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SOUHRN

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je klonalni onemocnéni B lymfocyti, které
jsou z diivodu naruseni mechanismi apoptézy akumulovany v periferni krvi, kostni deni,
jatrech, slezin€ a v dalSich organech. Pfesny mechanismus vzniku CLL neni dodnes zcela
znam a je predmétem vyzkumu. CLL castéji postihuje starSi populaci (50 let a vice).
a zamé&fuje se predev§im na molekularné genetické markery.

Experimentalni ¢ast mé diplomové prace je zaméfena na detekci mutaci v genech
BIRC3 a NOTCH1 u rizikovych pacientt s CLL a to jak u refrakternich pacienti, ktefi
nereaguji na provedenou 1é¢bu, tak u pacientt, u kterych je onemocnéni aktivni. Ve své praci
jsem vyuzila metody molekularni biologie - PCR, Sangerovo sekvenovani, alternativni PCR
metoda ARMS (Amplification refraktory mutation system) a HRM (High resolution melting)
analyza, umoznujici detekci zmény v jedné bazi.

Cilem diplomové prace bylo zavést HRM analyzu pro detekci mutaci v genu BIRC3
u pacientll s CLL a zjistit jeji uplatnéni v rutinni praxi na Hemato-onkologické klinice LF
a FN Olomouc. Prakticka analyza nddorové DNA od souboru nemocnych ukézala, Ze HRM
analyza poskytne informace o pfitomnosti ¢i absenci mutace v genu BIRC3 a miZze byt
vhodnou screeningovou metodou pro vice pacientll najednou, ale musi byt vzdy ovéfena
i Sangerovym sekvenovanim. Sangerovo sekvenovani je tak stale plnohodnotnou metodou

v rutin€ molekuldrné biologickych vysetteni.



SUMMARY

The chronic lymphocytar leukemia (CLL) is a clonal disease of B lymphocytes which
are acumulated in peripheral blood, bone marrow, liver, spleen or other organs thanks to the
disorder of apopthosis mechanism. The accurate mechanism of the CLL genesis has not been
entirely known up to present day and is the item of investigation. CLL affects elderly
population (50 years and more) more often. This diploma thesis gives an overwiev of the most
important prognostics indicators in CLL patients and it is focused especially on molecular-
genetic markers.

The experimental part of my final thesis is focused on the detection of mutations in
BIRC3 and NOTCHL1 genes in risk patients with CLL in refractery patients, who do not react
on the performed treatment, and also in patients where the disorder is active. In my thesis
I used the method of molecular biology - PCR, Sanger sequencing, alternative PCR method
ARMS (Amplification refraktory mutation system) and HRM (High resolution melting)
analysis which enables the detection of changes in one bases.

The aim of my diploma thesis was the inplementation of HRM analysis in the
detection of mutations in BIRC3 gene in patients with CLL and the detection of its application
in the routine praxis in the Hemato-oncological clinics in Olomouc University Hospital.
The practical analysis of cancer DNA in a group of patients demonstrated that the HRM
analysis gives information about the presence or absence of the mutation in BIRC3 gene and it
can be an appropriate screeinng method for more patients at the same time, but it must always
be checked by Sanger’s sequencing. Sanger’s sequencing remains a fully-fledged method in

the routine of molecular-biological examination.
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1 UvOoD

Nadorova onemocnéni patii v dneSnim svété K nejvice rozSifenym chorobam
postihujicich lidskou populaci. Je pro né typicky nekontrolovatelny rust bunék. Na vzniku
nadord se podili celd fada faktorii jako naptiklad vek, dédicnost, celkovy zivotni styl, ale
i vliv prostiedi. I pfes pokroky moderni mediciny neni stale vznik nékterych onemocnéni
objasnén. Hematologické malignity predstavuji podle svétové zdravotnické organizace 10 %
vSech onkologickych onemocnéni.

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je hemato-onkologické onemocnéni, jehoz
vznik neni doposud zcela pochopen. Patii k nejbézné&ji diagnostikovanému typu leukémie
u dospélé populace v zapadnich zemich. Nejcastéji postihuje jedince nad 50 let. K rizikovym
faktoriim, které se podili na vzniku CLL, patii predevSim v€ék a vyskyt hematologické
malignity u pfimych pfibuznych. Na zaklad¢ rozsahlych studii nebylo potvrzeno, ze by se na
vzniku CLL podilely vnéjsi faktory, jako je naptiklad zafeni ¢i rizné mutagenni latky.

Chronicka lymfocytarni leukémie je klonalni onemocnéni B-lymfocyti, které jsou
akumulovany v periferni krvi, kostni dfeni, jatrech a dalSich organech. Hromadéni
patologickych B-lymfocytii je zptisobeno narusenim mechanismia bunééné smrti.

Pti stanoveni progndzy u pacienta s CLL rozliSujeme rtzné prognostické markery,
které hraji zéasadni roli pfi ur¢eni spravného lécebného postupu. Klinické prognostické
markery zahrnuji vysledky klinického vySetfeni pacienta, krevniho obrazu, krevniho natéru
a imunofenotypizace. Cytogenetické prognostické markery, detekované metodou
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), odhaluji pocetni i strukturni chromozomové
odchylky. Molekuléarni prognostické markery, vySetfované metodami molekularni biologie,
odhaluji ptitomnost napt. bodovych mutaci, krat$ich deleci a inzerci. Klinické, cytogenetické
i molekularni markery ndm poskytuji uceleny obraz o stavu pacienta a na jejich zaklad¢ je

mozné urcit progndzu a zvolit optimalni 1écbu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Chronicka lymfocytarni leukemie

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je nejbéZnéjsi leukémii u dospé€lé populace
v zépadnich zemich a je charakterizovana akumulaci zralych B-lymfocyti s typickym
fenotypem CD5+ v kostni dieni, periferni krvi, jatrech, sleziné a dalSich organech
(Hallek, 2015). V periferni krvi je pro stanoveni diagnozy nutna p¥itomnost vice nez 5x10%1
lymfocytd (Hallek et al., 2008).

CLL je heterogenni onemocnéni s extrémné Vvariabilnim klinickym prabéhem.
U nékterych pacientt se nemoc velmi rychle vyviji, vyzaduje chemoterapii a doba pieziti je
kratka i pfes intenzivni 1é¢bu, zatimco u jinych je prabéh nemoci indolentni, terapeuticka
intervence neni nutna a pacienti prezivaji mnoho let (Cordoba et al., 2016).

Pfi¢ina vzniku CLL neni zcela objasnéna. K rizikovym faktorim, které ptispivaji ke
vzniku CLL, patii pfedev§im vysoky v&k a vyskyt hematologické malignity v roding.
Rozsahl¢é epidemiologické studie nepotvrdily, Ze by se na vzniku CLL podilel vliv vnéjSich
faktord jako napf. ionizujici zafeni, viry, magnetické pole, radiace, kancerogenni chemikalie

a mutagenni léky (Kozak, 2008).

2.1.1 Epidemiologie CLL

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) se fadi k nejcastéji diagnostikovanym typim
leukémii u dospélych v zapadnich zemich (Hallek, 2015). Ze vsech diagnostikovanych
leukémii piedstavuje témét 30 %. V severskych zemich dokonce 35 — 40 % (Panovska
et Doubek, 2013). Naopak u Asiati je CLL z neznamych pfi¢in velmi vzacna
(Yang et al., 2015). Ve vychodni Asii piedstavuje pouhych 3 — 5 % nemocnych (Panovska et
al., 2011).

Vyskyt je castéjsi u bélosské populace a postihuje vice muze nez Zzeny
(Kozék, 2008). V Ceské republice se incidence pohybuje okolo 6 piipadi na 100 000 obyvatel
za rok (Hadrabova, 2015). Tato nemoc obvykle zasahuje star$i populaci a ma variabilni
klinicky prubéh (Hallek, 2015). Median véku pii diagnéze je 70 let (Hadrabova, 2015).

U osob mladsich 50 let se CLL vyskytuje pouze vzacné, avSak po piekroceni tohoto veku



riziko vzniku nemoci razantn¢ stoupad (Dighiero et Hamblin, 2008). V disledku cast&jsiho
provadéni krevnich testl se zvySuje podil mladSich pacientd, u nichz je onemocnéni odhaleno
vrané fazi a maji minimalni ptiznaky nemoci (Hallek, 2015). Velmi ohroZenou skupinu
predstavuji pfimi ptfibuzni pacienti s CLL, u kterych je riziko vzniku nékolikrat vyssi nez

u bézné populace (Ghia et al., 2007).

2.1.2 Biologie CLL

Z biologického hlediska se jedna o klonalni onemocnéni B-lymfocytt, pii kterém
dochazi k nerovnovaze mezi proliferaci a apoptdézou (Kozak, 2008). U pacientti s CLL jsou
akumulovany antigenné stimulované zralé B-lymfocyty v kostni dfeni, periferni krvi, v jatrech
a slezin¢. Nadorové buiky se hromadi pfedev§im z divodu naruSeni mechanizmi bunécné
smrti (Chiorazzi et al., 2005). Na této skute¢nosti se spolupodili i zvySena exprese genu
BCL-2, jehoz nadbytek inhibuje apoptozu patologickych lymfocytl a vede k jejich hromadéni
v organismu (Krej¢i et al., 2009).

B-lymfocyty oznacované také jako B buriky pfedstavuji humoralni slozku specifické
imunitni odpovédi. Prostiednictvim vysoce specifického receptoru B-Cell Receptor (BCR)
rozpoznavaji extracelularni antigen. BCR je na povrchu B-lymfocyti asi 120 000 a jejich
struktura je velmi podobna struktuie protilatky. Snadno se pohybuje v bunééné membrané
a pokud dojde k vazbé s antigenem, ma afinitu pfimykat se k ostrivkim membranovych
lipidt. V ptipadé aktivace BCR zralého B-lymfocytu antigenem dochazi ke spusténi kaskady
reakci, které vedou k sekreci imunoglobulini. Pokud se antigen navdZze na nezraly
B-lymfocyt, dojde k jeho apoptdze.

Po aktivaci BCR zralého lymfocytu volnym antigenem dojde nejprve k oligomerizaci
n¢kolika BCR a nésledn¢ upevnéni vazby na lipidové ostrivky, ve kterych vznikne
vnitrobunéény signal sméfujici K cytoskeletu. Lipidové ostriivky se shlukuji a tvofi tzv. poly
na povrchu B-lymfocytu. Polarizovany B-lymfocyt nasledné proliferuje a vznikaji efektorové
plazmatické buiiky, které Ziji jen nékolik dni a jsou ur¢eny k intenzivni produkci protilatek
(Vrana et al., 2011).

V kostni dfeni, kde B-lymfocyty vznikaji, dochazi zaroven k VDJ rekombinaci (viz
obr. 1). Na zaklad¢ této rekombinace jsou pieskupovany segmenty imunoglobulinovych gent,
které koduji BCR. Jako tzv. naivni putuje B-lymfocyt dale do periferni krve a v okamziku,

kdy se setka s antigenem, dojde k jeho aktivaci (van Lochem et al., 2004; Hervé et al., 2005).
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Poté ptechazi do tmavé zény germinalniho centra lymfoidniho folikulu, kde proliferuje,
a zaroven dochazi k somatickym hypermutacim variabilni oblasti tézkého fetézce
imunoglobulint (IgVH) (Allen et al., 2004). Objevem této somatické hypermutace doslo
K vyznamnému posunu Vv ramci stanoveni prognozy a celkového pieziti pacienti s CLL
(Panovska et Doubek, 2013). Na zakladé tohoto objevu se CLL rozdé€luje na dvé podskupiny.
Prvni skupinu CLL ptedstavuji bunky, které maji povrchovy imunoglobulin kédovany
nemutovanym genem pro imunoglobulin (U-CLL). Druhy typ CLL (M-CLL) naopak
predstavuji buriky, které maji mutované geny pro povrchové imunoglobuliny (Kozak, 2008).

Vice viz dale v kapitole Molekularni prognostické markery.
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Obr. 1: VDJ rekombinace
(ptevzato z Chiorazzi, 2005)
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2.1.3 Lécba CLL

Pacienti s casnym stadiem CLL (Rai 0, Binet A) nevyzaduji 1é¢bu a jsou pouze
pravidelné sledovani (Panovska et Doubek, 2013). Indikaci k zahajeni 1éCby je aktivita
nemoci napft. rychly nartst lymfocytézy, inava, hubnuti a horecky neinfek¢éniho ptvodu
u pacientd v intermedidlnim stadiu CLL (Rai I-II, Binet B). Nevyhnutelnost 1écby je
u pacient v pokro¢ilém stadiu CLL (Rai III-1V, Binet C) a je nutné ji zahdjit co nejdiive
(Hallek et al., 2008). Je vhodné stanovit rozsah onemocnéni na zakladé fyzikalniho vySetieni,
ultrasonografie bficha ¢i CT hrudniku a bficha u mladSich pacientii. Nezbytné je vySetieni
FISH na ptitomnost delece 17p a muta¢ni analyza genu TP53, které mohou ovlivnit volbu
1é¢ebného postupu (Smolej et al., 2013).

Lécba CLL v poslednich dvou dekadach zaznamenala vyrazny vyvoj a od monoterapie
alkyla¢nimi cytostatiky se posunula k purinovym analogiim, nasledné¢ ke kombinované
chemoterapii az k chemoimunoterapii. Chemoimunoterapie ma piiznivy vliv nejen na kvalitu
1é¢ebné odpovédi, ale i na celkové preziti pacienti s CLL. V soucasné dobé& patii
K nejucinngjsi 1é¢bé kombinace fludarabinu, cyklofosfamidu a rituximabinu (FCR).
Kombinaci téchto latek bylo dosazeno vybornych vysledkd v 1é¢bé 1. linie (Hallek et al.,
2010).

2.1.3.1 Lécba l. linie

V ptipad¢ pacientdi, ktefi jsou v dobrém stavu bez vyznamnych pfidruzenych
onemocnéni a s normalni rendlni funkci, je za nejvhodnéjsi 1é€ebny postup povazovan rezim
FCR. Pokud je u nemocného pritomna delece 17p nebo mutace genu TP53, je vhodna 1écba
pomoci ibrutinibu nebo kombinace 1é¢iv idelalisib a rituximab (Eichhorst et al., 2011).

U nemocnych s vyznamnymi pfidruZzenymi chorobami se v pfipadé 1é¢by 1. linie voli
moznost kombinace 1éCiv chlorambucilu nebo bendamustinu s rituximabem poptipadé
s obinutuzumabem. V ptipad¢ pacientt s deleci 17p nebo mutaci v genu TP53 se opét vyuziva
ibrutinib nebo kombinace idelalisib a rituximab. U téZce komorbidnich pacientti, u kterych se
predpoklada kratka doba preziti, se vyuziva napt. chlorambucil nebo cyklofosfamid (Smolej
et al., 2013). K vyhodam chlorambucilu patii nizka toxicita, cena a moznost podavani oralni

cestou (Hallek, 2015).
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2.1.3.2 Lécba refrakternich pacientii a relapsu

V ptipadé pozdniho relapsu, kdy se 1écebnd odpovéd pohybuje v délce vyssi nez
2 roky po chemoimunoterapii, se mize zvolit opakované provedeni této 1écby. Pokud relaps
nastane casnéji (do 2 let) nebo v ptipadé refrekterni CLL, musi byt 1€¢ebny postup zménén.
V ptipadé relapsu ¢i refrakterni CLL se zvazuje podani ibrutinibu nebo idelalisibu, které
v porovnani s jinou dostupnou lé¢bou poskytuji lepsi kontrolu nemoci (Byrd et al., 2014;
Furmann et al., 2014).

Piipady refrakterni CLL by mély byt konzultovany v centrech intenzivni
hematologické péce. Je vhodné zvazit moznost alogenni transplantace krvetvornych bunék,

kterd mé kurativni potencial (Smolej et al., 2013).

2.2 Prognostické markery u CLL

Urceni klinického stadia nemoci a nasledné prognézy je vyznamné pro stanoveni
vhodné 1écby pacienta. Diky vyuzivani nejriznéjSich modernich technologii jsou stale
objevovany nové prognostické markery, které napomahaji co nejlépe urcit rizikové skupiny

pacientil a nasledné stanovit co nejefektivnéjsi 1écbu.

2.2.1 Urceni diagnozy a klinické prognostické markery

Onemocnéni miize probihat dlouhou dobu asymptomaticky. Témét u 70 % pacientd je
CLL diagnostikovana ndhodné pii preventivnich prohlidkach ¢i pfedopera¢nim vysSetfeni na
zaklad¢ krevniho obrazu (Montserrat et Moreno, 2008). V pokroc¢ilych fazich onemocnéni se
setkavame s tfadou piiznakt, mezi které patéi napf. noéni poceni, hubnuti, zvétSena jatra
a slezina (Racil et al., 2011).

Pro urCeni diagnézy je vyzadovano vySetieni krevniho obrazu s manuélnim
diferencialnim rozpodtem a pritokova cytometrie periferni krve s nalezem vice nez 5x109%I
klonalnich lymfocytl typického fenotypu CD5+, CD19+ a CD23+. Dale exprese antigenu
CD20 slabé& pozitivni, povrchové imunoglobuliny slabé pozitivni, CD79a a FMC7 slabé
pozitivni aZ negativni (Hadrabova, 2015).

Lymfocyty, které se vyskytuji u typické formy CLL (viz obr. 2), jsou uniformni a zralé
s kulatym nebo ovalnym jadrem, hutnym, kondenzovanym chromatinem. Jaderka nejsou

patrnd. Cytoplazma tvofi uzky lem, ktery je agranularni a slabé bazofilni. Nadorové
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lymfocyty jsou velmi kiehké. V krevnim natéru nachdzime mnozstvi jadernych stind
a rozpadajicich se buné¢k, které se nazyvaji Gumprechtovy stiny (viz obr. 2) (Panovska et
Doubek, 2013).

® ¢

Obr. 2: Atypické lymfocyty, Gumprechtovy stiny.

Sipkou ozna¢eny atypické lymfocyty s mozaikovitou strukturou chromatinu, charakteristické pro dg. CLL.
Zcela vlevo (ke stiedu) je bunéény stin — mame-li potvrzenou diagnézu CLL, pak se tento bunény stin nazyva
Gumprechtav stin — jedna se o rozetfeny lymfocyt (poSkozena buiika). Tyto stiny vznikaji pfi natéru periferni
krve na podlozni sklo — fragilni lymfocyty (diky onemocnéni CLL) se pfi natéru rozbiji a zlistanou jen bunécné

stiny. (Ptevzato z databdze HOK FN a LF UP Olomouc)

Vzhledem k tomu, ze CLL je klinicky velmi heterogenni onemocnéni lisici se mirou
progrese, vnimavosti k 1é¢bé a celkového preziti, jsou pro urceni aktualniho klinického stadia
dodnes vyuzivany 2 zakladni skorovaci systemy. Jednim z nich je klasifikace podle Raie (viz
tab. 1) zndmé od roku 1975 a druhym je klasifikace dle Bineta (viz tab. Il) pouzivana od roku
1981. Tyto systémy jsou zalozeny na vySetfeni krevniho obrazu, avSak klasifikace podle

Bineta navic zahrnuje informace o poctu oblasti, kde ma pacient zvétSene lymfatické uzliny
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v oblastech hlavy, krku, tfisel, a také zvétSeni jater nebo sleziny (Binet et al., 1981; Rai et al.,
1975).

Rai, stejné jako Binet, rozliSuje 3 prognostické skupiny pacientli s nizkym, stfednim
a vysokym rizikem. U kazdé z téchto skupin se vyrazn¢ li§i median celkového pieziti

(Panovskéa et Doubek, 2013).

Tab. I: Klasifikace CLL podle Raie

Klasifikace podle Raie Klinické projevy Median OS (mésice)
Nizké riziko Lymfocytdza > 150
Stfedni riziko Lymfocyt6za,lymfadenopatie, hepato/splenomegalie 100
Vysoké riziko Hb < 110 g/l nebo PLT < 100.10%/1 19

Hb — hladina hemoglobinu, PLT — trombocyty v periferni krvi, OS — overall survival

(upraveno podle Hadrabova, 2015)

Tab. Il: Klasifikace CLL podle Bineta

pﬁ::selgii(:gfa Krevni obraz Lymfadenopatie M(?Sé??cgs
A Hb > 100 g/l a PLT > 100.10%I 0 — 2 postizené oblasti Nedosazen
B Hb > 100 g/l a PLT > 100.10%I 3 a vice oblasti 84
C Hb < 100/g/l a/nebo PLT < 100.10%I Libovolny pocet 24

Hb — hladina hemoglobinu, PLT — trombocyty v periferni krvi, OS — overall survival

(upraveno podle Hadrabov4, 2015)

2.2.2 Zdvojovaci ¢as lymfocyti

Prognosticky vyznam kinetiky lymfocytu byl objeven jiz v roce 1966 (Galton, 1966).
Lymphocyte doubling time (LDT) neboli zdvojovaci ¢as lymfocyti je doba, za kterou dojde
k zdvojnasobeni poctu lymfocytd v periferni krvi. Pokud je LDT krat§i nez 12 mésicd,
pacienti maji hor$i prognézu. Tento parametr je také vyuzivan pii indikaci k zahajeni terapie.
V ptipadé, ze je LDT krat$i nez 6 mésict nebo pokud dochézi k nariistu lymfocyti o 50 %
Vv Case kratS$im, nez jsou 2 mésice, je nutné zvazit zahajeni terapie, avSak S ohledem na dalsi

parametry (Panovska et al., 2011).
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2.2.3 Sérové markery

V séru pacienti s CLL bylo objeveno nékolik markert, které jsou vyznamné pro
stanoveni prognozy. Zvysena hladina nékterych markert je spojena s agresivnim priabéhem
CLL. Mezi tyto markery patii naptiklad -2 mikroglobulin nebo thymidinkinaza (Panovska et
al., 2011). B-2 mikroglobulin je sérovy marker, ktery koreluje s nadorovou zatézi (Shanafelt
et al., 2004). Jedna se o extracelularni proteinovou slozku z HLA tfidy I a je pfitomen
Vv malych mnozstvich v séru a moci zdravych jedinct. Nékteré virové infekce mohou zpusobit
zvySeni hladiny -2 mikroglobulinu (cytomegalovirus, virus Epstein-Barrové), ale zvyseni
hladiny tohoto markeru bylo pozorovidno také u pacientd s lymfoproliferativnimi
onemocnénimi. Vysoka hladina -2 mikroglobulinu je naptiklad neptiznivym prognostickym
faktorem u CLL pacientt (Sagatys et Zhang, 2012). K vyznamnym sérovym markertim patii
také thymidinkinaza. Jednd se o enzym, ktery se podili na syntéze DNA a je markerem
bunééné proliferace. Hladina tohoto enzymu je zvySena u pacientd s pokroCilym stadiem

onemocnéni (Panovska et al., 2011).

2.3 Cytogenetické prognostické markery

Pfitomnost cytogenetickych aberaci hraje dilezitou roli v patogenezi CLL. Genetické
studie svyuzitim Siroké Skaly laboratornich metod (FISH, Sangerovo sekvenovani,
sekvenovani nové generace) identifikovali Siroké spektrum genetickych abnormalit (Puiggros
et al., 2014). Pomoci metody fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je mozné detekovat
aberace u vice nez 80 % pacienti (Vroblova et al., 2009). Zhruba 20 % pacienta s CLL ma
normalni karyotyp (Palma et al., 2006). Chromozomalni aberace a genové mutace maji
vyznam pro stanoveni prognozy pacienti S CLL (viz tab. I1l) (Rossi et al., 2013). Nejcast&jsi
chromozomalni aberace jsou napiiklad delece 11q, 13q a 17p nebo trizomie chromozomu 12.
Bylo dokazano, Zze delece nékterych chromozomi napiiklad 11q ¢i 17p jsou spojeny se
Spatnym klinickym prib&hem a staly se dulezitymi prognostickymi faktory (Puiggros et al.,
2014).

V pribéhu onemocnéni se u pacienti mohou objevovat nové cytogenetické aberace —
dochézi k tzv. klonalnimu vyvoji. Z tohoto divodu se doporucuje provadét FISH nejen v dobé

diagnozy, ale 1 pted 1é€bou nebo pii progresi CLL.
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Tab. 111: Prognostické podskupiny a pridruzené rizikové genetické faktory CLL v dobé

stanoveni diagndzy

Kategorie Asociované genetické faktory
del (17p)
Velmi vysoké riziko TP53 mutace

BIRC3 mutace

del (11q)

ATM mutace
NOTCH1 mutace

SF3B1 mutace

Vysoké riziko

Trizomie 12
o Ké rizik
Stfedné vysoké riziko Normalnt karyotyp
Nizkeé riziko Izolovana del (13q)

(upraveno podle Puiggros et al., 2014)

2.3.1 Delece na dlouhém raménku 13. chromozomu

Deleci 13914 (viz obr. 3) nachazime u vice nez 50 % pacienti s CLL.
S monoalelickou 13ql4 deleci se setkdvame témét u 70 % pacienti s CLL, zatimco
s bialelickou 13q14 deleci pouze v 19 % ptipadd (Smonskey et al., 2012). Jednd se
o nejbéznéjsi cytogenetickou aberaci detekovanou pomoci FISH. V minulosti byla spojovéana
S pfiznivou prognézou, avSak v poslednich letech nékteré studie ukézaly, ze urCité geny
lokalizované na chromozomu 13q by mohly byt zodpovédné za patogenezi a prognostickou
heterogenitu u pacientd s deleci 13q (Puiggros et al., 2014).

Vyznamny gen lezici v této oblasti je tumor-supresorovy gen RB1 (gen
retinoblastomu). Ztrata funkce tohoto genu a také defekt v syntéze fosfoproteinu, ktery je
timto genem kodovan, hraje vyznamnou roli v kontrole bunééného cyklu a regulaci
transkripce, coz by mohlo byt dilezitym faktorem spoustéjicim klondlni expanzi B bunék
(Papajik et al., 2006). Bialelick& delece genu RB1 je vzacna, coz naznacuje, Ze existuji i jiné
geny zapojené do patogeneze CLL.

Dalsi tuseky deletované v lokusu 13ql4 u CLL pacienti jsou geny kodujici
mikroRNA, konkrétné miR-15a a miR-16, které vykazuji aktivitu tumor supresorovych gent
tim, Ze indukuji apoptdzu a inhibuji proliferaci. V piipad¢, Ze delece 13q zahrnuje gen RB1,

hovoiime o deleci typu I, ktera je spojena s kratsi dobou pieziti do zahajeni prvni 1écby
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a s kratsim celkovym ptezitim nez delece typu Il, kterd zahrnuje miR15a a miR-16-1
(viz obr. 3) (shrnuto v Puiggros et al., 2014).

Pacienti s izolovanou deleci 13ql4 maji dobrou prognoézu, choroba zistava
dlouhodobé stabilni a neaktivni (Papajik et al., 2006). Median celkového preziti se pohybuje
kolem 113 mésicu (viz tab. 1V) (Kozak, 2008).

4sMbp 13q14.2

RBI
. Typel

f | Typell
| I MIRI15-A
: MIR16-1
|
: 51 Mbp
|
'->t(13q14)

Nonrecurrent

partners

Obr. 3: Chromozom 13 a vyznamné geny pro CLL
(upraveno podle Puiggros et al., 2014)

2.3.2 Delece na dlouhém raménku 11. chromozomu

Delece dlouhého raménka 11. chromozomu (viz obr. 4) je druhou nejéastéjsi aberaci
u pacientt s CLL (Papajik et al., 2006). Je detekovana téméi u 20 % nemocnych (Puiggros et
al., 2014). Deletovana oblast vyskytujici se mezi q22-23 obsahuje mnoho kandidatnich tumor
supresorovych geni (Dickinson et al., 2005). K témto gentiim, které jsou dilezité zejména pro
patogenezi CLL, patii mimo jiné gen ATM a BIRC3 (Rossi et al., 2012).

Nedavné studie poukazuji na vysoky vyskyt delece nebo mutace v genu BIRC3, ktery
je negativnim reguldtorem NF-«B signalizace lokalizované na 11q22. Bylo zjisténo, Ze delece

a/nebo mutace BIRC3 se nevyskytuje soubézné s poruchami v genu TP53 a je spojena
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s rezistenci na fludarabin. V dobé diagnozy piedpovida horsi prognézu nezavisle na deleci
11q.

Delece 11qg zahrnujici gen ATM byla spojena s rychlejsi progresi nemoci. Pacienti,
1éCeni chemoterapii, u kterych byla pfitomna ATM mutace a 11q delece, méli podstatné kratsi
celkové preziti i progresi onemocnéni. Bylo prokazano, ze ATM mutace vyskytujici se
v 30 — 40 % piipadt a delece a/nebo mutace BIRC3 maji prognosticky vyznam v CLL.
U pacient s deleci 11q byla v8ak delece/mutace BIRC3 spojena s del$i dobou pieziti nez
u ATM mutace. Na zakladé vysledku studie Rose-Zerilli et al. (2014) je ziejmé, ze
interpretace klinického dopadu BIRC3 abnormalit bez soucasné znalosti ATM muta¢niho
statusu neni mozna (Rose-Zerilli et al., 2014).

Delece 11g22-3 je spojena s vyraznou lymfadenopatii, Spatnou odpovédi na 1é¢bu
a s horsi prognozou u pacientit do 55 let. Median pieziti je 79 mésicu (viz tab. 1V) (Kozék,
2008; Rose-Zerilli et al., 2014). Piedevsim u mlad$ich pacienti je spojena s agresivnim
prubéhem onemocnéni (Panovska et al., 2011). S touto deleci se setkdvame u 25 %
neléCenych pacienth v pokrocilém stadiu onemocnéni a u 10 % pacientt v raném stadiu
onemocnéni. Spatnou progndzu této genetické aberace lze piekonat pomoci

chemoimunoterapie u diive nelééenych pacient (Hallek, 2015).

4 11q22.1

- | @ BIRC3 (11q22.2)

N ATM (11q22.3)

e 11q23.1

Obr. 4: Chromozom 11 a vyznamné geny pro patogenezi CLL
(upraveno podle Puiggros et al., 2014)
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2.3.3 Trizomie 12. chromozomu

Trizomie 12. chromozomu (viz obr. 5) patii mezi Casté aberace vyskytujici se
u pacienti s CLL. Setkavame se s ni v 10 — 20 % pfipadu (Zenz et al., 2010). VV 40 — 60 %
piipadii se objevuje jako jedind genetickd aberace, avSak muze byt spojena i s dalSimi
chromozomélnimi aberacemi (napt. 13q, 11q nebo 17q) (Puiggroset al., 2014). Analyzy
preziti pacienti s izolovanou trisomii 12 neprokézaly rozdil v celkovém pfteziti téchto
nemocnych v porovnani s nemocnymi s normalnim karyotypem (Papajik et al., 2006).
Median pieziti je asi 114 mésict (viz tab. 1V) (Kozak, 2008). V nedavné dob¢ se ukazalo, ze
u pacientt s trizomii 12 se vyskytuje s vysokou frekvenci mutace v genu NOTCH1, ktery je
spojovan spoleéné s nemutovanym IgVH s hor§i prognézou (Puigros et al., 2014).
U pacientd, u nichz se vyskytuje trizomie 12. chromozomu, se dale setkavame se zvysenou
expresi CD38 a také s atypickou morfologii lymfocytd (Quijano et al., 2008).

Trizomie chromozomu 12 spolu s poSkozenim genu TP53 nebo deleci
11. chromozomu a dale také mutace genu NOTCH1 vykazuji vyrazné hor$i prognodzu
V porovnani s pacienty, u kterych se vyskytuje trizomie 12. chromozomu samostatné nebo
v kombinaci s deleci chromozomu 13 (Del Giudice et al., 2012).

V ptipad€ trizomie chromozomu 12 bylo obtizné stanovit soubor kandidatnich gent
predev§im z toho divodu, ze postizenou oblast piedstavuje cely chromozom. Nicméné
pomoci RNA a proteinové analyzy exprese se piedpoklada, ze trisomie 12. chromozomu je
asociovana s up-regulaci gend distribuovanych po celém chromozomu jako naptiklad P27,
CDK4, HIP1R, MYF6 a MDM2. Nadmérna exprese HIP1R byla navrzena jako nejlepsi
potencionalni marker, avs§ak klinicky vyznam zdstava nejisty. MDM2 je zapojen do degradace

p53 ajeho zvysena exprese muze vést k dysregulaci bunééného cyklu (Puiggros et al., 2014).
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Obr. 5: Chromozom 12 a kandidatni geny pro stanoveni patogeneze CLL
(upraveno podle Puiggros et al., 2014)

2.3.4 Delece na kratkém raménku 17. chromozomu

S deleci kratkého raménka 17. chromozomu (viz obr. 6) se setkavame u 5 — 8 %
pacientd, ktefi nepodstoupili chemoterapii. Tato delece témét vzdy zahrnuje oblast 17p13, kde
se nachazi tumor supresorovy gen TP53 (Hallek, 2015).

Gen TP53 je u CLL nejéastéji poSkozen pravé deleci 17p13 v kombinaci s mutaci
druhé alely, ale vyskytovat se mohou i samostatné delece a mutace, tzv. monoalelické
abnormality. Jiz delece jedné alely vede k poruseni funkce proteinu p53. Pacienti s deleci
17p13 a/nebo mutaci genu TP53 maji nejhorsi prognoézu (Motyckova et al., 2011). Délka
preziti je asi 32 mésica (viz tab. 1V) (Kozék, 2008). Piiblizné¢ 40 % pacientt s del (17p)
a mutaci TP53 je rezistentnich k 1é¢bé a je nutné u nich vyuzit alternativni terapie jako je

naptiklad alogenni transplantace kmenovych bun¢k (Rossenquist et al., 2013).
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Obr. 6: Chromozom 17 a vyznamny gen pro patogenezi CLL
(upraveno podle Puiggros et al., 2014)

Tab. IV: Chromozomalni aberace a celkové preZiti pacienti s CLL

Karyotyp Median pieziti (mésice)
Delece 17p 32
Delece 119 79
Trizomie 12 114
Normalni karyotyp 111
Delece 13q 113

(upraveno podle Kozék, 2008)

2.3.5 Delece na dlouhém raménku 6. chromozomu

Frekvence vyskytu této cytogenetické aberace je relativné nizka a setkavame se s ni
pouze u 3 — 6 % pacientt s CLL. Nejcastéji zasahuje oblast 6921 (viz obr. 7). Delece na
dlouhém rameni 6. chromozomu se objevuje také u dalSich lymfoidnich malignit napf.
u akutni lymfoblatsické leukémie ¢i non-Hodgkinova lymfomu. Tento fakt siln¢ naznacuje, Ze
se VvV deletované oblasti mize nachazet zatim neidentifikovany tumor supresorovy gen
(Dalsass et al., 2013).

Del 6q je zpravidla spojena s jinymi karyotypickymi abnormalitami a pouze ziidka se

vyskytuje jako jedina chromozomalni abnormalita. Nebylo prokazano, ze by pfitomnost této
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delece méla vliv na preziti pacientd. U nemocnych s touto deleci se setkavame s vysokym

poctem leukocytil a rozsahlejsi adenopatii (Wang et al., 2011).

chromosome B

1,4 Mb (107,3-109 2 Mb)

Obr. 7: Chromozom 6 a znazornéni deletované oblasti 621
Cerné pruhy reprezentuji deletovanou oblast podél chromozomu 6q

(pfevzato z Urbankova et al., 2014)

2.3.6  Chromozom 8 a MYC translokace

Abnormality v chromozomu 8 jsou pozorovany u 2 — 5 % pacienti s CLL (Blanco et
al., 2014). Piestoze se puvodné predpokladalo, Ze CLL je onemocnéni zpisobené naruSenim
apoptozy, je nyni ziejmeé, Ze zvysSujici se bunééné déleni a akumulace bun¢k hraje zasadni
roli. Molekularni mechanismy, které fidi bunécné déleni v CLL, nejsou zcela pochopeny.
Klicem k pochopeni by mohl byt proto-onkoprotein MYC, regulator vstupu bunék
do bunécného cyklu. MYC je transkripéni faktor, ktery je aktivovan mitogeny a reguluje
expresi proteinil nezbytnych pro progresi bunééného cyklu a bunééného ristu. Nedavné studie
ukazaly, ze exprese MYC je zvySena u pacienti s CLL (Krysov et al., 2012).

Translokace zahrnujici MYC jsou vzacné u CLL a doposud jejich prognosticky
vyznam zistava nejasny. Castéji byly pozorovany v souvislosti s nepfiznivymi
cytogenetickymi markery. Zda se, ze MYC translokace je spojena s hor$i progndzou.
Nedavné studie naznacuji, ze chromozomalni translokace obecné mohou mit negativni dopad
v souvislosti s odpovédi na 1écbu a celkové preziti. Charakteristika téchto translokaci je
dilezita pro identifikaci podskupin pacientt, ktefi by méli byt peclivé sledovani. Translokace
jsou také spojovany s progresi a transformaci do agresivnéjsi formy onemocnéni (Put et al.,

2012).
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2.4 Molekularni prognostické markery

Cytogeneticka analyza metodou FISH nam umoziuje detekci pouze velkych
genetickych aberaci, které jsou rozpoznany specifickymi sondami. Nevyhodou metody FISH
je fakt, Ze jeji citlivost mize byt v poatcich onemocnéni niZsi, zejména pokud maji pacienti
malé procento klonalnich bunék v periferni krvi (Zent et Burack, 2014).

Molekularn€ genetickymi metodami, jako jsou Sangerovo sekvenovani a piedevsSim
pak pokrocilymi technikami sekvenovani nové generace, jsou identifikovany i malé
strukturadlni zmény, polymorfismy ¢i bodové mutace, které maji vyznam pii stanoveni
progn6zy CLL (Meldrum et al., 2011; Ekblom et al., 2010). V souvislosti s CLL bylo
odhaleno poskozeni mnoha geni, napt. NOTCH1, SF3B1, MYD88 a BIRC3. Zmény v téchto
genech se vyskytuji pfiblizné v 5 — 10 % piipadt CLL. Vyznamnou korelaci s ptezitim
pacientt vykazuji predevsim geny NOTCH1, SF3B1, BIRC3 a TP53. Tento objev podnitil
integraci nov¢ zjisténych genetickych aberaci do prognostického modelu zaloZeného jak na

pfitomnosti chromozomalnich abnormalit, tak i genovych mutaci (Rossi et al., 2013).

2.4.1 Mutaéni stav IgVH

Zésadni posun v chapani CLL a stanoveni prognozy bylo porovnani pacientl
s mutovanym a nemutovanym genem IgVH (Moreno et Montserrat, 2010). Pfitomnost ¢i
absence somatické mutace v genu IgVH, ktery koduje variabilni oblast tézkého fetézce
imunoglobulinu, rozdéluje pacienty s CLL do dvou podmnozin (Matthews et al., 2004).
Pacienti, u kterych je gen IgVH mutovany (M-CLL), vykazuji mnohem ptiznivéjsi vysledky
nez pacienti s nemutovanym genem IgVH (U-CLL). Vyjimku ptedstavuji piipady s vyskytem
genoveho segmentu IgVH3-21, kde se setkavame se Spatnou prognézou nezavisle na
muta¢nim stavu IgVH (Moreno et Montserrat, 2010). Na zaklad¢ provedenych studii bylo
dokazano, Ze preziti pacienti s nemutovanym IgVH se pohybuje v rozmezi 79 — 119 mésicu,
na rozdil od druhé skupiny pacientl, kde se median pfeziti pohybuje v rozmezi 124 — 293

mesict (viz obr. 8) (Matthews et al., 2004). Mutac¢ni stav IgVH je tak i v soucasnosti

vvvvvv
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Obr. 8: Kaplan-Maierova kiivka preziti pacienti s CLL ve srovnani s mutovanym

a nemutovanym IgVH
Median pteziti U-CLL je 117 mé&sict. Median pteziti u M-CLL je 293 mésicu
(ptevzato z Hamblin et al., 1999)

24.2 CD38

Transmembranovy glykoprotein CD38 s adenosindifosfat-ribozocykldzovou aktivitou
je exprimovan hematopoetickymi buikami. M4 schopnost transdukovat signaly dualezité pro
regulaci bunééné proliferace a preziti (Papajik et al., 2006). Exprese CD38 v leukémickych
lymfocytech byla prvnim markerem, u kterého byla zjisténa korelace s mutaénim stavem
IgVH. Nakonec se vSak ukazalo, ze tento vztah neni absolutni a podle nékterych studii se
muze exprese CD38 meénit v Case. Mutace v genu IgVH a exprese CD38 jsou tedy

nezavislymi prognostickymi faktory (Montserrat, 2006).

243 ZAP-70

Zeta-asociovany cytoplazmaticky protein s tyrosin-kindzovou aktivitou o molekularni
hmotnosti 70 kDa je jednim z odlisné exprimovanych genti u pacientdt s CLL a neni

exprimovan v normélnich B-lymfocytech. (Papajik et al., 2006). Protein ZAP-70 je klicovou
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signaliza¢ni molekulou T-lymfocyti a NK bunék. Je asociovan se zvySenou intracelularni
signalizaci prostfednictvim imunoglobulinového receptoru (Schroers et al., 2005).

ZvySena hladina exprese ZAP-70 se vyskytuje u pacientd S nemutovanym stavem
IgVH a horsi prognozou. Pacienti s klinickym stadiem Binet A, ale se zvySenou hladinou
exprese ZAP-70 (nad 20% pozitivnich leukémickych bun€k), maji rychlejsi progresi
onemocnéni a kratsi dobu pieziti nez ti s normalni hladinou ZAP-70 (Crespo et al., 2003).
Protein ZAP-70 byl tedy povazovan za nejslibnéj$i marker, ktery mél nahradit stanoveni
mutacniho stavu IgVH. V nékterych pracech bylo ovSem prokazano, ze korelace s mutacnim
stavem se nevyskytuje u vSech pacientl, exprese ZAP-70 se muize ménit v prubéhu
onemocnéni a nevyhodou je i nestandardizovana metodika. ZAP-70 je tedy dnes pouZivan

jako doplnujici prognosticky ukazatel (Vroblova et al., 2010).

244 BIRC3

Gen BIRC3 koduje protein, ktery patii do rodiny proteint IAP (inhibitory
apoptotickych proteint), které inhibuji apoptozu. Je lokalizovan na lokusu 11g22, obsahuje
9 exonl a jeho velikost je 29 kb. Obsahuje 3 IAP repetice a RING doménu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/330).

Vétsina mutaci BIRC3 se vyskytuje v C-koncové oblasti RING domény, kterd je
dulezita pro degradaci MAP3K14 (Rossi et al., 2013). BIRC3 kooperuje s proteinovym
komplexem, ktery negativné reguluje tuto MAP3K14 serin-threonin kinazu, centralni
aktivator NF-xB signalizace (Rossi et Gaidano, 2012a). Inaktivace BIRC3 zpusobena mutaci
je pri¢inou nadmérné aktivace MAP3K14 dréhy a zvySené hladiny NF-kB, coz vede ke
zvySené proliferaci a odolnosti k apoptoze (Gaidano et al., 2012; Vallabhapurapu et al.,
2009). Aktivace drahy NF-kB je v CLL povazovana za mechanismus rezistence na eradikaci
nemoci. Aktivace této drahy koreluje se zvySenou rezistenci proti fludarabinu u pacientl
s CLL (Rossi et Gaidano, 2012a). U pacienta s CLL jsou mutace v genu BIRC3 zndmkou
agresivniho prib&hu onemocnéni a horsi prognozy (Zent et Burack, 2014).

S mutaci v genu BIRC3 se u pacient s CLL setkdvdme pouze u 4 % ptipada v dobé
diagnozy, casté&ji pii relapsu nebo u pacientt refrakternich na fludarabin (Foa et al., 2013;
Rossi et al., 2012). BIRC3 delece a/nebo mutace se nevyskytuje soucasn¢ s abnormalitami
TP53 a piedpovida horsi progndzu a celkovou dobu pieziti nezavisle na deleci 11q. Celkové

pteziti pacientt s abnormalitami v genu BIRC3 je podobné jako u pacientd nesouci TP53
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abnormality (viz obr. 9) (Rossi et al., 2012). Cetnost vyskytu a vyznam jednotlivych BIRC3

abnormalit je v§ak doposud stéle nejasny.

100 —_— WT
TP53 dis
;:?' - BIRC3 dis
w iy
(@]
—
1=}
g 60—
8
o
-
& 401
@
>
=
=
E
.
=
Q
BIRC3dis vs WT p<.001
- TP53 dis va WT p<.001
g BIFJ(;‘_J dis vs TPISG dis p= 1543

I [ 1 T

] 5 10 15 25 30

Years

Obr. 9: Kaplan-Meierovy krivky celkového pieziti u nové diagnostikovanych
pacientii s CLL zahrnujici poskozeni genti BIRC3 a TP53

Median pieziti pacienti s BIRC3 aberaci je 3,1 roku. U pacientt s abnormalitou v genu TP53 je median preZiti

2,9 roku (pievzato z Rossi et al., 2012)

245 ATM

Gen ATM je lokalizovan na lokusu 11g22-g23. Obsahuje 69 exont a jeho velikost je
191 kb. Protein kodovany timto genem patii do PI3/P14 - kindzové rodiny. Tento protein je
dilezitym kontrolnim bodem bunécného cyklu. Spolu s kinazou ATR jsou nutné pro
bunéénou odpovéd’ na posSkozeni DNA a pro stabilitu genomu, rovnéz jsou tzv. master
kontroléry kontrolniho bodu bunééného cyklu. Funguje jako regulator Siroké Skaly
navazujicich proteint, vcetné tumor supresorového proteinu p53
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/472).

Exprese ATM se zvySuje v piipadé poskozeni dsDNA, na zakladé¢ cehoz dochazi
k zastavé G1/S a G2/M faze bunétného cyklu. Byva aktivovana také reparace DNA
a apoptdza v piipad¢ nedostatecné opravy DNA (Sperka et al., 2012).

27



U pacientd s CLL se s mutaci vgenu ATM setkavame ve 12 % piipadd, avsak
u pacientd s deleci 11g23 se procento vyskytu této mutace zvySuje na 30 % (Ouillette et al.,
2012; Austen et al., 2005; Austen et al., 2007). Nedostatek exprese ATM proteinu ma za
nasledek ztratu funkce p53, zavazny chronicky oxidativni stres, rychlé zkraceni telomer,
ztratu kontrolniho bodu v buné¢ném cyklu, defektni dSDNA reparace, coz zpusobuje progresi
onemocnéni (Rossi et Gaidano, 2012b). Jedinci, kteti nesou mutaci v genu ATM, maji
0 70 % vyssi pravdépodobnost vzniku lymfoidni malignity ve srovnani s témi, ktefi tuto
mutaci nenesou (Foa et al., 2013).

Ve studii Rose-Zerilli et al. (2014) bylo prokazano, ze ATM mutace
a BIRC3 delece a/nebo mutace maji nezavisle na sob& prognosticky vyznam u pacientl
s CLL. Poprvé bylo prokdzéno, Zze 40 % pacientli s BIRC3 deleci maji soucasn¢ deleci
a mutaci ATM. U pacient s 11q deleci bylo potvrzeno, ze ATM mutace byla spojena se
snizenim celkového preziti a s progresi, kterd je srovnatelnd s TP53 abnormalitami, zatimco
BIRC3 delece a/nebo mutace neméla zadny vliv na celkové preziti. U Pacientti s 11q deleci,
u kterych je v prvni linii provedena chemoterapie, zptsobuje ATM mutace horsi vysledek nez
u pacientti s BIRC3 deleci a/nebo mutaci (Rose-Zerilli et al., 2014).

Tento gen se bé&Zné nevysetiuje vzhledem k jeho velikosti a absenci preferovanych

mist pro mutace (tzv. hot-spots).

246 SF3B1

Gen SF3B1 je lokalizovan na lokusu 2qg33.1, jeho velikost je 56 kb a obsahuje
27 exont. Tento gen kdduje podjednotku sestiihového faktoru 3b. Spojenim faktoru 3b spolu
se sestfthovym faktorem 3a a jednotky 12S RNA wvznikd U2 maly jaderny
ribunukleoproteinovy komplex U2 snRNP, ktery se podili na sestfihu pre-mRNA
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/23451).

U pacientt s CLL byly popsany vicenasobné mutace genu SF3B1. Nejc¢astéji missense
mutace v HEAT repeticich, které vedou ke vzniku proteinli s abnormdlni sestithovou
aktivitou. Pfesné mechanismy, kterymi mutace v tomto genu méni biologii CLL, zlstavaji
nejasné. SF3B1 mutace se vyskytuji u 5 - 15 % piipadt CLL, kdy pravdépodobnost vyskytu
této mutace je nizsi u pacienti v dobé diagnozy a vyssi u pacienta refrakternich na 1é¢bu. Tato

mutace je u pacienti s CLL spojena se snizenim celkového pieziti. Mutace SF3B1 byly také
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pozorovany u MDS, coz naznacuje, Ze zmény sestfihu mohou byt dilezitym patogenetickym

mechanismem hematologickych malignit (Rossi et al., 2011; Zent et Burack, 2014).

2.4.7 TP53

Gen TP53, ktery koduje tumor supresorovy protein p53, se nachazi na lokusu 17p13.1.
Obsahuje 12 exont a jeho velikost je 25 kb (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7157). Protein
p53 je klicovy medidtor pii odpovédi na poskozeni DNA, kontrolu bunécného cyklu
a apoptdzy (Zent et Burack, 2014).

Gen TP53 miuze byt inaktivovan somatickou mutaci nebo deleci (Rossi et al., 2009).
Vyskyt mutace je spojen se Spatnou odpovédi na 1écbu, kratkou dobou pieziti (viz obr. 10)
a s rizikem transformace do difuzniho bunééného B-lymfomu (Zent et Burack, 2014).
Nachazi se u 4 — 37 % pacienti (Hallek, 2015). Bunky nesouci TP53 mutace mohou byt
v pribéhu onemocnéni selektovany (Landau et al., 2013; Schuh et al., 2012). Z tohoto
diavodu se doporucuje vySetiit mutace genu pied zahajenim 1éEby (Pospisilova et al., 2012).

Mutace v genu TP53 je ptitomna az u dvou tfetin pacientt s deleci 17p13, pouze
zlomek pacienti nese tuto mutaci bez delece 17pl13. Neni jisté, jestli TP53 mutace
vV nepfitomnosti delece 17p13 ma stejny biologicky profil a klinicky obraz CLL. Ve studii
Rossi et al. (2009) bylo popsano, Z7e mutace TP53 ptedpovida Spatnou prognodzu
u refrakternich pacientii nezavisle na deleci 17p13. Mutace se u vySetfovaného souboru
pacientli nachazela ptedev§im v exonu 5 az 8. Analyza mutace v genu TP53 mé prakticky

vyznam u pacientd, kteti jsou kandidati pro 1é¢bu (Rossi et al., 2009).
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Obr. 10: Kaplan-Maierovy kiivky celkového pieZiti zahrnujici TP53 mutaci
Median celkového pieziti pacientti s mutaci v genu TP53 je 79,6 mésict

(pfevzato z Rossi et al., 2009).

248 NOTCH1

Gen NOTCHL1 je lokalizovan na lokusu 9q34.3, obsahuje 34 exond a jeho velikost je
67 kb (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4851). Aktivace NOTCH1 u leukémii byla poprvé
objevena u pacientl s T-ALL a pozdé¢ji bylo zjisténo, Ze NOTCH1 je aktivovan az
u 50 % téchto pacientti. Pozdé&ji byly mutace tohoto genu zjistény u 10-15 % CLL pacientt.

NOTCHL1 koduje transmembranovy protein, ktery funguje jako ligandem aktivovany
transkripéni faktor (Balatti et al., 2012). NOTCH1 je tvofen N-koncovou extracelularni
podjednotkou, C-koncovou transmembranovou a intracelularni podjednotkou, ktera obsahuje
C-terminalni PEST doménu zodpovédnou za proteosomalni degradaci aktivovaného NOTCH1
a ovliviuje tak dobu trvani NOTCHL1 aktivity (viz obr. 11). Nejcastéjsi delece jsou v PEST
doméné (exon 34) a ve vétSiné pripadi se jedna o mutaci p.P2514Rfs*4. Delece dvou

nukleotidi (CT) vede k posunu c¢teciho ramce, vzniku stop kodonu a poskozeni PEST
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domeny. Konstitutivni aktivace NOTCH1 signalni drahy vede ke zvySené proliferaci bunék
a ma za nésledek proliferaci a rezistenci B-CLL bun¢k k apoptdze (Gianfelici, 2012).
Frekvence vyskytu se zvySuje v pokro¢ilych fazich onemocnéni (Rossi et al., 2012).
S mnohem vys$§im vyskytem této mutace se setkdvame u refrakternich pacientd (20%)
(Zent et Burack, 2014). NOTCH1 mutace se také nachazi castéji u pacientli s nemutovanym
stavem 1gVH a/nebo u pacientu s izolovanou trizomii chromozomu 12. Tato mutace je naopak
méné¢ Casta Vv pripadech, ve kterych je trizomie chromozomu 12 spojena s jinymi

chromozomalnimi aberacemi (Rossi et Gaidano, 2012a).
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Obr. 11: NOTCHL1 signalni draha

Po navézani ligandu na receptor jsou zahajeny dvé po sobé jdouci proteolyticka Sté€peni receptoru, ktera

umoziuji, aby intracelularni doména NOTCH1 byla translokovéana do jadra, coz vede k regulaci transkripce vice
cilovych gent. Intracelularni ¢ast tohoto proteinu po stimulaci hraje dtlezitou roli v bunééné diferenciaci,
proliferaci a apopt6ze. ICN — intracelularni podjednotka, NEC — N-terminalni extracelularni podjednotka,

NTM — C-terminalni transmembranovéa podjednotka (pievzato z Rossi et Gaidano, 2012a)
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249 MYDB88

Mutace MYD88 byla opakované nalezena u riznych lymfoproliferativnich poruch,
véetné¢ CLL (Martinez-Trillos et al., 2014). Gen MYD88 obsahuje 5 exond. Jeho velikost je
5,9 kb a je lokalizovan na lokusu 3p22. Kdduje adaptorovy protein, ktery ma zasadni funkci
jako ptenase¢ v signalnich drahach interleukinu-1 a Toll-like receptoru. Tyto drahy reguluji
aktivaci mnoha prozanétlivych gend a hraji dulezitou roli v imunitni odpovédi. Kodovany
protein se sklada z N-koncové tzv. death domeény a C-koncové receptorové Toll-interleukinl
domény. Pacienti s defekty v tomto genu maji sklon k pyogennim bakterialnim infekcim
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4615).

MYD88 mutace se vyskytuje u 2 - 5 % pacientt s CLL. Cast&ji se s ni setkavame
u pacientti s mutovanym genem IgVH. Podle nedavné studie je tato mutace Castéji nalezena
u mlads$ich pacientt v souvislosti s delsi dobou celkového preziti (viz obr. 12) (Baliakas et al.,
2015).

% Alive

— wt-MYDSS, n=534 | R
= = m-MYDEE, n=21

25% ¢

Time (years)
Obr. 12: Kaplan-Meierovy kiivky pro MYD88 - celkové pieziti u pacienti s CLL

Vsechny piipady zahrnuji mutované IgVH geny
(ptevzato z Baliakas et al., 2015)
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2.4.10 FBXW7

Gen FBXW?7 se nachéazi na lokusu 4q31.3, obsahuje 16 exonll a jeho velikost je
279 kb. Koduje protein z F-box proteinoveé rodiny.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/55294). Bylo prokazano, ze zprostiedkovava ubiquitin-
-dependentni proteolyzu nekolika onkoproteini véetné NOTCH, c-MYC, c-JUN. Na zaklad¢
zjisténych poznatkt se predpoklada, ze by FBXW7 mohl fungovat jako tumorovy supresor
lidskych nadort. Gen FBXW7 je inaktivovan mutaci u rtznych typt rakoviny. Nejvyssi
frekvence této mutace byla zaznamenana u akutni lymfocytarni leukémie (Akhoondi et al.,
2007). Bylo zjisténo, ze mutace NOTCH1 a FBXW7 mohou byt asociovany i s trisomii
chromozomu 12 (Wang et al., 2011). Vyskyt této mutace u CLL pacienti je pod hranici 10 %

a jeji vliv na onemocnéni je zatim nejasny (Jeromin et al., 2014).
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CIL PRACE

» Prakticky zvladnout metody bézn¢ pouzivané v laboratofi molekularni genetiky (PCR,
elektroforéza, kapilarni elektroforéza) a zavedeni metody analyzy k¥ivek tani (HRM

analyza).

» Pomoci HRM analyzy vysetiit DNA bunék kostni diené nebo periferni krve u dvou
skupin CLL pacientti: 1) pacienti relaxujici nebo refrakterni; 2) pacienti s aktivnim
onemocnénim. Dale porovnat s vysledky ziskanymi z kapilarni elektroforézy.
Hodnocenim pfitomnosti ¢i absence mutace v genu BIRC3 zjistit, je-li HRM analyza

vhodnou metodou pro stanoveni pfitomnosti ¢i absence mutace v genu BIRC3.

» Ob¢ skupiny pacientli vySetfit na ptitomnost mutace v NOTCH1 genu.

» Porovnat pfitomnost mutaci v genech BIRC3 a NOTCH1 mezi obéma skupinami CLL

pacientd.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Aspirat kostni dien¢ (cca 1 ml)

Periferni krev (9 ml)

4.1.2 Chemikélie

Ethanol (Fagron)

Sterilni voda (v €istoté pro molekuldrné genetické aplikace; Millipore, USA)
EDTA (Sigma)

Tag DNA Polymerase (Invitrogen)

100 bp DNA Ladder (Promega)

MgCl2 (Applied Biosystems)

10x PCR Buffer Il (Applied Biosystems)
dATP (Promega)

dCTP (Promega)

dGTP (Promega)

dTTP (Promega)

Agarose | (Amresco)

Hi-Di Formamide (Applied Biosystems)
PCR ethidium bromid (Top-Bio)
Primery (Eastport)

4.1.3 Komercni Kity

MagNA Pure Compact Nucleid Acid Isolation Kit | (Roche)

BigDye® Terminator v 1.1. Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
LightCycler® 480 High Resolution Melting Master kit (Roche)
TRIZOL Reagent (Invitrogen)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)
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414 Roztoky
PBS, pH 7,4 (Fosfatovy fyziologicky roztok)

137 mmol/l NaCl
2,7 mmol/l KCI

4,3 mmol/l NazHPOg4
1,4 mmol/l KH2PO4

70% Ethanol

Ptiprava fedénim absolutniho alkoholu (96%):

73 ml absolutniho alkoholu / 100 ml roztoku

4.1.5 Vybaveni laboratore

Automatické pipety (10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl, Pipetman®, Gilson France) + Spicky
Centrifuga pro 1,5ml zkumavky BIOFUGE 22R (Heraeus, Némecko)

Geneticky analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, USA)

Laboratorni centrifuga MEGAFUGE 1,0 R (Heraeus, Némecko)

Laboratorni sklo (odmérné vélce, kadinky) (SIMAX, Ceska republika)

Ochranné laboratorni vinylové rukavice (Ansell, Velka Britanie)

96 Well Plate pro geneticky analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, USA)
Lednice (4-8 °C)

Mikrozkumavky (2 ml, 1,5 ml, SARSTEDT, Némecko)

Mrazici boxy (-80°C, -20°C) (SANY O, Japonsko)

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA)

PCR mikrozkumavky 0,2 ml (Applied Biosystems, USA)

Plastové centrifugacni zkumavky (15 ml, 50 ml, TPP)

10x pufr s EDTA pro geneticky analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, USA)
Stolni mikrocentrifuga FORCE 7 (Denver Instrument Company, USA)

Thermal Cycler Veriti 96 Well (Applied Biosystems, USA)

Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (CASTELMAC SpA, Itélie)

Izolator NK MagNA Pure Compact (Roche)

GeneMarker VV1.85 (SoftGenetics LLC, USA)
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LightCycler® 480 (Roche)

4.1.6 Software a databaze

Program Chromas (Technelysium Pty Ltd, Australia)
LightCycler® 480 release 1. 5. 0 SP3 version 1. 5. 0. 39 (Roche Applied Science)

The National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank® Database

(www.nchi.nlm.nih.gov)

4.1.7 Soubor pacienti

Na hemato-onkologické klinice (HOK) FN a LF UP Olomouc jsem se spolupodilela
na zavedeni metody HRM pro detekci mutaci v genu BIRC3. Metodami molekularni biologie
bylo vySetieno 49 pacientd s diagndézou CLL. Vsichni pacienti byli v dobé vySetieni ve stadiu
aktivniho onemocnéni nebo se u nich projevila refrakterita na 1é¢bu. Ze skupiny 49 pacientii
bylo pro blizsti charakteristiku vybrano 20 pacientt, kteti byli dale rozdéleni do dvou skupin
po 10. Prvni skupina byla tvofena pacienty, ktefi jsou refrakterni a nemaji tedy Zadnou odezvu
na provedenou 1é¢bu (CLL-R skupina). Druha skupina pacientt byla tvofena témi, u nichz je
onemocnéni aktivni (CLL-A skupina). Ob¢é skupiny pacienti byly také vysetfeny na
piitomnost mutace v NOTCH1 genu. Vysetieni byla provedena ze vzorkiit DNA ptipravenych
z bunék kostni dien¢ a periferni krve. Vsichni pacienti byli vyseteni klasickou cytogenetikou
a metodou FISH s panelem CLL sond (13914, 1334, 17pl13, 11922, 6921, 8g24, IgH

a centromera 12).

4.2 Metody

4.2.1 Separace mononukleiarnich bunék na hustotnim gradientu

3 — 9 ml periferni krve nebo kostni dien¢ bylo smichano v poméru 1:1 s 1x PBS.
4 ml smichané krve byly naneseny na 3 ml Histopaque. Nasledn¢ byla provedena centrifugace
pti 2000 rpm, 20 min pii 4 °C bez brzdy. Prstenec mononuklearnich bunék byl odebran do
50ml zkumavky. Nasledn¢ byly ptidany 3 — 4 objemy vychlazeného (4 — 8 °C) 1x PBS pufru.
Opét byla provedena centrifugace pfi 3500 rpm, 10 min pii 4 — 8 °C. Po centrifugaci byl

odstranén supernatant a poté nasledovala izolace DNA.
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4.2.2 lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena na automatickém izolatoru MagNA Pure Compact
System. Princip spociva v provéiené technologii izolace pomoci magnetickych kuli¢ek. DNA
byla izolovana ze suspenze mononuklearnich bunék (viz separace mononuklearnich bunék na

hustotnim gradientu).

4.2.3 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace izolované DNA byla méfena na pfistroji NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA) a v piipadé¢ potieby byly vzorky
natedény 10mM Tris-HCL pH 7.4 na pozadovanou koncentraci.

4.2.4 PCR reakce — amplifikace ¢asti genu BIRC3

Reakéni smés byla pripravena smichanim reagencii o odpovidajicich koncentracich
(viz tab. V). Po promichani a rozpipetovani do jednotlivych mikrozkumavek byly nasledné
ptidany 2 pl DNA o koncentraci 100 pM. Poté probéhla PCR reakce v termocycleru podle
teplotniho profilu, ktery je uveden v tab. VI.

Tab. V: SloZeni reakéni smési pro PCR BIRC3

Reagencie Zasobni koncentrace | Vysledna koncentrace | Objem na 1 test [pl]

voda - - 37,6

pufr 10x 1x 5

Mg 25 mM 1,5mM 4

dNTPs (4ks) 10 mM 0,25 mM kazdy 1
Primer F + R (2 ks) 100 pmol/ul 10 pmol kazdy 0,2
Taq 5U 1U 0,2

DNA 100 ng/pl 200 ng/reakci 2

Sekvence primeru (Rose-Zerilli et al., 2014)

BIRC3 exon 7F 5“-TGCCTATACATTTTGTTGGTT-3¢
BIRC3 exon 7R 5‘-AAAAACCTGACTGGATTGAG-3°
BIRC3 exon 10F 5‘-CCACAGAAGATGTTTCAGGT-3°
BIRC3exon10R  5°-GTGCTACCTCTTTTTCGTTC-3¢
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Tab. VI: Teplotni profil pro PCR genu BIRC3

Pocet cykli Teplota Cas
1 cyklus 95°C 10 min
95°C 455
40 cykla 55°C 455
72°C 1 min
72°C 10 min
1 cyklus 4°C "

4.2.5 Amplifika¢ni refrakéni mutaéni systém (ARMYS)

ARMS (amplification-refractory mutation system) je jednoducha metoda pouzivana

pro detekcei jakékoliv mutace zahrnujici jednonukleotidové zmény nebo malé delece (Little,

2001). Tato reakce byla pouzita pro detekci mutace v genu NOTCH1.

Reakéni smés byla piipravena smichanim reagencii o odpovidajicich koncentracich
(viz tab. VII). V této reakci byly pouzity 3 primery — 2 forward a 1 reverse primer. Prvni
forward primer byl navrzen pro mutovanou alelu (velikost amplifikovaného produktu 183 bp),
druhy forward primer pro wild-type alelu (velikost amplifikovaného produktu 283 bp). Treti,
reverse primer byl spoleény pro mutovanou i nemutovanou alelu. Po promichani
a rozpipetovani reagencii do jednotlivych mikrozkumavek byl nasledné piidan 1 pl DNA
0 koncentraci 25 pM. Poté prob&hla PCR reakce v termocycleru podle teplotniho profilu,

ktery je uveden v tab. VIII.

Tab. VII: SloZeni reakéni smési pro ARMS PCR NOTCH1

Reagencie Zasobni koncentrace | Vysledna koncentrace | Objem na 1 test [ul]
voda - - 21,75
pufr 10x 1x 3
Mg 25 mM 1,5 mM 1,8
dNTPs 10 mM 0,2mM 0,6
Primer ForC 10 pM 0,1 pM 0,3
Primer ForMUT 20 uM 0,4 uM 0,6
Primer Rev 20 uM 0,5 uM 0,75
Taq 5U 1U 0,2
DNA 25 ng/ul 25 ng/reakci 1
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Sekvence primeri

forward: NOTCH1 — mutovany 5¢-TCCTCACCCCGTCCCGA-3°
NOTCH1 — nemutovany 5‘-GTGACCGCAGCCCAGTT-3¢
reverse: NOTCH1 — reversni 5°-AAGGCTTGGGAAAGGAAGC-3¢

Tab. VIII: Teplotni profil pro PCR genu NOTCH1

Pocet cykli Teplota Cas
1 cyklus 95°C 3 min
95°C 30s
40 cyklu 57°C 40s
72°C 40 min
72°C 7 min
1 cyklus 4°C -

4.2.6 Elektroforéza

Po PCR reakci byly vzorky naneseny na 2% agarézovy gel v 1XTBE pufru s ethidium
bromidem. Do kazdé jamky bylo pfidano 16 ul PCR produktu a 4 pl barviva s glycerolem.
Déle byl do jedné z jamek nanesen 100 bp marker (10 pl). Elektroforéza probihala pti
100 V cca 1,5 hod. PCR produkty byly nasledné detekovany pod UV svétlem. PCR produkty
genu BIRC3 byly z gelu vyfezany Cistym skalpelem na UV stolku a pieneseny do

mikrozkumavek a dale zpracovany.

4.2.7 Extrakce produktu z gelu

Extrakce PCR produktu z gelu byla provedena pomoci QIAquick Gel Extraction Kit
podle navodu vyrobce. Dale byla provedena spektrofotometricka analyza, diky niz byla

stanovena koncentrace a Cistota vyizolované DNA.

4.2.8 Sekvenac¢ni reakce

Vychozim materialem pro sekvenacni reakci byl specificky PCR produkt extrahovany
z gelu. Vstupni mnozstvi templatu pro sekvena¢ni PCR bylo 15 ng/reakci (PCR produkty
exonu 7 byly o velikosti 490 bp a u exonu 10 o velikosti 546 bp). Reagencie byly pipetovany
do jednotlivych mikrozkumavek podle rozpisu v tab. IX. V§e bylo nutné pfipravovat na ledu.
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Tab. IX: Reagencie pro sekvenacni reakci BIRC3

. Zasobni Vysledna Objem na 1 test
Reagencie
koncentrace koncentrace [u]
Reverzné osmoticka ultracista i i 5
voda
Extrahovany PCR produkt - 15 ng/pl 1
5x Sequencing Buffer 5x 0,5x 1
Sekvenaéni primer 5 pmol/ul 5 pmol/reakci 1
BigDye Terminator 5x 1x 2

Tab. X: Teplotni profil sekvenaéni reakce, BIRC3

Pocet cykli Teplota Cas
1 cyklus 95°C 5 min
95°C 30s
26 cykla 53 °C 15s
60 °C 4 min

1 cyklus 10°C o0

4.2.9 Purifikace sekvenac¢nich produkti

Purifikace sekvena¢nich produkti byla provedena ethanolovym srazenim. Do Eistych
mikrozkumavek byl napipetovan 96% ethanol po 25 pl a 1 pul 3M octanu sodného. Poté byla
pfidana PCR smés po sekvenacni reakci a vzorky byly ponechdny nejméné 15 min pfi
— 80 °C. Nésledovala centrifugace v chlazene centrifuze (4 °C) 15 min pfi 16500 rpm Po
centrifugaci byl opatrné odpipetovan supernatant a k sedimentu bylo pfiddno 50 pl 70%
ethanolu. Opét byla provedena centrifugace v chlazené centrifuze (4 °C) 10 min pfi 16500
ot./min. Supernatant byl opatrné odpipetovan a zkumavky se sedimentem byly zakryty gazou

a suseny piiblizn¢ 30 min.

4.2.10 Sekvenace kapilarni elektroforézou

Po purifikaci byly sedimenty v jednotlivych mikrozkumavkach rozpustény
v 15 pul deionizovaného formamidu, kratce centrifugovany a pieneseny do jednotlivych jamek
v sekvenaéni desticce. Desticka se vzorky byla kratce centrifugovana a vloZena do
termocycleru na 3 min pii 95 °C pro finalni denaturaci vzorkt. Nasledovalo ochlazeni v ledu

a separace PCR produktli na kapilarni elektroforéze.
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4.2.11 Vyhodnoceni vzorki

Zpracovani jednotlivych vzorki bylo provedeno pomoci poéitatového programu
Chromas. Srovnani ziskanych sekvenci se sekvenci referencni (NCBI Reference Sequence:
NM_182962.2) bylo provedeno pomoci funkce BLAST na portallu NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=MegaBlast&PROGRAM=blastn&BLAST_PR
OGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0n&BLAST_SP
EC=blast2seq&QUERY=&SUBJECTS=).

4.2.12 HRM analyza

High resolution melting (HRM) neboli vysokorozliSovaci analyza kiivek tani je
metoda, kterd vznikla na zaklad¢é spoluprace mezi Wittwer Laboratory for DNA Analysis
a University of Utah and Idaho Technology. Tuto citlivou a rychlou metodu lze vyuZzivat
k zachytu jednonukleotidovych ¢i vicenukleotidovych zamén v DNA. Zmény ve struktuie
DNA jsou sledovany pomoci fluorescencnich barviv. Nespornou vyhodou této metody je
pomérné nizka cena, ¢asova nenaro¢nost a malé mnozstvi vzorku, které se pro samotnou
analyzu vyuziva (Zivéak et al., 2013).

Cilova sekvence je amplifikovana pomoci PCR reakce za ptitomnosti fluorescencniho
barviva, které se vaze na dsDNA. Amplikony jsou poté kratce denaturovany a nasledné rychle
renaturovany. Teplota je poté opét pomalu zvySena a DNA za¢ne tat. Vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci softwaru LightCycler® 480 release 1. 5. 0 SP3 version 1. 5. 0. 39.

4.2.12.1 Optimalizace HRM analyzy

HRM analyza byla pouzita jako dal$i moznost detekce zmén v genu BIRC3, a to
v exonech 7 a 10 za pouziti specifickych primerti (podle Rose-Zerilli et al., 2013) (viz nize).
Pii testovani komeréniho kitu na HRM analyzu jsme pouzili pozitivni a negativni vzorky
z brnénského hematologického pracovisté (Centrum molekularni biologie a genove terapie,
Interni hematologickd a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno). Pro optimalizaci
byly pouzity rtizné koncentrace hoiciku (kone¢né koncentrace 1,5mM, 2mM a 2,5mM)
a rizné teploty anealingu (58 °C a 60 °C). Pro exon 7 byla idealni koncentrace MgClz> 2mM,
zatimco pro exon 10 to bylo 2,5mM MgCl.. Nejvhodnéjsi teplota annealingu byla u obou

exonu 58 °C po dobu 15 sec.
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4.2.12.2 HRM analyza — postup

Reagencie na HRM analyzu byly pipetovany na ledu. Jednotlivé slozky master mixu
byly napipetovany podle tab. XI pro exon 7 a podle tab. XII pro exon 10. Master mix byl
podle pifedem piipraveného rozpisu napipetovan do jamek mikrotitracni desticky po 15 pl.
Poté byly ptidany jednotlivé vzorky DNA po 5 ul. Mikrotitracni desticka byla zakryta folii,
zcentrifugovana a vlozena do lightcycleru, kde probéhla HRM analyza podle teplotniho
profilu viz tab. XIIl. Zpracovani vyslednych kiivek a vyhodnoceni teploty tani bylo
vyhodnoceno pomoci softwaru LightCycler® 480 release 1. 5. 0 SP3 version 1. 5. 0. 39.

Tab. XI: SloZeni reaké¢ni smési pro HRM reakci BIRC3 — exon 7

Reagencie | Zasobni koncentrace | Vysledna koncentrace | Objem na 1 test [pl]
voda - - 1,4
Master mix 2X 1x 10
Mg 25 mM 2mM 1,6
Primer F 4 uM 0,2 uM 1
Primer R 4 uM 0,2 uM 1
DNA 100 uM 5uM 5

BIRC3 exon 7R

Sekvence primera pro HRM analyzu (Rose-Zerilli et al., 2014)
BIRC3 exon 7F

5- TTCCATATAGTTATCCATTTTGAACCT-3¢
5‘-ACATACTTGATTCTTTTTCCTCAGTTG-3¢

Tab. XII: SloZeni reakéni smési pro HRM analyzu BIRC3 — exon 10

Reagencie | Zasobni koncentrace | Vysledna koncentrace | Objem na 1 test [ul]
voda - - 1
Master mix 2X 1x 10
Mg 25 mM 2,5mM 2
Primer F 4 uM 0,2 uM 1
Primer R 4 uM 0,2 uM 1
DNA 100uM 5 M 5

BIRC3 exon 10R

Sekvence primera pro HRM analyzu (Rose-Zerilli et al., 2014)
BIRC3 exon 10F

5-“TGAAGAAGCAAACTGCCTTTTATT-3¢
5‘-AAAGTTTAGACGATGTTTTGGTTCT-3¢
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Tab. XI11: Teploni profil HRM analyzy BIRC3 — exon 7, exon 10

Pocet cykli Teplota Cas
Preinkubace 95°C 10 min
0
Amplifikace 9% °C 10
45 ovkli 58 °C 15s
yx 72°C 12s
95°C 1 min
40 °C 1 min
HRM 65 °C 1s
95°C
Chlazeni o
1 cyklus 40°C 10s
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5 VYSLEDKY

Pii optimalizaci HRM analyzy bylo vysetfeno 49 pacienti s diagndézou CLL. Z nich
bylo vybrano 20 vzorkd pacientt ziskanych v obdobi 2013 — 2015. Vzorky byly vybrany tak,
aby vytvorily dvé skupiny: 10 CLL pacientd s aktivnim onemocnénim (CLL-A skupina)
a 10 CLL pacientd refrakternich na 1é¢bu (CLL-R skupina). Vékovy median pacienti byl
54 vs. 56 let a 60 % téchto pacientl se nachédzelo v dob& diagnézy ve fazi B a C onemocnéni
podle klasifikace Binet et al., 1981. Charakteristika a piehled nalezenych mutaci u obou
skupin pacientt jsou shrnuty v tab. X1V a tab. XV.

Z vysledkl cytogenetického vySeteni u obou skupin pacientil je patrné, Ze nejcastéjsi
cytogenetickou aberaci byla delece 13914 (CLL-A skupina 6/10; CLL-R skupina 7/10).
Delece 11922 se vyskytovala u obou skupin pacientii s podobnou frekvenci (CLL-A skupina
5/10; CLL-R skupina 4/10). V kazdé skupiné je 7/10 pacientd (tzn. celkem 14/20)
s nemutovanym stavem IgVH, ktery je spojovan s hor§im pribéhem onemocnéni a zaroven je
u obou skupin ¢astéjsi nalez klonu se subgenem VH1-69. U pacientli s nemutovanym stavem
IgVH se také castéji vyskytuji nepiiznivé genetické aberace. Delece 11q22 byla nalezena
celkem u 9/20 pacientd a 8/9 téchto pacientli mélo nemutovany stav IgVH. Delece 17p13 byla
také jako jedind nalezena u pacienta s nemutovanym stavem IgVH. Na rozdil od toho se
u vetSiny pacient s mutovanym stavem IgVH (6/20 u obou skupin) vyskytuje pouze delece
13914 (4/6), kterd je stejné jako mutovany stav IgVH, spojena s dobrou prognézou. Pouze
u 1/6 pacientd s mutovanym stavem IgVH byla nalezena mutace, a to v genu NOTCH1.
U tohoto pacienta (€. 6 ze skupiny CLL-A) se ovSem vyskytuje i1 vice cytogeneticky
neptiznivych faktorti (tab. XV). Dalsi abnormality se vyskytovaly pouze v jednotkéach
ptipadu.

V rdamci molekularni analyzy byly sledovany dva geny NOTCH1 a BIRC3. Mutace
v genu NOTCHI, ktera byla zjiStovana na zaklad¢ PCR a nasledné elektroforézy, se
vyskytovala Castéji a byla pfitomna u pacientt ¢. 5, 6, 9 a 17 (CLL-A skupina 1/10; CLL-R
skupina 3/10). Jedna se o nejcastejsi mutaci v tomto genu, p.P2514Rfs*4. V piipadé mutace
v genu NOTCHL1 byly na elektroforetogramu patrné dva bandy. V ptipadé negativniho
vysledku pouze jeden band (viz obr. 13). V celém souboru byla nalezena mutace v genu

NOTCH1 u 4/20 pacientt a 3/4 téchto pacientli m¢li jiz v dob¢ diagnoézy Binet C nebo B.
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V celém souboru pacienti byly vySetieny exony 7 a 10 v genu BIRC3 jak metodou

ptimého sekvenovani (obr. 16), tak i HRM analyzou (obr. 14, 15). Mutace v genu BIRC3 byla

nalezena pouze v exonu 10 u jednoho pacienta s aktivnim onemocnénim (pacient ¢. 15)

pomoci HRM analyzy (viz obr. 14) i metodou piimého sekvenovani (viz obr. 16). Jde o
frameshift deleci p.Q547fs*21 (c.1639delC) popsanou i v jinych studiich (Baliakas et al.,
2015; Rossi et al., 2011; Rossi et al.,, 2013). U tohoto pacienta se vyskytovaly i dalsi

negativni prognostické markery, jako nemutovany IgVH, subgen VH1-69 a delece 11g22.

V souboru pacientd nebyla nalezena zadna mutace v exonu 7 (viz obr. 15). V nékolika

pripadech byla detekovana pfitomnost polymorfismu (SNP) (viz obr. 17). Jako pozitivni

kontroly pro jednotlivé exony byly pouzity pozitivni vzorky z brnénského pracovisté

(Centrum molekularni biologie a genove terapie, Interni hematologicka a onkologicka klinika,

Fakultni nemocnice Brno).

Tab. XIV: Charakteristika a piehled nalezenych mutaci u skupiny refrakternich

pacienti (CLL-R skupina)

Pacient | Pohlavi/vék | Binet Mutaéni FISH BIRC3 BIRC3 NOTCH1
¢. v dg stav IgvVH mutace mutace mutace
EXON7 | EXON10

1 M/67 A n(VH1-69) - - - -
del 11922,

3 F/50 B n(VH1-69) dup MYC - - -

5 M/62 C n(VH4-4) del 13914 - SNP

9 F/62 C n(VH3-33) del 13914 - -

10 F/40 A m(VH4-3) del 13g14 - SNP -

11 M/58 A m(VH3-15) del 13914 - - -
del 11922,

13 M/58 B nVH3-11 del 13q14 - - -
del 11922,

16 M/40 B n(VH1-69) del 13q14 - - -
del 11922,

17 M/44 B n(VH1-18) del 13q14 - - +

19 F/61 A m(VH3-33) del 6021 - - -

Legenda k tabulce: M — male, F — female, SNP - single nucleotide polymorphism, m — IgVH mutovany, n - IgvVH

— nemutovany
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Tab. XV: Charakteristika a piehled nalezenych mutaci u skupiny pacienti s aktivnim

onemocnénim (CLL-A skupina)

Pacient | Pohlavi/vék | Binet Mutaéni FISH BIRC3 BIRC3 NOTCH1
¢, v dg stavigvVH mutace mutace mutace
EXON7 | EXON10

2 M/37 B n(VH3-66) del 1122 - - -

4 M/65 C n(VH3-74) del 1122 - - -
del 11922,

6 M/56 A m(VH3-23) del 13q14, - SNP +
dup MYC
del 17p13,

7 M/68 c | n(vH3-11) o 13': o - SNP :

8 M/60 A m(VH3-21) del 13q14 - SNP -
del 11922,

12 M/64 A | n(VH1-69) trisomi‘; > . . i

14 F/39 A m(VH4-59) del 13914 - SNP -

15 M/61 B n(VH1-69) del 1122 - + ;

18 M/61 C n(VH1-69) del 13q14 - - -

20 M/50 B n(VH1-69) del 13q14 - - -

Legenda k tabulce: M — male, F — female, SNP - single nucleotide polymorphism, m — IgVH mutovany, n - IgvVH
- nemutovany

47




Negativni Negativni Pozitivni Negativni Negativni PK
pacient pacient pacient pacient pacient

Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni
pacient pacient pacient pacient pacient

Obr. 13:Elektroforetogram — ukazka vySetifeni mutace v genu NOTCH1:
PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola, L — ladder, MIX — master mix. V piipadé pfitomnosti mutace
v genu NOTCHL1 jsou patrné 2 bandy. V piipadé absence mutace je patrny pouze jeden band. Pacienti byli

vySetfovani v dubletech.
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Obr. 15: HRM analyza genu BIRC3, exon 7
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Obr. 17: Sekvence BIRC3, pritomnost SNP v exonu 10
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6 DISKUZE

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je hemato-onkologické onemocnéni
postihujici B lymfocyty (Hallek, 2015). Jedna se o nejcastéji diagnostikovany typ leukémie
1950 (Rai et Jain, 2016). Pro stanoveni diagndézy a nasledné progndzy pacienti jsou
vyuzivany prognostické markery — Klinické, cytogenetické a molekularni. Tyto prognostické
markery jsou zjistovany riznymi metodami — od metod klasické cytogenetiky (FISH) az po
moderni metody molekularni biologie (sekvenovani), které poskytuji uceleny obraz
o celkovém stavu pacienta a o jeho pieziti.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zameéfena na stanoveni molekuldrnich
prognostickych markerti, konkrétn¢ na pritomnost mutace v genu BIRC3 a NOTCH1. Gen
BIRC3 je slozeny ze 3 IAP repetic a RING domény, jejiz C-koncova oblast je nejcastéji
mutovéana (Rossi et al., 2013). Pfitomnost této mutace vede ke zvySené proliferaci a odolnosti
bunék vici apoptoze (Gaidano et al., 2012). Piedpovida pacientim s CLL horsi progndzu, ale
jeji vyskyt je pomérné vzacny (Zent et Burack, 2014). Castéji se objevuje u nemocnych
s deleci 11922 a TP53 mutaci (Rai et Jain, 2016). S timto tvrzenim koreluje i na$ nalez
mutace v genu BIRC3 praveé u pacienta s del 11g22. Ke stanoveni pfitomnosti ¢i absence
mutace v BIRC3 byly v ramci diplomové prace pouzity metody molekularni biologie - HRM
analyza a Sangerovo sekvenovani. HRM analyza je metoda, kterd umoziuje odhalit zménu jiz
v jedné bazi a oproti klasickému sekvenovani je ¢asové i finanéné méné narocna, ale je
vhodna pro screening vice pacientll soucasné.

Vysetieni byla provedena ze vzorkl periferni krve a kostni dfené. Ob¢é metody byly
pouzity ke zjisténi mutace ve dvou exonech — exon 7 a exon 10 genu BIRC3, ve kterych se
mutace vyskytuji Castéji (Rose-Zerilli et al., 2014). Ve spolupraci s 1ékaii z HOK FN a LF UP
Olomouc bylo vybrano 49 pacientli, z nichz bylo blize charakterizovano 20, kteti byli bud’
refrakterni (CLL-R skupina, 10 pacientt) nebo se vyskytovali ve stadiu aktivniho onemocnéni
(CLL-A skupina, 10 pacientil). Pravé u takovych pacientii byl popsan vyssi vyskyt mutaci
v genech BIRC3, NOTCH1 a SF3B1 a bylo prokazano, Ze tyto mutace maji nepfiznivy
prognosticky dopad (Gaidano, 2012; Rai et Jain, 2016). Schopnost zachytit mutace v genu
BIRC3 obéma pouzitymi metodami byla ovéfena pomoci pozitivnich vzorkl pacientd, které

byly poskytnuty z brnénského pracovisté (Centrum molekularni biologie a genové terapie,
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Interni hematologickd a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno). Celkem
byla u 6 pacientt (CLL-R skupina 2/10; CLL-A skupina 4/10) zjisténa pfitomnost
jednonukleotidového polymorfismu (SNP) v genu BIRC3 exonu 10 (rs1055088), ktery se
nachazi v jiz nekddujici sekvenci a jeho vyskyt v celosvétové populaci je 0.6635
(http://exac.broadinstitute.org/variant/11-102207851-G-A). SNP byl odhalen metodou
Sangerova sekvenovani. HRM analyzou byl SNP zachycen pouze v poloviné piipadt a vzdy
byla nutnad sekvenace k uréeni, zda se jedna o mutaci nebo SNP. Vyznam SNP v patogenezi
CLL nebyl doposud zcela pochopen, ale neni vylouéeno, ze by Vv budoucnu mohly mit
vyznam pro lepS$i pochopeni patogeneze CLL (Coombs et al., 2012). V celém souboru
49 pacienti byla mutace nalezena pouze u jednoho pacienta, konkrétné¢ v exonu 10.
Piitomnost mutace BIRC3 v exonu 10 byla detekovana jak HRM analyzou, tak i metodou
Sangerova sekvenovani a v obou piipadech byla potvrzena. Pacient s touto mutaci patiil do
skupiny CLL-A (pacient ¢. 15). Podle publikace Rossi et al. (2012) se s touto mutaci Castéji
setkavame u jedincu relabujicich a refrakternich. Soubor vySetienych pacienti byl vSak piilis
maly, proto by bylo vhodné ovéfit tento fakt na vétSim souboru nemocnych. Samotna aktivita
onemocnéni nebo Spatna odpoveéd’ na 1é€bu mohla byt u tohoto souboru pacientli zpiisobena
nékterou z mnoha jinych zmén v genech, jako jsou TP53, NOTCH1, SF3B1 a dalsi, které byly
Vv poslednich letech odhaleny metodami NGS u pacientti s CLL.

Dale jsme chtéli zjistit, jestli pacienti z obou rizikovych skupin nemaji mutaci v genu
NOTCH1, ktera by mohla byt také pficinou nepfiznivého pribéhu onemocnéni. Mutace
v genu NOTCH1 se u nemocnych CLL vyskytuje s vyssi Cetnosti nez mutace v BIRC3.
V souboru 20 pacientli byla celkové nalezena ve 4 ptipadech (CLL-A skupina 1/10; CLL-R
skupina 3/10), ¢imz byla potvrzena skute¢nost, ze s timto typem mutace se U refrakternich
pacienti setkdvdme cCastéji a Ze jeji vyskyt je spojen s nemutovanym stavem IgVH
(3/4 celkem) (Zent et Burack, 2014; Balatti et al., 2012).

Vyhodnoceny byly také vysledky cytogeneticke analyzy, které byly poskytnuty
laboratoti Prof. RNDr. Mgr. Marie JaroSové CSc., HOK FN a LF UP v Olomouci.
Cytogenetické abnormality se vyvijeji v prubéhu nemoci (jsou ovlivnény napi. 1é€bou)
a mohou byt vyznamnym faktorem pro klinicky pribéh nemoci (Rai et Jain, 2016).
Nejcastéjsi cytogenetickou aberaci je delece 13q14 (Smonskey et al., 2012). Tento fakt se
shoduje s vyhodnocenim vysledkii souboru pacienti, kdy tato aberace byla nejcastéjsi.

Pritomnost této abnormality byla celkem detekovana u 13 pacient (CLL-A skupina 6/10;
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CLL-R skupina 7/10). K dalsim casto zastoupenym cytogenetickym aberacim patfila delece
11922 (CLL-A 5/10, CLL-R 4/10). U jedinci s touto abnormalitou hrozi vyssi riziko
transformace do Richterova syndromu (Foa et al., 2013).

Pro stanoveni prognézy CLL je velmi dilezitd i somatickd mutace v genu IgVH, jejiz
pfitomnost predpovidd pacientim pitiznivéjsi progndzu, na rozdil od téch, u kterych tato
mutace chybi (Moreno et Montserrat, 2010). V souboru 20 pacienti byla ptitomna
u 6 pacientt (CLL-A skupina 3/10; CLL-R skupina 3/10). U nemocnych patficich do skupiny
s nemutovanym IgVH (U-CLL) se Casto setkavame s vyskytem subgenu VH1-69 (Forconi et
al., 2010). Subgen VH1-69 byl pfitomen u 7 pacientii s U-CLL. Tohle zjisténi koreluje se
skute¢nosti, ze subgen VH1-69 se u pacienti s U-CLL vyskytuje Castéji. Pfitomnost subgenu
VH1-69 souvisi s nepiiznivou progndzou, pacienti vyzaduji véasny terapeuticky zasah a doba
jejich preziti je krat§i nez u ostatnich pacientd s U-CLL, u kterych se tento subgen
nevyskytuje (Panovska-Stavridis et al., 2007).

U pacient s U-CLL se castéji setkdvame s nepiiznivymi genetickymi aberacemi.
Delece 11g22 byla nalezena u 9/20 pacienti, z nichz 8/9 mélo U-CLL. Delece 17p13, ktera
predpovida pacientim nepfiznivou prognézu, byla nalezena u pacienta s U-CLL (pacient
¢. 7). Naopak u pacientti s M-CLL (6/20) se vyskytovala delece 13q14 (4/6), ptedpovidajici
pfiznivéjsi prognozu.

Na zédklad¢ vysledki z praktické analyzy molekuldrnich prognostickych markert
vyplyvé, Ze metoda HRM miiZe poskytnout informace o pfitomnosti ¢i absenci mutace,
nachazejici se v genu BIRC3, a mohla by byt vhodnou screeningovou metodou pii diagnostice
mutace v tomto genu. Nicméné je vhodna ptredevS§im u stanoveni vyskytu mutace pro vice
pacientll najednou a vzdy je nutné ovéfit sekvenovanim, zda se skute¢né jedna o mutaci nebo
pouze o SNP. Tuto skute¢nost by bylo vhodné ovéfit na vétsim souboru pacient. Vysledky
vySetfeni prognostickych markerti potvrzuji dulezitost stanoveni somatické mutace v genu
IgVH, ktery je (v kontextu s dalSimi genetickymi aberacemi) stézejnim prognostickym

markerem.
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7 ZAVER

Diagnostika prognostickych markert chronické lymfocytarni leukémie zahrnuje celou
fadu metod. Na zdklad¢ vySetieni téchto markeri je mozné stanovit Siroké spektrum
genetickych a molekuldrnich abnormalit. Pomoci prognostickych markeri je nejen urcena
progndza pacienti s CLL a délka jejich pieziti, ale je zvolena i co nejefektivnéjsi 1é¢ba pro
kazdého pacienta. Vznik chronické lymfocytarni leukémie nebyl doposud zcela pochopen.
Vyuzivani novych metod molekuldrni diagnostiky by mohlo vést k lepSimu pochopeni
mechanismi vzniku této choroby.

Zavedenim metody HRM do provozu na HOK FN a LF UP Olomouc byla zjistovana
pfitomnost mutace v genu BIRC3, konkrétné v exonu 7 a exonu 10. Vysledky HRM analyzy
byly porovnany s vysledky sekvenaéni analyzy.

Na zaklad¢ zjisténych vysledkl usuzuji, ze HRM analyza je vhodnou metodou pro
verifikaci pfitomnosti ¢i absence mutace v genu BIRC3. Tato metoda je oproti klasickému
sekvenovani rychlej$i a levngjsi, ale je vhodna predevS§im pro screening vice pacienti
najednou. Vzhledem k tomu, Ze mutace v BIRC3 se objevuje spiSe sporadicky, nema tato
skutecnost v bézném laboratornim provozu velky vyznam a navic je vzdy nutné ovéfit
sekvenovanim, zda se jedna o mutaci diagnostického vyznamu, ¢i pouze o SNP. Soubor
pacienti vySetienych touto metodou byl pfili§ maly, a proto by bylo vhodné ovéfit
a vyzkouSet vySetfeni pomoci HRM analyzy na vét$im poctu pacientt.

Je velmi dalezité vyuzivat nové metody v diagnostice hemato-onkologickych
onemocnéni, které mohou byt pfinosem pro pochopeni molekuldrnich mechanismii vzniku
téchto chorob, ale i pro stanoveni prognézy a vhodné 1éCby pacientd. V soucasné dobé¢ je
nejmodernéj$i metou vyuziti NGS, ale i tato metoda byva Casto dopliiovana klasickym
sekvenovanim. Sangerovo sekvenovani je tak stidle plnohodnotnou metodou v rutiné

molekularné biologickych vySetteni.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ARMS amplifikacni refrak¢ni mutacni systém
BCR B-Cell receptor

BIRC3 baculoviral 1AP repeat containing 3
CD cluster of differentiation

CDK4 cyclin-dependent kinase 4

CLL chronicka lymfocytarni leukémie

CT computer tomography

Del delece

DNA deoxyribonukleova kyselina

ds double stranded

FBXW7 F-box and WD repeat domain containing 7

FCR fludarabin, cyklofosfamid, rituximab

FISH fluorescenéni in situ hybridizace

FN fakultni nemocnice

Hb hemoglobin

HIPIR1 huntingtin interacting protein 1 related
HLA human leokocyte antigen

HRM high resolution melting

HOK hemato-onkologické klinika Fakultni nemocnice v Olomouci
ICN intracelularni podjednotka

LF lékarska fakulta

LDT lymphocyte doubling time

M-CLL mutated IgVH

MDS myelodysplasticky syndrom

MYD88 myeloid differentiation primary response 88
MYF6 myogenic factor 6

NEC N-terminalni extracelularni podjednotka
NF-xB nuklearni faktor kappa B

NGS next generation sequencing

NTM C-terminalni transmembranova podjednotka
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o)

PCR
PI3K
PLT
RB1
RNA
TPS53
U-CLL
UP

SF3B1
WHO
WT
ZAP-70

overall survival

kréatké raménko chromozomu
polymerazova fetézova reakce
phospatidilinositol-3-kinaza
trombocyty v periferni krvi
retinoblastoma 1
ribonukleova kyselina

tumor protein 53

unmutated IgVH

Univerzita Palackého

dlouhé raménko chromozomu
splicing factor 3b subunit 1
World Health Organization
wild type

zeta-asociovany protein o molekularni hmotnosti 70 kd
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