Lossos a spolupracovnici (18) ukazali, ze sloZity model ¢ipové
technologie (2) pro prognostickou stratifikaci Ize nahradit urce-
nim exprese vybranych gen( i nezavisle na ABC, GCB a PMBCL
klasifikaci. Autofi potvrdili, Ze urceni exprese celkem 6 genl
(LMO2, BCL6, FN1, CCND2, SCYA3 a BCL2) je dostacujici pro stra-
tifikaci a rozdéleni nemocnych do nizce nebo vysoce rizikové
podskupiny. Pro tyto geny urcil pomoci Coxova modelu propor-
cionalnich rizik tzv. ,prediktivni skére”. Malumbres se spolupra-
covniky (19) pozdéji prokazali ¢aste¢nou vyuzitelnost tohoto
prediktivniho skére i pro RNA izolovanou z formalinem fixova-
nych parafinovych bloc¢k0 (FFPE).

Cilem nasi pilotni prace bylo ovéfeni moznosti izolace RNA
z archivovanych FFPE bloc¢kU a jeji vyuziti pro stanoveni exprese
vybranych gent a nélezy pozorované relativni exprese doplnit
klinickymi a molekularné cytogenetickymi vysledky.

MATERIAL A METODY

Soubor pacientti

Pro analyzu bylo retrospektivné vybrano 10 nemocnych (4
Zeny a 6 muz{) s diagn6zou DLBCL, z nichz dva byli nasledné
vyfazeni pro nedostate¢né mnozstvi vstupniho materialu nebo
nepouzitelna data. Ve zbylém souboru 8 nemocnych (4 Zeny a 4
muzi) byla diagnéza DLBCL uréena u 7 z nich, jeden nemocny
mél BurkittGv lymfom (BL) a zlstal zafazen v souboru jako kon-
trola reprodukovatelnosti, protoze od néj byly k dispozici dva
rozdilné FFPE blocky. Median véku 7 nemocnych v souboru byl
37 rokl. Median celkového preziti (OS) nemocnych byl 30 mési-
¢l (rozmezi 3 - 109 mésicl). Dva nemocni zemfreli za 3 a 5 mési-
cl od diagnozy.

Pro analyzu byl pouzit archivovany material z doby diagnézy
nemocnych, délka archivace byla 2 - 8 let. Klasifikace DLBCL NOS
byla provedena dle WHO (2001, 2008). Na zakladé IHC vysetfeni
dle,Hans classifier” (4 nemocni), byli nemocni rozdéleni do pod-
skupin: GCB-like, nonGCB-like a primarni mediastinalni lymfom
(PMBCL) na zédkladé imunohistochemického profilu, topogra-
fickych a typickych morfologickych ryst dle WHO (2001, 2008)
(tab.1). VSichni pacienti podepsali informovany souhlas schva-
leny etickou komisi FN Olomouc a vysetfeni materidlu nemoc-
nych probihala v souladu s Helsinskou deklaraci z roku 1975, ve
znéni revize z roku 1983.

Expresni analyza pomoci qRT-PCR

Z jedenacti retrospektivné ziskanych formalinem-fixova-
nych parafinovych tkanovych blo¢kd (od jednoho pacienta
byly k dispozici dva rdizné blo¢ky) byla izolovana RNA pomoci
pomoci kitu RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE
(Life Technologies). Podle plochy tkané bylo pouzito 3 — 8 fezl
o sile 10 um. PGvodni objem eluatu byl zkoncentrovan na 15 pl
na vakuové odparce (37 °C/85 min). RNA byla nasledné os3etre-
na kitem TURBO DNA-free (Life Technologies). Jako kalibra¢ni
kontrola pro qRT-PCR slouzily dvé standardizované lidské RNA,
QPCR Human Reference Total RNA a MVP Total RNA, Human
Raji Cells (Stratagene). Jeden mikrogram RNA z FFPE blockd
(u dvou vzorkd s nedostate¢nou koncentraci pouze 500 a 680
ng) a kontrolni RNA byly nasledné prepsany do cDNA pomoci
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) vyuzitim
protokolu pouzivajicim random hexamer primery, cDNA byla
nasledné dvakrat naredéna pro ziskani dostate¢ného obje-
mu. Pro subtypizaci bylo vyuzito Sest expresnich assayi podle
¢lanku Lossose a spolupracovniki (17), geny LMO2 (Assay ID:
Hs00153473_m1), BCL6 (Assay ID: Hs00277037_m1), FNT (Assay
ID: Hs01549976_m1), CCND2 (Assay ID: Hs00277041_m1), SCYA3
(Assay ID: Hs00234142_m1) a BCL2 (Assay ID: Hs00608023_m1)
a referen¢ni gen PGK1 (Assay ID: Hs00943178_g1), vSechny Tag-
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Tabulka ¢. 1. Vysledky relativni exprese, IHC subtypizace a nalezy FISH.

Biopsie¢./  Subtyp podle|lHC IHCCD10 IHC IHC MUM1/
stari (rok ) Bcl-6 IRF4
1/2011 nonGCB-liket = = +
2/2011 GCB-like - + -
3/2004 non-GCB like = = +
4/2006 GCB-like + - -
5/2011 mediastindInit = + +
6/2011 mediastindlni = + +
7/2009 mediastindlni* - + +
median

8a/2011 BL + + +
8b/2011 BL + + +

Predik.skore Rizikodle. Rel.exprese FISHBLIMP1/ FISHJAK2/
skore BLIMP1 BCL6 CIITA
336,22 vysoké 790,8 N/T N/N
313,45 vysoké 137,2 N/N N/N
273,82 vysoké 102,9 N/N N/N
108,38 median 62,13 N/T 4K/3K
45,39 nizké 36,81 N/T N/3K
12,42 nizké 29,29 N/N 4K/N
315,94 vysoké 140,9 N/N Amp/N
108,38
1,40 - 2,808 ND ND
6,39 = 3,787 ND ND

1 umrti pacienta, * pacient po autologni transplantaci perifernich krvetvornych bunék

IHC, imunohistochenické barveni
FISH, fluorescencni in situ hybridizace

N, normdIni ndlez; T,translokace; ND,vysetreni neprovedeno; Amp, amplifikace genu; K, kopie genu

Man Gene Expression Assays (Life Technologies). Prediktivni
skére bylo vypocitano podle publikovaného vzorce:,prediktivni
skére” = (-0,0273 x LMO2) + (-0,2103 x BCL6) + (-0,1878 x FN1) +
(0,0346 x CCND2) + (0,1888 x SCYA3) + (0,5527 x BCL2). U v3ech
genl byly dosazeny hodnoty relativni exprese vici kalibra¢ni
kontrole, kterou byla MVP Total RNA, Human Raji Cells pro geny
LMO2, BCL6, SCYA3 a BCL2 a QPCR Human Reference Total RNA
pro geny FNT a CCND2 (17). Na zékladé doporuceni Malumbre-
se a spolupracovnikll (18) bylo namérené prediktivni skére pro
vzorky z FFPE rozdéleno podle medianu pouze na,nizké” a,vy-
soké” riziko. Déle byla sledovana exprese genu BLIMPT (Assay ID:
Hs00153357_m1, TagMan Gene Expression Assays, Life Techno-
logies), ktery byl rovnéz normalizovan k PGK1, u néjz byla jako
kalibra¢ni kontrola pouzita QPCR Human Reference Total RNA.
gRT-PCR byla provedena na pfistroji LightCycler 480 s pouzitim
kitu LightCycler 480 Probes Master (Roche) podle doporucené-
ho postupu.

Imunohistochemické barveni

Z retrospektivné ziskanych tkanovych FFPE blockd byly prove-
deny tkanové fezy s tloustkou 5 um a zamontovany po aplikaci
nize uvedenych imunohistochemickych metod na skla s pozitiv-
nim nabojem. Po obnoveni antigenicity byla provedena metoda
nepfimé imunohistochemie s pouzitim komer¢né dostupnych
primarnich protildtek: anti-CD20, anti-CD30, anti-Bcl-2, anti-
-Bcl-6, anti-MUM1/IRF4, anti-Ki67 (Dako, Glostrup, Denmark),
anti-CD10 (Novocastra Laboratories, Newcastle, UK), anti-p50,
anti-p52 (Cell Signaling, Danvers, USA) a anti-p65 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, USA). Sekundarni protilatky byly pouzity
pro vizualizaci standardni technikou avidin-biotin (ABC). Dia-
gnostické IHC znaky byly stanoveny dle WHO (2008). Sledovana
pozitivita v procentech dle ,Hans classifier” (5) byla pouzita pro
stanoveni GCB a nonGCB-like podskupiny pfislusného DLBCL,
pro diagnostiku PMBCL byl pouzit znamy IHC profil dle WHO
(2001, 2008) (tab. 1).

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Vsichni nemocni byli vysetfeni metodou FISH s lokus specific-
kymi sondami pro detekci zmén gen(i BCL6, BCL2, CIITA, BLIMP1
a JAK2 (Abbott Molecular, lllinois, USA; Kreatech Diagnostics,
Amsterdam, Netherlands; BlueGnome, Cambridge, UK). Hybridi-
zace byla provedena standardnim zpUsobem podle doporuceni
vyrobce sond. Na parafinovych fezech bylo hodnoceno nejmé-
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né 50 jader, a sledovan byl normalni nélez nebo zmény poctu
kopii sledovanych gen (tab. 1).

VYSLEDKY

Expresni analyzu bylo mozné provést u 9 vzorkl u 8 nemoc-
nych (jeden vzorek byl pfed analyzou vyfazen pro nepouzitelnd
data). U nemocného s BL byly vysetieny dva rizné FFPE bloc¢-
ky a byly pouzity jako kontrola reprodukovatelnosti (vzorek 8a,
8b/2011). Vysledky relativni exprese, IHC subtypizace a nélezy
ve FISH jsou uvedeny v tabulce ¢.1.

Po izolaci RNA se naméfend koncentrace pohybovala v roz-
sahu 5,7 az 778 ng/ul (v objemu 60 pl). Pro dal3i analyzu mélo
vyznam pouzit pouze vzorky s celkovym vytézkem nad 500 ng,
koncentrovani na 15 pl a o3etfeni DNazou byla koncentrace RNA
opét zmérfena a pohybovala se v rozmezi 49,6 az 775 ng/ul. Pfi
pouziti maximélniho mozného objemu pro reverzni transkripci
(RT) (10 pl) bylo mozné pouzit 1 pg RNA u vétsiny vzork(, pouze
u dvou bylo mnozstvi pouzité pro RT 500 ng (vzorek €. 9, nasled-
né vyfazen pro nepouZzitelna data) a 680 ng (vzorek ¢. 4)(tab.2).

Ze 3esti gentl dle Lossose a spolupracovnikd (17) bylo vypoci-
tano ,prediktivni skére” a ndsledné rozdélenim podle medidnu
souboru byly naméfené hodnoty zafazeny do skupiny vysokého
nebo nizkého rizika. U nemocného ¢. 8 tyto hodnoty nebyly ap-
likovatelné. Samostatné jsou uvedeny hodnoty relativni exprese
BLIMP1 ve srovnani s referen¢ni lidskou RNA (tab. 1).

Celkem 4 nemocni byli podle prediktivniho skére zafazeni do
vysoce rizikové podskupiny. Z této podskupiny zemfel jeden
a 109 mésich od diagndzy. Vsichni byli 1é¢eni chemoterapii, ve
které byla zafazena MabThera, pacientka s PMBCL s nejdel3im
prezitim 109 mésicd podstoupila vysocedavkovanou chemote-
rapii s transplantaci autolognich perifernich krvetvornych bu-
nék. Nizké riziko bylo vypocitdno pro 2 nemocné s diagnézou
PMBCL, tedy kategorii s celkovym lepsim prezivanim. Jeden
pacient vsak zemrel s celkovou dobou piezivani 5 mésicd. Hod-
noceni vypocitaného prediktivniho skére neukazuje vztah k cel-
kovému prezivani ani k IPI pacient(.

Vysledky exprese genu BLIMP1 byly velmi variabilni, ve vysoce
rizikové skupiné v hodnotéch stovek nasobkd, zatimco u nizce
rizikové skupiny byly hodnoty desitkové. U Zddného z analyzo-
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vanych vzorkl pacientl nebyla urcena prestavba nebo pocetni
zmény genu BLIMPT metodou FISH. Metoda FISH pro vybrané
geny odhalila amplifikace a zmnoZeni genu JAK2 u celkem 3 pa-
cient(, u dvou s potvrzenou diagnosou PMBCL.

DISKUZE

DLBCL je heterogenni typ nehodgkinského lymfomu (NHL)
s velkou biologickou i klinickou variabilitou. Existuje celd fada
experimentalnich modelll molekuldrni stratifikace DLBCL
s tim, Ze vykazuji rozdily v uzitych technologiich i algoritmem
konstrukce prediktivniho modelu. Proto kazdy experimentalni
model takovéto stratifikace musi byt validovan na nezavislé
kohorté pacientd k prikazu obecné platnosti a pouzitelnosti
v praxi. Genové expresni ¢ipové technologie, doporucené pro
prognostickou stratifikaci nemocnych s DLBCL, nejsou v sou-
¢asné dobé bézné dostupné v praxi klinického molekularniho
biologa, proto jsou hledany dostupnéjsi metody stanoveni ex-
prese jednotlivych klicovych gend, jejich pouziti ve stratifikaci
skupin pacientd, ktefi mohou profitovat z cilenéjsich postup
prognosticky a terapeuticky. Cilem nasi pilotni studie bylo pro-
vést izolaci RNA z archivovanych blo¢ku a ovéfit jeji kvalitu i na
expresni analyze Sesti cilenych gend, uvddénych v literatufe
jako prognosticky prediktivni geny. Lossos a spolupracovnici
na zakladé méreni kvantity exprese Sesti genu urcili prediktivni
skére a podle néj nemocné rozdélili do skupiny s nizkym rizi-
kem, stfednim a vysokym rizikem (18). Cilem nasi pilotni studie
nebylo urcit vlastni prediktivni hodnotu relativni exprese, ale
zjistit, zda Ize vlibec pro tyto Ucely vyuzit archivovany materidl
z FFPE.V dlsledku formalinové fixace tkané a zplsobu nasled-
né izolace totiz dochazi k fragmentaci nukleovych kyselin na
Useky cca 100 - 200 bp. Vybérem expresnich assayi, jejichz dél-
ka je mensinez 100 bp je teoreticky mozné méfit reprodukova-
telné expresi i z tohoto typu materidlu. Nase vysledky ukazaly,
Ze prvnim problémem muize byt nedostate¢né mnozstvi tkané
v blo¢ku. V jednom pfipadé byl zality objem tkané tak maly,
Ze ani vétsi mnozstvi ezl nezajistilo dostate¢nou koncentraci
RNA pro prepis do cDNA. Vzhledem k omezenim pouzitého RT
kitu (moZnost pouzit maximalné 10 ul RNA) a toho, Ze kolonko-
vé metody izolace z FFPE bloc¢kl pouzivaji pro nejvyssi vytézek
velky elu¢ni objem (v nasem ptipadé 60 pl) a tedy je vysledna
koncentrace velmi nizka, RNA bylo nutné zakoncentrovat tak,
aby se co nejvice z celkového vytézku dalo pouzit pro pfepis.
RNA pochazejici z FFPE je vsak vice fragmentovana nez byva

RNA izolovana z Cerstvych tkani, a jeji kvalita proto nemusi
byt dostate¢na pro qRT-PCR analyzu. Pfi srovnani s prahovymi
cykly (C) referencnich RNA, vychazely u vzork( z FFPE obec-
né vyrazné vyssi hodnoty (data neuvedena). U dvou vzork(
jsme snizili mnozstvi RNA pouzité pro pfepis na 500 a 680 ng,
protoze nebylo mozné ziskat z izolace alespori 1 pg. Prvni ze
zminénych vzorkl bylo nutné z nasledujicich analyz vyfadit,
protoze u nékterych z Sesti sledovanych gend nebylo mozné
ziskat méfitelné hodnoty relativni exprese (tab 2). Z vysledkud
vyplyva, ze pouziti mnozstvi mensiho nez 1 pg snizuje sanci na
ziskani pouzitelnych dat.

Do analyzy jsme zaradili i méfeni relativni exprese genu
BLIMP1, ale ani u exprese tohoto genu se nam korelace s klinic-
kymi daty nebo vysledky IHC nebo FISH nepodafilo urcit. Urce-
nim exprese jsme pouze ovéfili, ze i stanoveni relativni abun-
dance tohoto genu z FFPE bloc¢kl je mozné, pii pouziti kratké
detekeni assaye.

Dva rizné blo¢ky jednoho a téhoz pacienta s BL slouzily jako
interni kontrola reprodukovatelnosti assayi. Hodnoty jak pre-
diktivniho skore, tak relativni exprese genu BLIMP1 byly u obou
téchto dvou vzorkl pomérné blizké, pokud vezmeme v tvahu,
Ze $lo o rozdilny primérni material (tab 1).

Variabilita prediktivniho skére byla u celého souboru podle
ocekavani velmi vysoka. Lossos a spolupracovnici prokézali (18),
Ze pii pouziti Cerstvé zamrazené tkané, je mozné rozdélit paci-
enty do tfi rizikovych skupin na zdkladé Ciselného rozmezi pre-
diktivniho skére. Nase vysledky z PPFE byly stejné jako v nasled-
né studii vyuzivajici stejny material (19), rozdéleny pouze podle
medidnu mérené sady. D4 se predpokladat, Ze skore vypocita-
né z FFPE vzork( bude silné zaviset na konkrétni pouzité izo-
la¢ni metodé, proto se daji vzorky porovnavat pouze vzajemné
v ramci sady (tedy pomoci medidnu). U naSeho malého soubo-
ru je toto rozdéleni znacné nepresné, mezi prediktivnim skére
obou skupin vsak byly relativné velké rozdily, takze se da pred-
pokladat, Zze rozdéleni do rizikovych skupin by se p¥ilis nezméni-
lo ani v pfipadé vétsiho souboru. Pfestoze do pilotniho souboru
byly vybrany blo¢ky z rozmezi osmi let (rok 2004 az 2011) nebyly
pozorovany rozdily v kvalité v zavislosti na stafi vzorku, hlavnim
omezenim tak zUstava ziskani dostate¢ného mnozstvi RNA (kte-
ré je vzhledem k jeji kvalité potieba vice, nez u Cerstvé izolované
RNA), aby bylo mozné pro prepis do cDNA pouzit alespori 1 pug.
Problémy pfi ziskani dostate¢né koncentrované a kvalitni RNA
by bylo mozné obejit rozsifenim cerstvého zamrazovani nebo
stabilizace (RNAlater, QIAGEN) tkani odebiranych pfi biopsiich,
i hodnoty prediktivniho skére podle Lossose a spolupracovnikd,

Tabulka ¢. 2. Tabulka koncentraci RNA pred zakoncentrovanim, jednotlivé hodnoty relativni exprese Sesti sledovanych gend.

Biopsie & Konc. RNA Relativni exprese vuci kalibra¢ni kontrole (NE) N
[ng] CCND2 FN1 BCL6 BCL2 LMO2 SCYA3

1 778 0,893(0,04770) 0,194(0,01340) 23,462(1,264) 12,314(0,6693) 2,184(0,1778) 1771,242(159,1) 336,22

2 2121 1,936(0,13090) 7,101(0,43230) 2,654(0,1894) 3,746(0,3472) 8,401(0,5833) 1660,131(185,5) 313,45

3 104,7 16,37(2,111) 6,435(0,4503) 15,5(2,043) 8,495(2,8) 33,91(4,929) 1451(327,1) 273,82

4 41,4 7,965(0,6519) 8,658(0,4243) 11,55(0,918) 4,337(0,321) 7,664(0,6218) 582,5(127,3) 108,38

5 220,4 1,141(0,0616) 7,65(0,3752) 3,983(0,3836) 1,217(0,0925) 8,277(0,8035) 249,9(44,44) 45,39

6 505 0,9162(0,0525) 4,786(0,14) 3,749(0,2227)  1,209(0,1188) 17,52(1,399) 73,54(13,78) 12,42

7 234,8 0,558(0,04190) 2,845(0,06850) 4,072(0,1317)  1,712(0,1007) 28,061(1,104) 1679,739(133,5) 315,94

8a 496,1 0,3481(0,1386)  0,2477(0,0176) 2,214(0,1657)  0,0406(0,00842) 0,0344(0,0563)  9,936(1,605) 14

8b 585 0,5553(0,0849)  0,5936(0,0742) 4,657(0,2212) 0,1258(0,00669) 0,2028(0,0883)  39,19(6,325) 6,39

9% 11,7 - - 20,63(2,944) - - 3220(616,4) -

10* 5,7 = = = = = = =

* - Vzorek byl ndsledné vyrazen. NE - normalizovand chyba
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se pak daji mnohem presnéji zafadit do tfi rizikovych skupin,
podle ciselné hodnoty a nejen podle medianu (18).

ZAVER

Nase pilotni studie ukézala, ze izolace RNA z vétsiny vzorkd
fixovaného v FFPE bloccich bylo mozné Uspésné provést i pro
potieby méreni expresniho profilu, i kdyz tato data vykazuji
znacnou variabilitu ve srovndani s Cerstvé zamrazenymi vzorky.
Pro pfesnéjsi urceni prediktivniho skore, ale bude jednoznacné
lepsi variantou pouzit vzorky biopsii zamrazené ihned v teku-

tém dusiku nebo stabilizované v RNAlater, protozZe kvalita RNA
je klicovym faktorem pro jakakoliv méfeni exprese gend. V nasi
malé studii nebylo cilem urcit zda namérené hodnoty prediktiv-
niho skére maji prognosticky vyznam, protoZe se jednalo o pi-
lotni studii s limitovanym poctem vzork(. Potvrdili jsme, Ze je
mozné Uspésné naméfit expresni profil i u FFPE vzorku starého
az8let.

PODEKOVANI

Prace byla podpofena grantem Interni grantové agentury Mini-
sterstva zdravotnictvi Ceské republiky & IGA NT 11103-4 a gran-
tem LF UP 2013-004.

LITERATURA
Jaffe ES, Harris NL, Stein H, Vardiman JW, 7. Huang JZ, Sanger GW, Greiner TC, et al. The tions of multiple genes cause deregulation of
eds. Pathology and Genetics of Tumours Hae- t(14;18) defines a unique subset of diffuse large B- NF-kappaB in diffuse large B cell lymphoma.
matopoietic and Lymphoid Tissues. World Heal- cell lymphoma with a germinal center B-cell gene Nature 2009; 459: 717-721.
th Organization Classification of Tumours. Lyon, expression profile. Blood 2002; 99: 2285-2290. 14. Cattoretti G, Angelin-Duclos C, Shaknovich
France: IARC Press; 2008. 8. Igbal J, Greiner TC, Patel K, et al. Distinctive R, et al. PRDM1/Blimp-1 is expressed in human
Alizadeh AA, Eisen MB, Davis RE, et al. Dis- patterns of BCL6 molecular alterations and B-lymphocytes committed to the plasma cell
tinct types of diffuse large B-cell lymphoma their functional consequences in different sub- lineage. J Pathol 2000; 5206: 76-86.
identified by gene expression profiling. Nature groups of diffuse large B-cell ymphoma. Leuke- 15. Angelin-Duclos C, Cattoretti G, Lin Kl, Cala-
2000; 403: 503-511. mia 2007; 21: 2332-2343. me K. Commitment of B lymphocytes to a plas-
Rosenwald A, et al. The use of molecular pro- 9. Pasqualucci L, Migliazza A, Basso K, et al. ma cell fate is associated with Blimp-1 expressi-
filing to predict survival after chemotherapy Mutations of the BCL6 proto-oncogene disrupt on in vivo.JImmunol 2000; 165: 5462-71.
for difuse large-B-cell ymphoma. N Engl J Med. its negative autoregulation in diffuse large B- 16. Maldelbraum J, Bhagat G, Tang H, et al.
2002; 346: 1937-1947. cell lymphoma. Blood. 2003; 101: 2914-23. BLIMP1 is a tumor suppressor gene frequently
Hans CP, Weisenburger DD, Greiner TC, et al. 10. Morin RD, Johnson NA, Severson TM, et al. disrupted inactivated B cell like diffuse large B
Confirmation of the molecular classification of Somatic mutations altering EZH2 (Tyr641) in cell ymphoma. Cancer Cell 2010; 18: 568-579.
diffuse large B-cell lymphoma by immunohis- follicular and diffuse large B cell lymphomas 17. PasqualucciL, Compagno M, Houldsworth J,
tochemistry using a tissue microarray. Blood of germinal-center origin. Nat Genet 2010; 42: et al. Inactivation of the PRDM1/BLIMP1 gene
2004; 103: 275-282. 181-185. in diffuse large B cell lymphoma. JEM 2006; 203:
Choi WW, Weisenburger DD, Greiner TC, et 11. Ye BH,, Lista F, Lo Coco F, et al. Alterations of 311-317.
al. A new immunostain algorithm classifies dif- azinc finger-encoding gene, BCL-6, in diffuse lar- 18. Lossos IS, Czerwinski DK, Alizadeh AA, et
fuse large B-cell ymphoma into molecular sub- ge-cell ymphoma. Science 1993; 262: 747-750. al. Prediction of survival in diffuse large-B-cell
types with high accuracy. Clin Cancer Res. 2009; 12. Igbal J, Sanger WG, Horsman DE, et al. BCL2 lymphoma based on the expression of six ge-
15: 5494-502. translocation defines a unique tumor subset nes. NEJM 2004; 350: 1828-37
Lenz G, et al. Molecular subtypes of diffuse within the germinal center B cell-like diffuse 19. Malumbres R, Chen J, Tibshirani R. et al. Pa-
large B-cell lymphoma arise by distinct genetic large B cell lymphoma. Am J Pathol 2004; 165: raffin-based 6-gene model predicts outcome in
pathways. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008; 105: 159-166. diffuse large B-cell ymphoma patients treated
13520-13525. 13. Compagno M, Lim WK, Grunn A, et al. Muta- with R-CHOP. Blood 2008; 111: 5509-14.

CESKO-SLOVENSKA PATOLOGIE 2 2014

99



