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Anotation:
This thesis is focused on mutation status and other chromosomal changes in chronic
lymphocytic leukemia. CLL is a lymphoproliferative illness with a low malignancy based
on clonal proliferacy of malignatly transformed B lymphocytes. Although this is the most
frequent malignant illness in western population, the cause leading to its origin has not been
yet clearly given. Identifying prognostic markers has a significant meaning in identifying
the illness prognosis, the choice of treatment strategy, and it influences general survival
of patients.

The aim of this thesis is to describe the frequency of the most usual mutations
in patients suffering from CLL. All the results obtained from CLL patients were acquired

from the Hospital in Ceské Budg&jovice from 2016 to 2018.
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1 Uvod

Chronicka lymfaticka leukémie (CLL) je jednou z nejcastéjsich leukémii v zapadnich zemich
(Scarfo et al.,, 2016). Piestoze se jedna pfevazné o nizce agresivni onemocnéni,
existuji i agresivnéj$i formy spojené s horSim klinickym pribéhem. Tato heterogenita
klinického pribéhu byla diive nevysvétlitelna, dokud studie nezjistily, ze CLL klony jsou
Charakterizovany odliSnymi fenotypovymi a genotypovymi rysy u ruznych pacientd
(Ferrarini et al., 2012). Pro lepsi informovanost nové diagnostikovanych pacienti o prub&éhu
jejich onemocnéni, byly zavedeny stagingové systémy dle Raie a Bineta. Tyto systémy sice
slouzi k predpovidani pteziti pacienti s CLL, ale nezohlediuji jiné biologické vlastnosti
bun¢k CLL, které mohou ovlivnit pribéh onemocnéni a reakci na 1é¢bu (Amaya-Chanaga,
Rassenti, 2016).

Diky novym molekularné genetickym metodam byly ziskany dalsi poznatky v oblasti
patogeneze CLL a identifikovany moderni prognostické markery, jako je mutacni stav
tézkého fetézce imunoglobulinu (IGHV), exprese CD38 a ZAP70 u leukemickych bunék
a cytogenetické abnormality, které maji stéZejni vliv na klinicky prabéh choroby,
volbu lé¢ebné strategie a celkové pieziti pacientti (Parikh, Shanafelt, 2016). Ve sv¢é bakalaiské
praci popisuji patologickou tlohu téchto prognostickych markerti a podrobné se zabyvam

frekvenci nej¢astéjsich mutaci u pacientd s CLL.



2 Chronicka lymfaticka leukémie (CLL)

Chronickd lymfatickd leukémie (CLL) je nizce agresivni lymfoproliferativni onemocnéni,
jehoz podstatou je pfeména zralych lymfocyti v maligné transformované bunky (Adam,
Vorli¢ek, 2001). V 95 % CLL vznika transformaci jediného klonu B-lymfocytu, ktery pii
diferenciaci zlstal ve stadiu ¢asného nebo intermediarniho B-lymfocytu a nepokracuje
k normalnimu koneénému vyvojovému stadiu (Friedmann, 1994). Tyto lymfocyty
se nekontrolovateln¢ mnozi, neplni svoji plivodni funkci a posSkozuji organismus.
Vyznaduji se dlouhou Zivotaschopnosti, protoze nepodléhaji apoptoze® tak rychle, jako zdravé
buiiky. Postupné dochézi k akumulaci?® nadorovych bundk v kostni dfeni, krvi, miznich
uzlinach a sleziné. V kostni dieni potlacuji zdravou krvetvorbu, coz ma za nasledek
nedostatek krevnich bunék (Brychtova et al., 2016).

Chronickéd lymfaticka leukémie je nejcastéjSim typem leukémie v zédpadni populaci
(Hallek, 2017). V Evropé a Severni Americe tvofi zhruba 25-30 % vSech leukémii.
Incidence® v Evropé je 3/100 000 (Adam, Vorlicek, 2001). Onemocnéni postihuje pievazné
pacienty ve vysSim véku a medidn pfi stanoveni diagndzy se pohybuje mezi 67 a 72 lety.
CLL se vyskytuje dvakrat ¢astéji u muzii nez u zen (Hallek, 2017).

Pficina vedouci ke vzniku onemocnéni zatim nebyla jednoznacné uréena.
Rodinny vyskyt chronické lymfatické leukémie je vzacny, ale bylo prokazéno, Ze piimi
pfibuzni pacientli s chronickou lymfatickou leukémii maji vyS$i pravdépodobnost
onemocnéni touto nemoci nebo jinym nadorovym onemocnénim lymfatického systému
(Brychtova et al., 2016).

Termin chronicka lymfatickd leukémie (CLL) je pouzivan také pro Sir$i skupinu
lymfoproliferativnich onemocnéni, které se projevuji vyplavovanim malych lymfocyti
do periferni krve. Krom& B-chronické lymfatické leukémie fadime do této skupiny také
T-chronickou lymfatickou leukémii, B a T-prolymfocytarni leukémii, splenicky lymfom
s viloznimi lymfocyty a chronickou lymfatickou leukémii s velkymi granularnimi lymfocyty

(Adam, Vorli¢ek, 2001).

! Programovana smrt buiiky (Vokurka, Hugo et al., 2006).
? Hromadéni (Vokurka, Hugo et al., 2006).
¥ Pocet nové vzniklych piipadii dané nemoci ve vybrané populaci za uréité ¢asové obdobi (Vokurka, Hugo et al.,
2006).
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3  Vyvoj lymfocyti

Proces tvorby lymfocyti se oznacuje jako lymfopoéza. Hematopoeticka kmenovéa buika
je spole¢na pro lymfocyty a ostatni krvinky. Diferenciaci kmenovych bunék vznikaji
matefské bunky zvlast pro granulocyty, erytrocyty, trombocyty a zvlast pro lymfocyty
(Nemeth, Bodine, 2007). V dal$im vyvoji vznikaji kmenové prekurzorové bunky lymfoblasty,
ze kterych dalSi diferenciaci a zranim vznikaji prolymfocyty, které se uz dale nedéli
a dozravaji v lymfocyty (And¢l, Kozak, 2001).

Lymfopoéza miize byt klasifikovdna do 2 typl: primdrni a sekundérni.
Primarni lymfopoéza probiha extravaskularné v centralnich lymfatickych organech (kostni
dienia brzliku) a je spojena s po&atecni produkei imunokompetentnich® T a B-lymfocyti.
Sekundarni lymfopoéza probihd v perifernich lymfatickych organech, kterymi jsou slezina,
lymfatické uzliny, lymfatické tkané ve sliznicich gastrointestinalniho a respira¢niho traktu.

Zajistuje udrzeni hladin lymfocytd v krvi a imunologickou integritu jedince (Harper, 1974).

3.1 Lymfoblast

Lymfoblast je nezrala bunka lymfatické fady a prekurzor B a T-lymfocyti. Tvar lymfoblastu
je kulaty s primérem okolo 14 pum. Uvniti obsahuje kulaté jadro s jemnou chromatinovou
strukturou a jednim jadérkem (vzacné nékolik aktivnich jadérek) (Andél, Kozdk, 2001).
Jadro lymfoblastu je pomérné velké a zaujima piiblizné¢ 80 % celkového objemu bun¢k.
Cytoplazma je bazofilni a neobsahuje granula (Rozenberg, 2011).

Lymfoblast leukemickych bunck se lisi velikosti a tvarem. Chromatin je hustsi nez
u normalniho lymfoblastu, ale retikularni vzor zlstava zachovan. Jadro je indentované nebo
ma nepravidelny tvar. Mohou byt viditelné jedno az dvé jadérka. Bazofilni cytoplasma muze

obsahovat velka azurofilni granula nebo vakuoly (Harper, 1947).

3.2 Prolymfocyt

Prolymfocyt je charakterizovan o néco hrubS$i chromatinovou strukturou nez lymfoblast.
Jeho primér je 14-15 um. Jadro se obvykle nachazi v excentrické pozici a mize byt patrné
jadérko. Bazofilni cytoplazma ma hyalinovy nebo transparentni vzhled a mize obsahovat

azurofilni granula (Harper, 1974).

* Buiiky zprostfedkovavajici imunitni odpoved’ (Vokurka, Hugo et al., 2006).
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3.3 Lymfocyt

Zraly lymfocyt je mensi velikosti nez nezral¢ bunky a ma hrubou kondenzovanou
chromatinovou strukturu bunééného jadra. V ném se nachdzi jedno malo aktivni jadérko
prstencitého tvaru. Tvar jadra je kulaty nebo oplostély. Cytoplazma je lehce bazofilni
a uvnitt mize byt nékolik azurofilnich granul. Lymfocyty délime do dvou zakladnich skupin

na B a T-lymfocyty (Andél, Kozak, 2001).

3.3.1 T-lymfocyty

T-lymfocyty jsou odvozeny od thymu®, kde probiha i jejich diferenciace. Nejvice T-lymfocyta
se nachdzi v periferni krvi, kde predstavuji pfiblizné 70 % vSech lymfocytl. Vyznacuji
se dlouhou Zivotnosti, nékteré z nich az nékolik mésicti nebo let. T-bufiky maji schopnost
recirkulace, diky které mohou pfestupovat z krve do lymfatickych tkani a poté se vracet zpét
do krve. Jejich fenotypickym markerem je CD2. Rozdélujeme je do dvou skupin.
Bunky supresorové, cytotoxické nesouci fenotypicky znak CDS8, a builkky pomocné, které
nesou znak CD4. Hlavni funkce T-lymfocytd je buiikami zprostfedkovana imunita (Andé¢l,

Kozak, 2001).

3.3.2 B-lymfocyty

Oznaceni pro B-lymfocyty pochazi od Fabriciovy burzy u ptdki a diferencuji se v kostni
dfeni. Tvofi zhruba 25 % lymfocyti cirkulujicich v periferni krvi. VétSina z nich zije kratkou
dobu, 10 az 20 dni. Od T-lymfocytl se lisi tim, Ze se z tkani nevraceji zpét do krevniho
ob¢hu. Jejich fenotypickym znakem je CD10, CD19 a CD20 a piitomnost povrchovych
imunoglobulinti (And¢l, Kozak, 2001). Kone¢nym diferenciatnim stadiem B-lymfocytd
je plazmaticka buiikka. B-lymfocyty produkuji protilatky proti specifickému antigenu
a jsou zodpovédné za humoralni imunitu (Tobén et al., 2013). Poruchy vyvoje B-bun¢k
zpiisobuji ur€ité vrozené imunodeficience, leukémie a lymfomy nebo autoimunitni

onemocnéni (Lebien, Tedder, 2008).

> Brzlik (Vokurka, Hugo et al., 2006).



@

: o After division,
multipotent hematopoietic ;
some cells remain
stem cell (hemocytoblast)
stem cells.

{
°

myeloid stem cell

Stem cells go down one of two paths, depending
on the chemical signals received.

}
°

lymphoid stem cell

e
erythrocyte

U
- @

mast cell myeloblast

v

®

small lymphocyte

Y/ \

natural killer cell
(large granular
lymphocyte)

megakaryocyte ( @
l ‘ ‘ ‘ T lymphocyte B lymphocyte
2 N
X
© v &
platelets basophil  neutrophil eosinophil monocyte
| plasma cell
S /1 &
PL =
,,V’/—
macrophage dendritic cell

Obr. 1: Hematopoéza®(https:

/Ibio.libretexts.org).

® Krvetvorba (Vokurka, Hugo et al

., 2006).



4  Priznaky a pribéh nemoci

Klinicky pribéh chronické lymfatické leukémie (CLL) je velmi variabilni, od indolentnich
forem az po pacienty S agresivnim a rychle se rozvijejicim onemocnénim (napft. defekt genu
TP53 a ATM) (Puiggros et al., 2014). Ve vétsing piipadu se choroba rozviji a postupuje velmi
pomalu v prib&éhu mésici a let, proto je obtizné zachytit toto onemocnéni v prvotnich stadiich
rozvoje. Typické je dlouhotrvajici asymptomatické obdobi, béhem kterého dochazi k mnozeni
nadorovych bunék v organismu. U vétSiny nemocnych je diagnéza CLL zachycena ndhodné
pii vySetieni krevniho obrazu (Brychtova et al., 2016). Pozorovatelné jsou pouze abnormality
v periferni krvi, jako napf. lymfocytéza’ (Panovska, Doubek, 2013).

Pokud onemocnéni neni zachyceno nahodné z krevniho obrazu, jednim z prvnich
ptiznaki, které na sob€ pacient pozoruje, je nebolestivé zvétSeni nekteré lymfatické uzliny.
Celkové klinické projevy chronické lymfatické leukémie, tzv. B-symptomy se objevuji
az pii pokrocilejsi fazi onemocnéni, pfi obrovském poctu malignich bunék. Jsou zptisobeny
cytokiny®, produkovanymi B-CLL buiikami nebo autoimunitnim mechanismem.
Mezi B-symptomy patii: horecka nad 38 °C, zvySené (no¢ni) poceni, vétsi ibytek hmotnosti
(vice jak 10 % hmotnosti za pul roku), celkova slabost, inava, dusnost, bledost, buseni srdce,
huceni v usich nebo bolesti na hrudi (Palasek et al., 2003).

U 15-30 % pacientd miZe byt pozorovana anémie® a trombocytopenie™ v disledku
infiltrace kostni dfené. Pfi nedostatku krevnich desti¢ek dochéazi u pacienti K porucham
krevniho srazeni a k opakovanym krvacenim zran a nosu. Castymi komplikacemi CLL
jsou také infekce zpusobené nedostate¢nou funkci humoralniho a bunééného imunitniho
systétmu, kde dochazi k poskozeni T-lymfocytli, NK-bunék, neutrofilli a makrofagi
(Rodrigues et al., 2016).

Vzacné u 5-10 % pacienti muze dojit k rozvoji tzv. Richterova syndromu,
ktery je definovan jako transformace CLL v agresivnéjsi a htife 1é¢itelnou formu leukémie.
Nejcastéji se jednd o diftzni velky B-bunécény lymfom. Piedpokladem pro vznik Richterova
syndromu je piitomnost B-symptomu a znamek agresivniho onemocnéni, dale také zhorSeny

vykonnostni stav a rychly nartst velikosti lymfatickych uzlin (Rodrigues et al., 2016).

’ Zvyseny poet lymfocytii v krvi (Vokurka, Hugo et al., 2006).
8 Latky bilkovinné povahy produkované buiikami a slouzici k jejich vzijemnému ovliviiovani a predavani
informaci (Vokurka, Hugo et al., 2006)
¥ Chudokrevnost, nedostatek hemoglobinu a Gervenych krvinek (Vokurka, Hugo et al., 2006).
19 Nedostatek krevnich desticek v krvi (Vokurka, Hugo et al., 2006).
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5  Diagnostika CLL

Diagnostika CLL je zalozena na vySetfeni krevniho obrazu s diferencialnim rozpoctem,
mikroskopickém zhodnoceni natéru periferni krve a priitokové cytometrii periferni krve
(Valekova et al.,, 2014). Dle doporuceni International Workshop on CLL (IWCLL)
je pro diagnozu leukémie vyzadovana piitomnost alespoit 5 x 10%/1 (5000/ul) monoklonalnich
B-lymfocytd v periferni krvi po dobu del$i nez tfi mésice. Leukemické buiky jsou
morfologicky malé, zrale-vypadajici lymfocyty stzkym lemem cytoplazmy a hutnym
jadernym chromatinem bez viditelného jadérka. Jsou extrémné kiehké a mohou se Castecné
zlomit pifi ptipravé krevniho natéru. Zbytky jader rozpadlych leukemickych bunck jsou
oznacovany jako tzv. Grumprechtovy stiny (Delgado et al., 2013).

Krom¢ dikladného morfologického zhodnoceni periferni krve je nejspolehlivéj$im
testem pro diagnézu CLL imunofenotypizace™ pomoci pritokové cytometrie (Delgado et al.,
2013). Leukemické bunky koexprimuji na svém povrchu T-bunéény antigen CD5 a exprimuji
B-bunécny antigen CD19, CD20 a CD23. Hladiny povrchového imunoglobulinu CD20,
CD79b jsou snizeny ve srovnani Snormalnimi B-lymfocyty (Hallek et al., 2008).
K cytometrické diagndze CLL a diferencialni diagnostice je mozné vyuzit skdrovaci systém
Royal Marsden zalozeny na expresi péti povrchovych znakl nadorovych lymfocyti (Doubek
etal., 2018)

Tab. I: Diagnosticka kritéria CLL dle IWCLL (pfevzato z Doubek et al., 2018).
B-lymfocyty v periferni krvi > 5 x 1071

Morfologicky <55 % atypickych bunék (napt. prolymfocyty) v periferni krvi

Typicky imunofenotyp

Tab. 1I: Skore pro stanoveni diagndzy CLL pritokovou cytometrii (pievzato z Doubek et al.,
2018).

Ukazatel Body (1) Body (2)
CD5 pozitivni negativni
CD23 pozitivni negativni
CD79% slabé silné
FMC7 negativni pozitivni
slg slabé silné

1 Stanoveni fenotypu na zakladé imunologické detekce povrchovych znaki (markert) bungk (Vokurka, Hugo
et al., 2006).
7



Obr. 2: Morfologicky obraz CLL v periferni Krvi (http://www.medicabaze.cz/).

Pro stanoveni diagnozy chronické lymfatické leukémie jiz neni nutné vysSetfeni kostni dfen¢.
Maligni klon B-lymfocyti I1ze jednoznaéné identifikovat v periferni krvi. VySetfeni kostni
diené je provadéno spiSe k objasnéni etiologie anémie ¢i trombocytopenie (Valekova et al.,
2014). Biopsie kostni diend obvykle vykazuje hypercelularitu™® v diisledku zvyseného
procenta zralych lymfocyti. RozliSujeme ¢tyfi modely lymfocytarni infiltrace v kostni dieni,
modularni, intersticialni, smiSeny a difuzni. Difizni model je obvykle spojen s pokrocilym
onemocnénim. V kostni dieni je také snizené mnozstvi erytroidnich a myeloidnich bunck
(Kipps et al., 2017).

K posouzeni stupnd lymfadenopatie’® nebo organomegalie®* jsou pouzivany
zobrazovaci metody jako rentgenové vySetieni hrudniku, ultrazvuk dutiny bfiSni nebo

CT vysetieni (Maurer, Hallek, 2013).

2 Nadmérné zmnozeni bunék (Vokurka, Hugo et al., 2006).
13 Zvétseni lymfatickych uzlin (Vokurka, Hugo et al., 2006).
1 Zvétseni organti (Vokurka, Hugo et al., 2006).
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6  Prognostické faktory

Pribéh CLL je u pacienti vyrazné ruznorody. V nckterych piipadech pacienti vykazuji
indolentni pribéh onemocnéni, zatimco u jinych onemocnéni postupuje velmi rychle
a je spojeno s agresivnéj$im chovanim choroby. Proto je nezbytné ziskat informace
0 individualni prognéze pacienta, aby bylo dale mozné definovat terapeutickou strategii
(Kay, Shanafelt, 2007). Prognostické faktory lze rozdé€lit na tzv. klasické a nové prognostické
faktory (Motyc¢kova et al., 2011).

6.1 Klasické prognostické faktory

Mezi klasické prognostické faktory patii stanoveni klinického stadia CLL a zdvojovaci Cas
lymfocyta (LDT). Dalsi markery, které ovliviiuji prognoézu pacienta, jsou morfologie CLL
bunék v periferni krvi, typ CLL infiltrace v kostni dieni, v&k, pohlavi a performance status

(PS) pacienta v dob¢ diagn6zy (Motyckova et al., 2011).

6.1.1 Klinicky staging

Klinické stadium onemocnéni slouzi k rozhodnuti o 1é¢ebné strategii a k odhadu prognozy
pacienta. V klinické praxi jsou pouzivany dva zakladni klasifikacni systémy: klinicky staging
dle Raie a Bineta (Hadrabova, 2015). Jsou snadno pouzitelné a zaloZzené pouze na klinickych
udajich. Berou v uvahu postizeni lymfatickych uzlin, sleziny a jater i pfitomnost cytopenii

(anémie a trombocytopenie) (Rodrigues et al., 2016).

6.1.1.1 Klasifikace dle Raie

Klasifikacni systém dle Raie byl poprvé piedstaven vroce 1975 a byl zalozen na péti
klinickych stadiich oznac¢enych fimskymi ¢islicemi od 0 po IV. Pacienti se stadiem 0 az I byli
spojeni s pfiznivou progn6zou, zatimco pacienti ve stadiu III a IV vykazovali pomérné kratké
preziti. Prognéza pacientll se stadiem II byla stfedni (Beutler et al., 1995). Originalni
klasifikace dle Raie byla v roce 1987 modifikovana a z ptivodnich péti prognostickych skupin
zustaly pouze tii, které definuji tfi prognostické skupiny pacientd s nizkym (stadium 0),
sttednim (stadium | a II) a vysokym (stadium Il a IV) rizikem (Kaur, 2018). Pacienti
S nizkym rizikem maji medidn celkového preziti delsi jak 150 mésicil, narozdil od pacientt
se stfednim a vysokym rizikem, kde median ¢ini pfiblizné 90 a 19 meésict (Beutler et al.,
1995).



Tab. I11: Klinické stadium CLL — klasifikace dle Raie (pfevzato z Panovska, Doubek, 2013).

Pivodni Median OS
Modifikovany Rai )
Rai (mésice)

nizké riziko (LR) pouze lymfocytdza 0 > 150
lymfocytdza / lymfadenopatie / splenomegalie / 101 (I
stfedni riziko (IR) Y Y Y P ) P J -1l M
hepatomegalie 71 (1)

vysoké riziko (HR) Hb < 110 g/l a Pt < 100 x 107/ H-v 19

6.1.1.2 Klasifikace dle Bineta

V roce 1981 byl navrhnut tristupniovy klasifikaéni systém dle Bineta. Nejpokrocilejsi stadium
(stadium C) popisuje pacienty, ktefi maji anémii nebo trombocytopenii zptisobenou dysfunkci
kostni difené. Zbyvajici pacienti jsou rozdéleni do dvou kategorii, A a B, které jsou zalozeny
na poctu zasazenych lymfatickych oblasti. Lymfatickych oblasti bylo definovano pét: kréni,
axilarni, femoralni oblast, slezina a jatra. Pacienti v kategoriich A a B maji mén¢ nez tfi nebo

ti a vice postizenych oblasti (Beutler et al., 1995).

Tab. 1V: Klinické stadium CLL — klasifikace dle Bineta (pfevzato z Panovska, Doubek,
2013).

Binet Median OS (mésice)
Hb > 100g/1 a plt > 100 x 107! 7adna az dvé oblasti nedosazen
B | Hb>100g/l aplt> 100 x 10! tfi a vice oblasti 84
Hb < 100 g/l a plt < 100 x 107/ libovolny pocet 24

6.1.2 Zdvojovaci ¢as lymfocyti

Zdvojovaci ¢as lymfocytd (LDT) je doba, za kterou dojde ke zdvojnasobeni poc¢tu lymfocytt
v periferni krvi. Nemocni, u kterych je LDT del$i neZz 12 mésicii, maji velmi dobrou
progndzu, zatimco LDT krat§i nez 12 mésicl, predpovida rychlou progresi onemocnéni
s medianem pieziti (OS) 58 mésict (Vinolas et al., 1987). V soucasné dobé je spiSe uzivano
kritérium Sest mésict. Zdvojovaci ¢as lymfocytu nizsi nez Sest mésict ¢i nartst absolutniho
poctu lymfocytlh o 50 % za dobu kratsi nez dva mésice, patii mezi kritéria zahajeni 1écby

(Motyckova et al., 2011).
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6.2 Nové prognostické faktory

Béhem poslednich nékolika let doslo k velkému pokroku v oblasti molekularné genetickych
a cytogenetickych metod (klasickd cytogenetika, fluorescen¢ni in situ hybridizace, ¢ipova
technologie nebo sekvenovani nové generace), diky kterym byly definovany specifické
chromozomalni aberace, genové mutace a dal§i markery CLL. Vyznamné ovliviiuji prognozu
pacienta a dalsi terapeuticky postup (Navrkalova et al., 2015). Mezi nové prognostiké faktory
patii mutacni stav té¢zkého fetézce imunoglobulinu (IGVH), ZAP70 a CD38, sérové markery

a cytogenetické abnormality (Smolewski et al., 2013).

6.2.1 Mutacni stav IGVH

Variabilni oblast tézkého fetézce imunoglobulinu (IGVH) funguje jako dalezity prognosticky
faktor u pacienti s CLL (Rozovski et al., 2018). Ptitomnost tohoto prognostického markeru,
umoziuje rozdélit pacienty CLL do dvou zakladnich skupin sjasné odliSnymi
klinicko-biologickymi rysy. Tyto skupiny se li§i tim, zda v leukemickych bunkach doslo,
¢i nedoslo k somatické hypermutaci IGVH genti (Adam et al., 2008; Navrkalova et al., 2015).

U mutovaného IGVH genu dochazi kvyvoji CLL az po reakci B-lymfocytu
santigenem, ktery proSel germinalnim (zarode¢nym) centrem lymfatické uzliny.
Klinicky priabéh onemocnéni je piiznivy a vykazuje dobré 1é¢ebné vysledky (Adam et al.,
2008; Navrkalova et al., 2015). Jako nemutovany oznaCujeme IGVH gen s vice nez 98%
sekvenéni homologii s genem zdrodecné linie. Tato hranice byla stanovena arbitrarné
(Rozovski et al., 2018). Leukemické bunky s nemutovanym IGVH se s antigenem sice
setkaly, ale poté u nich nedoslo k somatické hypermutaci. CLL z naivnich (pregerminalnich)
B-lymfocytil, které neprosly germindlnim centrem, vykazuje agresivni pribéh onemocnéni
spojeny s vyssi frekvenci genomovych abnormalit a hor$i prognézou (Adam et al., 2008;
Navrkalova et al., 2015).

Median celkového preziti (OS) pacienti s nemutovanymi IGVH geny (95 mésicii)
je vyrazné krat$i v porovnani s mutovanymi IGVH geny (295 mésicii). Vyjimku tvoii geny
IGVH3.21, které jsou spojeny se Spatnou prognézou bez ohledu na jejich mutaéni stav (Adam
et al., 2008).
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Obr. 3: Schéma biologickych rozdili mezi mutovanymi a nemutovanymi B-CLL klony

(https://www.biooncology.com/html).

6.2.2 ZAP70aCD38
Dalsimi prognostickymi markery jsou molekuly zeta-asociovany protein (ZAP70)
a transmembranovy glykoprotein CD38. Vyssi hladina exprese téchto molekul je asociovana
s nemutovanym IGVH genem a agresivnéjSim pribéhem onemocnéni. CD38 je exprimovan
ve vysokych hladinach v prekurzorech B-bunék, germinalnim centru B-buné¢k, plazmatickych
bunikach a v nizkych hladinach i v cirkulujicich B-bunikach. ZAP70 je exprimovan na povrchu
T-bunék a predava signaly z T-bunécného receptoru (Parker, Strout, 2011).

Oba tyto markery se dfive pouzivaly ke stanoveni mutac¢niho stavu IGVH gent,
ale bylo zjisténo, Ze jejich exprese se méni v zdvislosti na klinickém pribéhu choroby,
proto dnes slouzi pouze jako doprovodné prognostické markery k vysetfeni muta¢niho stavu

IGVH (Navrkalova et al., 2015).

6.2.3 Sérové markery

Diky studiim bylo zjisténo, Ze sérové markery CD23, thymidinovd kindza (TK)
a f2-mikroglobulin mohou piedpovidat pteziti. Vysoka hladina B2M (> 3,5 mg/l) je spojena
s horsi prognézou onemocnéni (Hallek et al., 2008; Thompson et al., 2015). Thymidinova
kin4za je produkovana de€licimi se bunikami a vysoka hladina je spojena se zvySenou CLL
proliferaci. CD23 je produkovéan leukemickymi buiikami a funguje jako nadorovy marker

(Parker, Strout, 2011).
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6.2.4 Cytogenetické prognostické faktory

Ziskané genetické zmény se vyskytuji u vice nez 80 % pacientii s CLL a hraji diilezitou roli

V patogenezi onemocnéni. Jejich identifikace ma zésadni vyznam pro stanoveni progndzy

onemocnéni, volbu 1éCebné strategie a OS nemocnych (Navrkalova et al., 2015).

Genetické markery od sebe umoziuji rozlisit formy nemoci, které budou postupovat rychleji,

maji horsi odpovéd’ na terapii a vyzaduji zahdjeni 1éCby v pocatecnich stadiich nemoci,

od forem, které maji stabilni klinicky pribéh a neni nutné u nich zahajit terapii diive nez
za n¢kolik let (Kozak, 2008).

Rozvoj novych technik jako fluorescencni in situ hybridizace (FISH) vyrazné zvysil

detekci numerickych a strukturdlnich chromozomalnich abnormalit u CLL. Nej¢astéjSimi

cytogenetickymi alternacemi definovanymi pomoci metody FISH jsou delece 13q14, 11q22-

023, trizomie 12 a delece 17p13 (Dohner et al., 2000).

Tab. V: Chromozomalni aberace u CLL a celkové pieziti (pfevzato z Kozak, 2008).

Karyotyp % pacienti Median preziti (mésice)
delece 17p 6 32
delece 11q 20 79
trizomie 12 16 114
delece 13q 36 113
normalni karyotyp 18 111
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Obr. 4: Delece chromozomu 11qg a chromozomu 13q (pievzato z Kiefer et al., 2012).
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6.2.4.1 Delece 13914

Delece dlouhého raménka 13. chromozomu, zahrnujici oblast 13ql4, predstavuje jednu
Z nejcastéjsich cytogenetickych aberaci CLL. Tato genetickd abnormalita byla detekovana
pomoci molekularné genetické metody FISH zhruba u 55 % pacientd (Hallek, 2017).
Je spojena se stabilnim klinickym pribéhem, dobrou prognézou a mutovanym IGVH genem.
Median celkového pieziti (OS) ¢ini 133 mésict (Panovska, Doubek, 2013).

Deletovana oblast 13q14 zahrnuje dva mikro RNA geny, miR-15-a a miR-16-1,
které jsou deletovany nebo downregulovany ve vétSiné piipadia CLL (Boelens et al., 2009;
Chiorazzi et al., 2005; Roosbroeck, Calin, 2016). MiRNA jsou kratké nekodujici molekuly
RNA dlouhé 19-25 pard bazi. Jejich hlavni funkci je regulace genové exprese. Navazanim
na molekulu mRNA brani ptekladu do bilkovin. Zasahuji témét do vSech signalnich,
metabolickych a regula¢nich drah, ¢imZz se podileji na wudrzovani homeostazy.
Jejich hladina se ve tkanich a télnich tekutinach méni vlivem wvnéj$ich stimul nebo
pritomnosti riznych onemocnéni. Ovliviuji fadu fyziologickych procesi, jako je bunécna
proliferace, diferenciace nebo apoptdza, a maji tak vyrazny vliv na vyvoj nadorovych
onemocnéni (Novak, 2016).

RozliSujeme dva typy mikroRNA, tumor supresorové a  onkogenni.
Tumor supresorové miRNA tlumi expresi onkogenll a jejich hladina je u nadorti sniZena.
Funkci onkogennich miRNA je inhibice tumor supresorovych gend. V nadorech jsou
nadmérn€ exprimovany a jejich hladina je zvySena v porovnani se zdravou tkani (Bartosik,
Jirakova, 2018). MiRNA kodované lokusem miR-15-a a miR-16-1 funguji jako supresory
nadori (Boelens et al., 2009).

Tumor supresorové geny jsou geny koédujici proteiny, které reguluji bunéény cyklus
a hraji dulezitou roli pfi prevenci vzniku nadorovych bunék. Pomoci riiznych mechanismi
mohou zastavit bunééné déleni, opravit poSkozenou DNA nebo zplsobit apoptéozu bunék,
u kterych nemize byt poskozend DNA opravena. Pokud jsou tumor supresorové geny
pozménény nebo inaktivovany v disledku mutace, koduji proteiny, které jsou méné efektivni
pfi kontrole bunécné¢ho rlstu a oprav. Nekontrolovatelny rlst poSkozenych bunck vede
k rozvoji nadorového onemocnéni (Eldridge, 2019).

Tumor supresorova funkce miR-15-a a miR-16-1 je zprostfedkovana pfimym plisobenim
na gen BCL2, ktery je ¢lenem rodiny regulac¢nich proteini (Hardwick, Soane, 2013;
Pekarsky et al., 2018). BCL2 regula¢ni proteiny jsou schopné regulovat permeabilitu

mitochondridlni membrany béhem apoptoézy. Tim dochdzi k translokaci apoptogenniho
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proteinu cytochromu c*®> do cytoplazmy a aktivaci proteolytickych proteind zpisobujicich
bunécnou smrt (Shimizu et al., 1999). BCL2 reagulacni proteiny byly poprvé identifikovany
v souvislosti s B-bunéénym folikularnim lymfomem (Tzifi et al., 2011). Jsou rozdéleny
do dvou podskupin, tzv. pro-apoptické (napt. BAK, BAX) a anti-apoptické (napt. BCL2,
BCL-XL, BCL-W) (Opferman, Kothari, 2018).

Antiapoptické proteiny BCL2 a BCL-XL se vazi na vnéjsi mitochondridlni membranu
a inhibuji apoptdzu tim, ze brani uvoliiovani cytochromu c¢ z mitochondrie do cytoplazmy.
Proapoptické proteiny BAK a BAX zvySuji propustnost membrany a indukuji uvoliovani
cytochromu ¢ z mitochondrie (Papaliagkas et al., 2007). Mir-15-a a miR-16-1 snizuji
transkripéni hladiny anti-apoptického proteinu BCL2, ¢imz se podporuje apoptoza (Boelens
et al., 2009).

Delece 13ql4 vede k vymazani supresorovych geni miR-15-a a miR-16-1
a je hlavnim divodem nadmérné exprese BCL2 u CLL (Majid et al., 2008). Krom¢ téchto
miRNA bylo studovéano nékolik dalsich genti lokalizovanych v minimalni deletované oblasti
(MDR), napt. gen DLEU7 nebo DLEU2, které by mohly spolupracovat s miR-15-a
a miR-16-1 jako supresory nadori (Navrkalova et al., 2015).

V nedavnych studiich byly zminény dva typy deleci 13q14, tzv. kratky typ (typ D),
ktery ma bod zlomu blizko lokusu miR-15-a a miR-16-1 a nezahrnuje gen RB1, a typ vétsi
(typ II), ktery zahrnuje RB1 spojeny s vétsi genomickou slozitosti a agresivnéj$im pribéhem
(Grygalewicz et al., 2016).

Retinoblastom gen 1 (RB1) se nachazi v oblasti 13q14. Tento gen koéduje jaderny
protein, ktery ptsobi jako kontrolni bod v G1 fazi bunééného cyklu. Gen RBI1 je defektni
nebo zcela chybi u vétsiny tumort a predpoklada se, Ze defekt RB1 hraje patogenickou roli
v CLL (Beutler et al., 1995).

Delece 13q14 mohou byt také heterozygotni (monoalelické) nebo homozygotni
(bialelické). Bialelické delece se vyskytuji u 30 % pacienttl s deleci 13q14, jsou popisovany
jako typ I a nezahrnuji gen RB1. Typ II je Castéjsi a jedna se pievazné o monoalelické delece

(Grygalewicz et al., 2016).

1> Soucast dychaciho fetézce, podili se na transportu elektrontl v membrané mitochondrie (Vokurka, Hugo et al.,
2006).
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6.2.4.2 Trizomie 12+

Trizomie 12. chromozomu je tfeti nejéastéjsi chromozomalni aberaci CLL. Postihuje 10-20 %
pacientll a Casto se vyskytuje jako jedinad cytogeneticka alternace. Miize vSak byt 1 spojena
S ostatnimi chromozomalnimi aberacemi (napi. delece 14q, 13q nebo 17p) a IGVH
translokacemi. Prvni publikace spojuji trizomii 12+ s agresivnéjSim klinickym pribéhem,
ale dle soucasnych studii je charakterizovana jako mutace s méné¢ zdvaznou progndzou
(Puiggros et al., 2014). Median pieziti (OS) pacientu s trizonii 12+ je 114 mésicti (Panovska,
Doubek, 2013).

Nejcastéji mutovanym genem u CLL je NOTCHI1. NOTCHI je transmembranovy
receptor, ktery se skladda z N-termindlni extracelularni domény (NOTCHI-EC)
a z C-terminalni intracelularni domény (NOTCHI-TMIC). Ob¢é domény jsou navzajem
spojeny nekovalentnimi interakcemi (Rosati et al., 2018). Vazbou ligandu na NOTCH1
receptor dojde k  proteolytickému  odstépeni intracelularni  ¢asti domény,
ktera je translokovana do jadra, kde méni expresi cilovych gend. Proteolytické odstépeni
zpusobuje enzym vy sekretaza. Jako ligand funguje protein zakotveny v bunééné membrané,
proto k aktivaci dochazi pouze pii kontaktu dvou bungk (Cihak, 2011). Signaly z NOTCH1
receptord se podileji na embryogenezi, reguluji sebeobnovu kmenovych bunek, asymetrické
déleni a diferenciaci bun¢k (Klener, Klener, 2010).

NOTCH mutace jsou spojeny se $patnymi vysledky a obtizng&jsi 1é¢bou. Bylo zjisténo,
ze prevalence NOTCHI1 mutaci se zvySuje s agresivitou onemocnéni (Giudice et al., 2012;
Rosati et al., 2018).

Obr. 5: Trizomie 12+ (pfevzato z Kiefer et al., 2012).
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6.2.4.3 Delece 17p13.1

[ 24

vvvvvv

Pacienti s deleci 17p13.1 jsou fazeni do kategorie tzv. vysoce rizikovych CLL. Vykazuji horsi
prognézu v porovnani s ostatnimi chromozomalnimi aberacemi, rychlejsi progresi
do symptomatického onemocnéni a maji Spatnou odpovéd na chemoterapii. Median
celkového pieziti (OS) je dva az tii roky od stanoveni diagnézy (Lysak, Schwarz, 2015).

Soucasti lokusu 17q13.1 je gen TP53. Produktem tohoto genu je transkripéni faktor
p53 (Buka et al., 2016; Lysak, Schwarz, 2015). P53 je také znamy jako ,,straZzce genomu*,
protoze reaguje na jeho poskozeni a plisobi jako nadorovy supresor. Podili se na regulaci
bunééného cyklu, indukci apoptdézy a ochrané¢ bunék pied Skodlivymi mutacemi
(Simmons, 2018). P53 je fyzologicky inaktivni a je aktivovan v reakci na buné¢ny stres
(napt. poskozeni DNA, hypoxie nebo oxidativni zatéz) (Lysak, Schwarz, 2015).

V cytoplazmé je navazan na prenase¢ MDM2. Pti poskozeni DNA dojde k vytvoreni
signalizaéni kaskddy a fosforylaci pienasece MDM2 a wuvolnéni proteinu p53,
¢imz se aktivuje. V jadfe plisobi na gen p2l1, jehoz produkt funguje jako inhibitor cyklin
dependentnich kindz. Tim dojde k zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi. P53 aktivuje
transkripci gent, které opravi poSkozenou DNA, a buika muze nadale pokracovat v déleni.
Pokud je DNA prili§ poskozena, dojde k indukci apoptdzy. Mutace genu TP53 se Castéji
vyskytuji u nemocnych s nemutovanymi IGHV geny (Lysak, Schwarz, 2015). Celkova délka
genu TP53 je 20 kb, sklada se z 11 exont a 10 intronti (Kotala et al., 2002).

Za normdlnich okolnosti, pokud bunika netrpi bunénym stresem, je protein p53
pfitomen v nizkych hladindch diky dynamické rovnovaze mezi jeho transkripci
a degradaci. Tato rovnovaha je velmi dileZitd, protoze velké mnoZstvi proteinu p53 muize byt
pro bunky smrtelné, zatimco pftili§ malé mnozstvi mize vést k vyvoji rakoviny (Surget et al.,
2014). V normalnich buiikach se MDM2 vaze na p53, aby se zabranilo jeho vazbé na DNA
a nedoslo tak k jeji degradaci. Ve stresovych bunkach mohou kinazy fosforylovat p53
a zabranit jeho vazbé s MDM2, coZz zplsobuje nariist hladin p53 (Simmons, 2018).
Naruseni rovnovahy mezi p53 a MDM2 muize urychlit rist nadorovych bunék (Atyabi et al.,
2017).

Pokud pacient trpi deleci 17p13.1, chybi mu protein p53 a nadorova bunka neni
schopna podstoupit apoptézu v dusledku poskozeni DNA (Buka et al., 2016).
S poruchou tumor supresorového genu p53 souvisi rezistence vici chemoterapii (Stephens,

Byrd, 2012).
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6.2.4.4 Delece 11922-923

Delece dlouhého raménka chromosomu 11 postihuje 5-20 % pacientd. Tato cytogeneticka
abnormalita je spojena s agresivnim prubéhem onemocnéni a median celkového pieziti (OS)
¢ini 79 meésicu (Panovska, Doubek, 2013). Pacienti s deleci 11922-923 jsou z klinického
hlediska charakterizovani rozsahlou a mnohocetnou lymfadenopatii s nemutovanymi IGVH
geny. Pripady stouto deleci mohou byt klasifikovany jako tzv. wvelka delece,
ktera se vyskytuje Castéji, nebo jako tzv. mald delece, ktera je mén¢ Casta a spojena s ATM
mutacemi (Puiggros et al., 2014).

Na chromozomu v useku 11g22-23 se nachazi tumor supresorovy gen ATM.
Tento gen se podili na rozpoznani a opravé poskozené DNA (Zhu et al., 2008).
Patii do rodiny genu fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) a sklada se z 66 exont, z nichz 62
je kodujicich. Funguje jako jaderna serin/threoninova kindza, jejiz aktivita je indukovana
dvoutetézcovymi zlomy DNA (DSBs). Tyto zlomy jsou zpisobeny exogennimi (ionizujici
zateni) 1 endogennimi (poruchy replikace, meiotické rekombinace) procesy. ATM chrani
integritu genomu tim, ze zastavi bunéény cyklus v kontrolnich bodech (G1/S, G2/M),
¢imz zabrani zpracovani poskozené DNA a bunka ziskd Cas k jeji reparaci. Poté dojde
k aktivaci reparacnich mechanismii a U poskozené DNA, ktera nemutize byt opravena k indukci
apoptozy (Guarini et al., 2012).

V klidovych bunkiach se ATM vyskytuje v chemicky inaktivnim stavu,
ale je aktivovan komplexem MRN a dalSimi faktory, které se vyskytuji v misté
dvoutetézcovych zlomi DNA (Paull, 2015). Mutace v genu ATM zpusobuji autozomalni
recesivni onemocnéni ataxia telangiectasia (AT) spojené se zvySenou incidenci malignit
(Bullrich et al., 1999). Kombinace delece 11g22-g23 a mutace genu ATM je spojena
se snizenou odpovédi na alkyla¢ni ¢inidla a purinové analogy, Cili s rezistenci na chemoterapii

(Jiang et al., 2016).
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7 Lécba CLL

Chronicka lymfatickd leukémie je nddorové onemocnéni, které je v soucasné dob& dobie
1écitelné, ale nelze ho zatim vylécit Gplné. Pii nasazeni vhodné 1€cby je ale toto onemocnéni
mozné dostat pod kontrolu na dlouhé roky a =zajistit tak pacientim kvalitni
a plnohodnotny zivot. Volba lécby zéavisi na veéku a stavu pacienta a na dalSich
charakteristikich CLL (stadium nemoci, projevy, rizikové faktory). Protoze je CLL
onemocnéni s dlouhym bezptiznakovym obdobim a pomalym rozvojem, neni nutné zahdjit
1é¢bu v pocatecnich stadiich nemoci (Palasek et al., 2003). U  nemocnych, ktefi nemaji
klinické ptiznaky nemoci a jsou ve stadiu A dle Bineta nebo 0 a | dle Raie,
je doporuceno pouze sledovani. Naopak u pacientti s pokroc¢ilou chorobou s klinickym
stadiem Rai Ill, 1V nebo Binet C je tieba neodkladné zahéjit terapii. U pacientl v klinickém
stadiu Rai I, III a Binet B se doporucuje zah4jit 1écbu pouze tehdy, pokud nemoc vyrazné

progreduje nebo pokud jsou pfitomny B symptomy (Mayer, Stary, 2002).

Tab. VI: Indikace k zahajeni 1é¢by CLL (ptevzato z Rodrigues et al., 2016)

1. | Selhani kostni dfen€ S rozvojem anémie/trombocytopenie.

Masivni splenomegalie'® (nejméné 6 cm pod levym Zebernim obloukem), ktera je progresivni

nebo symptomaticka.

Masivni lymfadenopatie (nejméné 10 cm v nejdel§im priméru) nebo progresivni nebo

symptomaticka lymfadenopatie.

Progresivni lymfocytdza se zvySenim o vice nez 50 % béhem dvou mésicti nebo LDT méné nez
4. | Sest mésici. Krom¢ toho by mély byt vylouceny faktory prispivajici k lymfocytdéze nebo

lymfadenopatii jiné nez CLL (napf. infekce).

Autoimunitni onemocnéni (anémie/trombocytopenie) se Spatnou odpovédi na kortikosteroidy

5.

nebo jiné standardni 1éCby.

Systémové pfiznaky souvisejici s onemocnénim: ubytek hmotnosti o 10 % nebo vice za
. poslednich Sest mésicli, vyznamna tnava (stav dle ECOC 2 nebo horsi; neschopnost pracovat

nebo provadet obvyklé ¢innosti), horecka vyssi nez 38 °C po dobu dvou nebo vice tydnt bez

dikazu infekce a no¢ni poceni po dobu delsi nez jeden mésic bez diikazu infekce.

16 7v&tsent sleziny (Vokurka, Hugo et al., 2006).
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7.1 Cytostatika

Jednou ze zékladnich moznosti 1é¢by chronické lymfatické leukémie je chemoterapie.
Lécba funguje na principu podavani cytostatik. Tyto syntetické latky ni¢i nadorové bunky
a inhibuji bunéény rist. Mohou byt uzivany ve formé tablet, nitrozilnich injekci nebo infuzi.

Chemoterapie méa i nezddouci ucinky, protoze cytostatika nejsou zameétfena pouze
na nadorové buiiky, ale poSkozuji i zdravé bunky tkani. K nejcastéjSim nezddoucim G¢inkiim
patfi nevolnost, zvraceni, vypadavani vlasu, infekce, poskozeni sliznic a krvetvorby.
Aby bylo dosazeno co nejvétsiho Gcinku cytostatik a zarovenn snizeny nezadouci Ucinky,
je pouzivéana predevsim kombinovana cytostaticka 1écba.

Podavani chemoterapie probiha v uréitych casovych intervalech, béhem kterych
dochazi k vylouceni cytostatik z t€la a regeneraci organismu tak, aby byl pacient schopen

podstoupit dalsi 1é¢bu (Brychtova et al., 2016).

7.1.1 Chlorambucil

Od 60. let 20. stoleti byl k 1écbé CLL pouzivan chlorambucil (CLB), obchodnim nazvem
Leukeran. Jedna se alkylacni ¢inidlo podavané peroralné. Jeho vyhodou je nizka toxicita
a nizké naklady. V soucasné dobé je stale pouzivan jako 1écba pacientil
prvni linie, zejména u starSich komorbidnich pacientll a u pacientt, kteti nemohou tolerovat
terapii purinem. Chlorambucil je obvykle podavan jako jednorazova pulzni davka 40 mg/m2
kazdych 28 dni (Awan, Byrd, 2018).

Chlorambucil je schopny vézat se na rizné bunécné struktury. Jeho hlavni
protinadorova aktivita spociva v krosslinkovani fetézci DNA, ¢imz zabranuje replikaci
a indukuje apoptozu (Goede et al., 2014). Celkova odpovéd na 1é€bu se pohybuje mezi
30-70 %, avSak pocet dosazenych kompletnich remisi je velmi nizky (0-5 %).
VétSinou dosahuje jen castetné remise nebo stabilizace onemocnéni. Lécba pacientd
chlorambucilem s po¢ate¢nim stadiem (Binet A nebo Rai 0) sice zpomaluje rychlost progrese
onemocnéni, ale nezvySuje pfeziti (Rozman et al., 1995). Mezi nezadouci ucinky

chlorambucilu patii zazivaci problémy a Gtlumy krvetvorby (Panovska, Doubek, 2013).
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7.1.2 Fludarabin
V 80. letech 20. stoleti byl objeven purinovy analog fludarabin (FDR), prodavany pod
obchodnim nazvem Fludara. Fludarabin pracuje na principu blokovani syntézy DNA.
Naru$i se repara¢ni mechanismy, dojde k depleci17 ATP, nahromadéni fragmenti DNA
a nasledné apopt6ze malignich lymfocytt (Smolej, 2010). Celkova odpoveéd’ na 1éCbu a pocet
dosazenych kompletnich remisi je vyss$i (7-40 %) nez u vySe zminéného chlorambucilu
(Panovska, Doubek, 2013).

FDR byl pozdéji vyzkouSen v kombinaci s alkylacni latkou cyklofosfamidem,
kterd se stala zdkladem dneSnich IéCebnych rezimli s monoklonalnimi protildtkami.
K jeho nevyhodam patii vyssi hematologicka toxicita a riziko autoimunitni hemolytické

anemie (Panovska, Doubek, 2013).

7.1.3 Bendamustin
Bendamustin kombinuje vlastnosti alkyla¢ni latky a purinového analoga (Zuchnicka et al.,
2016). Jedna se o chemoterapeutickou latku, kterd vykazuje jedineény model cytotoxicity
ve srovnani s konven¢nimi alkyla¢nimi ¢inidly. Bendamustin aktivuje stresovou odpoveéd
pti poskozeni DNA, indukuje apoptoézu, inhibuje mitotické kontrolni body a vyvolava
mitotickou reakci (Cheson, Leoni, 2011).

Nejucinngjs$i kombinaci bendamustinu s ostatnimi chemoterapeutiky je bendamustin
a rituximab (rezim BR) (Bergmann, Wendtner, 2015). V soucasné dob¢ je doporucen jako
1é¢ba prvni linie pacientd s CLL ve véku nad 65 let, u komorbidnich™® pacientii a u pacienti

s renalni insuficienci (Zuchnicka et al., 2016).

7.1.4 Cyklofosfamid

Cyklofosfamid je alkylacéni cytostatikum a soucasti rezimu FCR. Jeho vlivem dochazi
k poskozeni DNA, coz zplsobuje naruseni bunécného cyklu. Nejcastéjsimi nezadoucimi
ucinky pii podavani cyklofosfamidu jsou hematologicka toxicita, infekce nebo poSkozeni

mocového traktu (Zuchnicka et al., 2016).

17 Ubytek, nedostatek (Vokurka, Hugo et al., 2006).
18 Soucasny vyskyt vice nemoci (Vokurka, Hugo et al., 2006).
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7.2 Imunoterapie monoklonalnimi protilatkami

Zavedeni monoklondlnich protilatek ptispélo k vyraznému zlepseni 1écby CLL. Monoklonalni
protilatky pusobi cilené na nadorovou buriku, jsou schopny vazat se na epitopy nadorovych
antigentl a zpusobit tak zanik buiiky. Uéinkuji tfemi zékladnimi mechanismy: navozuji
cytolyzu prosttednictvim aktivace komplementu (CDC), aktivuji cytotoxicitu zavislou
na protilatce (ADCC) nebo piimo indukuji apoptozu (DCD) (Obrtlikova, Urbanova, 2015).

Nejprve byly syntetizovany protilatky mysi, ale jejich velkou nevyhodou byla tvorba
protilaitek proti mysi komponent¢ a vznik imunitnich reakci. Proto jsou monoklonalni
protilatky pomoci genového inzenyrstvi upravovany tak, aby vétSi Cast protilatky tvofila
lidska bilkovina (60-70 %) a zbylou mensi ¢ast pivodni zvifeci bilkovina (30-40 %).
Tyto protilatky oznacujeme jako chimérické a jejich genericky nazev je ma koncovkou
,.Ximab®. Nekteré protilatky mohou byt i zcela humanni, obsahuji 5-10 % mysi protilatky.
Zakonceni generického nazvu je ,,zumab* ¢i ,,mumab“ (Sliva, Votava, 2010).

Monoklonalni protilatky pouzivané u chronické lymfatické leukémie jsou protilatky

proti znakiim CD20 a CD52 (Brychtova et al., 2016).

7.2.1 Protilatky proti antigenu CD20

7.2.1.1 Rituximab
Prvni chimérickou monoklonalni protilatkou se stal rituximab (Rituxan) (Obrtlikova,
Urbanova, 2015). Tato mysi-lidskda monoklonalni protilitka ma vysokou afinitu
k povrchovému antigenu CD20, ktery se vyskytuje na povrchu normalnich a malignich
B-lymfocytd. Vazba rituximabu na antigen CD20 vyvolava odpovéd’, ktera vede k rychlému
a trvalému vycerpani normdalnich a malignich B-lymfocytl prostfednictvim nékolika
mechanisml. Tyto mechanismy zahrnuji pfimy cytotoxicky ucinek, aktivaci komplementu
a bunécnou cytotoxicitu zavislou na protilatce. Kmenové a plazmatické buniky jsou uSetieny,
protoze postradaji antigen CD20 (Borthakur, Bryan, 2010).

Nejucinngjsi chemoterapeuticky rezim kombinuje rituximab s fludarabinem
a cyklofosfamidem (FCR). Rezim FCR poskytuje vysokou miru dosazenych remisi a byl
prvnim rezimem, ktery zlepsil celkové pteziti u pacienti s CLL (Borthakur, Bryan, 2010).
V soucasné dobé¢ se jedna o nejrozsitencjsi protilatku pouzivanou k 1é€bé CLL. Pomoci tohoto
rezimu je V 1é¢b¢ prvni linie dosahovano az 95 % 1é¢ebnych odpovédi a kompletni remise

(CR) byla zaznamenana v 52 % (Obrtlikova, Urbanova, 2015).
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Obr. 6: Mechanismus buné¢né smrti — rituximab (pfevzato z Salles et al., 2017).

7.2.1.2 Ofatumubab

Ofatumubab (Arzerra) je plné lidska IgG1 monoklonalni protilatka anti-CD20, ktera se vaze
na odlisSny epitop antigenu CD20 nez rituximab. Diky tomuto odliSnému mechanismu
se uplatiuje i u nemocnych rezistentnich k1é¢bé rituximabem (Belada, 2008).
Ofatumab zvySuje cytotoxicitu zavislou na komplementu a cytotoxicitu zavislou na protilatce
(Obrtlikov4, Urbanova, 2015). Mezi neZadouci uginky patfi neutropenie'®, pneumonie®,
pyrexie?’, anémie, Gnava, nevolnost, bronchitida® a infekce hornich dychacich cest
(Osterborg, 2010).

7.2.1.3 Obinutuzumab

Obinutuzumab (GA101) je plné humanizovana protilatka CD20 typu II, kterd se vaze
k odlisnému epitopu antigenu CD20 nez rituximab, ¢imz indukuje vétsi cytotoxicitu zavislou
na protilatce. Déavkovaci rezim je zalozen na 28dennim Iéebném cyklu. Ukézalo
se, ze obinutuzumab navozuje rychleji pfimou bunéfnou smrt v malignich B buiikach nez

rituximab a ofatumubab (Sachdeva, Dhingra, 2015).

19 Nizké hladina neutrofilti (Vokurka, Hugo et al., 2006).
20 7apal plic (Vokurka, Hugo et al., 2006).
2! Hore&ka (Vokurka, Hugo et al., 2008).
22 74n&t pradusek (Vokurka, Hugo et al., 2008).
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7.2.2 Protilatky proti antigenu CD52

7.2.2.1 Alemtuzumab

Alemtuzumab je rekombinantni pln¢ humanizovand protilatka namifena specificky proti
povrchovému glykoproteinu CD52, ktery je exprimovan na povrchu malignich i normalnich
T a B-lymfocytli, monocytli, makrofagii a granulocytli. Mechanizmus indukce apoptdzy
alemtuzumabu je zprostiedkovavan pomoci aktivace komplementu a cytotoxicitou zavislou na
protilatce (Awan, Byrd, 2018).

Alemtuzumab je mozno pouzit jak v primoterapii u pacienti s CLL, pro néz neni
vhodna chemoterapie s fludarabinem, tak v 1é¢bé relabované ¢i refrakterni CLL (Obrtlikova,
Urbanova, 2015). Alemtuzumab ma prokazanou ucinnost jak u del 11q, tak del 17p.
V randomizované studii vykazoval alemtuzumab vys$i miru odpovédi a lepsi PFS u pacientii

nez chlorambucil (Rodrigues et al., 2016).

7.3 Inhibitory B-bunééného receptoru

Zasadni vliv na patogenezi CLL ma B-bunécény receptor (BCR). Tento transmembranovy
protein je umistény na povrchu B-lymfocyti a skladd se ze dvou c¢asti: membranovy
imunoglobulin (1g), ktery umoziiuje vazbu na antigen, a intracelularni ¢ast, kterou tvofi
fetézce lg-a (CD79a) a Ig-B (CD79P) (Spacek, 2015).

Hlavni funkce BCR spociva v aktivaci B-lymfocytl, jejich proliferaci a produkci
protilatek. Po navazani antigenu na B-lymfocyt, dojde k aktivaci n€kolika signalnich drah.
Antigen je endocytovan pomoci BCR do buriky, kde je zpracovan, rozloZzen v lyzozomech
a exprimovan zpét na membranu do komplexi MHC II. Poté je prezentovan pomocnym
T-lymfocytim.

Jednou z klicovych kinaz téchto signalnich drah je BTK Ty (Feckova-Mihalyova et al.,
2016). BCR-signaliza¢ni draha obsahuje velké mnozstvi vzajemné interagujicich kinaz
(napt. SYK, LYN, BTK, PI3K), fosfataz (SHP-1, SHIP) a adaptorovych molekul (BLNK).
Vysledkem aktivace BCR drahy je produkce druhych posli, napt. IP3, DAG, a aktivace anti-
apoptickych drah jako NFkB, RAS, AKT, PKC, p38MAPK, JNK, ERK a dalsi (Mraz et al.,
2013).
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Obr. 7: Mechanismus aktivace B-lymfocyta (https://commons.wikimedia.org/).

7.3.1 lbrutinib
Rozpoznani funkce BCR a jeho signalizacni drdhy umoznilo vyvoj molekul,
které inhibuji jednotlivé enzymy této drahy. Jednim z nich je ibrutinib, peroralni inhibitor
Brutonovy tyrosinkinazy (BTK). V Ceské republice je dostupny od roku 2015. Zasahuje
do signalnich drah BCR, pfi vytvoieni kovalentni vazby s cysteinovym zbytkem kindzy
(Cys 481) brani jeji fosforylaci a blokuje tak signalni drahy receptori (FeCkova-Mihalyova
et al., 2016). Dalsi funkce spociva v blokaci proliferace nadorovych bunék, podporuje
apoptozu a puisobi antagonisticky proti signaltim z mikroprostiedi (Simkovi¢ et al., 2017).
Mezi nejcastéjsi komplikace patii prijmy, unava, respiracni infekce, nevolnost nebo
pyrexie. Nezadoucimi ucinky pak fibrilace sini ¢i krvaceni (Fe¢kova-Mihalyova et al., 2016).
Ibrutinib prokazal vyznamnou u¢innost i u vysoce rizikovych pacientl s deleci 17p nebo

mutaci TP53 (Spadek, 2015).

7.3.2 ldelalisib

Idelalisib  (Zydelig) je dalSim typem 1éCiva, ktery inhibuje signdlni dréhy
B-bunécéného receptoru. Jedna se o selektivni inhibitor fosfatidylinositol-3-kinazy (PI13K).
Mechanismus idelalisibu spociva vtom, ze inhibuje enzym, ktery B bunky potiebuji
pro reprodukci a preziti. Cilem léku je zabranit progresi CLL tim, Ze se leukemické bunky
prestanou mnozit (Simkovi¢ et al., 2017).

Lécivo je uzivano dvakrat denné ve formé tablet (150 mg). Davkovani zavisi na tom,
jak dobfe 1ék pacient toleruje a také na vedlejSich ucincich. V pfipadé¢ potieby
je davkovani upraveno individualné. Lécba je ukoncena, pokud onemocnéni déle postupuje
nebo se objevi velmi zavazné neZadouci G€inky. NejcastéjSimi komplikacemi pifi uZzivani

idelalisibu jsou priijmy, hepatitida, kolitida a pneumotitida (Simkovi¢ et al., 2017).
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Obr. 8: Mechanismus idelalisibu a ibrutinibu (http://www.lymphomation.org/).

7.4  Transplantace krvetvorné tkané

Autologni transplantace U CLL neni vsoucasné dobé standardni 1lécebnou metodou
a je vyuzivand minimaln¢. Alogenni transplantaci lze pouzit u agresivnich forem,
kdy onemocnéni rychle postupuje a ma nepfiznivou prognozu. Pacient musi spliovat dalsi

podminky, jako je mladsi v€k a malé mnozstvi komorbidit (Brychtova et al, 2016).

7.5 Kortikoterapie

Kortikosteroidy se v soucasné dobé pouzivaji pouze pii tvorbé autoprotilatek a slouzi spise
jako doplikova 1écba (Brychtova et al., 2016).
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Tab. VII: Ptehled moznosti pro 1. linii 1é€by (pfevzato z Doubek et al., 2018)

Delece 17p/mutace TP53:

Delece 17p/mutace TP53:

FCR

alemtuzumab

BR

RCD ¢i obdobny fezim
s vysokodavkovymi kortikoidy

ibrutinib

alemtuzumab

idelalisib + rituximab

RCD ¢i obdobny fezim
S vysokodavkovymi kortikoidy

obinutuzumab + chlorambucil

alemtuzumab

BO
ofatumubab + chlorambucil
ibrutinib
BR nizkodavkovy FCR

rituximab + chlorambucil

RCD ¢i obdobny fezim
s vysokodavkovymi kortikoidy

ibrutinib

alemtuzumab

idelalisib + rituximab

RCD

Tab. VIII: Moznosti 1é¢by relapsu/refrakterni CLL (pievzato z Doubek et al., 2018)

zopakovani ptivodni 1écby

BR, FCR, LDFCR

ibrutinib

alemtuzumab

é idelalisib + rituximab BR

\g alogenni transplantace FCR

§ ofatumumab

; platinové rezimy

é venetoklax RCD ¢i obdobny fezim
z s vysokodavkovymi kortikoidy
| ibrutinib alemtuzumab

g idelalisib + rituximab BR

% nizkodavkovy FCR

fé ofatumumab

< venetoklax RCD & obdobny fezim
>

s vysokodavkovymi kortikoidy
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8  Cile prace

e Zjisténi frekvence nejCastéjSich mutaci u pacientli s chronickou lymfatickou leukémii.

8.1 Podcile prace

e Zhodnoceni muta¢niho statusu u CLL.
e Urceni poctu pacientt s jednotlivymi mutacemi v zavislosti na pohlavi.

e Porovnani primérného veéku pacient S jednotlivymi mutacemi v zavislosti na pohlavi.
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9  Materialy a metodika

Vsechna potfebna vysetieni byla provedena v Ambulanci klinické hematologie a veskera data

ziskana z Laboratofe 1ékaiské genetiky v Nemocnici Ceské Budgjovice, a. s.

9.1 Stanoveni muta¢niho statusu u CLL

UCelem vySetfeni je stanoveni mutaéniho statusu variabilni &asti t&Zkého Tfetdzce
imunoglobulinu u pacientd s chronickou B-lymfocytarni leukemii (B-CLL). Pro vySetieni
je vyzadovan vzorek periferni krve ve sterilnich zkumavkach s prfidavkem EDTA.
Izolaci ziskand RNA byla pfepsana do cDNA pomoci ndhodnych hexanukleotidovych
primeri. Nasledn¢ byla provedena PCR s touto cDNA a specifickymi primery pro jednotlivé
IGVH rodiny, vysledny amplikon byl zkontrolovan dvakrat na agar6zovém gelu
a fragmentacni analyzou, pfeciStén a pouZit pro sekvenci. Sekvenacni reakce byly namichany
pro oba specifické primery pouzité pii PCR.

Pro hodnoceni mutac¢niho statusu je nutné, aby se jednalo o produktivni pfestavbu
(tedy takovou, kde dochazi k ptfesnému spojeni V-J segmentii a vzniku funkéni molekuly
imunoglobulinu). Pro vlastni hodnoceni muta¢niho statusu je stanoven cut off sekvencéni
homologie s referen¢ni nemutovanou sekvenci 98%. Sekvenéni homologie rovna 98%
a VvysSi, znamend nepfiznivou progndézu pro pacienta (jednd se o nemutovany klon
B lymfocyti, kdy nedochdzi pfi zrdni bunék k somatickym hypermutacim).
Sekvencni homologie mensi nez 98 % - znamena ptiznivou progndzu pro pacienta (jedna se

o mutovany klon B lymfocyt).

9.2  Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

FISH je molekularné geneticka metoda, ktera se pouziva k detekci chromozomalnich aberaci.
Je zaloZena na schopnosti jednovlaknové sondy DNA vézat se kcilové sekvenci
(podle pravidel komplementarity). DNA sonda je pfedem oznacena fluorescen¢nim barvivem
a vysledny signal se analyzuje pomoci fluorescenéniho mikroskopu. FISH se pouziva

pro vySetfeni chromozomi v mitdze nebo v interfazi.
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9.3 Ziskani a zpracovani dat

Veskera data potiebna pro tuto praci byla ziskana z databaze laboratorniho informacéniho
systému (LIS) OpenLims Ambulance klinické hematologiec Nemocnice Ceské Budgjovice,
a. s. Takto ziskana data byla nasledné zpracovana pomoci programu MS Excel 2016.
Byla pouzita data pacientl z obdobi 1. 1. 2016 az 31. 12. 2018.

Pro praci byla pouzita data 164 pacienti mezi 37 az 91 lety s diagnézou CLL,
ktefi byli 1é¢eni v Ambulanci klinické hematologie v Nemocnici Ceské Bud&jovice a &ést
Vv okresu jihoCeského regionu. Deset pacientil se nepodatilo vySetfit. Nebylo mozné vyjadfit
se k prognéze onemocnéni nebo u nich vysetfeni po konzultaci s hematologem nebylo
vyzadovano. U 154 pacient bylo nésledné provedeno vySetfeni muta¢niho statusu u CLL,
cytogenetické zhodnoceni chromozomalnich aberaci a molekularné geneticka metoda FISH.

Pomoci databaze LIS jsem u pacientti dohledala sekven¢ni homologii a zjistovala,
zda se jedna o nemutovany ¢i mutovany klon B lymfocytd, coz ma zésadni vyznam
pro uréeni prognozy pacienta. Dale jsem se zaméfila na piitomnost patologickych klont
s jednotlivymi typy mutaci CLL, konkrétné delece IgH, delece ATM, delece p53, delece Rb-1
trizomie chromozomu 12 a jiné. Do vysledkd jsem zohlednila procentualni zastoupeni
pacientdl s pozitivnim a negativnim nalezem nejéastéjSich mutaci, poCet pacientd s urcitymi
typy deleci v zavislosti na pohlavi a také primérny vék muzi a Zen, u nichz byly pfitomny

jednotlivé mutace.
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10 Vysledky

Pro praci byl ziskan soubor 154 vysetfenych pacientl mezi 37 az 91 lety s diagnézou CLL.
Konkrétné se jednalo o 91 muzi a 63 Zen. Praimérny vek pacientt ¢inil u muzt 70 + 0,99 let
auzen 70 + 1,07 let. Z celkového souboru 154 pacientti byl u 101 pacientii nalezen mutovany
nebo nemutovany klon B lymfocytli a u 67 pacientd prokazana pomoci metody FISH
pfitomnost patologickych klonti mutaci. U 30 pacientl byl pfitomen mutovany ¢i nemutovany
klon B lymfocyti a zaroven 1 mutace. VesSkeré vysledky jsou podrobné zpracovany

v nasledujicich grafech.
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Obr. 9: Vyskyt klonu B lymfocytl a mutaci v porovnani s celkovym poctem pacientd.

Z grafu (Obr. 9) je patrné, Zze u vétSiny pacientil z celkového sledovaného souboru byl
stanovenim muta¢niho statusu nalezen mutovany ¢i nemutovany klon B lymfocytt.
Pozitivni nalez mutaci, které byly detekovany metodou FISH, byl zastoupen o néco méné.
U 30 pacienti byly nalezeny oba prognostické faktory (mutovany ¢i nemutovany klon
B lymfocytl a zaroven i mutace). Rozdil v po¢tu miza a Zen s obéma prognostickymi faktory

se od sebe prilis nelisil, celkem bylo zastoupeno 18 muzii a 12 Zen.
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10.1 Mutacni status CLL

U 101 pacientd diagnostikovanych CLL bylo provedeno vyhodnoceni muta¢niho statusu.
Celkem bylo zastoupeno 58 muzi a 43 Zen. Praimérny vSech vék pacinta ¢inil 70 + 0,80 let.
Posléze byly porovnany skupiny pacientd, v jejichz leukemickych bunkach doslo k somatické
hypermutaci IGVH gend s pacienty, u kterych somaticka hypermutace IGVH gent

neprobehla. Byly tak ziskdny informace o sekven¢ni homologii a prognoze pacienta.
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Obr. 10: Pocet pacientii s mutovanym a nemutovanym klonem B lymfocyti v zavislosti na

pohlavi.

Z grafu (Obr. 10) je vidét, ze mutovany klon B lymfocyti se sekvenéni homologii mensi nez
98 % byl diagnostikovan u 53 pacientti s CLL, coz procentualné ¢ini 52 %. Lze tedy fici,
ze u vice jak poloviny pacienti doslo k somatické hypermutaci IGVH gentli, coz znaci
pfiznivou prognézu a stabilni klinicky pribéh onemocnéni. U zbylych 48 pacientl
je pfitomen nemutovany klon B lymfocytd se sekvenéni homologii vétsi nebo rovno 98 %.
Procentudlné se jedna o 48 % z celkového poctu. Tito pacienti jsou prognosticky nepiiznivi
a jsou spojeni s agresivnim prubéhem onemocnéni a horsi odpovédi na terapii. Graf také
ukazuje, Ze vyskyt nemutovaného klonu B lymfocytd je Cast&j$i u muzii nez u Zen.

Pocet muzl a Zen s mutovanym klonem B lymfocyti se od sebe pfilis nelisil.
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Obr. 11: Pramérny v€k pacientd dle ur€itého klonu B lymfocyti Vv zavislosti na pohlavi.

N(mutovany) = 53, N(nemutovany) = 48. Znazornén SEM (stfedni chyba prameéru).

Graf (Obr. 11) ukazuje, ze pramérny veék pacientdi s mutovanym a nemutovanym klonem
B lymfocytt se od sebe piili§ nelisil. Primérny vék muzi s mutovanym klonem B lymfocyti
spojeny s dobrou prognozou je 70 + 1,68 let, u zen je to 71 + 1,95 let. Primérny vék muzi
s nemutovanym klonem B lymfocytd, a tedy i agresivnéjSim pribéhem onemocnéni,
¢ini 70 + 1,41 let a primérny vék zen 69 + 1,06 let. Ackoliv byl nemutovany klon B

lymfocytl nalezen u vice muzli nez Zen, primérny v€k obou pohlavi se pfi stanoveni

T I I
- =+ L T +
L]
mutovany nemutovany

diagnézy CLL od sebe li8il pouze nepatrné.
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10.2 Frekvence mutaci

Déle bylo 90 pacienti s CLL podrobeno detekci nejcastéjSich chromozomalnich aberaci.
Jednalo se 0 55 muzt a 35 Zzen. Primérny vék vSech pacienti ¢inil 70 + let. Jednotlivé
patologické klony mutaci byly detekovany pomoci cytogenetického zhodnoceni
a molekularné genetické metody FISH. Jednalo se pievazné o deleci Igh, deleci p53, deleci
ATM, deleci Rb-1 a trizomii 12. U nékterych pacienti byly pfitomny i jiné nez vySe uvedené

mutace.

10.2.1 Delece IgH

24%
pozitivni

Obr. 12: Procentualni zastoupeni pacientt s deleci IgH.

Z grafu (Obr. 12) Ize vy¢ist, ze delece nebo zlom v lokusu IgH byl pozitivni u 24 % pacientd

z celkového souboru. Pievazujici ¢ast pacientd méla negativni nalez dané mutace.
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Obr. 13: Pocet pacientii s deleci IgH v zavislosti na pohlavi.

Z grafu (Obr. 13) Ize vidét, ze patologicky klon s deleci Igh se vyskytuje u vyssiho poctu

muzi nez zen. Delece IgH bude nejspiS postihovat castéji muze nez zeny.
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Obr. 14: Primérny v€k pacientl v zavislosti na pohlavi. N(muzi) = 14, N(zeny) = 8.

Znéazornén pramér = SEM (stfedni chyba priméru).

Z vyse uvedeného grafu (Obr. 14) je vidét, Ze pramérny v€k muzu S deleci Igh je 72 + 1,96
let, u Zen s deleci Igh je to 76 + 2,39 let. Je tedy mozné, Ze zeny postihuje tato mutace

ve vysSim véku nez muze.
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10.2.2 Delece p53

3%
pozitivni

Obr. 15: Procentualni zastoupeni pacienti s deleci p53.

Z grafu (Obr. 15) je patrné, ze delece lokusu 17pl13 zahrnujici gen TP53, byla negativni
u vétsiny pacientll a pozitivni nalez byl diagnostikovan pouze u 3 % pacienti. Jedna se tak
0 procentualné nejméné zastoupenou mutaci z celkového souboru zkoumanych mutaci.
ProtoZe zastoupeni pocltu pacientii s pozitivnim nalezem delece p53 bylo velmi malé,
nelze urcit primérny veék pacientli dle pohlavi a SEM. Konkrétné se jednalo o jednoho muze

ve veéku 79 let a dvé zeny, kterym bylo 71 a 74 let.
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Obr. 16: Pocet pacientt s deleci p53.

Zgrafu (Obr. 16) mazeme vidét, ze pocet zen jen nepatrné pievySuje pocet muZzi.
Delece p53 je jedinou mutaci, ve které byl pocet zen vyssi nez pocet muzi. Vysledky vSak

mohou byt zkreslené, protoze byl zastoupen pouze jeden muz s pozitivnim nalezem.
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10.2.3 Delece ATM

17%
pozitivni

Obr. 17: Procentualni zastoupeni pacientti s deleci ATM.

Graf na obrazku (Obr. 17) ftika, ze delece 11022-23 zahrnujici gen ATM, byla
diagnostikovana u 17 % pacientti a zbylych 83 % pacienti bylo negativnich.
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Obr. 18: Pocet pacientti s deleci ATM v zavislosti na pohlavi.
Z grafu (Obr. 18) je ziejmé, ze pocet muzu s pozitivnim nalezem mutace ATM je vyrazné

vys$i nez pocet zen. Pozitivni nalez patologického klonu s deleci ATM byl prokazan u 12

muzil a pouze u tii Zen. Tato mutace bude pravdépodobné postihovat ¢astéji muze nez zeny.
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Obr. 19: Prumérny v€k pacienti s deleci ATM v zavislosti na pohlavi. N(muzi) = 12,

N(zeny) = 3. Zndzornén primér = SEM (stfedni chyba prameéru).
Z vyse zminéného grafu (Obr. 19) lze vidét, ze primérny vék muzii s deleci ATM je 73 + 3,01

a prumérny vek zen ¢ini 69 + 4,04 let. Jedna se tak o jediny piipad ze vSech zkoumanych

mutaci, ve kterém je prumérny v€k muzi o néco vyssi nez u zen.

10.2.4 Trizomie 12

24%
pozitivni

Obr. 20: Procentualni zastoupeni pacientt s trizomii 12.

Z grafu (Obr. 20) plyne, ze témér Ctvrtina pacientd byla pozitivnich a byla u nich prokazana
pfitomnost trizomie 12. U zbylych 76 % pacienti nebyl prokdzan pozitivni nalez dané

mutace.

38



30 -

25 -
20 - B muii

OzZeny
15 -

Pocet pacienti

mutii Zeny

Obr. 21: Pocet pacientt s trizomii 12 v zavislosti na pohlavi.

Z grafu (Obr. 21) mizeme vidét, ze trizomie 12 se vyskytovala Castéji u muzi nez u zen.
Muzu s pozitivnim nalezem patologického klonu s trizomii 12 bylo 0 polovinu vice nez zen.

Lze fici, ze trizonie 12 postihuje ¢astéji muze nez Zeny.
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Obr. 22: Primérny ve€k pacientl s trizomii 12 v zavislosti na pohlavi. N(muzi) = 15,

N(zeny) = 7. Znazornén SEM (stfedni chyba praméru).

Graf (Obr. 22) znazoriuje, ze prumérny vék muzu s trizomii 12 je 72 £+ 2,07 let a prumérny
veék zen Cini 74 + 3,17 let. Zajimavé je, ze prestoze se trizomie 12 vyskytuje Castéji u muzi,
pramémy vék muzi je nizsi neZ u Zen. Zeny tato mutace pravdépodobné postihuje ve vyssim

véku nez muze.
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10.2.5 Delece Rb-1

36%
pozitivni

Obr. 23: Procentualni zastoupeni pacienti s deleci Rb-1.

Na vyse uvedeném grafu (Obr. 23) vidime, Ze patologicky klon s deleci Rb-1 byl prokazan
U vice nez Ctvrtiny pacientll. Z celkového souboru vysetfenych pacienti bylo pozitivnich
celkem 36 % nalezd. Jedna se o procentudlné nejvice zastoupenou SKupinu pacientl

S pozitivnim nalezem této mutace ze vsech sledovanych mutaci.
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Obr. 24: Pocet pacientti S deleci Rb-1 v zavislosti na pohlavi.

Z vyse uvedeného grafu (Obr. 24) mizeme vidét, ze patologicky klon s deleci Rb-1 byl
diagnostikovan u 21 muzt a 11 Zen. Je patrné, Ze u muzu byl vyskyt delece Rb-1 skoro

o polovinu Castéjs$i nez u Zen.
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Obr. 25: Praimérny vék muzl a zen s deleci Rb-1 v zavislosti na pohlavi. N (muzi) = 21,

N(zeny) = 11. Znazornén prumér + SEM (stiedni chyba priméru).

Graf na Obr. 25 tika, Zze pramérny v€k Zen byl o néco vyssi nez u muzi. Primérny vék muza

¢ini 70 £ 2,54 let a pramérny vék zen 71 + 1,15 let.

10.2.6 Jiné mutace

30%
pozitivni

Obr. 26: Procentualni zastoupeni pacientti s ostatnimi mutacemi.

Graf na obrazku (Obr. 26) tika, ze 30% pacientii bylo pozitivnich a kromé vysSe uvedenych

mutaci u nich byly diagnostikovany i patologické klony S jinymi mutacemi.
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Obr. 27: Pocet pacientii s jinymi mutacemi v zavislosti na pohlavi.

Z grafu (Obr. 27) je patrné, Ze u muzu byl daleko cast&jsi vyskyt jinych mutaci. Muzi bylo

zastoupeno 21 a zen pouze 6. Lze fici, Ze muzi jsou k jinym mutacim nachylng;si.
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Obr. 28: Pramérny vek pacienttl s jinymi mutacemi v zavislosti na pohlavi. N(muzi) = 21,

N(zeny) = 6. Znazornén SEM (stfedni chyba praméru).

Na vyse uvedeném grafu (Obr. 28) lze vidét, ze primérny veék muzi byl 69 + 2,93 let
a pramérny vek zen 76 + 2,07 let. Piestoze byl pozitivni nalez ostatnich mutaci daleko Cast&jsi
u muzl nez u Zen, je zajimavé, Ze prumérny vék zen byl vySsi. U jinych mutaci, nez které

byly sledovany, byl také prokazan nejvyssi rozdil mezi primérnym vékem muzl a Zen.
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10.2.7 Souhrnné grafy

35 -

30 H
= 25 -
[
2 -
® B muzi
Q v
v Bzeny
QO
<)
a

Obr. 29: Frekvence nejcastéjsich mutaci u pacienti s CLL.

V nasledujicim grafu (Obr. 29) je zobrazena frekvence jednotlivych mutaci u pacientl
s diagnostikovanou CLL. Celkem bylo vysetieno 90 pacientd, z toho 56 muzi a 34 Zen.
V grafu jsou zahrnuti i ti pacienti, u kterych bylo provedeno cytogenetické zhodnoceni
chromozomalnich aberaci a molekularné genetickd metoda FISH, ale nebyla u nich
detekovana zadna mutace. Zaroven u nékterych pacientd byla zastoupena vice nez jedna
mutace, a proto jsou zahrnuti ve vSech kategoriich s pozitivnim nalezem dané mutace. Z grafu
(Obr. 17) je patrné, Ze nejvice byla zastoupena delece Rb-1, u 32 pacientii a nejméné delece
pS3, pouze u tii pacientd. Lze také fici, Ze se chromozomalni zmény vyskytuji Castéji

cvwr

p53.
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Obr. 30: Pramérmy veék pacientt s jednotlivymi typy mutaci a bez nich.
N(delece IgH, muzi) = 14, N(delece p53, muzi) = 1, N(delece ATM, muzi) = 12, N(trizomie
12, muzi) = 15, N(delece Rb-1, muzi) = 21, N(iné mutace, muzi) = 21,
N(bez mutaci, muzi) = 12. N(delece IgH, Zeny) = 8, N(delece p53, zeny) = 2, N(delece ATM,
zeny) = 3, N(trizomie 12, Zeny) = 7, N(delece Rb-1, Zeny) = 11, N(jiné mutace, Zeny) = 6,

N(bez mutaci, zeny) = 11. Znazornén SEM (stfedni chyba priméru).

Graf (Obr. 30) ukazuje, ze pramérny vek pacientd s jednotlivymi mutacemi se pohybuje okolo
70 + 1,01 let. Nejvyssi pramérny vék byl prokazan vidét u delece p53 a ¢inil 75 + 2,33 let,
coz muze byt zpisobeno nizkym poctem pacientll s pozitivnim nalezem dané mutace.
Primérny veék muzl u delece p53, ze kterého by byla nasledné spoctena SEM, se nepodafilo
se vyskytoval u pacientd bez mutaci a ¢inil 67 £ 1,96 let. Je mozné, ze vyskyt mutaci
je spojen s vy$§im v€kem pacientli. Nejvyssi primérny veék muzl byl zaznamenan u delece
ATM, 73 £ 3,01 let a nejvyssi prameérny ve€k u zen s jinymi mutacemi, 76 + 2,07 let.
primérny vék Zen mély pacientky bez mutaci a Cinil 64 + 2,61 let. Dale muzeme z grafu

vidét, Ze u pacientil s jinymi mutacemi se vyrazné 1i8i primérny v€k muzl a Zen.
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Obr. 31: Zastoupeni pacientu dle poctu jednotlivych mutaci.

Graf (Obr. 31) zobrazuje pocet pacientt, u kterych bylo pfitomno vice typt mutaci.
Nejpocetngjsi skupinu piedstavuji pacienti s jednou nalezenou mutaci, ktera byla detekovana
u 33 pacientl. O néco méné pocetnou skupinou jsou pacienti s dvéma ptitomnymi mutacemi.
Nejméné pocetnou skupinu tvori pacienti se ¢tyfmi a vice mutacemi, kteti byli pouze Ctyfi.
Jednalo se pfevazné o kombinaci patologického Klonu s delecemi IgH, ATM, Rb-1 a jiné
mutace. Maximalni poc¢et mutaci, ktery byl nalezen u pacienti s CLL, bylo pét zastoupenych

mutaci. U 23 pacientll nebyly prokazany Zadné mutace.
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11 Diskuze

Chronicka lymfaticka leukémie je nejc¢astéjsim zhoubnym onemocnénim v zapadni populaci,
kde tvofti pfiblizn¢ 25-30 % vSech leukémii. V soucasné dobé se odhaduje vice nez 15 000
nové diagnostikovanych piipadi a piiblizné 4500 umrti. Choroba postihuje pievazné starsi
pacienty, tudiz se incidence choroby zvySuje s rostoucim vékem. Median véku pii stanoveni
diagnoézy se pohybuje mezi 67 a 72 lety (Hallek, 2017), coz bylo prokazano i v této praci,
kdy prumérny veék celkového souboru 164 pacientit s diagnézou CLL ¢inil 70 + 0,73 let.
Byrd et al., 2004, uvadi, ze ackoli CLL postihuje pifevazné star$i jedince, piiblizné tfetina
pacienti s CLL ma pfi stanoveni diagnozy méné nez 60 let. V této praci bylo nalezeno
16 pacientt, ktefi byli mladsi 60 let. Jedna se piiblizné 0 10 % z celkového souboru.
Nejmlad$im pacientem byl muz ve v€ku 37 let a naopak nejstar§Sim 9lleta Zena.
Celkem bylo zastoupeno 91 muzi a 63 zen, coz potvrzuje studii Strati et al., 2018,
ktera uvadi, ze muzi trpi onemocnénim c¢astéji nez zeny, V poméru 1, 5-2 : 1.

Cilem této prace bylo zjistit frekvenci nejcastéjSich mutaci u pacienti s CLL.
Krom¢ klinického stagingu dle Raie a Bineta byla identifikovana fada prognostickych faktor,
které piedpovidaji OS pacienta (Pflug et al., 2014). Tyto markery jsou zaloZeny
na genetickych, fenotypovych nebo molekularnich charakteristikich CLL B buné¢k
(Cornet et al., 2015). Mezi tzv. nové prognostické faktory patii zejména mutacni stav IGVH
a cytogenetické abnormality (Smolewski et al., 2013). Studie Autore et al., 2018, uvadi,
ze chromozomalni abnormality jsou detekovany pomoci molekularné genetické metody FISH
az U 80 % pacienti s CLL. Z 90 pacienti s CLL, ktefi byli podrobeni detekci mutaci,
byla u 67 znich prokazana piitomnost patologického klonu s alespon jednou mutaci,
coz predstavuje 74 %. Je dllezité zminit, Ze chromozomalni odchylky se mohou vyskytovat
bud’ jako jedina chromozomalni abnormalita, nebo mohou koexistovat s jinymi zménami
2012). U 34 pacientl byl pfitomen pozitivni nalez vice jak jedné mutace. Procentualné se
jedna 0 38 % ze sledovaného souboru. Normalni karyotyp 46XX a 46XY je zaznamenan
pouze v 18 % ptipadi CLL (Andreieva et al., 2017). V praci bylo zastoupeno 23 pacientt bez
mutaci, ktefi vykazovali normalni karyotyp. Vysledky jsou o néco vys$i, nez udava studie
Andreieva et al., 2017, a jednalo se 0 25 % pacientti. Divodem, pro¢ bylo mnozstvi pacientt
s normalnim karyotypem vyssi, mize byt mensi pocet vySetfovanych mutaci, a tedy i zdanlivé

vys$si pocet pacientll bez mutaci.
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Zajimavé je, ze poc¢et muzi bez mutaci, kterych bylo 12, se jen nepatrné lisil od poctu 11 Zen.
Ocekavalo se, ze zen bez mutaci bude o dost vice nez muzli, protoze u nich vyskyt
onemocnéni neni tak Casty. Pramérny v€k pacientt s mutacemi ¢inil 70 £ 1,01 a bez nich,
67 £+ 1,96 let. Vyskyt mutaci bude pravdépodobné spojen s vyssim vékem pacientd.

K nejcastéjsim chromozomalnim abnormalitam, které jsou u pacienti s CLL
identifikovany pomoci metody FISH, patii Castecné ztraty jednoho chromozomu, jako
napi. delece 11q, 17p a 13q nebo zisk celého chromozomu, napf. trizomie 12 (Rahimi et al.,
2017).

Delece 17p13, zahrnujici gen TP53, patii mezi vzadcné mutace, ktera se vyskytuje
ptiblizn€ u 5—7 % vsech pacientii s CLL a jeji frekvence se s progresi onemocnéni vyznamné
zvySuje (Hus, Rolinski, 2015). Patologicky klon sdeleci p53 vykazoval v praci
0 néco niz8i procentudlni zastoupeni a byl diagnostikovan pouze u 3 % pacientd.
Jedna se o procentuadlné nejméné¢ zastoupenou deleci z celkového souboru pozorovanych
mutaci, coz potvrzuje piedpoklad Hus, Rolinski, 2015, ze se delece 17p13 s defektem genu
p53 u pacientll s CLL vyskytuje velmi vzacné. Zajimavé je, Ze pocet muzi je zde niZsi
nez pocet zen. Dlivodem vSak miize byt malé mnozstvi pacientl, u kterych byla detekovéana
dand mutace. Pozitivni nalez delece p53 byl prokazan u dvou Zen a pouze u jednoho muze.
Z tohoto diivodu se nepodatilo urcit primérny veék pacienti a SEM.

Delece 11g22-23, zahrnujici gen ATM, postihuje 5-20 % pacientl (Puiggros et al,
2014). Tato delece byla napocitana u 15 pacientti, coz predstavuje 17 %. Hodnota odpovida
studii Puiggros et al, 2014. U této delece bylo zastoupeno vyrazné vice muzi neZ zen.
Muzi s deleci ATM bylo 12 a Zeny pouze tfi.

Delece lokusu 13qg14, zahrnujici gen Rb-1, je jednou z nejéastéjsich chromozomalnich
aberaci CLL a vyskytuje se zhruba u 50 % pacienti (Ouillette et al., 2011). Vysledky této
prace jsou odlisné v porovnani s udaji ve studii Ouillette et al., 2011. Z celkového souboru
sledovanych mutaci se sice jednalo o nejpocetnéji zastoupenou cytogenetickou abnormalitu,
ale pfitomnost patologického klonu s pozitivni deleci Rb-1 byla prokazand pouze u 36 %
pacientd. Diivodem mize byt nizky pocet pacientt V celkovém sledovaném souboru.

Trizomie 12 je tieti nejcastéjsi cytogenetickou abnormalitou CLL a vyskytuje se
u 10-20 % pacient (Puiggros et al., 2014). V praci byla trizomie 12 tieti nejcastéjsi mutaci
spolecné s deleci Igh a pozitivni nalez byl prokdzan u 22 pacientli, coz predstavuje 24 %.
Vysledek trochu 1isi od studie Puiggros et al., 2014. Muzi s trizomii 12 bylo také o polovinu

vice nez zen.
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Prace se zabyvala i jinymi mutacemi, nez vySe uvedenymi. Jiné mutace byly pfitomny u 27
pacientd, coz predstavuje 30 % z celkového poctu. Objevila se zde Siroka Skala rtznych
cytogenetickych abnormalit, jako napt. delece 6q21, delece q ramének chromozomu 14,
trizomie chromozomu 18 a 19 a dalsi patologické piestavby chromozomu. Delece dlouhého
raménka chromozomu 6 se u CLL vyskytuje pii relativné nizké frekvenci (3-6 %)
a je spojena s dobrou prognédzou (Dalsass et al., 2013). V této praci byla pozitivni u 3 %
pacientd, a odpovida tedy studii Dalsass et al., 2013. Za zminku zde stoji vyrazné odlisny
prumérny vek pacientt, ktery u muzi ¢inil 68 + 2,93 let a u Zen 76 = 2,07 let. Muzd s jinymi
mutacemi (21), bylo daleko vice nez zen (6), coz mize byt divod, pro¢ se primérny vék obou
pohlavi v této skupiné tak vyrazné lisil.

Z4dna ze sledovanych mutaci nebyla zastoupena u vice jak poloviny pacientii.
U vétSiny pacientii bylo prokazano vyS$i zastoupeni muzl neZ Zen, coz se opét shoduje
se studii Strati et al., 2018, ze se CLL vyskytuje ¢astéji u muzd. Vyjimkou byla pouze delece
p53, ve které¢ byly zastoupeny dvé Zeny a jeden muz. Nejvyssi rozdil tykajici se poctu
pacientli v zavislosti na pohlavi byl prokazan u pacientl s jinymi mutacemi. Naopak
U pacientli bez mutaci se nejednalo o velké rozdily v po¢tu muzl a zen. Muzi bez mutaci bylo
pouze o jednoho vice nez zen, kterych bylo 11.

U vétsiny sledovanych mutaci (kromé delece ATM a pacienti bez mutaci) také
primérny vék Zen prevySoval primérny v€k muzl. Z toho lze usoudit, Ze muzi jsou postiZeni
mutacemi v niz§im veéku nez zeny. Vyjimkou je delece ATM, u které byl primérny vék muzi
72 £ 3,01 let a prumérny vék Zen 69 + 4,04 let. Mozné je, Ze vysledky mohou byt zkreslené,
protoZe jsou ovlivnény nizkym poctem Zen s pozitivnim nalezem dané mutace.

Dale byla price zaméfena na piitomnost sekvenéni homologie s mutovanym
¢i nemutovanym klonem B lymfocytt. Témét 50-70 % pacientti s CLL vykazuje znamky
hypersomatické mutace ve variabilni oblasti téZkého fetézce imunoglobulinu (Tari et al.,
2018). V této praci bylo zastoupeno celkem 53 pacientli s mutovanym klonem B lymfocytd,
jejichz sekvenéni homologie byla mensi nez 98 %. Jedna se o 52 % z celkového souboru
a vysledek se shoduje s hodnotou, kterou udava ve své praci Tari et al., 2018. Lze tedy fici,
ze u vice jak poloviny pacientd doslo k somatické hypermutaci IGVH genli, coz znaci
pfiznivou progndzu a stabilni klinicky pribéh onemocnéni. Nemutovany klon B lymfocytl se
sekvencni homologii vétsi nez 98 % byl pfitomen u 48 pacientd, coz predstavuje 48 %
z celkového souboru. Tito pacienti jsou spojeni s agresivngjSim pribéhem onemocnéni
a horSimi vysledky v porovnani s pacienty s mutovanym klonem B lymfocyti (Moreno,

Montserrat, 2010). Primérny veék pacienti snemutovanym a S mutovanym klonem
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B lymfocyti se od sebe liSil pouze nepatrné. Vysledky vSak ukézaly, ze pocet Zen
s nemutovanym klonem B lymfocyti je mensi nez pocet s mutovanym klonem B lymfocyta.
To by mohlo naznaCovat, ze u zen je somaticka hypermutace IGVH castéjsi, a proto by
prabeh jejich onemocnéni mohl byt spojen s lepsi progndzou.

Pro tuto praci byl vybran nizky pocet pacienti. Pro lepsi vysledky by bylo vhodné
ziskat pro vyzkum vice pacientti s CLL a do budoucna se podrobnéji zabyvat biologickym
chovanim choroby v zavislosti na jednotlivych chromozomalnich zménach, vice se zaméfit na

rizikovost choroby a na to, jak mutace ovliviiuji celkové preziti pacientt.
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12

Z.aveér

Cilem prace bylo zjistit frekvence nejcastéjSich mutaci u pacientd s chronickou
lymfatickou leukémii. Tento cil byl zcela splnén. Mezi nejcastéj$i mutace detekované
u pacientli s CLL patii delece IgH, delece p53, delece ATM, delece Rbl, trizomie 12.
Pozitivni nalez alespon jedné mutace mélo 67 pacientd. U nékterych byla objevena
vice jak jedna mutace. Nejpocetnéji zastoupenou mutaci byla delece 13ql4,
s defektem genu Rb-1, u 36 % pacientli a nejméné pocetnou mutaci delece 17p13,

s defektem genu P53, u 3 % pacientu.

Daéle byly dany jednotlivé podcile prace:

o Prvnim podcilem bylo zhodnoceni muta¢niho statusu u CLL, coz bylo splnéno.

Mutovany klon B lymfocyti byl nalezen u 52 % pacienti a nemutovany klon
u 48 % pacientd s diagnostikovanou CLL. Mutovany klon B lymfocytl
je spojen s ptiznivou progndézou onemocnéni a nemutovany klon B lymfocytt
s nepfiznivou progndézou. Zen s nemutovanym klonem B lymfocytd bylo
0 néco mén¢ nez muzd. Primérny ve€k pacientli v zavislosti na klonu

B lymfocytl se od sebe pfilis nelisil.

Dale byl splnén podcil uréeni poctu pacientl s jednotlivymi mutacemi a dle
pohlavi. Nejvyssi pocet muzi byl u delece Rb-1 a jinych mutaci, nejnizsi
u delece p53. Nejvyssi pocéet zen byl zastoupen u delece Rb-1 a nejnizsi
u delece p53. VétsSina mutaci, s vyjimkou delece p53, se vyskytovala Castéji

u muzu hez u zen.

Poslednim podcilem bylo porovnani primérného véku pacientii s jednotlivymi
mutacemi a dle pohlavi, coz bylo také splnéno. Nejvyssi pramérny vek byl
prokazan u muzu S deleci ATM, a ¢inil 73 + 3,01 let. Nejvyssi prumérny vék
meély Zeny s jinymi mutacemi, 76 + 2,07 let. Nejnizsi primérny vék meli muzi

S jinymi mutacemi, 69 & 2,93 let a Zeny s deleci ATM, 69 + 4,04 let.
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14 Seznam pouzitych zkratek

ADCC — buné¢na cytotoxicita zavisla na protilatkach
AT — ataxia—telangiectasia

ATM — tumor supresorovy gen

ATP — adenosintrifosfat

B2M — beta-2-mikroglobulin

BAK — pro-apopticky gen

BAX — pro-apopticky gen

BCL2 — protoonkogen, ktery plisobi proti apoptdze
BCLW - anti-apopticky gen

BCL-XL — anti-apopticky gen

BCR — B-bunéény receptor

BTK — Brutonova tyrozin kinaza

CD10 — povrchovy antigen T bun¢k

CD19 — povrchovy antigen B bunék, v¢. malignich
CD2 — povrchovy antigen T bun¢k

CD20 — povrchovy antigen B bunék

CD23 — nizkoafinni receptor pro IgE, FcRII

CD38 — glykoprotein na povrchu bilych krvinek
CD4 — povrchovy antigen Ty bunék

CD5 — povrchovy antigen T bun¢k

CD52 — povrchovy antigen B bunék

CD79b — transmembranovy protein tvofici komplex s BCR
CD8 — povrchovy antigen T, bun¢k

CDC — aktivace komplementu

CLB — chlorambucil

CLL — chronické lymfaticka leukémie

CR — kompletni remise

CT — vypocetni tomografie

Cys 481 — cysteinovy zbytek kindzy

DCD — indukce apoptdzy

DLEUZ2 — tumor supresorovy gen

DNA — deoxyribonukleova kyselina
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DSBs — dvouvlaknové zlomy DNA

ECOC — Vychodni kooperativni onkologicka skupina v USA
FCR — chemoterapeuticky rezim (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab)
FDR — fludarabin

FISH — fluorescencni in situ hybridizace

FMC7 — antigen

G1/S — prvni kontrolni bod bunééného cyklu

G2/M — druhy kontrolni bod buné¢ného cyklu

GA101 — obinutuzumab

HR — vysoké riziko

Ig — membranovy imunoglobulin

1gG1 — potiida imunoglobulinu G

IgH — tézky fetézec imunoglobulinu

IGVH — variabilni oblast té¢zkého fetézce imunoglobulinu
IR — stfedni riziko

IWCLL - International Workshop on CLL

LDT — zdvojovaci ¢as lymfocyta

LR — nizké riziko

MDM2 — enzym pracujici jako ubiquitin ligaza

MHCII — hlavni histokompatibilni complex II. tfidy
MirRNA — mikroRNA

NK-bunky — ,,pfirozeni zabijeci®

NOTCH1 — receptor

OS — celkové preziti

P21 — protein tlumici ¢innost cyklin-dependentnich kindz
PFS — pteziti bez progrese

PI13K — fosfatidylinositol-3-kinaza

PIt — trombocyty

PS — performance status

Rb1 — retinoblastomovy protein

Slg — povrch imunoglobulinu

TK — thymidinova kindza

TPS53 — tumor supresorovy gen

ZAPT0 — zeta asociovany protein 70
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