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Zplisob stanoveni prognozy B-bungéné chronické lymfocytami leukémie

Oblast techniky

Predklédany vynalez se tyka zplsobu stanoveni prognézy u pacientl s diagnostikovanou B-

bun&énou chronickou lymfocytamni leukémii.

Dosavadni stav techniky

B-bun&nd chronicka lymfocytarn{ leukémie (B-CLL) je charakterizovéna jako monoklondlni
expanze zralych B-lymfocytd, které se hromadi v periferni krvi a lymfatickych organech
(Chiorazzi N et al., N Engl ] Med. 2005;352:804—815). Donedavna se v klinické praxi k uréeni
progndzy pouZival pouze staging podle Raie (Rai KR et al., Blood 1975;46:219-234) nebo
podle Bineta (Binet JL et al., Cancer 1981;48:198-206). Tento empiricky systém v3ak neni
v soutasné dobé dostadujici. Pacienti jsou diagnostikovani ¢asto ve velmi raném stadiu B-CLL
a na zdklad€ prostého stagingu nelze odliSit pacienty, ktefi budou rychle progredovat od
pacientl s indolentni formou onemocnéni. B-CLL je klinicky zna¢né heterogenni onemocn&ni
a doba preZitf se u jednotlivych pacientl velmi lidi. Navic chemoterapie v asnych stadifch
onemocnéni nepiinadi nemocnému ofekdvany uzitek, naopak ¢asto dochazi ke zkraceni doby
pieziti nebo rozvoji sekunddrnich malignit. Z tohoto dlivodu se uw B-CLL pacientl bez
klinickych pfiznakii nemoct &asto doporuduje pouze sledovani. Problematické je zejména
véasné rozpoznani agresivn{ formy choroby, ktera se Castéji projevuje u mladsich pacientd.
Béhem poslednich deseti let byla onemocnéni B-CLL vénovana velka pozornost a vysledkem
je soubor nékolika skupin parametrii, které B-CLL podrobné charakterizuji a umoZiuji

predikci priibéhu nemoci,

Dosud nejvyznamnéj$im prognostickym markerem u B-bun&tné chronické lymfocytarni
leukémie se jevi mutalni status genu pro t&Zky fetézec imunoglobulinu (IgVH). Pfitomnost
nemutovaného genu pro IgVH (nukleotidova homologie se zarode¢nou linii vét3i nez 98 %) je
spojena s hor§im prib&hem a krat§im pfeZivnim pacientd (8 let vs. 25 let u pacientl
s mutovanym [gVH) (Damle RN et al., Blood 1999;94:1840-1847; Hamblin TJ et al. Blood
1999;94:1848-1854). Stanoveni tohoto parametru nezbytného pro stanoveni prognézy a 1é¢by
onemocnéni je viak vysoce technicky, ¢asové i finanén& ndroéné, je proto snaha nahradit jeho

detekei jinym snadno stanovitelnym markerem nebo skupinou markerd. Mutadni status genu
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pro IgVH se stanovuje nasledujicim zplisobem: z nadorovych bunék je vyizolovana RNA, ta je
nasledné piepsdna do cDNA. ¢cDNA je amplifikovana s primery specifickymi pro jednotlive
VH rodiny. Pf monoklondlnim typu onemocnéni je PCR produkt pfimo sekvenovén. U
polyklonalnich pacienti je nutné jednotlivé klony odli§it pomoci klonovani a ndsledné
sekvenace. V obou pFipadech jsou ziskané sekvence nasledné porovniny se sekvenci dané
zdrodelné linie v databdzi a urlena mira jejich homologie. Toto stanoveni se provadi u
monoklondlnich pacientt jedenkrat a povazuje se za faktor, ktery se béhem onemocnéni
neméni. U polyklondlnich pacientd se pribéZné sleduje pravd&€podobny narist

nejagresivngjiho klonu.

Cilem pfedkladaného vyndlezu je nahradit stavajici stanoveni muta¢niho statusu genu pro
IgVH souborem gend, jejichZ exprese by odlifovala ob& prognosticky rozdilné skupiny.
V soucasné dobé jsou znamy nékteré geny, jejichZz mira exprese koreluje s pritomnosti &i
nepfitomnosti mutovaného genu pro IgVH. Jednim z takovych markert objevenych u B-CLL
pomoci DNA &ipovych analyz je ZAP70. Tato tyrosin kinaza je fyziologicky exprimovana
v T-lymfocytech a jeji vysoka exprese koreluje s pfitomnosti nemutovaného genu pro IgVH
(Rosenwald A et al, J Exp Med. 2001;194:1639-1647; Wiesner A et al, Blood
2003;101:4944-4951). Daldim genem srozdilnou expresi odlifujici ob& skupiny je LPL
(lipoproteinova lipaza). I tento gen byl detekovan na zaklad¢ €ipovych analyz (Oppezzo P et
al., Blood 2005;106:650-657; Bilban M et al., Leukemia 2006;20:1080-1088) a jeho vysokd

exprese koreluje s pfitomnosti nemutovaného genu pro IgVH.

Podstata vynalezu

Tento vyndlez se tyka nového prognostického markeru a souboru markeru, které umoziiuji s
az 95% jistotou stanovit progndzu pacienta s B-buné¢nou chronickou lymfocytarni leukémii

(B-CLL).

Predmétem predlozeného vyndlezu je zpisob stanoveni prognézy B-buné®né chronické
lymfocytarni leukémie z biclogického vzorku odebraného z téla pacienta, jehoZ podstata
spotiva v tom, Ze se stanovi exprese genu LAG3 (lymphocyte-activation gene 3) v B-CLL
bufikdch vzorku. Biologickym vzorkem miZe byt vzorek periferni krve, vzorek kostni dfené

nebo vzorek tkané, zeyména miZe byt vzorkem tkané vzorek lymfatické uzliny.
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Ve vyhodném uspofddani vynalezu se stanovi exprese genu LAG3 a alespofi jednoho genu
vybraného ze skupiny zahrnujici LPL a ZAP70. S vyhodou se stanovi exprese souboru genti
LAG3, LPL a ZAP70.

Vyznakem vynalezu je, Ze ke stanoveni exprese genu lze vyuZit detekei hladiny mRNA

daného genu.

Na zékladé DNA ¢ipové analyzy genové exprese B-CLL bun€k za i€elem definovani novych
prognostickych markert bylo detekovéno zhruba 50 genii s rozdilnou mirou exprese odlifujici
pacienty s mutovanym a nemutovanym IgVH a rozdilnym klinickym prib&hem onemocnéni.
Nov¢ bylo zjisténo, Ze vysokd exprese genu LAG3 (lymphocyte-activation gene 3) koreluje
s nemutovanym IgVH statusem a 3patnou prognézou onemocnéni spojenou s nutnosti 1é¢by.

Souvislost tohoto genu s mutaénim statusem IgVH u B-CLL dosud nebyla zndma.

LAG3 (CD223) je membranovy protein strukturng podobny CD4 a to jak na genové, tak na
proteinové urovni. LAG3 se exprimuje na T lymfocytech a NK butikdch po jejich aktivaci
(Triebel F et al.,, Journal of Experimental Medicine 1996;171:1393-1405). Pozd&ji bylo
zjiSténo, Ze se LAG3 exprimuje také na B lymfocytech, a to po jejich aktivaci prostiednictvim
T lymfocytd (Kisielow M et al., European Journal of Immunology 2005;35(7):2081-2088).
Protein tvoti dvé& podjednotky — 70 kDa transmembranovy fetézec oligomerizuje s druhym
54 kDa 16 kDa

s transmembranovou doménou se uvoliiuje jako solubilni LAG3 (Li N et al., Journal of

zkracenym extracelulirnim  fragmentem, zbyvajici fetézec
Immunology 2004;173(11):6806-6812). Funkce tohoto proteinu zatim neni zcela objasnéna.
Pravdépodobné se uastni celé fady regulaci imunitnich pochodd. Signalizace na T
lymfocytech ptes LAG3 napt. inhibuje aktivaci CD4+ a CD8+ T lymfocytl (Macon-Lemaitre
L and Triebel F, Immunology 2005;115(2):170-178) a reguluje jejich expanzi (Workman CJ
and Vignali DA, European Journal of Immunology 2003;33(4):970-979). Dale tento protein
ovliviiuje napf. zrani dendritickych bunék (Andreae S et al., Journal of Immunology
2002;168(8):3874-3880) a reguluje diferenciaci

z monocytarnich prekurzorG (Buisson S and Triebel F, Immunology 2005;114(3):369-374)

makrofagh a dendritickych bunék

apod.
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Podle naSich zjiiténi gen LAG3 vyznamné koreluje se zavaZnosti onemocnéni a jeho
stanoveni piinadsi vyznamnou informaci o prognéze onemocnéni a ofekdvané dobé pieZiti

pacienta (Obr. 1).

Déle bylo zji§téno, Ze soubor 3 markeri, ZAP70, LPL a LAG3, umoZiiuje s 95% jistotou
stanovit prognézu pacienta s B-CLL a na zékladé této prognézy stanovit vhodnou Iécbu.
Jednoduch4 detekce exprese tohoto setu genii by mohla spolehlivé doplnit nebo nahradit
narotné stanoveni mutaéniho statusu genu pro IgVH, coZ by pfineslo ¢asovou i finandni
isporu. Krom& primarni diagnostiky leukemickych pacientd by se tato metodika mohla
uplatnit i u pacientd po 1é&€b&, u nichZ vlivem terapie miZe dojit k potlateni dominantniho

klonu B-lymfocyth (Obr. 2).

Pro stanoveni exprese genl se s vyhodou vyuZivad detekce hladiny mRNA daného genu,
napiiklad prosttednictvim jejiho pfepisu do ¢cDNA a stanovenim metodou kvantitativni RT-
PCR v redlném ¢éase (RT-qPCR). Stanoveni exprese zminénych genti, napf. pomoci RT-qPCR,
lze vyuzit pro detekci progrese nového klonu B-lymfocytd s odliSnym mutanim statusem
[gVH. U pacientd snizkou expresi je ze stejnych divoddi vhodné stanoveni periodicky

opakovat.

Soubor genti LPL a ZAP70 doplnény o ndmi nové detekovany LAG3 je vhodnym souborem
prognostickych markert pro stanoveni prognoézy B-CLL a mutaéniho statusu IgVH.

Pichled obrazku

Obr. 1 znazorfinje Kaplan-Meierovy kfivky, vyjadiujici dobu (ve dnech) od diagnézy
onemocnéni do zahdjeni terapie ve skupindch pacientli s vysokou a nizkou expresi genu LAG3
v B-CLL burikéch. Na ose x je ¢as ve dnech, na ose y podil pacientd.

Obr. 2 zndzomiuje fragmentacni analyzu genu pro IgVH. Vlevo vzorek pacienta pred terapii
dominantni klon s mutovanym IgVH zrodiny VH 3-30, vpravo tentyZ pacient pil roku po
ukondeni terapie ~ doslo ke zméné dominantniho klonu. Novy klon nese nemutovany IgVH
zrodiny VH1-69. Zachyt na zakladé sledovdni exprese LAG3, LPL a ZAP 70 v prib&hu
onemocnéni.

Obr. 3 ukazuje rozdilng exprimované geny mezi skupinami B-CLL bungk s rozdilnym

mutaénim statusem genu pro IgVH detekované pomoci DNA &ipti. Sloupce reprezentuji
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jednotlivé vzorky, fadky reprezentuji jednotlivé geny. ,M* - mutovany gen pro IgVH (n=10),
»N“ - nemutovany gen pro IgVH (n=9). Cerven jsou vyznadeny up-regulované geny, zelené

jsou vyznaceny down-regulované geny.

Piiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1

V nadi studii jsme provedli DNA &ipovou (microarray) analyzu genové exprese B-CLL bunék
za Ufelem definovani novych prognostickych markeri u B-CLL. Pomoci RNeasy Mini Kit
(Qiagen) byla izolovana totalni RNA z B-CLL bun&k. Kvalita a koncentrace ziskané totalni
RNA byla stanovena spektrofotometricky (NanoDrop) a elektroforeticky (BioAnalyzer 2100).
Pro dalsi analyzy byly pouZity pouze vzorky s dobrymi parametry (RIN > 8, koncentrace >
100 ng/ul). Pro analyzu genové exprese pomoci DNA microarrays byla RNA linearné
amplifikovéna a fluorescenéné naznatena. Pro linedrni amplifikaci byl pouzit Low RNA Input
Linear Amplification Kit (Agilent). Protokol vyrobce byl pozménén tak, aby byla umoznéna
produkce amplifikované RNA s inkorporovanym modifikovanym nukieotidem aminoallyl-
UTP. Protokol zahrnuje n&kolik kroki: 1) pfepis RNA do dvouvliknové cDNA s inkorporaci
T7 promotoru, 2) linearni amplifikace RNA pomoci in vitro transkripce enzymem T7 RNA
polymerazou s inkorporaci aminoallyl-UTP, 3) pretiSténi amplifikované RNA. DosaZend
trovefi amplifikace RNA byla monitorovana spektrofotometricky. Pro fluorescenéni oznadeni
amplifikované RNA byl pouZit vlastni protokol vyuZivajici aminoreaktivni fluorescenéni
barvy (DY-547-NHS-ester a DY-647-NHS-ester; Dyomics), které se v alkalickém prostredi
kovalentné vaZi na primédrni aminové skupiny, v tomto pfipadé na aminoskupinu aminoallyl-
UTP. Po probéhnuti znadici reakce byla amplifikovand RNA znovu piedidténa. Pro DNA
microarray analyzu byla pouZita technika dvoubarevné hybridizace. Pfed hybridizaci byl
vzorek amplifikované fluorescenéné zna¢ené RNA pacienta smichdn se stejnym mnoZstvim
obdobné piipravené referenni RNA (Universal Human Reference RNA; Stratagene) znafené
jinou fluorescenéni barvou. Pro hybridizaci byla smés RNA chemicky fragmentovéna
(priméma délka fragment 200bp). Hybridizace probihala 17 hodin pii 65°C. Po hybridizaci
byly DNA microarrays promyty pro odstrangni nenavdzané RNA, usufeny centrifugaci a
skenovany fluorescenénim skenerem ScanArray Express (Perkin Elmer). Obrazova data byla
nasledné pfevedena do numerické podoby pouZitelné k dal$im analyzam. Ptevod obrazovych

dat na numerick4 (analyza obrazu) byl proveden programem QuantArray (Perkin Elmer). Pro
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redukci zdroji variability, které nemaji biologicky podklad, byla hruba data transformovéna a
normalizovina pomoci R and R Bioconductor (Gentleman RC et al, Genome Biol.
2004;5(10):R80). K vyhledani gent, na zdklad¢ jejichZ exprese je moZné rozdélit jednotlivé
vzorky do tfid (skupin), byly pouZity dva typy algoritmi. Prvni nalezi do skupiny
wunsupervised (machine) learning” a jsou schopny rozdélit vzorky do skupin (clusters) bez
jejich pfedchozi znalosti (Hierarchical Clustering, K-Means/Medians Clustering, Self
Organizing Maps — program TIGR MultiExperimentViewer). Druhym typem jsou postupy
vyuzivajici ,,supervised (machine) learning®, vyhleddvajici geny schopné rozlisit mezi dvéma
pfedem znamymi skupinami (TIGR MultiExperimentViewer -Support Vector Machines)
(Saced Al et al., Biotechniques 2003;34(2):374-8). Normalizovand data byla statisticky
zpracovana pomoci SAM (Significance Analysis of Microarrays) (Tusher VG et al., Proc Natl
Acad Sct USA 2001;98(9):5116-21). Expresni analyzu B-CLI bunék jsme provadéli na €ipech
Human 1A Arrays  (Agilent). Zvolené DNA <&ipy jsou celogenomové a nesou
oligonukleotidové sondy o délce 60 bazi. Detekovali jsme ~ 50 genti (Obr. 3) s rozdilnou
mirou exprese odli$ujici pacienty s mutovanym a nemutovanym IgVH a rozdilnym klinickym
pribéhem onemocnéni. Kromé jiZz zn&mych prognostickych markert jsme detekovali LAG3
(lymphocyte-activation gene 3), ktery zatim nebyl v souvislosti s B-CLL a muta¢nim statusem
publikovan. Jeho vysokd exprese koreluje snemutovanym IgVH statusem a 3patnou
prognozou onemocnéni spojenou s nutnosti 1é¢by. Zjistili jsme tedy, Ze gen LAG3 vyznamné
koreluje se zdvaZnosti onemocnéni a jeho stanoveni pfindsi vyznamnou informaci o prognéze

onemocnéni a ofekdvané dobg preZiti pacienta.

Priklad 2

Periferni krev pacienta sdiagndézou B-CLL byla odebrana do odbérovych zkumavek
s antikoagula¢ni latkou (heparin). Mononuklearni buiiky byly separovédny pomoci gradientové
centrifugace (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare), které pfedchizela inkubace s koktejlem
bispecifickych protilatek (na jednom konci anti CD2, CD3, CD16, CD36, CD56, CD66b a na
druhém konci anti-glykoforin A) (RosetteSep® B Cell Enrichment Cocktail, StemCell).
Nezadouci buiiky tvofi pomoci bispecifickych protilatek spoledné s éervenymi krvinkami
formace zvané rozety, Hustota vytvofenych rozet je vy33i neZ hustota samotné neZidouci
buriky a b&hem gradientové centrifugace dochdzi k jejich sedimentaci. Totdlni RNA byla ze
separovanych B-CLL bunék izolovdna pomoci RNeasy Mini Kit podle instrukei vyrobee

(Qiagen). Kvalita a koncentrace ziskané totdlni RNA byla stanovena spektrofotometricky
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(NanoDrop) a elektroforeticky (BioAnalyzer 2100). Pro dalsi analyzy byly pouZity pouze
vzorky s dobrymi parametry (RIN > 8, koncentrace > 50 ng/ul). K syntéze cDNA byl
pouZivan systém SuperScriptTM III Reverse Transcriptase s oligo(dT)12-18 primerem
(Invitrogen). Kazdy vzorek byl analyzovan v triplikdtu pomoci systému TaqMan® Gene
Expression Assay (Applied Biosystems) podle instrukci vyrobce. Amplifikace DNA byla
nésledng detekovana pfistrojem 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems) a ziskana
data byla analyzovana pomoci softwaru Sequence Detection System (SDS) software version
1.3.1. Vysledkem bylo &islo cyklu, pfi kterém fluorescence dosahne nastaveného prahu (CT -
fluorescence threshold cycle). Relativni exprese genu byla normalizovana k expresi

provozniho genu GAPDH, ktery byl vybran na zakladé stability exprese napfi¢ vzorky.

Priklad 3

Periferni krev B-CLL pacienta byla pfenesena do zkumavky a byl zméfen objem krve. Dale
byl pfidan RosetteSep® Human B Cell Enrichment Cocktail (50ul/ml krve), smés byla
promichdna krouZenim a inkubovéna 20 minut p¥i laboratorni teploté. Poté byl pfidan
minimalné stejny objem 2% FBS (fetalni bovinni sérum ve fyziologickém roztoku s fofdtovym
pufrem), promichano a navrstveno 6 ml fedéné krve na 3 ml Ficoll-Pague Plus®
vytemperovaného na laboratorni teplotu. Byla provedena centrifugace 30 minut/400g. Vrstva
lymfocytd byla pfenesena do isté zkumavky (15 ¢cm) a doplnéna 2% FBS na 10 ml, podet
zkumavek byl zvolen tak, aby byly separované lymfocyty nafedény alespoil 2x, obsah
zkumavek byl dobfe promichan. Poté byla provedena centrifugace 10-15 minut/200g, byl
odsat supernatant a sediment byl rozsuspendovan v 1 ml chlazeného lyza¢niho pufru (lyze
erytroeytl — 154,9 mM NH4Cl, 9,9 mM NH4HCO3, 1 mM EDTA), objem byl dopinén na 10
ml a pfevracenim promichan. Sedimenty z vice zkumavek byly v tomto kroku spojeny. Byla
provedena centrifugace 10-15 minut/200g, odsat supernatant a sediment rozsuspendovan v 2%
FBS a pfenesen do mikrozkumavky. Po dalsi centrifugaci 10 minut/200g by! odsat supernatant
a sediment byl lyzovan v 350 pl RLT pufru (lyzaéni pufr, sou¢ast RNeasy Mini Kit firmy
Qiagen urenému na izolaci totalni RNA).

Totélni RNA byla ze separovanych B-CLL bunék izolovana pomoci RNeasy Mini Kit podle
instrukei vyrobee (Qiagen). Kvalita a koncentrace ziskané totdlni RNA byla stanovena
spektrofotometricky (NanoDrop) a elektroforeticky (BioAnalyzer 2100). Pro daldi analyzy
byly pouZity pouze vzorky s dobrymi parametry (RIN > 8, koncentrace > 50 ng/ul). K syntéze
cDNA byl pouzit systém SuperScriptTM III Reverse Transcriptase s oligo(dT)12-18 primerem
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(Invitrogen) podle instrukci vyrobce. Bylo transkribovano 500 ng totdlni RNA. Ziskanych 20
ul ¢cDNA bylo nafedéno RNAse-free vodou na koneény objem 50 pl. Kazdy vzorek byl
analyzovan v triplikitu pomoci systému TaqMan® Gene Expression Assay (Applied
Biosystems) podle instrukei vyrobce. Amplifikace DNA byla nésledné detekovana piistrojem
7300 Real Time PCR System {(Applied Biosystems) a ziskana data byla analyzovéna pomoci
softwaru Sequence Detection System (SDS) software version 1.3.1, Vysledkem bylo ¢islo
cyklu, pfi kterém fluorescence dosahne nastaveného prahu (Ct - fluorescence threshold cycle).
Relativni exprese genu byla normalizovdna k expresi provozniho genu GAPDH (A Ct).

Ziskana data byla analyzovana pomoci neparametrického Wilcoxonova testu.

Exprese gentt LAG3, LPL a ZAP70 byly stanoveny pomoci RT-qPCR u souboru 94 B-CLL
pacientl (viz Priklad 2). Na zaklad¢ vysledkd, které dokumentuji obr. 1, 2 a Tab. 1, bylo
zjisténo, Ze soubor gend LAG3, LPL a ZAP70, jejichz exprese odliuje pacienty
s nemutovanym IgVH od pacientG s mutovanym IgVH, tedy pacienty s rliznou progndzou
onemocnéni, je vhodnym souborem pro stanoveni prognézy onemocnéni u pacienta s vysokou

jistotou.

Tabulka 1 ukazuje souhrnné vysledky stanoveni exprese genti LAG3, LPL a ZAP70 RT-qPCR
u souboru 94 B-CLL pacienti. Vzorky byly podle exprese jednotlivych gend (LPL, LAG3,
ZAP70) rozdéleny do skupin pozitivnf (exprese genu vy3§i neZ stanovend mez) a negativni
(exprese genu niZ§f neZ stanovena mez). Mez pozitivity byla stanovena pro LAG3 8,8 A Ct,
pro LPL 8,4 A Ct a pro ZAP70 4,8 A Ct. Souhrn pro v3echny tfi sledované geny byl vytvofen
tak, Ze vzorky klasifikované jako pozitivni pro viechny tfi geny byly zafazeny do skupiny
pozitivnich, ostatni byly vyhodnoceny jako negativni. V tabulce jsou vzorky seskupeny podle
muta&niho stavu genu IgVH a dale podle pozitivity/negativity pro stanovované geny. Cisla
tuéné predstavuji skuteCny pocet pfipadl, v zavorce jsou vyjadieny jako procento (100% =
pocet vzorkd v dané skupiné se shodnym stavem IgVH). Posledni fadek tabulky pfedstavuje

procento spravné klasifikovanych vzorki (100% = viechny vy3etfené vzorky).
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Tab. 1

gen LPL ZAPT0 LAG3 3 geny

€exprese
IgVH POZITIVNI | 39 (97,5%) 39 (97,5%) 40 (100,0%) 38 (95,0%)
UNMUT | NEGATIVNI | 1 (2.5%) 1 (2,5%) 0 (0%) 2 (5,0%)
(n = 40)
[gVH MUT POZITIVNI | 9 (16,7%) 22 (40,7%) 36 (66,7%) 3 (5,6%)
(n=54) NEGATIVNI | 45 (83,3% 32 (59,3%) 18 (33,3%) 51 (94,4%)
Procento spravné urgeného 89% 80% 62% 95%

mutaéniho statusu
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. Zplsob stanoveni prognozy B-bunédné chronické lymfocytarni leukémie (B-CLL)
z biologického vzorku odebraného z téla pacienta, vyznaceny tim, Ze se stanovi exprese genu

LAG3 (lymphocyte-activation gene 3) v B-CLL buiikach vzorku.

2. Zplsob podle naroku 1, vyznadeny tim, Ze se stanovi exprese genu LAG3 a alespoil jednoho

genu vybraného ze skupiny zahrnujici LPL a ZAP70.

3. Zpisob podle néroku 2, vyznadeny tim, Ze se stanovi exprese gentt LAG3, LPL a ZAP70.

4. Zplisob podle kteréhokoliv z narokil | aZ 3, vyznadeny tim, Ze ke stanoveni exprese genu se

pouZije detekce hladiny mRNA dan¢ho genu.

5. Zpisob podle kteréhokoliv z nérokli 1 aZ 4, vyznafeny tim, Ze biologickym vzorkem je
vzorek periferni krve, kostni dfen& nebo vzorek tkadng, s vyhodou je vzorkem tkang vzorek

lymfatické uzliny.
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