MASARYKOVA UNIVERZITA
LEKA RSKA FAKULTA

Centrum molekularni biologie a genové terapie
Interni hematologick& a onkologicka klinika
Fakultni nemocnice Brno

STANOVENI EXPRESE ANTIGEN) NA NADOROVYCH
BUNKACH METODOU MULTIPARAMETRICKE
FLOWCYTOMETRIE

Disertani prace v oboru Onkologie

Skolitel: Autor:
Prof. MUDr. Michael Doubek, Ph.D. MVDr. Jana Chouava

Brno, 2016



Abstrakt

Uvod. Pritokova cytometrie nachazi uplami zejména v diagnostice a diferencialni
diagnostice leukemii a lymfoima fadi se mezi metody vyuzivané k detekci minimalni
rezidualni nemoci (MRD). Bfeni MRD umo#uje predikci @innosti terapie a po jejim
ukonteni casny zachyt molekularniho relapsu. V této dismitapraci je feSena
problematika sledovani MRD metodoutfmkové cytometrie u paciehts lymfomem

z pla¥ovych burk (MCL), ktery vznika z naivnich B lymfocfita pati mezi agresivni
lymfomy se Spatnou prognézou.

Cilem prace bylo navrzeni panelu osmibarevné apapyo sledovani hladin MRD
u pacieni s MCL, nasledna evaluace vyslédkavrzeného panelu metodou polymerazové
fettzové reakce a tazeni tohoto panelu do rutinni laboratorni praxe.

Metody. Metodou piitokové cytometrie byla stanovena exprese 24 powsativantige
na patologickych htkdch MCL a fyziologickych B lymfocytech. Porovnanipistné
exprese byly vybrany antigeny, které umoznily vaé@ee odlisit fyziologické a patologické
buiky. Tyto antigeny se staly zakladem osmibarevnéhatogolu na detekci MRD.
Vysledky no¥ navrZzeného protokolu byly evaluovany pomoci metddsantitavni
polymerazovéetzové reakce v realnédase (RQ-PCR).

Vysledky. Ackoliv imunofenotyp MCL je velmi variabilni, na z&d jeho analyzy byl
sestaven senzitivni osmibarevny protokol pro deteMdiRD kombinujici antigeny
CD3/5/19/20/23/45/62L/200 a dosahujici limitu deek),02 %. Vysledky navrZzeného
protokolu byly komparovany s metodou RQ-PCR s 80%deu na kvalitativni arovni
(MRD pozitivni/negativni) a silnou pozitivni korela(rs=0,9; p<0,01).

Zavér. Navrzeny panel osmibarevné analyzy pro detekdihl®RD u pacient s MCL
prispéje ke zkvaliténi monitorace odpadi na l&bu acasné diagnostiky relaps

Kli éova slova

Praitokova cytometrie — lymfom z plédvych burk — minimalni rezidualni nemoc —
imunofenotypizace — non-hodgkinské lymfomy — polyazevarettzova reakce



Abstract

Backround. Flow cytometry is applied in diagnostics and d#éfgial diagnostics of
leukemias and lymphomas and ranks among approagheh allow measurement of
minimal residual disease (MRD). MRD detection isemsential tool for therapy response
assessment and can identify molecular relapseeotiisease. This work deals with MRD
detection in mantle cell lymphoma (MCL) using thenf cytometry. MCL originates from
naive mature B lymphocytes and belongs to the lywn@s with aggressive clinical
courses and poor prognosis. The aim of this studg wo create eight-color flow
cytometric protocol which enables MRD monitoring MCL and further evaluate and
implement the novel protocol into routine laborgtpraxis.

Methods. Using flow cytometry, the expression of 24 surfactigens on MCL cells and
normal B lymphocytes was measured and the res@tsscompared to establish markers
that can distinguish neoplastic cells from normatel population. The novel eight color
protocol was compared to sensitive method of nea-tquantitative polymerase chain
reaction (RQ-PCR).

Results. Although MCL presents high immunophenotypic vaitigh the combination of
antigens CD3/5/19/20/23/62L/200 enables MRD detadin MCL with limit of detection
up to 0.02%. The results measured by this novéiteiglor protocol was compared to RQ-
PCR approach with 80% of concordance consideriagjthalitative level of measurement.
Moreover, there was found strong positive correftatn the results (rs=0.9, p<0.01).

Conclusions. The eight-color protocol for MRD detection in MQWill improve the
therapy response assessment and the diagnostiesexdular relapses.

Key words

Flow cytometry — mantle cell lymphoma — minimalidesl disease — immunophenotyping
— non-Hodgkin lymphomas — polymerase chain reaction
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1 Uvod do problematiky

Vyvoj nadorového onemoéni je mnohastupovy proces, &hem kterého dochazi
k mutacim genomu zdrave itky vedouci K jeji maligni transformaci. Podminkaétot
transformace je aktivace onkoder inaktivace tumor-supresorovych ¢emajifujici
proliferaci burk a jejich gezivani. Vyvolané nekontrolovan&leni ma za nasledek
hromadni dalSich genetickych mutaci a selekci vlastndséré jsou pro nadorove tky

vyhodrgjSi a umo#uiji jejich klonalni expanzi.

1.1 Non-Hodgkinské maligni lymfomy

Maligni lymfomy sefadi mezi nadory lymfatické tk&nvychazejici zB a T lymfocyt
Primarreé postihuji lymfatické uzliny a v mnohaipadech i mimouzlinové lymfatické tk&n
Lymfomy jsou dleny do dvou skupin: Hodgkiv lymfom (HL) a non-Hodgkinské
lymfomy (NHL). Pro HL je typicky vyskyt malignich éedové-Sternbergovych bikna
Hodgkinovych bugk, které vznikaji maligni transformaci postgermiriéh B lymfocyf.*
Ostatni typy lymfon sefadi do rozsahlé kategorie Nl niZ frevaZuji z 95 % B buigné
lymfomy® vznikajici klonalni expanzi imaturovanych nebo umavanych B lymfocyi v

raizném stadiu diferenciace.

1.1.1 Vyvoj a funkce B lymfocyti

B lymfocyty predstavuji zakladni lilky specifické humoralni imunity, jejichz hlavni koi

je produkce protilatek zaftenych proti mikroorganistiim nebo jejich toxiim.

B lymfocyty byly v podstat popsany zarowes T lymfocyty, a to v 60. letech minulého
stoleti, kdy byl pedloZzen navrh o furdkim propojeni bugk v ptaii Fabriciow burze, které

jsou odpo¥dné za produkci protilatek, sikami v thymu, jeZ nesou zodpiminost za

burg¢nou imunitu?® Vyvoj a funkce B lymfocyi byla od té doby velmi intenzign

studovana.

B lymfocyty vznikaji z hematopoetickych kmenovychinkk (HSC), které se nachazeji
v kostni deni. Spojitost mezi hikami majicimi swj pavod v kostni @eni a humoralni

imunitni odpo¥di byla poprvé demonstrovana koncem 60. let miraulgoleti na mysSich
transplantdnich modelec’ HSC se nejtive diferencuji do hematopoetickych

multipotentnich progenitér (MPP) a dale pak do spdleych lymfoidnich progenitdr
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(CLP). CLP disponuji schopnosti pokoaat ve vyvoji do T, B nebo NK bgk, ale jiz
nejsou zpsobilé vyvijet se do myeloidni linfe.CLP se mohou dale diferencovat
do progenitorovych pro-B bwk, a zahdjit tak  vyvoj zdravych B lymfoayt
U progenitorovych pro-B buk zatina greskupovani genpro €zky fettzec imunoglobulif
(IgH), coz obnasi rekombinaci V, D a J genovychsenf.

Druhym vyvojovym stadiem jsou prekurzorové pre-Biloy které exprimuji IgH jak
v cytoplazng, tak pozdji i na svém povrchu; spolu s prozatimnim lehkigttzcem (IgL) a
dimerem signalizénich proteii CD79a a CD79b vytareceptor pre-BCR.

Na drovni B prekurzdr jsou rozeznavany dva specifické markery: CD34 ranitélni
deoxynukleotidyl transferaza (TdT). TdT pintleZitou funkci Bhem rekombinantniho
procesu tim, Zze vklada N segment mezi V, D a JoregNa konci tohoto procesu se
vypin&!® a proto je TdT vyznamnym diagnostickym znakemoTatdetekovana u&tsiny
akutnich lymfoblastickych leukemii (ALE) a dale u #kterych akutnim myeloidnich
leukemii (AML), u nichZz se podili na stanoveni skralosti, a slouzi tedy jako
prognosticky market?

V tomto stadiu dochéazi i kipskupeni geh pro dva IgL. Vlivem cytokin IL-3 a IL-7
vznikaji nezralé B lymfocyty, které na svém povraxprimuji kompletni IgM. Resto tyto
lymfocyty nedisponuji schopnosti zahdjit imunitiipowd a osud B lymfocyt v této fazi
je nejisty. Velkacast je pimo v kostni @deni eliminovana a jen malé mnozstvi nezralych
B lymfocyti (IgM™) opousti jako transientni bky kostni deii a prechazi do sekundarnich
lymfatickych tkani, kde se &i na IgM, IgD" zralé B buky a jako naivni maturované
B buiky se pidavaji k ostatnim cirkulujicim B lymfocgin.®® V perifernich lymfatickych
organech jsouifpraveny rozpoznavat a vazat antigen.

Maturované naivni B hiky exprimuji antigen CD5 a cirkuluji v periferni vkr a

v perifernich lymfatickych organech, kde osidlujinparni B bur¢né folikuly a folikuly
pla¥ové z6ny:*** Naivni B lymfocyty mohou byt stimulovany &wa typy antigef, a to
antigeny nezavislymi a zavislymi na T lymfocyteckpZz vede k dvojimu typu
B diferenciace. Reakci na T lymfocytech nezavisi@wdaci je proliferace B buik a jejich
pienena na kratce zijici plazmatickéiiky, jez produkuji nizkoafinitni IgM. Pokud dochazi
ke kostimulaci B lymfocyt T buikami, prechazeji B lymfocyty do centra primarniho B
burg¢ného folikulu, kde se spojuji s folikularnimi deitidkymi buikami (FDCSs),
proliferuji a diferencuji do centrobld@sta centrocyit, aby vytvdily germinalni centrum
(GC)'16,17



V GC jsou rozliSitelné 2 zony — tmava zona obsauéntroblasty a $tla zona sloZzena
pievazie z centrocyi. B lymfocyty v germinalnim centru exprimuji mald nagstvi
povrchovych Ig receptér a na rozdil od naivnich B bék panmétovych burk a
plazmatickych bugk, exprimuji antigen CD10 a transkéii faktor BCL-6'® Dalsim
dulezitym rysem B lymfocyt v GC je vypnuta exprese antiapoptotického protddali2,
¢imz se stavaji citligjSi k apoptotické smrti. K prevenci apoptézy slowiZivovaci a
proliferani signaly vychazejici z FDC a T lymfoéyt’

B lymfocyty v GC prochazeji dwna odliSnymi genetickymi procesy: somatickou
hypermutaci a izotypovymi@smykem. K somatické hypermutaci dochézi v genovych
segmentech kodujicich variabikdst imunoglobulif (IgV), ¢imz se petvai vazebné misto
pro antigen tak, aby do$lo ke zvyeni afinity pbeng/ch Ig receptdr?® Vzhledem k tomu,
Ze secasténé jedna o nahodily proces, tyto mutace mohou véspalai ke snizeni afinity
na antigen. Takové kky se nejsou schopny navazat na FDC antigeny, @ mejsou
schopny pijimat vyZivovaci signaly. Kili nizké afini¢ k FDC antigeim podléha v GC az
90 % B lymfocyfi apopt6ze®*

Béhem izotypoveho ifgsmyku se ®ni typ €zkehoietzce; dochazi ke zéné pavodniho
IgM a IgD na lgG, IgA nebo ménobvykle na IgE.Cast populace B lymfocgtz GC a
pamttové buiky nesou BCL-6 a CD95 genové mutdté® Centrocyty, které iezivaji,
dozravaji v GC v dlouho Zijici plazmatickéity nebo panstové buiky.'® Panétové buiky
exprimuji antigen CD27, sitnlgM ale slaks 1gD.>*° Plazmatické biiky vzniklé v GC a
dlouho Zijici plazmatické hiky prechazeji do krve a usazuji se v kostiénit silng
exprimuji adhezivni molekuly CD138 a CD38 na rozml B bukc¢nych markeit CD19 a
CD20, které zcela postradaji.

Po stimulaci antigenem jsou naivni B lymfocyty aktiany a mohou se dale vyvijéemi
raznymi snery: (1) klonalni expanzi a selekci v GC, (2) kloridiferenciaci mimo GC a
nebo (3) se stavaji anergnimi. V keéné fazi B lymfocyty diferencuji kit do pangtovych
burek nebo do plazmatickych bék produkujicich protilatky. Schéma diferenciace

B lymfocyti je znazortno na obr.1.
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Obr. 1: Diferenciace B lymfocit

Vyswtlivky: CLP, spolény lymfoidni progenitor; HSC, hematopoetickd kmedbvika; MPP, multipotentni
progenitorova bika.

1.1.2 B bunééné lymfomy

Z pohledu WHO Klasifikace bylo popsano vice neZcevaypm B burg¢nych lymfomi
odvozenych od zralych B lymfodyf Mezi nefastji se vyskytujici typy pat folikularmni
lymfom (FL), difuzni velkobu&ny B Ilymfom (DLBCL), chronicka lymfocytarni
leukémie/malobugtny lymfocyticky lymfom (CLL/SLL), extranodalni lynsimy marginalni
zény asociované s mukozni tkani (MALT lymfomy), ligm z pla¥ovych burgk (MCL),
lymfom marginélni zony (MZL) a Burkitty lymfom (BL).

NHL sefadi na paté misto rigjstji se vyskytujicich zhoubny nadona zapadni polokouli.
V Ceské republicéini incidence NHL fiblizng 11 pacient na 100 000 obyvatéf.

1.1.2.1 Vznik a pivod B burgénych lymfomi

B burg¢né lymfomy mohou vychazet z kteréhokoli vyvojovédtadia B lymfocyi (obr. 2),
proto také&asto sdileji stejné charakteristické znaky se s\agravymi pro¥jsky. Pro kazdy
vyvojovy stupé byva typicky utity imunofenotyp a geneticky profif. O faktu, Ze ¥tsina
B lymfoma vznika v GC, s¥d¢i jejich mutovany status v oblasti genu pakeé fetézce
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imunoglobulimi (IgVH). Jedna se fedevSim o FL, BL a DLBCL, jez spdle tvori
priblizng 80 % vSech NHI’® Na zaklad analyzy genové exprese bylo zji$, e BL
pochazi z B lymfocyt tmavé zény GC>*3*¢emu? odpovid& nejen mutovany status IgVH,
ale i exprese mark&iCD10 a BCL-6. Podobné znaky jsou nalézany i Bt * pro ktery

je dale typicka translokace t(14;18). K této dod¢hahem VDJ rekombinace v kostnifeahi,
coZ by s¥diilo o vyvoji FL z naivnich B lymfocyt.®*® Popisovany nélez je vystovan
dvoustumovym zasahem ve vyvoji FL, kdy vznik translokacepjni udalosti, ale az
nasledné mutace umagi progresi neoplazie. Studium genoveé exprese DLPBGukazuje
na to, Zze se jedna o velmi heterogenni skupifadsu subtyp. DLBCL se niize vyvinout
de novo nebo jako nasledek transfoémiah znén jiného typu lymfomu, néasgji FL nebo
CLL. Existuje podskupina DLBCL, ktera nevykazujeakw vyvoje v GC, ale odpovida
pavodu aktivovanych B lymfocyim 343’

Do opa&né skupiny lymfond, u kterych je prezentovan nemutovany IgVH stasesiadi
majoritni ¢4st MCL a podskupina CLL. Tyto bky odpovidaji naivnim B lymfocym®
nebo je Ize charakterizovat jakoriby, které se v GC nesetkaly s antigenem. U diagnozy
CLL se jedna o zéasadni informaci, nébpacienti s nemutovanym IgVH maji horsi

progndézu ve srovnani s pacienty s mutovanym IGVH.
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Obr. 2: Rivod B buréénych lymfomi (upraveno)

Vyswtlivky: BL, Burkittiv lymfom; CLL, chronicka lymfocytarni leukemie; DIAE., difuzni velkobugcny B
lymfom; FL, folikularni lymfom; HL, Hodgkiv lymfom; LPL, lymfoplasmocytarni lymfom; MCL, lyrofn
z pla¥ovych burk; MM, mnohaetny myelom; WM, Waldenstromova makroglobulinémie.

1.1.2.2 Rizikové faktory

V souwasnosti je popisovanada rizikovych faktakr, které mohou vést ke vzniku lymfdm
NejsilngjSi vazby byly nalezeny ve vztahu k imunodeficiemcia autoimunitnim
onemocinim. Podstatné imunodeficience zahrnuji iatrogémaonosuprese a infekce virem
lidské imunitni nedostataosti (HIV). U pacienti infikovanych virem HIV jerpkazana
signifikantrs  vy38i incidence BL a DLBCf?** Nekteré lymfomy jsou spojeny
s konkrétnimi virovymi infekcemi jakymi jsou EpgteBarrové virus (EBV) a virus
hepatitidy typu C (HCV{>“*® Podobné spojitosti plati i pro bakterialni onentwin- riziko
vzniku MALT lymfomia Zaludku je Sestinasobné vySSi u padiestprotilatkami proti
Helicobacter pylori v porovnani s neinfikovanymidieci*’ Nadorové biky pritom
nestimuluje Kk proliferaci samotny mikroorganismusale ke stimulaci dochéazi
prostednictvim Helicobacter pylori specifickych T lymfgé a jimi produkovanymi
cytokiny*8

13



1.2 Lymfom z plastovych bungk

1.2.1 Epidemiologie a stri&na charakteristika MCL

MCL se fadi mezi mé# casté lymfomy, pedstavuje fblizng 3-10 % vSech NHE*
Postihuje pevazr starSi populaci; mediaréku pi diagndze je 68-70 let. Incidence MCL
je v Evrog a Severni Americefiblizn¢ 0,5 gipadu na 100 000 obyvatelkré. Muzi byvaji
zasaZeni az 2,3-2,5krébstji nez Zeny? Jedna se o vysoce agresivni lymfom s velmi
$patnou prognézou; median celkovétieiti je 3-5 lef*>?

Na konci 90. let minulého stoleti byla identifikangdskupina pacietits MCL s indolentnim
klinickym pribéhem. Klinicky stavdchto pacient mnohdy nevyZzaduje chemoterapeutickou
intervenci a délkaieZiti je i vice jak 10 let°® Ackoliv byla tato podskupina rozpoznana
pied vice jak patnacti lety, stale nejsou znamy spioie markery, diky kterym by bylo

mozné predikovat indolentni formu MCE:>’

1.2.2 Morfologie MCL

Z morfologického hlediska se rozliSujétprariant MCL. Negasgji se vyskytuje klasicka
varianta, ktera je twena homogenni populaci malych a%edté velkych lymfocyt

s nepravidelnou jadernou konturou, disperznim cltorem, nevyraznym jadérkem i
cytoplazmou® Dal$imi variantami jsou blastoidni, pleomorfni, lobaunsénou a marginal
zone-like?®*® u kterych niize byt spravné stanoveni diagnézy komplikovanéstBidni
varianta je tvéena ¥tSimi buikami, které pipominaji lymfoblasty. Chromatin je disperzni a
mitoticka aktivita lymfocyt vysok&® Pro pleimorfni variantu je typick& heterogenni
populace buék o rizné velikosti i tvaru se stlou cytoplazmou, nepravidelnou jadernou
konturou a prominujicim jadérketi. Pleimorfni i blastoidni varianta jsou z klinického
hlediska velmi agresivni¢asto reprezentuji progresi oneméaiy vyskyt de novo byva

vzAacrjsi.*°

Maloburééna varianta slozena z malych kulatych lymfacyejichz chromatin
je shlukly a hutny, fipomina CLL/SLL. Marginal zone-like varianta, jaig jnapovida jeji
nazev, imituje MZL nebo také monocytoidni Bily. Pro lymfocyty je typicka sila

cytoplazméa'®>?
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1.2.3 Imunofenotyp MCL

Bunky MCL exprimuji na svém povrchu znaky zralych mach B lymfocyfi jako CD19,
CD20, CD22, CD24, CD79b a FMC-7, dale IgM a/nebd Igovrchové 1g3°® Daleko
castji je detekovan lambda neZli kappa Ig lehigizzec® Pro buiky MCL je typicka
piitomnost antigenu CD5, ktery se fyziologicky nadh@a T lymfocytech. DalSim znakem
spolenym pro MCL a T lymfocyty je antigen CD43.Oproti tomu CD23 byva vestsing
piipadi zcela negativn?® Antigen CD23 je nizkoafinitni Fc receptor pro IgEzarové
marker aktivovanych B lymfocii® jenZ je krond B burtk exprimovan na monocytech a
eozinofilech®” Acgkoliv negativita CD23 madeZity vyznam pro stanoveni diagnézy, byla
popsana podskupina MCL, ktera antigen CD23 expefitff V souwsasné dob neni zcela
prostudovano, jestli tato fenotypova varianta miaigky nebo biologicky vyznam; byva
pripisovana blastoidni variahMCL, ° podobr# jako pozitivni exprese antigenu CDT03
CD10 je membranova metaloendopeptidaza, jeZ jeragpana na lymfoidni progenitorech
a buikach derivovanych z germindlniho centra. Tato skdst vedla k Gvaham, jestli
buiky, na jejichz povrchu se CD10 exprimuje, nemajilliSmy pavod, a to préay

v germinalnim centru. OvSem analyzy somatické nmutagVH tuto skuténost
nepotvrdily’®"

Stanoveni diagnozy byva vzhledem k variabilnimwfgpu sloZité, zejména odliSeni MCL
od CLL, jejichz spoléenym znakem je populace s koexpresi Cb®D19. Vyznamnym
markerem pro odliSeni obou neoplazii je CD200, ykier hyperexprimovan na bBkach
CLL, na rozdil od MCL, kde byva zcela negativhiledna se o0 membranovy glykoprotein,
ktery nalezi do superrodiny immunoglobuliff Fyziologicky se vyskytuje na
B lymfocytech, nasasti T lymfocyfi a dendritickych biikach’’

1.2.4 Cytogeneticka a molekularni charakteristika MCL

Pro MCL je typicka reciprokd chromozomalni translo& t(11;14)(q13;932) mezi genem
CCND1 (BCL1), jenz koduje cyklin D1 a nachazi seldachromozomu, a genem pro IgH
na 14. chromozomu (obr. 3). Tato translokace jeowéiina za deregulaci CCND1 genu, coz
vede ke zvySené nekontrolovatelné expresi cykliad®B° Ten se uplaiuje bshem regulace
buné¢cného cyklu; konkréth je zodpo¥dny za pechod busk z G1 do S faze pomoci
aktivace cyklin-dependentich kindz CDK4 a CDKG6. &prace exprese cyklinu D1 se
vyskytuje u ¥tSiny MCL a povaZuje se za primarni molekularni agénetickou zrinu
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v patogenezi MCL. U zdravych B lymfodyheni cyklin D1 detekovan na rozdil od cykilin
D2 a/nebo D3°® Detekce translokace t(11;14) a zvySeni hladinyieykD1 jsou nedilnou
souwésti diagnostiky a diferencialni diagnostiky proli&@hi od lymfoni s podobnym
imunofenotypem a morfologii. 1f¥psto neni translokace t(11;14) pro MCL specifickd,
nalézana je také u mnat@iného myelomu (MM§2%3 Komplikace i stanoveni diagnézy
mohou nastat u cyklin D1 negativnickigadi, u kterych neni iitomna chromozomalni
aberace t(11;14), ale t¢sto sdileji s konvénim MCL shodnou morfologii, imunofenotyp,
profil genové exprese i klinickou manifestdtf® U vé&tiny cyklin D1 negativnich ifpad:
dochéazi ke zvySené expresi cyklinu D2 a D3. Demsgpilcyklinu D2 mize byt disledkem
translokace t(2;12)(p12;p13), kdy se gen pro cyKlihspojuje s genem pro lehkgttzec Ig

kappa®®
Centromera IgH zesilovaé Misto zlomu 14q32 Telomera
\ >
Ju (1-6) Dy (1-27) Vy (~100)
Centromera MTC Mista zlomu 11913 Telomera
< BCL1 ¢ ¢ ¢ >
— 120 kb
Centromera IgH zesilovaé Telomera
< 5 5 —_—
C T(11;14) 3 o II-' v ;2- 3’
Jy BCL1

Obr. 3: Schématické znazeéni translokace t(11:14)(q13;q3@)pravenc}’

A Zéarodeény gen pro IgH na chromozomu 14. Misto zlomu séndacmezi segmenty D a J,
ke zlomu dochazidnem VDJ rekombinac& Oblast BCL1 chromozomu 11. 30-50 % mist
zlomu se nachazi v tzv. hlavnim translkakian klastru (MTC), k 10-20 % zloindochazi
mimo MTC blize ke genu CCNDIC Translokace t(11;14)(q13;932). Gen CCND1 se

dostavé pod kontrolu IgH zesiloya

Vyswtlivky: BCL1, B cell lymphoma 1; MTC, hlavni translaka klastr; IgH, €Zky imunoglobulinovytetizec
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1.2.5 Prognostické markery MCL

MCL je biologicky i klinicky heterogenni lymfom, kterého je velmi finosné stanoveni
odhadu prognézy, a volba vhodného terapeutickélzante respektujiciho individualni
charakter onemoeni.

Z morfologického hlediska je prognostickyilézita diagnostika blastoidni a pleomorfni
varianty MCL, pro které je charakteristicky velmjrasivni pibsh2’ V roce 2008 byl
zformulovan mezinarodni prognosticky index pro M@ULIPI),® ktery je prvnim indexem
specificky navrzenym pro pacienty s MCL a nahraltil t¢ doby pouzivany mezinarodni
prognosticky index (IP1), vodns vytvoieny pro DLBCL®® Nevyhodou IPI byla népsna
diskriminace pedevSim paciefit s nizkym rizikem. MIPI d8i pacienty do iti kategorii

s nizkym, stednim a vysokym rizikem na zakkdeéku v dolg diagnozy, zhodnoceni
celkové fyzické aktivity Skalou EOCG 0-5, kde 0 lgpbez omezeni a 5 = smrt pacienta,
hladiny laktdtdehydrogenazy (LDH) v séru actoo leukocyfi. Dale je do MIPI, jako
dulezity biologicky marker, Zazena bu&na proliferace, pro jejiz analyzu se tkawi
vyuZiva index Ki-67 vyjadujici procentudlni zastoupeni imunohistochemicky-6KI
pozitivnich patologickych buk. Index Ki-67, jakozto mira proliferace, koreligénladinou
exprese cyklinu D1 i dal§ich regul&idsurséného cyklu®

P stanovovani prognozy existujéeima snaha hledat a kombinovat klasické prognasstick
faktory s novymi faktory biologickymi. Podobrako u CLL i u MCL se nachazi IgVH jak
v nemutované tak i mutované podoNemutovana neboli zarottgd konfigurace IgVH je
typick& pro naivni B lymfocyty, kteréugtavaji v plagové zor a nepechazeji do GC, na
rozdil od mutovaného IgVH, jehoZifpmnost indikuje setkani B lymfocytu s antigenem.
Somatické hypermutace IgVH jsou nalézany az u 208Gk, coz poukazuje na subset MCL
burk, které prodly GC* Vyskyt somatickych hypermutaci IgVH je spojovapifpady
MCL, u kterych byla zaznamenana lepsi progriZa.

Az u 90 az 95 %ifpadi s diagnézou MCL byvéa detekovana vysoka hladinastmpiniho
faktoru SOX-11. SOX-11 sefipozere exprimuje v pibéhu fetalniho vyvoje, kde pini
dalezité funkce Bhem organogeneZé.Z pohledu diagnostiky jeffmosné, 7e SOX-11
pozitivni piipady zahrnuiji i ty, u kterych neni prokézana vysbladina cyklinu D£>%®Pro
zbylych 5-10 % SOX-11 negativnichripadi, plati podobné za&vy jako pro mutovany
IgVH; nékteri autdi poji absenci exprese SOX-11 s indolentni formoGLUVa navrhuji
zaradit SOX-11 mezi prognostické markéfy® Oznaeni SOX-11 jako prognostického
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markeru je vSak sporné, protoZe jiné studie vyzisaiX-11 v predikci klinického fibéhu

vyluguiji.>’

1.2.6 Terapie MCL

V sowasné dob neexistuje léebny rezim, ktery by i pIné kurativni efekt. Jako
monoklonalni protilatky rituximabu s naslednou dogni transplantaci krvetvornych bikn
(ASCT) 2 Uvodni indukni faze, ktera fedchazi podani vysokodavkové chemoterapie a
ASCT, slouzi k navozeni kompletni remise onentn€nK tomuto @elu se pouZivaji
standardizované imunochemoterapeutické rezimy, mgzseradi nap. Nordicky protokol,
jenz vindukni fazi alteruje ii cykly R-MaxiCHOP (rituximab v kombinaci s
cyklofosfamidem, doxorubicinem, vinkristinem a pmesbnem) seifémi cykly R-HD-Ara-C
(rituximab v kombinaci s vysokodavkovanym cytaram°* Jiny z reZini alteruje R-
hyper-CVAD (kombinace rituximabu, hyperfrakcionoeao cyklofosfamidu, vinkristinu,
doxorubicinu a dexamethasonu) s R-HD-MTX-Ara-C (komace rituximabu
s vysokodavkovanym methotrexatem a cytarabinéfm)écebna odposd’ (parcialni nebo
kompletni remise onemoémi) je v dalSi fazi konsolidovana vysokodavkovoeroloterapii
a ASCT*®

Vyznamny @inos pro pacienty vnesla integrace monoklonalnitilathy rituximabu
do terapeutickych reziin Jeji pouziti Bhem indukni faze v poslednich 10 letech zasadn
zlepsilo prognézu pacieits MCL1%*1%Da|5i pozitivni efekt byl prokazaniipjejim
podavani v tzv. udrzovaci fazicly, kdy vyznama prodluzuje bezfiznakové obdobi
pacient.'®

Vysokodavkovou imunochemoterapeutickodhbié 1ze vzhledem Kk jeji toxicit aplikovat
pouze mladSim pacieirh, u kterych to dovoluje jejich zdravotni stav. tdrSich pacieritci
pacienti s komorbiditami se t#a omezuje na i&dre intenzivni rezimy, kde se &p
vyuziva efektu rituximabu specificky cilenym nakemické buky. Rituximab je podavan
v kombinaci s alkylenimi latkami a antracykliny (R-CHOP) nebo v komhinha
s cytostatikem bendamustinem (R-bendamusthPodobi jako u vysoce intenzivnich
rezimi i zde byl prokdzan pozitivnitmos udrZzovaci terapie rituximabemii Rombinaci

s R-CHOP dosahuiji pacienti 4letého celkovétrexipi v 87 %%

U mladych pacieriit s relapsem onemo&ni je moznou alternativou allogenni transplantace

krvetvornych butk (alloSCT)X®% Extrémr Spatnou prognézu maji pacienti, u kterych
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doSlo Ehem relapsu MCL k transformaci do blastoidni vagianlako slibny lék pro
relabovanym nebo refrakterni MCL se jevi inhibitdorutinib. Jednd se o inhibitor
Brutonovy kindzy uplaiujici se v BCR signaliza¢t® Dlouhodobou remisi dokaZe dasti
pacienti navodit imunomodutmi latka lenalidomid** Recentni klinické studie sesmuiji
pievazié analyze dinnosti rezini kombinujicich no¥ zava@né léky. Slibné vysledky
prokazala u paciefits relabovanym MCL kombinace bendamustinu a rit@imspoléng

s inhibitorem proteinkindzy mTOR temsirolimem (BERT Efektivni se ukazuje i
biologicka I&ba lenalidomidem v kombinaci s rituximabém.

Ackoliv u vétSiny pacieni je pozorovan agresivni{gs¢h nemoci vyZadujici terapeutickou
intervenci, u ®kterych paciernit je popisovana indolentni forma onemeéeh ktera
nevyzaduje terapeuticky zasah i po dobgkatika let. MoZnost sledovani {doehu
onemockni bez zahajeni terapie (tzv. ,watch and wait" teigee) by byla finosna
predevsim u starSich paciéntnicmér zatim neni znam spolehlivy marker umogci
potvrzeni indolentni varianty a rozpoznanétSiny tchto pgipadi je zalozeno na

retrospektivnim stanoveni diagné?y.

1.3 Minimalni rezidualni nemoc

Pojem minimalni rezidudlni nemoc (MRD) je ¢egtji uzivan v hematologické
problematice, kde je definovan jako malé mnozstuik, které se v organismu vyskytuje
v pribéhu terapie, nebo na jejim konci, a neni mozno gégkbvat Bznymi cytologickymi
metodamit** V takovém pipadt se hovéi o kompletni klinické remisi, &oliv v tle
pacienta se fite vyskytovat az 18 patologickych buék, jeZ ¢asto vedou k relapsu
onemockni.**®> Poprvé byla MRD sledovana u pacierst akutnimi leukémiemi, a to jiz
v 70. let minulého stoletf:® V soutasné dob je monitorovani MRD u paciehts ALL nebo
AML nedilnou soudasti I&€ebnych protokal poskytujici dilezité prognostické informace.
Vyznamnym prognostickym faktorem jgasna odpox!’ na l&bu, ¢ili co nejpresrgjsi
stanoveni hladiny rezidualnich leukemickych #upo zahajeni terapie. Tato data utig#
stratifikovat pacienty do skupin podle miry rizikaniku relapsu a z¢enit je do vhodnych
lé¢ebnych protokdl. Tak byva zajigina intenzivijSi terapie pro pacienty s vysokym
rizikem relapsu a naopak ménntenzivni |€ba pro pacienty, kde je praymbdobnost
vzniku relapsu nizka. Nasazeni rééntenzivni terapie vyraznsnizuje riziko vzniku

sekundarnich malignit, které mohou byiskedkem toxické kdy.1*" 18
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DalSim prognosticky vyznamnym ukazatelent, kterém se uplduje sledovani hladiny
MRD, je detekce molekularniho relapsu onendnén Pacienti dosahujici po clés
molekularni remise onemo&m maji lepSi progndzu v porovnani s pacienty, eryidh je
nadale detekovdna MRB® Pokud u pacienta nedochazi ke klinické manifestaci
onemocgni, ale je u & zachycena MRD pozitivita,c&oliv byl diive MRD negativni, jedn&a
se 0 molekularni relaps onemeénn Takovy stav je indikaci pro podani preemptiNiby,
protoze u tér¥ vSech pipadi vede molekularni relaps krelapsu Kklinickému.

U B lymfoproliferaci je preemptivni #@a zaloZené na imunoterapii rituximab&h.

1.3.1 Metody detekce MRD

Leukemické biiky vykazuji unikétni genetické znaky, kterymi seli&gi od svych
normalnich praijska. Princip sledovani MRD sgtva v identifikaci takovych markéy
které umozni detekci rezidualnich leukemickychdbus vysokou specifitou a senzitivitou, a

to na trovni DNA, RNA nebo proteinu.

1.3.1.1 Polymerazové&ettzova reakce

Pavodre byly vyuzivany kvalitativni a semikvantitativni toely zaloZzené na klasické
polymerazovéetsizové reakci (PCRY Rozvoj kvantitativhich molekularnich metotinesl
zpresreéni limitované informace o pouhé&ifpmnostici negitomnosti patologického klonu, a
umoznil tak sledovat kinetiku nemoci. Mezi tegtji vyuzivané kvantitativni metody
detekce MRD sefadi kvantitativni PCR v realnémiase (RQ-PCR a RT-RQ-PCR) a
pritokova cytometrie (FCM)?

RQ-PCR analyza u hematologickych malignit, jeZ \ardji z B nebo T lymfocyt vyuZiva
specifickych pestaveb geih pro imunoglobuliny a T-buftné receptory (TCR) pomoci
pacient-specifickych primér® U MCL a FL je RQ-PCR analyza zlatym standardem a
v sowtasneé dob nejcitlivéjSi metodou. Kroré detekce pestavby IgVH je dalSi alternativou
zachyt translokaci typickych pro dané onentoénU MCL je molekularnim cilem pro RQ-
PCR translokace t(11;14), u FL se jedné o transiaka4;18)?* Stejné principy plati i pro
detekci MRD u pacieit s ALL.** U AML je detekce MRD molekularnimi metodami
vzhledem k odli§né imunologické charakteristicezistgii.*?® Pozornost je sousitna na
geny, jejichZz exprese je u AML v porovnani s nomiai buikami vysSi, a mohou tedy

slouzit jako molekularni cile pro RQ-PCR. Recentfizkumy se zagtuji zejména na
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vyuziti transkrigniho faktoru WT1, jehoZz zvySena exprese na UrovRNA je popisovana
u 80-90 % pipadh s diagn6zou AML*?’

1.3.1.2 Pritokova cytometrie

Sledovani hladiny MRD u akutnich leukemii pomociMF& zaloZzeno na analyze Sirokého
spektra antigan béchem vstupniho vyS@ni a nasledném vyhu vhodné kombinace
imunofenotypu sdruzeného s leukemii (LAIP), kteey adliSuje od zdravych leukodiyt
Rozdily mohou byt v intenzitexprese &kterych antiget. Patologicka populace dudany
znak hyperexprimuje, nebo naopak dany znak nef@ibbew detekovan. Dale se
u patologickych bukk konkrétni buscné linie mohou vyskytovat znaky jinych hignych
linii. Napiiklad exprese lymfoidnich markerCD2, CD3, CD5, CD19 nebo CD56 na
myeloidnich blastect® Senzitivita detekce MRD panelu se li§i v zavislosia
vySetovaném imunofenotypu — pohybuje se v rozmezi 0,D0,82 % ze vSech jadernych
burék.129,130

Zatimco detekce MRD u akutnich leukemii vyZzadujeuzitd specifickych panél pro
kazdého pacienta, jiné hematologické malignity ufngizz pohledu FCM zvolit vice
univerzalni pistup. V roce 1997 byl publikovan mezinarédstandardizovany protokol
detekce MRD u CLL pomocétyibarevné FCM. Tato velmi citlivh metoda umaje
dosahnout limitu detekce TG Uzce koreluje s vysledky aletospecifické PCR v realném
case (RQ-ASO IgH-PCR), kde vykazuje 95% shodu. J&komatelnd pro veSkeré typy
vzorki a terapeutickych reZiin**! Tento protokol byl pozii upraven i pro $estibarevnou
FCM.** Pro diagn6zu HCL je dostupny osmibarevny panel FK€ry dosahuije citlivosti
10* a jehoZ vysledky jsou srovnatelné s metodou PER.

Ackoliv pti porovnani s PCR metodami vykazuje FCM nizsi witdit, vyhody metody
spaivaji ve velmi rychlém zpracovani vzorku a jeho eghoceni. Vysledek byva

k dispozicitddow v hodinach po dodani vysevaného materialu labor&to
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2 Cile

V disert&ni prace jeeSena analyza imunofenotypu neoplastickychEbunpacieni s MCL
metodou multiparametrické fgokové cytometrie.
Cile prace byly nasledujici:

1. Navrhnout panel osmibarevné analyzy pro sledovéadity minimalni rezidualni
nemoci u paciefits lymfomem z pla®vych burtk a zavést toto vySeni do rutinni
laboratorni praxe

2. Evaluovat vysledky navrzeného osmibarevého panelmogi metod molekularni

biologie
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3 Material a metodika zpracovani

3.1 Charakteristika souboru pacienti

Pro vyzkumné &ely byli pacienti rozdleni do dvou soubdt a to souboru | a souboru Il.
Charakteristika souboru I:  Tento soubor byl pouZzit na navrzeni panelu osreib#
analyzy pfitokové cytometrie pro detekci hladin MRD u paciestMCL (8-FCM panel
MCL MRD). Zahrnuje 2 skupiny pacient
e Prvni skupina byla ty@na 30 pacienty s néwiagnostikovanou leukemizovanou
formou MCL z Interni hematologické a onkologickéinkty (IHOK) Fakultni
nemocnice (FN) Brno.
e Druha skupina byla vytwena 28 zdravymi kontrolami skladajicich se
z dobrovolnik a pacient, kteri byli vySefovani kwvili jinému hematologickému
onemockni a nevykazovali Zzadné znamky B lymfoproliferace.
Charakteristika pacieit souboru | je uvedena vtab. 1. VSichni pacientidgusali
informovany souhlas v souladu s Etickou komisi NABExperimenty probihaly v souladu s
Helsinskou deklaraci

Tab. 1. Charakteristika souboru paciepbuzitého pro navrzeni 8-FCM panelu MCL MRD

(soubor 1)
Pacienti, n 30
Muzi:zeny 17:13
Median véku (rozmezi) 68 let (45-91 let)
Modifikované Matutesovo skore'**
Skore 1, n 7 (23 %)
Skore 2, n 19 (63 %)
Skoére 3, n 4 (13 %)
Vzorky
PK, n 30
Zdravé kontroly, n 28
Muzi:zeny 13:15
Median véku (rozmezi) 41 (28-81 let)
Vzorky
PK, n 20
KD, n 5
LU, n 3

Vyswitlivky: 8-FCM, osmibarevna ptokova cytometrie; KD, kostnifdi; LU, lymfaticka uzlina; MCL,
lymfom z plagovych burtk; MRD, minimalni reziduélni nemoc; n, g&t; PK, periferni krev.

23



Charakteristika souboru Il: Tento soubor zahrnoval skupinu 109 padiemtdiagn6zou
MCL lécenych na IHOK FN Brno. U tohoto souboru byla momt@na hladina MRD
metodou RQ-PCR a/nebo 8-FCM panelem MCL MRD. Charadtika pacierit souboru |l

shrnuje tab. 2.

Tab. 2: Charakteristika souboru paciestMCL s monitorovanou hladinou MRD (soubor II)

Pacienti, n 109

Muzi:zeny 66:43

Median véku pfi diagnéze (rozmezi) 65 let (25-83 let)
muzi 64 let (25-83 let)
zeny 66 let (48-83 let)

Klinické stadium béhem stanoveni diagnozy

Stadium I, n 1 (1 %)

Stadium II, n 6 (6 %)

Stadium III, n 4 (4 %)

Stadium 1V, n 97 (89 %)

Lécebna stratifikace pacientii

ASCT, n 30 (28 %)

AlloSCT, n 3 (3 %)

Bez Tx, n 76 (70 %)

t(11;14) 94 (86 %)

Vzorky, n 584

PK, n 430 (74 %)

KD, n 154 (26 %)

Vyswtlivky:AlloSCT, alogenni transplantace krvetvornych#8ymASCT, autologni transplantace krvetvornych
burgk; KD, kostni deii; MCL, lymfom z plagovych burk; MRD, minimalni rezidualni nemoc; n, §&t; PK,
periferni krev; Tx, transplantace.

3.2 Analyza metodou pnitokové cytometrie

Metodika zpracovani metodou gpokové cytometrie byla sloZzena ze dvou kompletnich
laboratornich postupskladajici se z navrzeni panelu a naslednéhos@edaladin MRD.

3.2.1 Navrzeni panelu osmibarevné analyzy pro sledovaniddiny MRD u pacienti
s MCL

Vzorky ze souboru | odebrané do zkumavek s EDTA laylalyzovany metodou {tokové
cytometrie. Celkem bylo na hkach MCL a normalnich B lymfocytech vygeto
nésledujicich 24 povrchovych antigerCD5, CD10, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23,
CD24, CD25, CD26, CD27, CD28, CD29, CD35, CD38, BD€D45, CD62L, CD79Db,
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CD183, CD184, CD196, CD197 a CD200. Antigeny bypnrany na zaklatljejich vyuziti

v diagnostice a diferencialni diagnostice B lymfiiferaci, dale byly vybrany dkteré
chemokinové receptory a adhezivni molekuly. Pouiiténoklonalni protilatky jsou
podrobré popsany v filozené publikaci (fl. 1, tab. 1). Bhem gipravy prokhla
15minutova inkubace monoklonalnich protilatek s® 10 vzorku v temnu ip pokojové
teplo€, po které byly lyzovany erytrocyty za pouziti roki FACS Lyse (Becton
Dickinson, NJ, USA) dle instrukci vyrobce. Vzorkyly nasledi okoupany ve fosfatovém
pufru (PBS). Analyza byla provedena natpkovém cytometru FACSCantoll se softwarem
FACSDiva Software v6.1.3 (Becton Dickinson, NJ, USAla populaci B lymfocyt,
identifikované na zakladantigeri CD45, CD19 a parametru &d rozptyl (SSC) (obr.4),
bylo po pgedchozim odstrami debrisu a doublét sledovano procentualni zastoupeni
exprese vybranych znakspolé&né s jejich paimérnou intenzitou fluorescence (MFI).
Hranice pozitivity sledovanych antigemyla stanovena pomoci srovnani jejich exprese na
T lymfocytech a biskach MCL.

[x 1 000

FSC-H

A

All Events

S0 100 150
FSC-A

200 250
[ 4 000

B oz 0

wt qd
CD45 405-A-A

[x 1 000

S5C-A

C

Leu

o q0? gt

CD19 PE-Cy7-A

Obr. 4: Identifikace B lymfocyt pratokovou cytometrii

A Eliminace doublét a debrisu z analyzy (gate SingleBs)dentifikace leukocyt (CD45)

ze singlet C Identifikace B lymfocyll (CD19) z leukocyh
Vyswtlivky: Leu, leukocyty.

3.2.2 Sledovani hladin MRD pomoci 8-FCM panelu MCL MRD

Na zaklad analyzy souboru |, jejiz metodika je uvedena v.Kap.1 a vysledky v kap. 4.1-
4.3 byl navrzen 8-FCM panel MCL MRD, pomoci kterddyty monitorovany hladiny MRD
u pacient s MCL I&enych na IHOK FN Brno. Vzorky periferni krve (PKkastni dens

(KD) odebrané do zkumavek s EDTA byly inkubovankoktailem monoklonalnich
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protilatek pouzivaného v 8-FCM panelu MCL MRD - pauhd charakteristika
monoklonalnich protilatek je uvedena v tab. 3. Bpstpracovani vyS&ivaného materialu
byl totozny s postupem uvedenym v kap. 3.2.1. Yawlbyla opt provedena na
pritokovém cytometru FACSCantoll se softwarem FACSD®&@ftware v6.1.3 (Becton
Dickinson, NJ, USA). Gateovaci strategie je popsarkap. 4.2. Aby byl dosaZzen limit
detekce 0,02 %, bylo vzdy nahrano miningalR50 tisic leukocyt, nebo minimald
50 burgk v gatu MRD. Pokud nebylo mozné #iggaveného vzorku nahrat pozadované
mnoZstvi leukocyt, byla nachystana duplicitni zkumavka, ktera bylahrdna k jiz
existujicim daim. Kromg poétu nahranych bufk v gatu MRD byl vyhodnocen i vzhled
analyzované populace —iky MCL vytvéreji kompaktni klastr. Podminky akvizice jsou
definovany v tab. 4. Hladiny MRD byly sledovany ednotlivych pacierit v pribéhu
indukéni faze a po jejim ukaeni, v ramci follow-upu a udrZovaci terapie v 1-E2itnich

intervalech.

Tab. 3: Seznam pouzitych monoklonalnich protilat&FCM panelu MCL MRD

Protilatka Fluorochrom Klon Vyrobce

anti-CD3 eFluor450 UCHT1 eBioscience (San Diego, CA, USA)
anti-CD5 PerCP-Cy5.5 L17F12 eBioscience (San Diego, CA, USA)
anti-CD19 PE-Cy7 J3-119 Immunotech (Marsielle, France)
anti-CD20 FITC HI47 Invitrogen (Frederick, MD, USA)
anti-CD23 PE EBVCS-5 BioLegend (San Diego, CA, USA)
anti-CD45 V500 HI30 BD Bioscience (San Jose, CA, USA)
anti-CD62L APC-eFluor780 DREG-56 eBioscience (San Diego, CA, USA)
anti-CD200 APC 0X104 eBioscience (San Diego, CA, USA)

Vyswtlivky: APC, allophycocyanin; APC-eFluor780, allophycatiya vtandemu s organickou barvou
excitovatelnou cervenym laserem; eFluor450, organicka barva exattdna fialovym laserem; FITC,

fluorescein isothiocyanate; PE, phycoerythrin; PB,@hycoerythrin-cyanin 5; PE-Cy7, phycoerythriraoin

7; PerCP-Cy5.5, peridinin-chlorophyl-proteincomptgpanin 5.5; V500, organicka barva excitovatelna
fialovym laserem.
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Tab. 4: Podminky akvizice pro 8-FCM panel MCL MRD

Gate LEU Gate MRD Opatieni Vyhodnoceni
(pocet bunék) (pocet bunék)

Bunky v gatu MRD  Bunky v gatu MRD netvori
tvori kompaktni  kompaktni klastr (jsou

klastr nerovnomeérné rozprostteny)
250 000 >50 - MRD pozitivni ~ MRD negativni
<250 000 >50 - MRD pozitivni ~ MRD negativni
<250 000 ale v . N
>20ale <50 Prinahrat duplicitni  MRD pozitivni  MRD negativni
>100 000 zkumavku

Nelze dosahnout limitu detekce, vzorek

<100 000 <20 ) je bunécné chudy

Vyswitlivky: LEU, leukocyty; MRD, minimalni rezidualni nemoc.

3.3 Analyza metodou RQ-PCR

Detekci hladiny MRD u pacieits MCL metodou RQ-PCR provadi na naSem pracovisti
rutinné Mgr. Andrea Marékova. MRD je sledovana na vzorcich DNA u PK a KDd’bu
detekci specifické chromozomalni translokace bigH/nebo pes klonalni pestavbu IgH
genu. Ve sledovaném souboru bylo u 36 % patienisto zlomu na chromozomu 11
sousted®no v oblasti MTC. Vdchto gipadech bylo postupovano podligwe publikované
metodiky'®® U 41 % pacierit kde byla mista zlomu rozptylena, byla pouZita adat
multiplexni long-range PCR k detekci mist ziodezicich mimo MTC oblast a navrzeni
pacient-specifickych detékich sad pro sledovani MRD. U 23 % padieftyla ke
sledovani MRD pouzita detekce klonaliiégtavby IgH genu. Vysledky byly vyjéehy jako

procentualni zastoupeni ¢ia kopii sledovanéipstavby z 1 milionu buk.

3.4 Statisticka analyza

Pro porovnani procentualniho zastoupeni expreseamybh CD antigein na normalnich
B lymfocytech a bugk MCL byl pouzit Mann-Whitnefv U test. DalSi porovnani intenzity
exprese mezi aima skupinami bylo provedeno pomoci KolmogorovovarBovova (K-S)
testu a stanoveni hodnoty 'B. Hodnota D udava stupeseparace intenzity exprese
jednotlivych antigett mezi normalnimi B lymfocyty a ikami MCL. Hodnota O vyjaidije
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aplny prekryv exprese, hodnota 1 n&$i moznou separaci. Koréld analyzy byly
provedeny pomoci Spearmanova kafelao testu; pro posouzeni shody molekularni
metody a metody fitokové cytometrie byla vyuZzita statistika Cohen&appa.

Statisticka analyza byla provedena v programech ERES Statistics (IBM, Armonk, NY,
USA), GraphPad Prism (GraphPadd Sofrware, La JGlfg,USA) a MS Excel (Microsoft,
Redmond, WA, USA).
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4  Vysledky

4.1 Komparace imunofenotypu burek MCL a zdravych B lymfocytu

VySetenim souboru vice jak 20 antigehyl stanoven imunofenotyp bék MCL. Zvolena
hranice pozitivity pro vSechny antigeny byla 20 Znaky CD20, CD21, CD22, CD24,
CD27, CD35 a CD79b, typicky exprimované na B lynytech, byly pozitivni u vice nez 70
% vzorki. VSechny vySébvané vzorky byly CD29 a CD184 pozitivni, a naojiziR28 a
CD183 negativni. Jen u dvotiznych vzork byla nalezena pozitiva antigenu CD200 nebo
CD62L. Chemokinovy receptor CD197 byl pozitivni ices jak 85 % vzonk, na rozdil
od chemokinového receptoru CD196, jehoZ absencesxbyla prokazana u vice jak 90 %
vzorka. Negativitu vykazoval u vice jak 90 % vzérkntigen CD25. Antigen CD23, obecn
vyuzivany v diagnostice MCL, byl pozitivnidtyt pacient. DalSictyii pacienti byli CD10
pozitivni. Podrobnd statistika vygetanych CD znakje uvedena v tab. 5.

Tab. 5: Zastoupeni vy§ewvanych CD antigahna buikach MCL u vzork PK

% pozitivnich

Antigen Median MFI Rozmezi MFI

vzorkd
CD10 13.3 270.0 (-1)-1121
CD20 96.7 5846.0 97-14898
CD21 72.4 1607.0 346-4168
CD22 96.7 3052.0 1867-8042
CD23 13.3 (6.6% dim) 230.0 (-96)-1684
CD24 86.6 1847.0 (-64)-5008
CD25 8.7 407.0 72-1003
CD26 13.3 843.0 139-8451
CD27 92.6 2036.0 605-4686
CD28 0.0 32.0 28-86
CD29 100.0 1666.0 323-2437
CD35 86.7 613.0 194-1515
CD38 72.4 357.5 (-268)-10899
CD43 36.6 (33.3% dim) 227.0 (-191)-1531
CD62L 3.3 570.0 44-1907
CD79b 91.3 2863.0 406-15338
CD183 0.0 79.5 (-317)-316
CD184 100.0 5143.0 1321-9899
CD196 7.4 263.0 40-735
CD197 85.2 1232.0 215-5490
CD200 3.3 105.0 (-235)-720

Pri komparaci procentualniho zastoupeni vybranychabigeri na malignich bikach a
zdravych B lymfocytech byly nalezeny statistickgrsfikantni rozdily utyt CD znaki, a to
u CD23, CD62L, CD196 a CD200. Expres&gchto antiged byla na bikach MCL
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s

v porovnani se zdravymi kontrolami signifika&mizsi (p < 0,001). Grafické znazem je

uvedeno na obr. 4.
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Obr. 5: Procentualni zastoupeni vybranych anfigenbuikdch MCL a zdravych kontrolach
Vyswilivky: Antigeny doplgné pismenem D oztiaji normalni B lymfocyty, antigeny bez dophi vyjadtuji
MCL buiky.

V dalSim kroku byly porovnany hodnoty MFI u obouwseyovanych skupin vzork pomoci
K-S testu a byla stanovena hodnota D. Exprese \@&ealyzovanych antigénvykazovala u
obou skupin ufitou miru gekryvu. Vyjimkou byl antigen CD5, u kterého byly dtudie
zarazeny pouze CDB5 pacienti s MCL, byla nalezena 100% separace egpres
srovnavanych vzork NejlepsSi separace (D > 0,88) byla zjitt u antigeta CD23, CD62L a
CD200. Hodnoty D pro cely soubor vy&stanych znak jsou uvedeny na obr. 5.
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Obr. 6: Kolmogorouv-Smirnowiv statisticky test — hodnoty D

Hodnoty D vyjaduji stupé separace v expresi jednotlivych CD zhakezi buikkami MCL
a normalnimi B lymfocyty (0 — aplnyipkryv; 1 — Uplna separace).

4.2 Stanoveni kombinace antige@ vhodné pro detekci MCL MRD

Vzhledem ke znmé variabilie imunofenotypu MCL nebylo mozné definovat samostatn
antigen, ktery by umoznil rozliSeni zdravych B Iyofti od malignich bugk. Z téchto
duvodi byla vybrana kombinace antige@D5/23/62L/200, u nichZ byly pouZitim K-S testu
zjisteny nejvyrazejSi rozdily v expresi u malignich a zdravych B Igoyti. K vySe
zmingnym antigefim byly pgidany B lymfocytarni znaky CD19 a CD20, panleukacyt
znak CD45 a T lymfocytarni znak CD3. Na sedmi ey PK s diagn6zou MCL byly
nastaveny gaty P1 (dot plot CD20 versus CD62L)(d® plot CD23 versus CD200) a P3
(dot plot CD200 versus CD5), které obsahovaly ya&e95 % busk MCL. Tyto gaty byly
nasledg aplikovany na sedm vzoikPK od zdravych kontrol. Stejny postup byl zvolgra
pét vzorka KD s diagn6zou MCL adb vzorki KD od zdravych kontrol. Dale byla gaty P1-
P3 aplikovany nait MCL negativni vzorky lymfatickych uzlin. Ze ziskgch dat bylo
vypocitano  procentualni  zastoupeni  Bkin s typickym  imunofenotypem MCL
(CD5'19°20'2362L200) (pril. 1, tab. 3). Jak ve vzorcich PK tak KD byla ititkovana
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populace B lymfocyt s nizkou expresi znakCD23 a CD200, ktera byiipstanovovani
hladiny MRD mohla vést hlaenk faleSrg pozitivnim vysledkm; analyza vzork od
zdravych kontrol potvrdila nutnostizalit do vySaeni antigen CD20, pomoci kterého jsou
definovany zralé B lymfocyty. Antigen CD3 byl pouzpro eliminaci kontaminujicich
T lymfocyta z analyzy. Akoliv byly v gatech P1l, P2 nebo P3 nalezeny norimaln
B lymfocyty, tyto buiky netvdili kompaktni klastry, tudiZz by vzorky nemohly byzna&eny

za pozitivni. Grafické porovnani MRD pozitivnihonagativniho vzorku je znazamo na
obr. 7.

1®

CD20 FITC-A

CD200Q APC-A
ot

CDS PerCP-A

5 g
§ ¥

IS

o owt ow®
1*

cD20 FITC-A 9

g 10

<
o
]
=
@
o
w
=]
o

CD200Q APC-A
1’

Rt
47
IS

M
236

M
252

3 3 3

oi*  w® ot o 0 nt

o
. 5600
CD62L APC-CyT-A CD200 APC-A CD5 PerCP-A CD19 PE-CyT-A

o w wnt

Obr. 7: Grafické porovnani MRD pozitivnino a negaiho vysledku analyzovaného
pomoci 8-FCM panelu MCL MRD

A MRD pozitivni vzorek — populace MCL (modra popwadvai kompaktni klastr;B
MRD negativni vzorek — populace fenotypu MCL (mog@dpulace) netvd kompaktni
klastr, buiky jsou roztrouSeny

Vyswtlivky: 8-FCM, osmibarevna ptokova cytometrie; MCL, lymfom z plé8vé zény; MRD, minimalni
rezidualni nemoc.

Kompletni navrhovany 8-FCM panel MCL MRD je uvederab. 2 a také vifloZzené
publikaci (@il. 1, tab. 4). Gateovaci strategie 8-FCM paneluLMMRD je znazorina na
obr. 8.
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Obr. 8: Gateovaci strategie pouzita v 8-FCM paiGL MRD

A Odstragni doublet a debrisu z analyzyB Identifikace leukocyt (CD45 versus SSC)
z gatu ,Singlets”; C Identifikace B lymfocyt z leukocyi (CD19 versus SSC);
D Gate P1(bilky CD20°62L z B lymfocyti); E Gate P2 (biiky CD23200 z B lymfocyt);

F Gate P3 (bhky CD2005" z B lymfocyti); G Odstragni kontaminujicich CD3burek
z priniku gati P1, P2 a P3; hladina MRD (kvadrant MRD) je 0,5& %ukocyti; H MRD
populace (sétle modra) v kontextu vSech lymfodiyt

Vyswtlivky: 8-FCM, osmibarevna ptokova cytometrie; MCL, lymfom z plé8vé zény; MRD, minimalni
rezidualni nemoc; SSC, &ui rozptyl.

4.3 Stanoveni senzitivity navrhovaného panelu pro detedt MRD u MCL

Ke stanoveni senzitivity navrhovaného 8-FCM pardldL MRD bylo pouzito virtualni
sériovéiedni. Dilu¢ni kiivky byly sestaveny na zakladlat ziskanych z virtualni ditai
rady, kéemuz byl pouzit FCSExpress Software (De Novo Saftwaos Angeles, CA,
USA), ktery umo#uje propojeni dat z vice FCS souler jejich naslednou analyzunghe
pocty burgk, simulujici dvojnasobnotedicifadu od 1:1 po 1:16 384, s typickym MCL
imunofenotypem odfit pacient byly kombinovany se souborem dat zdravé PK a byla
pouzita dvoji gateovaci strategie: (1) 3-barevnélyma (3-FCM) kombinujici antigeny
CD5/19/45 a (2) 8-FCM panel MCL MRD. U 3-FCM byloypccitano procentualni
zastoupeni populace btknkoexprimujici znaky CD5 a CD19 z populace leukbécy 8-
FCM panelu MCL MRD bylo z populace leukogyvypacitano procentualni zastoupeni
burgk s typickym imunofenotypem MCL CD%920°2362L200. Vysledky obou réeni
byly porovnany s realnym zastoupenim 8uMCL ve vzorku. Vysledky diléni studie jsou

shrnuty v tab. 4; dikni kiivky jsou zobrazeny na obr. 9.

33



100 -

0,01

0,001 T T T T 1
0,001 0,01 0,1 1 10 100

Detekovana hlading MCL bunék (% z leukooytd
=
[

Realng hladina MCL bunék (% z leukooytl)

Obr. 9: Reprezentativni ditai kiivky zndzotiujici senzitivitu 3-FCM versus 8-FCM panelu
MCL MRD

Dilu¢ni studie ukazuje zvysujici se senzitivitu 8-FCMgla MCL MRD v porovnani s 3-
FCM (CD5/19/45) ve vzorcich PK. Graf vyjage procentualni zastoupeni MCL kkn
detekovanych pomoci 3-FCM {evanécara) a pomoci 8-FCM panelu MCL MRD (plna
cara) proti realné hladénMCL burék v méteném vzorku.

Vyswtlivky: 3-FCM, ftibarevna pitokova cytometrie (CD5/19/45); 8-FCM, osmibarevnaitgkova
cytometrie, MCL, lymfom z pld®vych burk; MRD, minimalni rezidualni nemoc; PK, perifernek.

Z nameéienych dat je patrné, Ze detekce 8-FCM panelem M@DMe o téndt 2 rady
citliv&jsi. Vyeisleni buk MCL pouhym vyjadenim zastoupeni CD$9" populace se stava
vice nepesnym zejmeénaip vyskytu malého mnozstvi patologickych kknvzhledem
k normalnimu vyskytu CD5 B lymfocyti ve vzorcich, coz dokazuje i dteni
procentudiniho zastoupeni CDS" burgk ve zdravych kontrolach . 1, tab. 3). Ve
vzorcich PK bylo detekovano az 4,8 % a ve vzoré€haz 3,3 % &chto burk (meéifeno

z leukocyti). Pro dosazeni limitu detekce 0,02 % fjebt analyzovat minimain250 tisic
leukocyti nebo minimala 50 burgk populace MRD. Navrhovana gateovaci strategie pro
panel MCL MRD je zobrazena na obr 8ckisliv se v gatech P1, P2 a P3 vyskytuji i
normalni B lymfocyty (obr. 7), tyto biky na rozdil od buwk MCL netvai kompaktni
klastry, tudiz nesplji podminky pro patologickou populaci. Porovnaktiaiho MCL,

MCL v remisi a MRD je zobrazeno na obr. 10.
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Tab. 6: NejnizSi procentudlini zastoupeni dumMCL ve vzoru identifikujici pozitivni
vysledek MRD

3-FCM 8-FCM
Detekce bunék MCL CD5%19* CD5%19%720%2362L°200°
Median % z leu (rozmezi) 0,2 (0,2 -1,4) 0,008 (0,004 - 0,017)

Vyswitlivky: leu, leukocyty; MCL, lymfom z pl&®vé zony; 3-FCM,iibarevna pitokova cytometrie; 8-FCM,
osmibarevna gitokova cytometrie
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Obr. 10: Porovnani aktivni nemoci, remise a MRDelevanych pomoci 8-FCM panelu
MCL MRD

Vyswtlivky: 8-FCM, osmibarevna ptokova cytometrie; MCL, lymfom z plé8vé zény; MRD, minimalni
rezidualni nemoc.

Limitujicim faktorem pro univerzalni pouziti 8-FCManelu MCL MRD je variabilita
imunofenotypu lymfomu. Ke stanoveni senzitivity panpro atypické imunofenotypy, tedy
u vzorki, u kterych byla detekovana vysoka exprese antigabfA3, CD62L nebo CD200
nebo nizkd exprese antigenu CD5, bylo postupovdejmysn zpmisobem jako u vzork

s typickym imunofenotypem. Ditii kiivky jsou znazorény na obr. 11.
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Obr. 11: Reprezentativni dilni kiivky znazotujici senzitivitu 8-FCM panelu MCL MRD
u paciend s atypickym fenotypem.

Vyswtlivky: 3-FCM, ftibarevna pitokova cytometrie (CD5/19/45); 8-FCM, osmibarevnaitgkova
cytometrie, MCL, lymfom z pld®vych burk; MRD, minimalni rezidualni nemoc; PK, perifernek.

Z nantienych dat je patrné, Ze citlivost vyi&ati pro variabilni imunofenotyp je, az na
piipady CD5, srovnatelna s typickym imunofenotypem MCL. 8-FQdnel MCL MRD
sice pro pipady s imunofenotypem CD8ykazuje ofad niZSi citlivost, ale v porovnani s 3-
FCM analyzou je stale citléysi.

4.4 Detekce hladiny MCL MRD pomoci 8-FCM protokolu

Hladina MCL MRD byla sledovana u 99 pacienrtcelkem bylo vySéeno 525 vzori (129
vzorki PK, 396 vzork KD). Atypicky fenotyp MCL byl identifikovan u 8 méenti (8 %).
Nejvice Echto gipadi (5 pacieni) byla CD5 negativni. Atypicka pozitivni expreseakn
CD23, CD62L a CD200 bylaiftomna vzdy pouze u jednoho pacienta. Navic znakRGDD
byl v daném fipac hyperexprimovan, coz nebranilo odliSeni &iMCL od normalnich
B lymfocyti, protoZe pro normalni B lymfocyty je charaktedk& dimova exprese CD200.
Hladina MRD pod limitem detekce (< 0,02 % BkrVICL z leukocyti) byla nandfena u
419 (80 %) vzori (321 PK, 98 KD). Pozitivni MRD bylo natifeno u 106 (20 %) vzotk
(75 PK, 31 KD): u 26 vzotk byla hladina MRD mezi 0,02-0,09 %, u 37 vzorkezi 0,1-
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0,9%, u 29 vzork mezi 1,0-9,9 % a u 14 vzarkhad 10,0 % (vSe vyjdeno jako % bugk
MCL z leukocyt).

4.5 Komparace metod 8-FCM a RQ-PCR

Pro vyhodnoceni klinického vyznamu 8-FCM panelu MERD pii stagingu nemoci bylo
porovnano 34 vstupnich diagnostickych vZoid8 vzorki PK a 16 vzorik KD) od 28
pacienti, a to metodou RQ-PCR a 8-FCMi Romparaci obou metod byla nalezena vice jak
97% shoda. Celkem u 31 vzd@rK91,2 %) byla detekovanaifpmnost budk MCL pfi
mefeni olgma metodami, zatimco u 2 vzark5,9 %) nebyla ani jednou metodou zjis
infiltrace lymfomem. Pouze 1 vzorek byl pomoci 8MrGryhodnocen jako negativni,
ackoliv metodou RQ-PCR byla detekovandtgmnost busk MCL (tab. 7), i kdyZz pouze
v nizkém procentu (0,051 %). Median hladiny inditte u pozitivnich vzortk mérenych
metodou 8-FCM byl 24,9 % z leukoéyt(rozmezi 0,06-82,6). U pozitivnich vzdrk
nad hladinou kvantifikovatelnosti metodou RQ-PCR median 11,3 % (rozmezi 0,05-
100,0); 2 vzorky byly vyhodnoceny jako pozitivnisem pod hladinou kvantifikovatelnosti.
Hladina infiltrace metodou 8-FCM gdhto 2 vzork byla 0,06 % a 82,6 % z leukogyt

Tab. 7: Komparace vysledk/stupnich diagnostickych vygeni nétenych pomoci 8-FCM
versus RQ-PCR

8-FCM
pozitivni (%) negativni (%)
& & pozitivni (%) 31 (91,2) 1(2,9)
& & negativni (%) 0 (0,0) 2 (5,9)
Celkem (n) 34

Vyswtlivky: 8-FCM, osmibarevna prokova cytometrie; n, pet; RQ-PCR, kvantitativni polymerazova
fetézova reakce v redlnétase

Dale byla povedena komparace obou metod u vy8l&dRD. Do analyzy byly zahrnuty
vzorky, u nichz byly pomoci 8-FCM protokolu MCL MRdetekovany hladiny MRD pod 5
% z leukocyl. Celkem bylo vyséeno 411 vzork (300 vzorki PK a 111 vzorik KD) od 75
pacient.

Pti komparaci metod 8-FCM a RQ-PCR byla zjist shoda ve vysledcich u vice jak 80 %
vzorka (Cohenovo kappa 0,5; p < 0,05): celkem 65 % vizdao MRD negativnich a 15 %
MRD pozitivnich. Rozdily ve vysledcich obou metodytzjiStény u necelé giny pripadi.
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Podle @éekavani byla 8-FCM metoda mesenzitivni, tudiz pblizné 19 % vzork bylo
ozna&eno za negativni,cioliv pomoci RQ-PCR u nich byla zj&ta gitomnost MRD. U
80 % z &chto gipadi (63 vzorki) se jednalo o extréenimizké hladiny kopii detekovanych
pomoci RQ-PCR, které nebylyigsreé kvantifikovany. U zbylych 20 % (16 vzaik se
hodnoty RQ-PCR pohybovaly v rozmezi 0,002-0,380(nddian 0,006). Pouze 3 vzorky,
které byly pomoci RQ-PCR pozitivni, ale pod hladirkvantifikovatelnosti, byly pozitivni i
metodou 8-FCM s hodnotami na hranici limitu detek@®20 %). Negativni vysledky 8-
FCM byly v 47 % pipadi detekovany v gib¢hu terapie, na konci terapie nebdasovem
useku 1-5 mssial od ukorgeni terapie. B hlubSi analyze nesouhlasnych vysl&diylo
zjisteno, Ze u vice jak poloviny vzoiik'54 %) nebylo moZzné metodouipskové cytometrie
identifikovat zadné, nebo pouze velmi nizké zastoiB lymfocyfi (0,0-0,9 % CD19
burgk; meéieno z leukocylt). U 28 % pipadi s neshodnych vysledkem byl metodou RQ-
PCR odhalen molekularni relaps onemwdn Pokud vé&chto gipadech nebyla zahajena
preemptivni terapie anti-CD20 monoklonalni prokitat rituximab, a ptbéh nemoci byl
nadale pouze sledovan bez terapeutické interveletekovalo nasledné kontrolni vyi&eti
béhem 1-5 nisiail pozitivni hladiny MRD i metodou 8-FCM. Ve 14 %ipadi se jednalo o
klinicky relaps lokalizovaného charakteru (vyjimkbul jeden pacient ve stadiu V). Zbylé
piipady (11 %) tvily vzorky, u kterych nasledné kontrolni vyfii relaps onemoéni
nepotvrdilo, a vysledky #itené okma metodami byly negativni.

Ve dvou gipadech (0,5 % vSech vzdikbyly vzorek pomoci 8-FCM ozgiany za pozitivni,
ovSem vyséeni RQ-PCR fitomnost MRD nepotvrdilo (u obou vzdri§lo o velmi nizkou
hladinu MRD, konkrét& 0,045 % z leukocyd). Jednalo se o jeden vzorek PK a jeden vzorek
KD od dvou fiznych pacieni. U jednoho pacienta byl o 3 tydnyive metodou RQ-PCR
v PK detekovan molekularni relaps a nastedii kontrolnim vySetenim v ptibéhu
preemptivni léby rituximabem byla detekovana pozitivita metode&@M, akoliv RQ-
PCR bylo negativni. DalSi kontrolni vyBeni 3 ngsice po uko&eni I&by potvrdilo
negativni MRD vysledek u obou metod. U druhéhdgrda doslo po 8 #sicich k relapsu
onemockni (pozitivita u obou metod). Souhrn vyslédkomparace 8-FCM a RQ-PCR

metod uvadi tab. 8 a obr. 12.
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Tab. 8: Komparace vyslediladiny MRD ng&tenych pomoci 8-FCM versus RQ-PCR

8-FCM
MRD porzitivni (%) MRD negativni (%)
& 5 MRD pozitivni (%) 63 (15,3) 79 (19,2)
& & MRD negativni (%) 2 (0,5) 267 (65,0)
Celkem (n) 411

Vys\etlivky: 8-FCM, osmibarevna ptokova cytometrie; MRD, minimalni rezidualni nemat,; paet; RQ-
PCR, kvantitativni polymerazovétzova reakce v realnésase

U 74 vzorki s kvatifikovatelnym pozitivnim vysledek MRD pomdRQ-PCR a pozitivhim

nebo negativnim vysledkem MRD pomoci 8-FCM byleemaha silna korelace (rs = 0,89; p

< 0,01). Metoda RQ-PCR je ovSem vice citlivaiippdech, kdy je detekovana pouze velmi

nizka hladina pozitivity.

Z analyzovanych dat vyplyva, Ze terapeutické protplobsahujici rituximab, jakoZto anti-

CD20 monoklonalni protilatku, vedou k hluboké depleenignich i malignich B lymfocit
coz se jevi jako limitujici faktor pouziti 8-FCM mpalu MCL MRD. Analyza MRD je ve

vétsSing piipadi mozna az po uk@eni terapie a nasledné obgdiadiny B lymfocyt.
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Obr. 12: Komparace vysledldetekce MRD mezi 8-FCM a RQ-PCR metodou.

Jednotlivé vzorky jsou zastoupeny kruZznicemitd¥ kruznice reprezentuji skupinu vzork
Graf je rozdlen doctyi kvadranti: A Konkordance parovych pozitivnhich hodnot MRB);
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Vzorky, které byly pomoci 8-FCM ozteny za pozitivni¥ 2x10?), ale pomoci RQ-PCR za
negativni nebo pod hranici limitu kvantifikovatestio(Q); C Vzorky, které byly ozngni
pomoci RQ-PCR za pozitivni pod limitem kvantifikbetmosti, ale pomoci 8-FCM za
negativni € 2x10%), a vzorky, které byly pomoci RQ-PCR i 8-FCM oy za negativni
(pod limitem detekce)D Vzorky, které byly pomoci 8-FCM ozéeny za negativni, ale
pomoci RQ-PCR pozitivni nad hladinou kvantifikovatesti.

Vyswtlivky: 8-FCM, osmibarevna fitokova cytometrie; NEG<S, pod limitem detekce; POSgod limitem
kvantifikace; RQ-PCR, kvantitativii¢zova polymerazova reakce v realnéase

4.6 Komparace hladiny MCL bunék u parovych vzorkia PK a KD mérenych
metodou 8-FCM

Pro owteni, do jaké miry je vysledek stanoveni MRD owivrtypem vySdgenych vzork,
byly do analyzy zahrnuty parové vzorky PK a KD. Kesh bylo vySetno 86 parovych
vzorki (15 vstupnich vzork 71 vzorki v pribéhu &by a po 1€bg) od 49 pacierit

Pozitivita byla nalezena u 33 parovych vZol88,4 %) na rozdil od 2fjpadi, u kterych
byly PK pozitivni, zatimco k nimislusné vzorky KD byly negativni (2,3 %). Jednadoos
nizké hladiny MRD pod 0,5 % MCL bgk z leukocyti. V 51 pipadech (59,3 %)
neprokazala analyzarippmnost budk MCL ve vzorcich PK ani ve vzorcich KD. Pokud
byly brany v Gvahu pouze vstupni vzorky, byla uptipadi (93,3 %) prokazanarppomnost
burek MCL jak u PK tak KD; v 1 fipact (6,7 %) nebyla zjigha infiltrace PK ani KD.
U vzorki PK a k nim korespondujicim pozitivnim vzérk KD byla nalezena velmi silné
pozitivni korelace v hladiinfiltrace MCL buikami (rs = 0,95; p < 0,0001) (obr. 5).
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Obr. 13: Komparace hladin infiltrace MCLitkami u vzorki PK a KD

Na osach x a y je vyneseno procentualni zastoupawk MCL (méfeno z leukocyit), které
bylo u analyzovanych parovych vzdrkletekovano pomoci 8-FCM panelu MCL MRD.
Jednotlivé parové vzorky jsou vyjéahy kruznicemi.

Vyswtlivky: KD, kostni de; leu, leukocty; MCL, lymfom z pl@®vych burk; PK, periferni krev

Velmi silna korelace hladin infiltrace hkami MCL v PK a KD naznaije, Ze pro vstupni
staging onemoami a monitorovani MRD u pacientpo I&bé by mohlo byt dostajici
vySeteni PK pomoci senzitivniho 8-FCM protokolu MCL MRD.
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5 Diskuze

Sledovani MRD je vsdaasnosti nedilnou sdoasti terapeutickych protokol
hematoonkologickych malignit. Upfatje se P stanoveni progndézy onemagn a
stratifikaci pacient do jednotlivych terapeutickych rezimi'**#*%%y MCL umo#iuje asna
detekce molekularniho relapsu zahajeni preemptéghy, coz ve ¥tSiré pripadi vede k
opétovnému navozeni molekularni remise, a tedy vywasnizuje riziko klinického
relapsut®° Zlatym standardem pro sledovani MRD je u Mé&li dalsich hematologickych
malignit vysoce citlivdA PCR metoda, ktera je laboma i casow velmi nar@na, a proto je
dopliovana pittokovou cytometrif>**33134/yhody piitokové cytometrie spdvaji v rychlé
analyze (vysledky mohou byt k dispoziciadu hodin od dodani vzorku do laborajoa
nizkych finatnich nakladech. V porovnani s RQ-PCR je jeji nedygho nizsi citlivost
metody. V této disertmi praci byl vytvéden osmibarevny jednozkumavkovy panel
pratokové cytometrie, ktery umégje detekci MRD u diagn6zy MCL.

VySeteni Sirokého spektra vice nez 20 antigemoznilo popsat podrobny imunofenotyp
burek MCL a identifikovat markery, jejichz mira exprese nejvice liSi od exprese na
normalnich B lymfocytech. Z rozsahlého souboru gerfi byly pomoci Kolmogorova-
Smirnovova statistického testu jako nejvhgdhozna&eny antigeny CD5, CD23, CD62L a
CD200. K gesné identifikaci B lymfocyit byly do analyzy fidany antigeny CD19 a CD20,
dale panleukocytarni antigen CD45 a antigen CD8ryktimozuje presrgjSi definovani
B lymfocyti na zéklad eliminace T lymfocyi z analyzy.

Absence exprese antigenu CD200 byla prokdzanaeaujaic 96 % paciedts MCL, coz
potvrzuje zawry predchozi studie o moznosti jeho vyuZiti v diferehdiddiagnostice
k odligeni MCL od CLLI”® a now i k odlieni busk MCL od zdravych B lymfocyt. Tim
pIni funkci spolehlivého markeru pro stanoveni lMadRD u MCL.

Vyznamnou roli pi diagnostice MCL hraje i antigen CD23Xkaliv jeho exprese je do jisté
miry variabilni. Vysledky této prace popisuji 13pécient s expresi CD23nebo CD23™,
coZ koresponduje s dosud publikovanymi studi®hi®**® kde byla pozitivita antigenu
CD23 detekovana pomociigpokové cytometrie nebo imunohistochemie v rozmez2d do
45 %. | ges tyto vysledky se CD23 stale vyuziva jako uhifemarker v diferencialni
diagnostice MCL a blizSi analyza prokazala, Ze istanoveni hladin MRD plni

nezastupitelnou funkci.
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Podobri jako antigen CD200 i u antigenu CD62L byla prokazdizka mira variability
exprese. Negativita znaku CD62L byla detekovanéca jak 96 % analyzovanych paciént
s MCL, coZz umoznilo jeho tazeni mezi markery vhodné ke sledovani hladiny M&rD
potvrdilo vysledky dal&ich studif’*4

Diive publikované pracE?*popisuji antigen CD43 jako aberantni znak u MGLGLL.

U CLL byl antigen CD43 zZazen do standardizovaného panelu pro detekci MRD
pritokovou cytometrit®* Lai a kol*** provedl na vzorcich =zalitych v parafinu
imunohistochemickou analyzu exprese antigenu CD4A pacient s MCL a detekoval
pozitivitu u 94 % pipadi. K podobny z&sram dosggly i dalSi studie, ve kterych byl antigen
CD43 detekovan u vice jak 80 %igmdi MCL.***4V této praci vykazovaly téei dve
tretiny vzorki negativitu antigenu CDA43.i#iny diskrepanci mohou pramenit z pouZziti
riznych metod, &oliv de Leon a kol** porovnaval imunohistochemické barveni B-NHL
vzorki zalitych do parafinu s fitokovou cytometrii a vysledky oztiaza srovnatelné, nebo
z analyzy @iznych tym tkani, kdy PK v porovnani z lymfoidni tkanitie vykazovat nizsi
expresi CD43. DalSim faktorem owulivjici vyslednou analyzu exprese CD43iza byt
zvoleny fluorochrom konjugovany z monoklonalni gatkou. Pro dely této prace byl

pouzit fluorochrom Pacific BIU&', ktery se obeaniadi mezi fluorochromy s nizsi relativni

intenzitou.
Pro MCL buiky je podob# jako pro CLL charakteristickd koexprese zih&@kD5 a CD19,
ovéem vhledem k tomu, 7e se tato populace vyskytwje zdravé PK i KD neni

méteni samotného zastoupeni CDS bursk pii detekci MRD dostéujici. V této praci
byly zjisSttny hladiny CD5 pozitivnich B lymfocytu zdravych kontrol do 5 % ze vSech
leukocyti v PK i KD, coZ je v souladu gide publikovanymi studiemi.

Sledovani hladiny MRD u MCL pomoci 8-FCM panelu agm komplikuje variabilita
imunofenotypu, proto je podminkou znalost vstupniimunofenotypu a u figpad

z atypickym imunofenotypem fgpusobeni gateovaci strategie. &fdni vstupniho
imunofenotypu ped zahajenim monitorovani MRD je u hematologickyealignit zcela
rutinnim gFstupent®>*?ale na rozdil od akutnich leukemii neigba u panelu MCL MRD
provadt rozsahlou vstupni analyzu zahrnujici rozbor &ohka zkumavek a vyhledavat
vhodnou kombinaci tzv. LAIP; ke stanoveni imunofgmpo vhodného pro detekci MCL
MRD sta&i za‘azeni pouze jedné zkumavky, coZ vyramsnaduje zavedeni monitorovani
MRD do laboratorni praxe. Znaky, které byly vybray panelu MCL MRD na zakl&d
jejich odliSné exprese v porovnani se zdravymi Bifbcyty, vykazuji u paciefts MCL

nejnizsi variabilitu exprese. V souboru 30 padiefgjichz imunofenotyp byl porovnan s 20
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zdravymi kontrolami, byla atypicka exprese antip€D62L a CD200 detekovana pouze u
dvou ffiznych pacient, tedy u 3 % paciefit Atypickd exprese antigenu CD23 byla
zaznamenana u 13 % pacientNizké zastoupeni variabilniho imunofenotypu bylo
detekovano i v ramci monitorovani MRD u rozsahl&ouboru 109 pacieit Atypicky
imunofenotyp byl detekovan celkem u 7 % padiemzdy 1 pacient byl CD23 62L" a
CD200", dale 5 pacieiit bylo CD5. Uskali 8-FCM panelu MCL MRD spiva v
antigenu CD5, protoZe jeho negativita naikich MCL vyrazg sniZuje citlivost nifeni.
Jako mozné&eSeni by se nabizelo rfédpad pidani znaku ROR1ifpadreé nahrazeni znaku
CD5 znakem ROR1. ROR1 je tyrozinkinazovy recepjehoz zvySena exprese byla
popsana u &kterych B lymfoproliferaci #etns MCL.*®*° Detailns je exprese ROR1
prostudovdna na Hkach CLLM®'*9™® kde procentudlni zastoupeni RORbursk
pozitivré koreluje s procentudlnim zastoupenim populace ‘C®5ve vzorcich a exprese
ROR1 na patologickych lik&ch Zistava v pitbéhu terapie stabilni. Absence exprese ROR1
na zdravych B lymfocytech tedy nabizi jeho vyujakio markeru pro sledovani MRD, které
by mohlo zvysit citlivost celého protokolu pro staeni hladiny MRD'*® Limitujicim
faktorem pro zavedeni markeru ROR1 do panelu MRDmmhla byt jeho pozitivita na

B lymfocytarnich prekurzorech, konkrétma populaci CD18.0'34,**? coz by u vzork
kostni dens, mohlo byt picinou faleSg pozitivnich vysled&.

Kromé¢ vybéru vhodnych markér je pro analyzu MRD metodou {iokové cytometrie
nemeért dilezitd i volba gateovaci strategie. K identifikgmtologickych bu&k mohou
slouzit zné gateovaci strategie, ze kterych byla vybranaléd®dwa kombinace gatjako
Siroce vyuZivana metoddipletekci MRD u hematologickych maligrti?***Dalsi metodou
je nagriklad aplikace analyzy, jejiz gaty byly nastavenyl@eny podle exprese antigena
normalnich bitkach>*

Cilem disertani prace bylo navrhnout univerzalni protokol pr@iemi MRD u MCL,
podobré jako je tomu u diagn6ézy CLL. V roce 2001 byla pktwana studie, ve které byla
porovnana exprese dvanécti antijenburék CLL a normélnich B lymfocyt*>® a na niz
navazalo rozsahla studie a publikace standardizharityrbarevného Rawstronova
protokolu pro detekci MRD u paciéns CLL*! ktery byl pozdji nahrazen Sestibarevnym
protokolem™? Na naSem pracovisti probla modifikace Rawstronova protokolu ze
¢tyibarevného na osmibarevny. Tim se snizily ekonomiéikdady vySdeni, protoZze doslo
k redukci pd@tu vySetovanych zkumavek zeétyt na d¥ a zarové bylo redukovano
mnozZstvi pouzitych monoklonalnich protilatek. V oslednitack bylo zjisS€no, Ze vysSéeni

hladin MRD osmibarevnym protokolem debkoreluji s molekularni metodou RQ-PER.
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Imunofenotypové podobnosti CLL a MCL vedly k &wovani, zda je mozné stejné
kombinace antigenpouZzit pro detekci MRD u obou diagnéz. V roce 2098la publikace
analyzujicictyibarevny panel MRD u MCL, ktery byl zarav@rvnim panelem pro detekci
MRD u MCL evaluovanym pomoci IgH-PCR metody.Studie oznéila imunofenotyp
CD19°V*5"23%22°% 73 nefastjsi u MCL (tyto kombinace antigérbylo mozné aplikovat
na 79 % pacief), coz se pouze€ast&né shoduje s vysledky této prace. V rozporu je
detekovana exprese antigenu CD22, ktera byla peogltedki této prace tégt u vSech
pacienti s MCL pozitivni a jeho exprese se vyrazpekryvala s expresi na normalnich
B lymfocytech. DalSi rozpor byl nalezen u antige@D5, jenz byl dle naSi studie
exprimovan u 95 % vyS&tvanych pacierit ale mira jeho exprese vét§ire pripadi
odpovidala T lymfocytm, pipadré byla v dimové oblasti. Hyperexprese CD5, ktera je
popisovana na hikdch MCL ve studii z roku 2008, byla podle naSigisledki pozorovana
pouze u minoritni skupiny paciéntShod® byla u obou studii zaznamenana nizka exprese
antigenu CD23. Studie se rasinshoduji v tom, Ze mira exprese vSech wgsginych
antigerii u burgk MCL se ¢aste&né prekryvala s expresi na normalnich B lymfocytech, a
tedy Ze ksenzitivni detekci MRD je nutné pouzitmkinaci vice antigeih Oproti
¢tyibarevnému panelu nabizi touto dis&mtgpraci prezentovana osmibarevna analy#ado
vySSi citlivost.

Vysledky neieni 8-FCM panelu MCL MRD byly evaluovany pomoci RQR metody.
Ackoliv FCM nedosahuje senzitivity modernich PCR rdepouzivanych k detekci MRD,
jiz diive bylo prokazano, Ze nabizi srovnatelné vyslesilhfadinami MRD nad 0,01 % u
ALL, ¥ CLL™! a HCL**® a poskytuje tak ideZité dopiikové informace. Tato disettai
prace potvrzuje srovnatelné vysledky u MCL. U jade 80 % vzork byly zjiS&ny totozné
vysledky na kvalitativni Urovni (MRD pozitivni/netani) a srovnani obou metod
vykazovalo dobrou miru shody. Rozdilné vysledkybew metodach byly pozorovany u
skupiny vzorki, u kterych byly nalezeny pouze velmi nizké hladitigD, jeZ nebylo mozné
kvantifikovat. Pouze 1 % vzoik ozn&ené pomoci RQ-PCR za pozitivni bez mozZnosti
kvantifikace vysledku, bylo shodmozitivni i vyuZzitim metody 8-FCM. Diskonkordanp#
srovnani obou metod byla u 54 %igadi pozorovana u vzoik které byly odebrany
v pribéhu nebo na konci terapie anti-CD20 monoklondlnitil@tiou rituximabem a u
kterych nebylo mozné detekovat Zadné nebo velnkién{do 0,9 %) hladiny B lymfociyt
Anti-CD20 terapie se zda byt limitujicim faktoremetekce MRD pomoci ftokové
cytometrie. Stejné zé&wy formulovaly dive publikované studie, zabyvajici se

problematikou MRD u MCLY>"**® azkoliv bylo ve flowcytometrickych panelech pouZito
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riznych kombinaci antigén Cheminant a ko®>® vychazi pi detekci MRD z Euroflow
protokolu®® a @i identifikaci MCL burgk vyuZiva kombinace antigérCD45, CD19, CDS5,
Igkappa, Iglambda, CD305 a CD11c.

Zcela odlisny pistup navrhuje publikace z roku 20%2,ve které je krom povrchového
zna&eni vyuzit intracelularni marker SOX11 nejeifi gtanoveni diagnézy MCL, ale i jako
potencialni marker pro monitorovani MRD. V ramdudhich experimerit bylo prokazano,
Ze pomoci klonu SOX11-C1 je mozné identifikovatla® patologickych buik z celkové
populace lymfocyt. Nevyhody metody s@dvaji v nutnosti intracelularniho barveni vzoyrk
¢imz je piprava oproti povrchovému barvetaso¥ i metodicky narongjSi. Samotné
intracelularni barveni vzorku monoklonalni protidd vyZaduje inkubacifes noc, coz
vyrazre komplikuje pouziti této metody whné laboratorni praxi.

V této disertani praci navrzeny 8-FCM panel MCL MRD je sestavgedné zkumavky
obsahujici kombinaci antigerCD3/5/19/20/23/45/62L/200 a je velmi snadno apléelny
v rutinni diagnostické praxi. &oliv panel nedosahuije citlivosti metod molekuldridlogie
(limit detekce je 0,02 %),fpkomparaci vysledk ziskanych pomoci 8-FCM panelu MCL

MRD a RQ-PCR bylo dosazeno silné pozitivni korelace
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6 Zavér

V disert&ni praci je feSena problematika monitorovani hladiny MRD metodou
multiparametrické mitokové cytometrie. Cilem prace bylo navrzeni parmdmibarevné
analyzy pro sledovani hladin MRD u paciens MCL, nésledna evaluace vyslédk
navrzeného panelu s metodou molekularni biologieFRR a implementace tohoto panelu
mezi rutinni laboratorni vySeni.

Postup navrhu panelu spjeal v podrobném popsani imunofenotypu &umMCL pomoci
multiparametrické pitokové cytometrie a nasledném porovnani expresetioy@nych
antigeri na patologickych a normélnich B lymfocytech. Z efy@vanych antigei nebyl
identifikovan zadny, pomoci kterého by bylo moZménoznan¢ odlisSit patologické a
fyziologické B lymfocyty, protoZe exprese vSech igemi na obou porovnavanych
populacich bukk se vzdy alespo ¢ast&né piekryvaly. Proto byla vybrana kombinace
antigeri, u kterych byl stanoven nejvySSi stiipeseparace mezi patologickymi a
fyziologickymi B lymfocyty a nejnizsi variabilitaxprese. Pouzitymi antigeny byly CD5,
CD23, CD62L a CD200, které tkio zaklad navrzeného osmibarevného protokolu.
Komparace vysledks metodou RQ-PCR ukazala dobrou shodu a silnoitiypotdzcorelaci.
Nalezené rozdily ve vysledcich byly #&mnény nizSi senzitivitou metody fokové
cytometrie.

Navrzeny panel osmibarevné analyzy pro detekciihl®RD u pacieni s MCL @ispeje ke
zkvalitnéni monitorace odpadi na I&bu a ¢asné diagnostiky relapsv Laboratdi
pratokové cytometrie (CMGBT, IHOK, FN Brno).
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8 Seznam zkratek
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gL
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IgVH
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IL
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tribarevna pitokova cytometrie

osmibarevna ptokova cytometrie

akutni lymfoblasticka leukemie

alogenni transplantace krvetvornychdku@allogeneic stem cell
transplantation)

akutni myeloidni leukemie

allophycocyanin

autologni transplantace krvetvornych &uautologous stem cell
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B buri¢ny receptoiB cell receptor)
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chronick& lymfocytarni leukémie
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difazni velkobugcny B lymfom (diffuse large B-cell lymphoma)
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virus Epstein-Barrové

kyselina ethylendiamintetraoctoy@thylenediaminetetraacetic acid)
Vychodni kooperativni onkologicka skup(iastern Cooperative
Oncology Group)

pritokova cytometri€flow cytometry)

dopedny rozptyl(forward scatter channel)

folikularni dendritick& bitka (follicular dendritic cell)
fluorescein-izotiokyanat

folikularni lymfom

Fakultni nemocnice

germinalni centrum

virus hepatitidy typu Ghepatitis C virus)
virus lidské imunitni nedostateosti (human immunodeficiency virus)
Hodgkiniv lymfom

hematopoeticka kmenovana (hematopoietic stem cell)
imunoglobulin

t¢Zky imunoglobulinovytettzec(immunoglobulin heavy chain)
lehky imunoglobulinovyetzec(immunoglobulin light chain)
variabilni oblast imunoglobulin(immunoglobulin variable region)
variabilni oblastdzkéhotettzce imunoglobulindimmunoglobulin
heavy chain variable region)

Interni hematologicka a onkologicka klinika

interleukin

mezinarodni prognosticky indebnfernational Prognostic Index)
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K-S
LAIP

LDH
MALT
MCL
MFI
MIPI

MM
MPP

MRD

MRNA

MTC

mTOR

MZL

NHL

PBS

PCR

PE
PE-Cy5/PE-Cy7
PerCP-Cy5.5
PK
R-(Maxi)CHOP

R-HD-Ara-C
R-HD-MTX-Ara-C
R-hyper-CVAD

RNA
RQ-ASO IgH-PCR
RQ-PCR

RT-RQ-PCR

SLL
SOX11
SSC
TCR
TdT
WHO
WT1

kostni den

Kolmogoroviv-Smirnoviv
imunofenotyp sdruzeny s leukenieukemia associated aberrant
immunophenotype)
laktatdehydrogenaza
lymfaticka tk& sliznic (mucosa-associated lymphoid tissue)
lymfom z plagovych burtk (matle cell lymphoma)
pramérna intenzita fluoresceng¢emean fluorescence intensity)
mezinarodni prognosticky index pro lymfom Ag@bvych burk
(Mantle Cell Lymphoma International Prognostic Irjle
mnohaietny myelom

hematopoieticky multipotentni progeni(bematopoietic multipotent
progenitor)

minimalni rezidualni nemagninimal residual disease)
mediatorova ribonukleova kyselifrmessenger ribonucleic acid)
hlavni translokéni klastr(major translocation cluster)
proteinkinazégmammalian target of rapamycin)
lymfom marginalni zénymarginal zone lymphoma)
non-Hodgkiriiv lymfom

fosfatovy puf(phosphate buffered saline)
polymerazoviéettzova reakcépolymerase chain reaction)
phycoerythrin

phycoerythrin-cyanin 5/phycoerythoyanin 7

peridinin-chlorophyl-protein complegagin 5.5

periferni krev

I€ebny rezim kombinujici rituximab, cyklofosfamid,xdwubicin,
vinkristin, prednison

I&€ebny rezim kombinujici rituximab s vysokodavkovanym
cytarabinem

l&ebny rezim kombinujici rituximab, vysokodavkovangthotrexat,
cytarabin

I&€ebny rezim kombinujici rituximab, hyperfrakcionoyan
cyklofosfamid, vinkristin, doxorubicin, dexamethaso
ribonukleova kyseliné&ibonucleic acid)

aleloyspecifickd PCR v realnétase

kvantitativni polymerazovatzova reakce v realnedase(real-time
guantitative polymerase chain reaction)

reverzni transkripce kvantitativni PCR&némcase(reverse
trancription real-time quantitative PCR)

malobur¢cny lymfocyticky lymfom(small lymphocytic lymphoma)
transkripni faktor(sex-determining region Y-box 11)

bani rozptyl(side-scatter channel)

T burgény recepto(T cell receptor)

terminalni deoxynukleotidyl transferaza

Swtova zdravotnickd organiza¢@/orld Health Organisation)
transkrigni faktor(Wilms tumor 1)
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13 Souhrn poznatki diserta¢ni prace

V disert@&ni praci jefeSena problematika detekce hladin MRD u diagn6zy Mt&todou
multiparametrické gitokové cytometrie. Na zakladnalyzy imunofenotypu bgkh MCL a
jeho porovnéani s imunofenotypem normalnich B lymgfddoylo zjiS€no, Ze exprese vSech
vySetovanych antigeh se na obou porovnavanych populacich daualespa caste&né
piekryva. Ztohoto @vodu bylo nutné pro odliSeni normalnich a neoptagth

B lymfocyti zvolit kombinaci antigel jejichz exprese je na vys$evanych bukach
stabilni a umoiuje p'esné odliSeni normalnich a neoplastickych B lymfinc¥ rozsahlého
souboru 24 antigénbyla vybrana kombinace antige@€D5, CD23, CD62L a CD200, ktera
tvoii zaklad navrzeného osmibarevného panelu. Tentelgamo detekci hladin MRD u
pacienti s MCL dosahuje limitu detekce 2x10Vysledky této studie byly publikovany
v ¢asopiseCytometry Part B: Clinical Cytometry (IF20142,398)

Evaluace navrzeného paneldi které byly vysledky nagiené timto panelem porovnany
s vysledky ziskanymi metodou RQ-PCR, ukazala dolstadu a silnou pozitivni korelaci
obou metod. Nalezené rozdily ve vysledcich bylyizapny nizsi senzitivitou metody
pritokové cytometrie.

NavrZzeny panel osmibarevné analyzy pro detekciillstRD piispeje u pacient s MCL ke

zkvalitréni sledovani odpadi na l&€bu a umoznéasnou diagnostiku relajps

Podpis doktorandky Podpis Skolitele
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Detection of Minimal Residual Disease in
Mantle Cell Lymphoma—Establishment of
Novel Eight-Color Flow Cytometry Approach

Jana Chovancova,’? Tomas Bernard,' Olga Stehlikova,' David Salek,’
Andrea Janikova,! Jiri Mayer,"* and Michael Doubek**
'Department of Internal Medicine-Hematology and Oncology, University Hospital, Brno and Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno, Czech Republic
*Central European Institute of Technology, Masaryk University, Brno, Czech Republic

Background: Minimal residual disease (MRD) detection is an essential tool for therapy response
assessment in a considerable number of hematooncologic disorders, including mantle cell lymphoma
(MCL). Flow cytometry (FCM) ranks among the most effective approaches, which allows rapid sample
processing and compete successfully with highly sensitive molecular methods like polymerase chain
reaction. Because FCM is ordinarily applied to detect MRD in B-lineage diseases like chronic lympho-
cytic leukemia, a similar method could be used in MCL. We decided to test our novel eight-color FCM
approach in MCL MRD detection.

Methods: Using an eight-color FCM protocol designed by us, the expression of 24 selected surface
antigens in a cohort of 30 patients with newly diagnosed leukemic MCL and 20 normal controls were
compared to establish markers that can reliably distinguish normal B-lymphocytes from the MCL popula-
tion. The sensitivity of the designed protocol was tested using serial dilution studies.

Results: Although MCL presents high immunophenotypic variability, the combination of CD20/23/5/19/
200/62L/3/45 seems to be very favorable in flow cytometric MRD measurement.

Conclusions: Our eight-color FCM protocol could easily detect MRD in MCL patients, and reaches a

sensitivity of up to 2 x 10~%. © 2014 International Clinical Cytometry Society

Key terms: mantle cell lymphoma; minimal residual disease; flow cytometry
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The detection of minimal residual disease (MRD) has
already been demonstrated to have an undeniable prog-
nostic significance in several hematologic malignancies
(1,2). Hence, multicolor flow cytometry (FCM) and poly-
merase chain reaction (PCR) are effective approaches in
B-lineage neoplasm MRD detection (3-6). The most sen-
sitive PCR methods used in mantle cell lymphoma
(MCL) use MRD measurement to target either the trans-
location t(11,14)(q13;q32) or patient-specific clonal
immunoglobulin heavy chain gene (IGH) rearrangements
7-9).

MCL represents a disseminated B-cell lymphoma,
which usually shows an aggressive clinical course,
accounting for 3-10% of all non-Hodgkin lymphomas
(8,10). Typically, MCL comprises a pathologic CD5719™
population expressing pan-B-cell antigens such as CD20
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EIGHT-COLOR FLOW CYTOMETRY IN MCL

and CD22. Moreover, CD107 237437200 FMC" immu-
nophenotype is characteristic for MCL B-lymphocytes
(8,11). Nevertheless, prominent variations in immuno-
phenotype have been reported, which might complicate
both standard diagnostics and subsequent disease
response monitoring after therapy. Positive CDI10
expression often combined with absence of CD5 expres-
sion (12,13) is connected with blastoid transformation
and may be associated with genetic abnormalities of
BCIL-6 and Bcl-6 protein expression (14). Negative CD23
expression is considered to be a reliable marker, mainly
to distinguish MCL from chronic lymphocytic leukemia
(CLL), where positive expression is usually detected.
However, in some cases, there was no discrimination
between MCL and CLL observed employing CD23
(15,16). From this point of view, CD200 seems to show
a much more consistent pattern of differential expres-
sion, low in MCL but high in CLL cells (11,17).

Realtime quantitative PCR (RQ-PCR) represents the
most widely applied and most sensitive MRD detection
in MCL (18). Nevertheless, high expenses and time
demands are the major disadvantages of this technique.
For example, in patients suffering from CLL, MRD detec-
tion using multicolor FCM is widely used compared
with an RQ-PCR based approach. In CLL, FCM is a rou-
tinely used method enabling rapid sample processing
and almost reaching the sensitivity of RQ-PCR (6,19).

The aim of our work was to create a multicolor FCM
panel similar to the standardized CLL protocol (5) that
could handle an MCL MRD measurement in routine
hematologic practice.

MATERIAL AND METHODS
Patients

Peripheral blood (PB) (5 ml) and/or bone marrow
(BM) was collected to EDTA and analyzed from 30
patients (13 women and 17 men; median age, 08.0
years; range, 45-91 years) with newly diagnosed leu-
kemic MCL. MCL diagnosis was based on standard
procedures (FCM of PB, and tissue biopsy with rou-
tine immunostaining of cyclin D1). The modified
Matutes score according to Moreau (20) was calcu-
lated as well: in 7 patients the score was 1, in 19 the
score was 2, and in the remaining 4 patients the score
was 3. Together with the patients’ samples, 20 PB
samples from healthy donors (13 women and seven
men; median age, 38 years; range, 28-81 years) and
five BM samples and three lymph node resections
from patients undergoing investigation for other
hematologic disorder with no sign of MCL were also
collected to use as a negative control. Informed con-
sent was obtained from both patients and healthy
donors.

Flow Cytometric Analysis

Eight-color FCM was used to analyze the expression
of selected surface antigens on MCL cells and normal B-
lymphocytes. Monoclonal antibodies used were as fol-
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lows: CD5, CD10, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23,
CD24, CD25, CD26, CD27, CD28, CD29, CD35, CD38,
CD43, CD45, CD62L, CD79b, CD183, CD184, CD196,
CD197, and CD200 (Table 1). These antigens were
selected for screening based on their roles as B-cell
markers, markers that are reported to be useful in MCL
diagnosis, markers that are associated with other
CD5719" disorders, and chemokine receptors. The
threshold for antigen positivity was determined using
gating of Tcells and comparison of antigen expression
on T-cells and malignant cells.

In brief, 100 pL of whole blood was stained with
monoclonal antibodies for 15 min at room temperature.
After red cells lysis using FACS Lyse (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), according to the manufacturer’s
instructions, the cells were washed once with
phosphate-buffered saline. FCM analysis was performed
using FACSCantoll equipped with FACSDiva Software
(Becton Dickinson). From 50,000 to 300,000 leukocytes
were analyzed in each tube.

In all cases, B-cells were detected applying a consecu-
tive gating strategy (CD19 versus side scatter dot plot
after identifying leukocytes in CD45 versus side scatter
dot plot). The percentage of selected surface markers
mentioned above was measured together with mean flu-
orescence intensity on pathologic cell population and
normal B-lymphocytes.

Dilution Studies

To determine the sensitivity of the assessment, vary-
ing number of events from MCL cases were plotted
along with B-cells from normal PB to simulate twofold
dilution from 1:1 to 1:16,384 using FCSExpress Software
(De Novo Software, Los Angeles, CA).

Statistical Analysis

Nonparametric Mann-Whitney U-tests were used to
compare the expression of the chosen antigens on
normal and neoplastic B-lymphocytes. To allow mea-
surement of the difference in antigen expression
between neoplastic and normal cells, the Kolmo-
gorov-Smirnov statistical test was applied (21). This
calculates the degree that the provided antigens sepa-
rate, presented as D-value (0, total overlap and 1,
greatest separation). Statistical analysis was created in
IBM SPSS Statistics (IBM, Armonk, NY), GraphPad
Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA), and MS Excel
(Microsoft, Redmond, WA).

RESULTS
MCL Cell Immunophenotype

Descriptive statistics of all measured antigens are
shown in Table 2. Applying a commonly used cut-off of
20%, all MCL cells were found to be positive for CD29
and CD184 and negative for CD28 and CD183. Typical
B-antigens CD20, CD22, and CD79b had positive expres-
sion in more than 90% of patients. Although absence of
antigen CD23 is typically used to distinguish MCL from
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Table 1

Detailed List of Antibodies Employed in Mantle Cell Lymphoma Cells Immunophenotyping
Antibody Fluorochrome Clone Manufacturer
anti-CD3 FITC S4.1 Invitrogen (Frederick, MD)
anti-CD3 eFluord50 UCHT1 eBioscience (San Diego, CA)
anti-CD5 PerCP-Cy5.5 L17F12 eBioscience
anti-CD5 V450 L17F12 BD Bioscience (San Jose, CA)
anti-CD10 APC-Cy7 HI10a BioLegend (San Diego, CA)
anti-CD19 PE-Cy7 J3-119 Immunotech (Marselle, France)
anti-CD19 APC-eFluor780 HIB19 eBioscience
anti-CD20 FITC HI47 Invitrogen
anti-CD21 PE HB5 eBioscience
anti-CD22 APC RFB4 Invitrogen
anti-CD23 APC EBVCS2 eBioscience
anti-CD24 APC-eFluor780 SN3 eBioscience
anti-CD25 APC-Cy7 M-A251 BD Bioscience
anti-CD26 APC BA5b Invitrogen
anti-CD27 APC 0323 eBioscience
anti-CD28 PerCP-Cy5.5 cDh28.2 BD Bioscience
anti-CD29 PE 1S2/16 eBioscience
anti-CD35 FITC J43.D3 Immunotech
anti-CD38 V450 HB7 BD Bioscience
anti-CD43 Pacific Blue MEM-59 Exbio (Praha, Czech Republic)
Anti-CD45 V500 HI30 BD Bioscience
anti-CD62L APC-eFluor780 DREG-56 eBioscience
anti-CD79b FITC CB3-1 Invitrogen
anti-CD183 PE 1C6/CXR3 BD Bioscience
anti-CD184 PE 12GH eBioscience
anti-CD196 PE-Cy7 11A9 R&D Systems (Minneapolis, MN)
anti-CD197 PE 150503 R&D Systems
anti-CD200 APC 0X104 eBioscience

Abbreviations of fluorochromes: APC, allophycocyanin; APC-eFluor, an organic dye containing allophycocyanin; eFluor450, an
organic dye excited by the violet laser; FITC, fluorescein isothiocyanate; PE, R-phycoerythrin; PE-Cy5, a tandem conjugate that
combines phycoerythrin and the cyanin dye Cy5; PE-Cy7, a tandem conjugate that combines phycoerythrin and the cyanin dye
Cy7; PerCP-Cy5.5, a tandem conjugate that combines peridinin chlorophyll and cyanin dye Cy5.5; V450, a coumarin dye excited

by the violet laser; V500, an organic dye excited by the violet laser.

CLL, it was positive in four cases (13%). Antigens CDG2L
and CD200 were positive in just one case. For more
details see Table 2.

Table 2
Distribution of Measured Antigens in Mantle Cell Lymphoma
Cells Present in Peripheral Blood Samples

Percent of
Antigen positive cases MFI median MFI range
CD10 13.3 270.0 -1te 1,121
CDh20 96.7 5,846.0 97 to 14,898
cbp21 72.4 1,607.0 346 to 4,168
cDh22 96.7 3,052.0 1,867 to 8,042
CcD23 13.3 (6.6% dim) 230.0 -96 to 1,684
Ccbh24 86.6 1,847.0 —64to 5,008
CD25 8.7 407.0 72 to 1,003
CD26 13.3 843.0 139 t0 8,451
cb27 92.6 2,036.0 605 to 4,686
CcD28 0.0 32.0 28 to 86
Cbh29 100.0 1,666.0 323 t0 2,437
CD35 86.7 613.0 194 to 1,615
CcD38 72.4 357.5 —268 to 10,899
CD43 36.6 (33.3% dim) 227.0 —191 101,531
CcD62L 3.3 570.0 44 to 1,907
CD79 91.3 2,863.0 406 to 15,338
cDh183 0.0 79.5 —317 to 316
cD184 100.0 5,143.0 1,321 to 9,899
CD196 7.4 263.0 40 to 735
CDh197 85.2 1,232.0 215 to 5,490
CD200 3.3 105.0 —235 to 720

U

In the next step, expression of the chosen antigens
on neoplastic cells was compared with that of healthy
controls. Significantly, lower expression of the antigens
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Fig. 2. Kolmogorov-Smirnov test D-values showing the degree of
separation (neoplastic cells versus normal B-cells) of listed antigens
(0, complete overlap and 1, complete separation). Peripheral blood
samples analysis. No antigen was observed to be significantly brighter
in mantle cell lymphoma than in normal B-cells, apart from CD5.
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CD23, CDG2L, CD196, and CD200 (p<0.0001) was
found on the MCL cells. The comparison of the expres-
sion level is shown in Figure 1.

Searching for Antigens That Enable Us to Distinguish MCL
Cells from Healthy B-Lymphocytes

To define particular antibodies that could completely
separate MCL lymphocytes from normal B-cells, the
mean fluorescence intensity of the listed antibodies was
measured, and the Kolmogorov-Smirnov statistical test
was applied. Each antibody except CD5 (D =1.0) dem-
onstrated some degree of expression overlap between
normal and pathologic cells. Nevertheless, the greatest
separation was presented in CD23, CDG62L, and CD200
(D >0.88) (Fig. 2).

Determination of Antihody Combination for MRD Detection

Because no single antigen has been found that could
discriminate normal B-lymphocytes from MCL cells, anti-
gens with the highest D value (CD5, CD23, CD62L, and
CD200) were combined with the pan-B markers CD19
and CD20 to establish a panel for MRD analysis. The
regions were set around neoplastic cells identified by
two markers—CD5 versus CD200, CD23 versus CD200,
and CD20 versus CDO62L—in seven PB samples positive
for MCL (the regions contained more than 95% of MCL
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Fia. 3. Illustrative dot plots of minimal residual disease (MRD) panel antigens comparing peripheral blood from healthy control (A1-C1) and
detectable MRD in MCL patient (A2-C2). Intersects of P1 and P2 and P3 gates are colored black. Note that MCL MRD shows a discrete cluster of
aberrant cells (about 0.1% of total events) in contrast to healthy control, where a discrete cluster of aberrant cells does not appear (about 0.005%
of total events), and this specimen would be scored as negative. All dot plots show the total of CD19™" B-lineage cells.
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Table 3
Levels of B Lymphocytes (% from Leukocytes) in Normal Individuals Expressing Mantle-Cell Lymphoma Immunophenotype
Detected by Eight-Color MRD Panel

Median (range)

Antigen combination PB BM LN
CcD5%19" 0.4 (0.2-4.8) 0.6 (0.3-3.3) 5.8 (5.2-6.1) % from leukocytes
CD5"'19%20"23 62L 200" 0.02 (0.00-0.02) 0.01 (0.01-0.02) 0.01 (0.00-0.02)
CD5"200  (gate P3 in Figure 3) 2.2 (0.9-4.5) 0.8 (0.2-1.9) 0.4 (0.3-0.5) % from CD19" cells
CD23 200 (gate P2 in Figure 3) 22.4 (3.8-44.9) 18.6 (8.4-68.7) 11.6(11.7-18.8)
CD20"62L" (gate P1 in Figure 3) 6.3 (2.3-15.0) 14.3 (7.1-26.3) 50.9 (12.5-87.3)
CD5719%20723 62L 200~ 0.3 (0.0-0.7) 0.1(0.1-0.2) 0.03 (0.01-0.05)
BM, bone marrow; LN, lymph node; PB, peripheral blood.
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Fia. 4. Comparison of MRD panel antigens in bone marrow showing MCL cell expression (black population) and normal B-cell expression (light
gray population). (A) Antigen CD20 versus CD62L; (B) Antigen CD23 versus CD200; and (C) Antigen CD200 versus CD5.

cells) and then applied to seven healthy controls (Fig. 3).
In the next step, CD3 was used to ensure that no cD3 "
cells would be included in the analysis. The percentage
of cells with phenotype CD5"19720723762L 200 was
calculated. The same procedure was applied for five BM
samples positive for MCL and five controls. The results
are shown in Table 3. The comparison of MCL cell and
normal B-lymphocytes expression is illustrated in Figure
4. Moreover, the same strategy was applied to non-MCL
lymph nodes to assess that our antigen combination
could be used for this tissue analysis (Table 3).

The complete suggested MRD panel is presented in
Table 4. Antigens CD3 and CD20 are used to exclude
contamination of events that are definitely not B-
lymphocytes (expressing phenotype CD3207).

Sensitivity of Our MRD Flow Cytometric Protocol and Its
Comparison with Three-Color FCM (Dilution Study 1)

To determine the sensitivity of the MRD panel,
serial virtual dilution studies were preformed. Previ-
ously stained and assessed MCL cells from patients
with the most frequent phenotype
4MCDP197CD207CD23 7 CDG62L-CD200 were plotted
in varying number along with B-cells from normal PB
to simulate twofold dilution from 1:1 to
using FCSExpress Software (De Novo Software). Then,

the percentage of MCL cell in the test was calculated,
and two different analysis strategies were compared:
commonly used CD5"19" coexpression (three-color
FCM using antigen combination CD5/19/45) and our
novel eight-color MRD analysis. The results of these
two approaches were compared with the actual num-
ber of MCL cells in the sample. The results are shown
in Figure 5.

Because our data demonstrate up to 4.8% of
CD519" cells (of total leukocytes) in normal PB and
3.3% in normal blood marrow, the eight-color approach
brings much more accuracy to the measurement, espe-
cially when a small number of MCL cell is analyzed.

Table 4
Proposal of Our Eight-Color Flow Cytometric Protocol Suita-
ble for Minimal Residual Disease Detection in Mantle-Cell

Lymphoma
Flurochrome Antigen
FITC CcD20
PE CD23
+/ PerCP-Cy5.5 CD5
. PE-Cy7 cD19
APC CD200
APC-eFluor 780 CcD62L
1:16,384 eFluor 450 CcD3
V500 CD45

(4
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Fic. 5. Representative plot of virtual dilution study demonstrating
increasing sensitivity and accuracy of eight-color minimal residual dis-
ease (MRD) protocol compared with three-color (CD5/19/45) flow
cytometry in peripheral blood sample. The graphs show the percentage
of mantle cell lymphoma (MCL) cells detected with three-color flow
cytometry (dotted line) and MCL cells detected with eight-color flow
cytometry (MRD protocol; solid line) against the percentage of actual
MCL cells.

Considering CD57“"™ cases, the sensitivity of our
eight-color panel reaches up to 2 X 10" (detection of
0.02% of MCL cells in normal PB). To achieve a limit of
detection of 0.02%, 250,000 leukocytes with a mini-
mum MRD population size of 50 cells must be
acquired. The gating strategy of MRD measurement is
demonstrated in Figure 6.

The same strategy was employed to lymph node tis-
sue, reaching the sensitivity up to 0.25%; however, the
FCM MRD panel was not primarily tested in lymph node

97

samples and could bring some inconsistency because of
small number of samples analyzed.

Although some of the B-lymphocytes in normal
donors’ samples occupy suggested P1, P2, and P3 gates
(Table 3), they do not seem (unlike MCL lymphocytes)
to represent a discrete cluster of aberrant cells, and,
therefore, the specimens would not be scored as posi-
tive (Fig. 3).

Sensitivity of Our MRD Flow Cytometric Protocol
Performed in the Cases with Atypical Phenotype (Dilution
Study 1)

The limitation of our proposed panel remains in cases
with atypical MCL phenotype with low expression levels
of CD5 and/or high expression levels of CD23, CDG2L,
and/or CD200. For that reason, again, virtual dilution
study was performed to assess whether the MRD panel
is applicable for these outlier cases. MRD panel data files
containing MCL cells from patients with atypical pheno-
types and B-cells from normal donor were plotted along
with each other employing FCSExpress Software (De
Novo Software). The number of MCL cells plotted varied
to simulate twofold dilution from 1:1 to 1:16,384. Then,
the actual and the measured level of MCL cells were cal-
culated. The results are shown in Figure 7.

The poorest sensitivity around 0.1% is represented by
CD5™ cases, but it is still higher compared with three-
color assessment. Remaining antigen outliers sensitivity
is getting close to 0.02% as reported in typical MCL
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Fia. 7. Representative plot of virtual dilution study demonstrating
sensitivity of eight-color minimal residual disease (MRD) protocol in
patients with atypical MCL phenotype. The poorest sensitivity around
0.1% is represented by CD5  cases.

phenotype. Gating of CD5
CD5%™ is illustrated in Figure 8.

DISCUSSION

Our study confirmed that the MCL immunophenotype
varies widely. From more than 20 antigens evaluated,
only CD5, CDG2L, and CD200 were qualified as showing
consistent differential expression to distinguish MCL
cells from normal B-llymphocytes. Moreover, marker
CD200 may be used as a diagnostic tool to differentiate
MCL from CLL. In contrast to MCL, CLL cells show posi-
tive expression of this marker (11).

cases compared with

CHOVANCOVA ET AL.

Antigen CD23 also plays an important role in MCL
diagnosis. Although its expression varies quite fre-
quently, it is still considered a useful marker for distin-
guishing MCL from CLL samples (16,22,23). Our results
(just 13% of patients cp23" or €D23"™) correspond to
studies already published where CD23 positivity in MCL
ranged between 0% and 29% using the FCM approach
(15,16). CD23 expression variability hampers the use of
our eight-color panel for MCL MRD detection without
analyzing MCL immunophenotype at diagnosis. Accord-
ing to our results, newly diagnosed MCL needs to be the
subject of detailed immunophenotype evaluation, which
is necessary for subsequent FCM MRD detection after
therapy.

A previous study (24) describe antigen CD43 positiv-
ity as an aberrant marker in MCL, which would be help-
ful in MRD detection similar to the standardized MRD
protocol in CLL (5). However, 63% of our samples did
not match these data as they were found CD43-negative
(just 4% of our samples show positive expression; the
rest were CD43%™), The possible reason could be in the
employed fluorescent conjugate, which in our case
(Pacific Blue) seems to be relatively dim. Moreover, it is
also possible that MCL in PB may show dimmer expres-
sion of CD43 than previously reported cases involving
lymphoid tissue.

L-selectin (CD62L) expressed on leukocytes contrib-
utes to their recruitment from the blood to the inflam-
matory areas (25). Recently, it seems to be a possible
targeted receptor in CLL treatment (26). In our MCL
analysis, CDO2L is consistently negative, which is in con-
cordance with another study (27).
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For MCL MRD detection, the simple analysis of only
CD5 and CD19 antigens is not sufficient, because there
is a CD5 and CD19 positive population found commonly
in normal PB (28,29).

The variability of the antigen expression in MCL com-
plicates MRD monitoring mainly because of the initial
phenotype that needs to be measured and which sepa-
rates the gating strategy in atypical phenotype cases.
However, MRD detection based on an initial phenotype
is a routinely used strategy in many hematologic malig-
nancies (i.e., ALL) (4), and the employment of single
tube analysis can simplify the laboratory practice. Still,
we report the eight-color MRD FCM protocol based on
the differential expression of antigens from MCL cells
compared with healthy B-lymphocytes. To identify nor-
mal and pathologic B-cell population, Boolean combina-
tion of gates was used. This analytical approach was
chosen from the spectrum of well-defined methodolo-
gies of MRD detection, including, e.g., application of
fixed templates of dual parameter displays generated
after the previous analysis of normal cells (30). Likewise,
Boolean combination of gates is as well a broadly used
method for MRD detection in many hematologic malig-
nancies (19,31).

Our assay does not reach the sensitivity of RQ-PCR,
which remains a gold standard for MRD analysis in MCL
(18), but could be more readily implemented in routine
hematologic practice because of low costs and rapid
sample processing. Nevertheless, a comparison between
our MRD FCM panel and RQ-PCR results in treated
patients needs to be done to prove the sensitivity and
assess the real applicability of the reported MRD panel.
The limitation of MRD FCM panel could be observed
during the anti-CD20 therapy, where CD20 expression
decreases and do not restore until therapy termination.
Nevertheless, during and shortly after anti-CD20 therapy,
there is deep depletion of all CD19" cells, and MRD
analysis is therefore not possible until the therapy is
terminated.

In summary, our analysis shows the high applicability
and sensitivity of multicolor FCM assay applying a unique
eight-color staining combination of monoclonal antibod-
ies to monitor the therapy response in MCL patients.
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14.2 Pril. 2: Uk&zka analyzy 8-FCM panelu MCL MRD
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