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1 UVOD

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je nejéastéj$im typem leukémie dospélych
Vv rozvinutych zemich. Jde o klonalni maligni lymfoproliferativni onemocnéni vznikajici
v disledku poruchy apoptozy a klondlni proliferace zralych B-lymfocytd, které se akumuluji
Vv t€le nemocnych. Témi byvaji nejcastéji muzi nad 60 let véku. Pii urceni progndzy pacientl
a stanoveni optimalniho 1écebného postupu zalezi kromé fyzického stavu, véku, pohlavi, také
na chromozomovych aberacich a genovych mutacich, které jsou stanovovany pomoci

cytogenetickych, molekularné-cytogenetickych a molekularné-biologickych metod.

Mezi nejcastéjsi chromozomové zmény patii delece oblasti 6921, 11g22-23 (ATM), 13q14,
17p13 (TP53), duplikace oblasti 8q24, trizomie chromozomu 12 a piestavba genu IGH. Dalsim
velice vyznamnym prognostickym markerem je muta¢ni status genu pro variabilni ¢ast tézkych
fetézct imunoglobulind (IGHV). U pacienti Se nachazi pak cela fada dalsich aberaci, u kterych
vSak neni znamy jejich prognosticky vyznam. Nalez komplexniho karyotypu (soucasny vyskyt
celkovym piezitim. Kromé Kklasického cytogenetického vySetieni pruhovacimi technikami se
tyto zmény detekuji metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Tato metoda vyuZziva
fluorescenéné znacenych DNA sond, které lokalizuji jednotlivé vybrané aberace. Tuto techniku
pak dopliiuje array komparativni genomova hybridizace (aCGH) umoznujici analyzu
nebalancovanych zmén celého genomu. Za pomoci sekvenacnich technik jako je Sangerova
metoda nebo sekvenovani nové generace se detekuji mutace v genech, ktery maji také dilezity
prognosticky vyznam u CLL, napi. TP53 a NOTCH1. Vysledky téchto analyz, jejich kombinace

a korelace s klinickym stavem jsou pak dilezité pro stanoveni 1écby pacientt s CLL.



2 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo (i) vypracovat literarni resersi na dané téma, (ii) pomoci
metody aCGH vyhodnotit genetické zmény u pacientti s CLL a (iii) u podsouboru pacientl
s detekovanou trizomii 12 wurcit jeji rozsah, vyhodnotit soucasny vyskyt dalSich
chromozomovych aberaci a statisticky analyzovat jejich dopad na délku intervalu do nasazeni

prvni 1éCby.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Hematopoéza

Hematopoéza je proces, pifi némz dochazi k tvorbé krve v organismu. Jedna se o velmi
dynamicky d¢j vyzadujici neustalou koordinaci mnoha bunécénych dé€ji po celou dobu Zivota
organismu. Ke vzniku jednotlivych krevnich slozek dochdzi jak béhem embryonalniho vyvoje,
tak i v postnatalnim obdobi, kdy dochazi k dopInéni krevniho objemu. Krev je jednou z nejvice
regenerativnich a plastickych tkani v téle a jeji komponenty jsou béhem Zivota kazdou sekundu
dopliiovany novymi. V kritickych situacich, jakymi mizou byt anémie nebo infekce, se pocet
krvinek rychle zvysuje. Pocet bun&k po zotaveni pak opét klesa k b&Znym hodnotam. Zivotnosti
ruznych zralych typt krevnich bun€k se pohybuji od hodin do n€kolika let. Veskeré slozky krve
se vyvijeji z hematopoetickych kmenovych bunék (HSC, hematopoetic stem cells), které se
nachdzeji prevazné v kostni dfeni, coz je hlavni misto hematopoézy dospélych. Zaroven jsou

HSC nejvice studované kmenové buriky (Rieger et Schroeder, 2012).

3.1.1 Hematopoéza béhem prenatalniho obdobi

V ranych fazich dochazi k embryondlnimu vyvoji pfi absenci jakychkoli krevnich bunék.
Teprve poté, co embryo dosahne velikosti, pfi které mize byt zasobeno kyslikem a dal§imi
zdkladnimi latkami pomoci diflize, se poprvé zacinaji vytvaiet krevni builkky (Rieger et
Schroeder, 2012). Podle toho, kde v embryu dochazi ke krvetvorbé, rozliSujeme tii faze

embryonalni hematopoézy: mezoblastickou, jaterni a medularni fazi.

Pocatec¢ni vyvoj primitivnich hematopoetickych bunék zafind béhem prvnich dvou tydnt
embryonalniho vyvoje po oplodnéni tzv. mezoblastickou fazi ve Zloutkovém vaku (Singh et al.,
2021). Tato faze hematopoézy probihd extraembryonélné, tedy vné plodu (Galloway et Zon,
2003). Cast bunék tvofi v centralni dutiné Zloutkového vaku predev§im primitivni erytroblasty
obsahujici bunééné jadro (Lexova, 2000). Tyto komponenty jsou v ¢asné embryogenezi dilezité
pro produkci hemoglobinu potiebného pro dodavani kysliku do rychle se rozvijejicich
embryonalnich tkani (Keohane, 2016). Cast bunék mezodermalniho pivodu také migruje do
oblasti aorta-gonadni-mezonefros (AGM), kde dochazi k tvorbé prvnich bunék s funkénimi
vlastnostmi HSC (Rieger et Schroeder, 2012). Dle studii z poslednich let je pravé tato oblast
klicova pro embryondlni hematopoézu, jelikoZ krvetvorba ve Zloutkovém vaku ¢asem zanika

(Easterbrook et al., 2019).
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Obrazek 1: Schématické zndzornéni fazi hematopoézy v zavislosti na velikosti plodu (pfevzato

a upraveno z Perinatal Medicine Foundation, 2021)

Jaterni faze hematopoézy zacina v patém az Sestém tydnu te€hotenstvi a az do Sestého mésice
jsou jatra klicovou oblasti hematopoézy (Lexova, 2000). Na pocatku této faze HSC migruji
z oblasti AGM do jater a také do placenty plodu. K hematopoetickému procesu ale v tomto
obdobi ptispivaji vSechny krvetvorné tkané, tedy vyvijejici se slezina, ledviny, brzlik, placenta
a lymfatické uzliny. Brzlik, ktery je prvnim pln¢€ vyvinutym orgdnem plodu, se stava hlavnim
mistem produkce T-bun€k, zatimco ledviny a slezina produkuji pfedevsim B-buiky (Keohane,
2016). Hematopoéza v oblasti AGM a zloutkového vaku mezitim zanika. Tato faze je opét
charakteristické shluky vyvijejicich se erytroblastt, které jiz ale bunécné jadro ztraci (Lexova,
2000). Kromég toho Vv jatrech vznika i mnozstvi granulocytii a makrofagu, které se v pozdé€jsim

obdobi zacinaji usazovat i v prostorech kostni diené (Payushina, 2012).

Jak je mozné vidét na obrazku 1, mezi ¢tvrtym a patym mésicem téhotenstvi se béhem
medularni faze zacina centrum hematopoézy piesouvat do dutiny kostni dfené. V tomto obdobi
vnikaji nejdiive v kli¢nich a nésledné ve vSech kostech plodu dutiny vyplnéné prokrvenou
pojivovou tkani, do kterych se HSC a mezenchymalni buniky piesouvaji (Lexova, 2000). Na
konci Sestého mésice téhotenstvi se kostni dien stava primarnim mistem hematopoézy, av§ak
krvetvorba mimo tuto oblast zaniké az po dvou az tfech tydnech po narozeni. Mezenchymalni
buiiky se béhem tohoto obdobi dale diferencuji na strukturni prvky, které podporuji vyvijejici

se krvinky (Keohane, 2016).

3.1.2 Hematopoéza béhem postnatalniho obdobi

Po narozeni uz hematopoéza probihd ve vysoce specializovanych lymfatickych orgénech
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a tkanich, predev§im v kostni dieni, lymfatickych uzlinach, slezing, jatrech a brzliku. Tyto
organy imunitniho systému se rozliSuji na primarni a sekundarni lymfatické tkan¢. Primarni
lymfaticka tkan je mistem, kde dochazi k maturaci a diferenciaci T a B bun¢k. Mezi tuto
skupinu se tadi kostni dfen a brzlik. Kostni dien je houbovitd tkan vypliujici vnitini dutiny
dlouhych kosti. Z hlediska krvetvorby je dilezita husté inervovana a prokrvena ¢ervena kostni
dren, jejiz bunky vylucuji mnozstvi cytokinii. Hlavnim ukolem kostni dfen¢ je udrzovani
hematopoetické homeostazy, tedy rovnovahy mezi proliferaci a diferenciaci hematopoetickych
kmenovych a progenitorovych bunék. Kostni dien je také hlavnim zdrojem HSC, ze kterych
jsou diferenciaci produkovany erytrocyty a vétSina bunék imunitniho systému, predev§im B-
lymfocyty (Wang et al., 2018). V brzliku naproti tomu dochazi k dozravani T-lymfocytd
(Flajnik, 2011).

Sekundarni lymfaticka tkan, hrajici hlavni roli pfi reakci na cizi antigeny a imunitni odpovédi,
se sestava z lymfatickych uzlin, sleziny a lymfatické tkané spojené se sliznici (Keohane, 2016).
Lymfatické uzliny jsou malé tkané ve tvaru fazole fungujici jako filtry lymfatickych cév. Bunky
imunitniho systému v uzlindch zachycuji patogeny migrujici lymfatickymi cévami a aktivuji
tvorbu protilatek v krvi, coz se mize projevit oteklymi nebo bolestivymi lymfatickymi
uzlinami. Slezina je =zasobarnou bunék imunitniho systému, které mohou byt krvi
transportovany do jinych organt a taktéz funguje stejné jako lymfatické uzliny. Sliznice je pii
imunitni odpovédi dillezitd hlavné v oblasti stfev. Stfevni sliznice, obzvlasté konec tenkého
stfeva a slepé stievo (viz Obrazek 2), obsahuji vice nez polovinu vSech bunék produkujicich
protilatky. Bunky detekuji patogeny, oznaci je, a vyvolaji imunitni odpovéd’ vedouci k jejich
zniceni. Sliznice podporujici imunitni systém je ale 1 soucasti dychacich a mocovych cest

a pochvy.

Lymfatické uzliny

Brzlik

Lymfatické uzliny |

Sliznice tenkého

Slepé stievo | stfeva

— Lymfatické uzliny
Kostni dreri

Obrazek 2: Organy imunitniho systému (pfevzato a upraveno z BYJU'S, 2021)



3.2 Chronicka lymfocytarni leukémie
3.2.1 Obecna charakteristika

Leukémie jsou heterogenni skupinou hematologickych chorob, pii kterych dochazi k maligni
transformaci a klonalni proliferaci hematopoetickych bun¢k (Davis et al., 2014). Podle toho,
jaké progenitorové buiiky postihuje, lze tuto nemoc dé¢lit do dvou kategorii: myeloidni
a lymfoidni. Podle klinick¢ého pribéhu se pak myelézy a lymfadenozy déli na akutni
a chronické. Akutni leukémie maji velmi rychly vyvoj, jsou typické abnormélnimi bunikami,
které zpusobuji dysfunkci kostni dfené. Oproti tomu chronické leukémie maji velmi pomaly
pribeh, a proto se jejich ptiznaky mohou projevit az po letech od zacatku nemoci (Lyengar et

Shimanovsky, 2021).

Pro chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) je charakteristicka klondlni proliferace, porucha
apoptdézy a akumulace zralych B-lymfocytti v kostni dieni, lymfatickych uzlinach, sleziné
a periferni krvi, kde je jejich vyskyt na jeden litr nad 5-10°. Lymfocyty jsou zralé, malé a jejich
velikost nepfesahuje dvojnasobek velikosti erytrocytl. Maji kulaty tvar, stejné jako jejich jadro
obsahujici hutny kondenzovany chromatin, bez jadérka (Starostka et Mikula, 2014).
S vyskytem 5 ptipadi na 100 000 obyvatel je chronicka lymfocytarni leukémie nejcastéjSim
typem leukémie u dospélych v rozvinutych zemich. Podle udajli Svétové zdravotnické
organizace (WHO, World Health Organization) z roku 2017 je pruimérnym vékem, kdy je tato
nemoc diagnostikovana v USA, Evropé a Australii, cca 70 let (Swerdlow et al., 2017). V Asii
je toto onemocnéni méné Casté. Az dvakrat ¢astéji jsou také diagnostikovani muzi, u kterych je
1 vétsi pravdépodobnost vyvoje nemoci. Pribeh tohoto onemocnéni se U jednotlivych pacientl
velice rizni, od lehkych ptfipadi az po pacienty s velmi agresivnim vyvojem nemoci. Tato
nestejnorodost ma také dopad na lé¢ebnou strategii, ptistup k onemocnéni, a nakonec 1 na dobu

preziti od diagnozy (Puiggros et al., 2014).

Patogeneze CLL neni doposud plné objasnéna. Nicméné v soucasné dobé dochazi k stile
vétSimu pochopeni procesu, pii kterém dochazi k leukemogenni transformaci. Kromé naruSeni
apoptotickych drah a vlivu mikroprostiedi hraji dilezitou roli pfi vzniku a vyvoji onemocnéni
chromozomové aberace a genové mutace. Neddvnd komplexni analyza genomi skupiny
pacientt trpicich CLL ukazuje, Ze onemocnéni muze byt az v 80 % iniciovano ztrdtou nebo
duplikaci ¢asti chromozomu, nasledovanou dalsimi mutacemi, které mohou zvysit agresivitu

chronické lymfocytarni leukémie (Hallek, 2019). I ptes Siroké spektrum genomovych aberaci
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se CLL, ve srovnani s jinymi hematologickymi malignitami nebo i jinymi typy nadort,

vyznacuje relativng stabilnim genomem (Puiggros et al., 2014).

3.2.1.1 Richterova transformace

Richterova transformace je zadvazna komplikace chronické lymfocytarni leukémie. Jen ve
Spojenych statech americkych je diagnostikovano kolem 500 pacientii rocné a jeji vyskyt se
pohybuje od 2 do 10 % pacientii s CLL (Molica, 2010). Jde o transformaci v rychle rostouci
lymfom, nejcastéji difuzni velkobunéény B lymfom nebo napt. v Hodgkintiv lymfom. Kromée
velmi Spatné progndzy je Richterova transformace odolna vaci 1éEbe. Mezi prognostické
faktory patii zdravotni stav pacienta, hodnota LDH (laktatdehydrogendza), pocet krevnich
desticek, velikost nddorti lymfomu a pocet podstoupenych terapii. Celkové se median preziti

pohybuje od péti do osmi mé&sict (Bockorny et al., 2021).

Dulezitou roli hraji v pfipadé Richterovy transformace chromozomové aberace. Mezi
nejcastéj$i cytogenetické abnormality patii delece genu TP53, delece geni CDKNZ2A/B
a aberace genu MYC. V téchto pfipadech dochazi k inaktivaci funkce p53 a aktivaci drahy MYC,
a jsou tedy vyznamné v opravach poskozeni DNA, kontrole bunécného cyklu a proliferaci
(Fabbri et al., 2013). Casto lze také pozorovat dal§i chromozomové aberace. Az u 30 % piipadt
se tato transformace vyskytuje spole¢né s trizomii chromozomu 12 (Déhner et al., 2000). Dalsi
velmi Castou aberaci spojovanou s Richterovym syndromem je mutace genu NOTCH1 — az
u 40 % pacienti (Rossi et al., 2012). Dale byly popsany chromozomové zmény oblasti 13q,
11q, 17p a 6q a trizomie chromozomu 12 (Déhner et al., 2000). Predpoklada se, ze vétina
téchto cytogenetickych aberaci, kromé aberace TP53, delece 13914 a trizomie chromozomu 12,
vznika az v prub&hu transformace (Khan et al., 2018). Obecné je pro vétsinu pacienti ale
charakteristicky klondlni vyvoj a pfitomnost komplexniho karyotypu, ktery zahrnuje

kombinace vy$e zminénych chromozomovych abnormalit.

3.2.2 Prognostické faktory

Chronické lymfocytarni leukémie je choroba s velice variabilnim prib&hem. Néktefi pacienti
ziji béZznym zivotem bez nutnosti 1écby a umiraji z pfi€in jinych, nez je CLL, zatimco u jinych
nemoc vyzadujici 1é€bu velmi rychle progreduje a pacient umird 2-3 roky od stanoveni
diagnézy (Wierda et al., 2007). Na zaklad¢ fyzikalniho a laboratorniho vySetfeni lze
identifikovat klinické stadium podle Raie, viz Tabulka 1, a Bineta. V Tabulce 2 jsou uvedena
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kritéria pro jednotliva stadia a jejich median preziti (Rai et al., 1975; Binet et al., 1981, Pflug
et al., 2014). Obecné lze fict, Ze stadium koreluje s celkovym piezitim pacientt, avSak stale je
kazdé stadium velmi variabilni, coz omezuje predikci pieziti pacienta. Kromée klinického stadia
pii 1écbé CLL zalezi i na fyzickém stavu pacienta véetné véku, pohlavi, stavu kostni dien¢

a pfitomnosti prolymfocytii v krvi a kostni dfeni.

Tabulka 1: Klinicka stadia CLL podle Raie

Stadium Piiznaky Median preziti
0 lymfocytoza > 10 let
1 lymfocyt6za a lymfadenopatie
: : > 8 let
2 lymfocytoza a splenomegalie nebo hepatomegalie
3 lymfocytdza a anémie
6,5 roku
4 lymfocyt6za a trombocytopenie
Tabulka 2: Klinicka stddia CLL podle Bineta
Stadium Piiznaky Median preziti
A mén¢ nez 3 postizené skupiny uzlin > 10 let
B 3 a vice postizenych skupin uzlin > 8 let
C anémie 6,5 roku

T

prevazné nebalancované. Nejcastéji se jedna o delece dlouhého ramene chromozomu 13 (13q)
a 11 (11q), kratkého ramene chromozomu 17 (17p) a trizomie chromozomu 12 (Nabhan et al.,
2015). Jak uvedl Dohner et al. jiz v roce 2000, vice nez 82 % pacient ma v genomu alespon
jednu chromozomovou abnormalitu. Tyto a dalsi vysledky vedly ke vzniku klasifikace na
zakladé fluorescencni in situ hybridizace (FISH), zaloZené na ptitomnosti delece 17p, 11q, 13q,
trizomie 12 a normalniho karyotypu. Nejhor$i prognézu maji jednoznacné pacienti s delecemi
17p13.1 nebo 11g22.3 s dobou preziti 22 mesict (Van Dyke et al., 2016). Nemocni s deleci 17p

jsou navic casto rezistentni k chemoimunoterapii a doba do progrese je u vétSiny cilenych terapii
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krat$i (Hallek, 2019). Pacienti s trizomii 12 maji prognézu lepsi s dobou pieziti 30 mésict (Van
Dyke et al., 2016). Skupiny s normalni chromozomovou konstituci a ty, které nesou deleci 13q,

maji prognozu nejpiiznivejsi, kdy prezivaji v pruméru 111, respektive 133 mésict (DShner et

al., 2000).

Jelikoz je obecné pfitomnost zvyseného poctu cytogenetickych abnormalit spojena
s agresivnéjSim prube¢hem CLL, byl v posledni dob¢ definovan dals$i vyznamny prognosticky
faktor tohoto onemocnéni. Tim je komplexni karyotyp neboli pfitomnost tii a vice
strukturdlnich nebo numerickych chromozomovych aberaci identifikovanych pomoci tzv.
pruhovacich technik (Baliakas et al., 2019). | z tohoto divodu jsou i pies stale se vyvijejici nové
analyzy dulezité techniky klasické cytogenetiky a stanoveni karyotypu. Kromé zmén
uvedenych v této praci existuje spousta dalSich s vice ¢i méné zndmym dopadem na pribéh

onemocnéni.

3.2.3 Molekularné cytogenetické prognostické faktory

Nejcastéjsi chromozomovou aberaci detekovanou pomoci FISH je delece na dlouhém rameni
chromozomu 13, konkrétné v oblasti 13q14 (Hallek, 2019). V tomto deletovaném regionu se
nachazi MDR (minimalni deletovana oblast), ktera obsahuje geny pro dvé miRNA, a to miR-
15a a miR16-1, které¢ maji tumor supresorovou funkci (Klein, et al., 2010). miRNA vsak do
delece chromozomu 13 nejsou zahrnuty vzdy a, 1 kdyZ je jejich exprese u nékterych pacientt
sniZena, nebyla nalezena souvislost s po¢tem deletovanych alel 13q. Proto by se kromé téchto
miRNA na tumor supresorové aktivité¢ mohly podilet i dalSi geny nachézejici se v deletované
oblasti chromozomu 13, jako napi. DLEU7 (Puiggros et al., 2014). Tato abnormalita se
vyskytuje u vice nez poloviny vSech ptipadti CLL, a piestoze se u pacienti vyskytuji rozdily
Vv pritbéhu onemocnéni a miry preZziti, je tato skupina povazovana za tu s velmi nizkym rizikem

a dobrou prognozou (Klein, et al., 2010).

Druhou nejcastéj$i cytogenetickou abnormalitou je delece dlouhého ramene chromozomu 11,
ktera se nachazi u pfiblizné 10-20 % pacient trpicich chronickou lymfocytarni leukémii
(Dohner et al., 2000). Tato delece ¢asto obsahuje oblast 11q22-23, kde se mimo jinych nachazi
gen ATM. Tento gen koduje kindzu ATM dulezitou pro opravy poskozené DNA, DNA
rekombinaci a kontrolu bunééného cyklu. Dalsim dilezitym genem v této oblasti je BIRC3, coz
je negativni regulator NF-«xB proteinu, ktery funguje jako transkripéni faktor. Klinicky je delece
11q spojena s agresivnéjSim pritbéhem onemocnéni, rozsdhlym postiZzenim lymfatickych uzlin,

Spatnou odpovédi na 1é¢bu, a sniZzenou pravdépodobnosti pieziti (Zenz et al., 2010).



vvvvvv

17. Tato chromozomova aberace se nachazi u 4 az 7 % pacientti (Zenz et al., 2010). Tato delece
téméf vzdy zahrnuje oblast, kde se nachazi tumor supresorovy gen TP53. Produktem tohoto
genu je protein p53, kterému se Casto prezdiva strazce genomu. Jedna se o transkripcni faktor,
jehoz nejdilezitéjsi tlohou je reakce na poskozeni DNA. Aktivace TP53 vede v burice k zastaveé
bunééného cyklu, opravé DNA, popt. apoptoze nebo senescenci (Hallek, 2019). Pacienti s CLL
nesouci deleci 17p jsou spojovani s velice Spatnou prognoézou a rychlym postupem onemocnéni,
kdy median preziti je 3 az 5 let od diagnozy (Rossi et al., 2013). Tato cytogeneticka abnormalita
také vykazuje vyraznou rezistenci vu¢i genotoxickym chemoterapiim, i ve spojeni

S chemoimunoterapii.

Delece dlouhého ramene chromozomu 6 se u pacientd s CLL jako primdrni zména témef
nenachdzi. Vyskytuje se tedy s relativné nizkou frekvenci 3—6 %, vétSinou jako sekundarni
chromozomova aberace nebo v kontextu s komplexnim karyotypem (Cuneco et al., 2004).
Pacienti s touto cytogenetickou zménou maji tedy obecné vyrazné krat$i dobu pieziti a horsi
prubéh onemocnéni CLL. Nejéastéji v tomto piipadé dochazi k deleci v oblasti 6g21. Které

geny ale piispivaji k patogenezi CLL zatim neni znamo (Kriizova et al., 2020).

Pomémé vzacna je v pripadé CLL duplikace dlouhého ramene chromozomu 8, ktera se nachazi
u 2-5 % ptipada (Blanco et al., 2014). Pfi duplikaci vétsinou dochazi k amplifikaci oblasti
8924, kde se nachazi gen, jehoZ produktem je onkogenni transkrip¢ni faktor MYC. Ten hraje
dilezitou roli v progresi bunééného cyklu, apoptoze a bunééné transformaci. Kromé duplikace
dochazi také k prestavbam genu MYC, ty se ale u CLL vyskytuji pouze vyjime¢né. Tyto
chromozomové zmény jsou spojeny s nepiiznivou prognoézou a progresi do Richterovy

transformace.

Nejméné cCastou primdrni rekurentni zménou je translokace genu kodujici teézky fetézec
imunoglobulinii (IGH) vyskytujici se asi U 4 % piipadi. Gen IGH se vyskytuje na dlouhém
rameni chromozomu 14, konkrétné v oblasti 14032. Stejné jako delece 6p se u pacientl
postizenych CLL vyskytuje velmi sporadicky, a to pouze vramci klonalniho vyvoje
onemocnéni ((Dohner et al., 2000). Obecné je tato abnormalita spojovana s velmi Spatnou
prognozou, ale zalezi na partnerském genu. Nej€astéji se jednd o translokace t(14;18)(q32;q21)
s prestavbou gent IGH/BCL2, ktera se Casto vyskytuje spole¢né s trizomii chromozomu 12
(Kojima et al., 1998). Dale pak translokace t(14;19)(q32;913) s pfestavbou genu IGH/BCL3
nebo t(8;14)(q24,932) s prestavbou gentt IGH/MYC (McCarthy et al., 2008).
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3.2.3.1 Trizomie chromozomu 12

Trizomie chromozomu 12 je tfeti nejcastejsi chromozomova aberace, ktera je pozorovana u 10
az 20 % pacienti s CLL, pficemz jako samostatnd se mize vyskytovat az u 70 % vzorkl
identifikovanych pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (Dohner et al., 2000). Kromé toho
muze byt asociovéana i s dal§imi chromozomovymi aberacemi, jako je delece oblasti 13q, 11q
a 17q nebo i dal$imi trizomiemi (Quijano et al., 2008). Trizomie 12 byla pivodné podle
prognostického modelu Déhnera povazovana za stfedné€ rizikovou aberaci, v dnesni dobé ale
zustava jeji prognosticky vyznam predmétem debaty. Zatimco prvni studie zabyvajici se touto
problematikou spojovaly trizomii chromozomu 12 s agresivnéj$im pribéhem onemocnéni,

nedavné studie ji zatazuji do kategorie s nizkym rizikem (Rossi et al., 2013; Hallek, 2019).

Pacienti trpici CLL, u nichZ se vyskytuje trizomie chromozomu 12, jsou velice heterogenni
skupinou. U 40-60 % ptipadi se mimo této zmény nevyskytuje jind chromozomova aberace
(Krtzova et al., 2020). Ve zbylych piipadech se spolu s trizomii 12 nejcastéji vyskytuje
trizomie chromozomu 18 a 19, delece 14q, 13q, 11q nebo 17p a prestavby genu IGH. Tato
chromozomova zména se také Casto vyskytuje na pocatku vyvoje CLL a usnadnuje vznik
sekundédrnich chromozomovych aberaci nebo mutaci v dalSich genech napt. genu NOTCH1.
V posledni dobé byla zejména u pacientl s t€zSim pribéhem CLL zjisténa vysoka frekvence
mutaci pravé genu NOTCH1, dale nemutovany stav genu IGHV a vysoké hladiny exprese znakt
CD49d a CD38 (Balatti et al., 2012; Autore et al., 2018). Pfedpoklada se, Ze pravé tyto mutace
by mohly souviset se Spatnou prognézou a byt také divodem rozdilnosti pribéhu onemocnéni

a miry preziti pacientd s trizomii chromozomu 12.

Casty vyskyt trizomie 12 u pacienti s krat$i dobou do prvni 1é¢by naznacuje, Ze do patogeneze
jsou zapojeny geny umisténé na chromozomu 12 (Hu et al., 2019). Jelikoz je ale v tomto piipadé
zasazen cely chromozom a ne jen jeho mensi oblast, je obtiZzné urcit, které geny by mohly byt
za patogenezi zodpovédné. Dle ocekavani je trizomie 12 ve vétSin¢ piipadli spojena
s nadmérnou expresi genil vyskytujicich po celém chromozomu 12, kromé toho ale muze

dochazet i k nadmérné nebo nizké expresi gend mimo tento chromozom (Puiggros et al., 2014).

3.2.3.2 Mutacéni stav IGHV

Jeden z nejvyznamnéjsich prognostickych markerii u CLL je mutacni status genu pro variabilni
¢ast tézkych fetézcti imunoglobulinti (IGHV). Stanoveni muta¢niho statusu genu IGHV

umoziuje identifikovat leukemicky klon B-bunék a soucasné rozdéluje pacienty do dvou
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prognosticky odlisnych skupin. V roce 1999 Hamblin et al. definovali hranici, na zaklad¢ které
je stanoven mutovany stav IGHV od nemutovaného. U pacientll s nemutovanym genem pro
IGHV je nukleotidova homologie se zarode¢nou linii vétsi nez 98 %. Tito pacienti maji obecné
horsi prognézu s dobou pieziti 3 roky az 10 let (Parikh et al., 2016). Oproti tomu pacienti
s mutovanym genem pro IGHV jsou spojovani s vyrazné lepsim pribéhem CLL s medianem
preziti kolem 20 let (Parikh et al., 2016). Muta¢ni status IGHV u B-bun¢k vétSinou ziistava

neménny béhem celého onemocnéni a jeho vySetieni neni nutné opakovat.

3.2.4 Lécba

Na rozdil od jinych typt leukémii nemusi byt 1é¢ba CLL vzdy zahdjena ihned po stanoveni
diagnézy. Vzhledem k tomu, ze se CLL vyviji ¢asto velice pomalu, mnoho nemocnych 1é¢bu
nepotiebuje i nékolik let. N&kteti pacienti dokonce nemusi 1écbu podstoupit viibec (Gribben et
O'Brien, 2011). Lécba tak mize zahrnovat pouze zmirnéni klinickych ptiznaki. U pacientt
S nizkym nebo stfednim rizikem, kterych je u CLL pfiblizn€ 75 %, je median doby do zahajeni

1é¢by 7 let. U pacientd s vysokym rizikem jsou to pak 2 roky (Burger, 2020).

Kritéria pro zahajeni 1é¢by jsou piesné definovana (National Cancer Institute-Sponsored
Working Group pro CLL), onemocnéni musi byt aktivni a splilovat urc¢ité podminky, napf.
progredujici lymfadenopatie, splenomegalie, zhorSeni anémie, trombocytopenie atd. Konkrétni
1écebny postup je zvolen na zakladé véku pacienta, komorbidit, mutace genu TP53, delece 17p
nebo mutacniho stavu genu IGHV. U pacienti S intaktnim genem TP53 a mutovanym genem
IGHV, u kterych se v nejblizSim horizontu neocekava progrese CLL, je vhodnou volbou
chemoimunoterapie a chemoterapie. Po mnoho let je standardni 1é¢bou rezim FCR (fludarabin,
cyklofosfamid, rituximab), ktery méa velmi dobré vysledky predevs§im v preziti pacientll. Pro
pacienty s vyznamnymi komorbiditami a negativnimi prognostickymi zménami jsou pak,
z dlivodu casté rezistence k FCR, ideélnéjsi strategii 1é€by cilené peroralni inhibitory signalnich
drah, napf. BCR a Bcl-2. Zavedeni 1é€iv jako je ibrutinib, idelalisib a venetoklax, znamenalo
pro tuto skupinu pacienti, 1 pfes negativni u¢inky, velky pokrok v Iécbé vCetné prodlouzeni

doby preziti a snizeni frekvence relapst (Smolej et al., 2021).

3.3 Cytogenetické a molekularné cytogenetické metody

Jak jiz bylo uvedeno vyse, dulezitou ulohu v prabéhu i 1é¢bé chronické lymfocytarni leukémie
hraji chromozomové aberace. Od 70. let 20. stoleti cytogenetici detekovali tyto abnormality

pfevazné pomoci barveni chromozomii nékterou ztzv. pruhovacich technik, kdy byly
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analyzovany jednotlivé pruhy na chromozomech. Za ideélnich podminek 1ze pomoci pruhovani
chromozomt detekovat i malé aberace o velikosti pfiblizné¢ 5-10 megabazi (Theisen, 2008).
Kvuli nizké mitotické aktivit¢ byla ale diive kultivace patologickych B-lymfocyta
problematicka. Dochézelo tak k velmi nizkému zachyceni metafaznich chromozomt a metody
pruhovani tak byly az v poloviné ptipadii netispésné. Vyrazny pokrok nastal se zavedenim
stimulace B-lymfocytt kultivaci s CpG oligonukleotidy a interleukinem-2. Ta umoznila vysoky
zachyt metafaznich chromozomu k naslednému sestaveni vysledného karyotypu (Dicker et al.,
2006). S vyvojem novych technologii se védci stale vice obraceji k novéjsim a presnéjSim
molekularné cytogenetickym technikam, které jsou zasadni pro diagnostiku a stanoveni 1éCby

onkologickych pacientd.

3.3.1 Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH)

Jednou z nejrozsifengjsich metod k identifikaci vybranych chromozomovych abnormalit je
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) (Mizuno et al., 2019). Tato technika vyuZziva
fluorescencné¢ znacené sondy k lokalizaci specifickych sekvenci DNA na chromozomech

pomoci fluorescencniho mikroskopu. Jak je mozné vidét na Obrazku 3, kazdé4 sonda predstavuje

Fixované buriky

Sonda znafena ::|||l||||ll||||| ||||::

fluoroforem

l Denaturace

IEE B EEN NN E RN E R

Lipp g ppennpeednpyiudg

Hybridizace

piiagld
Fluorescenéni -
mikroskopie 1 i" i"
@ |

Obrazek 3: Schématické znazornéni postupu fluorescenéni in situ hybridizace (pievzato

a upraveno z Creative BioMart, 2021)

klonovany tsek genomu konjugovany s reportérovou molekulou, jakou je napt. biotin, nebo
pfimo obsahuje fluorofor. FISH sondy jsou vétSinou izolovany v umélych chromozomech, at’
uz bakterialnich (BAC, bacterial artificial chromosome), nebo kvasinkovych (YAC, yeast
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artificial chromosome) (Mizuno et al. 2019). Sonda znac¢ena fluoroforem (napf. Spectrum
Orange, Spectrum Green a Spectrum Aqua) i DNA jsou denaturovany a nasledné dochazi

k hybridizaci komplementarnich sekvenci DNA (O'Connor, 2008).

Existuje fada technik FISH, které se pouzivaji k diagnostice riznych druhti chromozomovych
abnormalit, véetné deleci homozygotniho nebo hemizygotniho genu (Mizuno et al., 2019). Na
rozdil od doby, kdy byla tato technika ptfedstavena, je dnes mozné kromé metafaznich
chromozomu analyzovat také chromozomy interfazni (Pinkel et al., 1986). Tato skute¢nost
poskytuje velkou vyhodu zejména pii studiu chromozomovych aberaci solidnich nadort.
U téchto typlt nadort bylo zachyceni bunc¢k ve stadiu mitézy velkym problémem, jelikoz
produkuji velice malé mnozstvi délicich se bun€k. S vyuzitim FISH a specifickych genovych
a centromerickych sond 1ze pocet jednotlivych chromozomu a lokust stanovit i1 v interfaznich
jédrech. Kromé toho je také mozné pouzitim vice druhi fluorofort sledovat soucasné¢ vice mist

chromozomu najednou (Trask, 2002).

3.3.2 Array komparativni genomova hybridizace (aCGH)

Dalsi molekularné cytogenetickou metodou je komparativni genomova hybridizace (CGH),
puvodné vyvinuta k detekci zmén poctu kopii chromozomil u solidnich nddort (Kallioniemi et
al., 1992). Metoda CGH vyuziva dva vzorky DNA, které jsou zna¢eny odliSnymi fluorofory.
Prvnim vzorkem je DNA odebrand z vySetfované tkané, druhym je pak referencni neboli
kontrolni DNA. Takto pfipravené sondy jsou poté hybridizovany s metafdznimi chromozomy.
Intenzita fluorescenniho signalu je snimédna fluorescencnim mikroskopem a dochézi
k porovnani vySetfované DNA s DNA referen¢ni, coz umoznuje identifikaci zmén v poctu kopii

(Kocarek et al., 2006).

Obménou CGH je potom metoda array komparativni genomové hybridizace (aCGH)
kombinujici princip CGH s pouzitim mikroarrayi. Tato technika misto metafaznich
chromozomti vyuziva sklicka s malymi segmenty DNA, tzv. &ipy. Cip se vyrabi navazanim
useku DNA tzv. sond na pevny nosi¢, kterym je v nejcastéjSim piipade prave sklicko velikosti
podobné sklicku podloznimu (Kodarek et al., 2006). Cip miize obsahovat jak nasyntetizované
sondy o velikosti 25-85 part bazi vybrané podle oblasti genomu, které chceme sledovat, tak
I sondy o velikosti i napt. bakterialnich umélych chromozomu (Theisen, 2008). Pribéh analyzy
je ale ve vSech piipadech stejny. DNA je nejdiive vyizolovdna z odebrané tkané, kterou muize
byt napft. periferni krev nebo kostni dfe. Analyzovana a referencni DNA je §t€pena za tvorby

DNA fragmentti a obé DNA jsou oznaceny fluorescenc¢nim barvivem piislusné barvy, jak lze
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vidét na Obrazku 4. Obé fragmentované fluorescencné znacené molekuly DNA se poté smisi
a nanesou na ¢ip, kde jsou hybridizovany s navdzanymi jednofetézcovymi sondami. Vysledky
hybridizace jsou snimany specidlnim skenerem a hodnoceny pomoci pocitacového softwaru.
Ten zméti pomér fluorescence obou fluoroforii podél celého genomu, z ¢ehoz je mozné stanovit

relativni pocet kopii sekvenci v testovaném genomu ve srovnani s normalnim genomem

(Agilent, 2021).

Hlavni vyhodou této metody je schopnost soucasné¢ detekovat kvantitativni zmény napti¢ celym
genomem: aneuploidie, delece, duplikace nebo amplifikace jakéhokoli lokusu obsazeného na
¢ipu. Technika aCGH se také osvédcila jako t€inny néstroj pro detekci submikroskopickych

chromozomovych abnormalit souvisejicich napt. pravé s CLL, ale i jinymi onemocnénimi.

Nastépena, znaéena Nastépena, znaéena
analyzovana DNA referenéni DNA
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' \ Smisenf a o g
naneseni na )
cip
’ Hybridizace
///: ///
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!4 skenerem
V
» B
HEH Hit
-
‘ PC analyza
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Obrazek 4: Schématické zndzornéni postupu array komparativni genomové hybridizace

(pfevzato a upraveno z Creative Bioarray, 2021)

ProtoZe sondy jsou o né€kolik fadii mensi neZ metafazni chromozomy, je teoretické rozliSeni

aCGH v porovnani s ptivodni CGH mnohonasobné vyssi (Theisen, 2008). Zarovei je rozliSeni
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omezeno pouze velikosti DNA fragmentii a vzdalenosti mezi sekvencemi DNA na Cipu.
V porovnani s metodou FISH je zde velka vyhoda v detekci zmén DNA na velkém mnozstvi
lokust najednou (Bejjani et Shaffer, 2006). Vyznamnou nevyhodou ov§em ziistava finan¢ni
naroc¢nost, kdy velmi drah¢ jsou jak samotné Cipy, tak i vyhodnocovani zafizeni (Kocarek et al.,

2006).
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4

MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

K experimentim byla pouzita DNA pacientd s chronickou lymfocytarni leukémii, kteti byli

l1é¢eni na Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice v Olomouci (HOK FN Olomouc)

v letech 1982-2021. DNA byla izolovana metodou fenol-chloroformové extrakce nebo

automaticky za pomoci izolatori nukleovych kyselin MagNA Pure Compact (Roche)
a QIAcube Connect (QIAGEN) v Laboratofi molekularni biologie HOK FN Olomouc.

Biologickym materidlem pouzivanym pro izolaci DNA byla nejcastéji periferni krev, v méné

Castych piipadech kostni dient nebo lymfatické uzliny.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

o

o

1x TE pufr (Promega Corporation, kat. ¢. V6231)

Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 1 (Agilent Technologies, kat.
5188-5221)

Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 2 (Agilent Technologies, kat.
5188-5222)

Cot-1 Human DNA (Agilent Technologies, kat. ¢. 5190-3392)

Human Reference DNA Female (Agilent Technologies, kat. ¢. 5190-3797)
Human Reference DNA Male (Agilent Technologies, kat. ¢. 5190-3796)

.O<

(@]

ultradistda DNAse-free voda

4.2.2 PouZité soupravy

o

Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Hybridization Kit (Agilent Technologies, kat. ¢. 5188-
5220)

Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Thermo Scientific™, kat. ¢. Q32850)

SureTag DNA Labeling Kit (Agilent Technologies, kat. ¢. 5190-3399)

4.3 Seznam pouZzitych pristroji a zarizeni

o

o

O

Centrifuga 5424 (Eppendorf)
Centrifuga s vortexem FVL-2400N (Biosan)

Fluorimetr Quibit 2.0 (Invitrogen)
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o Minicentrifuga MiniStar silverline (VWR)

o Pec hybridiza¢ni 1013 (Shel Lab)

o SureScan Microarray skener (Agilent Technologies)
o Termocykler ProFlex PCR systém (Thermo Fisher)
o Termostat blokovy Bio TDB-100 (Biosan)

o Tiepacka Termomixer comfort (Eppendorf)

o Vodni lazeit 1002 (GFL)
4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Metodicky postup aCGH

4.4.1.1 Stanoveni koncentrace DNA ve vzorku pomoci Qubit™ Assays

Laboratoti molekularni biologie HOK byla provedena izolace DNA vSech pacientll. Zfedénim
Qubit™ reagentu Qubit™ dsDNA BR pufrem v poméru 1 : 200 byl pfipraven pracovni roztok.
Ke 198 ul pracovniho roztoku byly piidany 2 pl DNA vzorku pacientd. Vzorky byly kratce
zvortexovany a zcentrifugovany a jejich koncentrace DNA byla stanovena fluorimetricky

pomoci Qubit.

4.4.1.2 Stépeni genomové DNA (gDNA)

Na zékladé hodnoty koncentrace z fluorimetru byly vzorky ve 200ul zkumavce nafedény
ultracistou vodou (DNAse free) na vyslednou koncentraci 700 ng DNA a konecny objem
20,2 ul. Vzorky byly nasledné kratce zcentrifugovany a zvortexovany. Poté byl piipraven

Stépici Master Mix pro 4¢ipovou microarray dle Tabulky 3.

Tabulka 3: SloZeni $tépiciho Master Mixu pro 4¢ipovou mikroarray

Polozka Objem na 1 vzorek [pl] Objem na 4 vzorky [pl]
Ultracista voda (DNAse free) 2,0 17,00
10x Restriction Enzyme Buffer 2,6 22,10
BSA 0,2 1,70
Alu | 0,5 4,25
RSA | 0,5 4,25
koneény objem 5,8 49,30
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Do kazdé zkumavky obsahujici genomovou DNA bylo pfidano 5,8 pl stépiciho Master Mixu
a obsah byl lehce promichan na vortexu. Zkumavky se vzorky byly pfesunuty do termocykleru,

kde probéhla reakce podle parametrii uvedenych v tabulce 4.

Tabulka 4: Reakéni podminky pro restrikéni Stépeni

Krok Teplota [°C] Cas [min]
1 37 120
2 65 20
3 4 0

4.4.1.3 Znaceni nastépené DNA

Béhem znaceni byly veskeré chemikalie uchovavany na ledu. Po restrikénim $tépeni bylo do
kazdé zkumavky s reakéni smési pfiddno 5 pl random primeru. Kazda smés byla kratce
zcentrifugovdna a zvortexovdna a nasledné na 3 min pienesena do termobloku
vytemperovaného na 98 °C. Zkumavky byly pfesunuty na led a inkubovany 5 min. Poté byla
smés centrifugovana 1 min pii 6 000 g. Mezitim byl podle Tabulky 5 jednou ptipraven cyanine
3-dUTP znacici Master Mix a jednou cyanine 5-dUTP znacici Master Mix pro 4¢ipovou

mikroarray.

Tabulka 5: Slozeni znaciciho Master Mixu pro 4¢ipovou mikroarray

Polozka Objem na 1 vzorek [pl] Objem na 4 vzorky [pl]

5x Reaction Buffer 10 42,50
10x dNTPs 5 21,25
Cyanine 3-dUTP nebo

: 3 12,75
Cyanine 5-dUTP
Exo Klenow fragment 1 4,25
konecny objem 19 80,75
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Do kazdé zkumavky bylo napipetovano 19 pl znaciciho Master Mixu. Obsah zkumavky byl
kratce zcentrifugovan a zvortexovan. Zkumavky byly pfeneseny do termocykleru kde probéhla

reakce podle parametr uvedenych v tabulce 6.

Tabulka 6: Reak¢éni podminky pro zna¢eni DNA

Krok Teplota [°C] Cas [min]
1 37 120
2 65 10
3 4 ©

4.4.1.4 Precisténi znacené gDNA

Znacena gDNA byla centrifugovana 1 min pii 6 000 g. Kazdy vzorek s gDNA byl
Vv mikrozkumavce smichan s 430 pl 1x TE pufru a smés byla néasledné pienesena na filtr
purifikacni kolonky umisténé ve sbérné 2ml zkumavce. Mikrozkumavka s purifikaéni kolonkou
byla centrifugovana 10 min pii 14 000 g. Supernatant byl slit a na purifika¢ni kolonku bylo
napipetovano 480 pl 1x TE pufru. Mikrozkumavka s purifikaéni kolonkou byla opét
centrifugovéana 10 min pti 14 000 g. Purifika¢ni kolonka byla po otoceni vloZena do nové sbérné
mikrozkumavky a centrifugovana 1 min pii 1 000 g. Supernatant byl slit. Nasledné byla pomoci
Nanodropu 8000 zmétfena koncentrace a znaceni vzorkl, na zadkladé kterych byla dale

vypocitana specificka aktivita:

Cy 3 [pmol - ul™1]

Specificka aktivita kontroly = -1 000
pecificka aktivita kontroly ¢ ng il1]
Cy 5 [pmol - ul™t
Specificka aktivita vzorku = ySlp _'111 ] -1 000
¢[ng-pl~1]

Aby byly splnény podminky ocekavanych vytézkti musela byt specifickd aktivita kontroly
v rozmezi 25-40 a specifické aktivita vzorku 20-35. Ke vzorktim zna¢ené gDNA pacientl bylo
pfidano 20 pl znacené referenéni DNA, pfi¢emz vZdy byla muzska referencni DNA ptidana ke
gDNA muzského pacienta a zenské referenéni DNA ke gDNA Zenského pacienta. S pouzitim
pipety byl obsah promichan. Pomoci chemikalii uvedenych v Tabulce 7 byl pfipraven

hybridizaéni Master Mix, pficemz 10 x Blocking Agent byl pfipraven natfedénim
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lyofilizovaného 10 x aCGH Blocking Agent 1,350 pl destilované vody. Ke kazdému ze étyt
vzorkl bylo pfidano 71 pl hybridizacniho Master Mixu do vysledného objemu 110 pl. Smés
byla kratce zcentrifugovana. Pfipravené sondy byly 3 min inkubovany v termobloku pti 98 °C.
Mikrozkumavky se zdenaturovanymi sondami byly pieneseny do vodni 14zné, kde byly 30 min

inkubovény pi 37 °C.

Tabulka 7: Slozeni hybridizaéniho Master Mixu pro 4¢ipovou mikroarray

Polozka Objem na 1 vzorek [pl] Objem na 4 vzorky [pl]
Cot-1 DNA 5 25
10x Blocking Agent 11 55
2x HI-RPM Hybridization Buffer 55 275
konecny objem 71 355

Po vytazeni z vodni 1azné¢ byly mikrozkumavky centrifugovany 1 min pifi 1 000 g. Na
hybridizaéni sklicko umisténé v hybridizacni komitirce bylo naneseno 100 ul kazdé ptipravené
sondy. Hybridiza¢ni komirka byla zkompletovana a pfenesena do hybridiza¢ni pece predehiaté

na 67 °C. Hybridizace probihala 24 h pti 20 rpm pfti 67 °C.

4.4.1.5 Posthybridiza¢ni myti mikroarraye

Nasledujici den byly pro odmyvani mikroarraye pouZity komerén€ dodavané odmyvaci roztoky
¢. 1 a 2 ve ttech odmyvacich vani¢kach. Dvé z nich byly naplnény odmyvacim roztokem ¢. 1
0 pokojové teplot¢ a do tfeti vanicky byl nalit odmyvaci roztok ¢. 2 o teplote 37 °C.
Hybridiza¢ni komtirka byla vytazena z pece, oteviena a Cip s krycim sklem byl pfenesen
do prvni vani¢ky s roztokem. Pod hladinou byl ¢ip oddélen od kryciho skla a nasledné byl
prenesen do druhé vani¢ky umisténé na magnetickém michadle. Cip byl ve druhé vaniéce spolu
s magnetickym michadlem inkubovan 5 min. Po pfenosu do tfeti vani¢ky taktéZ umisténé na
magnetickém michadle byl &ip s magnetickym michadlem inkubovan 1 min. Cip byl pomalu
vytazen ze tfeti odmyvaci vanicky a nasledné skenovan pomoci SureScan microarray scanneru.
Vyhodnoceni vysledného souboru ve formatu .tif se provad€lo v programu CytoGenomics
4.0.2, vysledky byly zapsany podle aktualni verze Mezindrodni systému pro cytogenetickou
nomenklaturu (ISCN 2020).
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4.4.2 Statisticka analyza

Statistickou analyzu dat provedl RNDr. Tomas First, Ph.D. Pro zjisténi rozdili ve spojitych
proménnych mezi jednotlivymi skupinami byl pouzit Kruskaliv—Wallistv test. Pro zjiSténi

rozdilti mezi diskrétnimi proménnymi byl pouzit chi-kvadrat test v kontingenéni tabulce.
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5 VYSLEDKY

5.1 Soubor pacientii

Soubor tvofilo celkem 134 pacientd s diagnostikovanym onemocnénim CLL, ktefi méli trizomii

chromozomu 12 prokézanou pomoci FISH nebo cytogeneticky. Tito pacienti tvofili 11,9 %

zZ celkového poctu 1 123 pacientt 1écenych s CLL.

Soubor tvofilo 60 (44,8 %) zen a 74 (55,2 %) muzid. Median véku, kdy byla pacientim

stanovena diagnoza byl 67 let, s rozmezim 35-88 let. V klinickém stadiu A, pfi rozdé€leni dle
Bineta (Binet et al., 1981), bylo 40 pacientt (44,0 %), 37 pacientti ve stadiu B (40,6 %) a ve
stadiu C 14 pacientu (15,4 %). Jejich pomér lze vidét na Obrazku 5. U 43 pacientu nebylo

klinické stadium nemoci podle Bineta stanoveno.

Tabulka 8: Zakladni udaje o souboru pacientt s trizomii 12

Median véku pfi stanoveni diagndzy 67
Nejnizsi veék pfi stanoveni diagnozy 35
Nejvyssi veék pfi stanoveni diagnozy 88
Pocet pacienti 134
Pocet Zen 60 44.8 %
Podet muza 74 55,2 %
Pocet pacienti se stadiem A 40 44.0 %
Pocet pacientt se stadiem B 37 40,6 %
Pocet pacienti se stadiem C 14 15,4 %
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44.0% m Stddium A

= Stadium B

= Stadium C

40,6%

Obrazek 5: Pomér pacientd S trizomii 12 s Klinickymi stadii podle Bineta

Nejcastéji vySetiovanym materialem byla u 119 pacienti (88,8 %) periferni krev. U 13 pacienti

(9,7 %) byla vySetfovanym materialem kostni diei a U 2 pacientt (1,5 %) uzlina, viz Obrazek 6.

9,7% 1,5%

m Periferni krev

= Kostni dfen

= Uzlina

88,8%

Obrazek 6: Pomér vySetfovaného materidlu pacientl s trizomii 12
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5.2 Cytogenetické a molekularné cytogenetické vysledky

Klasické cytogenetické vySetfeni bylo uspésné provedeno u 74 pacientt (55 %), z toho u 66
pacientd (49 %) byly detekovany chromozomové aberace. U 29 pacientt (21,8 %) stanoven
komplexni karyotyp, coz znamena tfi a vice chromozomovych zmén v karyotypu. Sto Ctyfi
pacienti (78,2 %) méli karyotyp bez komplexnich zmén. U 1 pacienta nebylo mozné komplexni
zmény v karyotypu stanovit. Jednu cytogenetickou aberaci, tedy pouze trizomii 12 jako solo
zménu, vykazovalo 57 pacientl (42,9 %) a 47 pacienti (35,3 %) mélo chromozomalni zmény

dveé, viz Obrazek 7.

21,8%

42,9% ® | zména
= 2 zmény

= 3 a vice zmén

35,3%
Obrazek 7: Pomér zastoupeni po¢tu chromosomalnich zmén u souboru pacienti S trizomii 12

vysetfovanych metodou FISH

U vsech pacientll byla provedena metoda FISH k detekci trizomie chromozomu 12, delece genti
ATM a TP53, oblasti 13q14 a 6g21, duplikace oblasti 8q24 a piestavby genu IGH. Nejcastéjsi
pozorovanou cytogenetickou zménou podle vysledki FISH byla u souboru pacientd s trizomii
12 delece 13q14 vyskytujici se u 36 pacientl (27 %). Spolu s touto deleci se u 16 pacientt
(12 %) vyskytovala i jina chromozomova zména. Dalsi nejéastéji vyskytujici se zménou byla
delece genu ATM, konkrétné se jednalo o 10 pacientt (7,5 %). Jen jeden z nich nemél pii této
deleci zadnou dalsi pozorovanou zménu. Stejny pocet pacienti mélo ve svém genomu piestavbu
genu IGH, ktera celkem ve 4 ptipadech nebyla jedinou chromozomovou aberaci. Nejcastéji se
jednalo o t(14;18) s piestavbou gentt IGH/BCL2 a t(14;19) s piestavbou genti IGH/BCL3.
Pacientt s deletovanou oblasti 6021 spole¢né s trizomii 12 bylo 7 (5 %). Pouze u 2 pacientd se
tento deletovany gen vyskytoval samostatné. Deleci genu TP53 vykazovalo celkem 6 pacienti

(4,5 %) s trizomii 12. Pouze u 1 pacienta byla tato cytogeneticka aberace jako jedina. U této
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skupiny pacientl byl nej€astéji pozorovan klonalni vyvoj do komplexniho karyotypu, ktery se
celkem vyskytoval u 11 pacientii (8,2 %). Nejméné zastoupenou cytogenetickou zménou byla
duplikace 8924, viz Obrazek 8. Tuto duplikaci mélo pouze 5 pacientti (4 %) s trizomii 12,

pficemz u 4 z nich se vyskytovala jesté jind chromozomova aberace.

36

10 10
7
i B » &
delece 13g14  delece ATM prestavba IGH delece 6921  delece TP53 duplikace 8g24

Obrazek 8: Pomér Cetnosti zastoupeni vSech cytogenetickych aberaci u souboru pacientli

S trizomii 12 vySetfovanych metodou FISH

Vysetfenim metodami molekuldrni biologie, které provedla Laboratof molekularni biologie
HOK, byl zjistén mutacni stav genu IGHV. U 68 pacientli (60,7 %) se mutace tohoto genu
nevyskytovala (IGHV nemutovany). Naopak ve 44 piipadech (39,9 %) gen IGHV mutovan byl,
viz Obrazek 10. U 22 pacientli nebyl stav genu IGHV stanoven.

39,3%
= [GHV nemutovany

= [GHV mutovany
60,7%

Obrazek 10: Pomér pacientt s trizomii 12 s mutovanym a nemutovanym genem IGHV
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U celkem 70 pacientt s trizomii 12 bylo provedeno vysetfeni metodou aCGH. Z tohoto souboru
pacientli byla u 60 (86 %) pacientd trizomie 12 potvrzena. Deset pacient (14 %) mélo nizsi
zastoupeni patologickych bunék, které bylo pod detek¢nim limitem metody. U 58 pacientt se
jednalo o zmnozeni celého chromozomu 12. U dvou pacientl s nalezem trizomie 12 v aCGH
byla v cytogenetickém vysetieni prokdzana ptitomnost jedné kopie chromozomu 12 a dale
izochromozomu z dlouhych a kratkych ramen chromozomu 12: 1(12)(q10), i(12)(p10). U dvou
dalSich pacientii byla zachycena tzv. parcidlni trizomie 12, kdy doSlo k duplikacim casti

dlouhych ramen chromozomu 12. Rozsah téchto duplikaci je znazornén na Obrazku 9.
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Obrazek 9: Rozsah parcialnich trizomii na chromozomu 12

Metodou aCGH bylo napti¢ souborem pacientl s trizomii 12 detekovano dalSich 31 aberaci,
které nebyly zachyceny za pomoci G-pruhovani a FISH. Nejc€astéji byly zachyceny trizomie
dalSich chromozom, zejména se jednalo o chromozomy 18 a 19. Déle byly u 7 pacientd
zjistény intersticialni delece dlouhych ramen chromozomu 14 srozsahem od 14g23.3 do
14932.33.
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5.3 Statistické vyhodnoceni dat

Pro ucely statistické analyzy byli pacienti rozdéleni do 4 skupin: 1. pacienti, ktetfi zemfeli do
5 let od diagnézy; 2. pacienti, kteti zemieli po vice nez 5 letech od diagnozy; 3. zijici pacienti
s dobou sledovani krats$i nez 5 let od diagndzy; 4. Zijici pacienti s dobou sledovani delsi nez
5 let od diagnozy. U téchto skupin pacient bylo sledovano procentualni zastoupeni trizomie

chromozomu 12 v odebraném materialu, viz Obrazek 11.
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Obréazek 11: Procentualni zastoupeni trizomie chromozomu 12 v jednotlivych skupinach

stanovené pomoci Kruskalova—Wallisova testu

Byla prokazana asociace umrti s vysokym zastoupenim trizomie 12 v odebraném materialu
(p=0,03), coz odpovida vy$§imu procentualnimu zastoupeni patologickych klont.
Procentualni zastoupeni trizomie 12 zaroven nesouvisi s pohlavim, vékem pii Stanoveni

diagndzy ani casem do nasazeni 1éCby.

28



Bylo zjisténo, ze se trizomie chromozomu 12 jako solo zména vyskytuje Castéji u starSich
pacientd, median jejich véku byl 70 let. Pacienti s dalsimi aberacemi byli mladsi s medianem

véku 65 let, viz Obrazek 12. Tento efekt je statisticky vyznamny (p = 0,02).
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Obrazek 12: Zastoupeni solo trizomie chromozomu 12 oproti trizomii chromozomu 12
vyskytujici se soucasné s dalSimi zménami v jednotlivych skupinach stanovené pomoci chi-

kvadrat testu

Oproti oc¢ekavani je pozorovan trend napfi¢ vSemi skupinami pacientt, kdy je solo trizomie
chromozomu 12 spojena s hor$im pribéhem onemocnéni. V prvni skupiné (pacienti, ktefi
zemieli do 5 let od diagndzy) je podil solo trizomie chromozomu 12 60 %, zatimco ve skupiné

¢. 4 (zijici pacienti s dobou sledovani delsi nez 5 let od diagno6zy) podil ¢ini 40 %. Vyskyt solo

trizomie 12 vSak nema statisticky prokazany vliv na dobu do zahajeni prvni 1écby.

Nejcastéjsi dalsi zménou k trizomi 12 byla delece 13q14 detekovana u celkem 36 pacientu.
V této skupin€ jsou Castéji zastoupeny Zeny nez muzi (21 : 15), naopak ve skupiné€ pacientli bez
delece 13914 se castéji vyskytuji muzi nez zeny (57 : 34) (p = 0,04). Doba do zahajeni 1éCby
vSak na pfitomnosti delece 13q14 nezavisi. Nejvice byla tato zména pozorovana ve skupiné

1 (pacienti, ktefi zemfeli do 5 let od diagndzy) (p = 0,05), viz Obrazek 13.
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Obrazek 13: Zastoupeni pacientd s deleci 13ql4 oproti pacientim bez delece 13ql4

Vv jednotlivych skupinach stanovené pomoci chi-kvadrat testu

Zastoupeni vSech ostatnich pozorovanych zmén bylo nizsi, a proto nebylo mozné statisticky
hodnotit jejich vliv na pribéh onemocnéni. Naptiklad u 6 nemocnych s deleci 17p13 byla
pozorovana kratsi doba do 1écby (median véku byl 0,2 roku) oproti pacientiim bez delece 17p13
(median véku byl 1,1 roku). Byla pozorovana zavislost po¢tu chromozomovych aberaci na dobé
zahajeni 1éeby. Cim vice chromozomovych aberaci se u pacientil vyskytovalo, tim dfive byla
lécba nasazena. Vysledky ale nejsou pro velky rozptyl v jednotlivych skupinach statisticky

vyznamné.

U pacientl s mutovanym stavem genu IGHV byla prokazana vice nez dvojnasobna doba do
zahajeni 1éCby oproti pacientim s nemutovanym statusem IGHV. Bohuzel vzhledem k velkému

rozptylu dat ale nebyl statisticky vyznam muta¢niho stavu IGHV prokazan.
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5.4 Priklady vysledkii aCGH u vybranych pacientii
Vysledek aCGH u pacienta 12

Pacient ¢.12 je muz, rok narozeni 1961. CLL mu byla diagnostikovana v roce 2005 (44 let), pricemz 1éCba u néj byla zahajena az v roce 2016, po
11 letech sledovani. V této dobé byl pacient vysetien metodou aCGH, viz Obrazek 14.

|

e
i A iE ]
[ETIThITIm
e

el gsa |

Gene View ( chr12:0-133851895, Size=133 Mb ) (%]
0.0bp 25.0 Mb 50.0 Mb 75.0 Mb 100.0 Mb 125.0 Mb

1-Ecs ® TiGer

KIF21A PUSTI®  RiFARE
O

ALGIOB  YAFZ 7 SLO1GA7  C120r58 | IFNG
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Na obrazku je vysledek hybridizace s pouzitim aCGH cipu 4x180 K (Agilent). Profily
chromozomt jsou sefazeny od 1 po 22 a gonozomy X, Y zleva doprava. Podél chromozomu je
zobrazen pom¢r intenzit signalu Cy3/CyS. ZmnoZeni materialu je znazornéno modie z praveé
strany podél profilu chromozomu a ztraty materidlu jsou oznaceny Cervené z levé strany
chromozomu. Podrobné je zobrazen chromozom 12, u kterého byla pozorovéna trizomie.
Kromé této zmény bylo prokazano zmnozeni Casti chromozomu 2 v oblasti 2p25.3-2p14
0 velikosti 67 333 975 bp. Na chromozomu 3 se na kratkém rameni vyskytuje ztrata genetické
informace a na dlouhém rameni doslo opét ke zmnozeni. Ke ztraté¢ ¢asti genetického materialu

doslo i na chromozomu 15 v oblasti 15926.1-15926.3 o velikosti 9 240 460 bp.
Kombinaci metod G-pruhovani, FISH a aCGH byl stanoven vysledny komplexni karyotyp:

47,XY ,der(3)dup(3)(g21.2929)t(3;3)(q21.2;p25.3)del(3)(p26.3p25.3),der(15)t(2;15)(p14;926.
1),t(18;22)(921;911),+12 [25]

47,XY ,der(3)dup(3)(q21.2929)t(3;3)(q21.2;p25.3)del(3)(p26.3p25.3),del(13)(q14),der(15)t(2;
15)(p14;926.1),t(18;22)(q21;911),der(21)t(13;21)(q?21;p?11.2),+12 [4]

47,XY ,der(3)dup(3)(g21.2929)t(3;3)(q21.2;p25.3)del(3)(p26.3p25.3),der(15)t(2;15)(p14;926.
1) [2]

Byla prokazana delece oblasti 13q14, ktera se vyskytovala v 8 % buné¢k spole¢né s trizomii 12.
Zaroven byla prokazana duplikace genu ALK (2p23) ve 49 % bunék. Bylo zjisténo, Ze se
duplikovand ¢ast chromozomu 2 translokovala na derivovany chromozom 15:
der(15)t(2;15)(p14;q26.1). Dale byla prokazana ptitomnost
der(3)dup(3)(921.2929)t(3;3)(q21.2;p25.3)del(3)(p26.3p25.3), v ramci kterého doslo
k duplikaci genu BCL6 (3q27). Translokace t(18;22)(q21;ql1) s pfestavbou genti BCL2/IGL
byla prokazéana ve 42 % bungk.

Na zakladé¢ vysledka a klinickych projevi byla u pacienta v roce 2016 zahajena 1é¢ba reZzimem
FCR. Pro relaps byla vroce 2018 nasazena terapie Imbruvicou, kterd pokracuje dodnes

a pacient je pravidelné sledovan.
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Vysledek aCGH u pacienta 12

Pacient ¢. 36 je zena, rok narozeni 1933. CLL ji byla diagnostikovana v roce 2010 (77 let), pticemz 1é¢ba u ni byla zahajena v roce 2017, po 7 letech

sledovani. Touto dobou byla pacientka vysetfena metodou aCGH, viz Obrazek 15.
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Na obrazku je vysledek hybridizace s pouzitim aCGH cipu 4x180 K (Agilent). Profily
chromozomt jsou sefazeny od 1 po 22 a gonozomy X, Y zleva doprava. Podél chromozomu je
zobrazen pomer intenzit signalu Cy3/CyS. ZmnoZeni materidlu je zndzornéno modie z pravé
strany podél profilu chromozomu a ztraty materidlu jsou oznaceny Cervené z levé strany
chromozomu. Podrobné je zobrazen chromozom 12, u kterého byla pozorovana jak trizomie
celého chromozomu, tak zmnozeni ¢asti dlouhych ramen chromozomu 12 v oblasti 12913.13—
12g21.1 o velikosti 18 161 989 bp. V této oblasti se nachazi nasledujici kandidatni geny
potencialné zapojené v patogenezi CLL: ITGA7, RDH5, MMP19, SUOX, RPS26, ERBB3,
SLC39A5, STAT2, MIP, TAC3, STAC3, MARS, DDIT3, KIF5A, BAGALNT1, CDK4, CYP27B1,
TSFM, DPY19L2, TMEMS5, SRGAP1, TBK1, GNS, LEMD3, MSRB3, HMGA2, IRAK3, GRIP1,
IFNG, NUP107, MDM2, LYZ, TPH2. Kromé¢ toho je v tomto piipadé zmnoZen i Usek na
chromozomu X v oblasti Xq21.31-Xg22.1 a sou¢asné doslo ke ztraté heterozygozity v oblasti
18q12.2-18921.1.

Kombinaci metod G-pruhovani, FISH a aCGH byl stanoven vysledny karyotyp:
46,XX,ins(4;12)(9?12;q?12?715),t(14;19)(q32;q13)[4/9]

47 XX, +12,t(14:19)(q32;q913)[3/9]

46,XX[2/9]

Byla prokézana translokace t(14;19)(q32;q13) s prestavbou genii IGH a BCL3, kterd se
vyskytovala ve 44 % bunék. Dale byl nalezen derivovany chromozom 4:
ins(4;12)(q?12;q?12715), ktery vznikl inzerci duplikované €asti dlouhych ramen chromozomu
12 do dlouhych ramen chromozomu 4. V druhém mensim klonu bunék byla nalezena trizomie

chromozomu 12.

Pacientka je od roku 2017 1é¢ena chemoterapii, je pravidelné sledovana a jeji stav je stabilni.
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6 DISKUSE

Trizomie chromozomu 12 je uchronické lymfocytarni leukémie tieti nejcastéjsi
chromozomovou aberaci CLL s incidenci 10-20 %. Kromé CLL se trizomie 12 vyskytuje
I Ujinych B-bunéénych lymfoproliferativnich onemocnéni, jako je napt. prolymfocytarni
leukémie, vlasatobuné¢na leukémie nebo Waldenstromova makroglobulinemie. Pacienti s CLL
S touto zménou tvofi velice riznorodou skupinu, jejiz piesny prognosticky vyznam neni
doposud znamy. Mnoho pacientl s touto zménou ma horsi klinickd stadia a doba do zahajeni

1é¢by je srovnatelna s pacienty s deleci genu TP53 (Dé6hner et al., 2000).

Pro potfeby diplomové prace bylo z 1 123 pacientti s CLL 1é¢enych na HOK FN Olomouc do
fijna 2021 vybrano 134 pacientd, ktefi me¢li metodou FISH prokazanou trizomii chromozomu
12. Tato skupina tedy tvofila 11,9 %, coz odpovida udajim stanovenym Doéhner et al. (2000)
10-20 %. Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology (2022) udava
hodnotu 12-54 %, ktera je vSak zalozena na pouziti interfazni FISH. Pravé tato metoda zvySuje

zachyt trizomie 12, je pro jeji detekci vhodnéjsi a spolehlivéjsi, a navic nejsou pro analyzu

potieba metafazni chromozomy.

Median véku stanoveni diagnoézy CLL byl v tomto souboru pacientit 67 let. Ten se shoduje
s daty Narodniho onkologického ustavu v USA (NCI, National Cancer Institute) z let 2015-
2019, ktera uvadi pramérny veék diagnozy 70 let. Soubor pacientli dale obsahoval 60 Zen a 74
muzd (1 : 1,2), coz se mirné€ rozchazi s udaji NCI a se studii Roos-Weila et al. z roku 2018,
ktefi uvadi, ze muzi jsou CLL postihnuti dvakrat Castéji nez zeny. Rozdilné zastoupeni Zen
a muzu v nasem souboru muze byt zpisobeno jak vybérem pouze pacientd s trizomii 12, tak

relativné menSim poc¢tem pacientll zahrnutych v této praci.

Komplexni karyotyp spojovany se $patnou progndzou se vyskytoval u 29 pacientt (21,8 %),
coz se shoduje svysledky Roos-Weil et al.,, 2018 (20 %). Trizomii 12 bez dalSich
cytogenetickych zmén mélo 57 pacientti (42,9 %). Tento vysledek je shodny s udaji v literatute,
ktera uvadi 40-60 % (Dohner et al., 2000). Piestoze je dle nékterych autori trizomie 12
povazovana za piiznivou zménu byl u 11 pacientd (8,2 %) pozorovan klonalni vyvoj do
komplexniho karyotypu, u 3 z nich s pfitomnosti delece genu TP53. Pomoci statistické analyzy
bylo zjisténo, Ze trizomie chromozomu 12 vyskytujici se samostatné ma horsi dopad na prabéh
onemocnéni nez trizomie 12 doprovédzena dal$i chromozomovou zménou. Tento jev zatim

nebyl v literatufe popsan.
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Nejcastéjsi chromozomovou aberaci byla u souboru pacientll s trizomii 12 delece 13ql4
vyskytujici se u 36 pacientt (27 %), pficemz byla nalezena cCastéji u zen nez u muzu. Ta byva
obecné nejéastéji pozorovanou cytogenetickou zménou CLL (Hallek, 2019). Pomér pacienti se
sice rozchazi s vysledky Dohner et al., 2000, ty se ale vztahuji k celkovému poctu pacienti
s CLL a ne pouze Kk pacientim s trizomii 12. Vysledky se ale shoduji s Roos-Weilem et al.,
2018, ktery uvadi 25 % vyskyt delece 13g14. Dilezitym prognostickym faktorem spojenym
S negativnim prilbéhem onemocnéni je pfestavba genu IGH nachazejici se u 10 pacientd (7,5
%) s trizomii 12. Tato genetickd zména je u pacientti s CLL pomérné vzacna, Fang et al. (2019)
ji naptiklad uvadi u 3 % vsech CLL pacientli. U naseho vybraného souboru pacientt s trizomii
12 byl vyskyt piestaveb dvakrat ¢astéjsi (7,5 %). Stejné procento pacientti (7,5 %) mélo ve svém
genomu deleci genu ATM. Tato hodnota je mirn¢ rozdilna od literatury, ktera udava 10-20 %
(Dohner et al., 2000), nicméné opét se jedna o vSechny pacienty s CLL. Je ale podobna vysledku
Falisi et al., 2014, ktera u souboru pacientt s trizomii 12 stanovila deleci ATM v 4,5 % piipadu.
Agresivita tohoto prognostického faktoru byla v souboru s trizomii 12 potvrzena (median doby
do umrti byl 5 let). Nizky vyskyt delece 6q21, kterou uvadi literatura mezi 3—6 %. Vyskytoval
se u 7 pacientt s trizomii 12 (5 %). Zarovei bylo potvrzeno spojeni s komplexnim karyotypem,
ktery se vyskytoval u téméf poloviny pacientd. Deleci genu TP53 mélo celkem 6 pacientt (4,5
%) s trizomii 12, coz odpovida dostupnym udajum z literatury 4—7 % pacientd (Zenz et al.,
2010). U této skupiny byla dle ocekavani pozorovana krat$i doba do 1é¢by, coz odpovida
soucasnym lécebnym doporucenim pro pacienty s aberaci TP53. Negativni dopad tohoto
prognostického faktoru koreloval s rychlym pribéhem nemoci 1 hor§imi klinickymi stadii dle
Bineta. Ojedinéla piitomnost byla potvrzena i v ptipadé duplikace 8q24, jenz se vyskytovala u
5 pacientt (4 %). Tato hodnota odpovida udajam 2-5 % v literatute (Blanco et al., 2014). Skoro

polovina pacientil pak méla komplexni karyotyp spojeny s nepfiznivou prognozou.

Laboratoti molekularni biologie byl zjistén mutacni status genu IGHV. Mutace tohoto genu se
vyskytovala u 44 pacientt s trizomii 12 (39 %). Zbylych 61 % pacientd mélo gen IGHV
nemutovany. TO potvrdilo, Ze trizomie 12 je obvykle spojovana s nemutovanym IGHV
(Abruzzo et al., 2018). Tyto vysledky také odpovidaji studii, ktera uvadi pocet pacientl
S trizomii 12 a nemutovanym genem IGHV 66 % (Roos-Weil et al., 2018).

Jako doplnéni vySetiovacich metod byla u 70 pacienti ze souboru provedena array
komparativni genomova hybridizace, ktera u 10 pacientl trizomii chromozomu 12 nepotvrdila.
V téchto pripadech se vSak trizomie chromozomu 12 vyskytovala u méné nez 20 % bun¢k, coz

je jiz za hranici citlivosti metody aCGH. U dvou pacientl (3 %) objevila aCGH parcialni
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trizomii chromozomu 12. U pacienta 36 se konkrétné jednalo o oblast 12913.13-12¢21.1
o0 velikosti 18 161 989 bp. V tomto tseku se nachazi napt. kandidatni gen MDM2, coz je
onkogen, ktery je v autoregulacni zpétné vazbé s nddorovym supresorem p53, jehoz mutace je
fazena mezi prognostické faktory (Watanabe et al., 1994; Porpaczy et al., 2009). Dalsim
kandidatnim genem je CDK4, jejiz zvySend exprese muze, podle nékterych studii, vést
k proliferaci B-lymfocyti (Decker et al., 2002). U druhého pacienta (¢. 101) byla parcialni
trizomie chromozomu 12 v oblasti 12913.13-12024.33. Kromé vySe zminénych se zde
vyskytuji kandidatni geny napi. HIP1R, MYF6 (Porpaczy et al., 2009). HIP1R je protein ¢asto
se vyskytujici u lymfoidnich malignit, ktery ma schopnost transformovat lymfoidni bunky in
vivo (Bradley et al., 2007). MYF6 koduje myogenni regula¢ni faktory fidici expresi svalové
specifickych genti a jeho exprese byva spojovana prave s trizomii chromozomu 12 (Porpaczy

et al., 2009).

Pouziti metody aCGH se u pacientli s CLL ukazuje jako pfinosnd metoda, protoZze dokaze
odhalit chromozomové zmény, které mohou uniknout pozornosti pfi klasickém cytogenetickém
vySetfeni ¢i pfi cilené interfazni FISH. V nasem souboru jsme detekovali 31 dalSich aberaci.
Jednou z takovych zmén je napf. pravé zmnozeni jen ¢asti dlouhych ramen chromozomu 12 bez
zmnozeni samotné centromerické oblasti chromozomu 12. Je proto velmi diilezité kombinovat
vSechny uvedené cytogenetické, molekularné cytogenetické a molekuldrné€ biologické metody,
abychom ziskali co nejptesnéj§i obraz chromozomovych a genetickych zmén, které se
odehravaji v pribéhu CLL. Tato data spolecné s klinickymi projevy onemocnéni a dal§imi
parametry mohou hrat vyznamnou roli pfi rozhodovani o 1écbé u jednotlivych piipada

nemocnych.
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo teoretické zpracovani tématiky CLL se zaméfenim na pacienty
S trizomii chromozomu 12. Pomoci metody aCGH byly vyhodnoceny genetické zmény
u pacientii s CLL. Z databaze pacientt 1é¢enych s CLL na HOK FN Olomouc o celkovém poctu

1 123 bylo vybrano u 134 pacientt s CLL s trizomii 12. U téchto pacientli byla provedena
analyza dostupnych dat.

V tomto vybraném souboru byl sledovan vyskyt dal§ich chromozomovych aberaci v karyotypu
a jejich ptipadny dopad na pribéh onemocnéni. Nejcastéji pozorovanou zménou byla u 27 %
delece 13g14, ktera je u obecné pacienti s CLL nejcetnéjsi. Dale byla pozorovana delece genu
ATM, TP53, 6921, ptestavba genu IGH a duplikace 8q24 a dals$i nendhodné chromozomové
zmény s blize neurCenym vyznamem. Z vysledkl vyplyva, ze pfitomnost dalSich
chromozomovych aberaci zlepSuje priitbéh onemocnéni u pacientll s trizomii 12, zatimco
samostatna trizomie pro pacienty tak pfizniva neni. Vyznam pfitomnosti ostatnich zmén pro
prabéh onemocnéni se nepodarilo statisticky prokazat. Metoda aCGH zvysila zachyt
nebalancovanych chromozomovych zmén, ¢imz ptispéla k lepSimu poznani genomu pacientil

s CLL.
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