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Seznam zkratek
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Cile prace

1. Vypracovat literarni reSersi na dané téma.

2. Pomoci metody FISH (fluorescencni in situ hybridizace) vyhodnotit genetické zmény u souboru
pacientti s CLL.

3. U podsouboru pacientit s duplikaci 2p urcit pomoci aCGH (array komparativni genomové
hybridizace) jeji rozsah, vyhodnotit nejCastéji sdruzené cytogenetické zmény a statisticky

analyzovat.



1 Uvod

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) patii mezi nejcastéjsi leukemie dospélého véku a je
charakteristickd svou biologickou, klinickou a genetickou heterogenitou. CLL je typicka klonalni
proliferaci a akumulaci neoplastickych B-lymfocytd v periferni krvi, kostni dieni, lymfatickych
uzlinach a ve slezing a postihuje ¢asteji muze nad 60 let zivota. Mezi zakladni prognostické faktory
patii pohlavi, vék, mutacni status IGHV genu a chromosomalni zmény. Nejcastéj$imi zménami u
CLL jsou delece oblasti 13q14, 11q22-023 (ATM), 17p13 (TP53), 6q21, dale trisomie chromosomu
12, ptestavba genu IGH a zmnoZeni oblasti 8924 a kratkych ramen chromosomu 2. Mutace a
delece genu ATM a TP53 se ukazaly jako jedny z prognostickych faktoru identifikujici podskupiny
pacientl s rychle progredujicim onemocnénim. Dalsi studie genomickych aberaci mohou vést k
lepsimu pochopeni molekularni patogeneze onemocnéni.

Existuje fada metod, ktera pomaha urCit prognosticky vyznamné faktory. Jednou
Z nejvyuzivangjSich metod molekularni cytogenetiky je fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH),
ktera detekuje chromosomalni zmény na Grovni jedné, nedélici se buniky. Genomové oblasti mohou
byt detekovany sondami dostupnymi z genomovych knihoven. Aberace jsou pomoci FISH se
specifickou sondou detekovany u vice nez 80 % nemocnych CLL, proto je metoda FISH oblibenou
rutinni metodou pro analyzu cytogenetickych zmén. Array komparativni genomova hybridizace
(aCGH) dopliuje ¢asto metodu FISH. Metoda aCGH poskytuje pohled na cely genom a detekuje
pocty kopii genomické DNA s vy$§im rozliSenim nez metoda FISH. Naproti tomu je vSak méné

citliva pfi niz§im procentualnim zastoupeni jednotlivych aberaci.
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2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Hematopoesa

Krev je jednou z nejcastéji se regenerujicich tkani organismu a je zodpovédna za udrzovani
homeostasy. Diverzita této trofni tkang, jenz zahrnuje Sirokou skalu bunéénych morfologii, vznika
vysoce regulovanym procesem krvetvorby, tzv. hematopoesou. Hematopoesa probiha v krvetvorné
tkani, kterd je u dospélého clovéka lokalizovana v kostni dfeni a v lymfatickych organech, tj. ve
slezing, brzliku, v lymfatickych uzlinach a slizni¢nim imunitnim systému MALT (mucosa
associated lymphatic tissue), (Necas, 2006).

Za neustalou produkci krevnich bunék po celou délku zivota organismu jsou odpovédné vzacné,
nediferencované, multipotentni bunky kostni diené — hematopoetické kmenové buriky (HSC,
hematopoetic stem cells). Rusky biolog A. Maximow jiz v roce 1909 hematopoesu postuloval jako
organizovanou hierarchii bun€k, pochazejicich ze spole¢ného prekurSoru: hematopoetické
kmenové buiky (Maximow, 1909). Funkci téchto bunék je samostatné obnovovani, proliferace a
nasledna diferenciace do vSech krevnich bunéénych linii prostiednictvim progenitord (Orkin,
2000). Diferenciace je proces fizeny rustovymi a transkripénimi faktory. Dle Ketley et Newland
(1997), existuje fada hematopoetickych rustovych faktord, které se podileji na vyvoji rozli¢nych
krevnich bunék z progenitort kostni diené:

e Erytropoetin (EPO)

e Faktor kmenové bunky (stem-cell factor, SCF)

e Faktor stimulujici kolonie granulocytti (granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF)

e Faktor stimulujici kolonie granulocyti/makrofagli (granulocyte/macrophage-colony
stimulating factor, GM-CSF)

e Faktor stimulujici kolonie makrofagii (macrophage-colony stimulating factor, M-CSF)

e Interleukin 1 (IL-1)

e Interleukin 3 (IL-3)

e Interleukin 6 (IL-6)

e Trombopoetin (TPO)
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Nize jsou uvedeny nékteré transkriptni regulacni faktory hematopoesy, které maji schopnost
zménit fenotyp bunécné linie, do které jsou pfidany (Orkin et al., 2000):
e GATA-1, GATA-2, GATA-3

e PU.1

e FOG1
e Runxl
e C/EBP
e Paxb5

o T-bet
e |karos
e MafB

Velky potencial maji HSC buiky v klinickych ptistupech pti 1é€bé poruch krvetvorby, naptiklad
leukemie nebo imunodeficience. Transplantace, byt jen jediné hematopoetické bunky do dospélého
ptijemce, miize obnovit cely hematopoeticky systém nemocného jedince (Olsen, 2006). Dosavadni
experimenty byly provadény pievazné na mysich (Mus musculus), které slouzi jako model pro
lidskou hematopoesu.

Proces hematopoesy je zahajen v prenatalnim obdobi vyvoje plodu a pokrac¢uje v postnatalnim

obdobi, jehoz hlavni oblasti je kostni dient (medulla ossium).

2.1.1 Prenatalni krvetvorba
Pocatek vzniku hematopoetického systému saha do embryonalniho vyvoje, kde je rozdélen
do ne€kolika anatomickych celkii embrya. Na uplném pocatku, po oplodnéni vaji¢ka, vznika
ryhovanim zygoty morula. Z moruly se formuje blastocysta, v jejiz dutiné (blastocelu) se nachazi
embryoblast — embryonalni vnitini masa bunék (ICM, inner cell mass). Embryoblast je tvofen
pluripotentnimi kmenovymi bufikami a muze tak dat vzniknout vSem typim bunék kromé
trofoblastu, ze kterého se pozd&ji vyviji placenta (Winkel et al., 1988). Blastocysta se formuje
procesem gastrulace na gastrulu, jejiz vrstvy se transformuji na tii zarode¢né listy embrya:
entoderm, ektoderm a mezoderm (Thomson et al., 2000).
Prvni krevni buiiky vznikaji sedmy den téhotenstvi (E7) v mezodermalni vrstvé embrya mysi,
Vv tzv. krevnich ostriivcich Zloutkového vacku (Moore et Metcalf, 1970, Ferkowicz et Yoder, 2005)
— tento proces je zndm jako primitivni hematopoesa. U ¢loveka je pfitomnost prvnich krevnich
bunék potvrzena v 18. — 20. dni gestace (Kelemen et al., 1979). Funkce primitivni hematopoesy
spo¢iva v produkci velkych jadernych Cervenych krvinek (viz kapitola Vyvoj erytrocytii), které
umoznuji okysli¢eni tkani v rychle rostoucim embryu a produkci primitivnich makrofaga (Xu et
al., 2001). Dalsim mistem primitivni hematopoesy je para-aortalni splanchnopleura (Godin et al.,
1993, Cumano et Godin, 1996). Se zaloZenim cirkulace se hematopoesa roz§ifuje do dalSich mist
embrya. Od desatého az jedenactého dne (E10 — E11) vyvoje mySiho embrya je primarni
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hematopoeticky systém nahrazen definitivni hematopoesou v intraembryondlnim regionu
obklopujici dorzalni aortu, gonady a prvoledvinu (AGM, Aorta-Gonad-Mesonephros), (Medvinsky
et al., 1993, Kumaravelu et al., 2002). Zde se nachazeji prvni hematopoetické kmenové bunky se
schopnosti dlouhodobé repopulace. Dalsimi misty s bohatou produkci multipotentnich HSC bunék
je placenta (Alverez-Silva et al., 2003), brzlik a slezina (Delassus et al., 1996). Velkou roli
v prenatdlni krvetvorbé hraji fetdlni jatra, kterd se stavaji v E11,5 hlavnim organem
s hematopoetickou aktivitou. Zde je udrzovana, dokud neni vyvoj krevnich bunék ptenesen brzy
pted narozenim na kostni dfef, celoZivotni misto hematopoesy dospélych (Costa et al., 2012). Ve
fetalnich jatrech byla popsana také piitomnost makrofagi a primitivnich megakaryocytt (Fukuda et
al., 1974).

Jednotky tvofici hematopoetické kolonie (tzv. CFU, colony forming unit) ptedstavuji stupen
diferenciace mezi hematopoetickymi kmenovymi butikami a terminalné diferencovanymi burikami,
svym oznac¢enim odpovidaji multipotentnim progenitorim (Kaufman et al., 2001).

Existuje fada bun¢k CFU, naptiklad:

e CFU-GEMM - koloniformni jednotka pro myelopoesu

e CFU-L — koloniformni jednotka pro lymfopoesu

e CFU-E - buiika vytvarejici malé kolonie erytrocyti

e CFU-GM - buiika vytvartejici kolonie granulocyt a makrofaga

Na zakladé téchto jednotek se za pritomnosti dalSich diferenciacnich faktorti vyviji odpovidajici

typy diferencovanych bunék.

2.1.2 Vyvoj erytrocytu

Erytropoesa piedstavuje prvni diferencovanou hematopoetickou linii, kterd se béhem ontogeneze
v embryu objevuje. Cervené krvinky jsou viibec nejpoéetnéjsi bundénou slozkou krve a béhem
svého vysoce regulovaného vyvoje prochazi mnoha stadii, které zde nebudou podrobné popsany.
Ve strucnosti je popsan pouze prufez erytropoesy.

Ve zloutkovém vacku se objevuji progenitory definitivni erytroidni fady: Casny progenitor
BFU-E (burst forming unit erythroid) ktery dozrava v progenitor CFU-E (colony forming unit
erythroid). CFU-E dava vzniknout jadernému proerytroblastu. Z mista Zloutkového vacku se tyto
tvorit zralé, diferencované, bezjaderné krevni elementy — erytrocyty (Palis et al., 1999, McGrath et
al., 2011). Pro srovnani, BFU-E v lidském embryu byly poprvé detekovany mezi ¢tvrtym a patym
tydnem gestace taktéz ve fetalnich jatrech (Migliaccio et al., 1986). Pro schopnost CFU-E vytvaret
kolonie je nezbytna funkce erytropoetinu (EPO), (Gregory et Eaves, 1978).
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2.1.3 Proliferace kmenovych bunék
Hierarchicky nejvyse se nachazi dlouhodob¢ plsobici kmenové bunky v GO fazi bunééného cyklu,
LT-HSC (long term HSC), které jsou nezbytné pro celozivotni obnovu hematopoetického systému.
LT-HSC produkuji kratkodobé pisobici kmenové bunky ST-HSC (short term HSC), které maji
sebeobnovu jiz limitovanou na nékolik tydni. ST-HSC davaji vzniknout multipotentnim
progenitorim MPP (multipotent progenitor population), které jiz ztratily schopnost sebeobnovy,
maji vSak zachovany potencial diferenciace (Morrisson et al., 1994, Passegue et al., 2005).
V kostni dfeni se nachazi asi 98 % HSC v klidovém stavu (v GO fazi bunééného cyklu), zbyla 1 — 3
% HSC se ucastni bunééného cyklu, tyto bunky odpovidaji definici ST-HSC (Bowman et al.,
2007). Transplantace ST-HSC sice vede Kk osidleni kostni dfené témito buikami a dochazi i ke
tvorb¢ progenitord vSech krevnich linii, ale obnova krvetvorby je pouze docasna, protoze ST-HSC
buriky zanikaji diferenciaénim délenim za vzniku progenitord (Melchers et Rolink, 2001).
Multipotentni progenitory diferencuji na dvé hlavni progenitorové fady — myeloidni (CMP —
common myeloid progenitor) a lymfoidni (CLP — common lymphoid progenitor), viz obr. 1.
Myeloidni fada produkuje makrofagy, granulocyty, monocyty, erytrocyty a megakaryocyty,
lymfoidni fada produkuje B-lymfocyty, T-lymfocyty a NK-bunky (Seita et al., 2010).
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Obr. 1 — Schéma hematopoesy, cytokiny stimulujici hematopoetické bunky

prevzato z https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biofiles/hematopoietic-cytokines.html
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2.1.4 Maturace a diferenciace B-lymfocytu

B-lymfocyty zajist'uji humoralni specifickou imunitu. Vyvijeji se z lymfoidniho progenitoru (CLP)
Vv kostni dfeni dospélych. Béhem embryonalniho vyvoje probiha jejich produkce v ramci definitivni
hematopoesy ve fetalnich jatrech (Strasser et Rolink, 1989). Yoshimoto et al. (2011) odhalili, ze
prvni progenitory B bunék (B-1) byly objeveny jiz v E9 ve Zloutkovém vacku. Vyvojova fada B-
lymfocyti zahrnuje fazi pro-B bunky (progenitorové butiky), pre-B (prekursorové B buriky),
nedospélé naivni B buiiky a dospélé naivni buiiky. Vyvoj naivnich B bun¢k prochazi dvéma fazemi
— t4zi dozravani a fazi diferenciace.

Dozravani je lokalizovano ve stromatu kostni diené, k némuz adheruji prekursory B bunék
a stimuluje se tak lymfopoesa. Kostni dfen produkuje navic rustové faktory c-Kit ligand, IL-7,
které prekursor potiebuje k ristu a vyvoji (Melchers et al., 1992). Naivni B bunky se pfesouvaji do
sekundarnich lymfatickych tkani, kde probiha aktivace B buiky specifickym antigenem na
terminalni diferencia¢ni stadium B bunék: plasmatickou nebo pamét'ovou buriku.

Plasmatické bunky exprimuji klonové odlisné povrchové receptory — imunoglobuliny (Ig), které
rozpoznavaji antigenné specifické epitopy (Cooper et al., 2006, Mak et al., 2013). Pamé&tové bunky
se vyznacuji svou imunologickou paméti a jsou soucasti sekundarni imunitni odpovédi.
Imunoglobuliny jsou heterodimerni glykoproteiny, které se skladaji ze dvou lehkych (L, light)
a dvou tézkych (H, heavy) fetézcti. Funkéné jsou rozdéleny do variabilni domény (V, variable),
Ktera vaze antigeny, a konstantni domény (C, constant), ktera zprostiedkovava efektorové funkce.
Tezké a lehké fetézce jsou kddovany jednotlivymi subgeny V, D, J a C, které samy o sob¢€ nejsou
funkéni, ale maji schopnost se spojovat a tvofit funkéni imunoglobulinové geny. Variabilni domény
tézkého rétézee jsou tvoreny preskupovanim V, D a J segmentti. Proces pfeskupovani a spojovani
téchto subgenii pro variabilni oblast se nazyva V(D)J rekombinace a je vyznamnym zdrojem
variability protilatek. Geny, kodujici variabilni oblast lehkého fetézce pak vznikaji preskupovanim
segmenti V a J. Konstatni oblast imunoglobulinu tvofi segmenty C. Preskupovani genovych
segmentl pro lehky a tézky fetézec je typické béhem raného vyvoje lymfocyti a béhem primarni
faze imunitni odpovédi. Vysledné imunoglobuliny maji afinitu kantigenu obvykle nizkou
(Hesslein et Schatz, 2001, Feeney et al., 2009).

Béhem terminalni diferenciace vstupuji B-lymfocyty do germinalnich center, kterd maji

schopnost vyselektovat B buriky se zvySenou afinitou k antigenu.

2.14.1 Germinalni centra

Sekundéarni lymfatické organy obsahuji folikuly slozené znaivnich B-lymfocytd. Asi tyden po
expozici antigenem se v ramci sekundarni faze imunitni odpovédi v téchto B bunéénych oblastech
formuji germinalni centra. V téchto centrech (sekundarnich folikulech) velkou vétSinu bunék tvori
jiz aktivované B bunky, morfologicky vétsi a rychleji se délici nez naivni (MacLennan et al., 1994,
Schroeder et al., 2010).
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Germinalni centra jsou spojena S (viz Obr. 2):
o Kklonalni expanzi B-lymfocytd, (Jacob et al., 1991)
e somatickou hypermutaci ve variabilnich oblastech imunoglobulind (IgV), (Berek, 1993)
e indukci diferenciace na pamétové nebo plasmatické buriky (Coico et al., 1983, Kalsoe
etal., 1994)

Somatickd hypermutace zavadi ve vysoké mife mutace do variabilni oblasti genti. Jejim vyznamem
je tvorba protilatek s vysokou afinitou viéi antigenim (Neuberger et al., 1995). Mechanismus
tohoto procesu, znamého jako afinitni maturace, je zalozen na enzymu zvaném aktivaci indukovanad
cytidin deaminasa (AID), ktera b&hem transkripce genti kodujicich variabilni Cast
imunoglobulinového fetézce odstranuje aminoskupinu z cytosinu a méni ji na uracil. Dochazi tak k
zaméné baze v molekule RNA, kterd je mutagenni v ptipadé parovani zbytku deoxyuracilu
s deoxyguanosinem (Hofejsi et Bartinkova, 2009). Na zakladé toho, jestli doslo k somatické
hypermutaci, rozliSujeme mutovany IGHV, pochazejici z postgerminalni pamétové bunky nebo
nemutovany IGHV, pochazejici z naivni pregerminalni CD5+ buiiky. Muta¢ni status IGHV je
vyznamnym prognostickym faktorem a ovlivituje 1é¢bu a median pieziti (Chiorazzi et al., 2005,

Hamblin et al., 1999, Chott et al., 2000).

kostni dreri slezina, lymfatické organy
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Obr. 2 — Schéma maturace a diferenciace B-lymfocytt, prichod germinalnim centrem

Prevzato a upraveno z https://medicine.gu.se/arif/gruppledare/martensson/forskning
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2.2 Chronicka lymfocytarni leukemie

2.2.1 Obecna charakteristika onemocnéni

Chronicka B-lymfocytarni leukemie (CLL, diive B-CLL) je nizce maligni lymfoproliferativni
onemocnéni, jehoz podstatou je klondlni novotvorba maligné transformovanych vyzralych B-
lymfocytli s charakteristickym imunofenotypem (CD5+, CDI19+, CD20+, CD23+, CD43+
CD79a+). Tyto lymfocyty se kumuluji v periferni krvi, kostni dfeni a v lymfatickych organech a
ztraci svou prirozenou imunitni funkci.

Klicovymi prvky jeji patogeneze je naruseni DNA reparace a kontroly bunétného cyklu
(aberace TP53, ATM, BIRC3), inhibice apoptézy a dysregulace bunééné proliferace. Vzhledem ke
zvySené expresi genu BCL2 je inhibovana fyziologickd cesta apoptotické smrti patologickych
lymfocytt, vedouci k jejich dlouhovékosti (Adam et Vorlicek, 2008, Dohner et al., 2000). Ulohu
vindukci proliferace malignich B-lymfocyti hraje transformujici rustovy faktor B (TGF-B,
transforming growth factor B), ktery za fyziologickych podminek inhibuje proliferaci B-lymfocyti
a limituje jejich klonalni expanzi. Pfi ztraté této negativni kontroly rdstu je usnadnén rozvoj
lymfoidnich malignit (Israels et al., 1993, Siegel et Massagué, 2003).

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO, World health organization) je CLL vzdy
neoplasie B bunék, zatimco neoplasie dfive zndméd jako T-CLL je nyni oznaCena jako
T-prolymfocyticka leukemie (T-PLL), (Jaffe et al., 2001). Podle Mezinarodni klasifikace nemoci a
ptidruzenych zdravotnich problému (ICD, International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems) patii CLL do kategorie Novotvary, a je znagena C91.1 (Internetovy
zdroj: ICD-10, verze 2010).

Chronicka lymfocytarni leukemie je onemocnéni prozatim nevylécitelné. V poslednich desetiletich
bylo dosazeno pokroku nastupem chemoimunoterapie, nejvyznamnéjsim se stal pokrok v
nastupu cilené terapie a staly vyvoj novych 1é¢iv pro pacienty s CLL. Dfive byla alogenni
transplantace kostni difené jedinou Sanci na vyléeni (Kozak, 2008). Dnes je vyuzivana pouze u

specifickych ptipadid CLL.

2.2.2 Klasifikace
Pro vétSinu druhi onkologickych onemocnéni je zatazeni do uréitého klinického stadia uzite¢né pii
volbé 1é¢by a pro zjisténi, do jaké miry se choroba rozsifila. Prvni stazovaci klasifikace CLL dle
Rai et al. (1975) byla rozdélena do péti stadii, v roce 1987 byla modifikovana pouze do ti
rizikovych stadii (Rai et al., 1987).

Klasifikace podle Binet et al. (1977) je nejcastéji vyuzivana v evropskych zemich a ma rovnéz
tfi stadia. Nemoc je klasifikovana podle poctu postizenych oblasti (uzliny kréni, podpazni, tfiselné,

slezina ajatra) a podle pfitomnosti anemie (snizend koncentrace hemoglobinu v Kkrvi) nebo

20



trombocytopenie (snizené mnozstvi trombocyti v krvi). Pacienti jsou rozdéleni na nizkorizikové

(Binet A) a vysokorizikové (Binet B/C).

Tab. 1 — Klinické stdzovani dle Rai et al.

o . Modifikovana
Klasifikace dle Raie (1975) .
klasifikace (1987)
Median
Stadium Piiznaky prezivani Riziko
[roky]
0 Pouze lymfocytosa 10 Nizké riziko (LR)
I Lymfocytosa se zvétsenymi uzlinami 7
| Lymfocytosa se zvétsenou slezinou . Stfedni riziko (IR)
a/nebo zvétsena jatra
i Lymfocytosa s anemii 1,5-4
. Vysoké riziko (HR)
v Lymfocytosa s trombocytopenii 1,54
Tab. 2 — Klinické stazovani dle Binet et al.
Stadium Charakteristika stadia Median pi‘ezivani [roky]

Mén¢ nez 3 postiZzené oblasti
A ] ] 10 a vice
Bez anemie a trombocytopenie

3 a vice postizenych oblasti

Bez anemie a trombocytopenie

c Anemie (Hb méné nez 100 g/l)/ trombocytopenie )
(po&et trombocytit mensi nez 100 x 10%1)

Postizené oblasti: axilarni, krcni, ingvinalni, mizni uzliny, at jednostranné nebo oboustranné, slezina a jatra.

Oboustranné postizeni je pocitano za jednu oblast

2.2.3 Klinické priznaky

Choroba mé vétsinou dlouhé bezpiiznakové obdobi, kdy jedinym ptfiznakem je zv€tSeny pocet
bilych krvinek (leukocytosa), ktery je casto stanoven pii nahodném vySetfeni krevniho obrazu.
Leukocytosa je zpusobena postupnym nartistem poétu bilych krvinek a zarovei neschopnosti jejich
piirozené smrti. Zatimco tedy pocet bilych krvinek roste, klesa jejich funkéni potencial, ktery se
projevi poklesem imunity a ¢astéjSimi infekcemi. Je pozorovatelny i nedostatek erytrocyti, ktery se
projevuje anemii (Lissauer et Carroll, 2017). U nemocnych se mohou vyskytovat dalsi klasické
pfiznaky leukemie, kterymi jsou tnava, horec¢ky, no¢ni poceni, nechutenstvi, bolesti kloubd,
vahovy ubytek a dalSi. Pfi napadeni tkani nadorovymi bunikami se objevuji zvétSené uzliny
(lymfadenopatie), jatra (hepatomegalie) a slezina (splenomegalie). V pokrocilych stadiich pak
muze dojit k infiltraci nelymfatickych organt (prostaty, jater, pohrudnice).
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2.2.4 Epidemiologie

Z hlediska incidence jde o nejcastéjsi typ leukemie ve stiedni Evropé, kde tvofi témét 30 % vSech
diagnostikovanych leukemii. Postihuje zejména star§i populaci nad 65 let, dvakrat ¢astéji muze nez
zeny (Redaelli et al., 2004). Nemoc je heterogenni i v celkovém ptezivani, kdy nékteti pacienti
ptezivaji mnoho let, zatimco jini pouze nékolik mésict. Pfimi ptibuzni pacientd s CLL maji tfikrat
vyssi pravdépodobnost ziskat tuto chorobu oproti primérné populaci (Adam et Vorlicek, 2008).
Lidé z africkych nebo asijskych zemi maji nizsi riziko vyvoje nemoci V porovnani s bélochy (Dores

et Anderson, 2007).

2.2.5 Diagnostika

Pfesné stanovena diagnéza je dilezita pied zahajenim 1éEby. Je nutné ovéfit, zda ma pacient
skutecné CLL a nejde o jiné lymfoproliferativni onemocnéni. Ke stanoveni diagnosy je potiebné
znat pocet lymfocytd v periferni krvi a jejich imunofenotyp. Pracovni skupina National Cancer
Institue — sponsored working group (NCI), publikovala nejprve v roce 1988, potom v roce 1996,
kritéria pro stanoveni CLL. Podle téchto kritérii musi byt ptfitomno nejméné 5000/ul lymfocyth
v periferni krvi (lymfocytosa). Charakteristicky imunofenotyp CLL bunky je dan expresi
povrchovych antigentt CD5, CD19, CD20, CD23 a slabou expresi povrchového imunoglobulinu. O
dvacet let pozd¢€ji navrhla skupina profesora Halleka (2008), (iwCLL, International Workshop on
Chronic Lymphocytic Leukemia) nova kritéria pro stanoveni CLL. Minimalni hranice poétu
lymfocytt je stejna, nezahrnuje vSak pocet vSech lymfocyts, ale omezuje se pouze na B-lymfocyty.
Dale je pro onemocnéni typické, ze povrchovy antigen CD20 a CD79b je zastoupen u CLL bun¢k
Vv mensim poctu kopii v porovnani s normalnimi B bunikami. Postizené B-lymfocyty maji zaroven
atypickou morfologii. Jsou to malé, zralé lymfocyty s uzkym lemem cytoplasmy a kondenzovanym
jadrem, které postrada jasné nukleoly (Matutes et al., 2007, Mullligan et al., 2009). V roce 2018
byla kritéria diagnostiky pro CLL aktualizovana, zde se uvadi, Ze pro stanoveni diagnozy je

vyZadovano minimalné 5000/ul B-lymfocyti po dobu nejméné 3 mésica (Hallek et al., 2018).

2.2.6 Lécba
Obecné plati, Ze pacienti s ¢asnym stadiem indolentniho onemocnéni (Binet A, Rai 0) jsou
sledovani a vét§inou nevyZzaduji terapii. LéCba pacientil je zahajena az v pokrocilych stadiich, kdy
se muze objevit masivni splenomegalie, masivni lymfadenopatie, progresivni selhani kostni diené
¢i progredujici lymfocytosa s nardstem 0 vice jak 50 % za 2 mésice nebo LDT méné nez 6 mésict.
Lécba CLL se stale vyviji, a zatimco pfed nékolika lety byla zaméfena zejména na potlaceni
symptomu a stabilizaci onemocnéni, v sou¢asnosti je mozné s vyuzitim kombinovaného rezimu
obsahujiciho monoklonalni protilatku a chemoterapii navodit az n€kolikaletou kompletni remisi
onemocnéni, ktera pacientovi zajist'uje dobrou kvalitu zivota (Panovska et Doubek, 2013).
Nejstarsi alkylacni latkou v terapii je chlorambucil. Celkova odpovéd’ na 1écbu chlorambucilem
se pohybuje mezi 75 a 80 %, avSak kompletni hematologickou remisi navodi pouze vO — 5 %
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pfipadech. Vzhledem k nizké toxicit€ a perordlnimu uzivani je dnes stale piedepisovan starSim
pacientim (Dighiero et al., 1998, Kozak 2008). Fludarabin patfi mezi purinova analoga a Vv
monoterapii dokaze navodit vysoky pocet odpovédi (63 — 89 %). Pocet kompletnich remisi pii
1é¢bé fludarabinem je udavan mezi 11 — 40 % (Rai et al., 2000).

Monoklonalni protilatky ptedstavuji skupinu protinddorovych preparatt, které jsou schopny
piisobit cilené na nadorovou buiiku a zpiisobit jeji zanik. Uginkuji nékolika mechanismy: navozuji
cytolysu prostfednictvim aktivace komplementu, aktivuji cytotoxicitu zavislou na protilatce a
souCasné pifimo indukuji apoptosu (Panovskd et Doubek, 2013). Monoklonalni protilatky se
pouzivaji bud’ v monoterapii anebo v kombinaci s chemoterapii (chemoimunoterapie). Mezi
monoklonalni protilatky fadime rituximab — chimérickou IgG monoklonalni protilatku proti
antigenu CD20, ktera je zasadni v 1écbé agresivnich i indolentnich lymfomi z B bun¢k, u nichz je
ve velkém mnoZstvi exprimovan antigen CD20 (Hallek et al., 2010). Alemtuzumab je
humanizovana protilatka proti antigenu CD52, ktery je exprimovan nejen na bunikach CLL, ale také
na zdravych B i T lymfocytech. Alemtuzumab se dfive pouzival u pacienti CLL s deleci 17p-, tedy
u CLL s defektnim p53 a nejhorsi prognézou. U nepielécenych pacientd navodil kompletni remisi
v 19 — 22 %, celkova odpovéd je udavana mezi 85 — 87 % (Hillmen et al., 2007).

Pochopeni mechanizmii BCR (B-bunééného receptoru, B-cell receptor) signalizace vedlo
k navrzeni novych terapeutickych postupt zalozenych na inhibici jednotlivych komponent této
drahy — jednou z nich je draha Brutonovy tyrosinkinasy (BTK), (de Claro et al., 2015). lhnibitor
BTK — ibrutinib (IMBRUVICA), se stal nejucingjsi latkou pro pacienty CLL s 17p- (Jones et al.,
2018), viz kapitola Delece 17p.

Idealalisib je inhibitor fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K), konkrétné¢ jeji delta isoformy
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat-3-kinasy. Je exprimovana pievazné na leukocytech a je kritickou
signalni molekulou BCR receptoru v normalnich B i CLL bufikach. Inhibici tohoto enzymu
idelalisib inhibuje signalnich drahu B bunééného receptoru (BCR) a indukuje apoptosu malignich
bunék (Brown et al., 2014, Okkenhaug et al., 2003). Idelalisib se prodava pod nazvem Zydelig.
Venetoclax je vysoce selektivni inhibitor, jehoZ cilem je antiapopticky protein BCL2, ktery ¢ini
CLL bunky rezistentni k apoptose a nasledkem toho dochazi k charakteristické akumulaci dlouho
zijicich lymfocyti. V roce 2016 FDA (FDA, Food and Drug Administration) schvalila venetoclax
pro pouziti u pacienti s CLL, ktefi maji deleci 17p (Roberts et al., 2016).

Hlavni moznost 1écby 1. linie, u nemocnych v dobrém stavu bez zdvaznych piidruzenych
onemocnéni, je dnes rezim FCR (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab). Pacientim s del(17p) nebo
mutaci TP53 je pfedepisovan ibrutinib. Idelalisib v kombinaci s rituximabem je mozné piedepsat
pacientiim S deleci ¢i mutaci TP53 v piipadé nevhodnosti jakékoli jiné 1é¢by. Alternativou k FCR
1é¢bé u pacientd nad 65 let svysokym rizikem infekci je bendamustin + rituximab (BR).
Pacientlim, ktefi maji vyznamné ptidruzené choroby a nejsou tak vhodni k 1é¢bé protokolem FCR
je doporucena jedna ztéchto moznosti: obinutuzumab + chlorambucil, ofatumumab -+

chlorambucil, bendamustin + rituximab, rituximab + chlorambucil (viz Obr. 3). U pacientd, u
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kterych se ocekava kratké preziti, je cilem ovlivnit symptomy — Vv monoterapii je volbou
chlorambucil, cyklofosfamid ¢i kortikoterapie (Doubek et al., 2018). Alogenni transplantace je
rozumnou volbou v pfipadé pacientu diive 1é¢enych, vysoce rizikovych s deleci nebo mutaci TP53
s nedostatecnou odpovédi na léCbu. Nasledujici schéma je zpracovano dle Doporuceni pro

diagnostiku a 1é¢bu chronické lymfocytarni leukemie (CLL) — 2018 (Doubek et al., 2018).

CLL l

AktiviCc,. ( TTTEEEeeS l """""
| | | Bezlétby |
i
S del(17p)/ mutaci 7P53 Bez del(17p)/mutace TP53
\ 4 |
Ibrutinib® 717
Fit
- Unfit
Idelalisib
+ rituximab** L
Hlavni 1é¢ebna moznost Chl_orambucil
+ obinutuzumab
Dalsi moznosti 1é¢by
i Chlorambucil
s + ofatumumab
Y
Rituximab
Bendamustin + bendamustin
Fludarabin + rituximab (BR)
+oydofoatumi Rituximab
+ rituximab (FCR) + chlorambucil
Rituximab
+ cyklofosfamid
+ dexametazon
(RCD)

Alemtuzumab

Obr. 3 — Schéma aktualnich moznosti pro 1. linii 1é¢by u pacient s CLL
* v piipadech, kde nemocny neni vhodny k 1é¢bé chemoimunoterapii

** v piipadé nevhodnosti jakékoli jiné 1écby
Zdroj: vlastni tvorba
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2.2.7 Prognostické faktory

Chronicka lymfocytarni leukemie je klinicky i biologicky heterogenni onemocnéni. Neéktefi
pacienti maji indolentni klinické onemocnéni, které Casto nevyzaduje 1éCbu, zatimco jini mohou
mit velmi agresivni pribéh. Casné stiadium této nemoci byva asymptomatické, proto doslo
k intenzivnimu hledani vhodnych prognostickych markert, které by mohly usnadnit strategii 1écby
a usnadnit predikci pieziti. StaZovaci systémy dle Bineta nebo dle Raie (viz kapitola Klasifikace)
jsou snadno pouzitelné a nejsou finanén€ narocné. Nezohlednuji vSak vlastnosti CLL bunék, které
mohou ovlivnit prub&h onemocnéni a reakci na 1écbu. Proto v dalsi prognoze hraji nezastupitelnou
roli zakladni a genomické prognostické faktory.

Mezi zakladni faktory patii v€k, pohlavi, rasa, absolutni pocet lymfocyt, pocet zasaZenych
lymfatickych uzlin, lymfadenopatie, zdvojovaci ¢as lymfocyta (LDT, lymphocyte doubling time) a
dalsi. Dynamika zvySovani po¢tu lymfocyti v krevnim obraze je prognosticky vyznamna, protoze
ti nemocni, u nichZ je zdvojovaci ¢as poctu lymfocyti del$i neZ 12 mésici maji velmi dlouhé
preziti, zatimco LDT krat$i nez 12 mesict odpovida rychlé progresi onemocnéni. Jedna se vsak
0 retrospektivni faktor a neda se tedy béhem prvniho vysetfeni pfedpovédét jeho vyvoj (Wierda et
al., 2007, Vinolas et al., 1987, Lee et al., 1987).

Genomické aberace u chronické lymfocytarni leukemie jsou také dulezitymi prediktory
progrese onemocnéni a preziti. Na jejich urceni se od 70. let 20. stoleti podili fada cytogenetickych
a molekularné-cytogenetickych metod, jako je klasickd cytogenetika, fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH), ¢ipové technologie a v posledni dobé i nejmodernégjsi technologie sekvenovani
nové generace (Navrkalova et al., 2015). Molekularné cytogenetické metody mohou detekovat
genomové aberace u vice nez 80 % pacientli s chronickou lymfocytarni leukemii (Dohner et al.,
2000). Metodou FISH, ktera je standardni pro analyzu genomovych aberaci u CLL, jsou nejcastéji
pozorované delece 13q, delece 11q, trisomie chromosomu 12, delece 17p a delece 6q (Dohner et
al., 2000, Krober et al., 2002). Pred zavedenim cilené 1é¢by je proto vhodné podstoupit vysetieni,
ktera individualni prognézu mazou zpiesnit:

e vySetfeni genetickych aberaci rutinnim panelem CLL fluorescenéni in situ hybridizaci
e stanoveni muta¢niho stavu gend pro variabilni Cast t€Zkého fetézce imunoglobulinu

(IGHV)

e vySetieni mutace genu TP53

2.2.7.1 Mutaéni status IGHV

Mutaéni status genu kodujici IGHV je jeden z nejsilngjSich prognostickych markert, ktery
vyznamn¢ predikuje klinickou prognoézu. Byla dana hranice, podle které je rozlisitelny mutovany
stav od nemutovaného: sekvence IGHV, které¢ odpovidaji sekvencim zarode¢né linie s minimalné
98% identitou, jsou povazovany za nemutované (Hamblin et al., 1999). Analyza mutace variabilni
¢asti imunoglobulinového genu prokazala, Ze asi polovina pfipadii CLL ma pfitomnu somatickou

mutaci v ramci svych IGHV geni. To znamena, ze tyto bunky maji ptivod v pamétovych B
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bunkach, které po kontaktu s antigenem prosly germinalnim centrem. Piitomnost ¢i nepfitomnost
somatické mutace je spojena s ur€itymi genetickymi zménami, expresi znaku CD38 a prognozou.
Pacienti s hypermutaci IGHV maji obecné piiznivou prognhézu, delsi ¢as do zahajeni 1écby,
prodlouzeny median doby pieziti aindolentni klinicky prib&h ve srovnani s pacienty s
nemutovanym stavem IGHV (Oscier et al., 2002).

Prognoéza pacientt s buinkami CLL typu pamétovych bunék, majicich ¢asto 13q14 deleci a nizsi
procento CD38+, je pfizniva. Naproti tomu prognoéza pacientt s naivnim typem bunék, majicich
Casto deleci TP53 a vyssi zastoupeni CD38+ znaku je horsi, a jejich choroba obvykle rychle
progreduje (Adam et Vorlicek, 2008).

Vyznamnou roli v patogenezi CLL hraje BCR receptor lymfocytt, jehoz zakladni komponentou
je membranovy imunoglobulin, jehoz strukturu tvofi preferencni typy urcitych subgend pro tézky
fetézec. V souvilosti s mutacnim stavem IGHV bylo popsano preferenéni vyuzivani genové rodiny
VH1 aVH3 (Messmer et al., 2004). Subgen VH1-69 je nadmérné exprimovan zejména U
nemutovanych IGHV (Potter et al., 2003). Vyrazngjsi vyuziti subgenu VH3-21 mize definovat
skupinu s horsi prognozou bez ohledu na stav mutace, vyssi frekvenci vyskytu SF3B1 mutaci
a poskozeni drahy p53. Pouha piitomnost tohoto subgenu Vv leukemickém klonu ukazuje na
agresivni onemocnéni a vyznamné kratsi pieziti na rozdil od jinych mutaci v této oblasti (Tobin et
al., 2002, Strefford et al., 2013).

S mutaénim stavem [IGHV Kkoreluje exprese dvou molekul zapojenych do BCR
signalizace: ZAP70 a CD38 (Damle et al., 1999). Dtive slouzily jako alternativa ke stanoveni
mutaéniho stavu gent IGHV, dnes se vyuZivaji uz jen jako doprovodné prognostické faktory

k jejich standardizovanému vySetieni.

2.2.7.2 Exprese ZAP-70

Mutovany IGHV a nemutovany IGHV se daji snadno rozlisit rozdilnou expresi nékolika desitek
gend. Jeden z nejvice odlisné exprimovanych gent je 70kDa ZAP-70 (zeta-chain-associated protein
70). Protein ZAP-70 je kinasa, ktera je fyziologicky exprimovana v receptoru normalnich T-
lymfocytd a na CLL B-lymfocytech (Rosenwald et al., 2001). Bylo zjisténo, ze ZAP-70 je pétkrat
vice exprimovan u nemutovaného IGHV genu nez u mutovaného a jeho exprese by mohla tyto dvé
podskupiny odliSit s vysokou statistickou vyznamnosti. Dale je dokazano, Ze exprese ZAP-70
identifikuje pacienty s agresivnéjsim klinickym pribéhem nemoci, proto byla diive klinicky
uziteénym molekularnim markerem prognézy u CLL (Wiestner et al., 2003). Dnes uz ZAP-70

nahrazuji spiSe jiné a vyznamné;j$i prognostické faktory.

2.2.7.3 Exprese CD38+
CD38 je transmembranovy glykoprotein, ktery spolupracuje se ZAP-70 béhem BCR signalizace.
Miuze fungovat jako receptor i jako enzym a je regulovan mikroprostiedim nadoru. Exprese CD38

je cennym a dostupnym prognostickym markerem (D’Arena et al., 2001). Pti CLL je zvySena
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exprese CD38 spojena s nekolika neptiznivymi prognostickymi faktory, jako je pokrocilé stadium
onemocnéni, vys$i incidence lymfadenopatie, hepatomegalie, vysoce rizikova cytogenetika, Spatna
odpovéd na 1é¢bu a dalsi (Amaya-Chanaga et al., 2016). Pacienti s nemutovanym IGHV genem
vykazovali vyssi procento exprese CD38 (nad 30 %) nez pacienti s mutovanym IGHV, ktefi
vykazovali procento exprese tohoto znaku nizsi (pod 30 %). Pacienti s vy$§im procentem exprese

CD38 reagovali hife na chemoterapii a méli krats$i dobu preziti (Damle et al., 1999).

2.2.8 Molekularné cytogenetické prognostické faktory

2.2.8.1 Delece 13q

Monoalelicka delece oblasti 13914 je nejcastéjsi genomickou aberaci v piipadé CLL s ¢etnosti 40 —
60 %. Pacienti s deleci 13q14, jako solo aberaci, maji pfiznivy klinicky priabéh s primérné delsim
medianem preZiti nez pacienti s normalnim karyotypem (Dohner et al., 2000). Buriky s del(13q)
vykazuji imunofenotyp CD20, FMC7, CD27, CD22, CD5 a bcl2 (Quijano et al., 2008). U pacienti
s CLL bunkami, které exprimuji hypermutovany IGHV je pravdépodobnéjsi, ze budou mit Binet
stadium A a deleci 13q, coz je spojeno s piiznivou prognézou. Nepfitomnost delece 13q14 nebo
naopak vysoké zastoupeni této delece je spojeno s horsi prognozou. Je mozné charakterizovat dvé
prognostické skupiny na zakladé procentualniho zastoupeni buniek s deleci 13q: pacienti s pfilis
vysokym zastoupeni této delece (vyssi nez 80 %) maji kratsi median celkového preziti a kratsi ¢as
do prvni terapie nez pacienti, Ktefi maji méné nez 80 % bun€k s touto deleci (Hernandez
etal., 2009). Ackoli je monoalelicka delece piiznivym znakem onemocnéni, bialelicka delece
13914 byla povazovana za dtvod rozvoje agresivni formy onemocnéni, piedpovidala krat$i median
preziti a horsi prognézu. Tento vyzkum byl proveden na Sesti pacientech s bialelickou deleci z
celkového souboru 32 pacientd (Chena et al., 2008). Nasledujici studie Van Dyke et al. (2010)
vsak tento jev na souboru 323 pacientli nepotvrdila, pacienti s heterozygotni i homozygotni deleci
1314 méli stejny Cas do prvni terapie a stejné pieziti.

Pruh 13q14 zahrnuje fadu tumor supresorovych genti a oblasti, které hraji roli v CLL. Podle Lui
et al., (1997) oblast, ve které dochazi k deleci, neni vétsi nez 10 kb a zahrnuje ¢asti kodujici
sekvence dvou sousednich geni DLEU1l a DLEU2. Dale byly vpruhu 13ql4 lokalizovany
microRNA miR15 a miR16, retinoblastovy tumor-supresorovy gen RB1 a region D13S25. Bylo
zjisténo, ze delece v regionu D13S25 jsou castéjsi nez delece v RB1 genu (Brown et al., 1993). Gen
RB1 koduje jaderny fosfoprotein, ktery je soucasti kontroly bunééného cyklu a regulace transkripce

(Weinberg et al., 1995).

2.2.8.2 Delece 11q
Delece dlouhého ramene chromosomu 11 (11g-) se vyskytuje v 10 — 20 % pripadech pacient
s chronickou lymfocytarni leukemii (Dohner et al., 2000). Predstavuje tak druhou nejcastéjsi

genetickou abnormalitu této nemoci. Riziko vzniku leukemii je piiblizné 70krat vys$si u pacienti
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zasazenych zménou v této oblasti nez u normalni populace (Negrini et al., 2010). Del(11q) je
spojena se silnéjsi expresi povrchovych znaktt CD38, FMC7, CD25 a povrchového imunoglobulinu
(Quijano et al., 2008). Delece nebo mutace v oblasti 11922-923 definuje podskupinu pacientd CLL
s progresivnim onemocnénim a celkové nepiiznivou prognézou (Fegan et al., 1995).

V chromosomalni oblasti 11922-923 je ulozen gen ATM (ataxia-telangiectasia mutated), ktery
sestava z 66 exond a je ¢lenem rodiny gent kodujici fosfatidylinositol-3 kinasy (PI-3-K), (Savitsky
et al., 1995, Uziel et al., 1996). Protein ATM o velikosti 350 kDa je aktivni pii indukci
chromosomalnich dvojvlaknovych zlomi, které vznikaji endogenné nebo po vystaveni latkam
poskozujici DNA, v¢etné ionizujiciho zafeni a 1é¢iv (Khanna et al., 2001). ATM protein chrani
integritu genomu regulovanim bunééného cyklu v kontrolnich bodech G1/Sa G2/M. Aktivuje
drahu opravy poskozené DNA a zabrafiuje tak jejimu rozsSifeni. Pokud poskozena DNA nelze
opravit, indukuje apoptosu (Negrini et al., 2010, Kastan et al., 2000). Kinasa ATM se tcastni téz
fosforylace proteinu p53 v odpovédi na poSkozeni DNA (Banin et al., 1998).

Dédiéna inaktivace genu ATM je znama pro vyskyt autosomalné recesivni poruchy zvané
ataxia-telangiectasia (A-T), charakterizované neurologickymi a imunologickymi symptomy
a predispozici k malignitam pievazné lymfatického systému (Taylor et al., 1996).

Je mozZné rozdélit CLL pacienty s deleci chromosomu 11qg na dvé genetické podskupiny — na ty,
kteti maji mutaci ATM a na ty, ktefi mutaci v tomto genu nemaji. Guarini et al. (2001) uvedli, Ze
mutace ATM nastaly i v pfipadé neptitomnosti delece 11922-023, coz naznacuje, ze k naruSeni
genu ATM u nemocnych CLL mize dojit mutaci, deleci nebo kombinaci obou. Pfitomnost mutace
ATM v kombinaci s 11q deleci zvySuje riziko progrese nemoci vice, nez samostatna mutace ATM
nebo samostatna delece 11q. Dale rozliSujeme mutaci v jedné nebo v obou alelach ATM. Pacienti s
bialelelickou inaktivaci ATM mohou mit hor§i prognézu ve srovnani s pacienty s monoalelickou
ztratou ATM. Mutace bialelicka vede ke ztraté funkce proteinu ATM (Austen et al., 2007,
Schaffner et al., 1999).

2.2.8.3 Trisomie chromosomu 12

Trisomie dvanactého chromosomu je Casta numericka abnormalita u CLL, vyskytujici se az
u20% nemocnych (Dohner et al., 2000). Definuje podskupinu s atypickou morfologii,
imunofenotypem, ¢asnou progresi, nemutovanym IGHV a vysokou frekvenci mutace NOTCH1.
Studie Herling et al. (2016) uvedla pét nejc¢astéji mutovanych genit u CLL pacientt, a praveé gen
NOTCHL1 je jednim z nich (mezi dalsi zminované patii SF3B1, ATM, TP53 a BIRC3).
Pacienti stouto abnormalitou maji Casto trombocytopenii. Trisomie 12 byla spojena s vyssi
frekvenci aneuploidie, silngjsi expresi CD19, CD20, CD22, CD24, CD27, CD79b, CD38, FMC7
a povrchového Ig (Quijano et al., 2008).

Nejlépe je geneticka zména chromosomu 12 detekovatelna metodou klasické cytogenetiky nebo
interfazni FISH (Matutes et al., 1996). Prozatim neni jeji role v progresi onemocnéni jasna, ale

predpoklada se, ze aktivace genu NOTCH1 je siln¢ spojena S buitkami nesoucimi trisomii
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chromosomu 12 a nemutované IGHV (Balatti et al., 2012). Pacienti CLL s trisomii chromosomu 12
vykazovali zvySenou expresi f2-integrinti zapojenych do trans-endotelové migrace CLL bunék z
krevniho ob&hu do tkani. Interakce mezi NOTCH1 a signalnimi drahami B2-integrinu jsou
dilezitou oblasti budoucich pokusii a pochopeni tilohy mutaci NOTCH1 u agresivnich pfipadi CLL
(Riches et al., 2014).

Souvislost mezi vy$$imi hladinami transkriptd aktivaci indukované cytidin deaminasy (AID),
trisomii chromosomu 12 a nemutovanym stavem IGHV u pacienti s CLL ptinesli Zaprazna et al.
(2018). Abruzzo et al. (2018) prokazali, ze CLL piipady s +12 jako jedinou abnormalitou vykazuji
unikatni soubor aktivovanych drah ve srovnani s jinymi cytogenetickymi zménami. Mezi t€mito
drahami je identifikovana signalni draha NFAT a molekula imunitni kontroly NTSE (CD73), ktera

mize pfedstavovat nové terapeutické cile.

2.2.8.4 Delece 17p

Delece kratkého ramene chromosomu 17 neni pfili§ ¢asta zména u CLL, vyskytuje se asiu4 -9 %
nemocnych v dobé diagnoézy. Tato delece zahrnuje vzdy pruh 17pl3, nesouci tumor-supresorovy
gen TP53, jehoz produkt p53 hraje zasadni roli pti kontrole bunééného cyklu a indukci apoptosy
poskozené bunky. Neni proto pfekvapenim, Ze protein p53 je oznaCovan jako strazce genomu
(Isobe et al., 1986, Vogelstein et al., 2000, Dohner et al., 2000). Odpoveéd’ na poskozeni DNA je
zprostiedkovana jednou ze signalnich transdukénich molekul, kterou je ATM (dal§imi jsou ATR,
Chkl a Chk2). Tyto molekuly stabilizuji a aktivuji protein p53 procesem fosforylace Ser/Thr
kinasami (Saito et al., 2002).

Nejcastéji je zména 17p zplsobena ztratou jedné kopie a mutaci ve zbyvajici alele. Tato
chromosomalni aberace je vnimana jako siln¢ negativni prognosticky faktor, zpisobujici agresivni
klinicky pribéh nemoci, zdvojovaci ¢as lymfocytli krat$i nez 12 meésictl, nedostate¢nou odpoveéd’
na chemoterapii (zahrnujici chlorambucil a fludarabin) a kratké prezivani (Wattel et al., 1994).

Vzhledem k tomu, Ze median pieZiti u pacienti s del(17p) je typicky < 3 roky od zahajeni 1é¢by,
doporucuje se u mladSich pacientt s mutaci TP53 nebo deleci 17p alogenni transplantace
kmenovych bunék (Tam et al., 2015). Alogenni transplantace tak pfedstavuje jedinou moznost
Vv ptipadé selhani primarni 1écby u pacienti CLL s deleci 17p, ktefi patii do vysoce rizikové
skupiny. Ackoli je na jedné strané transplantace alogennich kmenovych bunék piislibem vyléceni,
na strané druhé je spojena s dvouletou mortalitou bez relapsu az u 15 — 30 % nemocnych (Dreger et
al., 2014).

Velkou nad¢ji se pro pacienty s del(17p) stava ibrutinib, inhibitor Brutonovy tyrosinkinasy
(BTK, Bruton tyrosine kinase). BTK je jednou z klicovych kinas signalnich drah pro navazani
antigenu na receptor B-lymfocyta (dalsimi kinasami jsou Syk a PI3K). Stimulace BCR receptoru
antigenem vede K expresi gent pro-proliferacnich a anti-apoptickych drah, coz chrani bunky pred
spontanni i indukovanou apoptosou (Mraz et al., 2013). Inhibice této kinasy ibrutinibem vede

K naruseni ptezivani CLL bunék a indukci apoptosy mechanismem nezavislym na TP53. Dale
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dochazi k inhibici proliferace nadorovych B-lymfocyti a Gtlumu jejich migrace (Seda et al. 2015).
Vysledky klinickych studii Jones et al. (2018) dokazuji, ze ibrutinib patii mezi nejucinnéjsi latky,
které byly dosud vyvinuty pro 1é¢bu CLL s del(17p). Pieziti pacientd lé¢enych timto postupem

dosahuje 30 mésict, ¢imz pied¢i jiné dostupné terapie.

2.2.8.5 Delece 69

Delece dlouhého ramene chromosomu 6 se vyskytuje asi u 6 % piipadi s CLL, vétSinou jako
sekundarni chromosomalni anomalie nebo jako soucasti komplexniho karyotypu (Finn et al., 1998,
Juliusson et al., 1991).

Edelmann et al. (2012) definovali oblast 6g21 velkou 2,5 Mb, ktera byla deletovana u 80 %
pacientl s touto deleci, nebyl v§ak identifikovan zadny specificky gen odpovédny za patogenezi
CLL. Ve stejném roce Urbankova et al. (2012) uvedli jako kandidatni gen FOXO3A, ktery byl
nalezen v oblasti velké 1,4 Mb v lokusu 6g21. Gen FOXO3A je oznacovan jako negativni regulator
buné¢ného cyklu, poptipadé apoptosy, a u CLL pacientl s deleci 6q je zastoupen v mensi mife.
FOXO3A je tumor supresorovy gen, jehoz produktem je transkripéni faktor, ktery hraje roli
v malignitach nejen hemapotoetického ptiivodu. Piedstavuje tak mozny terapeuticky cil (Liu et al.,
2018). Pomoci array komparativni genomové hybridizace byly jako soucasti delece v lokusu 6921
urceny dalsi geny: SCML4, SEC63, OSTM1, NR2E1, SNX3, LACE1. Geny FOXO3, LACE1, SNX3
a SCML4 byly u pacient s deleci 6q exprimovany méné nez u pacinetd bez této delece a u
zdravych kontrolnich jedinct (JaroSova et al., 2017).

Chronickd lymfocytarni leukemie s deleci 6q je charakterizovana atypickou morfologii,
imunofenotypem s CD38 pozitivitou a stfedni incidenci hypersomatické mutace IGHV. Pacienti
s deleci 6q maji vyssi pocet bilych krvinek a rozsahlejsi lymfodenopatii, splenomegalii a vyznamné
snizeny interval preZiti ve srovnani s ostatnimi pacienty. Casto byly pozorovany velké lymfocyty
a lymfoplasmacytické buiiky véetné bunek podobnych imunoblastim. Klinicko-biologické
vysledky ukazuji, ze tato cytogeneticka podskupina CLL je zatiZzena nepfiznivou prognoézou a m¢la

by byt zafazena do stiedné rizikové kategorie (Cuneo et al., 2004, Finn et al., 1998).

2.2.8.6 Duplikace 8924 (MYC)

Abnormality na chromosomu 8 jsou v populaci CLL vzacné (~ 2 — 5 %), jsou omezeny témé&f
vyhradné¢ na lymfomy B bunék (vzacné lymfomy T bun€k) a zahrnuji pfedev§$im piestavby
a amplifikace.

Pri amplifikaci je duplikovan pruh 8q24, na kterém se nachazi gen pro proto-onkogenni
transkripéni faktor MYC, ktery reguluje proliferaci, rist a apoptosu a je jednim z gend, které se
nejcastéji tcastni lidské karcinogeneze (Blanco et al., 2014). Dysregulace MYC indukuje buné¢nou
proliferaci ztratou kontroly exprese, coz vede k nadmérné expresi nefunkéniho myc proteinu.

Ptimy dikaz G¢asti myc na lidské rakoviné pochazi z objeveni a identifikace genu MYC na 8924 a
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jeho translokaci na lokus tézkého fetézce imunoglobulinu u Burkittova lymfomu (Nguyen et al.,
2017).

Souhrnné je uCLL piestavba genu MYC spojena se zvySenymi poclty prolymfocytd,
cytogenetickymi abnormalitami, komplexnim karyotypem a v§eobecné horsi progndzou nezavislou

na stavu mutace IGHV nebo expresi ZAP-70 (Blanco et al., 2014, Huh et al., 2008).

2.2.8.7 Prestavba IGH

Gen IGH, kédujici téZzky fetézec imunoglobulind, se nachazi na chromosomu 14 v pruhu 14932.33.
Zmény v oblasti 14q32 byly popsany jako druha nejcastéj$i abnormalita u pacientd s CLL,
Vv zastoupeni cca 32 % (Quintero-Rivera et al., 2009).

Gen u pacientd CLL podléha prestavbam i delecim. Pfestavba (translokace) v oblasti 14g32
neni ¢astou zménou, vyskytuje se asi s 4% incidenci, nese vSak $patnou prognozu (Dohner et al.,
2000). Pii translokacich je potieba identifikovat partnersky gen, aby se zjistila progndza
a optimalni 1é¢ba pacienta. NejCastéji se jedna o translokace t(14;18)(g32;q21) s fuzi genu
IGH/BCL2, t(11;14)(q13;932) s fuzi genti IGH/CCND1, t(14;19)(q32;913.2) s fazi gent IGH/BCL3
nebo t(8;14)(g24,932) s fuzi genu IGH/MYC (McCarthy et al., 2008).

Delece 3¢ konce IGH patii taktéz mezi méné Casto pozorované zmény (~ 3 %) nesouci
neptiznivou prognézu (Berkova et al., 2008). Mnohem vice je zastoupena delece 5° konce
variabilniho segmentu (V segment) IGH genu. Tato delece je fyziologickd a je asociovana
S ptiznivymi prognostickymi faktory, jako je delece 13q14, normdlni karyotyp a negativni exprese
CD38 a ZAP-70 (Quintero-Rivera et al., 2009). Podle WIlodarska et al. (2007), delece riznych ¢asti
variabilniho segmentu IGH probiha vramci fyziologickych V-D-J pfestaveb pfi maturaci

B-lymfocytt v kostni dieni. Nejsou tedy povazovany za onkogenni.

CEeT

IGHC : 11
IGH - 9

J IGHD - 27

[ IGH | 1GHY: 123129

1250 kb
(170-176 genes)

Obr. 4 — Schéma znazornujici gen pro IGH

Svisla ¢ervena cara oznacuje lokus IGH na 14¢932.33. Modra Sipka oznacuje orientaci 5'— 3' lokusu a potadi
genovych skupin v lokusu. Pocet gentl v lokusu je uveden za nazvem genu.

Zdroj:http://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=chromosomes&species=human
&group=IGH
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2.2.8.8 ZmnoZeni chromosomu 2p (2p+)

Zmnozeni kratkého ramene chromosomu 2 bylo identifikovano c¢ipovou metodou s vysokym
rozliSenim, jakou je napiiklad array komparativni genomova hybridizace (aCGH). Tato
abnormalita byla nalezena u 8 — 28 % nelécenych pacientt v pokro¢ilém stadiu nemoci (Binet B/C)
a v jedné ze studii byla dokonce druhou nejvice zastoupenou zménou po deleci 13q (Chapiro et al.,
2010, Jarosova et al., 2010). Proto ji 1ze povazovat za dal§i vyznamny prognosticky marker, ktery
vSak prozatim neni soucasti rutinniho vySetteni.

Fabris et al. 2013 zjistili, Zze se duplikace 2p muze vyskytovat i v asném stadiu nemoci
(Binet A), a to i jako samostatna aberace. V prib&éhu onemocnéni se objevuje fada cytogenetickych
zmén, a proto neni piekvapujici, Ze v pokrocilych stadiich je nemoc charakteristickd raznymi
nepfiznivymi prognostickymi markery (Gunnarsson et al., 2010). Detekce zmnozeni 2p v ¢asnych
stadiich onemocnéni bez jinych aberaci zna¢i moznou roli této aberace v progresi onemocnéni.
Zisk 2p+ muize predstavovat jak Casnou genetickou zménu U jednoho pacienta s CLL, tak
sekundarni zménu spojenou s riznymi abnormalitami u pacienta druhého. V dob¢ do prvni 1écby
nebyl prokazan vyznamny rozdil mezi pacienty s a bez zmnozeni 2p chromosomu (Fabris et al.
2013).

Kandidatnimi geny na 2p jsou MSH2, MYCN, REL, BCL11A, ALK, ACP1 a XPO1l. Geny
MYCN, ALK a REL patii mezi onkogeny a u CLL nemocnych je zvySena jejich exprese. Pacienti se
zmnozenym genem MYCN vykazovali mnohonasobné vys$Si expresi tohoto genu v porovnani
S pacienty, ktefi zmnozeni tohoto genu neméli (Ma et al., 2011, Puente et al., 2011, Cosson et al.,
2017, Chapiro et al., 2010, Pfeifer et al., 2007).

Onkogen MYCN, lokalizovany Vv oblasti 2p24.3, je ¢lenem rodiny transkripénich faktort MYC a
koduje transkripéni faktor mycn, ktery se podili na kontrole zakladnich procesi bé&hem
embryonalniho vyvoje. Protein mycn se ucastni nékolika signalnich drah, které podporuji rust
bungk, proliferaci a metabolismus progenitorovych bunék v ruznych organech a tkanich.
Deregulace signalizace MYCN podporuje vyvoj riznych nadort (Ruiz-Pérez et al., 2017). Gen
REL, lokalizovany Vv oblasti 2pl16.1, patii do skupiny proto-onkogent, jenz koduji jaderny
transkrip¢ni faktor NF-xB. Tento faktor je ¢asto amplifikovan v riznych neoplasiich B bunéénych
linii. Gen ALK, lokalizovany v oblasti 2p23.2-p23.1, kdéduje ALK-tyrosin kinasovy receptor, ktery
je zapojen do signalniho pienosu. Tyto signaliza¢ni cesty jsou vyznamné v bunéfném ristu,
proliferaci a diferenciaci (Gerondakis et al., 1998, Barth et al., 2003). Gen MSH2, lokalizovany
v oblasti 2p21-p16.3, se podili na opravé chybnych useki DNA pii replikaci genomu a je
zastoupen v regulaci bunééné proliferace a apoptosy. Bylo prokdzano, ze gen MSH2 ma vyznam v
patogenezi a progresi onkologickych onemocnéni (Seifert et al., 2006). Gen ACP1, lokalizovany
v oblasti 2p25.3, je ¢len rodiny fosfotyrosin fosfatas s nizkou molekulovou hmotnosti (LMWPTP).
Hraje klicovou ulohu v bunééné proliferaci regulované defosforylaci nebo aktivaci receptort
tyrosinkinasy (Souza et al., 2009). Driv¢jsi studie ukazala, ze ACP1 reguluje signalizaci receptoru

T bungk prostiednictvim aktivace proteinové Kinasy spojené se ZAP-70 (Bottini et al., 2002). Gen
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XPO1, lokalizovany v oblasti 2p.15, kéduje jaderny transportni protein exportin 1 a v bunkach
tumoru je nadmérné exprimovan. Tento gen zprostiedkovava jaderny export mnoha RNA a
buné¢nych regula¢nich proteind, véetné nadorovych supresorovych proteini (Jardin et al., 2015).
Vysoka mira exprese XPOl v CLL bunkach je spojena s nemutovanym IGHV, se S$patnou
progndzou a s rezistenci na 1é€bu u vice typa rakovin (Turner et al., 2012). Gen XPOL1 predstavuje
potencialni terapeuticky cil CLL pacientu (Lapalombella et al., 2012).

Vétsina piipadti CLL se zmnoZzenim 2p exprimovala nemutované IGHV geny a aberace 2p byla
téZ soucasti dalsich genetickych zmén nebo komplexniho karyotypu. Zmnozeni 2p bylo spojeno s
progresi zmén v karyotypu, s vysokou cetnosti deleci 6¢, 11q a zmnoZeni lp, coZ naznacuje
vyznamnou onkogenni kooperaci mezi témito abnormalitami. ZmnoZeni kratkého ramene
chromosomu 2 muZze pfispét k pfirozenému vyvoji onemocnéni a je tedy Spojeno s nepfiznivou

prognoézou (Haferlach et al., 2007, Chapiro et al., 2010).

Chromosom Region Zasazené geny
2p25
2 g
MYCN (2p24.3)
REL (2p16.1)
BCLI1A (2p16.1)
2p13
® SF3BI (233.1)

Obr. 5 — Region ramene chromosomu 2 se zazna¢enymi kandidatnimi geny,
upraveno dle Puiggros et al. (2014)

2.2.8.9 Komplexni karyotyp

Komplexni karyotyp (CK) je charakterizovan jako vysoce mutagenni stav se tifemi a vice
neptibuznymi chromosomalnimi abnormalitami. Progndza je hor$i u péti a vice zmén. Komplexni
karyotyp se vyskytuje pfiblizné¢ u 15 — 30 % noveé diagnostikovanych nemocnych s CLL a
predstavuje silny negativni prognosticky faktor (Ouillette et al., 2010).

U pacienti se zvySenou komplexitou genomu je prokazan agresivni pribéh CLL s rychlou
progresi a kratkou remisi. Byla potvrzena asociace s del(11q) a del(17p), S nemutovanym stavem
IGHV, expresi CD38 a kratkym medianem pieziti (Jaglowski et al., 2012, Baliakas et al., 2014).
V posledni dob¢ byla prognosticka hodnota komplexnich karyotypl prokazana také u pacienti
s CLL lé¢enych ibrutinibem, ktery byl asociovan se selhanim 1é¢by a vykazoval horsi vysledky nez

24

na 1écbu ibrutinibem (Maddocks et al., 2015, Thomson et al., 2015).
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2.3 Molekularni cytogenetika

2.3.1 Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Fluorescenéni in situ hybridizace je molekularné cytogenetickd metoda zaloZena na hybridizaci
specifické sondy (nukleové kyseliny pochazejici z plasmidu nebo bakteriofagové molekuly DNA)
s komplementarni sekvenci DNA vySetfovaného materialu fixovaného na skle. Tato revoluéni
metoda zvysila rozsah i pfesnost rutinni cytogenetické analyzy. FISH slouzi k detekci ptitomnosti
¢i k detekci absence specifickych genovych sekvenci @ mize vizualizovat chromosomalni aberace
— delece, duplikace ¢i translokace (Moter et Gébel, 2000).

FISH vyuziva k detekci sond fluorochromy s riznymi excitaénimi a emisnimi maximy.
Dvoubarevné ¢i tiibarevné aplikace jsou vyuzivany v rutinni praxi jak v preparatech metafaznich,
tak v interfaznich jadrech. Sondy jsou znaceny a) piimo, zabudovanim fluorescenéné znacenych
nukleotidti anebo b) nepfimo, zabudovanim reportérovych molekul, které jsou nasledné detekovany
fluorescencnimi protilatkami nebo jinymi afinitnimi molekulami (Volpi et Bridger, 2008).

Jedna zvyhod metody FISH spociva v tom, ze neni poticba DNA z vySetfovaného
biologického materialu izolovat. V prvnim kroku je DNA vysetfovaného pacienta denaturovana na
jednovlaknovy fetézec. Dale je specificka jednofetézcova sonda béhem inkubace hybridizovana na
cilovou sekvenci jednotfetézcové DNA. Nenavazana a piebyte¢na sonda je v dalSim kroku odmyta.
Po ptidani fluorescen¢niho barviva jsou sondy nakonec odeéitany in situ pomoci fluorescenéniho
mikroskopu (Chen et al., 2013). Hojn¢ vyuzivanym fluorescen¢nim barvivem nukleovych kyselin
je naptiklad DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol), které se vaze nekovalentn¢ s velkou afinitou do
oblasti bohatych na adenin a thymin (Zimmer et Wahnert, 1986). Detekované chromoSomalni

aberace jsou vyjadieny procentualné.

2.3.1.1 ldeogramy
V prubéhu experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzivany sondy od firmy MetaSystems.

Panel pro CLL obsahoval sondy znazornéné na Obr. 6 — 9.
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Obr. 6 — Ideogram sondy XL DLEU/LAMP/12cen (MetaSystems)

Sonda oznacuje lokusy 13ql14, 13934 a centromerickou oblast na chr. 12. Kit XL DLEU/LAMP/12cen je
tiibarevny mix sond. Oranzova slozka oznacuje genovou oblast DLEUL vcetné markeru D13S319, modra
slozka zna¢i genovou odblast LAMPL na 13q34 a zelena centromerickou oblast chromosomu 12. Sonda je
odecitana ve spektrech Orange/FITC/Aqua.

Zdroj: http://www.alogo.cz/xl-hematology-4/xI-dleu-lamp-12cen-1603.html
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Obr. 7 — Ideogram sondy XL ATM/TP53 (MetaSystems)

Sonda detekuje delece na dlouhém raménku chromosomu 11 (lokus 11922) a kratkém raménku chromosomu
17 (lokus 17913). Zelena slozka detekuje specifickou oblast na 11q22 (véetné ATM genu). Oranzova slozka
hybridizuje ke genu TP53 na oblasti 17p13. Sonda je odecitana ve spektrech Orange/FITC.

Zdroj: http://www.alogo.cz/xI-hematology-4/xl-atm-tp53-1602.html
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Obr. 8 — Ideogram sondy CL 6g21/8g24 (MetaSystems)

Sonda oznacuje lokus 6021/8g24. Detekuje delece dlouhého ramene 6. chromosomu. Zelena slozka
hybridizuje na oblasti 6q21 v¢etné SEC63 genu. Oranzova slozka hybridizuje na oblast MYC genu na 8g24.
Sonda je odecitana ve spektrech Orange/FITC. Upraveno podle:
http://www.alogo.cz/xI-hematology-4/x1-6921-6q23-939.html,

http://www.alogo.cz/search/web/index.php? &app=probes&ch=8
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Obr. 9 — Ideogram sondy XL IGH BA (MetaSystems)

Sonda oznacuje lokus 14932 a je navrZzena jako ,break apart sonda, tvoiena dvéma vedle sebe leZicimi
ruzné znacenymi sekvencemi. Jeji oranzova ¢ast hybridizuje ke konstantni oblasti IGH rozsifené ke genu
JAG2 na 14. chromosomu (14q32). Zelena ¢ast je specificka pro variabilni oblast IGH. Sonda je odecitana ve
spektrech Orange/FITC.

Zdroj: http://www.alogo.cz/xI-hematology-4/xl-igh-ba-1580.html
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2.3.2 Array komparativni genomova hybridizace (aCGH)

ArrayCGH je molekularné cytogenetickda metoda umoziiujici analyzu poétu kopii (CNVs, copy
number variations) v celém genomu béhem jednoho experimentu. Metoda je zaloZena na
hybridizaci vySetfovaného a referen¢niho vzorku se sondami, které jsou nahybridizovany na
mikro¢ip. ArrayCGH byla vyvinuta z metody komparativni genomové hybridizace (CGH), kde
byly vyuzivany misto specifickych sond metafazni chromosomy (Schena et al., 1995). Mikrocipy
pro aCGH jsou vytvofeny uspoiadanou imobilizaci DNA sond na pevném nosici (vétSinou sklicku)
¢imz dochézi k vyraznému zvySeni rozliSovaci schopnosti. Kazdy z téchto malych usekti genomu,
ktery ptedstavuje jednotlivé geny, ¢i jejich ¢asti ma své pfesné umisténi v ramci miizky, do které je
roz¢lenéno podlozni sklo. Sondy se lisi svou velikosti: podle toho rozliSujeme aCGH na
oligonukleotidové, které reprezentuji oblasti zajmu (25 — 85 pard bazi) a aCGH zalozeny na
genomovych klonech, jako jsou bakterialni umélé chromosomy (80 000 — 200 000 parG bazi).
Protoze sondy jsou o n¢kolik fadd mensi nez metafazni chromosomy, rozliseni aCGH je tmérné
vy$8i nez u tradicniho CGH (Lucito et al., 2003, Pinkel et al., 1998).

Vyizolovana DNA, ktera pochazi ze zdravého jedince (referencni, kontrolni, dostupna napf.
komer¢n€) a DNA z vySetfovaného jedince jsou oznaceny odlisnymi fluorochromy, nasledné se
smisi, zdenaturuji a nanesou na mikro¢ip. Pfi aplikaci na mikro¢ip se postupné kompetitivné
hybridizuji s uspofadanymi jednovlaknovymi sondami. Po hybridizaci je specialnim softwarem
vyhodnocena relativni intenzita fluorescence znac¢enych DNA. Fluorescenéni pomér hybridiza¢nich
signalll se stanovi v riznych pozicich podél genomu a poskytuje informace o ziscich a ztratach
alelickych kopii s vysokym rozliSenim V testovaném genomu ve srovndni s normalnim genomem
(DeRisi et al., 1996, Schena et al., 1995, Shaffer et al., 2007).

ArrayCGH jsou zaméfeny predevsim na detekci genomickych abnormalit u rakovinovych
bunék. Primarni vyhodou aCGH je schopnost soucasné detekovat aneuploidie, delece, duplikace
a amplifikace jakéhokoliv lokusu reprezentovaného na mikrocipu.

Pomoci kombinace analyz aCGH a FISH je mozné identifikovat klinicky vyznamnou genomovou
nerovnovahu v 96 % piipadi CLL (Gunn et al., 2008).
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3 Material a metody

3.1 Biologicky material
U pacientl s chronickou lymfocytdrni leukemii se pro cytogenetické a molekularné cytogenetické

vySetfeni vySetfeni odebird periferni krev (PK), kostni dfent (KD; BM, bone marrow) nebo uzlina

(UZL).

3.2 Postup
Kultivace bun¢k PK, KD, nebo UZL a zpracovani materidlu pro cytogenetické a molekularné
cytogenetické vysetfeni bylo provadéno podle standardnich operacnich postupti (dle protokolu
Analyza karyotypu bunék ndadorové tkané konvencni cytogenetickou metodou), které se pouzivaji
v Laboratofi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky Hematoonkologické kliniky Fakultni
nemocnice v Olomouci. Cilem kultivace je ziskat co nejvétsi mnozstvi dé€licich se bun¢k pro
nasledujici vySetieni.

Biologicky material byl odebiran za sterilnich podminek do sterilnich zkumavek
S protisrazlivym Cinidlem (heparinat litny) a transportovan za stanovenych podminek do laboratote
(podminky jsou dostupné v katalogu laboratornich vysetieni). Pak byl zpracovan bud’ piimo (pro
vySetieni FISH) nebo byl nejdiive kultivovan a teprve nasledné zpracovan. Takto ptipravené bufiky
Ize pouzit jak pro klasickou cytogenetiku, tak pro metodu FISH. Postup kultivace zavisi na typu
biologického materialu. Zpracovani bylo pak stejné pro vSechny biologické materialy.

Vzorky pacienti byly béhem vysetieni uchovavany v lednicce pfi 4 °C, nasledné jsou

archivovany pfi -20 °C.

3.3 Kaultivace biologického materialu

3.3.1 Kultivace lymfocyti periferni krve (PK)

1. Pied kultivaci byla odebrana zodbérové zkumavky ¢&ast PK pro ptimé zpracovani
(odebrano pipetou cca 0,5 ml PK, ktera byla napipetovana do centrifugaéni zkumavky
o objemu 15 ml, dale bylo pfidano cca 5 ml 0,075 M roztoku KCI — takto pfipraveny
material byl zpracovan pro pouziti k vySetfeni FISH — viz kapitola Zpracovdani).

2. Periferni krev odebrana do odbérovych zkumavek byla omyta od heparinu.

3. Bylo pfipraveno kultivaéni médium s EKAMPO MIX (IL2 a oligonukleotidy). Do kazdé
kultivaéni nadobky s médiem bylo ptidano PK podle po¢tu lymfocyta (viz Tab. 3).

4. Smés byla umisténa do termostatu a byla inkubovana v prostiedi CO- pti 37 °C po dobu 72
hodin.

5. Po 48 hodinach kultivace bylo pfidano do kultivacni nadoby cca 30 ul kolcemidu
a kultivovalo se dalsich 24 hodin.

6. Takto ptipraveny material byl nasledné zpracovan (viz kapitola Zpracovani).
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Tab. 3 — Objem periferni krve pro kultivaci s IL-2 a oligonukleotidy (EKAMPO MIX) podle poctu
leukocytt

Pocet leukocyti Objem krve cca (ml) Pocet leukocyti Objem krve cca (ml)
5 2 40 0,25
6 1,67 41 0,244
7 1,43 42 0,238
8 1,25 43 0,233
9 111 44 0,227
10 1 45 0,222
11 0,91 46 0,217
12 0,83 47 0,213
13 0,77 48 0,208
14 0,71 49 0,204
15 0,67 50 0,2
16 0,63 51 0,196
17 0,59 52 0,192
18 0,56 53 0,189
19 0,53 54 0,185
20 0,50 55 0,182
21 0,48 56 0,179
22 0,45 58 0,172
23 0,43 60 0,167
24 0,42 62,5 0,16
25 0,4 65 0,154
26 0,38 67,5 0,148
27 0,37 70 0,143
28 0,36 72,5 0,138
29 0,34 75 0,133
30 0,33 77,5 0,129
31 0,323 80 0,125
32 0,313 82,5 0,121
33 0,303 85 0,118
34 0,294 87,5 0,114
35 0,286 90 0,111
36 0,278 92,5 0,108
37 0,27 95 0,105
38 0,263 97,5 0,103
39 0,256 100 0,1
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3.3.2

1.

3.3.3

3.34

Kultivace bunék kostni diené (KD)
Kostni dien byla z odbérovych zkumavek s heparinem pielita do 15ml centrifugaénich
zkumavek a doplnéna do 15 ml médiem RPMI1640.
Smés byla promichéana a centrifugovana 10 minut pii 188 X g.
Centrifugat byl pfenesen do kultiva¢ni nadoby s BM médiem.
Ke kultivaci bylo ptidano 30 pl kolcemidu a smés byla inkubovana v prosttedi CO pfi
37 °C, po dobu 24 hodin

Takto ptipraveny material byl nasledné zpracovan (viz kapitola Zpracovdani).

Kultivace lymfocyti z uzliny (UZL)
Vzorek uzliny byl vlozen do 50ml zkumavky Falcon s 10 ml kultivaéniho média (BM)
a ihned pienesen do laboratofe k okamzitému zpracovani.
Na Petriho misce s celym obsahem zkumavky byl vzorek UZL rozmélnén skalpelem, aby
doslo k uvolnéni bunék.
Rozmélnény vzorek UZL byl pomoci pasteurovy pipety pienesen do plastové kultivaéni
nadoby s kultivaénim médiem.
Do nadoby bylo piidano 30 ul kolcemidu a smés byla kultivovana v termostatu v prostiedi
CO; pii 37 °C 24 hodin.

Nasledujici den byl material zpracovan (viz kapitola Zpracovani).

Zpracovani biologického materialu
Smisenim metanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1 byl pfipraven fixacni roztok
Carnoye.
Obsah kultivatnich nadob byl pfenesen do 15ml centrifugacnich zkumavek
a centrifugugovan 10 minut pii 188 x g a 37 °C.
Supernatant byl odstranén a bylo pfidano 10 ml 0,075mol/l roztoku KCI vytemperovaného
na 37 °C.
Po dobu 25 minut probihala inkubace pii 37 °C.
Byla pfidana 1 kapka vychlazeného fixa¢niho roztoku Carnoye a smés byla centrifugovana
10 minut pti 188 x g a 37 °C.
Supernatant byl odstranén a bylo ptidano 10 ml vychlazeného fixa¢niho roztoku Carnoye.
Smés byla inkubovana 30 minut pii laboratorni teplote.
Nasledné byla centrifugovana 10 minut pii 188 X g pti 4 °C.
Supernatant byl odstranén a byl pfidano 10 ml fixa¢niho roztoku Carnoye, smés byla
promichana pomoci vortexu.
Kroky 7 a 8 byly opakovany tak dlouho, dokud neméla bunétna suspenze mlécné

opaleskujici zabarveni.
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3.4 Material a metody pro FISH vySetieni

3.4.1 Pristrojové vybaveni a spotiebni material
BM médium (Biological Industries)

CCD kamera

Centrifuga Heraeus Megafuge 16R (Heraeus Holding)
Centrifugacni zkumavky Falcon (15 ml), (Thermo Fisher Scientific)
Centrifugacni zkumavky Falcon (50 ml), (TPP®)
Digestot

Fixogum Rubber Cement (Marabu)

Flowbox HERAsafe® (Heraeus Holding)
Fluorescenéni lampa U-RFL-T (Olympus)

Imerzni olej (Olympus)

Inkubator ThermoBrite (Abbott Molecular)

Kryci skla (22x22 mm, 24x24 mm), (Menzel-Gléser)
Lednicka

Mraznicka

Pasteurovy pipety (10 ml), (Biosigma)

Pipety (Gilson)

Plastové kultivacni lahve (40 ml), (Thermo Fisher Scientific)
Podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific)
Software ISIS (MetaSystems)

Stolni minicentrifuga C1301 (Labnet)

Svételny mikroskop Olympus BX60 (Olympus)
Spicky

Topna a susici deska Medax (Nagel)

3.4.2 Pouzité chemikalie
0,075M KCI (I1ékarna FNOL)
70%, 80%, a 96% etanol (Lékarna FNOL)
DAPI (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA)
dH.0 (HOK)
NP-40 (Abbott Molecular, Des Plaines, 1L, USA)
Fluorescencné znacené sondy (MetaSystems):
e XL IGH BA (kat. ¢. D-5107-100-0OG)
e XL CLL Kit (kat. ¢ D-5044-100-TC) — obsahuje jednu trojslozkovou
(XL DLEU/LAMP/12cen) a jednu dvouslozkovou (XL ATM/TP53) sondu.
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6q21/8q24 (kat. ¢. D-5039-100-OG)

XL ALK BA (kat & D-60001-100-OG)

20x SSC (saline-sodium citrate buffer)
Na;HPO,4.12 H,0 (Lach-Ner, Neratovice, CR)

3.4.3 PouZzité roztoky

0,4x SSC/0,3% NP-40: 20 ml 20x SSC, 950 ml injekéni H20, 3 ml NP-40 (pH 7 — 7,5), doplnit
HOdo1l.

20x SSC: 132 g 20x SSC, 500 ml dH20 (pH 7)

2x SSC/0,1% NP-40: 100 ml 20x SSC, 850 ml injekéni H2O, 1 ml NP-40 (pH 7 — 8), doplnit H.0O

do1ll

2x SSC: 100 ml 20xSSC doplnit H,O do 1 I.

3.4.4 Postup FISH

1.

10.
11.
12.

Suspenze bunék byla nakapana na podlozni sklo a hustota bunék byla zkontrolovana pod
mikroskopem.

Podlozni sklo s nakapanymi buitkami bylo vloZzeno do roztoku 2x SSC na 10 minut.

Sklo bylo odvodnéno v alkoholové fadé s 70%, 80% 90% a 96% etanolem po dobu 2
minut a ususeno na vyhtaté plotynce pti 45 °C.

Mezitim byly ptipraveny sondy, které byly zvortexovany a zcentrifugovany.

Na podlozni sklo se suspenzi bunék bylo napipetovano 10 ul sondy a bylo piikryto krycim
sklickem o velikosti 22x22 mm.

Okraje kryciho skli¢ka byly zalepeny rubber-cementem, aby nedoslo k vysychani vzorku.
Probihala denaturace v inkubatoru (thermobrite) pti 75 °C po dobu 2 minut.

Nasledné bylo sklo inkubovano ve vlhké komtrce v hybridizacni peci do druhého dne pti
37 °C.

Druhy den bylo podlozni sklo s buiikami z inkubatoru vytdhnuto, byl odstranén rubber-
cement a sloupnuto kryci sklicko, které bylo nasledné vlozeno na 2 minuty do roztoku
0,4xSSC + 0,3% NP-40 v horkeé lazni (73 °C).

Poté bylo sklo premisténo do 2xSSC + 0,1% NP-40 o laboratorni teploté, na 2 minuty.
Sklo bylo ususeno na plotynce pii 45 °C.

Na sklo bylo napipetovano 10 pl DAPIL, bylo pfikryto krycim sklickem a snimano pod
fluorescencnim mikroskopem. Bylo hodnoceno vzdy minimalné 300 bunék pro kazdou
sondu. Vysledek byl zapsan podle ISCN (An International System for Human
Cytogenomic Nomenclature) z roku 2016 (McGowan-Jordan et al., 2016).

Pro vlastni vySetfeni byly pouzity genové sondy od firmy MetaSystems, kdy kazdy genovy

lokus je oznacen jinym fluorochromem. Souc¢asti CLL panelu byly nasledujici sondy:
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XL IGH Plus MetaSystems — prestavba genu pro IGH je znazornéna oddélenim
oranzového a zeleného signalu, pokryvajiciho konstantni a variabilni oblast genu
IGH.

XL ATM/TP53 MetaSystems — oblast znacena zelené odpovida mistu, ve které se
nachazi gen ATM, oblast znaCena oranzové pak mistu vyskytu genu TP53.

XL DLEU/LAMP/12cen MetaSystems — geny DLEU1 a DLEU2 se nachazi
v oblasti 13g14 a jsou zobrazovany oranzov€, centromera chromosomu 12 je
zobrazovéana zelené. Gen LAMP1 se nachéazi v oblasti 13q34 a je zobrazovan
modfe.

6021/8924 MetaSystems — oranzové znacena je specificka oblast 6q21 obsahujici
gen SEC63. Oblast 8q24, obsahujici gen MYC, je znacena zeleng.

XL ALK BA MetaSystems — oranzové znacena sonda hybridizuje v oblasti, kde

lezi gen ALK. Zelené je oznacena oblast 2p23.

3.5 Material a metody pro aCGH

Bylo postupovano dle protokolu Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH for Genomic DNA

Analysis Enzymatic Labeling for Blood, Cells, or Tissues (with a High Throughput option)

Protocol, © Agilent Technologies, verze 7.5, ¢erven 2016.

3.5.1 Pristrojové vybaveni a spotiebni material

Mikrocipova skla: SurePrint G3 Human CGH + SNP 4x180K Kit (Agilent Technologies)

Centrifuga 5425 nechlazena (Eppendorf®)

Casovat

Cistici kolony

Hybridiza¢ni pec; teplota nastavena na 67 °C (Agilent G2545A Shell Lab)
Hybridizaéni té€snici skli¢ka na 4-¢ipovou microarray (Agilent Technologies)
Hybridizaéni, nerezovy drzak na mikro¢ip (Agilent Technologies)
Hybridizaéni, nerezovy drzak na vyvazeni (Agilent Technologies)

Kbelik na led

Kontejner na sklicka Ozone-barrier slide covers (Agilent Technologies)
Microarray Surescan scanner a pocita¢ (Agilent Technologies)

Microarray scanner prahledny drzék na ¢ip pro 4x180K (Agilent Technologies)
Mikrocentrifuga, MiniStar / MiniStar blueline, VWR Collection
Mini-centrifuga/vortex Combi—Spin FVL-2400N (Biosan)

N2 box pro uchovavani mikrocipt (slide holder)

Pinzeta

Pipety
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Purifika¢ni kolona (Ambion)

Qubit Fluorometer, Life Technologies, p/n Q32857

Qubit® 2.0 fluorometr (Life Technologies)

RNase-free zkumavka, 1.5 ml (Ambion)

Rukavice

Sbérné 2 ml zkumavky (Agilent Technologies)

Sklenéné kopliny s poklopem

Sterilni Spicky

Stojan na zkumavky

Stojanek ve tvaru hebinku na odlozeni mikroc€ipu pii myti
Tenkosténné 0,5 ml PCR zkumavky (Life Technologies)
Tenkosténné 0,5 ml Qubit Assay zkumavky (Life Technologies)
Tenkosténné 200 ul zkumavky (Agilent Technologies)

Termocycler ProFlex™ 96-well PCR Systém (Applied Biosystems®)
Termostat Dry block, Bio TDB-100 (Biosan)

Thermomixer Compact (Eppendorf®)

UV-Transilluminator se SYBR fotografickym filtrem (Alpha Innotech)
UV-VIS spektrofotometr NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific)

3.5.2 Pouzité chemikalie

1xTE pufr (pH 8.0)

dH20 (HOK)

DNA/RNA voda bez nukleas

Human Cot-1 DNA (1.0 mg/ml), p/n 5190-3393 (Agilent Technologies)

Milli-Q ultracista voda (Millipore)

Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit (Agilent Technologies)

Referencni DNA A12891 (European Male), NA12878 (European Female), 200 ng/ul
SureTag DNA Labeling Kit (Agilent Technologies)

3.5.3 Kity
GenElute PCR Clean-Up Kit (Column Preparation Solution, Binding Solution, Wash Solution
Concentrate, Elution Solution, GenElute plasmid mini spin column 2 mL, Collection Tube
Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit (2x HI-RPM Hybridization Buffer, 10x aCGH
Blocking Agent)
Oligo aCGH/ChIP-on-chip Wash Buffer Kit (Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer
1, Agilent Oligo aCGH/ChlIP-on-Chip Wash Buffer 2)
Qubit dsDNA BR Assay Kit (Qubit dsDNA BR reagent, Qubit dsSDNA BR buffer, Qubit dsSDNA
BR standard 1, Qubit dsDNA BR standard 2)
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SureTag DNA Labeling Kit (Restriction Enzyme Buffer, BSA, Alu I, Rsa I, Nuclease-Free Water,
Exo (-) Klenow, 5x Reaction Buffer, Cyanine 5-dUTP, Cyanine 3-dUTP, 10x dNTPs, Random

Primer)

3.5.4 Software
CytoGenomics v5.0.1 (Agilent Technologies)

SureScan (Agilent Technologies)

3.5.5 Postup aCGH

3.55.1

Stanoveni koncentrace DNA ve vzorku dle Qubit™ Assays, Invitrogen

DNA vsech pacientii byla izolovana v molekularné biologické laboratoii HOK.

1.

3552

Byl piipraven pracovni roztok smichanim Qubit™ reagentu v poméru 1:200 s Qubit™
dsDNA BR pufrem a promichan (na jeden vzorek pouzito 199 ul pufru a 1 pl reagentu).
Vsechny pouzivané chemikalie byly pied zacatkem analyzy vytemperovany na laboratorni
teplotu.

Do dvou tenkosténnych 0,5ml Qubit zkumavek bylo napipetovdno nejprve 190 pl
pracovniho roztoku, do prvni z téchto zkumavek bylo ptfidano 10 pl Standardu 1, do druhé
zkumavky 10 pl Stadardu 2, na konec¢né mnozstvi 200 pl v kazdé zkumavce.

Do zbyvajicich ptipravenych zkumavek bylo napipetovano 198 ul pracovniho roztoku
a 2 ul DNA vzorku pacientt (které byly kratce predem zvortexovany a zcentrifugovany),
na konec¢né mnozstvi 200 pl v kazdé zkumavce.

Vzorky byly vortexovany 2 sekundy, stoeny na centrifuze a byla zméfena jejich

koncentrace fluorometrem dle navodu.

Restrikce (SureTag DNA Labeling Kit)
Podle hodnot koncentraci z fluorometru byly vzorky DNA natedény na koncentraci
1000 ng DNA/RNA vodou bez nukleas do 0,2 ml zkumavek na celkovy objem 20,2 ul.
Natedéné vzorky i kontroly byly lehce zvortexovany a sto¢eny na centrifuze, komponenty
Alu 1 a Rsa 1 byly uchovavany béhem prace na ledu.
Byl piipraven $tépici Master Mix pro 4 - ¢ipovou microarray podle Tab. 4.
Na kazdou reakci bylo napipetovano do 0,2ml PCR zkumavky s nafedénou DNA
mnozstvi 5,8 ul pripraveného stépictho Master mixu na konec¢ny objem 26 pl v kazdé
zkumavce.
Radné popsané zkumavky byly vliozeny do termocykleru a je zvolen program podle Tab.
5. DNA je ulozena v mrazaku pti -20 °C.
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Tab. 4 — St&pici Master Mix

Komponenty Na reakci (ul) x 8 vzorku (ul) *
DNA/RNA voda bez nukleas 2,0 17

10 x Restriction Enzyme Buffer 2,6 22,1

BSA 0,2 1,7

Alu1l 0,5 4,25

Rsa 1 0,5 4,25

Kone¢ny objem $tépiciho Master Mixu 58 49,3

*zahrnuje nadbytek

Tab. 5 — Restrikéni §tépeni DNA za pouziti termocykleru

Krok Teplota Cas
Krok 1 37°C 2 hodiny
Krok 2 65°C 20 minut
Krok 3 4°C o0
3.5.5.3 Fluorescen¢ni znaceni gDNA

Pozn. cyanine 3-dUTP a cyanine 5-dUTP jsou citlivé na svétlo, proto jsou behem prdce

uchovavany ve tmé na ledu. Exo Klenow je ponechan celou dobu prace v mrazaku.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

Nejprve byly vzorky stoceny na stolni mikrocentrifuze.

Do reak¢nich zkumavek, které obsahuji 26 ul gDNA, bylo pfidano 5 ul Random primeru,
smés byla kratce zvortexovana a zcentrifugovana.

Zkumavky byly pfeneseny na termoblok a byly inkubovany 3 minuty pti 98 °C, poté byly
pieneseny ihned na led a inkubovany 5 minut.

Vzorky byly stoeny na stolni mikrocentrifuze a byl ptipraven 1x cyanine 3-dUTP znadici
Master Mix a 1x cyanine 5-dUTP znacici Master mix podle Tab. 6.

Bylo ptidano 19 pl cyanine 5-dUTP znaciciho Master Mixu do kazdé reakéni zkumavky
s pacientovou gDNA a 19 pul cyanine 3-dUTP znaciciho Master Mixu do kazdé reakéni
zkumavky s kontrolni gDNA na finalni objem 50 ul v kazdé zkumavce.

Vsechny vzorky byly kratce zvortexovany a zcentrifugovany na stolni centrifuze
a preneseny do cykleru. Byl zapnut program podle Tab. 7. Po reakci 1ze uchovavat vzorky

po dobu 1 mésice ve tmé pii -20 °C.
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Tab. 6 — Znadici Master mix

Komponenty (SureTag DNA Labeling Kit) Na reakci (ul) X 4 vzorky (ul) *
5 x Reaction Buffer 10,0 42,5

10 X ANTPs 5,0 21,25

Cyanine 3-dUTP nebo Cyanine 5-dUTP 3,0 12,75

Exo Klenow 1,0 4,25

Kone¢ny objem znac¢iciho Master mixu 19 161,5

*zahrnuje nadbytek

Tab. 7 — Znaceni DNA za pouziti termocykleru

Krok Teplota Cas
Krok 1 37°C 2 hodiny
Krok 2 65°C 10 minut
Krok 3 4°C 00

3.5.5.4 PreliSténi znacené gDNA
Pozn. Udrzovat oddeélené Cyanine 3 a Cyanine 5 znacenou gDNA

16. Vzorky byly nejprve zcentrifugovany pii 6 000 x g po dobu 1 minuty, nasledné byla
smichana znacena gDNA s 430 ul 1xTE (pH 8.0), smés byla ptepipetovana do ptecist'ujici
kolony umisténé ve sbérné 2 ml zkumavce a kolona byla uzaviena vickem.

17. Centrifugace probiha pti 14 000 x g pfi laboratorni teploté 10 minut. Nasledné byly vylity
zbytky, které protekly kolonou. Je ptidano 480 pl 1xTE opét do kazdé kolony a smés je
centrifugovana 10 minut pii 14 000 x g.

18. Pro sesbirani precisténého vzorku byla oto¢ena kolona do ¢isté 2ml sbérné oznacené
zkumavky a centrifugovana 1 minutu pii 1 000 rpm.

19. Objem kazdého precisténého vzorku je 20 — 32 ul.

20. Nasledn¢ byla métfena koncentrace a znaéeni vzorkd pomoci Nanodropu 8000, na zakladé

kterych byla dale vypocitana specificka aktivita:

Dyel (pmol/ul
Specificka aktivita kontroly = y . (Elpg /Hl)/ ) x 1000

Dye2 (pmol/ul
Specificka aktivita pacienta = yez (pmol/ul) X 1000

¢ (ng/ul)

21. Do zkumavek se vzorky pacienti bylo ptidano 20 pl ze vzorku kontroly a promichano
pipetou. Vzdy byla muzska kontrola pfidana k pacientovi, zenska kontrola k pacientce,

prednostné byly voleny kombinace s podobnymi specifickymi aktivitami.
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22.

3.5.5.5

23.

24,

Vzorky je mozné uchovat po dobu 1 mésice v mrazaku pti -20°C.

Hybridizace

Pokud jesté neni 10 x Blocking Agent nafedén, je tfeba jej natedit pfidanim 1,350 pl
DNA/RNA destilované vody bez nukleas do eppendorf zkumavky, obsahujici
lyofilozovany 10 x aCGH Blocking Agent, obsazen v Oligo aCGH/ChIP-on-chip
Hybridization Kitu.

Byl ptipraven hybridiza¢ni Master Mix smichanim pfedem protiepanych komponent

uvedenych v Tab. 8.

Tab. 8 — Hybridiza¢ni Master Mix pro 4-Cipovou microarray

Komponenty Objem na hybridizaci (nl)  4x vzorky (ul) *
Cot-1 DNA (1.0 mg/ml) 5 21,25

10x aCGH Blocking Agent 11 57,36

2x HI-RPM Hybridization Buffer 55 233,75
Kone¢ny objem hybridizacniho Master Mixu 71 301,75

*zahrnuje nadbytek

25.

26.
27.

28.

29.

3556

30.

31.

32.

Do zkumavek se smichanou pacientovou a kontrolni DNA (kde bylo cca 39 ul vzorku)
bylo napipetovano 71 ul hybridizaéniho Master Mixu do vysledného objemu cca 110 pl.
Smés byla lehce zvortexovana a zcentrifugovana.

Smés byla inkubovana 3 minuty pii 98 °C a poté 30 minut pii 37 °C ve tm&. Vzorky byly
stoCeny na centrifuze 1 minutu pti 6000 X .

Bylo napipetovano ihned 100 pl na hybridiza¢ni tésnici sklicko, které bylo polozeno na
hybridizacnim drzadku, mikroCip byl aktivni stranou poloZen opatrné na napipetované
vzorky.

Hybridizaéni drzak byl zkompletovan a vloZzen do vyvazené hybridiza¢ni pece, kde byly

vzorky inkubovany pfi 67 °C po dobu 24 hodin. Otaceni rotoru bylo nastaveno na 20 rpm.

Myti microarraye

Tti kopliny s viky, hiebinek a pinzeta byly omyty: nejprve 2x v destilované vodé
a nasledné 2x v Milli-Q ultracisté vodé. Nechaly se volné& oschnout ve flowboxu.

Dvé znich byly naplnény mycim pufrem 1 o laboratorni teploté, tieti byla naplnéna
mycim pufrem 2, ktery byl umistén do vodni 1azné o teploté 37 °C.

Z hybridiza¢ni pece byl vytazen hybridiza¢ni drzak a skla byla vlozena do prvni kopliny
s mycim pufrem 1, kde byla odlepena od sebe. Mikrocip byl rychle premistén do hiebinku

ve druhé kopliné s mycim pufrem 1 na 5 minut.
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33. Poté byl ptenesen hiebinek i se sklickem do tfeti kopliny, ktera obsahovala myci pufr 2
zahiaty na 37 °C. Cip byl v kopliné ponechan 30 sekund.

34. Sklicko bylo opatrné vytdhnuto a nasledné skenovdno pomoci SureScan microarray
scanneru, vyhodnoceni vysledného souboru (.tif) se provadélo v programu CytoGenomics

v5.0.1, vysledky byly zapsany podle aktualni verze ISCN (McGowan-Jordan et al., 2016).

3.6  Statisticka analyza

Kaplan-Meierovy grafy pieziti byly vysledkem statistické analyzy za pouziti statistického
softwarového programu MedCalc, verze 19 (MedCalc Software bvba, Belgie). Celkové preziti
(OS) bylo definovéano jako doba od stanoveni diagndzy do data posledniho sledovani nebo data
umrti z jakékoli pfic¢iny. Hodnota p <0,05 byla povazovana za vyznamnou. Faktorem pfi analyze
byla pfitomnost/nepiitomnost duplikace 2p. Vysledek analyzy délky ptezivani je udavan

V mésicich.
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4 Vysledky

4.1 Vysledky komparativni genomové hybridizace na ¢ipu

4.1.1 Soubor pacientu

Od listopadu 2017 do prosince roku 2018 bylo vySetieno celkem 53 pacienti s diagnostikovanym
onemocnénim CLL. VSichni tito pacienti méli duplikaci kratkého ramene chromosomu 2, ktera
byla jiz diive prokazana cytogeneticky nebo pomoci metody FISH a jejiz rozsah byl nasledné
V ramci této prace uréen pomoci metody array komparativni genomové hybridizace.

Soubor tvotilo 43 muzii (81 %) a 10 zen (19 %). Median véku v dobé stanoveni diagnézy byl 61
rokd, s rozmezim 34 — 92 let. Dle Bineta bylo ve stadiu nemoci A 14 pacienti (26 %), ve stadiu B
20 pacientu (38 %) a 17 pacientt ve stadiu nemoci C (32 %). U dvou nemocnych nebylo stadium
dle Bineta uvedeno. Vysetfovanym materialem byla u tfi pacientd (6 %) kostni dien (KD), u tii
pacientt (6 %) uzlina (UZL) a u 47 pacientt (89 %) byla vySetfovanym materialem periferni krev
(PK). Vsichni pacienti byli vySetfeni laborantkami cytogenetické laboratofe konvenéni
cytogenetikou a také byla provedena FISH k detekci delece 13914, trizomie chromosomu 12,
delece gentt TP53 a ATM, delece 6921, duplikace 8q24, prestavby genu IGH. U vétsiny pacienti
byla také pouzita sonda k detekci zmnozeni 2p. Podle tabulky 11 byl pomoci konven¢ni
cytogenetiky u 9 pacientt (17 %) prokazan karyotyp bez komplexnich zmén, u 44 pacienti (83 %)
se vyskytoval komplexni karyotyp.

Tab. 9 — Zakladni rozdéleni souboru pacienti se zmnozenim 2p dle pohlavi, véku a stadia nemoci

Pocet vySetfenych pacientd 53
Muzi 43
Zeny 10

Vek pii diagndze (median) 61
Rozmezi veéku pii diagnoze 34-92
Binet A 14
Binet B 20
Binet C 17
Binet neuveden 2
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Obr. 10 — Pomér pacientl na zaklad¢ rozdéleni podle Binet et al.

Mutaéni stav IGHV byl vysetfen metodami molekularni biologie (vySetfeni provedeno v Laboratofi
molekularni biologie HOK) u 48 pacientti. Vysledky jsou zaznamenany v Tab. 11. U dvou pacientd
(15/M, 53/F) byla pozorovana hrani¢ni homologie. Jen u Sesti pacientt (12 %) byl gen pro IGHV
mutovan. Z toho tii pacienti (6 %) — ¢. 1/M, 13/M a 20/M, vykazovali mutaci v segmentu VH3-21.
Ctyfticet pacientti (84 %) mé&lo nemutovany status IGHV, viz Obr. 11.

6% 4%

= Hrani¢ni homologie

= Nemutovany status [GHV
Mutovany status IGHV v

segmentu VH3-21
= Mutovany status IGHV

84%

Obr. 11 — Pomér pacientl na zakladé mutovaného/nemutovaného IGHV genu
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S duplikaci 2p byla metodou FISH nalezena u 49 pacientl (92 %) jesté jina chromosomalni zména.
Pouze u 4 pacientt (8 %) se duplikace 2p vyskytovala jako solo aberace.

Celkem 10 pacientt (20 %) mé&lo podle vysledkt FISH u podsouboru pacientt s (2p+), (viz Tab.
11) deleci genu TP53. U vSech deseti pacientti se spolu sdeleci TP53 vyskytovala i jina
chromosomalni zména. Sest pacientii mélo zaroveit nemutovany status IGHV. Dva pacienti méli
status IGHV mutovany. U tfech pacient nebylo vySetieni delece TP53 provedeno. Delece 13ql4
byla detekovana celkem u 33 pacientti (65 %), z toho monoalelicka delece byla nalezena v 27
ptipadech (82 %) a bialelicka delece u 2 pacientii (6 %). Spole¢na monoalelicka i bialelicka delece
byla nalezena celkem u 5 pacient (15 %). Delece ATM byla detekovana u 27 pacienti (52 %).
Parcialni delece 5 konce IGH byla detekovana u 20 pacientti (43 %), tato delece je fyziologicka. U
jednoho pacienta (2 %) byla detekovana prestavba genu IGH. U vSech pacientd se zménou v IGH
genu se vyskytovala soucasné i jind chromosomalni aberace. Analyza IGH genu metodou FISH u
jednoho pacienta nebyla uspé$na a u 5 pacientd nebyla provedena. Delece 6g21 byla objevena u 4
pacientl (9 %), u 7 pacientll nebyla analyza provedena. Duplikace 8924 byla nalezena u 8 pacientt
(20 %), u 12 pacientt nebyla analyza provedena. Trisomie chromosomu 12 byla detekovana pouze
u jednoho pacienta (3/M) a je tedy ve svém 2% zastoupeni spole¢né s piestavbou genu IGH

nejméné Castou chromosomalni zménou u tohoto souboru pacientd.

53
33
27
20
10
8
4
. ] ' '

Zmnozeni  Delece Delece  Parcialni Delece  Duplikace  Delece Trisomie 12 Piestavba
2p 13914 ATM  delece IGH  TP53 8924 6921 IGH

Obr. 12 — Pomér cCetnosti zastoupeni vSech chromosomalnich aberaci u souboru pacientd
vysetfovanych metodami FISH a aCGH
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Vysetteni metodou aCGH bylo usp&$né provedeno u vSech 53 pacienti. U 14 pacient byla
duplikace 2p pod hranici detekce metody aCGH (hranice detekce je asi 20 %). Je patrné, Ze metoda
aCGH nezachytila nizsi procento aberaci na rozdil od metody FISH, ktera zachytila duplikaci 2p
i Vniz§im procentualnim zastoupeni. Pomoci vysledki aCGH, zobrazenych v softwaru
CytoGenomics, byl pozorovan zacatek a konec duplikaci kratkého ramene chromosomu 2. Rozsah
duplikaci byl uréen na souboru 39 pacientt. U 29 pacientt (74 %) byly zasazeny vSechny tfi
kandidatni geny — duplikace zasahovala celé kratké rameno chromosomu 2. U 10 pacienti (26 %)
byly duplikované tiseky zna¢né heterogenni. Tato data jsou graficky zpracovana, viz Obr. 13. Mezi

protoonkogeny zasaZené touto duplikaci patii MYCN, ALK, REL a dalsi.
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Obr. 13 — Rozsah zmnoZeni na chromosomu 2p se znazornénymi kandidatnimi geny MYCN, ALK,
REL

Zdroj chromosomu: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/tools/gdp

Statisticky bylo porovndno pfezivani u pacient se zmnoZenim 2p V porovnani s kontrolni
skupinou. Kontrolni skupina obsahuje 551 pacientt, u kterych nebyla detekovana duplikace 2p ani
komplexni karyotyp. Obéma skupinam byla diagnostikovana CLL. Doba pieziti je ohrani¢ena
pocateénim datem (datum diagnozy) a kone¢nym datem (datum posledni kontroly /follow up/ nebo
umrtim). Celkem bylo do analyzy zahrnuto 52 pacientt s duplikaci 2p, jeden pacient byl vytazen

z dtivodu ukonceni sledovani na HOK FNOL a piechodu do spadové hematologické ambulance.
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Obr. 14 zachycuje pravdépodobnost preziti (%) pacienti s/bez zmnozeni 2p v Case (mésice).
Median pieziti téchto pacientd Se zmnoZenim 2p byl uréen na 111 mésica, tj. 9,25 let. Median
preziti u kontrolni skupiny je 116 mésict, tj. 9,6 let. Rozdil mezi témito skupinami je 5 mésica.

Signifikance (P hodnota) je 0,0382.
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Obr. 14 — Celkové piezivani pacientli se zmnozenim 2p

Diky malému rozdilu v pfezivani (5 mésicti) byla provedena analyza k ureni vyznamu doby
vyskytu zmnozeni 2p u pacientt s CLL. Pacienti byli tedy rozdéleni do podskupin: 1.
S prokazanym zmnozenim 2p pii diagnéze a 2. s prokdzanym zmnozenim 2p az v pribéhu
onemocnéni.

1. Median preziti pacientd, kterym bylo detekovano zmnozeni 2p v dobé diagnozy je
84 mésict, tj. 7 let. PocCet pacientli z této podskupiny je 32 (62 %). Kontrolni
skupina ma opét median prezivani 116 mesicu, tj. 9,6 let. Rozdil v dobé piezivani
mezi témito skupinami pacientd ¢ini 32 mésict, tj. 2,6 let. Signifikance

(P hodnota) je 0,0312 (viz Obr. 15).
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Obr. 15 — Celkové ptezivani pacienti se zmnozenim 2p v dob¢ diagnozy

2. Statisticky bylo porovnano i pfezivani pacientli se zmnoZenim 2p, které jim bylo
detekovano az Vv pribéhu onemocnéni, viz Obr. 16. Pocet pacientll z této
podskupiny je 20 (38 %). Tento soubor pacientti byl opét porovnan s kontrolni
skupinou. Median pfeziti pacientl, kterym bylo detekovano zmnozeni 2p az
v prubéhu onemocnéni, je 124 mésict, tj. 10,3 let. Kontrolni skupina ma median
prezivani 116 meésict, tj. 9,6 let. Rozdil v dob¢ pfezivani mezi témito skupinami

pacientu ¢ini 8 mésicu, tj. 0,6 let. Signifikance (P hodnota) je 0,2357.
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Celkové prezivani pacientl s duplikaci 2p v pribéhu onemocnéni
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Obr. 16 — Celkové ptezivani pacientll se zmnozenim 2p v prub&hu onemocnéni

Z vyse uvedenych statistickych analyz vyplyva, ze zmnozeni 2p prokdzané u pacienti CLL jiz
v dobé diagnozy vyznamné ovliviiyje jejich celkové prezivani. Zmnozeni 2p detekované v pribéhu
onemocnéni celkové prezivani pacientd s CLL neovliviiuje. K témto dal§im zménam v karyotypu
dochazi v ramci klonalniho vyvoje vétSinou vlivem predchozi 1é€by a muze se vyskytovat az

béhem nékolika let od stanoveni diagnozy.
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Tab. 10 — Piehled vysledkt ISCN vysetieni metodou aCGH

P/C

Datum
vySetieni

Material

Vék pri dg

Binet

ISCN zapis

1mt

07.08.2013

KD

64

C

arr[GRCh37] 13q14.2014.3(48941714_51637034)x1,8922.2¢24.3(100829780_146294098)x3*

2/MT

29.02.2012

PK

34

arr[GRCh37] 2p25.3p21(17019_44533462)x3,2p16.3p15(48086274_63985228)x3,
8q11.21q11.23(51210232_54306826)x2 hmz,11q14.1925(79992712_134934196)x1,
13q14.11q14.3(41264453_54490011)x1

3/M

10.01.2018

PK

44

arr[GRCh37]
2p25.3p14(17019_67294799)x3,3p26.3p25.3(62199_11712047)x1,3921.2929(124267110_197837049)x3,(12)x3,
15(26.1926.3(93143013_102399819)x1

4/M

28.11.2018

KD

44

arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92072301)x3

5/F

17.02.2015

PK

65

arr[GRCh37]
2p25.3p14(44504_68524945)x3,10026.2026.3(129913184_135434178)x1,11922.1923.3(99121796_116973483)x1,
15q11.1q11.2(20481702_22558756)x3

6/M

15.03.2017

PK

61

arr[GRCh37] 1p33p32.3(48482986_53589419)x2
hmz,22p12p11.2(76510135_83844907)x3,6p25.3p25.1(439231_4269759)x3,11q14.1924.2(84477029_127297143)x1,
13q14.2q14.3(50781612_51462302)x1

7IMF

14.08.2002

PK

45

arr[GRCh37]
1p36.33p34.3(846680_39806604)x1,1p34.3p33(39826419_47090908)x4,1p21.2p21.1(100892469_105737173)x2 hmz,
1921.1923.1(142727196_157652563)x3,1023.1g44(157670441_249212668)x1,2p25.3p14(17019_66995748)x3,
2012.2913(106719606_113754754)x2 hmz,6q16.1927(96061693 170911240)x1,
7031.32931.33(122355640_125364853)x2 hmz,10p15.3p11.1(102539_38789665)x1,
10011.21022.3(42864605_81249841)x1,10024.32026.2(103424874 128613207)x1,10026.3(130842118 135110353)x1,
11913.5023.3(75562624 116644398)x1,13013.3021.1(38627949 57793413)x1,13021.1934(59567078_115092648)x3,
15011.1922.31(20055137_65298512)x1,16p13.3p13.2(96766_9051815)x1,16p13.2p13.13(9141438_10777887)x4,
16p13.13(10813122_11820119)x8,16p13.13p12.2(12117673 _21574967)x3,17p13.3p11.2(44684 22183006)x1,
17911.1921.31(25300199_42960557)x1,17925.1925.3(71374894_80270154)x3,17¢25.3(80294080_81036106)x1,
20p12.1(14629123 15219086)x1

8/M

06.02.2008

PK

61

arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(17019_884328643)x3,11q14.1923.3(83038154_121585073)x1

S7




Ve

PIC

Datum
vySeti‘eni

Material

Vék pri dg

Binet

ISCN zapis

9/Mmf

26.08.2008

PK

70

arr[GRCh37] 2p25.3p12(235263_77340292)x3,11q14.1923.2(78965050_115751183)x1,13q13.1(32231813_33944539)x1

10/Mm7

09.08.2010

PK

57

arr[GRCh37] 2p25.3p12(17019_79180898)x3,8p23.3p11.1(191530_43541986)x1,8q11.1q13.2(47229005_68343898)x1,
8q13.2(68832961_70498318)x1~2,8q13.3(71238938_73440693)x1~2,8q13.3024.3(73635634_146121090)x3,
9p24.1p21.1(8352705_30767166)x1,11q22.3¢24.3(102936356_127970238)x1,14011.2q22.3(24328784_56729135)x1,
15026.2426.3(95368273_99010585)x3,18p11.32p11.21(148963_15072794)x1,(Y)x0

11/M

29.06.2011

PK

60

arr[GRCh37]
4p16.3p15.1(41400_35117991)x1,11921924.2(95086389_125625763)x1,15014¢22.31(31652957_62007310)x1,
17p13.3p11.2(66136_18177382)x1,17921.31923.1(41610162_55575105)x3,20p13912.2(1670013_11145496)x1,
20p12.2p12.1(11841700_12243624)x3,20p12.1(14747128_17504577)x1,20p11.23p11.22(19335135_21715861)x3

12/m¥

12.04.2005

PK

50

arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92262019)x3,3p26.3p21.31(117735_49926729)x1,3p14.1p12.3(68927704_75279055)x1,
3p12.2p12.1(81523854_85098226)x1,3p12.1p11.1(85896326_90400870)x3,8p23.3p23.1(191530_8221982)x1,
8p23.1p22(12404003_17984875)x1,8p12p11.21(29000703_40886605)x1,8q11.1q11.21(46924418_50207451)x1,
10q24.2025.2(99895278_112105252)x1,1313.3(36698309_38460730)x1,13q14.2021.32(49122864_66982944)x1,
17p13.3p11.2(84287_22003066)x1,18p11.32p11.21(184254_14103971)x1,?19p12(20216230_24376837)x3,
219413.4213.43(56167796_59063507)x1

13/Mm7

13.12.2011

PK

58

arrffGRCh37]

2p25.3p15(17019 61866471)x3,2032.3033.1(193286938_200763224)x2 hmz,4p16.3p15.1(72447_32548772)x1,
5p14.3(18866362_23226235)x2 hmz,5031.1935.3(134365423 180691052)x3,8q11.21911.23(50204476_54910006)x2 hmz,
10021.1921.2(58391568 61785973)x2 hmz,11q14.3923.3(89308592_116149746)x1
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Datum

P/C vySetieni Material | VEk p¥idg | Binet ISCN zépis
arr[GRCh37] Xp22.33(60701_2685674)x0,Xq21.31(88512785_90085154)x0,(Y)x0,2p25.3p21(30341_47715127)xL,
LMt 2p16.1p14(60932053 64790014)x3,2p14p13.3(66842948 69936266)x1,2p12(76891511 78537044)xL,
25 03.2003 oK 61 A | 2011.1q13(95529039_113291495)x1,2q13q14.2(113331042_120099217)3,2q14.2(120123060_120405084)x1,

0o 2q21.3(135837264_136147960)x1,6p22.3p21.1(15250020_43069406)x1,8q21.11q24.3(76258615_146280020)x3,
13q14.13014.3(45966109_52064658)x1,17p13.3p11.2(24457 18899368)x1,17p11.2(19143173 20675339)x3,
17p11.2p11.1(21336799_22225638)x1

15/MF
22.05.2008 PK 55 C |arr [GRCh37] 11q14.2q22.3(87531917 109017352)x1,13q14.2(49794639_50377937)x1
16/F 19.01.2017 PK 60 A | arr[GRCh37] 2p25.3p11(17019_89075755)x3,13q14.2q14.3(49829567 51764796)x1
1M | 24.08.2006 UzL 50 g |an[GRCh37] 2p25.3p14(17019_67073554)x3,5p15.33p14.1(2517569_26504031)3,17p13.3p12(950505_15591491)x1,
Ue. 18p11.32p11.21(967553_15008646)x1,21q21.31q22.3(29332807 46269181)x3
18/M | 27.11.2018 PK 67 2 | arr[GRCh37] 2p25.3p13.3(17019_70488472)x3,8q11.21q24.3(48217908_146152184)x2 hmz,(13)x2 hmz
arr[GRCh37]Xp22.33p11.3(60701_44036619)x3,2p25.3p14(17019_68100221)x3,8p23.3q11.22(61774_52320614)x1,
WF | 99042013 oK 66 . |8412.1q13.2(60733056_69978446)x1,11p15.5p15.5(196966_1996800)x1,11p15.4p15.4(3645310_5574014)xL,

oA | 11p14.3p12(24616945_39271543)x1,11q14.1q25(82413892_134934196)x1,13q11q12.12(19024748_25301612)x1,
13q13.2034(34263793_115092648)x1,17p13.3p13.2(1693_5935643)x1
arrffGRCh37]

oo | 14.06.2016 oK 68 g |2p16.3p16.2(50792617_53685611)3,72p12p11.2(76316196_83844907)x3,11q14.1q21(77386791_92950877)x1,

V0. 11422.2923.3(102147226_116093284)x1,12q21.2921.31(78964958 83019188)x2 hmz,
13¢14.13921.32(47091739_68059049)x1

21/F 08.11.2018 PK 68 g |2MGRCh3T7]

2p25.3p14(17019_65574538)x3,11q13.5¢23.3(75870291_117965282)x1,1725.1q25.3(74404855_75413830)x1
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P/C Datum

. .. . | Material | V€k pfidg | Binet ISCN zapis
vySetreni

arr[GRCh37]
Xp21.1(32543710_36600814)x2,7X(26.3027.3(136470785_146161159)x2,Yp11.32p11.31(269304_2606392)x1,
Yp11.31p11.2(2620866_9937194x0),Yq11.21q11.221(13872502_15516454)x0,Yq11.222911.223(21736567_24504676)x0,
1p36.32p36.31(2397056_5887122)x2~3,1p36.22p36.21(10869096_14991917)x3,1p36.21p36.13(15711763_16348419)x1~2,
1p36.13(17657965_19377308)x2~3,1p36.11(24255402_25657021)x1,1p33p31.3(47886257_62939646)x1,
1p21.3(95516702_96469036)x3,1p13.3p11.2(110058774_120613221)x1,1931.3932.1(198601789_201139346)x1,
1941g42.12(220287406_226642553)x1,1943(237776070_241438210)x2~3,2p16.3p16.2(49349082_53772378)x2~3,
2p16.3p16.1(49830871_55592318)x2 hmz,2p12p11.2(76316196_83911001)x2~3,2q14.3(122833040_127029805)x2~3,
3p26.3p21.31(1383619_44948539)x3,3p12.3p11.1(76328516_90458199)x3,30911.1913.12(93538467_107066628)x3,
3013.2022.3(111794100_136279149)x1,30922.3929(137103830_197861598)x3,74031.3(151422307_154848718)x1~2,
?4032.1932.2(161684293_163406399)x2~3,6p22.1(27520054_30368663)x2 hmz,6014.1(77442663_78825652)x2~3,
6022.31(120668819_125596650)x2~3,6025.3026(160961348_163554531)x2~3,6027(165385171_170921089)x1,

22/M | 14.08.2017 PK 69 A | 7p21.1(16897091_19155193)x1,7p12.1p11.2(51468537_54611992)x2~3,7931.2032.1(115675240_127667650)x1,
77035036.1(144763211_147949754)x2~3,8(23.3(114770781_117351973)x2 hmz,8q24.21(128778021_129599640)x1~2,
9022.31022.32(95768096_96866234)x1,10p12.31p11.1(19754774_39078788)x1,10011.21q26.3(42864605_135338350)x1,
11p12(37836926_42382549)x2~3,110923.1923.3(111954967_114912686)x2~3,11924.3(128076421_128962578)x1,
11924.3925(130535374_134904063)x2~3,12024.32(024.33(126697503_130922651)x2~3,
13q11g31.1(19296544_81342834)x1,13931.1931.2(86589386_89898555)x1~2,1333.3¢34(108390715_115092648)x1,
?14q12(25684802_29237714)x2~3,715011.2913.1(23689774_29683707)x2~3,16021(59654949_66098014)x2~3,
16921g22.2(66673018_72175342)x1,17p13.3p11.1(69852_22225638)x1,717q11.1q11.2(25403446_25854990)x1,
17q11.2(27716871_29687375)x1~2,21021.1921.2(17669713_24683724)x2~3,21921.3(30066563_30660728)x1~2,
21022.11g22.3(35263761_48077982)x1,722q11.21q11.22(21561470_23328175)x1~2,
?22013.31q13.33(47909996_49531076)x2~3,?Xp21.1(32543710_36600814)x2,7Xq26.3927.3(136470785_146161159)x2,
Yp11.32p11.31(269304_2606392)x1,Yp11.31p11.2(2620866_9937194x0),Y(q11.21q11.221(13872502_15516454)x0,
Y(q11.222011.223(21736567_24504676)x0

arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(61060_90133447)x3,11q14.1923.3(83344386_118714084)x1,13¢14.2(50368875_50546925)x1,

23M 20.09.2007 PK 58 B 17922¢23.2(50511537_60118579)x3,17025.1925.3(72366509_80215871)x3
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P/C

Datum
vySeti‘eni

Material

Vék pri dg

Binet

ISCN zapis

24M/T

28.11.2014

UZL

61

arr[GRCh37] 1¢21.3944(152453240_249166593)x2 hmz,2p21(43142825_44637779)x3,2p21(44664433_45685787)x1,
2p21p16.3(45739484_50823100)x3,2p16.1p14(57692648_66033455)x3,2p13.1p12(74099992_75729253)x1,
2p12(78970764_79706557)x1,2q14.2q14.3(121334064_126722063)x1,2q32.1933.1(187922705_200676541)x3,
2432.3¢33.1(193127346_199052600)x2 hmz,2¢33.3935(207210462_216748567)x3,
2437.1937.3(234832485_239093573)x3,8022.2q22.3(100990011_101970085)x3,11q13.1(64775062_65727456)x3,
17p13.3p11.2(48539_22183006)x1,17q11.1925.3(25343175_81044553)x3,17q11.1q12(25468600_32739642)x2 hmz,
17422024.2(57455620_64387069)x2 hmz

25/M

08.07.2016

PK

56

arr[GRCh37] 13q14.2q14.3(47374693_52138508)x1,20p13p12.3(4709272_5224997)x1,20p12.3(7103757_7508659)x1

26/M*

02.03.2007

PK

52

arr [GRCh37]
2p25p11.2(17019_34777748)x3,6016.3025.3(102886426_158513393)x1,8022.3924.3(102720865_98080970)x3

27/IMT

15.12.2016

PK

64

arr[GRCh37] 2p21p16.3(44518307_48733620)x3,2p16.1(56345448_56502361)x1,2p16.1(57398346_57906726)x1,
2p16.1p15(58803074_62137798)x3,2p12(77312793_77968695)x1,3¢25.1(150308796_150670902)x1,
3425.1(150699987_151560019)x3,3q25.1925.2(151598781_152160975)x1,3¢25.2928(152203378_190896823)x3,
3q28(190930274_192292314)x1,5¢23.3931.1(130143669_132219037)x1,(7)x3,8p23.1p21.3(6502461_23283299)x1,
8p23.1(7239491_8079920)x0,9p24.3p13.2(207454_37125911)x2 hmz,0p22.3(14429257_14949084)x0,
9p21.3(21920518_22707857)x0,9p21.3(22733912_25067482)x1,9p21.3(24262251_24313081)x0,
9p12p11.2(43469486_43841603)x1,210q11.22(46949255_48124262)x1,13¢14.2q14.3(50500134_51523074)x1,
217q12q21.2(32783987_39596611)x2 hmz,(18)x3,20q11.23¢13.31(35318605_55988288)x1,
22q11.21(18706001_21505417)x3

28/F

02.03.2018

PK

64

arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92072301)x3,11q14.1q23.3(79324026_118940294)x1
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Datum

P/C o | Material | VE&k pFidg | Binet ISCN zépis

vySetreni
arr[GRCh37] Xq25q26.3(127944087_135002573)x2 hmz,1¢31.1q31.3(190073382_193883256)x2 hmz,
2p16.1p15(58288588_62563218)x4~5,3026.31¢26.32(173810957_176937896)x2 hmz,5¢35.3(177630094_179019853)x1,
9p21.3(21200740_22733971)x0~1,9p21.3p21.2(22756866_26743237)x1,9q21.11q21.12(71046033_72561425)x1,
9q21.13(74030565_75252288)x1,9q21.13(75679946_75987507)x1,9¢21.13(76698529_77396698)x1,

29/ | 20.06.2012 PK 48 c | 9021.33(87019109_88989739)x1,9q22.1q22.31(91143188_94125339)x1,922.31(95590065_96481219)xL,

oo 9022.33q31.1(99711576_106212127)x1,9931.2¢31.3(110078757_111518899)x1,9931.3(114543420_114828492)x1,
9032(115899868_116536428)x1,9033.2(123374564_123835439)x1,9033.2033.3(124897767_127480985)x1,
9034.3(139665148_140309179)x1,13q14.11(42949750_43008771)x1,13q14.11(43455232_43987235)x1,
13q14.11q14.1(44311991_46197695)x1,13q14.1021.32(46566052_68359448)x1,1321.33(70126170_70286551)x1,
13021.33q22.2(70639188_75849409)x1,13022.2(76169404_76927740)x1,13¢22.3(77244646_78641831)x1

30/M" | 05.09.2007 KD 41 arr[GRCh37] 2p25.3p14(17019_109900976)x3,11022.2¢25(101871767_134331081)x1

31/M | 12.07.2018 PK 92 B | arr[GRCh37] 2p25.3p14(20777_66898803)x3

32/M | 02.11.2017 PK 61 B |arr[GRCh37] 21q21.2022.3(25036672_48090317)x3
arr[GRCh37]2p25.p12(10702_83248070)x3,8q13.3024.3(72972750_146293435)x3,11p15.1p14.3(17782804_23983072)x1,

aaM | 09.12.2014 PK 57 A | 11022.3023.3(107391362_116629101)x1,11623.3q23.3(116672303_120308128)x3,11425¢25(133305633_134934196)x1,

e 12p13.32p13.31(4260747_7853479)x2 hmz,13q14.11q14.11(42218165_42660542)x1,13q14.2¢14.3(49581965_51672767)x1,
18p11.31p11.23(4390986_7112200)x1,18¢22.3¢23(70130064_78010032)x1
arr[GRCh37]2p25.3p11.1(17019_922632019)x3,13q14.13q14.3(47091739_51229962)x1,20p13p11.1(607407_26312663)x1,

84/M | 14.11.2012 PK 62 B |18q12.1q12.3(24807314_41068920)x3
arr[GRCh37] 2p25.3p25.2(44504_6354309)x3,2p12p11.2(76510135_83911001)x3,13q14.2q14.3(48886744_51541846)X1,
35/M | 13.01.2016 PK 60 B | 13922.3q31.1(77402506_80608912)x2 hmz
. arr[GRCh37] 3p26.3p25.3(62199_10742366)x1,3025.31q29(155406126_197861598)x3,8p23.3p12(119720_33791636)x1,
36/M" | 05.08.2008 PK 63 C |8022.1024.3(94543197_146128791)x3,11p13p12(35643941_40558241)x2 hmz,12q15¢21.2(71054305_77544170)x2 hmz,

13914.2914.3(50516570_51764796)x1,17p12(12495048_13549498)x3
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Ve

Datum

P/C o Material | Vék pridg | Binet ISCN zapis
ar[GRCh37] 2p25.3p13.2(17019_72236601)x3,6p24.3p22.1(9062312_27713299)x2 hmz,
87/M | 03.09.2018 PK 68 A 111914.3925(91319752_134934196)x1
38/M | 15.03.2017 PK 42 B |arr[GRCh37] 13q14.13q14.3(46908948_51581347)x1
; arr[GRCh37]

39/M™ | 11.10.2017 PK 54 B |2p25.3p11.1(17019_92072301)x3,6p25.3p24.3(132043_8040808)x3,11022.3q23.3(106560095_117646858)x1,
18p11.32p11.21(64847 14158122)x1
arr[GRCh37]
1p36.11p35.3(26342222_29262561)x1,1q21.1q21.3(145601454_152894510)x3,1q24.3925.2(172759624_177852133)x3,

J0M' | 15.00.2017 bK 61 c | 1031.3044(196854206_249176203)x1,2p25.3p21(23938_45171162)x3,2p12(76316196_83090093)x3,

s 6022.31(122284521_125596650)x3,10q26.2026.3(127728185_132748502)x3,12q13.12¢13.13(50061704_52440336)x1,
14021.2q21.3(45941038_48593068)x3,16p13.3(5435829_6796905)x3,16012.2(53779703_55544163)x3,
17p13.2p13.1(4633908_7578257)x1,17q11.2(27245882_29667527)x1,17¢25.1(72976958_73713052)x1
ar[GRCh37] 2p25.3p11.2(17019_85035961)x3,2p22.3(33703730_35956680)x4,5¢33.1q35.3(151697176_180696806)x3,

. 26q14.1027(82549233_167705549)x1,7p22.3p12.3(54185_46889809)x3,8p23.3p11.1(428130_43394163)xL,

AUMT | 12.04.2017 PK 86 A |8ql1.1q13.2(47456485_70006435)x1,11q14.3q23.3(90337751_117844666)x1,12024.33(131310205_133773528)xL,
13q14.11q34(42604898_115092648)x1,17p13.2p11.2(5849357_16260198)x2 hmz,217q21.33¢22(50067819_51146049)x3,
17022925.3(56739829_81044553)x3
ar[GRCh37] 8921.11q21.13(77994123_82274071)x2

42fF | 08.03.2017 PK 38 A | hmz,13q14.2q14.3(50572617_51501609)x1,20q11.21q13.33(31376282_60901986)x2 hmz

43F | 96.012011 BK 66 c  |armGRCN3T] (X)x1,9921.13q34.2(74235750_136431359)x1,11913.5023.3(75547969_120395006)x1,
13012.13q21.31(25739332_61860451)x0

44/M | 03.02.2015 PK 59 A | arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92072301)x3

; arr[GRCh37]

45/M™ | 09.04.2014 PK 70 C | 2p25.3p11.2(17019_89109964)x3,10q21.1(55970290_58826684)x2 hmz,11q14.123.3(78364494_116304026)x1,

13914.2914.3(50516570_51711408)x1
46/F | 02.11.2018 PK 65 g |amMGRCN3T]

2p25.3p11.2(17019_89160192)x3,3p23p22.3(31644716_32365048)x1~2,13q14.2q14.3(50500134_51841299)x1~2
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P/C

Datum

e Material | Vék pridg | Binet ISCN zapis
arr[GRCh37]
2p25.3p11.2(17019_89160192)x3,8021.11024.3(76372418 141070902)x3,11q13.5024.2(77014699 124810014)x1,
13914.11q14.3(41184150 53215470)x1,13q14.2q14.3(50544724 51501609)x0,

47/M 21.02.2018 PK 51 C 13912.3013.1(29049784 32893791)x2 hmz,13913.1913.3(33277086_36154966)x2 hmz,
13013.3(36783312_39948767)x2 hmz,13¢21.31q21.33(64191061_69644972)x2 hmz,
13¢21.33931.1(70007016_80399492)x2 hmz,13q31.1G31.2(81434585_89241406)x2 hmz,
13031.2931.3(89362784_94284016)x2hmz,13q33.2q34(105928571_113581291)x2 hmz

48IM™ | 22122008 PK 60 A | ar[GRCh37] 6q21(107598545_108219131)x1,8q21.2G24.3(64738426_63741905)x3,11q11q13.1(47574004_64485122)x1,

e 11422.3025(46798326_133016325)x1,13q12.11q12.12(20360697_23584048)x1,13q14.2q14.3(48425685_51940068)x1

49/M" | 23.08.2008 PK 57 C | arf[GRCh37] (1-22)x2,(X,Y)x1*

50/M | 31.05.2017 PK 65 A |arr[GRCh37] (1-22)x2,(X,Y)x1

51M' | 1506.2011 uzL 59 C |arr[GRCh37] (1-22)x2,(X,Y)X1*

52/M | 28.11.2018 PK 74 A |arr[GRCh37] (1-22)x2,(X,Y)x1

53/F 21.10.2016 PK 65 A arr[GRCh37] (1-22,X)x2

Legenda: P/C — pohlavi a cislo pacienta, M — male (muz), F — female (fena), " — zesnuly(d), PK — periferni krev, KD — kostni dien, UZL — uzlina

*metoda aCGH byla z diivodu nedostatku materidlu provedena z jiného biologického materidlu, nez byla provedena metoda FISH
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41.1.1 Priklady grafického zobrazeni zmnoZeni 2p
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8,405 CGH probe(s) and 3,854 SNP probe(s) displayed | Interval(s) in region : AMP=0, GAIN=2, DEL=0, LOSS=12, LOH=3

Obr. 17 — Znéazornéni zmnozeného useku a ztrata genetické informace na chromosomu 2 u pacienta 14/M¥

Piitomna je rozsahla ztrata ¢asti 2p25.3-p21, zasahujici Gsek o velikosti 47684.787 kb, tj. 47684787 bp. Kandidatnimi geny v této oblasti jsou napf. MYCN, ALK. V ramci této
zmény se jedna o chromotripsi — rozsahlou pfestavbu chromosomu 2. ZmnoZeni v tiseku 2p16.1-p14 zasahuje gen REL. Snimek je pofizen z programu CytoGenomics.
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Interval(s) in region : AMP=0, GAIN=4, DEL=0, LOSS=0, LOH=0

3,294 CGH probe(s) and 1,639 SNP probe(s) displayed

Obr. 18 — Znazornéni zmnozeného tGseku na chromosomu 2p u pacienta 37/M

Je zmnozen tsek 2p25.3 — p13.2 o velikosti 72219.583 kb tj. 72219583 bp a zasahuje kandidatni geny MYCN, ALK, REL, BCL11A, ACP1, MSH2, XPO1 a dalsi.
Snimek je potizen z programu CytoGenomics.
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Gene View ( chr2:0-238199373, Size=238 Mb ) @
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8,404 CGH probe(s) and 3,839 SNP probe(s) displayed Interval(s) in region : AMP=1, GAIN=8, DEL=1, LOSS=2, LOH=1

Obr. 19 — Zndzornéni zmnoZeného tiseku na chromosomu 2p u pacienta 41/M'
Zmnozen je Gsek 2p25.3 — p11.2 o velikosti 85018.943 kb, tj. 85018943 bp a zasahuje kandidatni geny MYCN, ALK, REL, BCL11A, ACP1, MSH2, XPO1 a dalsi. Snimek je poiizen

z programu CytoGenomics
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Tab. 11 — Piehled vysledka vysetieni metodou FISH u pacientti se zmnoZenim 2p (hodnoty uvedeny v %)

x Vek IGHV e
P/C piilde ATM | TP53 | 13q14 | 12 IgH |6921 | 8924 | 2p+ ST Zavéreény karyotyp
umt mu 46,XY ,der(Y)t(Y;8)(q?12;9?23)[5]/
64 N N 68222 N | N N1 55 1 55 s o1y | 46 XY dic(2:18)(q127:p218),42[5]
2/m* 34 82 N 83 |ND| ND | ND | ND | 81 unm | 46,XY,der(11)t(2;11)(p?15;14),del(13)(q14.11q14.3)[6]/46,X X[4]
47 XY ,+12[2]/
47,XY ,der(3)dup(3)(g21.2929)t(3;3)(q21.2;p25.3)del(3)(p26.3p25.3),+12,
3IM 44 N N N |80 |PD| N N 83 UNM | e 15)4(2:15) (p14:026 1) [52)/
46,XY[2]
47, XY,i(2)(p10),+2,der(22)t(15;9;22)(q?15;9?11;p?11)[15]/
4/M 44 N N N N N N N |35(trp)| unm |47,XY,i(2)(p10),+2,der(22)t(13;15;9;22)(q?21;0?15;q?11;p?11)[2)/
46,XY[17]
5/F 65 92 N N | PD80 ND unm | 46,XX,der(1)t(2;10;9;1)(p?13;q?25;p?23;q?42),del(11)(q?14)[12]
6/M 61 66 N 42 | N|PD79| N N ND unm | 46,XY[14]
7m* 45 96 94 97 | N N ND | ND | ND nd |Uns
47, XY ,+i(2)(p10),del(11)(q14.1923.3),del(13)(q?14)[49]
8/M 61 88 N 81/7* | N N N ND 54 unm 46,XY,trp(2)(pterpl10),del(11)(g14.1923.3),del(13)(q?14)[ [5)/
p
47, XY +der(2)del(2)(g10?qten)t(2;?)(ql11;?),del(11)(q14.1923.3),del(13)(9?14)[4]
o/m? 70 94 N 91 | N |PD93| N N 88 unm | Uns
: 45,X,-Y,i(8)(q10),der(18)t(2;18)(p?11;p11)[6]/
10/M 57 81 N N N N N | 50 84 unm | 46,XY,i(8)(q10),der(18)t(2;18)(p?11;p11)[2]/
46,XX[2]
44, XY der(4)t(15;10;9:4)(q22.32;q?11;p?14)del(4)(p16.3p15.1),-8,
del(11)(q21024.2),-15,del(17)(p13.3p11.2),t(17;20)(q21.31023.1;?p)
del(20)(p13p12.2)del(20)(p12.1),dup(20)(p12.2p12.1)dup(20)(p11.23p11.22),
11/M 60 46 46 N |N| N N | N | ND unm | 9€r2LUE;21)(2:2p)[5]

44,XY ,der(4)t(15;10;9;4)(g22.32;q?11;p?14)del(4)(p16.3p15.1),-8,
del(11)(q21924.2),-15,del(17)(p13.3p11.2),t(17;20)(q21.31923.1;?p)
del(20)(p13p12.2)del(20)(p12.1),dup(20)(p12.2p12.1)dup(20)(p11.23p11.22)[4]
46,XY[3]
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P/C

Vék
pri dg

ATM

TPS53

13q14

12

IgH

6021

8024

2p+

IGHV
status

Zavérecny karyotyp

12/Mf

50

93

93

ND

ND

ND

95 (trp)

unm

44,XY +i(2)(p10),der(3)t(3;8)(?p;q?23),-8,del(13)(q14),?dic(13;17) (p11;p11)
del(13)(g14),?dic(18;19)(?p11;7q)[18]/ 46,XY[2]

13/Mm7

58

98

ND

ND

ND

ND

ND

ND

44

mu
(VH3-21)

46,XY,der(22)t(2;22)(p?;p?)[3]
46,XY,der(20)t(2;20)(p?;?)[4)/

46,XY ,der(8)t(2;8)(p?;p?)[1]/
45,XY,1(2;13)(p?;9?),7dic(4;22)(?p;p?13),1(6;22)(q?;9?)[1)/
45,XY,der(13)t(2;13)(p?:;q?),-21,der(22)t(2;22)(p?;p?)[1]/
46,XY ,der(4)t(2;4)(p?;?q),der(11)t(2;11)(p?;?),
der(18)t(5;13;18)(?;q?;?p)ins(18;5)(?;?q)[1]/
45,XY,?dic(4;22)(939;913)[2]

46,XY[5]

14/Mm7

61

92

91

ND

ND

90

90

nd

uns

15/MT

55

85

63/35*

ND

83

hr

46,XY,del(11)(q14.2922.3)[2)/
46,XY,dic(2;18)(p24;p?11)dup(2)(p24),i(8)(q10),del(11)(q14.2922.3),
del(13)(q14.2)[6]/

46,XY,dic(2;18)(p24;p?11)dup(2)(p24),i(8)(q10),
del(11)(q14.2q22.3),del(13)(q14.2),del(13)(q14.2)[3]

16/F

60

90

PD 89

21

unm

46,XX,dic(2;18)(p?10;q?10),del(13)(q14.2q14.3)[4]/
46,XX[14]

17/Mm7

50

ND

7

ND

ND

ND

ND

ND

75

unm

46,XY ,der(1)dup(2)(p25.3p14)t(1;2)(q?;p25.3),i(5)(p?10),der(17)t(5;17)(q?23;p?),
der(18)t(18;21)(p?;9?)[8]/
46,XY[4]

18/M

67

72

unm

Uns

19/Ft

66

81

7

70

unm

44,XX,-8,del(11)(q14.1925),-13,der(13)dup(2)(25.3p14)t(2;13)(p?14;p?12),
der(17)dup(X)(p22.33p11.3)t(X;17)(p?22;p?13)del(17)(p13.3p13.2),
der(18)t(8;18)(q?13;p?11)[28]/

46,XX[2]

20/M

68

72

7

70

mu
(VH3-21)

46,XY,dic(2;18)(q?10;p?10),+2,der(11)del(11)(q14.1921)del(11)(g22.2923.3),
del(13)(q14.13921.32)[20)/
46,XY[10]

21/F

68

98

PD 97

11

ANO

unm

46,XX,del(11)(q13.5923.3),der(20)dup(2)(p25.3p14)t(2;20)(p14;9?33)[26]/
46,XX[3]
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Vék

IGHV

P/C pFi dg ATM | TP53 | 13qg14 | 12 IgH | 6921 | 8924 | 2p+ status Zavérecny karyotyp
22IM 69 N 27 3 | N|[PD17| N | N ND mu | 46,XY[29]
23M" | g 78 N 80 | N|PD50| N | ND | 72 unm- | s
24/M7 61 N 50 N N | PD50 N N 50 mu jgxiz-[(iif](z;10)(p?23;q?26)-t(7;8)(q?31;q?21)-i(17)(q10)[3]/
46,XY,+2,dic(2;18)(q?11;p?11),t(2;13)(q?33;q?14)[12]/

25/M 56 N N 99 N | PD99 N N 90 unm | 46,XY,der(20)t(13;20)(q?14;p?11)[6]/

46,XY,1(2;13)(q?33;9?14)[3]
; 46,XY,del(6)(g16.3925.3),dic(2;14)(q11;p1l),
26/M 52 N N N N N 67 | ND | 72 nd | der(17)dup(8)(q22.3924.3)t(8;17)(q?23;p?12)[10]/
46,XY[2]
48, XY ,+7,ins(9;3)(p?21;02250?28),ins(9;3)(p?21;9?25q?28),t(11;14)(q13;q32),
+18[9]/
) 49, XY ,+7,ins(9;3)(p?21;0225q?28),ins(9;3)(p?21:9?725¢?28),t(11;14)(q13;q32),+13,
27IM 64 N N 76 | N | 69 N N 35 unm | +18[2)/
46,XY ,1(1;21;11;2)(p?21;0?22;q?13;p?12),ins(9;3)(p?21;9?25q?28),
ins(9;3)(p?21;9?25q?28),t(11;14)(q13;932)[4)/
46,XY[5]

28/F 64 91 N 23 | N |PD94| N N 78 unm | 46,XX,dup(2)(p11.1p25.3),del(11)(q14.1¢23.3)[9]/46 X X[1]
46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21),t(9;13)(q?21;9?13),
der(18)t(9:18)(?;p?11.2)[8]/

) 46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21)t(9;22)(?;q?12),

29/F 48 N N 39 | N N N N ND unm | £(9;13)(q?21:q?13),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[3]/
46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;0?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21),t(9;13)(q?21;9?13),
der(16)t(11;16)(g?;9?),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[3]/

46, XX[3]
30/m* 41 90 N N |[ND|PD8 | N | ND | 89 unm | 46 XY[15]

31M 92 N N N N | PD 95 N N 44 unm jg,ii,[tz(]&14)(?q?25;q?24),der(12)dup(2)(p25.3p14)t(2;12)(p14;q?24)[13]/

32/M 61 N N N N N N N 25 mu_ | 46,XY,der(18)t(2;18)(q?14;q?22)[5]/46,XY[5]

33/M 57 75 N 77 N N N 70 72 unm | Uns

34/M 62 N N 68 |N| N N | N 65 unm | 47,XY,+2,dic(2;20)(p10;q10),del(13)(q14.13q14.3)[6]/46,XY[2]

35/M 60 13 N 47 N | PD 87 N N ND unm | 46,XY[30]
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* Vék IGHV RV
P/C pFi dg ATM | TP53 | 13g14 | 12 IgH | 6921 | 8924 | 2p+ status Zavérecny karyotyp
46,XY ,der(8)del(8)(pllpter)t(8;3;8)(q?22;p?25;p11),del(13)(ql4.2q14.3)[5])/
36/M* 46,XY ,der(2)dup(2)(p?25p?12),der(8)del(8)(pllpter)t(8;3;8)(q?22;p?25;p11),
63 N N 92 N N N 76 18 nd del(13)(q14.2q14.3)[3]/
46,XY[4)/
37/M 68 93 N N N | PD o4 N N 85 unm jg,iz,[citizr(l1)dup(2)(p25.3p13.2)t(2;11)(p13.2;q14.3)del(11)(q14.3q25)[49]/
46,XY,1(13;14;15;17)(9?13;9?24;q?21;q?21)ins(14;6)(q?24;p?21)[9]/
38/M 42 N N 93 N N N N 10 unm | 46,XY,der(18)t(2;18)(p?12;p?11)[3)/
46,XY[32]
T
39/M 54 54 N N | N|PD49| N | N | 54 unm | 46 Xy[20]
46,XY ,der(1;8)(1pter> 1p?32::8p?12>8q?13::1p?32>1q?21::8?7p?32>87?p?13::1q?721>
1q?44::8q?13>8qter),der(9)t(2;3;9)(p?13;?p?23;7p?13),der(17)t(12;17)(q?13;p13),
2del(19)(p?11),+mar[7]/
. 46,XY,der(1;8)(1pterr 1p?32::8p?12>8q?13::1p?32>1q?21::8?p?32>8?p?13::1q72 1>
40/M 61 N N 4 N | PD 65 N N 47 unm 1q?44::8q?13>8qter),der(9)t(2;3;9)(p?13;7p?23;7p?13),t(13;13)(p?12;q?14),
der(17)t(12;17)(q?13;p13),?del(19)(p?11),+mar[5]/
47,XY,der(1;8)(1pterr 1p?32::8p?12>8q?13::1p?32>1q?21::87p?32>87p?13::1q721>
1q?44::8q?13>8qter),der(9)t(2;3;9)(p?13;7p?23;7p?13),der(17)t(12;17)(q?13;p13),
?del(19)(p?11),+2mar[3]
4UM" | g6 | 57 | N | 5U3* | N |PD57| 10 | N | ND | um |
42/F 38 N N 56 N N N N 5 unm | 46,XX,dup(2)(p?25p?12)[1]/46,XX[29]
. 43,X,-X,1(2;3)(?922;?p21),der(4)t(4;13)(?q35;?p11),dic(9;11)(?q11;?p11)[4]/
43/F 66 87 8 N/93* | N N ND | ND | 35 unm | 42,X,-X,2dic(2;3)(20;2q)t(2;3)(?9;?0)t(2;8)(?p;?q), der(4)t(4;13)(?935;?p11),
der(8)t(3;8)(?0;?9)ins(8;2)(?q;?q),dic(9;11)(?q11;?p11)[3]
44IM 59 N N 76 | N |PD80| N | N |78(trp)| unm |47,XY,i(2)(p10),+2,del(13)(q14)[30]
46,XY,der(9)dup(2)(25.3p11.2)t(2;9)(?;?),der(18)t(11;18)(?;?)[16]/
; 46,XY,t(2;3)(?;)[1)
45/M 70 95,7 N 952 | N | PD98 | N N ND unm | 46,XY,der(18)dup(2)(25.3p11.2)t(2;18)(?;?)[1]/

46,XY,der(9)dup(2)(25.3p11.2)t(2;7)(?;)[1)/
46,XY,der(13)dup(2)(25.3p11.2)t(2;13)(?;))[1]
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P/C

Vék
pri dg

ATM

TP53

13q14

12

IgH

6021

8024

2p+

IGHV
status

Zavérecny karyotyp

46/F

65

27

ND

nd

47 XX, +i(2)(p10)[7)/

47, XX,+i(2)(p10),t(3;13)(p22;q14)del(3)(p23p22.3)del (13)(q14.2q14.3)[13)/
46,XX,der(15)dup(2)(p25.3p11.2)t(2;15)(p?11;9?26)[5]/
46,XX,der(10)dup(2)(p25.3p11.2)t(2;10)(p?11;p?15)[3)/
46,XX,der(13)dup(2)(p25.3p11.2)t(2;13)(p?11;p?11)[3)/
46,XX,der(21)dup(2)(p25.3p11.2)t(2;21)(p?11;p?11)[3]/
46,XX,der(22)dup(2)(p25.3p11.2)t(2;22)(p?11;p?11)[1)/
46,XX,der(X)dup(2)(p25.3p11.2)t(X;2)(p?22;p?11)[1)/

46,XX[4]

47/M

51

80

10

23

unm

46,XY,+i(2)(p10),-8,der(21)t(8;13;21)(9?13;9?13;q?21)[3]/46,XY[7]

48/MT

60

48

45

UNS

50

60

20

unm

Uns

49/MT

57

96

96

ND

94

unm

uUns

50/M

65

Z | 2|2 |2

13

unm

46,XY,dic(2;20)(q?11;p?11),+2[2)/
46,XY[12]

51/MT

59

92

90

unm

45, XY ,der(2)t(2;4)(p?25;?)ins(2;13)(p?;q7),2dic(17;22)(p12;p11)t(11;17)(q?24;p?),
der(13)(p24)t(2;13)(p24:9?13)[3]/
45,XY,der(2)t(2;15)(p?25;9?),der(13)t(2;13)(p24:;6?13),t(2;2)(2;?)[3]/

46,XY[5]

52/M

74

81

10

unm

46,XY,del(11)(q?22q?25),22ps+[22]/
46,XY,dup(2)(p?21pter),del(11)(q?22q?25),22ps+[4]/
46,XY,del(11)(q?22q?25),der(19)t(2;19)(p?21;p?13)dup(2)(p?21pter),22ps+[2]/
46,XY,del(11)(q?22q?25),der(20)t(2;20) (p?21;p?13)dup(2) (p?21pter),22ps+[2]/
46,XY,der(10)t(2;10)(p?21;p?15)dup(2)(p?21pter),del(11)(q?229?25),22ps+[1]/
46,XY,22ps+[1]

53/F

65

N

N

N/64*

N

N

N

N

4

hr

46,XX[10]

Legenda: P/C — pohlavi a cislo pacienta, F —female ((ena), M — male (muz), * — zesnuly(d), N — normalni nalez, ND — not done (neprovedeno),

* — bialelicka delece 13q14, mu — mutované IGHV, unm — nemutované \GHV, hr — hranicni homologie, trp — triplikace 2p, PD — parciadlni delece 5 konce

V segmentu genu IGH, UNS — unsuccessful (neuspésné)
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4.2 Vysledky FISH

4.2.1 Soubor pacientu

Soubor tvofilo 41 pacientd, 25 muzi (61 %) a 16 Zen (39 %). Tento soubor pacientll byl vySetien
od listopadu 2017 do prosince roku 2018. Vysetiovanym materialem byla ve 40 ptipadech periferni
krev (PK), vjednom pftipadé kostni dfen (KD). VSichni pacienti byli vySetfeni konvenéni
cytogenetikou (vySetfeni provedeno laborantkami cytogenetické laboratoie) a metodou FISH k
detekci delece 13914, trizomie chromosomu 12, delece genti TP53 a ATM, delece 6921, duplikace
8q24, piestavby genu IGH. U vsech pacientd byla také pouzita sonda k detekci zmnozeni 2p.

Celkem u 17 pacientt (41 %) byl pomoci konven¢ni cytogenetiky prokazan normalni karyotyp,
u 21 pacientt (51 %) byly nalezeny chromosomalni zmény. U tii pacientd nebyla kultivace bunék
pro vySetieni Gspésna, viz Tab. 13.

U 7 pacientli (17 %) nebyla nalezena zadna chromosomalni zména. U zbyvajicich 34 pacientii
(83 %) byly prokazany chromosomalni zmény. Celkem 15 pacientd (37 %) mélo jednu
chromosomalni zménu, 6 pacient (15 %) mélo dvé chromosomalni zmény a 13 pacientd (32 %)
vykazovalo komplexni karyotyp (tii a vice chromosomalnich zmén), viz Obr. 20. U pacientii se
vychazi z vysledkli predchozich vySetfeni. Aktudlni vysledky zahrnuji také kontrolni vySetfeni
pacientti po 1écbé a patologické builky jsou tak v niz§im procentudlnim zastoupeni, poptipade
nedoSlo k vydé€leni patologickych mitos. Pomér typt aberaci u pacienti s pouze jednou
chromosomalni zménou je znazornén na Obr. 21. V ramci pacienti sjednou chromosomalni
zménou byly zaznamenany tyto tii solo aberace: delece 13q14 u 9 pacient (60 %), delece ATM u
2 pacienti (13 %) a trisomie chromosomu 12 u 4 pacienti (27 %). Samostatné se nevyskytovaly
delece TP53, 6021, parcialni delece IGH, duplikace 8924 a zmnozeni 2p. Zakladni rozdé€leni
souboru pacientti dle pohlavi a véku je uvedeno v Tab. 12. Vysledky interfazni FISH s CLL

panelem sond jsou piehledné uvedeny v Tab. 13.

Tab. 12 — Zakladni rozdéleni souboru pacientti dle pohlavi a véku

Pocet vysetfenych pacientl 41
Muzi 25
Zeny 16

Vék pii diagndze (median) 67
Rozmezi véku pii diagnoze 40-92
1 chromosomalni zména 15

2 chromosomalni zmény 6

3 a vice chromosomalnich zmén 13
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32% = ) zmén

= | zména
= 2 zmény

3 avice zmén
(komplexni karyotyp)

15%

Obr. 20 — Pomér zastoupeni po¢tu chromosomalnich zmén u souboru pacientt vySetfovanych
metodou FISH

13%

= Delece 13914

= Trisomie 12
27%

60% = Delece ATM

Obr. 21 — Typ chromosomové zmény u pacientll s 1 genetickou zménou

Mutaéni status IGHV byl vySetfen v molekularni laboratofi u 38 pacientli. Nemutovany status
IGHV byl objeven u 25 pacientd (66 %), u 11 pacientti byl detekovan subgen VH1-69. Mutovany
status IGHV mélo 13 pacientt (34 %).

Celkové mezi nejcastéji pozorovanou zménu patiila delece v pruhu 13q14, ktera se vyskytla u
19 pacientd (46 %). Znich byla monoalelicka delece pozorovana u 8 pacientd (42 %),
monoalelicka delece zaroven s deleci bialelickou byla prokazana u 11 pacientt (58 %). U 14
pacientl se spolu s deleci 13q14 vyskytovala i jind chromosomalni zména.

Druhou nejcastéjsi aberaci byla parcialni delece 5'konce genu IGH, ktera se vyskytla u 14
pacientt (34 %). Tato delece zahrnuje V segment (variabilni segment) IGH genu a je povazovana

za fyziologickou. Tato delece se vyskytovala ve vSech piipadech ve vysSim procentu bunck
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(0d40-97% bunek). U 11 pacienti se spolu sdeleci variabilniho segmentu genu IGH
vyskytovala i jina chromosomalni zména.

Sedm pacientt (17 %) mélo trisomii chromosomu 12. U ¢tyf pacienti se vyskytovala numericka
zména chromosomu 12 samostatné, bez pfitomnosti jiné aberace.

U 8 pacientt (20 %) byla detekovana delece dlouhého ramene chromosomu 6. U Sesti z téchto
pacientl se spolu s deleci 621 vyskytovala i jina chromosomalni zména. U dvou pacientu (24/F,
38/M), u kterych je zména zastoupena V nejvys$$im poctu (94 % a 90 %), se jiz zadna jina
chromosomalni zména nevyskytovala.

Deletovany gen ATM byl prokazan u 7 pacientti (17 %). Jina chromosomalni zména byla spolu
s deleci ATM pozorovana u Ctyt pacientul.

Deletovany gen TP53 byl pozorovan u 7 pacientd (17 %). Ve vSech ptipadech se spolu s deleci
TP53 vyskytovala i jina chromosomalni zména. U 3 pacientd (3/M, 13/F, 18/F) se vyskytuje
spole¢né s deleci TP53 pouze jedna zména (delece oblasti 13q14 a 6g21).

Nejméné zastoupenymi aberacemi v tomto souboru pacientt je duplikace 8924 (3 pacienti, 7 %)
a zmnozeni 2p (3 pacienti, 7 %, z toho pacient 11/M mél navic triplikaci v 13 % bung¢k). Obé tyto
zmeény se ve vSech pfipadech vyskytovaly spole¢né s dalsimi chromosomalnimi zménami.

Pomér Cetnosti vSech detekovanych genetickych aberaci v tomto souboru pacientd je znazornén

na Obr. 22. Je ziejmé, Ze nejcastéji byla prokazana delece 13q14 zastoupena celkoveé u 19 pacientu.

19
14
8 7 7 7
I I I I : :
Delece Parcidlni Delece Trisomie Delece  Delece Duplikace ZmnoZeni

13q14 delece 6021 12 ATM TPS53 8924 2p
IGH

Obr. 22 — Pomér Cetnosti zastoupeni vSech osmi chromosomalnich aberaci u souboru pacient
vySetfovanych metodou FISH
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Tab. 13 — Piehled vysledka cytogenetického vysetieni FISH (hodnoty uvedeny v %)

P/C | VySetfeni | Material | VEk piidg. | ATM | TP53 | 13914 | 12 | IGH |6q21 | 8q24 | 2p+ Zavérecny karyotyp
1M | 8.11.2017 PK 40 N N 30/50* | N N N N N | 46,XY[23]
2/F 8.11.2017 KD 76 N N N N N N N N | 46,XX[17]
45 X,-Y[8]/
3/M | 16.11.2017 PK 76 N 25 4 N N N N N 46.XY[2]
4/F | 14.11.2017 PK 79 N N N N N N N [ 46,XX[15]
45X,-Y[3]/

5/M | 30.11.2017 PK 66 N N 11/81* | N N N N N 46.XY[13]
46,XY del(11)(q14.1¢23.3)[6]/

6/M 7.2.2018 PK 50 5 N N N N N N N 46.XY([8]

7/IM 9.2.2018 PK 67 N N 10/3* | N | PD7 N N N [46,XY[15]

47 XX, +12[30]/
8/F 13.2.2018 PK 68 N N N 81 N N N N 46.XX[1]
9/F 14.2.2018 PK 59 N N 77 N N N N N | Netspésna kultivace

10/F | 05.02.2018 PK 61 N N N N N N N N | 46,XX][26]

53/13 46,XY,+i(2)(p10),del(11)(q22)[5])/

11/M | 21.2.2018 PK 51 80 | N |2553*| N| N N |10 T 46,XY,+i(2)(p10),-8,del(11)(q22),der(21)t(8;13;21)(q?13;q?13;9?21)[3]/
46,XY[5]

12/F | 232018 | PK 64 91 | N |23/25*| N |PDO4| N | N | 78 22’éé’[‘i‘;p(z)(‘m'1p25'3)’de'(11)(q14'1q23'3)[9]/

13/F | 28.03.2018 PK 57 N 12 N N N 12 N N | 46,XX[19]

14/M | 26.3.2018 PK 73 N N |1,3/25*| N N N N N | 46,XY[15]
44,XX,der(3)t(3;8)(9?29;q21.3),-6,der(17)t(6;17)(q?14;p?12),dic(20;22)(q10;q10),
dic(21;22)(q10;q10),+22[4]/
45,XX,der(3)t(3;8)(q?29;q21.3),-6,der(17)t(6;17)(q?14;p?12),dic(20;22)(q10;q10),

15/F | 10.4.2018 | PK 46 N 93 92 PN NN 92 N i601:09)(q10:010), +der(21)del (21)(q2129?22.3), +22[2)/
44,XX,der(3)t(3;8)(9?29;q21.3),-6,dic(13;14)(q10;q10),der(17)t(6;17)(q?14;p?12),
dic(20;22)(q10;910),dic(21;22)(g10;910),+der(21)del(21)(q?129?22.3),+22[4]
47 XY +12[3)/

16/M | 10.4.2018 PK 78 N N 77 | PD 96 N N N 46.XY[7]

17/F 9.5.2018 PK 58 55 N 63/4* | N N N N N | Netspésna kultivace

18/F 2.5.2018 PK 49 N 93 N N N 4 N N | 46,XX[15]

19/M | 28.06.2018 PK 57 N N 68/28* | N | PD 53 N N N [ 46,XY[13]

47 XY +12[5)/

20/M | 02.07.2018 PK 72 N N 36 N N N N 46.XY[7]

21/M | 03.07.2018 PK 49 N N N N | PD 95 N N N |46,XY[21]

22/F |10.07.2018 PK 70 N 16 |26/38* | N N 62 62 N | Netspésna kultivace
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P/C | VySetieni | Material | VEk piidg. | ATM | TP53| 13g14 | 12 | IGH [6qg21 |8q24 | 2p+ Zavéreény karyotyp

23/M | 12.07.2018 PK 92 N N N N |PDos | N N N ig,ii,[tz(f;14)(?q?25;q?24),der(12)t(2;12)(p14;q24)dup(2)(p25.3p14)[13]/
45,XX,dic(6;20)(q12;p?11)[17]/

24/F | 31.7.21018 PK 69 N N N N N 94 N N 46 XX[3]

- 46,XX,del(13)(q13.3921.33)[15]/

25/F | 31.07.2018 PK 84 70/23 PD 94 46 XX[4]

26/M | 31.07.2018 PK 50 7 N 46,XY[24]
46,XX,der(3)t(3;18)(q?27;q?21),der(17)t(1;17)(q?23;p?13)[9])/
46,XX,1(1;7)(q?21;p?15),der(3)t(3;18)(q?27;q?21),der(17)t(1;17)(q?23;p?13)[1]/

27/F | 15.08.2018 PK 64 N 8 |20/27*| N | PD54 | N N N | 46,XX,t(1;13)(q?21;p?33),der(3)t(3;18)(q?27;9?21),der(17)t(1;17)(q?23;p?13)[1]/
43,XX,1(1;8)(q?21;9?22),der(3)t(3;18)(q?27;9?21),-7,-11,-13,der(17)t(1;17)(q?23;p?13)[ 1}/
46,XX[1]

28/M | 14.08.2018 PK 76 53 6 N 9 46,XY[15]
47, XY ,+12[2])/

29/M | 14.08.2018 PK 59 N N 6 26 | PD41| 3 N N 46 XY[29]
47 XY ,+12[12]/

30/M | 20.8.2018 PK 72 N N N 77 N N N N 46 XY[4]

31/M | 21.8.2018 PK 66 N N 90 N | PD93 | N N N | 46,XY[14]

32/F | 21.8.2019 PK 70 N N N N N N N N | 46,XX[17]

33/M | 23.8.2018 PK 73 N N N N | PD97 | N N N | 46,XY[15]

34/M | 27.08.2018 PK 57 N N N N N N N N | 46,XY[18]
47,XY,del(11)(g22.3),+12[1]
45,XY ,dic(6;14)(p?11;p?11)t(6;10)(q?24;q9?24),+12,-17,der(18)t(17;18)(q?21;p?13)[6]/

35/M 128082018 PK ” N1 26| N 1381 PDA0 ) 40 | N1 N s ¥ dic(6:14)(p211:p?1 1)t(6:10)(q224:0724) +12,-17 der(18)t(17:18)(q?21:p?13)[3)/
46,XY[5]

36/F | 11.7.2018 PK 55 6 N N N N N N N | 46,XX][15]

37/M | 3.9.2018 PK 68 93 N N N | PD9% | N N 85 |46,XY,der(11)dup(2)(p25.3p13.2)t(2;11)(p13.2;914.3)del(11)(q14.3925)[49]/46,X Y[1]

38/M | 3.9.2018 PK 67 N N 90 N ig,iz,[(;il(G)(quZS.S),del(9)(p21.3),del(11)(q14.1q22.1),t(14;18)(q32;q21)[3]/
46,XY,del(11)(q?22q?25),22ps+[22]/
46,XY,dup(2)(p?21pter),del(11)(q?22q?25),22ps+[4]/
46,XY,del(11)(q?229?25),der(19)t(2;19)(p?21;p?13)dup(2)(p?21pter),22ps+[2]/

39/M 28112018 PK “ 8L N NN N NN N6 XY el (11)(q2220725). der(20)t(2:20) (p221:p?13)dup(2) (p?2Lpter) 22ps+[2)/
46,XY ,der(10)t(2;10)(p?21;p?15)dup(2)(p?21pter),del(11)(q?22q?25),22ps+[1]/
46,XY,22ps+[1]
46,XY,dic(1;9)(q?41;9?11)dup(1)(g21.1g41)del(1)(q41944)dup(9)(q21.11922.33),

40/M | 27.11.2018 PK 63 N N N N N N N N | +der(9)t(9;11)(p?11;p?13)del(9)(q22.33g34.12)dup(9)(q34.12934.3)dup(11)(p15.5p13)[9)/

46 XY[11]
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P/C

VySetieni

Material

VEK pri dg.

ATM

TP53

13914

12

IGH

6021

8024

2p+

Zavérecny karyotyp

41/M

13.12.2018

PK

73

N

N

83

N

PD 87

N

N

N

46 XY[18]

Legenda: P/C — pohlavi a ¢islo pacienta, M — muz (male), F — Zena (female), PK — periferni krev, KD — kostni dieit, PD — parcidlni delece, N — normalni ndlez,

* — bialelicka delece 13q14, trp —triplikace 2p.
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4.2.1.1 Kazuistika pacienta 37/M

Pacient 37/M (narozen r. 1950) s diagnézou M. Bechtérev (v 1é€bé metotrexatem) ptichazi na
Kliniku 11. 9. 2018 z divodu dosetieni nahodné zachycené lymfocytosy v periferni krvi. V krevnim
obraze byla prokazana leukocytosa (38,50 x 10%1) s lymfocytosou (82,2 %), s hemoglobinem (139
g/l) a trombocyty (184 x 10%1) v normé. Dle imunofenotypického vysetfeni byla, na zakladé
pozitivity znakti CD19, CD20, CD22, CD23, CD200 a CD5 a ptitomnosti 65 % B-lymfocyti v
periferni krvi, stanovena diagnéza CLL. V Laboratofi molekularni biologie byl uréen nemutovany
IGHV status (v subgenu VH1-69, 100 %).

Periferni krev byla taktéz odeslana do Laboratofe cytogenetiky a molekularni cytogenetiky k uréeni

genetickych zmén. Konvenéni cytogenetikou byl prokazan nalez derivovaného chromosomu 11,

i 4 b o u

3 4 5
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i 83 3 g 3 :3/ T

6 7 8 9
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13 14 15 16 17 18
ia 83 Al 4s *

19 20 21 22 Y mar

Obr. 23 — Karyotyp pacienta 37/M s oznacenym derivovanym chromosomem 11
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Metodou FISH pak byly prokdzany nasledujici zmény: parcialni delece 5°konce IGH genu
(V segment, fyziologicka varianta), delece ATM a duplikace genu ALK (v cca 90 % hodnocenych
bun¢k a 100 % hodnocenych mitos).

Nasledujici snimky pochazi z programu ISIS (MetaSystems), foceny z fluorescencniho mikroskopu
(zvetseni 100x) CCD kamerou.

XL IGH BA MetaSystems

Obr. 24 — Snimek parcialni delece 5'konce IGH genu (V segmentu) na chromosomu 14

XL ATM(F)/TP53(SO) MetaSystems)

Obr. 25 — Snimek deletovaného genu ATM na dlouhém (q) rameni chromosomu 11
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XL ALK MetaSystems

Obr. 26 — Snimek tii kopii genu ALK na kratkém (p) rameni chromosomu 2

Z duvodu nalezenych zmén byla dale provedena FISH s celochromosomovymi sondami k piesné
identifikaci derivovaného chromosomu 11. Byla pouzita kombinace celochromosomovych sond 2

a 11 (MetaSystems).

XCP 2(SO)/11(F) MetaSystems

Obr. 27 — Snimek derivovaného chromosomu 11 — prokazana translokace mezi chromosomy 2
(znacen cerven¢) a 11 (znacen zelen¢)

Bylo tedy prokadzano, Zze duplikovana cast kratkych ramen chromosomu 2 (s genem ALK) je
translokovana na deletovana dlouha ramena chromosomu 11 (viz Obr. 27).

Také byla provedena metoda aCGH, kde byly stanoveny piesné hranice a delece derivovanych
chromosomti: duplikace v oblasti kratkych ramen chromosomu 2 (od 2p25.3 do 2p13.2), delece
v oblasti dlouhych ramen chromosomu 11 (od 11q14.3 do 11g25). Odhalena byla také ztrata
heterozygosity v oblasti kratkych ramen chromosomu 6 (od 6p24.3 do 6p22.1). Rozsah duplikace

2p je znazornén Obr. 18, str. 65.
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Kombinaci  vSech uvedenych metod byl tedy wuzavien zavéreény  karyotyp:
46,XY ,der(11)dup(2)(p25.3p13.2)t(2;11)(p13.2;914.3)del(11)(q14.3925)[49]/
46,XY[1]

Byla stanovena diagnoza chronické lymfocytarni leukemie, kterd vznikla ziejm& na zdklade
chronické imunosuprese (Bechtérev). Diky normalnim hladindm hemoglobinu a trombocyti a
nehmatnym uzlindm bylo urc¢eno stadium Binet A. Pacient se stale citi dobie a vzhledem k absenci
B symptomt zatim nebyla splnéna kritéria zahajeni lécby. Pacient je observovan.

Pacientova prognoza je vSak bohuzel negativni — diky nemutovanému IGHV (VH1-69) a

genetickym zménam (deleci ATM a duplikaci 2p).
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5 Diskuze

Chronicka lymfocytarni leukemie je klonalni lymfoproliferativni onemocnéni vznikajici maligni
transformaci zralych B-lymfocytl a jejich akumulaci v téle nemocného. Jde o nejCast&jsi typ
leukemie v Evropg, jenz postihuje ¢astéji osoby starsi 65 let (Redaelli et al., 2004).

Vzhledem Kk biologické i genetické heterogenité onemocnéni se vyuzivaji specifické prognostické
markery — imunofenotypické, molekularni a cytogenetické. Tato prace se zabyva vySetfenim
z cytogenetické a molekularné-cytogenetické oblasti diagnostiky.

V prubéhu diplomové prace byly od zafi 2018 vySetfovany dva soubory pacienti metodou
komparativni genomové hybridizace (aCGH) a metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH).
V naprosté vétsin€ pacientl byla vySetfovanym materidlem periferni krev.

Prvni soubor 53 pacientii byl vybran na zaklad¢é ptitomnosti zmnozeného kratkého ramenene
chromosomu 2 (2p+). Median véku pii diagnoéze CLL v tomto souboru nemocnych byl 61 let,
s rozmezim od 39 — 92 let. Median se blizi citované literaturuie (Redaelli et al., 2004). Celkem 6
pacientt (11 %) mé&lo vék v dobé diagnozy pod 45 let, toto ¢islo je vyssi nez V literatuie, kde byl
pocet pacientd pod 45 rok Zivota mensi nez 2 %. Tento nesoulad miZze byt zpGsoben mensim
souborem pacientt v této praci. Procentualni zastoupeni pacientti ve véku S rozmezim 45 — 54 let je
vSak Vtéto praci téméf totozné s citovanou literaturou (9,1 % vs. 9,4 %), (Gribben, 2010).
Vysetteno bylo celkem 43 muzi a 10 Zen (4,3:1). Literatura udava, Ze muzi jsou postizeni dvakrat
vice nez zeny (Horner et al., 2009). Nesoulad v zastoupeni je pravdépodobné zplisoben malym
souborem pacientu a také tim, Ze vétSina z pacientl byla vySetfena pii kontrole. V tomto souboru
pacientll bylo celkem 19 pacientti (36 %) vySetieno pii diagnéze, 34 pacienti (64 %) pii kontrole.
To je jeden z davodun, ktery zanasi odchylky do naSich vysledku pfi porovnani s literaturou a je
potieba na néj brat zietel, protoze V literatufe se procentualni hodnoty vztahuji zejména K nové
diagnostikovanym pacientim.

Mutaéni status IGHV je vyznamnym prognostickym faktorem nejen u CLL pacientd. Pacienti
s geny pro IGHV, jenz nenesou somatickou mutaci, maji v§eobecn¢ horsi progndzu a kratsi dobu
preziti (Oscier et al., 2002). Mutaéni status byl vySetfen v molekularné biologické laboratoti u 48
pacientil, kdy pouze u Sesti pacientl (12 %) se vyskytovala somatickd mutace. Tito pacienti méli
tedy ptiznivéjsi prognozu s predpokladanym indolentnim prib&hem. Literatura udava, ze duplikace
2p je asociovana S nemutovanym stavem IGHV. Ten byl detekovan v praci Ma et al. (2011) u 76,5
% pacienti se zmnozenim 2p. V nasi praci je zastoupeni mutac¢niho stavu IGHV blizké hodnoté
V literatufe, protoze nemutovany stav IGHV u pacienti se zmnozenim 2p byl nalezen u 84 %.
Mutace v segmentu VH3-21 je podle Tobin et al. (2002) naopak $patnym prognostickym faktorem.
Mutace tohoto segmentu byla nalezena v nasem souboru u tfech pacientd se zmnozenim 2p.

Pfi nizkém zastoupeni aberaci nebylo zmnozeni 2p metodou aCGH zachyceno, nasledné
srovnani s metodou FISH vSak zmnoZeni u vétSiny pacienti potvrdilo. Celkem bylo kombinaci

aCGH a FISH potvrzeno zmnozeni 2p U vSech 53 pacientu.
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Duplikace kratkého ramene chromosomu 2 se podle Chapiro et al., 2010 neobjevuje v genomu
jako samostatna abnormalita. V této praci byla spoleéné s duplikaci 2p nalezena jesté jina
chromosomalni zména celkem u 49 pacienti (92 %). Pouze u 4 pacientti (8 %) se duplikace 2p
objevila jako solo aberace. V souboru pacienti s duplikaci 2p bylo sledovano 33 pacienti
s komplexnim karyotypem, u dalSich 11 pacientt se ptedpokldda, na zakladé vysledki FISH
a aCGH, taktéz vyskyt komplexniho karyotypu (a to i v ptipadé sledovani normalniho karyotypu ¢i
neuspésného cytogenetického vyseteni u téchto pacientl). Pouze u 9 pacientii nebyl komplexni
karyotyp prokazan. Nejcastéji byla spole¢né s duplikaci 2p sledovana delece 13914 v 65 %
pacientt. Ma et al. (2010) tuto aberaci u pacientti s 2p potvrdili u 60 %. Pfi porovnani zastoupeni
delece gentt ATM nebo TP53 je v praci Ma et al. sledovan rozdil v zastoupeni piiblizné o 10 %
nizsi, nez ve vysledcich této prace. Delece ATM byla v nasi praci u souboru pacientti s duplikaci
2p detekovana v 52 % (vs. 42,9 %) a delece TP53 byla v nasi praci nalezena v 20% zastoupeni
(vs. 31,4 %).

Dale byly graficky zpracovany nejcastéji zmnozené useky na kratkém rameni chromosomu 2.
Mezi kandidatni geny, které jsou zasazeny touto zménou, patii napiiklad MYCN, ALK, REL a dalsi,
zminuje se o nich V této souvislosti naptiklad Ma et al. (2011) nebo Jarosova et al. (2010). Celkem
U 74 % pacienti zasahovala duplikace 2p celé kratké rameno chromosomu 2 a S nim i zmiflované
kandidatni geny. U zbylych 26 % pacientd byly duplikované useky zna¢né heterogenni. Stejného
vysledku docilili i Jarosova et al. (2010), kteti potvrdili 75% duplikovani vsech tii geni MYCN,
ALK, REL spole¢né. Pro porovnani s jinou praci, Ma et al. pozorovali 83% zapojeni genu MYCN
Vv duplikacich 2p. V nasi praci byla telomericka oblast 2p25.3, nesouci gen MYCN, zmnozena
v 82 %. Gen MYCN funguje jako transkripcni faktor, je soucasti rodiny protoonkogent a ucastni se
bunécného ristu a proliferace. Dysregulace nebo overexprese MYCN je potvrzena az v 70 %
lidskych tumorti (Dang, 2012). Gen ALK koduje ALK-tyrosin kinasovy receptor, ktery je zapojen
do signalniho ptenosu. Tyto signalizaéni cesty jsou vyznamné v bunééném riastu, proliferaci a
diferenciaci. Protoonkogen REL hraje roli v piezivani a proliferaci B-lymfocytt. Patfi do rodiny
NF-kB transkripcnich faktorii, ktera reguluje geny podilejici se na apoptdze, zanétu a imunitni
reakci. Deregulace tohoto genu se uplatituje v onkogennich procesech (Barth et al., 2003).

V ramci diplomové prace byla statisticky vyhodnocena délka piezivani Kaplan-Meierovou
regresni metodou U kontrolniho souboru pacientii vV porovnani se souborem pacienti S duplikaci 2p.
Median prezivani celkového souboru pacientt s 2p byl 111 mésict (P = 0,0382). Median ptezivani
kontrolniho souboru byl 116 mésici. Zvlast’ pak byl zpracovan soubor, u né&jz se duplikace 2p
detekovala v dobé diagnézy a soubor (P = 0,0321), u nejz se duplikace 2p objevila az v pribéhu
onemocnéni (P = 0,2357). Vyznamny statisticky rozdil 32 mésicti v porovnani s kontrolou byl
pozorovan u souboru, kde byla aberace detekovana jiz v dobé diagndzy, median pieziti tohoto
souboru ¢inil 84 mésicl. Délka prezivani zavisi pfedevsim na aberacich, které méli pacienti v dobé

diagnozy a jak dlouho poptipad¢ trvalo, nez doslo ke klonalnimu vyvoji.
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Druhy soubor 41 pacientti byl vySetfovan pouze metodou FISH. Analyza zahrnovala 25 muzt a
16 Zen (1,56:1), median véku v dobé diagndzy byl 67 let s rozmezim 40 — 92 let, median véku
odpovida hodnotam v literature (Redaelli et al., 2004). Chromosomalni aberace (jakakoliv) se
vyskytla u 34 pacientt (83 %). Komplexni karyotyp nesouci nepfiznivou prognézu byl detekovan u
13 pacientt (32 %), 15 pacientd mélo jednu chromosomalni zménu (deleci 13ql4, deleci ATM,
trisomii chromosomu 12). Nemutovany status IGHV byl objeven u 25 pacientd (66 %), u 11
pacientl byl detekovan subgen VH1-69. Mutovany status IGHV mélo 13 pacientti (34 %). Krober
et al.,, 2002 udava 56% incidenci nemutovaného IGHV a 44% incidenci mutovaného IGHV.
Hodnoty se 1i8i o 10 % pravdépodobné z ditvodu malého souboru pacientd.

Delece 13q14 je nejcastéjsi zménou u pacientti s CLL a je spojovana s pfiznivou progndzou,
tato delece byla detekovana u 46 % pacientti. Hodnota je shodna s literaturou, ktera udava 40 — 60
% zastoupeni této delece (Dohner et al., 2000). Dle literatury se objevuje jak monoalelicka,
bialelicka tak i obé zaroven (Chena et al., 2008). Nejvice byla zastoupena monoalelicka i bialelicka
delece spoleéné (u 11 pacientd, 27 %). Druhou nejcastéjsi zménou sledovanou v tomto souboru
pacientti byla parcialni delece variabilniho segmentu genu IGH, ktery koduje tézky ftetézec
imunoglobulinu. V této praci byla zachycena u 34 % pacientd, Quintero-Rivera et al. (2009)
pozorovali tuto deleci u 26 % pacientd. Nase pozorovani tak neni zatiZzeno velkym rozdilem oproti
literatuie. Je vhodné podotknout, ze chromosomalni zména je fyziologicka a neovliviiuje progndzu
pacienta. Aberaci, ktera nese horsi prognozu je delece 3" konce IGH a piestavba IGH genu, ani
jedna z nich vSak pozorovana vV tomto souboru pacientti nebyla. Pacienti se zasazenymi geny TP53
del(17p) a ATM del(11q) patii do vysocerizikové skupiny (Pflug et al., 2014). Delece ATM se tyka
podle literatury asi 18 % nemocnych CLL. V této praci je ptitomna u 17 % pacientt, tudiz koreluje
s uvedenymi daty v literatufe (Dohner et al., 2000). VSichni pacienti s deleci ATM maji zaroven
nemutovany status IGHV. Delece pruhu 17p13, zasahujici vzdy tumor supresorovy gen TP53, je
V nasi praci zastoupena piiblizné dvakrat ¢asté&ji nez v literatute, kde je udavana v 4 — 9 %. Rozdil
muze byt zpusoben tim, Ze nase vysledky obsahuji i kontrolni vySetieni a literatura udava vysledky
vySetfeni pii diagnoze. V této praci byl nemutovany status IGHV objeven u 5/7 pacientli se
zasazenym genem TP53 (71 %). Cast&jsi zastoupeni vysoce rizikovych genomovych aberaci, jako
je delece 17p a delece 119 spole¢né s nemutovanym statusem IGHV se vyskytly i v praci Krober et
al., (2002) vyznamné Ccastéji. Trisomie chromosomu 12 byla vnasem souboru pacientt
vySetfovanych metodou FISH pfitomna ve 20 %, stejné ¢islo je udavano i Vv literatufe (D6hner et
al., 2000). ZmnozZeni 2p bylo detekovano pouze u tfi pacientd (7 %) a vtomto souboru se
neobjevilo jako samostatnd abnormalita — t0 odpovidd pozorovani Chapiro et al. (2010).
Zastoupeni duplikace 2p je v literatufe udavano pomérné ve velkém rozmezi. Nase vysledky se

téméi shoduji s vysledky Jarosova et al. (2010), kteti pozorovali 8% zastoupeni této abnormality.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo sestavit literarni piehled o chronické lymfocytarni leukemii a popsat u dvou
soubortl pacientil nejcastéjsi genetické zmény metodami cytogenetiky a molekularni cytogenetiky.

V ramci této diplomové prace byly vyhodnoceny metodou aCGH, v souboru 53 pacientt,
nejcastéji zmnozené oblasti na kratkém raménku chromosomu 2 a graficky zpracovany. Byly
potvrzeny kandidatni geny MYCN, ALK a REL, které byly vSechny spolecné zahrnuty u 74 %
pacientll se zmnozenim 2p. Ostatni zmnozené oblasti vykazovaly zna¢nou heterogenitu. Zmnozeni
oblasti na chromosomu 2 se vyskytuji zdroven S dal§imi negativnimi prognostickymi faktory, casto
se jedna o komplexni karyotypy, coz ma zasadni vliv na piezivani. Dale bylo statisticky
zpracovano piezivani pacienti s touto genetickou abnormalitou, ktera je jednou z vyznamnych
prognostickych faktord chronické lymfocytarni leukemie. Nejvyznamngjsi rozdil byl objeven u
skupiny pacientd, kterym bylo 2p+ detekovano jiz v dobé diagndzy. Median ptezivani této skupiny
¢inil 84 mésici, tedy o 32 mésiclh méne, nez bylo u skupiny kontrolni. Tento vysledek poukazuje
na vaznost zmnozeni 2p u pacienti s CLL. V rutinni praxi vsak neni prozatim tato aberace
vySetfovana, do budoucna by bylo vhodné zvazit jeji zafazeni do rutinnich vySetfeni u pacientii
s CLL z dtivodu pfesnéjsi volby 1écby.

V druhé skupiné 41 pacientt byly uspésné metodou FISH s CLL panelem sond detekovany
nejcastej$i  genetické aberace pozorované u CLL pacientl a jejich zastoupeni porovnano
s literaturou. Nejvice pozorovanou zménou byla delece 13ql4, nasledovala parcialni delece
V segmentu IGH. Trisomie chromosomu 12 se spolu s deleci ATM a TP53 objevily ve stejném

pocetnim zastoupenti.
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