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Abstrakt:

Maligni lymofoproliferace zahrnuji vysoce heterogenni skupinu nadorti vychézejicich
z lymfocytt, tj. lymfomt (Non-Hodgkinovych — NHL, i Hodgkinova), leukémif,
mnohocetného myelomu a dalSich. V soucasnosti je zndma fada chromosomovych aberaci
jak s diagnostickym, tak prognostickym vyznamem, coz zafadilo molekuldrné
cytogenetické analyzy genomu nddorovych bunc¢k mezi dilezitd vysetfeni. Disertace se
vénuje pfedev§Sim chronické lymfocytdrni leukémii (CLL), kterd patii mezi periferni B
lymfoproliferace a je nejCastéjSim typem leukémie. Metodou fluorescencni in situ
hybridizace (FISH) jsme vySetfovali pfitomnost Ctyi nejcastéjSich aberaci (delece 13ql14,
delece genu ATM a TP53 a trisomie 12), doplnénou u ¢4sti pacientl o detekci aberaci genu
IgH, a porovnali jsme ndlezy s dalSimi faktory a klinickymi charakteristikami.

Préace ukazuje, Ze vySetieni klasického karyotypu je relativné malo relevantni. Metoda
FISH byla pro zachyt aberaci u CLL mnohem piinosn¢j$i. Pfitomnost Zadné ze Ctyt
zminénych aberaci neni pro CLL specifickd, m4 vSak prognosticky vyznam, zejména
delece TP53. Detekce nékterych translokaci IgH genu je nepostradatelna v diferencidlni
diagnostice CLL a dalSich NHL (velkobunécného, folikularniho, Burkittova lymfomu,
lymfomu z bunék plastové zony).

Vénovali jsme se potvrzeni vyznamu jednotlivych aberaci u CLL a naSe vysledky
potvrdily vyznam prognostickych hierarchickych skupin. Pfiznivou prognézu dle
hodnoceni celkového preziti mély normdlni nalezy a zachyt delece 13q (bez jiné aberace),
sttedni trisomie 12, a nejhorsi prognézu delece gentt ATM a TP53.

Velka ¢ast disertace je vénovana klondlnimu vyvoji (KV) u CLL, studovand v souboru
292 nemocnych s opakovanymi vySetfenimi pomoci FISH. Byly hledany rizikové faktory
pro zisk jednotlivych aberaci a jejich vliv na pfeZiti. Pro deleci 13q a 11q byl nalezen
jediny faktor, a to doba mezi prvnim vySetfenim a vySetfenim zachycujicim KV.
Prognosticky nejhorsi mozny KV — zisk delece TP53 vyrazné zkratil celkové pieziti, byl
spojen s nemutovanym stavem IgVH gentl, pozitivitou exprese CD38 a ZAP-70, a
s predchozim podanim chemoterapie.

Disertacni prace zahrnuje jak komentdfe k vlastnim publikaénim vystuptim
bezprostfedn¢ souvisejici s tématem, tak vysledky rozSifenych souborit dosud

nepublikovanych.

Klicova slova: cytogenetické aberace, FISH, CLL, KV, NHL.



Abstract

Malignant lymphoproliferative disorders include highly heterogeneous entities, i.e.
lymphomas (Non-Hodgkin — NHL, as well Hodgkin’s lymphoma), lymphoid leukemias,
multiple myeloma and others. As currently many chromosomal aberrations with diagnostic
and prognostic significance are known, molecular cytogenetic analyses of tumor cell
genome has become a substantial examination also in lymphoproliferative disorders. This
thesis focuses primarily on chronic lymphocytic leukemia (CLL), which is one of the
mature B-cell neoplasms and represents the most common type of leukemia. We analyzed
four most frequently found aberrations (13q14 deletion, ATM and TP53 gene deletion, and
trisomy 12) by fluorescence in situ hybridization (FISH) and also IgH gene aberrations in

some patients. We compared the findings with other factors and clinical characteristics.

This work shows that the conventional G-banding is analysis relatively little relevant.
FISH was more effective in detecting aberrations in CLL. Although none of the four
aforementioned changes is specific to CLL, the prognostic impact is significant,
particularly that of 7P53 deletion. Next, detection of some IgH gene translocations is
essential in differential diagnosis of CLL and other NHL (follicular, mantle cell, diffuse

large B cell, Burkitt’s lymphomas).

We attempted to confirm the impact of individual CLL aberrations. Our results
verified the prognostic relevance of hierarchical categories. According to overall survival
data, the best outcome was found in normal finding and 13q deletion subgroups, whereas it

was intermediate in trisomy 12 and an inferior in ATM and TP53 gene deletion categories.

The major part of the thesis deals with clonal evolution (CE) in CLL, studied in a
cohort of 292 of patients subsequently analyzed by FISH. We investigated which risk
factors relate to each type of CE and their influence on survival. In case of CE 13q and CE
11q, the only factor was found, namely the dutation of follow-up. Prognostically the worst
possible CE, the occurrence of TP53 deletion, significantly shortened overall survival and
was associated with unmutated IgVH gene status, positive of CD38 and ZAP-70

expression, and previous chemotherapy.

The Ph.D. thesis comprises comments on own published papers directly related to

objectives as well as research results yet unpublished.

Key words: cytogenetic aberrations, FISH, CLL, CE, NHL.
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1. Uvod - NHL

Jako nddorové lymfoproliferace oznacujeme v Sir§Sim smyslu slova nddory vychazejici

z lymfocytd, a d€lime je na naddory z B, T buné€k, prekurzorové a periferni. Z historickych

divodi se pouzivd déleni na lymfomy Hodkinovy, non-Hodkinovy, mnohocetny myelom,

akutni lymfoblastickou a chronickou lymfocytarni leukémii a dalsi.

Vime vS$ak, Ze se na jednu stranu jednd o tumory vysoce heterogenni, na druhou stranu

jsou napiiklad chronickd lymfatickd leukémie a lymfom z malych lymfocyti, ¢i akutni

lymfoblastova leukémie a lymfoblastovy lymfom povaZzovany za jednu jednotku

(Swerdlow S.H. et al., 2008).

Historicky jsou non-Hodgkinské lymfomy (NHL) vSechny typy lymfomu s vyjimkou

Hodgkinova lymfomu (HL).

K této logické definici je tfeba doplnit:

JiZ v roce 1832 anglicky l€kat a patolog Thomas Hodgkin (1798-1866) popsal
ve své praci nazvané ,,On some morbid appearances of the absorbent glands
and spleen” zvétSeni lymfatickych uzlin a sleziny jako ,,lymphogranulomatosis
maligna® (Hodgkin T., 1832), které pozdé&ji 1ékai Samuel Wilks ve své praci
z roku 1856 poprvé nazval Hodgkinovou nemoci (Wilks S., 1856). Pavodni
Hodgkinovy preparaty jsou uchovany v londynské nemocnici Guy’s Hospital
dodnes a zajimavé je, Ze pii histologické revizi roku 1926 (60 let po
Hodgkinové smrti) se jeho diagnéza potvrdila jen u tif ze sedmi vzorkli — u
ostatnich §lo o non-Hodgkinsky lymfom, syfilis a tuberkul6zu (Fox X., 1926).
V 1écbé Hodgkinovy choroby mélo pouziti radioterapie uz na zacatku 20.
stoleti vyborné vysledky (na rozdil od jinych typii lymfomil), proto se badatelé
intenzivné zaméfili pravé na tuto nemoc a vysledkem bylo navrZeni prvni
klasifikace jiz v roce 1963 (Lukes R.J., 1963). Zatimco u Hodgkinova lymfomu
bylo brzy poté dosazeno konsenzu v diagnostice i 1éCb¢, zlstavala stile velka
skupina jinych lymfoproliferaci zasluhujicich neméné pozornosti (Bonadonna

G., 2000).

Ve vSeobecné pfijimané klasifikaci WHO 2008 uZz pojem non-Hodgkinsky
lymfom (NHL) nenajdeme, nicméné je stdle pouZivan jak lékafi (pied moZnou
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specifikaci typu), tak i onkologickymi registry — napiiklad ¢esky Narodnim
onkologicky registr (NOR), americky National Cancer Institute (NCI),
mezindrodni projekt WHO International Agency for Research of Cancer
(IARC) i evropsky European Organisation for Reseach and Treatment of

Cancer (EORTC).

Jiné lymfomy (neZ Hodgkiniv) tedy zahrnuji rozmanitou skupinu nddorovych
onemocnéni, vychdzejici z lymfocytd. Pojem Non-Hodgkinské lymfomy (NHL) byl
poprvé pouzit v klasifikaci zndmé jako Working Formulation v roce 1982, kde byly NHL
rozdeleny pouze podle morfologickych kritérii (tedy bez rozliSeni B- a T- ptivodu) do ti{
skupin podle klinického priibéhu - na low (nizce), intermediate (stfedné) a high grade,

neboli vysoce agresivni lymfomy (Autor neuveden, Cancer 1982).

Soucasnd klasifikace lymfoidnich malignit vychdzi z posledniho vydani WHO
klasifikace 2008 (Swerdlow S.H. et al., 2008) a zdkladem je déleni na tfi hlavni kategorie:
B-lymfoidni malignity, T/NK malignity (diky spole¢nym funkénim a imunofenotypovym
znakiim jsou zatrazeny do jedné skupiny), a Hodgkinliv lymfom (pfestoze i ten vychézi z
B bun¢k, konkrétn€ z buné€k germindlniho centra) (Kuppers R, Rajewsky K., 1998).
Jednotlivé typy pak zahrnuji jak lymfom, tak lymfoidni leukémii, nebot u mnoha
lymfoproliferaci jsou pfitomny ob€ formy — solidni 1 cirkulujici. U kategorii B a T/NK dale
rozliSujeme dvé hlavni skupiny: 1) prekurzorové leukémie/lymfomy, vzniklé proliferaci
bunék v casnych stadiich diferenciace, a 2) malignity ze zralych bunék (té€Z periferni),
odpovidajici diferencovanéjsim bunikdm. Obrazky 1 a 2 znazoriuji vyvoj klasifikace NHL
od Working Fomulation 1982 k nynéjSimu rozdéleni podle WHO. Spojnicemi jsou

vyznaceny ekvivalentni malignity.

Soucasna klasifikace podle WHO 2008 je uvedena v Tabulce 1.
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Obrazek 1. Vyvoj klasifikace B-NHL (Stfitesky J., nepublikovano).

Lymfomy ne-hodgkinova typu z B bunék
Working Formulation (1982) WHO (2001)

Nizky stuperi malignity

A. Lymfom maligni z malych Iymfocyt&ﬁ
ML typu CLL

! Leukémie lymfocyticka chronicka z B-bunék
| S Lymfom z malych lymfocytl
Leukémie lymfocyticka chronicka

Leukémie prolymfocyticka B

Lymfom z B-bunék marginalni zény, NS

Lymfom z B-bunék marginalni zony
extranodalni (lymfom MALTu)
Lymfom z B-bunék marginalni zény nodalni

~——— | ymfom marginalni zény splenicky

Leukémie trichocelularni

ML lymfoplazmocyticky Lymfom lymfoplazmocyticky

Plazmocytom / Plazmocelularni myelom

Lymfom folikularni, NS

B. ML z malych rozstépenych bunék folikularni ————— Lymfom folikularni, grade 1

C. ML svmiégny z rqalych rozétépenych a velkych Lymfom folikularni, grade 2
bunék folikularni

Stredni stupen malignity

D. ML velkobunécny folikularni Lymfom folikularni, grade 3

E. ML z malych rozstépenych bunék difuzni —————— Lymfom centrofolikularni difdzni

LLymfom z plastovych bunék

F. ML z malych a velkych bunék difizni ——/

G. ML velkobunéény difuzni, NS ﬂ
Lymfom velkobunéény difizni z B-bunék

Vysoky stupen malignity Lymfom velkobuné&ny mediastinalni
H. ML imunoblasticky, NS = Eruink

Lymfom / Leukémie prekurzorovy(a)

1. ML lymfoblasticky z B lymfoblastii

J. ML z malych nerozétépenych bunék

Lymfom Burkittlv ~
ML maligni malobunécény difuzni e

z nerozétépenych bunék

Burkittlv lymfom / Leukémie

ML — maligni lymfom, NS — bliZe nespecifikovany
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Obrazek 2. Vyvoj klasifikace T-NHL (Stfitesky J., nepublikovéno).

Lymfomy ne-hodgkinova typu z T/NK bunék
Working Formulation (1982) WHO (2001)

Nizky stupen malignity
A. Lymfom maligni z malych lymfocytl, NS

ML typu CLL Prolymfocyticka leukémie z T-bunek

Leukémie z velkych granulovanych
T lymfocytd

Agresivni leukémie z NK-bunék

o . L Mycosis fungoides / Sézaryho syndrom
Stiredni stupen malignity

E. ML z malych rozstépenych bunék difizni ———  Hepatosplenicky lymfom z y& T-bunék

Subkutanni lymfom z T-bunék,
podobny panikulitidé

F. ML z maljch a velkych bunék diftzni ——— [ -ymfom periferni T, NS

——Angioimunoblasticky lymfom z T-bunék
G. ML velkobuné&ény difdzni, NS

Extranodalni lymfom z NK/T-bunék,
~———nazalni typ (angiocentricky)

Vysoky stupei maligni
S Seat ety 1 Adultni leukémie / lymfom z T-bunék

)
H. ML imunoblasticky, NS J

Primarni kozni lymfoproliferace
z CD30+ T-bunék

Anaplasticky velkobunéény lymfom

Blasticky lymfom z NK-bunék

Lymfom / Leukémie prekurzorovy(a)

I. ML lymfoblasticky Z T lymfoblastd

Intestinalni T-lymfom enteropatickeho typu

ML — maligni lymfom, NS — bliZe nespecifikovany

12



Tabulka 1. Zjednodusena WHO klasifikace lymfoidnich malignit (2008).

B-lymfoidni malignity

T a NK malignity

Hodgkintuv lymfom

Prekurzorové

Prekurzorové

B-akutni lymfoblasticka leukémie/lymfom

T-akutni lymfoblastickd leukémie/lymfom

Periferni

Periferni

Nodularni lymfocytarné predominantni

Chronickd lymfocytarni leukémie/lymfom
z malych lymfocyti (CLL/SLL)

Splenicky B-lymfom z marginalnich
bunék

Vlasatobunécnd leukémie (HCL)

Lymfoplasmocytovy lymfom (LPL)

Mnohocetny myelom (MM)

Extranodalni lymfom z bun¢k marginalni
z6ny typu MALT

Nodélni lymfom z bun€k margindlni zony

Folikularni lymfom (FL)

Lymfom z bunék plasté¢ (MCL)

Difusni velkobunéény B-lymfom (DLBCL)

Primérni mediastindlni velkobunécny
lymfom (PMBL)

Intravaskularni velkobunéény B-lymfom

Burkittiv lymfom (BL)

Neklasifikovatelny B-lymfom, se znaky
mezi DLBCL a Burkittovym lymfomem

Neklasifikovatelny B-lymfom, se znaky
mezi DLBCL a Hodgkinovym lymfomem

T-prolymfocytarni leukémie (T-PLL)

T-leukémie z velkych granulovanych
lymfocytt (T-LGL)

Agresivni leukémie z NK bunék

T-buné&énd leukémie dospélych

Lymfom podobny hydroa vacciniforme

Extranoddlni T/NK lymfom, nosni typ

T-lymfom sdruZeny s enteropatii

Hepatosplenicky T lymfom

Podkozni T lymfom podobny panikulitidé

Mycosis fungoides

Sezaryho syndrom

Primérni kozni CD30 pozitivni T-
lymfoproliferace

Primdrni koZni gamma-delta T-lymfom

Periferni T-lymfom, bliZe nespecifikovany

Angioimunoblastovy T-lymfom

Anaplasticky velkobunéény T-lymfom, ALK
pozitivni (ALCL, ALK+)

Anaplasticky velkobunéény T-lymfom, ALK
negativni (ALCL, ALK-)

Klasicky Hodgkintuv lymfom

Klasicky Hodgkintiv lymfom, noduldrni
skler6za

Klasicky Hodgkintv lymfom bohaty na
lymfocyty

Klasicky Hodgkintv lymfom, smiSend
celularita

Klasicky Hodgkintv lymfom, lymfocytarni
deplece
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Pres 90 % NHL patii mezi periferni B-lymfoidni malignity (Autor neuveden, Blood
1997; Autor neuveden, Journal of Clinical Oncology 1998). Tyto lymfomy v mnoha
ohledech napodobuji stddia diferenciace normélnich B lymfocytii a pravé tato podobnost je

zakladem jejich klasifikace a nomenklatury, jak zndzornéno na obrazku 3.

Obrazek 3. Schematické znazornéni stadii diferenciace B bun¢k a od nich odvozené
B-lymfoidni malignity. Prekurzory B bunék vyzrdvajici v kostni dfeni (bone marrow)
mohou zaniknout apoptézou nebo pokracovat ve vyvoji do stddia zralé naivni buiiky. Ta se
po setkdni s antigenem (AG) a blastické transformaci vyvine bud’ v kratkodobé Zijici
plasmocyt nebo vstoupi do germindlniho centra (GC) lymfatického folikulu, kde probéhne
somaticka hypermutace a izotypovy piesmyk IgH tfidy, ¢imZ vznikne centroblast, ktery
bud’ zanikne, nebo se vyvine v centrocyt. Postgermindlni buiiky (post-GC) zahrnuji jak
dlouhozijici plasmocyty, tak pamétové B buiiky. VétSina B bunck je aktivovdna v GC, ale
muZe také dojit k aktivaci nezdvislé na T bunikich mimo GC, z nichZ se také stivaji

pamét'ové bunky (pievzato z prace Jaffe E.S. et al., 2008).
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Z epidemiologického hlediska patii B a T/NK malignity mezi nddorovd onemocnéni se
stoupajici incidenci. Jsou castéjSi v zdpadnich, vyspélych zemich (z nejvétSich USA,
Austrdlie a Evropa) sroc¢ni incidenci pies 15/100 000 obyvatel v USA, v porovnani
s 1,2/100 000 obyvatel v Cing, pfi¢em? nékde mezi tim je incidence v JiZzni Americe,

Africe a Japonsku (Parkin D.M. et al., 1999).

Az 50 % NHL tvofi dva nejcastéjsi typy, a to difusni velkobunécny B-lymfom
(DLBCL) a folikularni B-lymfom (FL), napiiklad v Ceské republice jsou to az dvé tietiny
pacientll (Trnény M. et al., 2007; Pytlik R. et al., 2013). Pomérné zastoupeni NHL v Ceské

republice podle registru Kooperativni lymfomové skupiny (KLS) je na obrazku 4.

Obrazek 4. Pomérné zastoupeni NHL v Ceské republice (www.lymphoma.cz).

Pomérné zastoupeni pacientii s non-Hodgkinskymi lymfomy
v registru Kooperativni lymfomové skupiny CR
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DLBCL - difusni velkobunécny B-lymfom, FL — folikuldrni lymfom, MZL - lymfomy z bunék
margindlni zény (vSechny podtypy souhrnn¢), MCL — lymfom z bunék plasté, SLL — lymfom z malych
lymfocytd, PTCL-NOS — periferni T-lymfom bliZe neuréeny, ALCL — anaplasticky velkobunécny T-lymfom
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Vétsina registri vSak nepracuje s piesnym rozdélenim hematoonkologickych
onemocnéni na podtypy podle WHO Kklasifikace (NOR, TARC i EORTC). Z tohoto
hlediska je nejdokonalejsi americky projekt NCI SEER (Surveillance, Epidemiology, and
End Results Program), ktery poskytuje ddaje o incidenci a mortalité¢ jednotlivych typi
NHL zvla§t. Podle tohoto aktudlniho zdroje, viceméné korespondujicim s Ceskou
populaci, je obecnd incidence DLBCL 6,9, CLL/SLL 5,8 a FL 3,7/100 000 obyvatel, a
veékove specifickd incidence nad 65 let (v¢etné) pak u DLBCL 32,7, CLL/SLL 32,4 a FL
15,3/100 000 obyvatel (Howlader N. et al., 2014).

Vev s

Zdaleka nejcast€j$i formou diseminované / leukemické neoplazie B fady (a zdroven
nehodgkinského lymfomu) je CLL/SLL (Trneny M. et al., 2011). Vzhledem k mému
postgradudlnimu studiu v Centru nddorové cytogenetiky ULBLD VFN a 1. LFUK, kde se
zabyvame zejména cytogenetickymi a molekularné cytogenetickymi analyzami leukémii a

preleukémii, se v mé disertacni praci budu vénovat zejména diagnéze CLL/SLL.
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2. CLL/SLL

Chronickd lymfatickd leukémie (CLL) / lymfom z malych lymfocytd (SLL) je
nadorové onemocnéni, pro které je charakteristickda akumulace klonu morfologicky zralych
lymfocyt v kostni dfeni, periferni krvi a lymfatickych tkanich. Jde o 2 klinické formy
téhoZ onemocnéni (Harris N.L. ef al., 1999; Jaffe E.S. et al., 2001; Swerdlow S.H. ef al.,
2008). Naprosta vétSina piipadi CLL (> 99 %) je lymfoproliferaci bunék B tady a podle
Foonovy i Catovského skupiny by m¢l byt termin CLL pouZivin pouze pro B-CLL (Foon
K.A., Gale R.P. 1992; Matutes E., Catovsky D. 1993).

CLL je nejcastejsSim typem leukémie v zdpadnim svété - podili se 38 % na incidenci
vSech leukémii (Howlader N. ef al., 2014). Pomér postizeni u muzl a Zen je zhruba 2:1,
nejcastéji se vyskytuje u osob mezi 60-80 lety (Wiernick P.H., 1996), medidn véku v dobé
diagn6zy je kolem 65 let (Rozman C., Montserrat E., 1995), v CR 70 let (Trnény M. et al.,
2007). Incidence roste s vékem, u osob pod 30 let je CLL extrémné vzacnd. Pouze 6-15 %
pacientil byva mladsich nez 50 let (Wiernick P.H., 1996). Tim, Ze se stdle Cast¢ji indikuje
vySetfeni krevniho obrazu, je stdle vys§i zdchyt asymptomatickych mladSich pacientl
(Wiernick P.H., 1996; Rozman C., Montserrat E., 1995; Montserrat E., 2004). Rodinny
vyskyt je u CLL ze vSech leukémii nejb€znéjsi, popisuje se aZ ve 2 % piipadi. V naprosté
vétSing piipadl familidrniho vyskytu jde o klondlni expanzi bun¢k s mutovanymi /gV geny
téZkych fetézci (Pritsch O. et al., 1999). U rodinnych piislu$nikli pacienti postiZenych
B-lymfocytéza (MBL), jinak téZ nazyvana klondlni lymfocytéza nejasného vyznamu
(CLUS). MBL je definovana pfitomnosti klondlni populace B lymfocytii pfi nesplnéni
diagnostickych kritérii CLL a nepfitomnosti jinych zndmek lymfoproliferativniho
onemocnéni. V populaci vySetfenych osob nad 40 let véku se vyskytuje asi u 3,5 %
(Swerdlow S.H. et al., 2008). Pouze u 10 % osob s MBL dojde k vyvoji klinicky
manifestniho onemocnéni (Rawstron A.C. 2013). Lymfocytarni klony u MBL maji znaky
obvykle podobné CLL s dobrou prognézou, jsou CD38 negativni a maji vysoké procento

promutovani /IgVH geni (4,8-6,6 %) (Rawstron A.C. et al., 2002).
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2.1. Fyziologie diferenciace a maturace v B radé

Normalni diferenciace B bun¢k probihd ve dvou zakladnich etapach: nejdiive v kostni
dfeni, pozd¢ji v lymfatickém orgédnu. Béhem tohoto vyvoje Ig geny budouciho B

lymfocytu podstoupi celkem 3 vyznamné zmény:
1. pfestavbu genovych segmentti V, D a J,
2. proces somatické hypermutace,
3. rekombinaci DNA spojenou s izotypovym piesmykem tiidy /g.

V kostni dfeni probéhne inicidlni diferenciace do B tfady. Prekurzorovd pro-B buiika
prodéla pod vlivem cetnych enzymt (vcéetné TdT, exonukledz a enzymi rekombindzového
komplexu RAG-1 a RAG-2) pteskupeni (rearrangement) V, D a J (variabilnich,
diverzitnich a spojovacich) genovych segmentii kdédujicich t€Zké (H) tetézce Ig genu
procesem tak zvané somatické rekombinace (Dyer M.J, Oscier D.G., 2002; Hoftejsi V.,
Bartunkova J., 2002; Lefranc M.P., Lefranc G., 2001; Lewin B., 2000; Roitt I.M., Delves
P.J., 2001). Za jeho objev byla v roce 1987 udélena S. Tonegawovi Nobelova cena (Dyer
M.J., Oscier D.G., 2002). V IgH lokusu (celkova délka 1250 kb), leZicim telomericky na
chromosomu 14 (pruh 14q32.33), je k tvorbé H fetézce Ig k dispozici az 129 VH genil
(pfesn&ji subgenit ¢i genovych segmentll), z toho az 88 funkénich, patficich do 7
zdkladnich rodin. Smérem k centromete je 27 raznych D, 9 JH a kone¢né 11 CH (sub)genil
(Lefranc M.P., Lefranc G., 2001). Zatazeni VH genu do urcité rodiny, respektive
podrodiny, se fidi podle podobnosti jejich sekvenci. Na genetické map¢ lokusu jsou VH
geny urcité rodiny a podrodiny rizné roztrouseny mezi geny jinych rodin a podrodin bez
ohledu na to, zda jsou funkéni ¢i nikoli. Z této nabidky IgH genli je v procesu piestavby
ndhodné vybrano po jednom z VH, D a JH gent, ostatni jsou vystépeny. Nejdiive dochédzi
k pteskupeni D-J, potom V-D segmentl. Tyto genové segmenty se béhem tohoto procesu
spoji kratkymi N-sekvencemi (obvykle 5-20 nukleotidi), které nejsou soucasti ptivodni
zarodecné konfigurace IgH genl a ndhodn¢ se vmezeii mezi spojované genové segmenty.
Jakmile je toto preskupeni na jednom chromosomu ukonéeno a dojde k ptepisu (spojenému
s obvyklym splicingem) a ndasledn¢ ke vzniku kompletniho H polypeptidu, je proces
preskupovéni, probihajici zaroven i na druhém z paru chromosomti, ukoncen. Tento jev se
nazyva alelickd exkluze. Normélni B bunka proto exprimuje vZdy jen jeden prestavény

IgH gen. Po zdarné prestavbé IgH genu se z bunky stdva pre-B lymfocyt (Stevenson F.K.,
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Caligaris-Cappio F. 2004; Dyer M.J,, Oscier D.G., 2002; Hoftejsi V., Barttinkova J., 2002;
Lefranc M.P., Lefranc G., 2001; Lewin B., 2000; Roitt .M., Delves P.J., 2001). Teprve
potom nastdvd obdobnd prestavba genii lehkych (L) fetézcli k a A v chromosomovych
oblastech 2pl1.2, respektive 22qll.2. Pre-B bunka do té doby pouziva k tvorbé
provizorntho B receptoru ndhradni L fetézec (yL) sloZzeny ze dvou malych proteini,
produktii genli VpreB a A5. Piestavba IgL genu (tj. Igx nebo IgA), kédujicich L fetézce, je
jednodussi o to, Ze na rozdil od IgH genl neobsahuji segmenty D a segmenti VL a JL je na
vybér mén€. Neni-li UspéSnd prestavba geni kddujicich fetézec k ani na jednom
z chromosomti, bunika zkusi pfestavét genové segmenty 4. Nezdati-li se ani tato piestavba,
buiika zanikne. Po dspésné prestavbé geni pro H i L fetézce se vytvoii plnohodnotny /g
(tfidy IgM), zakotveny v povrchové membrané. Asociaci Ig s dalSimi transmembranovymi
molekulami Iga (CD79a) a IgP (CD79b) vznikd komplex B-bunééného receptoru (BCR)
(Stevenson F.K., Caligaris-Cappio F., 2004; Hofejs$i V., Bartliikova J., 2002; Lefranc
M.P., Lefranc G., 2001). Pti styku s antigenem CD79a a CD79b nejprve aktivuji tyrozin-
kindzy syk a lyn, které nésledné fosforyluji imunoreceptorové, na tyrozinu zaloZené
aktivatni motivy (ITAMs) cytoplasmatickych domén imunoglobulinového receptoru.
Fosforylace ITAMs spousti aktivacni kaskddu vcetn¢ aktivace Brutonovy tyrozin-kinazy
(BTK), a ta ptes fosfolipdzu C gama 2 (PLCy2) vede k proliferaci, k tniku apoptéze a k
aktivaci integrinu upregulaci specifickych transkripénich faktori, napiiklad NK-«xB
(Mohamed A.J. et al., 2009). Pravé BTK je zdsadnim mediatorem BCR signalizace, kterd
je u CLL bunék deregulovani. V soucasné dob¢ je vkladdna velkd nadéje do pouZziti
specifickych inhibitort BTK (napft. ibrutinib) v 1é¢bé CLL a dalSich B lymfoproliferaci
(Burger J.A., 2014).

Buiika vybavend kompletnim BCR piedstavuje nezraly B lymfocyt. V tomto stadiu
dochdzi k eliminaci bunék, jejichz IgM ma autoreaktivni specifitu. Setkdni s antigenem
v tomto stddiu znamend silny negativni signdl, ktery vede k apoptotické smrti bunky
(Hotejsi V., Bartinkova J., 2002). Alternativnim sestifihem C (konstantnich) subgeni
pfestavéného IgH genu pak dojde k expresi nejen IgM, ale 1 IgD (pficemzZ jsou piepisoviny
geny Cu i C9), a buiika se stdvd zralym naivnim B lymfocytem. Tyto naivni, dosud
neaktivované B lymfocyty, pak cekaji na antigen (resp. antigen projevi k urcitému
z nabizenych Ig nejvyssi afinitu). Obrovské mnoZzstvi moznych kombinaci raznych V, D, i
J genovych segmentil zajiStuje po jejich piestavbé i obrovskou §ifi nabidky rtiznych Ig
gend v riznych B lymfocytech — celkem pies 3 miliény funkénich prestaveb. Diverzita je

jeSté umocnéna ruznorodosti N sekvenci, které pak zaklddaji jakysi individudlni otisk
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(fingerprint) kazdého Ig genu. Odhaduje se, Ze je celkem pfipraveno vézat antigen asi 1,5
x 10° riiznych BCR. Popsanymi mechanizmy je vytvoien zdkladni protildtkovy repertodr
lymfocytti, stdle nezdvisle na antigenu (Dyer M.J,, Oscier D.G., 2002; Roitt .M., Delves
P.J., 2001; Tomlinson L.M. et al., 1995; Naylor M., Capra J.D., 1999; Kolar G.R., Capra
J.D., 2004).

Z hlediska setkani s antigenem jeSté naivni, CD38 pozitivni bunky exprimujici
povrchovy IgM a IgD cestuji krvi (piedstavuji 60 % cirkulujicich B-bun¢k, az 25 % z nich
muZze byt CDS5 pozitivnich) a usazuji se v lymfatickych uzlindch, nejdifive v plastové
oblasti lymfatického folikulu. Teprve v germindlnim centru folikulu jsou vystaveny styku
s antigenem, obvykle za pomoci T bunck. N¢kdy vSak muze dojit k setkdni s antigenem
mimo germindlni centrum folikulu v margindlni zén¢ uzliny, a to bez nutnosti pomoci T
bun€k (Chiorazzi N. et al., 2005; Dyer M.J, Oscier D.G., 2002). Po styku s antigenem
dochazi k somatické mutaci (hypermutaci) V segmentli Ig genu, a to jak tézkych, tak
lehkych fetézct (IgVH a IgVL) (Dyer M.J,, Oscier D.G., 2002). V podstaté jde o bodové
mutace, ke kterym preferencné dochdzi v CDR (complementarity determining regions)
oblastech /gV genti. CDR oblasti jak H, tak L polypeptidu tvoii po 3 smyckach. Smycky H
a L fetézcl tvoifi vzdjemnou apozici jakousi kapsu, do které je pohlcen antigen. Oblasti
CDRI1, CDR2 a CDR3 jsou kédovéany V subgeny (H i L fetézcl), pouze CDR3 oblast H
fetézce je kodovana genovym segmentem D a na néj zobou stran napojenymi N
sekvencemi. Tyto oblasti jsou mistem vlastniho styku membranového /g s antigenem. Tato
interakce s antigenem vede k mutacim V gent pro H i L fetézce, a to prave v jejich CDR
oblastech (Roitt .M., Delves P.J., 2001). Mutace jesté zvysi afinitu daného BCR ke svému
antigenu. Somatickymi mutacemi jeSt¢ narusta jiz tak velka rtiznorodost repertodaru /g gent
a jejich produktd. Po setkdni s antigenem B buinika rovnéZ pfestane exprimovat antigen

CD38.

Poslednim rekombinacnim procesem, ktery nastane kratce po hypermutaci, je
rekombinace DNA spojend s izotypovym piresmykem tiidy Ig (class switch) (Dyer M.J,
Oscier D.G., 2002; Hoftejsi V., Bartiinkova J., 2002; Roitt LM., Delves P.J., 2001). Pii ném
dochdzi k eliminaci rozsahlych ¢asti C genl - builka ireverzibilné ztrati genové segmenty
Cu a Co a zustane ji néktery ze segmenti Cy, Ca, eventudlné¢ Ce (Hotejsi V., Bartinkova
J., 2002; Roitt .M., Delves P.J., 2001) takZe nakonec exprimuje bud’ IgG, IgA, nebo IgE.

Dvé posledni zmény v DNA (tedy somatickd hypermutace a izotypovy piesmyk) maji
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spolecné to, Ze jsou pod kontrolou stejného enzymu — AICD (aktivaci indukované cytidin

deaminézy) (Dyer M.J,, Oscier D.G., 2002).

Po setkdni s antigenem zacne aktivovand B buiika signalizovat a proliferovat (blasticka
transformace). V germindlnim centru se tak tvoii morfologicky nezralé centroblasty. Jejich
zranim vznikaji centrocyty (Naylor M., Capra J.D., 1999; Damle R.N. et al., 2000) a jejich
dalsi diferenciaci pak vznikaji bud’ lymfoplasmocytoidni bunky a plasmocyty produkujici
volny Ig, anebo CD38 negativni pamétové B buiiky. Pamétové buiiky opusti germindlni
centra a osidluji extrafolikularni oblasti lymfatickych orgdni - margindlni z6nu
lymfatickych uzlin (pfedevSim subkapsuldrni oblasti), sleziny, subepitelidlni oblasti tonsil

a Peyerovy plaky, kde zajist'uji obranu proti patogentim bez potieby asistence T bunck.
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2.2. Etiologie

Etiologie je povazovdna multifaktoridlni, nicmén¢ je velmi pravdépodobné, Ze
dualezitou roli pii vzniku onemocnéni hraje ziskany geneticky defekt. U vétSiny pacient
(az v 82 %) sice l1ze modernimi metodami prokdzat cytogenetickou aberaci (Dohner H. et
al., 2000), ale nebylo nikdy potvrzeno, Ze by pravé tyto aberace byly primérni noxou pfi
rozvoji CLL. Na druhou stranu jiz u MBL byla ve vysokém procentu prokazana delece
13q14 (Rawstron A. et al., 2004), cozZ je zaroven nejcastéjsi cytogenetickd zmeéna u CLL.
Studuje se celd fada zmén také na drovni mutaci, miRNA a dalSich (Zhang S., Kipps T.J.,
2014). Nekteré prace vSak svédéi spiSe pro moznost geneticky fixované nachylnosti
k onemocnéni. Mezi né€ patii jiZ zminénd vysoka mira incidence CLL 1 MBL u nejblizsich
piibuznych pacienti s CLL (Caporaso N. et al., 2004). V experimentdlni oblasti byly
predloZeny zajimavé doklady o mozném defektu na drovni kmenové bunky (Kikushige Y.
et al., 2011). Neni zndmo, co je pti¢inou velmi riznorodé incidence onemocnéni v riznych
oblastech svéta u riznych etnik. Na rozdil od situace u akutnich leukémii a chronické
myeloidni leukémie, ionizacni zafeni patrné nezvysSuje vyskyt CLL. Ani mezi ozafenymi
atomovou bombou v HiroSim¢ a Nagasaki nebyl zaznamenéan zvySeny vyskyt CLL. Nejsou
zndmy z4adné 1ékové vlivy na vyskyt CLL a zatim nebyla prokdzdna ani virova etiologie
(Wiernick P.H., 1996). U imunodeficitt, at’ jiz vrozenych nebo navozenych 1écbou (napf.
potransplanta¢nich), byva vyssi riziko riiznych malignit v¢éetné lymfomii, nikoli vSak CLL.
Znacny vyznam se pfisuzuje antigenni stimulaci B bunék, at’ jiz exogennimi virovymi
nebo bakteridlnimi antigeny, tak i1 autoantigeny €i superantigeny, viz dile (Chiorazzi N. et
al., 2005; Ferrarini M., Chiorazzi N., 2004; 22 Caligaris-Cappio F., Ghia P., 2004;
Stevenson F.K., Caligaris-Cappio F. 2004).
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2.3. Patogeneze

Ze tii zakladnich patogenetickych mechanizm u malignich onemocnéni (to je poruchy
diferenciace a maturace, poruchy kontroly proliferace a poruchy apoptotickych dé&jt), se
u CLL uplatiiuje piedev§Sim posledni mechanizmus. Dochédzi postupné ke kumulaci
monoklondlnich B lymfocytl, které neproliferuji a setrvavaji v GO fazi bunééného cyklu.
Molekularni defekty umozZiujici témto bunkdm prfezit, jsou aberace v apoptotickych
drahdch a relativni pfevaha antiapoptotickych molekul (Mraz et al., 2010). U vétSiny
nemocnych s CLL byla zjisténa zvySend exprese antiapoptotického proteinu bcl-2 (Hanada
M. et al., 1993). Podle nékterych studii je pro pribeéh CLL kli¢ovy predev§im pomér
proteind bcl-2 (antiapoptoticky protein) a bax (proapoptoticky protein) (Munk Pedersen I,
Reed J., 2004), zatimco jind studie vyznam poméru bcl-2/bax nepotvrdila (Kitada S. et al.,
1998). Navic Kitada a kolektiv provedli rozsdhlou analyzu exprese proteint rodiny Bcl-2
(bcl-2, mcl-1, bax, bak, baf) ve vztahu k odpovédi CLL buné¢k na terapii chlorambucilem a
fludarabinem, a prokdzali nejsilnéjSi asociaci rezistence s expresi antiapoptotického
proteinu mcl-1. Z terapeutického hlediska, inhibitory exprese blc-2 a mcl-1 také
predstavuji jednu ze slibnych oblasti pro vyvoj novych lé¢ebnych latek (Pleyer L. et al.,
2009).

Také diferenciace CLL buné€k je mirn¢ atypickd. Uchovévaji si expresi né€kterych
znaki, které jsou obvyklé u normélnich T bunck. Jde o expresi znaku CD5 a rovnéz o
expresi intracelularniho proteinu ZAP-70 - 70 kDa tyrozinové kinazy (Caligaris-Cappio F.,
Ghia P., 2004), kterd je spojena se { fetézcem CD3 molekuly a podili se na tvorbé T-
bunécného receptoru pro antigen (TCR) u T a NK bun¢k (Chiorazzi N. et al., 2005;
Ferrarini M., Chiorazzi N., 2004; Keating M.J. et al., 2003). ZAP-70 nebyva exprimovin
v normalnich B buiikéch, ale byl zjistén v CLL buiikdch a v nékterych bunécnych liniich B
lymfomt. Vyrazné vice ZAP-70 proteinu exprimuji CLL s nemutovanymi IgVH geny.
ZAP-70 u nich zesiluje signalizaci BCR pfi stimulaci povrchového IgM, kterd vede ke
zvySeni fosforylace proteinu syk (Keating M.J. et al., 2003; Chen L. et al., 2005). Jista
ptibuznost CLL bun¢k s T fadou opraviiuje hypotézu, Ze primarni noxa u CLL se muize
odehravat jiZ na urovni lymfoidni progenitorové bunky spolecné pro B i T fadu (Caligaris-
Cappio F., Ghia P., 2004). Tato bunika vSak neztratila schopnost diferenciace a maturace

alespon do té miry, Ze je schopna vytvoftit funkéni BCR.
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SloZitou problematikou je uloha mikroprostfedi lymfatické tkan¢ nebo kostni dien€.
Mikroprostiedi velmi zdsadné ovliviiuje jak proces apoptdzy, tak i proliferace. Uplatiuji
zde svlj vliv stromdlni buiiky kostni dfené, folikularni dendritické buiiky, a tak zvané
oSetfovatelské bunky (nurse-like cells) zase chrani leukemicky klon pfed spontdnni
apoptézou napiiklad prostfednictvim sekrece riznych chemokini (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-13, G-CSF, IFN-a, IFN-y, TNF-a) (Caligaris-Cappio F., Ghia P., 2004). T bunky
exprimuji CD154 (ligand pro CD40), coz je aktivacni antigen CLL bunék a vazbou tohoto
ligandu je stimulovdna proliferace (Caligaris-Cappio F., Ghia P., 2004; Schattner E.J.,
2000). Dalsim mechanizmem zvySeného ptezivani CLL bunck muze byt konstitutivni
aktivace signdlni drahy pro preziti bunck, napiiklad NFkB (Munk Pedersen I., Reed J,
2004). Stézejni vyznam mikroprostiedi pro pteziti CLL bun¢k je patrny pfi jejich kultivaci

in vitro, kde bez kontaktu s podpirnymi buiikami spontdnné umiraji.
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2.4. Heterogenita priibéhu onemocnéni a prognostické faktory

Dighiero (Dighiero G. et al., 1991) popisuji 3 typy CLL:

1. pomérné rychle progredujici,
2. pomalu progredujici,
3. doutnajici typ onemocnéni.

Do kazdého typu pribéhu onemocnéni spadd zhruba tfetina nemocnych. U vétSiny
pacientll razné rychle narastd absolutni mnozstvi lymfocyti v periferni krvi. ZvétSuji se
uzliny, slezina a mén¢ Casto jatra, zvySuje se infiltrace kostni dfené. U progresivnéjsich
forem je utlacovdna normdlni hematopoeza, vyviji se anemie a trombocytopenie, zvySuji se
hladiny LDH a B2-mikroglobulinu v séru (Rozman C., Montserrat E., 1995). Postupem
Casu progreduje i imunodeficit a vzristd frekvence komplikaci, pfedevsim infek¢nich,
které jsou nejcastéjsi pricinou umrti u pacientti s CLL (Oscier D. et al., 2004). Jen mensi
pocet pacientii zemie bezprostiedné ndsledkem transformace onemocnéni v agresivnéjsi
typ lymfoproliferace (Richteriiv syndrom). Vzhledem k incidenci CLL ve vyS$im véku a
dlouhému medidanu preziti vSak téméf polovina pacientll zemife na onemocnéni
myeloidni leukemie (Rozman C., Montserrat E., 1995). U nezanedbatelné Casti pacienta s
CLL nedojde nikdy k vyraznéjSim symptomlm, progrese onemocnéni je takika nulovd
anebo velice pomald a nemocni nepotiebuji nikdy zZadnou antileukemickou 1écbu. Medidn
preziti téchto pacienti miZe byt delSi nez 25 let a onemocnéni jim nezkrati Zivot. Tato
forma CLL byvé n€kdy oznacovéana jako indolentni (doutnajici) (Dighiero G. et al., 1991;
Han T. et al., 1984; Molica S. et al., 1995). Priibéh lze dopiedu vétSinou odhadnout podle

prognostickych faktorti — viz niZe.

Pro hodnoceni dosazené pokrocilosti onemocnéni - klinicky staging, se jiz od roku
1975 ukazuje jako velmi uzitecny systém podle Raie (Rai K.R. et al., 1975). Ten rozdéluje
pacienty do 5 prognostickych skupin (0-IV) podle pfitomnosti zvétSenych uzlin (bez
ohledu na to, v kolika anatomickych oblastech), zvétSenych jater a sleziny, pfitomnosti
anemie a trombocytopenie. Podobny systém o 5 stadiich byl ve Francii navrZzen Binetem a
spolupracovniky (Binet J.L. et al., 1977), ktefi pozdéji tento systém na zdkladé
multivariantni analyzy prognostickych faktorti zjednodusili a navrhli systém o 3 stadiich,

oznacovanych A-C (tabulka 2) (Binet J.L. ef al., 1981).
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Tabulka 2. Klinicky staging CLL dle Raie a dle Bineta a jeho prognosticky dopad

podle ptivodnich publikaci.

. . s c ey Median
Systém Skupina Stadium Klinické rysy preziti
Nizké riziko 0 Pouze lymfocytéza > 150
. Lymfocytéza + zvetSené uzliny 101
Stfedni riziko - -
Rai II Lymfocytéza + zvétSend jatra nebo slezina 71
o I Lymfocytéza + anemie (Hb < 11, Hkt < 33) 19
Vysoké riziko -
v Lymfocytéza + trombopenie (< 100) 19
A Postizeni < 3 oblasti (Hb > 10, Tr > 100) nesnizen
Binet B Postizeni 3 a vice oblasti (Hb > 10, Tr > 100) 94
C Anemie nebo trombopenie (Hb < 10, Tr < 100) 24

Hladina hemoglobinu (Hb) v g/dl, po¢ty trombocytt (Tr) x 10/1.

Vzhledem k tomu, Ze je populace stdle Castéji laboratorné vySetfovana, roste béhem let
podil pacientl, u nichZ se zachyti CLL ndhodou, kdy je onemocnéni stéle jesté v inicidlnim
stddiu a je asymptomatické — toto indolentni obdobi muiiZe trvat mnoho let. Pro predikci
prognostickych markert, jeZ umoziiuji odlisit v casném stadiu choroby skupinu pacientd, u

kterych Ize o¢ekdvat mirny pribeh od skupiny s rychle progredujici nemoci.

Pokrocilost onemocnéni muze odraZzet napiiklad co nejptesnéjsi kalkulace celkové
nadorové ndloze (total tumor mass, TTM) TTM skoére (to je 2. odmocnina poctu lymfocyt
+ velikost nejvétsi uzliny + piesah sleziny pies zeberni oblouk v cm) (Jaksi¢ B., Vitale B.,
1981). Hodnota skore >9 je spojena s horsi prognézou. DalSim vyznamnym prognostickym
kritériem je histopatologie kostni dfené (Pileri S.A. et al., 2004; Rozman C. et al., 1981;
Pangalis G.A. et al., 1984). Pacienti s noduldrnim/intersticidlnim/smiSenym typem
infiltrace Ziji podstatn¢ déle, nez ti s difuznim typem. Dal$i prognostické markery vyjadiuji
spiSe aktudlni rychlost progrese onemocnéni v daném okamziku. Sem patii napiiklad Cas
zdvojeni absolutniho poctu lymfocyti (zdvojovaci ¢as lymfocyti LDT, rozhrani 1 rok, dle
nc¢kterych pul roku), mitoticky index a dalsi markery proliferace, napiiklad exprese
proliferatniho nukleoldrnitho antigenu (PCNA), proliferacniho Ki-67 antigenu,
biochemické markery (zvySeni sérové hladiny laktadehydrogenédzy - LD, thymidin kindzy

-s-TK, B2-mikroglobulinu, uratt). Imunofenotypovych markerii byla popsdna tada, z nichz
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nejpouzivanéjSimi je negativni prognosticky dopad exprese CD38 a ZAP-70 (Hamblin T.J.
et al., 2002; Orchard J.A. et al., 2004; Crespo M. et al., 2003; Rassenti L.Z. et al., 2004;
Wiestner A. et al., 2003).

Literarni udaje sved¢i pro to, Ze rovnéz délka telomér a aktivita enzymu telomerazy
maji vztah k prognéze a odpovédi na terapii a tyto dva parametry fadi mezi potencidlni
prognostické faktory u pacienti s CLL (Roos G. et al., 2008). Teloméry jsou koncové
struktury chromosomil, tvofené repetitivnimi DNA sekvencemi (TTAGGG), a
specifickymi proteiny, vazicimi se k DNA. Jejich zdkladni dlohou je udrZovani stability
chromosomu, ochrana pfed degradaci nukleotidi a koncovymi fizemi chromosomt,
uplatiuji se rovnéz pii kontrole replikace buiky. Primérnd délka lidskych telomér se
pohybuje v rozmezi 5-15 kbp, pti kazdém bunééném déleni dochédzi ke zkracovani telomér
v diisledku nekompletni replikace linedrnich koncti chromosomi. KdyZ zkraceni telomér
dosdhne kritického bodu (3—4 kbp), burika jiZ neproliferuje, dochézi ke starnuti a apoptoze.
Predpokldda se, Ze ke zvySenému zkracovani telomér dochdzi v pribéhu maligni
transformace buiniky co by dusledek nestability DNA. Alterované bunky se zkricenymi
telomérami jsou rychle eliminovany, avSak malé mnozstvi mize piezivat a dat tak vznik
klonu se zvysSenou proliferacni aktivitou (Blackburn E.H., 2001; Iwama H. et al., 1998). To
je obvykle provdzeno aktivaci enzymu telomerdzy — reverzni transkriptdzy, syntetizujici
telomerické oblasti. Zatimco ve zralych bunkach je aktivita telomerdazy velmi nizka,
pfiblizn¢ v 90 % solidnich nddorli byla prokdzdna zvySend aktivita tohoto enzymu, coz

patrn¢ piispiva k procesu nddorové transformace buiikky (Hiyama E., Hiyama K., 2007).

Dilezity z hlediska prognostiky CLL je mutacni stav daného IgVH genu, ktery
predstavuje procento odliSnosti nukleotidli zachycené podrodiny IgVH ve srovnani s jeji
germindlni linii, tedy stavem pfed somatickou mutaci. Za mutované (M-CLL) se povazuji
CLL s > 2 % mutaci IgVH genu, zatimco nemutové (unmutated = U-CLL) jsou CLL s 0-2
% mutaci (Stilgenbauer S. et al., 2002; Damle R.N. et al., 1999; Hamblin T.J. et al., 1999).
Nemutovany stav IgVH (IgVH stejné nebo velice podobné germindlni sekvenci) je spojen
s hor§i prognézou, tedy s krat§im preZitim pacientt s CLL (Schwarz J. et al., 2006;
Hamblin T.J. et al., 2002; Orchard J.A. et al., 2004; Crespo M. et al., 2003; Rassenti L.Z.
et al., 2004; Wiestner A. et al., 2003).

Dalsi faktory mohou byt spiSe funkci biologické povahy nddoru (CLL), a na tomto poli

si vyznamné postaveni ziskala molekularni cytogenetika.
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2.4.1. Cytogenetika

Problematikou vyznamu cytogenetickych analyz u CLL jsme se zabyvali

v ¢eském piehledovém ¢lanku (Berkova a Michalova, 2010 - Piiloha 1).

CLL se vyznacuje ptitomnosti klondlnich chromosomovych aberaci, a to castéji
kvantitativnimi zménami v DNA sekvencich spiSe nez balancovanymi translokacemi. Tyto
aberace jsou obtizn¢ detekovatelné pomoci pruhovacich technik pfi klasickém
cytogenetickém vySetieni vzhledem k nizkému mitotickému indexu patologickych B-
lymfocytii a k jejich Casto kryptickému charakteru. Prvotni prace popisujici stimulaci
déleni CLL bunék B-mitogeny (naptiklad Dextran sulfat — DxS, Epstein-Barr virus - EBV,
lipopolysacharid z Escherichia coli — Eco LPS, pokeweed mitogenem - PWM,
tetradekanoylforbolacetdat — TPA, fytohemaglutinin - PHA) pro ziskdni informativnich
mitos v cytogenetickych kultivacich se objevily na konci 70. let. Timto postupem byla na
pocatku 80. let odhalena prvni rekurentni chromosomovd zména u CLL - trisomie
chromosomu 12, dale delece chromosomové oblasti 13ql4 a prestavba 14q32.
S dal8$im rozvojem jak molekularné cytogenetickych (fluorescenc¢ni in sifu hybridizace —
FISH, komparativni genomova hybridizace - CGH a hlavné jeji Cipovd varanta —
arrayCGH nebo aCGH), tak i kultivatnich metod (stimulace ligandem CD40 nebo
imunostimulaénimi CpG oligonukleotidy v kombinaci s interleukinem IL-2) byly
identifikovany dalsi rekurentni chromosomové aberace - delece 17p13, 11g22.3, 6921 a

trisomie 3926 a 8q24.

Zejména metoda FISH zaznamenala na ptelomu 80. a 90. let pritlom ve studiu zmén na
urovni DNA tim, Ze umozZnila analyzu genomovych odchylek i v interfaznich jadrech.
Zasadni préci publikovali v roce 2000 Hartmut Dohner a kolektiv (Dohner H. et al., 2000).
V této studii sledovali nejen Cetnost vyskytu vSech diive popsanych aberaci u 325 pacientii
s CLL metodou interfazni FISH, ale také korelovali jednotlivé molekularné cytogenetické
ndlezy s klinickymi parametry a prabéhem onemocnéni. Definovali pét rozdilnych
kategorii na zdklad¢ vysledk FISH analyz: delece 17p, delece 11q, trisomie 12, normalni
nalez a delece 13q. U jednotlivych skupin se zdsadné liSil medidn celkového preziti (OS),

jak ukazuje tabulka 3.
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Tabulka 3. Piehled nejcastéjSich chromosomovych aberaci se stru¢nou

charakteristikou jednotlivych zmén (podle Dohner H. et al., 2000).

Chromosomova Frekvence
aberace zjisténa metodou | OS | TFS Gen Klinicky vyznam
FISH (%)
Delece 11g22-q23 10-20 79 13 ATM lymfadenopatie
Trisomie 12 10 - 25 114 33 neznamy ?
Delece 13q14 40 - 60 133 | 92 | miRiSa miRie.] | ‘M Priznivd
progndza
Delece 17p13 10-15 32 9 TP53 chemorezistence

OS - overall survival, celkové preZiti; TFS — treatment free survival, doba do zahdjenf terapie

Kli¢ova byla hlavn¢ identifikace vysoce rizikové skupiny pacientl s deleci 17p13.1 a
11g22.3 (tak zvanych high-risk deleci). Toto hierarchické prognostické rozd¢€leni je platné
dodnes, pficemz pii kombinaci vice nalezenych aberaci rozhoduje o zatazeni do rizikové
skupiny ta nejneptiznivéjsi. Tyto vysledky byly nezdvisle potvrzeny dalSimi studiemi
(Dewald G.W. et al., 2003; Shanafelt T.D. et al., 2006). Nutno zminit, Ze Zadna z téchto
Ctyf aberaci neni specifickd pro CLL, a muaze tak byt detekovdna u vSech typl

lymfoproliferativnich malignit.
2.4.1.1. Delece 13q14

Delece dlouhych ramen chromosomu 13 je viibec nejcastéjsi chromosomovou zménou,
kterd se vyskytuje u vice nez 50% pacientii s CLL, z toho asi u tfetiny jeSté spolecné s dalsi
aberaci. Zatimco ostatni rekurentni delece analyzované u této choroby jsou v naprosté
vétsin€ monoalelické, delece 13q14 je asi u Ctvrtiny nemocnych detekovéna jako bialelicka
nebo jako kombinace monoalelické i1 bialelické. Nékolik studii jednoznacné potvrdilo, Ze
monoalelickd delece 13q14 pfitomnd jako jedind aberace predikuje piiznivy prubéch diky
velmi pomalé progresi choroby, dokonce jest¢ piiznivéjSi nez normdlni ndlez vSech
sledovanych lokust (Dohner H. et al., 2000). Prognostickou implikaci bialelické delece
13q14 se mnoho publikaci nezabyva, nicméné jedna studie stejn€ pozitivni prognosticky
dopad, jaky mé samostatnd monoalelické delece 13q14, vyvraci (Chena C. et al., 2008).
Rozsah delece a mista zlomu se u jednotlivych nemocnych mohou lisit, av§ak delece vzdy
zahrnuje pruh 13q14.3. Cetnost deleci a ztrita heterozygosity v oblasti 13q14 u pacienti

s CLL ukazuje na mozZnou inaktivaci nadorového supresorového genu, ktery ma
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signifikantni ulohu v patogenezi CLL, avSak stale nebyl nalezen. Prvni studie byly
zamefeny na prukaz piitomnosti ¢i ztrity RB-1 genu, ktery je v oblasti 13ql4.3
lokalizovan. Pomoci FISH vSak byla monoalelickd delece RB-I genu prokdzdna pouze u
21% nemocnych (Dohner H. et al., 1994) a homozygotni delece byla detekovdna jen
sporadicky (Liu Y. et al., 1992). Ani dalsi studie jinych kandidatnich tumor-supresorovych
genli neprokdzaly jasnou souvislost s etiopatogenezi choroby. Stdle vice pozornosti je
vénovano malym nekdédujicim micro-RNAs (miR-15a a miR-16-1) lokalizovanym v této
oblasti a jejich potencidlnimu vlivu na regulaci exprese antiapoptotického proteinu bcl-2

(Cimmino A. et al., 2005).
2.4.1.2. Trisomie 12

Nejcastéjsi klondlni numerickou zménou u CLL je trisomie chromosomu 12, ktera je
detekovdna u 10-25% pacientd. Ackoli byla trisomie 12 identifikovana jako tplné prvni
rekurentni aberace u této choroby, jeji prognosticky vyznam zlistava stile nejasny i pies
mnoZzstvi publikovanych studii. Byla napiiklad prezentovana spojitost této aneuploidie
s atypickou morfologii a CD5 negativitou, se zvySenym prolymfocytarnim zastoupenim,
s pokrocilejsSim onemocnénim, geografickou variabilitou a krat$i délkou celkového preziti,
zatimco jiné studie tato pozorovani nepotvrdily (Matutes E. et al., 1996; Nair C.N. et al.,
1998; Dewald G.W. et al., 2003; Juliusson G., Gahrton G., 1990; Hamblin T.J., 1997; Auer
R.L. et al., 1999; Lazaridou A. et al., 2000; Stilgenbauer S. et al., 2002). Stejn¢ tak snahy
objevit zodpovédné geny byly neudspé$né, i kdyz variantni ndlezy parcidlnich trisomii
chromosomu 12 u nékterych pacientli odpovidaji hypotéze, Ze geny dilezité v patogenezi
choroby jsou lokalizovany na dlouhych ramenech, a to v oblasti 12q13 az 12qter. Nicmén¢
u zde lokalizovanych onkogent k-ras-2, int-1, MDM-2 ani u reguldtoru bunécného cyklu
CCND2 nebyl vyznam v etiopatogenezi CLL prokdzdn (Haidar M.A. et al., 1997).
V posledni dobé¢ je zvazovan epigeneticky mechanismus vlivu trisomie chromosomu 12.
Zucchetto A. et al. (2013) popsali overexpresi CD49d (podjednotky integrinu se zdsadni
roli v mikroprostiedi CLL) u pacienti s trisomii 12 a dokladuji, Ze tato exprese je

regulovana v zavislosti na metylacnim profilu kédujiciho genu.
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2.4.1.3. Delece 11q

Delece 11g22-q23 se vyskytuje u 10-20% nemocnych s CLL (Dohner H. et al., 1997) a
jiz bylo zminéno, Ze spolu s deleci 17p13 (zahrnujici gen TP53) ptedpovidd rychlou
progresi onemocnéni a tedy velmi Spatnou prognézu. Ve snaze najit aberovany tumor-
supresorovy gen souvisejici s patogenezi CLL se molekuldrni studie deletované oblasti
11922-g23 zaméfily na gen ATM (11922.3-q23.1), vzhledem k vysoké incidenci
lymfoidnich malignit u osob s autozomdlné¢ recesivné¢ dédicnym syndromem
chromosomové nestability - ataxia teleangiectasia (AT). Co vic, protein ATM pisobi
v signalizacni drdze odpovédi na poSkozeni DNA upstream od p53 (tedy fosforyluje
proteiny p53, BRCA1, H2AX, cAbl, chkl atp.) a bylo prokazano, ze defekty ATM mohou
vést k naruseni p53-dependetni apoptotické cesty (Pettitt A.R. et al., 2001). Nicméné
zména Ci uplnd absence ATM genového produktu zdvisi na mutaénim stavu druhé,
nedeletované alely genu ATM. Studie mutacni analyzy ATM u 72 piipadi s CLL a
heterozygotni deleci 11g22.3 odhalila mutaci zachované alely v 36% (s vyvojem choroby
se toto procento zvysuje) a potvrdila piedpoklddanou in vitro rezistenci téchto bunck
k cytotoxickym chemoterapeutikiim (Austen B. et al., 2007). Dalsi zajimava studie se
zabyvala mimo jiné testovdnim in vitro sensitivity CLL bunék sdeleci 11q22.3
k purinovému analogu fludarabinu a porovnanim s reakci p53-defektnich bun¢k, u kterych,
jako jedinych, byla prokdzéana signifikantni rezistence (Cejkova S. et al., 2009). Defekty
v genu ATM tedy nejsou zcela ekvivalentni vytazeni p53, nebot’ v bufice existuji i jiné
mechanismy aktivace p53. Z klinického pohledu maji pacienti s deleci 11q znacnou

lymfadenopatii, jsou mladsiho véku a jsou to ¢asteji muzi.
2.4.1.4. Delece 17p13

Molekularné genetické studie jednoznacné potvrdily ilohu tumor-supresorového genu
TP53 u CLL pacientii s monoalelickou deleci 17p, jejiz ¢etnost stanovend metodou FISH
se pohybuje vranych stiddiich mezi 5-7 %, ovSem u pokrocilych a rezistentnich
onemocnéni dosahuje az 40 %. Na rozdil od situace popsané u delece genu ATM, mutace
nedeletované alely genu 7P53 se vyskytuje u naprosté vétSiny nemocnych, ackoli mutace
bez delece a vice versa maji stejné Spatny prognosticky dopad (Zenz T. et al., 2008).
Pacienti s p53 abnormalitami velmi brzy progreduji (do 1 az 2 let od diagn6zy), maji
nejkratsi celkové preziti (3-4 roky) a umiraji témét vZdy v souvislosti s onemocnénim.

Vzhledem k tomu, Ze terapie purinovymi analogy (napiiklad fludarabinem) a alkyla¢nimi
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latkami (naptiklad chlorambucilem) je zaloZena na p53-dependentni apoptéze, pacienti
s deleci / inaktivacni mutaci genu TP53 jsou na takovou lécbu refrakterni. Navic je
pritomnost defektu p53 také spojena s transformaci CLL do agresivnéjSich malignit (tak
zvany RichterGiv syndrom) (Rossi D., Gaidano G., 2009). Efekt chybéni byt i jedné alely
TP53 demonstruje vzicny autozomdlné dominantné dédicny Li-Fraumeni syndrom
predisponujici jedince k ¢asnym nddorovym onemocnénim rizného pivodu (leukémie,
sarkomy, osteosarkomy a nddory prsu) a na druhou stranu, u mnohych malignit byla

nalezena inaktivace proteinu p53. Obecné plati, Ze u jakéhokoli nddorového onemocnéni,

/////

2.4.1.5. Ostatni chromosomové zmény

Termindlni nebo intersticidlni delece 6q jsou relativné ¢asto detekovany u lymfoidnich
proliferaci obecné (u akutni lymfoblastické leukémie - ALL, NHL, SLL/CLL,
prolymfocytarni leukémie - PLL, MM). Mezi dal§imi genomovymi aberacemi je zmnoZeni
2p, parcidlni nebo dplnd trisomie chromosomu 3, 8 nebo 18, a s vyvojem novych metod i
jejich rezolu¢nich schopnosti 1ze predpokladat, ze bude popsano mnoho dal$ich. Diivodem,
pro¢ ani jedna z téchto zmén nebyla zatim pfijata mezi prediktivni faktory, je fakt, Ze se u
CLL vyskytuji vzacné (u méné nez 5% nemocnych), pfi¢emZ rozsah postiZené
chromosomové oblasti se v jednotlivych publikacich vice ¢i méné lisi, stejné jako
prognosticky vyznam. V neposledni fad¢ se prozatim nepodatilo identifikovat geny

dilezité v patogenezi tohoto nddorového onemocnéni.

Otédzkou Cetnosti a vyznamu strukturnich cytogenetickych abnormalit oblasti 14q32.33

(IgH) u CLL popisovanych v literatufe se zabyvame dale.

Na rozdil od mutaéniho stavu IgVH, ktery se neméni, jedné-li se o klondln¢ stejné
onemocnéni (Stevenson F.K., Caligaris-Cappio F., 2004), cytogenetické aberace mohou
byt ziskdny kdykoli v priibéhu onemocnéni. Klondlni vyvoj (KV), zjistény opakovanym
vySetfenim metodou FISH je Castéjsi, nez se piivodné piepokladalo (Shanafelt T.D. et al.,
2006). Tento jev je obzvlast dilezity v piipad€, Ze nasledna FISH odhali zisk high-risk
aberace (deleci ATM nebo TP53 genu), kvili negativnimu vlivu na tG¢innost 1é¢by (Byrd
J.C. et al., 2006). Tim vyvstala otdzka, zda se dd podle pouZivanych prognostickych

faktort predvidat vyvoj CLL klonu u pacientd z urcitych rizikovych skupin.
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2.5. Terapie

Rai a Binetlv stdZovaci klinicky systém a tradi¢ni prognostické markery (TTM, typ
infiltrace kostni diené¢, LDT, s-TK, P2-mikroglobulin) vyjadiuji nddorovou ndloz u
pacienti s pokrocilou CLL, ale neposkytuji Zadnou informaci o variabilité klinického
prabehu, nejsou tedy pouzitelné pro predikci rychlé progrese u pacientii v casném stadiu
onemocnéni (Rai 0/1, Binet A). 80-90 % nemocnych je diagnostikovdno pravé v ¢asnych
stddiich a asymptomatiCti pacienti mohou Zit roky bez potieby specifické terapie - ptistup
watch and wait (Hallek M. er al., 2008). Od 70. let do soucasnosti vedly pokroky
v samotné 1écbé CLL i v podpturné terapii k vyznamnému prodlouzeni Zivota (Thurmes P.
et al., 2008). Chemoimunoterapeutickym rezZimem volby, zahrnujicim purinovy analog
fludarabin, alkylacni ¢inidlo cyklofosfamid a monoklondlni protildtku anti-CD20 rituximab
(rezim FCR), Ize dosdhnout kompletnich odpovédi u 72 % pacientti (Tam C.S. et al., 2008;
Hallek M. et al., 2010). U pacientii s deleci genu ATM bylo prokdzino, Ze zahrnuti
cyklofostamidu do 1écebného rezimu vyrazné zlepSilo prognézu (Catovsky D. et al., 2007,
Hallek et al., 2010), zatimco u deleci TP53 se odpovédi na 1écbu stile nedaii vylepsit a
nckteré prace navrhuji sméfovat tuto skupinu rovnou k alogenni transplantaci (Catovsky D.

et al., 2007; Dreger P. et al., 2007).

Lécba chemoimunoterapii s sebou vSak nese také nezanedbatelnou toxicitu, proto
rozhodnuti koho 1éCit a kdy se stavd tim nejzdsadnéjSim (Bazargan A. et al., 2012).
V tomto odhadu agresivity choroby pomahaji nové ovétené biologické markery (mutacni

stav IgVH, chromosomové aberace), a seznam téch potencidlnich stéle roste.
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1.

3. Cile prace

urcit frekvenci cytogenetickych a molekuldarné cytogenetickych aberaci v naSem souboru
nemocnych s CLL/SLL; porovnat nalezy s vysledky prognostickych markert a s klinickym
prabéhem nemoci; urcit klinicky vyznam ndlezu aberaci IgH genu; vyhodnotit, zda nilezy
interfazni fluorescenéni in situ hybridizace z periferni krve maji dostaCujici vypovédni

hodnotu ve srovnani s ndlezy karyotypu kostni diené¢ konvencni cytogenetickou analyzou

Hypotéza: Vysledky molekuldrné cytogenetické metody FISH s panelem sond zamétenym
na Ctyii nejCastéjsi aberace u CLL a aberace genu IgH poskytuji vice informaci nez
konvenéni cytogenetika, at’ jiz kvili kryptickému charakteru aberaci nebo sledovéni, Ze se
buiiky naddorovych lymfoproliferaci ve standardnich cytogenetickych kultivacich vétSinou

nedéli.

2. vyznam vyvoje klonu u CLL

3.

4.

Hypotéza: U opakovanych odbérii nemocnych v pribéhu choroby neziidka dochéazi ke
vzniku dalSich aberaci a tento vyvoj je rtizny. Nazory v literatufe se riizni, proto jsme se
také zabyvali otdzkou, zda lze tento klondlni vyvoj ocekdvat u nemocnych s uritym

rizikovym profilem a jaky méd dopad na celkové pieziti.
vyznam délky telomér a telomerazy u CLL

Hypotéza: Pro CLL je charakteristickda akumulace klonu morfologicky zralych lymfocytu.

YV _ 2

V citované literatuie se uvadi, Ze délka telomér je ukazatel bunécného obratu a aktivita
telomerazy je ve zralych buitkdch velmi nizkd. Analyzovali jsme tudiZ, zda lze tyto dva

parametry zafadit mezi prognostické faktory u CLL.
ovéfit vyznam molekuldrné cytogenetickych metod u dalSich jednotek NHL

Hypotéza: Ndlezy maji vyznam pro diagndzu, diferencialni diagnostiku a prognézu.
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4. Material a metody

4.1. Soubor pacientii

Od roku 1996 do konce roku 2013 bylo na nasem pracovisti vySetfeno 1686 pacientl
(984 muzi a 702 Zen, medidn véku 64 let v rozmezi 32 az 90 let) s diagnézou suspektni
CLL/B-NHL. Vcetn¢ opakovanych odbérti jsme provedli celkem 2370 cytogenetickych

a/nebo molekuldrné cytogenetickych analyz.

V predklddané préci jsme hodnotili v priibéhu Casu riizné soubory nemocnych, tak jak

vyplyva z vysledkt jednotlivych kapitol.

4.2. Klasicka cytogeneticka analyza

Vzorky KD byly zpracovdny podle standardnich cytogenetickych postupli po 24
hodinové kultivaci v médiu RPMI 1640 s pfidavkem 10% fetdlniho teleciho séra bez
pouziti mitogenu (kolcemid, hypotonie — 0.075M KClI, fixace — metanol : kyselina octova
3:1). Fixovand bunécnd suspenze byla nakapdna na podlozni skla. Pro cytogenetickou
analyzu byla pouZzita metoda G-pruhovani, vyhodnoceni bylo provedeno pomoci
pocitacové analyzy obrazu IKAROS od firmy MetaSystems (MetaSystems, Altlussheim,
Germany). U kazdého nemocného bylo v pfipadé dostatecného mnozstvi délicich se bunck

vyhodnoceno 20 mitos a popsén vysledny karyotyp.

4.3. FISH

U prepardtt KD (viz 4.2.) byla provedena i molekuldrn¢ cytogenetickd metoda
fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH), zatimco u natérii periferni krve (PK) byla
provedena pouze FISH (odbéry periferni krve zpracovavame bez kultivace a nédsledného

zruseni déliciho vieténka kolcemidem, v suspenzich tedy nejsou mitosy).

Preparéty ze vzorkl periferni krve byly pfipraveny bez piedchozi kultivace, bunéna
suspenze byla po ptisobeni hypotonického roztoku a fixace piimo nakapdna na podloZni

skla.
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Velmi tenké fezy (tloustka okolo S5um) bioptického materidlu fixovaného ve
formalinu, zalitého do parafinu, byly nejprve deparafinizovany xylenem. Po pretreatmentu
nasledovalo natrdveni protedzou (doba tradveni zdvisi na typu tkan¢), dofixovani

v pufrovaném formalinu a skla byla pfipravena k hybridizaci..

Metodou FISH za pouziti panelu komer¢né dostupnych DNA sond (CEP12, LSI
D13S319/LSI 13q34, LSI TP53, LSI ATM, IgH BA, BCL6 BA, MYC BA, BCL2/IGH
DF, CCND1/IGH DF, MYC/IGH DF; Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA), byla
analyzovéna piitomnost trisomie 12, delece chromosomové oblasti 13q14.3, delece gent
TP53 a ATM (dale ,,CLL FISH panel), eventudlné¢ zlomu gent IgH, BCL6 a MYC, a
translokaci t(14;18)(q32;921), t(11;14)(q13;932) a t(8;14)(q24;q32). Pro detekci zlomu
genu IgH byla pozdéji pouzivana sonda ON IGH (14q32) Brake probes (Kreatech
Biotechnology, Amsterdam, Holandsko). Pfi FISH analyzdch jsme postupovali podle
navodi doporucenych vyrobci piislusnych DNA sond. Buiiky byly podbarveny DAPI (4,6-
diamid-2-fenylindol). U kazdé hybridizace bylo hodnoceno 200 interfaznich jader. Obraz
z fluorescencniho mikroskopu Axiolmager Z1 (Zeiss, Jena, Némecko) byl zpracovan

softwarem ISIS od MetaSystems.

Hladina vyznamnosti, od které povazujeme ndlezy ze suspenzi za pozitivni (cut off),
byla stanovena vysetfenim 10 osob s normdlnim karyotypem (hodnota priméru +3 SD) na
5 % u deleci a 2,5 % u trisomii, zlomi (sondy typu break-apart) a translokac¢nich sond typu
dual-fusion (Sindelafova L. et al., 2005). U hodnoceni FISH na parafinovych preparitech

je kli€ové najit patologem popsany infiltrat.

Schémata pouzivanych sond CLL FISH panelu a jednotlivé typické ndlezy

v interfaznich jadrech jsou na obrazcich 5 a 6.
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Obrazek 5. Prvni FISH s kombinaci sond pro detekci intersticidlni delece 13q14.3 a
trisomie chromosomu 12. a) Schéma a znaCeni sond na chromosomech 12 a 13,
pouZivanych v prvni hybridizaci (Abbott Molecular™). b) normdlni nilez, c) monoalelick4
delece 13q14.3, d) bialelickd delece 13ql14.3, e) trisomie 12. Zapisy GRB v obrézcich:

pocty signdlli G = zelenych, R = ¢ervenych, B = modrych.

@
13g14.3
g
13

CEP = centromere enumeration probe - centromericka sonda

5a)

_12p11.1-q11 CEP 12

12

5b)

Normailni nalez 12/13q
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5¢)

Moncalelicka delece 13q14.3

5d)

Bialelicka delece 13914.3
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5e)

Trisomie 12

Obrazek 6. Druha FISH s kombinaci sond pro detekci delece genu ATM a delece genu
TP53. a) Schéma a znaceni sond na chromosomech 11 a 17, pouzivanych ve druhé
hybridizaci (Abbott Molecular™). b) delece genu ATM, c) delece genu TP53. Zapisy GR

v obrézcich: pocty signéli G = zelenych, R = Cervenych.

6a)

._1?{)13.1 L3l TFPS3

11022.3 LSI ATM

17

LSI = locus specific identifier — lokus-specifickd sonda
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6b)

Delece genu ATM

Delece genu TP53
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4.4. Analyza délky telomér

Mononuklearni buiniky byly ziskdny centrifugaci v separathim médiu o hustoté
1,077g/1 (Ficoll-Paque®, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédsko) z periferni
krve u vSech 66 nemocnych. Kontaminujici proteiny byly enzymaticky nastépeny a
odstranény vysolenim. Vysokomolekuldrni DNA byla pak z vodného prostfedi ziskdna
precipitaci ethanolem (modifikovand metoda dle Millera). Délka telomér byla urcena
metodou Terminal Repeat Fragment (TRF) za pouziti neradioaktivni chemiluminiscen¢ni
techniky. Purifikovand DNA byla Stépena restrikénimi enzymy Hinfl a Rasl, fragmenty
DNA byly separovany gelovou elektroforézou a pieneseny na membranu Southern
blottingem. Nasledovala hybridizace s telomerickou sondou znacenou digoxigeninem,
specifickou pro telomerické sekvence. Délka telomér byla detekovana chemiluminiscenci
(TeloTAGGG Telomere Length Assay, Roche Diagnostics, Basel, Svycarsko), a tzv. TRF-
L index (délka telomér v kilobazich), byl ur€en na zdklad¢ instrukci vyrobce. Normalni
délka telomér u kontrolni skupiny 18 zdravych darcti (medidn véku 61 let) byla 6,7 kbp

Vv

(£0,79). Nizs1 hodnoty byly povaZovany za zkrdcené.

4.5. Detekce telomerazové aktivity

Telomerazova aktivita byla detekovdna u 21 nemocnych metodou kvantitativni TRAP
(Telomeric Repeat Amplification Protocol) analyzy za vyuziti kitu TeloTAGGG
Telomerase PCR ELISAP'YS (Roche Diagnostics). Tato metoda je zaloZend na schopnosti
telomerdzy syntetizovat in vitro telomerické repetice na DNA substrit. Prvnim krokem je
prodlouzeni oligonukleotidu TS (Telomerase Substrate) o telomerické repetice
(TTAGGGG),, zdvislého na aktivité alikvotu proteinového extraktu dodaného do reakce.
Druhym krokem je amplifikace prodlouzeného TS templatu spolecné s internim
standardem pomoci PCR. Nasledn¢ byly PCR produkty, ukotvené na mikrotitracni desticce
diky afinité biotinu a steptavidinu, hybridizovany s digoxigeninem znacenou sondou a
detekovany pouzitim protilitek proti digoxigeninu konjugovanému s kienovou
peroxiddzou a pfidanim peroxiddzového substritu TMB. Telomerdzova aktivita byla
vyjadrena jako index TA a stanovena podle protokolu dodaného vyrobcem vzhledem
k internimu standardu. Jednd se o pomér absorbance (A450nm/Asoonm) PCR produktu vzorku
k absorbanci interniho standardu po odecteni pozadi. Jako pozitivni TA byl povazovan

vzorek s rozdilem absorbanci (AA) vétsim neZ dvojnasobek aktivity pozadi.
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4.6. Imunofenotypizace

Imunofenotypizace byla provddéna ve FACS laboratofi ULBLD V3eobecné fakultni
nemocnice v Praze na priutokovém cytometru FACSCalibur (Becton-Dickinson, La Jolla,
CA, USA). Pfi méteni periferni krve bylo nacitdno 15 000 ¢astic, pti méfeni kostni diené
pak 10 000 castic. Zastoupeni sledovanych CD znakt u B-lymfocyti bylo hodnoceno
v GATEu na CD19. Panel zjistovanych markerti byl: CD5, CD20, CD23, CD38, CD45,
CD14, CD10, CDl11c, FMC7, CD79b, CD27, CD3, CD4, CD8, ZAP70, NK buriky, kappa
a lambda fetézce. Za pozitivni expresi CD38 je standardné¢ povazovan vysledek nad 30 %

CD19 pozitivnich lymfocytti, u ZAP70 pozitivity vysledek nad 20 %.
4.7. Stanoveni mutace IgVH gent

Je provddéno v Laboratofi PCR diagnostiky leukémii UHKT. Hmotnostnim
gradientem Ficoll-Paq (o hustot¢ 1,077g/1) separované mononukledrni buiikky byly
lyzovdny, RNA izolovdna TriZolem (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), a ta reverzné
transkribovana do cDNA (Superscript II; Invitrogen). cDNA byla nasledn€ amplifikovéna
Ampli-Taq Gold polymerdzou (Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA) v 6
jednotlivych reakcich pro detekci klondlni proliferace v 7 IgVH rodinach. Postup
amplifikace pomoci degenerovanych primert byl popsan diive (Pekova S. et al., 2005). Po
purifikaci byly zachycené RT-PCR produkty v gelové elektroforéze ddle sekvenoviny
pomoci Big Dye Terminator kitu v.3 pomoci sekvenitoru ABI Prism 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Sekvence zachyceného IgVH genu byla porovnéna s jeho germ-line
konfiguraci programem Ig BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast) a prdah 2 % mutaci (.

98 % homologie) byl zvolen k odliSeni mutovaného a nemutovaného IgVH genu.

4.8. Statistické analyzy

Analyza kategorickych dat ve frekvencnich tabulkach byla provedena testy zavislosti —
byl pouZit 2 nebo Fishertiv test pro malé &etnosti. Pro testovani rliznych prognostickych
skupin byl zvolen neparametricky Mann-Whitneyiv test pro dva nezdvislé vybéry. Byla
provedena Kaplan-Meierova analyza ptezivani a Mantel-Coxliv test rovnosti funkci
prezivani pro celkové pieZiti (OS) a FISH stabilni preziti (FSS). Pro multivariantni analyzu
byl pouzit vicerozmérny Coxuv regresni model. VSechny analyzy byly provedeny na
hladin¢ vyznamnosti 0,05 a P hodnoty byly nalezeny pomoci programtit BMDP Statistical
Software (Los Angeles, CA, USA).
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5. Vysledky

5.1. Molekularné biologicka a molekularné cytogeneticka analyza

nemocnych s CLL
5.1.1. Komentar k praci Berkova A., ef al. 2008 (Piiloha ¢. 2)

V retrospektivni studii zahrnujici 146 pacienti s CLL byla cilem analyza
chromosomovych aberaci, vyhodnoceni jejich prognostického vyznamu a korelace s
expresi ZAP-70 a muta¢nim stavem IgVH genu. NejCastej$i chromosomovou aberaci byla
ve shodé€ s nasimi predchozimi pracemi i udaji v literatufe delece 13q14 (65 %), spojend
s pfiznivou prognézou. Neprokazali jsme prognosticky vyznam ndlezu trisomie 12,
piitomné u 12 % nemocnych, naopak delece genit TP53 (17 % nemocnych) a ATM (15 %
nemocnych) byly potvrzeny jako nepfiznivy prognosticky ukazatel, a to predev§im ve
spojeni s nemutovanym stavem IgVH genl. Z naSich vysledkii rovnéZ vyplynulo, Ze
pravdépodobnost progrese onemocnéni byla vyrazné vyssi (p=0,05) u pacient s vySSim
Rai stadiem, s ptitomnosti delece ATM a TP53 genu, pozitivitou ZAP-70 a nemutovanym
stavem IgVH gend, ptiznivym prognostickym faktorem byla naopak ptfitomnost delece
13q. Vénovali jsme se 1 otdzce vyznamu ndlezu parcidlnich nebo uplnych deleci
variabilniho segmentu /gH genu, které jsme detekovali u 20 % pacientt (29/146 pacientl)
u nichz jsme z mutacni analyzy IgVH znali i vybrany VH gen. Vzhledem k prokdzané
korelaci distdlni hranice delece IgVH a mutacni analyzou zji$téné lokalizace VH segmentu
v zdrodecné linii CLL klonu se jednd o pravodni ,(fyziologicky*“ jev provazejici

somatickou rekombinaci V-D-J tsekil bez jakéhokoli vlivu na pacientovu prognézu.

Obrazek 7. z této prace ukazuje distribuci delece genu TP53, ATM a deleci IgVH ve

skupindch se stabilni a progresivni chorobou:

Disease status
Stable Progressive
No. % No. % Mann-Whitney P

deletion of p53 only 0 52 100,00% 42 91,30% 0,031

1 0 0,00% - 8,70%
deletion of ATM only 0 52 100,00% 43 93.48% 0,063

1 0 0,00% 3 6,52%
deletion or partial deletion of variable
segment of IgH gene 0 2 80.77% 35 76.09% 0,575

1 10 19,23% 11 23.91%
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S odstupem né¢kolika let vSak vidime tuto publikaci také kriticky. Ve snaze urcit, zda
nesouvisi aberace IgH genu zjiSténych metodou FISH s jakoukoli aberaci prokdzanou CLL
FISH panelem, jsme porovndvali jednotlivé nédlezy bez hierarchického zdpisu mozZnych
kombinaci nalezenych zmén. V této praci jsme misto vlivu FISH aberaci na standardni
parametry pieZiti bez progrese (PFS) a celkového pteziti (OS) pouZili rozdéleni na skupinu
nemocnych se stabilni a progredujici chorobou. U 11 pacientli se zjisténym zlomem IgH
genu (indikujicim ucast v translokaci) jsme nehledali partnersky translokacni gen, coZ je
zasadni informace v diferencidlni diagnostice suspektni CLL / B-NHL, obzvlast pfi

cytologické a imunofenotypové variabilité ndlezu.

5.1.2. Porovnani nalezu klasické cytogenetiky a FISH

V pribéhu doby jsme rozsifili soubor nemocnych a zaznamendvali jsme vysledky

ziskané jak konvencni cytogenetickou analyzou, tak metodou FISH.

Karyotyp jsme vySetfili pomoci G-pruhovani u 794 pacientd s diagnézou B-NHL a
suspektni CLL. S opakovanymi odbéry KD jsme provedli celkem 979 cytogenetickych

analyz (zéroven bylo u vSech odbéri KD provedeno i vysetfeni CLL FISH panelem).

kratkodobych cytogenetickych kulturdch bez mitogenu — u 173/979 (18 %) vzorkl nebyly
nalezeny zZadné hodnotitelné mitosy (vysledky tedy vztahujeme k 806 naleziim po odecteni

173 neinformativnich analyz) a u 687/806 (85 %) jsme prokazali normalni karyotyp.

V 54/806 karyotypech (6,7 %) jsme nalezli stejnou aberaci / aberace jako ve FISH (bez
ohledu na kombinace): 25x trisomie 12, 24x delece 11q, 22x delece 13q a 3x delece 17p.
Jina abnormalita karyotypu (delece 4p, 5q, 6q, 20q a dalsi) byla popsana ve 43 piipadech.

Komplexni zmény karyotypu jsme prokdzali u 20 pacientd (2,5 %). V dobé
cytogenetického nalezu komplexniho karyotypu vSak byl histologickym vySetfenim
diagnostikovan sekundarni myelodysplasticky syndrom (sMDS - z dtlumu krvetvorby po
1é¢be) v 7 piipadech, u jednoho pacienta Burkittv lymfom (pfi diagnéze), a u jednoho
nemocného nadorova duplicita s infiltraci KD agresivnim anaplastickym velkobunénym
T-lymfomem (CLL v remisi). V souvislosti s CLL byl prokdzdn Richteriv syndrom

s transformaci do DLBCL ve 3 pfipadech (jednou s deleci TP53, dvakrat s deleci genu
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TP53 1 ATM). U zbylych 8 nélezi komplexniho karyotypu s diagnézou CLL byla metodou
FISH prokazana delece genu TP53 v 6 pripadech, delece genu ATM u 1 a delece ATM i
TP53 také u 1 pacienta. Tedy shrnuto, ve vSech piipadech souvisejicich s CLL byly
komplexni zmény karyotypu urceny ve FISH kategorii high-risk, u vSech pacientti (kromé

jednoho) s deleci genu TP53.

Vétsina vysledkt karyotypu u lymfoproliferaci pti kultivace bez mitogenu byla
negativni a znacné procento neinformativni (na rozdil od dysplazii a proliferaci
myeloidnich bunék, kde je situace naprosto opacnd - viz ndlezy komplexnich karyotypt).
S vyvojem cytogenetickych technik in situ hybridizace (tedy cileném hodnoceni aberaci
v ned¢€licich se jadrech), diky urceni prognostického vyznamu aberaci u CLL a
diagnostickych translokaci u nékterych NHL, metod imunofenotypizace stejné jako
diagnostickych kritérii, se postupné dostalo vySetfeni CLL bun€k separovanych z PK do

béZzné praxe i do sou€asné klasifikace WHO.
FISH

FISH, zaméfend na detekci Ctyi nejCastéjSich aberaci u CLL - tedy deleci 13q14.3,
trisomii chromosomu 12 a deleci genit ATM a TP53 (CLL FISH panel), byla provedena u
1686 nemocnych s diagnézou suspektni CLL nebo B-NHL. V¢etn¢ opakovanych odbért u
jiz vySetfenych pacienti jsme provedli celkem 2370 FISH analyz. Cislo zahrnuje jak

uvedené odbéry KD, tak PK.

Pro ilustraci z4chytu aberaci klasickou cytogenetikou v porovnani s FISH uvidime
cetnost a procenta jednotlivych aberaci bez ohledu na opakované odbéry, kombinaci nélezii
a fazi onemocnéni. V 1700 ptipadech (72 %) byla metodou FISH detekovdna minimalné
jedna ze Ctyf nejcastéjSich aberaci u CLL, a to: 843x monoalelickd delece 13q14.3 (35,6
%), 278x bialelicka delece 13q14.3 (11,7 %), 329x delece 11q22.3 (13,9 %), 228x trisomie
12 (9,6 %) a 144x delece 17p13.1 (6,1 %).

Porovnani zachytu aberaci je zobrazeno na obrazku 8.
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Obrazek 8. Procentudlni zachyt aberaci klasickou cytogenetikou bez stimulace

v porovnani se zdchytem aberaci metodou FISH.
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CLL FISH panelem jsme také detekovali pro CLL/SLL nékolik netypickych nélezt
(celkem u 38 pacientil), tedy jinych, neZ je intersticidlni mono-/bialelicka delece 13q14.3 a
trisomie 12. Konkrétné $lo o monosomii chromosomu 13 u 25 pacientli, deleci oblasti
13934 (se zachovanim oblasti 13q14.3) u 10 pacientd a monosomii chromosomu 12 u 3
pacientll z 1686. Diky imunohistochemické pozitivité cyklinu D1 a prokdzané translokaci
t(11;14)(q13;932) byla diagnéza reklasifikovdna na MCL u 30 nemocnych. U dvou §lo o
diagnézu DLBCL, u jednoho pacienta o FL. Zbylym péti pacientiim ziistala diagn6za CLL.

Netypické FISH ndlezy jsou u CLL extrémné vzacné, jak naznacuji nase vysledky, kdy
jsme nékteré z atypickych ndlezli pozorovali pouze u 5/1686 nemocnych (0,3 %). Nédpadna

je vsak souvislost s jinym typem B-NHL.

Pro detekci ptitomnosti translokaci IgH genu jsme FISH se sondou IgH break-apart
(kterd umoznuje zjistit ucast IgH v translokaci bez informace o transloka¢nim partnerském
genu) provedli celkem u 979 pacientl a translokaci /gH jsme zjistili u 89 z nich (9 %). U

24 (27 %) se ndm nepodafilo druhy partnersky gen ucastny v translokaci najit (hledany
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translokacni geny CCND1, BCL2, BCL6 a MYC). Klinicka data médme od 15 z nich a ve 12
piipadech se jedna skute¢né¢ o CLL, u dvou o Richterovu transformaci do DLBCL a
u jednoho pacienta vlasatobunécnou leukémii (HCL). Translokaci t(8;14)(q24;q32) jsme
prokazali u 3 pacientd, avSak u jedné nemocné neSlo o gen MYC (diagn6za CLL, bez
aberaci v CLL FISH panelu), u zbylych dvou ano, coZ vedlo ke zméné diagnézy na BL. U
7289 (7,7 %) jsme urcili translokaci t(14;18)(q32;q21). V téchto ptipadech je rozhodujici
imunohistochemicky ndlez v histologickém vySetieni, ktery je hodnocen v zavislosti na
poctu typickych znakii (atypickd CLL s translokaci IgH/BCL2 versus atypicky FL). Jina
situace je u MCL, kde je translokace t(11;14)(q13;q32) povaZzovéna za primérni genetickou
uddlost vedouci k overexpresi cyklinu D1 (a k jeho imunohistochemické pozitivite
v bioptickém materidlu). Diky imunofenotypové i cytologické podobnosti s CLL byla
leukemizovand varianta MCL detekovdna aZz metodou FISH prikazem translokace
t(11;14)(q13;932) u 55 pacientd se suspektni CLL (62 %). ProtoZe se 1é¢ebné postupy u
MCL a CLL Iisi, je odliSeni téchto dvou onemocnéni jednim z nejdilezitéjSich

cytogenetickych tkoll v diferencidlni diagnostice B-NHL.

Diskuse:

Fenomén absence informativnich mitos ve standardnich cytogenetickych kulturach
(bez mitogenu) je onkocytogenetikiim jiZ n¢kolik desetileti dobfe znam nejen u CLL, ale u
vSech leukemizovanych NHL, s vyjimkou vzacnych, vysoce agresivnich lymfoproliferaci.
Ptehled naSich zkuSenosti a veSkeré literatury na téma stimulované kultivace jsme zatadili
vzhledem k dulezitosti v hodnoceni klondlniho vyvoje u CLL v nésledujici kapitole 5.2.
Diive zminované kultivace s mitogeny jako DxS, EBV, Eco LPS, PHA a pokeweed
mitogenem (PWM) v 80. letech sice pfinesly vysledky: 391/433 (90 %) hodnotitelnych
mitos a 218/391 = 56 % klondlnich chromosomovych zmén (Juliusson G. et al., 1990),
jeste vyraznéjsi zachyt aberaci vSak naznacila plivodni, vyborné teoreticky odiivodnéna
prace némeckych autorti, postupem kultivace s imunostimula¢nimi CpG-oligonukleotidy
(CpQG) a interleukinem-2 (IL-2) (Decker T. et al., 2000). Dalsi némeckd skupina zabyvajici
se CLL (Haferlach C. et al, 2007) poté publikovala vysledky 500/506 (99 %)
hodnotitelnych karyotypt ze 72 hodinové kultivace s CpG/IL-2, se zachytem 415/500 (83
%) piipadi s aberacemi. Z téchto meélo 82/415 pacienti (20 %) komplexni zmény
karyotypu, definovdno jako 3 a vice chromosomovych zmén. Pfi obvyklém rozloZeni
aberaci zjiSténych CLL FISH panelem (delece 13q14 57 %, trisomie 12 14 %, delece ATM
12 % a delece TP53 7 %) je ptekvapivé, ze delece TP53 byla detekovana pouze u 23 z 82
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pacientli s komplexnim karyotypem. Tento postup (a varianty) aplikovalo nékolik
onkocytogenetickych laboratoii z celého svéta vCetné nasi. Mezi jinymi feSenymi tématy
jsme v ramci spoleného projektu UHKT a VEN Praha porovndvali informativitu vysledka
ziskanych klasickou cytogenetickou analyzou nestimulovanych bungk, stimulovanych
bunék (CpG/IL-2 na 72 hodin) a metodou FISH u 50 odbérti KD pacientti s CLL. Aberace
jsme nalezli ve 20 ze 42 (48 %) hodnotitelnych vzorka se stimulovanym rastem, avSak
ndlezy byly provéazeny pfitomnosti neklondlnich aberaci a interpretace byla proto slozita az
nemoznd (ZavéreCna zprava projektu NR9244/2007, feSitel RNDr. Biezinovd J., Ph.D.).
Na rozdil od na$i zkuSenosti, Shi M. et al. (2013) porovnali zachyt aberaci u 81 piipadii
s CLL tfemi druhy kultivaci (s CpG/IL-2 na 72h, s ptidavkem pokeweed mitogenu PWM
na 72h a bez mitogenu na 24h). Nejvyssi zachyt aberaci ziskali kultivaci s CpG/IL-2, a to
53 % klonélnich abnormdlni nélezl (pficemz u 9 komplexni karyotyp — 3x s deleci TP53 a
4x s deleci ATM). §tépan0vska’1 K. et al. (2013) kultivaci s CpG/IL-2 nalezli aberace u 243
z 307 pacientii, komplexni zmény karyotypu u 103 piipadi (42 %), zatimco FISH vysledky
u téchto pacientl ukazaly 40 x pouze deleci 13q14, 28 x deleci ATM a 24 x deleci TP53.

Tyto vysledky zachytu aberaci klasickou cytogenetikou po stimulované kultivaci vSak
pfindSeji evidentni rozpor mezi dlouhodobé platnym, hierarchickym prognostickym
rozdélenim podle Ctyt nejcastéjSich FISH aberaci a ndlezem komplexnich zmén karyotypu
— Casté je situace, kdy je ve FISH panelu pouze delece 13ql4 (nebo vSe normdlni), ale
ndlez komplexniho karyotypu fadi pacienta do high-risk skupiny, zatimco prib¢h choroby
je indolentni. Od jiZ citované prace z roku 1990 (Juliusson G. et al., 1990), ve které autofi
popsali kratS$i piezivani s kazdou dalsi aberaci v karyotypu, se uz Zzadnd skupina
nezabyvala definici a prognostickym vyznamem komplexniho karyotypu u CLL danou
metodou, jak je tomu napiiklad v trvajici diskuzi u akutni myeloidni leukémie (Grimwade
D. et al., 2010), nebo u myelodysplastickych syndromt (Schanz J. et al., 2012, Zemanova
Z.etal., 2014).

Napiiklad pro klinickou préci, zabyvajici se negativnim prognostickym vlivem nélezu
komplexniho karyotypu u alogenné transplantovanych pacientd s CLL, pouZila jedna ze
spoluautor geneticka dr. Heerema jako definici komplexniho karyotypu 5 a vice aberaci
po kultivaci vzorki s ptidavkem CpG, PWM a TPA, coz naznacuje, Ze pii definici
komplexniho karyotypu jako 3 a vice zmén nebyl tento negativni prognosticky vliv
statisticky prokdzan (Jaglowski S.M. et al., 2012). OvSem pfi stimulaci s TPA jsou
klastogenni u¢inky (navozujici zlomy v dsDNA) jiz znamy (Ostiirk S. ez al., 2000).
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Namisté¢ je 1 otdzka bezpecnosti kultivace s CpG/IL-2, zda tento postup neindukuje de
novo aberace v B bunikdch. Tento problém feSila doposud pouze jedna americkd prace (Wu
X. et al., 2011), ktefi neprokdazali kultivaci s CpG (ale bez IL-2) u 24 zdravych dospé€lych
jedincti Zadné klondlni aberace ani konven¢ni cytogenetikou ani metodou FISH, nicméné u
9 pfipadl zaznamenali vyskyt neklondlnich aberaci. Vzhledem k tomu, Ze se pouZivané
metody stimulace mezi laboratofemi vyrazné liSi at’ uz dobou kultivace nebo pfidanymi
mitogeny / stimulanty, bylo by vhodné ovétovat in vitro ucinek téchto postupl

pfi konkrétnich kultivacnich podminkach pro vylouceni klastogenicity.

Také reproducibilitu nédlezii dokladuje jedind prace (Heerema N.A. et al, 2010)
mezilaboratorni validace 12 CLL vzorkl se stejnym vysledkem ve vSech 4 laboratoftich,
ovSem pii kultivaci CpG/IL-2 a s ptidavkem interleukinu IL-15. Tuto variantu stimulace
CLL bunék vSak zminuje pouze tato studie. Ojedin€lou prici recentné¢ publikovali
Urbankova H. et al. (2014). Porovnavali u 50 pacientli ndlezy klasické cytogenetiky
ziskané dvéma druhy stimulované kultivace (TPA a CpG/IL-2), FISH analyz a vysledky
nestimulované arrayCGH. Hodnotitelné mitosy ziskali u 37/50 piipadd a u 23/37
detekovali aberantni karyotyp. PfestoZe se n¢kolik karyotypt shodovalo s ndlezy FISH a
arrayCGH, vétSina karyotypt byla neinformativnich (napiiklad ,.komplexni* karyotyp
48~49,XY,7+19,7420,1-2 mar[cp4]/46,XY[2]; FISH pouze delece 13ql4 v 81 % jader;
arrayCGH pouze ztrata 13ql3.1q14.2), a proto doporucuji pii vySetieni kombinovat
metody FISH a arrayCGH.

Zatimco molekularné cytogenetické prognostické faktory zjiSténé metodou FISH jsou
stidle potvrzovany a pevn¢ zakotveny ve WHO Kklasifikaci, o vyznamu zmén karyotypu ze
stimulovanych kultivaci nevime prakticky nic. Stejné, jako ndlez bialelické delece 13q14.3
a trisomie chromosomu 12 (3 zmény) z CLL FISH panelu nelze interpretovat jako
komplexni karyotyp, je chybné spojovat nédlezy ze stimulované kultivace s prognostickym
vyznamem bez analyz ptezivani. V neposledni fad¢ je mozné, Ze stimulované karyotypy
reflektuji spiSe genetickou nestabilitu bunék v kultufe nez skuteCny karyotyp
nestimulovanych bun¢k. Z téchto diivodii nase laboratof tyto metody ex vivo stimulace

v rutinni diagnostice zatim neuziva.
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Zavér kapitoly 5.1.:

V hodnoceném souboru bylo celkové pieziti shodné s literaturou ovlivnéno negativné
deleci ATM a TP53, a naopak pfiznive deleci oblasti 13q14. Prokdzali jsme, Ze zatimco
delece IgVH je pritvodni jevem monoklonality a nemd vliv na pacientovu prognézu,
translokace IgH genu zdsadn¢ zavisi na druhém transloka¢nim genu. Per exclusionem
nejcastéjSiho partnerského genu CCND1, jez svédci o MCL, diagnostického MYC genu
(varianty BL) a ojedin€lého BCL2 genu, lze fici, Ze translokace genu IgH se u CLL
vyskytuji vzacné, stejné jako netypické ndlezy CLL FISH panelu.

Pfi srovnani vysledki nestimulované klasické cytogenetiky a FISH nélezi vyplyva
podstatné vysS§i pravdépodobnost ziachytu chromosomélni aberaci metodou FISH
s relevantni vypovidajici hodnotou, nebot’ ndlez komplexniho karyotypu byl urcen vzdy v

high-risk FISH kategorii, navic u vSech pacientti (krom¢ jednoho) s deleci genu 7P53.

Klasicka cytogenetika umoziiuje na druhou stranu zachytit komplexni aberace, ale
karyotypy ziskané stimulovanou kultivaci hodnotime jako experimentdlni, s (prozatim)

nepotvrzenym vyznamem pro pieZiti pacienta.
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5.2. Klonalni vyvoj u CLL/SLL

5.2.1. Komentar k praci Berkova A., et al. 2009 (Priloha ¢. 3)

Vroce 2009 jsme publikovali préci, v niz jsme shrnuli vysledky u 97 nemocnych
s CLL. Cilem této retrospektivni studie bylo urcit statisticky vyznam a zavislost mezi
klondlnim vyvojem (ziskdni nové chromosomové aberace v pribéhu onemocnéni) a
dalSimi prognostickymi parametry - mutacnim stavem IgVH geni, exprese ZAP-70 a

CD38.

Ve studii bylo zahrnuto 97 nemocnych s CLL, u kterych byla FISH analyza
chromosomovych aberaci provedena opakované dva a vicekrdt, s minimdlnim ¢asovym
odstupem 5 mésicli, coZ byl nejkratsi interval detekce nové aberace. U 63 nemocnych (65
%) byly chromosomové aberace nalezeny pfi prvnim vySetfeni. Klonalni vyvoj (KV) byl
prokdzdn u 25 nemocnych (26 %), nejcastéjsi nové detekovand aberace byla delece 13q
(monoalelickd 1 bialelickd, celkem 16 nemocnych). Neprokdzali jsme statisticky
vyznamnou zavislost mezi souhrnnym klondlnim vyvojem a jednotlivymi prognostickymi
parametry s vyjimkou téch nemocnych, u nichz byly detekovany vSechny tfi sledované
faktory spojené s negativni prognézou. U nemocnych s mutovanym stavem IgVH genil

jsme v klondlnim vyvoji (kromé jednoho nemocného) vzdy prokdzali pfitomnost aberace

s ptiznivou prognézou (monoalelickd/bialelicka delece 13q).

Soubor nemocnych rozdélenych podle KV s p hodnotami z této publikace je v tabulce 4:

Total With CE Without CE P-value
(n=97) (n=25) (n=72)
Median age at dg in years (range) 58 (35-81) 56 (35-75) 59 (35-81)
Male; n (%) 54 (55.7) 11 (44.0) 43 (59.7)
Rai stage at dg; n (%)
0 45 (46.4) 11 (44.0) 34(47.2)
I 30(30.9) 9 (36.0) 21(29.2)
II 15(15.5) 3(12.0) 12 (16.7)
I1I 3(3.1) 2(8.0) 1(1.4)
IV 4(4.1) 0(0.0) 4 (5.6)
Prior therapy; n (%) 15 (15.5) 7(28.0) 8(11.1)
Unmutated IgVH; n (%) 53 (54.6) 17 (68.0) 36 (50.0) p=0.162
ZAP-70 positive; n (%) 48 (49.5) 16 (64.0) 32 (44.4) p=0.108
CD38 positive; n (%) 45 (46.4) 15 (60.0) 30 (41.7) p=0.162
Died; n (%) 19 (19.6) 6(24.0) 13 (18.1) p=0.563
Unmutated IgVH + ZAP-70 positive + CD38 positive; n (%) 30 (30.9) 14 (56.0) 16 (22.2) p=0.005
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U 8 nemocnych byla od ptivodni, prognosticky ptiznivé aberace, nalezena v pritbé¢hu
onemocnéni dalSi aberace spojend s vyS$Sim rizikem (11q/17q delece) dle Dohnerova
hierarchického systému. Vysledky statistické analyzy vztahu k jednotlivym prognostickym

faktoram téchto 8 pacientl je v tabulce 5:

Total With shift Other finding P-value
Unmutated IgVH; n (%) 53/97 (54.6) 718 (87.5) 1/8(12.5) p=0.051
ZAP-70 positive; n (%) 48/97 (49.5) 6/8 (75.0) 2/8(25.0) p=0.132
CD?38 positive; n (%) 45/97 (46.4) 7/8(87.5) 1/8(12.5) p=0.015
Unmutated IgVH + ZAP-70 positive + CD38
positive; n (%) 30/97 (30.9) 6/8 (75.0) 2/8(25.0) p=0.010

With shift — s posunem v hierarchické klasifikaci do kategorie s vys§im rizikem

V dal$im postupu jsme se rozhodli rozsitit soubor a podle zisku dané aberace hodnotit

kazdou kategorii KV zv1ast'.

52



5.2.2. Doplnéni souboru klonalniho vyvoje u CLL (dosud nepublikovano)

V dal$im obdobi jsme zaradili do souboru dalSich 195 nemocnych a provedli analyzu
celkem 292 nemocnych z 12 ¢eskych hematologickych klinik nebo ambulanci. Jednalo se
o pacienty s opakovanymi dvéma a vice CLL FISH analyzami, s odstupem minimaln¢ 5
mesict, 184 muzi (63 %) a 108 Zen (37 %). Median véku pii diagnéze byl 61 let (35-89),
nicméné presné datum diagndzy, dobu a typ terapie jsme znali pouze u 242 nemocnych,

ktefi byli zahrnuti do analyz celkového pfezivani.

Mediéan doby od diagnézy do prvni FISH analyzy byl 34 (0-263) mésicti. Median doby
od prvni do posledni FISH (DOBA CG SLEDOVANI) byl 55 (8-182) mésicti. Pied
prvnim odbérem podstoupilo 45 pacientli radioterapii a/nebo chemoterapii a/nebo 1écbu
kortikoidy, v 7 piipadech pro karcinom. V prubéhu sledovani zemielo 77 nemocnych
(26%). U 79 pacientl (27 %) jsme zaznamenali klonélni vyvoj — KV, medidn doby do KV

byl 35 mésict, s rozmezim 5-141 mésict.

Data sledovanych klinickych a prognostickych faktorti byla zndma u Rai stadia pii
diagnéze v 225, u mutac¢niho stavu IgVH genu v 259, CD38 exprese v 252 a ZAP-70 v 224
piipadech.

Kombinace sledovanych ndlezii z CLL FISH panelu — monoalelicka a bialelicka delece
13q14, trisomie 12, delece ATM a delece TP53 - byla zaznamenavana podle hierarchického

modelu (s rozd€lenim na mono- a bialelickou deleci 13q14) zptisobem:

0 — Zadna aberace,

M13 - pouze monoalelicka delece 13q14.3,

B13 — bialelické delece 13q14.3 (bez jiného nalezu),

12 — trisomie 12 bez ohledu na stav 13q,

11 — delece ATM bez ohledu na aberace chromosomu 12 a 13, a

17 — delece TP53 bez ohledu na ostatni nélezy.

Timto zpiisobem byl zapsan nalez u prvni CLL FISH analyzy (VSTUPNI FISH) a pii
zméné - pfi KV — nalez posledni analyzy (POSLEDNI FISH).

Pro statistickou analyzu jsme nové zavedli pojem FISH STABILNI PREZITI (FSS),
ktery vystihuje - i u pacientii bez znalosti FISH stavu pfi diagn6ze — dynamiku CLL klonu
(. KV). FSS jsme tedy definovali jako 1) celkové preziti podle vstupni FISH, pokud

nedoslo ke KV, pficemZ bod 0 na ¢asové ose bylo datum vstupni FISH a konec urcovalo
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bud’ datum ukonceni sledovéani, nebo datum umrti, 2) pfi KV byla ¢asovym bodem 0

posledni zachycend zména, konec byl definovén stejné€ jako v bodu 1.

KV jsme hodnotili jak souhrnné, tak oddélené pro jednotlivé aberace (bez rozliSeni
mono- a bialelické delece 13q14.3). Pro zhodnoceni vlivu chemoterapie na selekci
preexistujicich, obtizné detekovatelnych klonti s 7P53 deleci, jsme testovali také vliv

terapie.

Procentudlni zastoupeni jednotlivych kvalitativnich parametri v definovanych

kategoriich ukazuje tabulka 6.

Tabulka 6. Procentudlni zastoupeni sledovanych parametrti u 292 pacientt.

Parametr Skupiny Pocet pacientu %0
pohlavi muzi 184 63,0
Zeny 108 37,0
Rai pfi dg. chybi 67 22,9
0 83 28,4
I 81 27,7
1I 37 12,7

I 10 34

v 14 4,8
CD38 pozitivni chybi 40 13,7
ne 135 46,2

ano 117 40,1
ZAP-70 pozitivni chybi 68 23,3
ne 105 36,0
ano 119 40,8
mutovany IgVH chybi 33 11,3
ne 147 50,3
ano 112 38,4

terapie chybi 50 17,1
ne 127 43,5
ano 115 39,4
vstupni FISH 0 99 33,9
B13 22 7,5
M13 66 22,6

12 30 10,3
11 58 19.9

17 17 5,8
KV celkem ne 213 73,0
ano 79 27,0
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- zisk 13q14.3 delece ne 254 87,0
ano 38 13,0

- zisk trisomie 12 ne 290 99,3
ano 2 0,7

- zisk ATM delece ne 269 92,1
ano 23 7,9

- zisk TP53 delece ne 276 94,5
ano 16 5,5

posledni FISH 0 61 20,9
M13 61 20,9

B13 33 11,3

12 30 10,3

11 74 25,3

17 33 11,3

Zije ne 77 26,3
ano 215 73,7

Hierarchicky zdapis vstupni a posledni FISHV: 0 — Zddn4 aberace, M 13 — pouze monoalelicka delece
13q14, B13 — bialelicka delece 13q14 bez ohledu na nilez monoalelické (bez jiného nalezu), 12 — trisomie 12
bez ohledu na stav 13q (bez ndlezu ATM nebo TP53 delece), 11 — delece ATM (bez delece TP53) bez ohledu

na chromosom 12 a 13, 17 — delece T7P53 bez ohledu na ostatni nélezy.
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5.2.2.1. Analyza celkového preziti

Tabulka 7. Souhrn statistického vyznamu jednotlivych parametrt z hlediska OS (n=242)

] Pocet Pocet Median
Parametr Skupiny . o . , Y vsos e s p=
pacientii | umrti | prezivani (mésice)
hlav{ 7i 1 14
pohlavi rvnu21 56 50 0 0,016
Zeny 86 19 184
Rai pii dg. 0 83 15 198
1 81 22 222
I 37 16 92 0,001
111 10 5 71
v 14 6 124
vstupni FISH 0 83 20 184
11 44 21 90
12 25 6 153
B13 18 3 nedosazen 0,001
M13 58 13 nedosazen
17 14 6 101
KV celkem ne 170 45 150
ano 72 24 153 0,848
zisk 13q14.3 delece ne 205 58 161
ano 37 11 143 0,427
zisk trisomie 12 ne 240 68 153
4
ano 2 1 59 0,403
zisk ATM delece ne 225 64 150
ano 17 5 198 0,406
zisk TP53 delece ne 226 62 153
2
ano 16 7 124 0,256
CD38 itivni 12 2 222
pozitivni ne 9 3 0,001
ano 109 45 124
ZAP-70 itivni 102 20 184
pozitivni ne 0,013
ano 108 36 133
t v [gVH 126 47 104
mutovany Ig ne 0,001
ano 102 16 222
terapie ne 127 19 282
ano 115 50 124 0,001

Shrnuto z tabulky 7, OS statisticky vyznamné nepfiznivé ovliviiuje muzské pohlavi,
pokrocilejsi Rai stadium pfi diagnéze, high-risk aberace ve vstupni FISH, CD38 i1 ZAP-70

pozitivita, nemutovany mutacni stav /gVH a terapie.

Nutno také zminit souvislosti v té€chto univariantnich analyzach: muZi maji Castéji

nemutované IgVH (Catovsky D. et al., 2014), pacienti v pokrocilejSich Rai stadiich pii
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Celkové preZiti

diagnéze vyrazné Castéji splnuji kritéria pro zahdjeni 1écby a Castéji maji nejvyznamng)si
nepfiznivé prognostické faktory, tedy nemutované IgVH a high-risk FISH aberace,
obzvlast’ deleci genu TP53 na 17p13.1. Z dalsiho pohledu je pak terapie indikovana Castéji

u pacientt s rizikovymi faktory.

5.2.2.2. Predispozice ke klonalnimu vyvoji

Predispozici ke KV jsme zjiStovali podle pivodniho FISH nélezu. Po rozd¢€leni
pacientd na dvé skupiny podle KV (KV ano a KV ne), jsme porovndvali dobu jejich

celkového ptezivani (OS).

Jak vyplyva z tabulky 7, Zadna takovd predispozice v naSem souboru, a to jak

souhrnného KV, tak i zisku jednotlivych aberaci v rdmci KV, neexistovala.
Na obrazku 9 jsou vidét vysledky pieziti podle (budouciho) klonalniho vyvoje:

a) vSech kategorii KV (p=0,848), b) zisku delece ATM v KV (p=0,406), c) zisku
delece TP53 v KV (p=0,256).

9a) vSechny typy KV 9b) KV ATM 9c) KV TP53
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5.2.2.3. Zavislost KV na sledovanych parametrech

Pro hodnoceni zdvislosti KV na sledovanych parametrech jsme vychazeli z ndlezu
vstupniho CLL FISH panelu, dostupnych dat jednotlivych rizikovych faktorti a udaji o

terapii.

Testovali jsme vztah jednotlivych aberaci v ramci KV k dobé CG sledovani, CD38

pozitivité, ZAP-70 pozitivité¢, nemutovanym IgVH a piedchozi terapii.
Zisk delece 13q14.3

Deleci 13q14.3 ziskalo 38 pacientt.
Ze vSech proménnych zavisel zisk delece 13q14.3 pouze na dobé CG sledovéni — byla
statisticky vyznamné dels$i u pacientd s KV 13q14.3 (69 versus 58 mésict), p=0,042.

Souvislost s ostatnimi parametry nebyla prokdzana.
Zisk trisomie 12

K této udélosti doSlo v nasem souboru pouze dvakrat. Vztahy ke sledovanym

parametriim jsou nehodnotitelné pro chybu malych ¢isel.
Zisk ATM delece

K zisku delece genu ATM doslo u 23 nemocnych.
Doba CG sledovani byla u pacientd s KV ATM statisticky vyznamné del$i neZ u
pacienti bez KV (79 versus 57 meésici), p=0,004. Zavislost na dalSich kvalitativnich

parametrech nebyla prokazana (tabulka 8).

Tabulka 8. Zavislost KV ATM na sledovanych parametrech.

Zisk ATM delece
Parametr stav ne ano p=
n % n %
e ne 1271 94,1 8 5,9
CD38 pozitivni ano 1108 | 923 9 77 0,577
.. _|ne 98 | 93,3 7 6,7
ZAP-70 pozitivni a0 111 933 2 6.7 0,987
) ne 1391 94,6 8 54
Mutovany IgVH ano | 103 | 92.0 ) 3.0 0,404
. ne 1191 93,7 8 6,3
Terapie ano | 106 922 | 9 | 7.8 0,643
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Zisk delece TP53

K zisku delece genu TP53 doslo v hodnoceném souboru u 16 pacientti.

KV TP53 nezéavisi na jediném parametru, a to na dobé CG sledovani.

Statisticky vyznamné vSak zavisi na vSech negativnich prognostickych faktorech
véetné toho nejzdsadnéjStho — nemutovanych IgVH, a také na predchozi chemoterapii

(tabulka 9).

Tabulka 9. Zavislost KV TP53 na sledovanych parametrech.

Zisk delece TP53
Parametr stav 1 p=
ne ano
n % n %
.. . |ne 131 97,0 4 3,0
CD38 pozitivni — 1105 30,7 B 103 5,607 0,018
... . |lne 102 97,1 3 2,9
ZAP-70 pozitivni o 1107 39. 2 T0.1 4,663 0,031
. ne 134 91,2 13 8,8
Mutovany IgVH 2o | 110|982 > 1.8 5,804 0,016
. ne 125 98,4 2 1,6
Terapie o 1101 37.8 7 2.2 10,981 0,001
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5.2.2.4. Vliv KV na celkové preziti

Pro tyto analyzy jsme zaznamendvali zménu FISH nélezu na ¢asové ose prib¢hu
choroby, coZ vystihuje doba FISH stabilniho pteziti (FSS), jak jsme definovali vySe. Po
rozdéleni na podsoubor KV ano a KV ne jsme p hodnotu ziskali Mantle-Coxovym testem
rovnosti funkci prezivani u jednotlivych kombinaci FISH zmén, rozdé€lenych podle
hierarchického modelu, avSak bez rozdéleni na monoalelickou a bialelickou 13q14.3
deleci, nebot’ mezi témito skupinami nebyl podle FSS prokizan statisticky vyznamny
rozdil (p=0,693), a mohly tak byt v analyzich slouceny do jedné kategorie - 13.
Porovnévali jsme tedy dobu pfezivani napiiklad u FISH kategorie 17 podle pfitomnosti
delece TP53 ve vstupni FISH oproti zisku delece TP53 v prubéhu sledovani v ramci KV, u
kategorie 11 podle delece ATM v prvni FISH nebo v nésledujici, analogicky i u kategorie
12 a13.

Vysledné Kaplan-Meierovy kiivky souhrnné pro vSechny kategorie v podsouboru bez

KV a s KV jsou na obrazku 10 a 11.

Obrazek 10. Analyza piezivani v podsouboru bez KV.
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Obrazek 11. Analyza piezivani v podsouboru s KV.
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U kategorie 13 (p=0,319) a 11 (p=0,155) nebyl podle doby detekce aberace (ve vstupni

versus nasledné FISH) prokédzan statisticky vyznamny rozdil v piezivani.

V piipadé kategorie 12 byla hodnota p=0,002, ale vzhledem k malému poctu

povazujeme vysledek za bias.

Statisticky vyznamny rozdil v pfezivani podle FSS byl vSak prokdzan u kategorie 17 —
pacienti s detekovanou deleci TP53 ve vstupni FISH (n=17, median pieziti 65 mésicit) Zili
déle nez ti, co deleci TP53 ziskali v priitbéhu nemoci (n=16, medidn pieziti 26 mésicli), jak

ukazuje obrazek 12.

Obrazek 12. Vliv KV TP53 na ptezivani (p=0,001).

1,00

0,75

—— KV TP53 ne

—— KV TP53 ano
050—

Preziti

0,254

0,004

T I I I I I I I I
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Mésice

61



5.2.2.5. Multivariantni analyza - hodnoceni vlivu sledovanych faktori na FISH-stabilni

preziti, Coxtiv regresni model

Do vicerozmérného modelu byly zahrnuty CD38 pozitivita, ZAP-70 pozitivita,
mutované IgVH, terapie, dale klondlni vyvoj KV (vSechny typy) a hierarchicky
zaznamenany ndlez FISH podle KV (tedy u pacientii bez KV stejny jako ndlez vstupni

FISH, u pacienti s KV zdznam posledni zmény).

Pro relevantni zhodnoceni pfeziti s ohledem na zménu FISH nalezu jsme sledovali vliv
téchto faktorti na FISH-stabilni pteziti (FSS), tedy u pacientd bez KV pocet mésict od
prvni FISH do ukonceni sledovani nebo data amrti, u pacientii s KV pak pocet mésicti od

posledni zmény FISH nélezu do ukonceni sledovani nebo data umrti.

Jako vyznamné negativni prediktory délky FSS byly v prvnim vicerozmérném modelu
identifikovany KV, nemutované IgVH, terapie a delece genu TP53 (17p13.1) ve FISH
podle KV. CD38 a ZAP-70 pozitivita nebyla statisticky vyznamnd. Nésledn€ byl vytvofen

vysledny model uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10. Vliv rtiznych faktorti na FSS pomoci vicerozmérného Coxova regresniho

modelu (n = 228 pacientl; pocet umrti 63).

Proménna Rizikova/ Referen¢ni HR 95% 1S p-hodnota
kategorie

KV ano/ne 2,76 1,54-4,95 < 0,001

Nemutované IgVH ano/ne 2,04 1,08—3.,85 0,029

Terapie ano/ne 2,51 1,31-4,83 0,006

FISH podle KV 13/0 1,25 0,54-2,89 0,610
12/0 1,95 0,66-5,74 0,223
11/0 1,71 0,73-3,98 0,216
17/0 5,13 2,02-13,02 < 0,001
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Diskuse:

Cytogeneticky vyvoj klonu CLL bunék v pribéhu choroby je pomérné ¢asty, na tom se
shoduji vSechny diivEjsi 1 aktudlni priace na toto téma. OvSem odpovédét na zédkladni
otdzky, zda dochdzi ke KV castéji u pacientii z urcitych rizikovych skupin a jaky mad KV
vyznam pro celkové preziti, se zatim pouzitymi metodami nepodafilo jednoznacné
objasnit. Proto jsme zvolili v obou bodech odlisny pfistup: vliv jednotlivych parametri
jsme hodnotili pro kazdou ze 4 kategorii KV zvlast, tedy zisk delece 13q14.1 v rdmci KV
(KV 13ql4.1), zisk trisomie 12 (KV 12), zisk delece genu ATM v oblasti 11q22.3 (KV
ATM) a zisk delece genu TP53 v oblasti 17p13.1 (KV TP53). Za druhé, pro sledovani vlivu
ziskané zmény na délku preziti jsme zavedli pojem FISH-stable survival (FSS) s ohledem
na jednotlivé aberace, jejichZz kombinaci jsme zaznamendvali podle hierarchického
systému (napiiklad 110013 je delece ATM s deleci 13q14.3 bez trisomie 12 a bez delece
TP53; 17000000 je delece TP53 bez dalsi zmény v CLL FISH panelu).

Vv s

Zastoupeni Ctyf nejCastéjSich aberaci podle vstupni FISH v hodnoceném souboru
odpovidalo obvyklym frekvencim publikovanym v literatute (Dohner H. er al., 2000;
Sindelafové L. et al., 2005). Deleci 13q14 jsme detekovali u 55,5 % nemocnych (z toho
bialelickou deleci u 11,3 %), trisomii 12 u 12,3 %, deleci 1122 u 20,2 % a deleci 17p13
jsme nalezli u 5,8 % pacienti. Podle hierarchického rozdéleni pak bylo v kategorii 0
(Zadné zjisténé aberace) 33,9 % nemocnych, v kategorii 13 (pouze delece 13q14 bez jiného
nalezu) 30,1 %, v kategorii 12 (trisomie 12 bez ohledu na stav 13q, ale bez delece 11q a
17p) 10,3 %, v kategorii 11 (delece 11g22.3 bez ohledu na ndlez 12 a 13q, ale bez delece
17p) 19,9 % a v kategorii 17 (delece 17p13.1 bez ohledu na ostatni nélezy) 5,8 % pacientil.
Ke klondlnimu vyvoji doSlo u 79 nemocnych (27 %), a tim se zménilo zastoupeni
v jednotlivych kategoriich na konci sledovani na 0 — 20,9 %, 13 — 32,2 %, 11 — 25,3 %, 17
— 11,3 % nemocnych, zatimco v kategorii 12 zustalo 30 pacient - 10,3 % (2 se ziskem
trisomie 12 byli vstupné ve skupiné 0, zatimco 2 vstupné v kategorii 12 ziskali deleci genu

ATM a tedy na konci sledovani byli v kategorii 11).

V hodnoceném souboru jsme pozorovali prodlouZzeni doby OS podle jednotlivych
aberaci oproti pivodni praci Dohner H. et al. (2000). Prekvapivy je v naSem souboru
medidn piezivani u pacientl s deleci TP53 ve vstupni FISH (101 mésicti, do hodnoceni OS
vSak bylo zahrnuto 14 ze 17 nemocnych, u kterych jsme znali potfebna data). Nicmén¢ vliv

na OS v zdvislosti na fazi onemocnéni, v jaké je delece TP53 detekovana, studovali védci
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z Mayo Clinic z americké Minessoty na souboru 159 pacientii s CLL a zjistili, Ze medidn
OS nemocnych s deleci TP53 zjisténou do jednoho roku od diagnézy (de novo 17p-) je 56
meésici, zatimco medidn OS pacientl se ziskanou deleci v pribéhu choroby je mén¢ nez 16
mesict (Shanafelt T.D. et al., 2006; Shanafelt T.D. et al., 2008). Dalsi studie této skupiny
ve spolupraci s M.D. Anderson Cancer v Houstonu (Tam C.S. et al., 2009) porovnavala
klinicky pribéh u 99 pacienti s CLL a de novo 17p-. Pokud tito pacienti nedospéli
k potiebé 1écby do 18 mésicl, pak u nich probihala nemoc po dlouhou dobu indolentn¢.
Jako statisticky vyznamné rizikové faktory pro progredujici pribéh CLL (tedy potiebu
terapie) urCili Rai stadium > I, nemutované IgVH a deleci TP53 ve vice nez 25 %
interfaznich jader, se zavérem, Ze i CLL s deleci 17p13.1 vykazuje klinickou heterogenitu.
V souladu s citovanymi publikacemi jsme potvrdili statisticky vyznamny negativni vliv

vvvvvvv

v dobé¢ diagndzy.

Pouze metodou FISH hodnotilo cetnost a vyznam vyvoje klonu nékolik studii.
Shanafelt T.D. et al. (2006) zjistili KV u 18/108 nemocnych (17 %), popsali zvysujici se
vyskyt KV u pacientl sledovanych déle nez 5 let a ZAP-70 pozitivnich (KV u 13/31 ZAP-
70 pozitivnich versus u 3/29 ZAP-70 negativnich), asociaci s CD38 pozitivitou a s
nemutovanymi /gVH geny neprokdzali, zatimco Stilgenbauer S. et al. (2007) prokazali KV
pouze u pacientll s nemutovanym IgVH (CD38 a ZAP-70 nesledovan), a urcili vyvoj klonu
nezéavislym nepiiznivym prognostickym faktorem (Cetnost KV 11/64 pacientt, 17 %). V
praci Loscertales J. et al. (2010) byl KV zaznamenan u 17 z 81 pacientt (21 %), 9x Slo o
nov¢ detekovanou deleci T7P53 a 4x o deleci ATM, nicméné¢ u KV obecné (vSechny
kategorie hodnoceny dohromady) nebyla prokdzana souvislost s mutacnim stavem IgVH
jako jedinym sledovanym parametrem. V1liv KV na OS nebyl hodnocen. Ve studii Janssens
A. et al. (2012) se zaméfili pouze na zisk high-risk aberaci v KV, ke kterému doslo u 11
z 95 sledovanych pacientli (12 %; u 7 delece TP53 a u 4 delece ATM). Relativni riziko
zisku high-risk aberace nebylo ovlivhéno CD38 a ZAP-70 pozitivitou, nemutovanym
stavem IgVH, zdvojovacim c¢asem lymfocytd (LDT), pivodnim FISH ndlezem ani
pfedchozi terapii, zatimco v multivariantni analyze celkového preziti byl zisk high-risk
aberace urCen jako nejsilnéjsi nezdvisly prognosticky faktor s hodnotou p=0,01 (pro
srovndni: pro nemutované IgVH byla hodnota p=0,024). Nicméné pro Coxovu regresni

analyzu pouZili vysledek posledni FISH u vSech 95 pacientt (s KV i bez KV).
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Do hodnoceni KV u CLL dalsi skupiny zahrnuli kromé vysledki CLL FISH panelu i
vysledky klasické cytogenetické analyzy, ziskané stimulovanou kultivaci. Lopez C. et al.
(2013) wurcili v karyotypu (po kultivaci s pfidavkem TPA na 72 hodin) KV u 12 z 84
ptipadd, metodou FISH pak u 40 ze 129. Do statistickych analyz pak zahrnuli v§echny
typy KV ur€ené jak zménou karyotypu tak FISH (KV u 47 ze 143, 33 %). Jako
nevyznamné ve vztahu ke KV urcili vSechny prognostické faktory (ZAP-70, CD38 a stav
IgVH), v multivariantni analyze pak zjistili u KV krat$i dobu do 1écby (TFS), avSak dobu
TFS i OS urcili od data diagnézy u pacientti s KV i bez KV. Tim nezohlednili zménu
cytogenetického / FISH nélezu. Obé metody pouZili k hodnoceni KV také Brejcha M. e al.
(2014), pricemz bunky v kultivaci stimulovali pfidavkem CpG a IL-2 na 5-24 hodin.
Zjistili KV ve 48/140 ptipadech (34 %), pticemzZ posun do high-risk kategorie (definovany
jako novy nalez delece ATM / delece TP53 / komplexniho karyotypu = 3 a vice zmén) u 21
pacientd (15 %). Neprokdzali souvislost high-risk KV sZidnym ze tii sledovanych
rizikovych faktora (CD38+, ZAP-70+ a nemutované IgVH), zaznamenali vSak statisticky
vyznamnou korelaci high-risk KV s pfedchozi 1é¢bou. Vliv KV na OS nebyl hodnocen.
Cilem polské prace Wawrzyniak E. et al. (2013) bylo porovnat ¢etnost a typ KV metodou
FISH a klasickou cytogenetikou (kultivace pouze s CpG oligonukleotidy 72 hodin) u 38
opakovan¢ vysetienych pacientli. V karyotypu zaznamenali KV v 15 pfipadech (z téchto
high-risk KV v 6), metodou FISH v 10 (high-risk KV u 5). V univariantni analyze nebyl
zjiStén vliv KV na celkové prezivani (OS), avSak dobu OS urcili od diagnézy nebo od

prvni FISH analyzy.

Z téchto vysledki je zfejmé, Ze pro relevantni hodnoceni souvislosti KV s rizikovymi
faktory i pro ur¢eni vyznamu KV pro pfezivani je potifeba analyzovat jednotlivé aberace
ziskané v pribéhu nemoci zvlast. Timto postupem jsme v hodnoceném souboru mohli
testovat vyznam pro pieZiti i zavislost konkrétnich typt KV na sledovanych parametrech.
Zjistili jsme, ze KV ATM signifikantné souvisi pouze s dobou sledovani ve smyslu ¢im
déle ma pacient CLL, tim pravdépodobné&ji u néj dojde k zisku delece ATM (p=0,004).
Objeveni se delece ATM vSak nema vliv na celkové prezivani (p=0,155). V piipadé¢ KV
13q14.1 byla situace obdobna, ale s dobou sledovani souvisi pouze na hranici statistické
vyznamnosti (p=0,042), proto bude nutné tento zaveér overit na vétSim souboru nemocnych.
Ke KV 12 doSlo pouze ve dvou piipadech, tim povazujeme vysledky za
neinterpretovatelné kvili chybé malych Cisel, avSak oproti jinym typim KV hodnotime
jako velmi vzdcnou udalost. KV 7TP53 vyznamné zdvisela na vSech sledovanych

parametrech, krom¢é doby sledovani - jak na vSech negativnich prognostickych faktorech,
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tak 1 na predchozi terapii. Pfi uvazované neptitomnosti predispozice ke KV TP53 v dobé
diagn6zy (nebo prvni FISH analyzy), se detekce delece TP53 v pribéhu nemoci jevi jako
vicemén¢ multifaktoridlni udélost (ostatné stejné jako kazdy typ KV). Z naSich vysledkt
vyplyvéd, Ze svou roli v rizné mife hraje nepfiznivad biologickd povaha choroby, at’ z jiz
ovéfenych negativnich prognostickych faktori nebo téch slibnych - mutace genu BIRC3,
NOTCHI a SF3BI1 (Rossi D. et al., 2013), stejné jako téch dosud neznamych. Ptikladem je
jediny pacient z 16 s KV TP53 bez ptedchozi terapie a s nemutovanymi IgVH geny.
Dals$im faktorem je pfedchozi terapie, na které statisticky zavisi KV TP53, bez ohledu na
pocet cykld. V tomto ohledu m4 jist¢ dlohu selekce minoritnitho rezistentnitho klonu
s deleci TP53 (Malcikova J. et al., 2010; Rossi D. et al., 2014), stejné¢ jako i neznama
individudlni farmakogenetickd odolnost — ptikladem je KV TP53 u pacientky 1écené pouze
jednim cyklem FCR (lécba prerusena kvuli alergické reakci). Vyznamny negativni efekt
zisku delece TP53 na ptrezivani (FSS) jsme zjistili jak v jednorozmérné analyze (p=0,001),
tak 1 v multivariantnim Coxové¢ regresnim modelu, ve kterém byl prokdzan vliv terapie
(p=0,006), nemutovaného stavu IgVH (p=0,029) a celkového KV, ovSem pfi pohledu na
tabulku 10 je evidentni, Ze z kategorii KV byla vyznamnd pouze delece TP53 (p=0,001).

V posledni dob€ hodnoceni korelaci a vyznamu KV paradoxné zkomplikovalo
spolecné hodnoceni KV jak metodou FISH, tak i klasickou analyzou karyotypu pomoci
novych kultiva¢nich metod, s pfevzatou definici komplexniho karyotypu jako ndlez tii a
vice aberaci a pauSélni interpretaci negativni prognézy. Vypovédni hodnota klasické
cytogenetické analyzy pfi Setrné kultivaci bez mitogend v porovnani se zdchytem aberaci
CLL FISH panelem je velmi nizkd, jak vidno napiiklad z ndlezi v naSem souboru. Na
druhou stranu, u vSech 11 ndlezi komplexnich karyotypii v souvislosti s CLL jsme

prokdzali metodou FISH high-risk aberaci, u 10/11 deleci TP53.
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Zavér kapitoly 5.2.:

Analyzou souboru 292 pacienti s CLL sopakovanymi FISH vySetfenimi jsme
prokdzali klondlni vyvoj (KV) - zménu nédlezu CLL FISH panelu — v 79 ptipadech (27 %),
konkrétné slo o zisk delece 13q14.3 u 38, delece genu ATM u 23, delece genu TP53 u 16 a
zisk trisomie 12 pouze u 2 pacientl (tato kategorie znemozinuje hodnoceni kvuli chybé

malych C¢isel). Predispozici k zisku jednotlivych aberaci v dob€ diagndzy jsme nezjistili.

Hodnocenim kazdé kategorie KV zvlast jsme dosli k vysledkim zdvislosti KV na
sledovanych parametrech a vyznamu pro celkové preziti. Zisk delece 13q14.3 a ATM
v ramci KV souvisi pouze s dobou trvani choroby, ve smyslu ¢im déle pacient Zije s CLL,
tim ma vétsi pravdépodobnost zisku téchto aberaci, avSak na jeho pfeziti tyto dva typy KV

dopad nemaji.

U zisku delece genu TP53 v ramci KV je situace opacnd. Tato kategorie KV zavisi jak
na negativnich prognostickych faktorech (nemutovany status IgVH, CD38 a ZAP-70
pozitivita), tak na ptfedchozi 1é€bé a znamend pro pacienta Spatnou progndzu.
V multivariantni analyze jsme identifikovali tii faktory s negativnim vlivem na celkové
preziti. Nejsilnéjsi byl vliv zisku delece TP53 (p=0,001, HR 5,13), terapie (p=0,006, HR
2,51) a nemutovaného stavu IgVH (p=0,029, HR 2,04), avSak vliv terapie pifimo souvisi
s heterogenitou onemocnéni — pacienti s indolentni CLL nedospéji roky k pottebé 1écby

oproti nemocnym s rychle progredujici chorobou.

Zavérem lze shrnout, Ze hodnotit prognosticky vyznam vSech typt klondlniho vyvoje
dohromady je zavadéjici. Prokézali jsme, Ze delece genu TP53, zjiSténa v prubeéhu nemoci,
vyznamn¢ negativné ovliviuji pacientovo celkové pieziti. Pro pacienty s CLL je
v souasnosti nejpiinosn€j$i opakovat molekuldrné cytogenetické vySetfeni vzdy pied
1é€bou a pii progresi nemoci pro naplanovani nejvhodnéjSiho cileného terapeutického

pristupu, ktery je intenzivné u pacientli s touto aberaci fesen.
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5.3. Vyznam délky telomér u CLL

V ¢lanku publikovaném v roce 2010 (Biezinova J. ef al., 2010, Piiloha ¢. 4) a
v pirehledu publikovaném v roce 2010 (Gancarc¢ikova M. et al., 2010, Piiloha ¢. 5)
jsme se zabyvali vztahem délky telomér a prognostickych faktori u nemocnych

s CLL.
Komentar k praci Birezinova J. et al., 2010

Vyse popsanou metodou Terminal Repeat Fragment (TRF) jsme stanovili délku
telomér v souboru 66 nemocnych s CLL bez piedchozi 1écby, vySetienych v letech 2007 —
2008, a vyhodnotili jsme zdavislost mezi délkou telomér a ostatnimi prognostickymi
parametry — chromosomovymi aberacemi, telomerdzovou aktivitou, mutatnim stavem
IgVH genu, expresi ZAP-70 a CD38. Pfi stanoveni diagnézy bylo vySetieno 19
nemocnych, v prubéhu onemocnéni 47 nemocnych, statisticky vyznamny rozdil v délce
telomér mezi t€émito dvéma skupinami jsme neprokazali (p=0,116). Zkracené teloméry
jsme detekovali u pacienti s nemutovanym stavem IgVH (p=0,01), ZAP-70 pozitivnich
(p=0,01), CD38 pozitivnich (p=0,05) a rovnéz u pacientli s pozitivni telomerdzovou
aktivitou (p=0,05). Chromosomové aberace byly pifitomny u 48 nemocnych (73 %),
nejcastéjSim ndlezem byla delece 13q, nalezend u 42 nemocnych (64 %). Pro korelaci
délky telomér a chromosomovych aberaci byl soubor dle cytogenetického nélezu rozdélen
do 3 skupin: s dobrou prognézou (delece 13q jako samostatnd aberace, v¢etné bialelické
delece 13q), se Spatnou prognézou (delece genit ATM a TP53) a se stiedni prognézou
(ostatni nalezy detekované metodou FISH). Statisticky vyznamny rozdil v délce telomér
mezi jednotlivymi skupinami nebyl prokdzdn, a to pfedev§im z diivodu nizkého poctu

nemocnych ve skupin¢ s cytogeneticky Spatnou prognézou.
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Vysledky z této publikace jsou v nasledujicich grafech (obrazek 13):
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U MDS, MM a akutni myeloidni leukémie byla v literatufe popsdna souvislost mezi
poctem genetickych aberaci a délkou telomér ve smyslu ¢im vice aberaci, tim kratsi
teloméry (Wu K.D. er al., 2003; Swiggers S.J. et al., 2006; Sieglova Z. et al., 2004). Jen
n¢kolik studii na toto téma bylo popsdno u CLL. Zatimco Roos G. et al. (2008) popsali u
152 nemocnych statisticky vyznamnou korelaci kritkych telomér a delece 11q/17p (a
naopak dlouhych telomér u delece 13q), jind prace asociaci kratkych telomér a neptiznivé
cytogenetiky neprokdzala (Ricca I. et al., 2007). V nasi studii jsme nenalezli asociaci délky
telomér a cytogenetickych aberaci, zatimco statisticky vyznamné kratsi teloméry byly
detekovany u nemocnych s negativnimi prognostickymi ukazateli (s nemutovanymi IgVH,
ZAP-70 a CD38 pozitivitou), avSak rozpéti hodnot se ptekryvaji.
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Zavér kapitoly 5.3.:

V nasi studii jsme vyznamnou souvislost délky telomér s cytogenetickymi aberacemi
neprokazali. KratSi teloméry byly detekovdny u nemocnych se zndmymi negativnimi

prognostickymi ukazateli (s nemutovanymi IgVH, ZAP-70 a CD38 pozitivitou), coz

vvvvv

Navic, ur€eni délky telomér je technicky naro¢né. Existuje n€kolik metodik, které ale

nejsou standardizované a tudiZ nejsou vhodné pro rutinni praxi.
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5.4. Vyznam cytogenetickych analyz u NHL

S touto &4sti souvisi recentné publikovana kazuistika Sarova et al., 2014.
5.4.1. Komentari k praci Sarova L et al., 2014 (P¥iloha &. 6)

V publikaci popisujeme komplexni karyotyp nemocného s Burkittovym lymfomem /
leukémii (BL) s translokaci t(2;8)(p12;q24) (IgLx/MYC), zahrnujici dva vzicné
cytogenetické jevy — chromotripsis a jumping-like translokaci. Chromotripsis a
chromoanasyntesa (rozpad a znovu-seskupeni malého tseku chromosomu) je hypotetické
vysvétleni vzniku komplexnich pfestaveb, postihujicich jeden nebo vice chromosomt,
vznikl4 na zdklad¢ jedné katastrofické uddlosti (Stephens P.J. et al., 2011; Liu G. et al.,
2014). Jumping translokace (JT) jsou nebalancované chromosomové piestavby, pfi kterych
je stejnd cast donorového chromosomu translokovdna na dva a vice recipientnich
chromosomit v rtznych buiikkidch u stejného nemocného a obvykle vede k duplikaci
donorového chromosomového segmentu a Castecné deleci recipientniho chromosomu

(Jamet D. et al., 2005).

V tomto piipadé zaprvé Slo o chromotripsis chromosomu 15, maskovanou zdéanliveé
balancovanou reciprokou translokaci t(11;15)(p11.2;q21). Druhou zménou je zvlastni typ
jumping translokce, a to jumping translokace ,naruby“, postihujici dlouhé rameno
chromosomu 13 (recipient) a mnoZstvi riznych donorovych chromosomovych segmentd.
Vzhledem k piitomnosti translokace t(11;15)(p11.2;q21) ve vSech vysetifovanych mitosach
predpokladame, Ze chromotripsis vznikla v ¢asném staddiu onemocnéni a mohla tak zadsadné
pfispét k leukemické transformaci Burkittova lymfomu. Jumping translokace ,,naruby®,
pfitomnd pouze v nékterych vySetfovanych mitosdch, velmi pravdépodobné sveédéi o

prohlubovani progrese nemoci.
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Na obrazku 14. z této publikace je komplexni karyotyp pacientky, metoda multicolor

FISH (mFISH).

47,XX,t(2;8)(p12;q24),t(11;15)(p11.2;q21),+20.
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5.4.2. Double hit lymfomy

Zabyvame se rovnéz detekci vysoce agresivnich, vzdcnych double hit lymfomt —
podle klasifikace WHO 2008 spadajicich do kategorie ,,Neklasifikovatelny B-lymfom, se
znaky mezi DLBCL a Burkittovym lymfomem* a nesoucich translokaci MYC genu
spole¢né s translokaci genu BCL2 nebo translokaci genu BCL6. U nemocnych
s podezienim na double hit lymfom jsme metodou FISH se sondami BCL2 BA, BCL6 BA
a MYC BA (Abbott Molecular™) detekovali piftomnost zlomu (ti¢asti v translokaci) genu
BCL2 (18q21), BCL6 (3927) a genu MYC (8q24).

Celkem bylo vysetfeno 33 pacientl s diagnézou diftizniho velkobunééného lymfomu
(DLBCL) nebo Ilymfomu srysy DLBCL a Burkittova lymfomu (BL), ktefi byli
diagnostikovani a ptipadné 1éCeni v rozmezi let 2010 a 2014 na L. interni klinice VEN a
1.LFUK. V tomto souboru byl double hit lymfom prokdzin ve 4 piipadech. Zdikladni
charakteristiky souboru jsou v tabulce 11.

Tabulka 11. Zakladni charakteristika souboru.

]z;;lz:i;;t Ostatni
Pocet pacienti 4 29
Diagnéza
DLBCL 3 (75%) 26 (90%)
DLBCL/BL 1 (25%) 3 (10%)
Pohlavi - muzi 3(75%) 20 (69%)
- Zeny 1 (25%) 9 (31%)
Vek 64,5 (58-69) 65,5 (23-77)
Klinické stadium
I-11 1 (25%) 7 (21%)
II-1vV 3 (75%) 22 (76%)
International Prognostic Index (IPI)
Nizké 0 3 (10%)
Stfedné nizké 1 (25%) 6 (21%)
Stfedné vysoké 1 (25%) 4 (14%)
Vysoké 2 (50%) 15 (52%)
Velikost tumoru nad 10 cm 4 (100%) 11 (38%)
LD nad normu 4 (100%) 23 (79%)
Celkové p¥iznaky 3 (75%) 15 (52%)
Uzlinové postiZzeni 4 (100%) 24 (83%)
Extranod4lni postiZeni 3 (75%) 24 (83%)
Postizen{ kostni dfen& 1 (25%) 12 (41%)
Relaps/progrese 3 (75%) 9 (31%)
Unmrti 3 (75%) 9 (31%)
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V souboru pacientii nebyly nalezeny vyznamné klinické rozdily, krom¢ bulky

adenopatie (tumor vétsi nez 10 cm) pfitomné u vSech nemocnych s double hit lymfomem.

Rozdily ve standardnich parametrech piezivani — pteziti bez progrese (PFS) a
celkového preziti (OS) jsou patrné z kiivek na obrazcich 15 a 16. Rozdily byly statisticky

hrani¢né vyznamné vzhledem k malému poctu hodnoceni.

Obrazek 15. Analyza pteziti bez progrese (PFS).

100+ = double hit lymfom (median 0.6 roku)
—— jiny lymfom (median 33 reky)
I
S 5
o e
251
p=0.10
c 1 1 1 1 1 1

Roky

Obrazek 16. Analyza celkového preziti (OS).

100+ —— double hit lymfom (median 0.8 roku)
== Jiny lymfom (median 3,3 roky)
79
= 301 .
21 =
0=0.08
0 1 I | | 1 I |
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Tyto vysledky jsou v souhlasu s publikovanymi pracemi (Friedberg J.W., 2012; Oki Y. et
al., 2014), v soucasné dob¢ se zabyvame analyzou dalSich nemocnych a nemocnych

s folikuldrnimi lymfomy. Optimalizace 1é¢by je pfedmétem vyzkumu.

Z této oblasti jsme zatim nepublikovali vlastni vysledky.

5.4.3. MCL

U NHL se vénujeme diagnéze lymfomu z bunék plast¢ MCL, ktery — podobné jako
CLL - klinicky probihd znacn¢ heterogenné. Metodou FISH v interfaznich jadrech
vySetfujeme kazdého nemocného na piitomnost rekurentnich diagnostickych a potencidlné
prognostickych aberaci sondami detekujicimi translokaci t(11;14)(q13;q32) (jez vede
k overexpresi cyklinu D1 pfemisténim genu CCND/ pod vliv promotoru /gH genu), deleci
ATM a TP53 genu, a deleci genu pro cyklin-dependentni kindzu 2a (CDKN2A). Timto

panelem sond jsme jiz vySetiili 95 pacientii s MCL a vysledky zpracovdvame.

Zavér kapitoly 5.4.:

NaSe priace je zamcfend na vyuziti molekuldarné cytogenetickych metod (zejména
FISH) k diferencidlni diagnostice a detekci aberaci s prognostickym vyznamem u NHL, a
to jak na bunkéach periferni krve, kostni dfen¢ i pleurdlnich vypotkt, tak na veskerém

bioptickém materidlu fixovaném ve formalinu, zalitém v parafinu.
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6. Souhrn

V hodnoceném souboru bylo celkové pieziti shodné s literaturou ovlivnéno negativné
deleci ATM a TP53, a naopak pfiznivé deleci oblasti 13q14. Prokdzali jsme, Ze zatimco
delece IgVH je pravodni jevem monoklonality a nemd vliv na pacientovu prognozu,
translokace IgH genu zdsadné zavisi na druhém translokaénim genu. Po vylouceni
diagnostickych translokaci lze fici, Ze translokace genu IgH se u CLL vyskytuji vzacné,

stejné jako netypické ndlezy CLL FISH panelu.

Potvrdili jsme, Ze ndlezy FISH zPK i KD maji u CLL relevantni vypovidajici
hodnotou a poskytuji prognosticky dutlezité informace ve srovndni s konvenéni

cytogenetickou analyzou.

Zabyvali jsme se také vyznamem vyvoje klonu u CLL. Hodnocenim kazdé kategorie
KV zvlast jsme dosli k vysledkim zavislosti KV na sledovanych parametrech a vyznamu
pro celkové preziti. Zisk delece 13q14.3 a ATM v ramci KV souvisi pouze s dobou trvani
choroby, ve smyslu ¢im déle pacient Zije s CLL, tim md vét$i pravdépodobnost zisku
téchto aberaci, avSak na jeho pieZiti tyto dva typy KV dopad nemaji. U zisku delece genu
TP53 vramci KV je situace opacnd. Tato kategorie KV zdvisi jak na negativnich
prognostickych faktorech (nemutovany status /gVH, CD38 a ZAP-70 pozitivita), tak na
pfedchozi 1é¢bé a znamend pro pacienta Spatnou prognézu. V multivariantni analyze jsme

prognosticky vliv zisku delece TP53 potvrdili.

V komentovanych vysledcich z nasi publikované price jsme vyznamnou souvislost

délky telomér s cytogenetickymi aberacemi neprokézali. Kratsi teloméry byly detekovény

/////

Nezastupitelnost molekuldrné cytogenetickych metod (zejména FISH) v diferencidlni
diagnostice a v prognostice NHL byla dokumentovdna - vzhledem k provazanosti
problematiky, v celé praci. Zavedenim metodiky FISH na histologickych fezech v parafinu
jsme zpiistupnili FISH analyzy vSem typum biologického materidlu vcetné¢ archivnich

vzorku.
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