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1 Uvod

Krvetvorba (hematopoéza) je proces tvorby krevnich bunék v krvetvornych orgéanech.
Vychdézi z hematopoetické totipotentni kmenové buiiky, ze které se klonalnim vyvojem vytvaii
pluripotentni hematopoetické buiiky, které se pak diferencuji do krvetvornych fad. Myeloidni
progenitorové buitky déavaji vzniknout efektorovym buiikam myeloidni fady, mezi které patii
erytrocyty, granulocyty, megakaryocyty a makrofagy. Z lymfoidnich progenitorovych bunck
vznikaji procesem hematopoézy B-lymfocyty, T-lymfocyty a NK-buiky (natural-killer). Zralé
efektorové bunky jsou konecnymi stadii krvetvorby a vykonavaji funkce, pro které byly
vytvofeny.  Hematologické  malignity  vznikaji  nadorovou transformaci rlznych
hematopoetickych bun¢k, kterd je spojena Se specifickymi chromozomovymi a genovymi
piestavbami a mutacemi. Primarni genetické zmény se podileji na vzniku nadoru, zatimco

sekundarni se objevuji az v pribéhu onemocnéni a souvisi s jeho progresi.

Neoplastickou proliferaci bunék lymfoidniho pavodu vznikaji lymfomy, nadorova
onemocnéni, kterd se nejcastéji manifestuji v lymfatickych uzlinach a lymfoidnich tkanich. B-
nehodgkinské lymfomy (B-NHL) patii mezi maligni lymfoproliferativni onemocnéni, ktera
vychazi zruzné zralych B-lymfocyti. Podle klinického projevu  onemocnéni,
imunofenotypickych a genetickych charakteristik a podle histologického nalezu je dale mizeme
rozdélit do nékolika podskupin. Mezi nejéastéjsi B-NHL tadime: difuzni velkobunéény B-
lymfom (DLBCL), Burkittav lymfom (BL), folikularni lymfom (FL), lymfom z plastovych
bunek (mantle cell lymfom, MCL) a lymfom z bunék marginalni zény (MZL). Déleni do
jednotlivych kategorii je velmi dulezité, z divodu rizného bunééného puvodu onemocnéni,
rozli$né patogeneze, prub&éhu onemocnéni, pieZiti pacienti a jejich 1é¢by. Kazda kategorie B-
NHL ma své charakteristické chromozomové aberace a genové mutace, z nichz nékteré maji
prognosticky a prediktivni vyznam. Nékteré z téchto genetickych zmén je mozné detekovat

vV nadorovych bunkach metodami klasické a molekularni cytogenetiky.

Dostupnost nadorového materialu pro in vitro kultivaci je vsak u B-NHL ¢asto velmi
problematickd z diivodu nizké infiltrace kostni dfené nebo periferni krve naddorovymi bunkami.
Komplikovana organizace ziskani nativniho nadorového vzorku pro cytogenetickou laborator je
hlavni prekazkou jak pro realizaci klasického cytogenetického vySetfeni a stanoveni karyotypu,
tak i pro detekci zmén na kultivovanych interfaznich bufikaich metodami molekularni
cytogenetiky. Z tohoto diivodu se pfistupuje k metodé fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)
provadéné na zafixovanych parafinovych fezech nadorovych tkani (formalin fixed paraffin
embedded, FFPE) odebranych pro histopatologické vysetieni. Usp&snost FISH je vsak velmi
zavisla na délce a zptisobu fixace tkané a na kvalité fezu. Navic na takto zpracovaném materialu

lze technicky spolehlivé hodnotit pouze ptestavby genl, numerické aberace jsou obtizné

1
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stanovitelné. Mezi hlavni kandidatni geny, které jsou u B-NHL nejcastéji vySetfované, patii

geny MYC, BCL2, BCL6 a geny pro imunoglobuliny.

Uréeni specifickych chromozomovych aberaci a genovych piestaveb Vv kombinaci
s dal$imi klinickymi, imunofenotypickymi a histopatologickymi parametry je velmi dilezité pro
charakterizaci B-NHL. Je nezbytnou soucasti diagnostiky téchto onemocnéni, pfispiva ke
stanoveni progndzy a volbé lécebné strategie a zaroven je dilleZitym nastrojem pro sledovani

pfipadné progrese onemocnéni.
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2. Cile prace

Cilem prace je urceni piestaveb kandidatnich genti pomoci metody FISH (fluorescenéni in

situ hybridizace) u pacientll s B-nehodgkinskymi lymfomy (B-NHL).

1. Sestaveni souboru pacientd s B-NHL s imunohistochemicky stanovenou expresi gent
MYC, BCL2, BCL6 a dalsich.

2. Provadéni metody FISH na parafinovych fezech tkani s pouzitim sond specifickych pro
B-NHL: MYC, BCL2, BCL6 a dalsich, vyhodnoceni vysledki pod fluorescen¢nim
mikroskopem.

3. Analyza ziskanych dat a jejich klinického vyznamu.

4. Studium literatury.



[Type here]

3. Literarni prehled

3.1 Normalni vyvoj a zrani B-lymfocyti

B-lymfocyty jsou burky, které vznikaji z lymfoidni linie kmenovych bunék. Vznikaji
Vv kostni dieni a nésledné putuji krvi do sekundarnich lymfoidnich organti (slezina, uzliny), kde

dochazi k dokonceni jejich zrani (Hotejsi et al., 2017).

Zrani a diferenciaci B-lymfocytl podminuji genetické zmény v buiikach. Béhem rané
faze diferenciace dochazi k pieskupovani geni pro imunoglobuliny (Kubisz et al., 2006). Geny
kédujici imunoglobulinové fetézce se skladaji z genovych segmentl a tyto segmenty béhem
vyvoje B-lymfocytu podstupuji proces rekombinace. Diky tomuto postupu vznikaji klonalné
specifické povrchové imunoglobuliny. Geny pro imunoglobuliny koédujici lehky fetézec se
nachazi na chromozomech 2 (kéduji fetézec k) a 22 (koduji fetézec A), geny kodujici té€zky

fetézec pak na chromozomu 14 (kdduji fetézec H).

Nejdiive dochazi v progenitorech B-lymfocytt k tzv. D-J pieskupovani, které je zaloZzeno
na vystépeni genového komplexu IgH mezi D a J segmentem. Tento d€j probihd na obou
chromozomech zaroven. Poté nastava V-D pieskupeni, pii kterém je vystépen tsek mezi V a DJ
segmentem (viz Obrazek ¢. 1). Timto procesem se z progenitoru B-lymfocytu stava pre-B-
lymfocyt. Pokud vznikne funkéni mRNA, proces pieskupovani je na druhém chromozomu
zastaven (alelicka exkluze), coz znamena, ze u kazdého B-lymfocytu dochazi k produkci pouze
jednoho H fetézce. Nasledn€ dochazi k pieskupeni genl pro L fetézec k, které spoiva ve
vystépeni Useku mezi V a J segmentem. Tento proces probihd opét na obou chromozomech
zaroven, dokud nedojde ke vzniku funkéni mRNA. Spojenim L a H fetézce vznika povrchovy
IgM, ktery nahrazuje pre-B-receptor. Pokud je pieskupovani netspésné, dojde k zahajeni
nového preskupovani. Pokud je i toto ptekupovani netspésné, pre-B-lymfocyt zanika. Tim, Ze
bunika exprimuje povrchovy IgM se stdvd nezralym B-lymfocytem. Soucasnou expresi IgM

a IgD se z nezralého B-lymfocytu stane zraly B-lymfocyt (Hotejsi et al., 2017).

Nasledné zrani pokracuje az po setkani B-lymfocytu s antigenem v sekundarnim
lymfoidnim organu. Po tom, co dojde ke stietu lymfocytu s antigenem, dojde ke zméné B-
lymfocytu v zarodeéném centru lymfatickych folikul na imunoblasty a centroblasty. Ve
variabilnich oblastech dochazi k bodovym mutacim, které zlepSuji antigenni specifitu —
k somatické hypermutaci imunoglobulinti (Kubisz et al., 2006). Za tento proces je zodpovédny
enzym aktivaci indukovana cytidin deaminaza (AID), ktera béhem transkripce tseki genti pro
variabilni ¢asti fetézcl odstranuje aminoskupinu z cytosinu. Stava se z néj uracil, coz vede ke
vzniku bodové mutace. K mutacim mize také dochazet z diivodu nepiesnych reparacnich

mechanismti. Po aktivaci antigenem dochazi dale k izotypovému piesmyku (viz Obrazek ¢. 1).
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Béhem n¢j jsou vystépovany useky, které koduji konstantni casti H fetézce, ¢imz dochazi ke

ztraté nekterych z C segmentt (Hotejsi et al., 2017).

VDJ rekombinace Somaticka hypermutace Lzotypovy presmyk

-VH VH DH JH .-’JH CILl + Vh Cp - Cd
!
l / l \\\\ l
-VH-(VH—DH JH]-(;,.- { o Cu = Cyl

{VH DH ‘JH HC_U -

Obrazek ¢. 1: Molekularni proces pteskupovani gent pro imunoglobuliny (pfevzato z Kiippers,

2005)

Z centroblastli se stdvaji centrocyty, z imunoblasti pak plazmatické bunky. Nékteré
centrocyty putuji ze zarodecného centra a vytvari marginalni zénu okolo aktivovaného folikulu
(marginalni B-lymfocyty) (viz Obrazek ¢. 2). Plazmatické bunky, které jsou koneénym stadiem

B-lymfocytt, se kumuluji v lymfatickych uzlinach a produkuji protilatky (Kubisz et al., 2006).

Plaomaticks botks

VDJ rekombinace
Prealcurzor B- Nafved B-
tymfocyts femfocyt E—
/ \

© k. @ s

'
A E-fymiocyt \
Mutace wnifsjict
spe.:fr H an::er
Pamadova budica
Apopiézz

Obrazek €. 2: Zrani B-lymfocyti v germinalnim centru (pievzato z Kiippers, 2005)

3.2 B-nehodgkinské lymfomy (B-NHL)

B-nehodgkinské lymfomy (B-NHL) patii mezi maligni lymfoproliferativni onemocnéni,
ktera vychazi z riizné zralych neoplasticky transformovanych B-lymfocytii. V CR je kazdy rok
nove diagnostikovano 15 piipadd B-NHL na 100 000 obyvatel a incidence kazdym rokem
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stoupa 0 3 — 4 %. B-NHL je onemocnéni predevs§im lidi star§iho véku, median véku se kromé
Burkittova lymfomu pohybuje mezi 55 — 65 lety (Pytlik et al., 2013). Podle puvodu je délime
na lymfomy z B a T bunék, podle klinického pribéhu na lymfomy agresivni a indolentni. Dale
je muzeme rozdélit dle fenotypickych a genetickych charakteristik a podle histologického
nalezu. Mezi nejcastéjsi B-nehodgkinské lymfomy (B-NHL) fadime: difuzni velkobunéény B-
lymfom (DLBCL), Burkittiv lymfom (BL), folikularni lymfom (FL), lymfom z plastovych
bun¢k (MCL) a lymfom z bunék marginalni zony (MZL) (Rokyta et al., 2015). Spravné
rozliSeni jednotlivych kategorii je dulezité vzhledem k rozdilné povaze subtypti, odlisSeni

patogeneze a 1écbeé.

ABC-typ
| surkrrTevivarons| | DLBCL | DLBCL

= .PRDMI
I§H MYC
. e

©-O

Nearaiy5- Cantroblas

tomforvt

Temava 2¢az

Obrazek ¢. 3: Schéma vzniku B-lymfoproliferaci v prib&éhu zrani B-lymfocytu (pievzato z
Klein et Dalla-Favera, 2008)
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3.2.1 Folikularni lymfom

Folikularni lymfom je b&éZzné, obvykle nodalni lymfoproliferativni onemocnéni. Patfi do
skupiny indolentnich lymfomt, ale Casto se transformuje do jiného high-grade onemocnéni
(naptiklad DLBCL). Je to jeden z nejcastéjsich low-grade B-NHL a tvoti az 25 % piipadd vSech
lymfomt. FL postihuje stejné Casto jak muze, tak i zeny a obecné jim trpi prevazné starsi lidé
(Swerdlow et al., 2017). Median pieziti se v poslednich letech zménil z piiblizné 10 let na 12 -

18 let, a to hlavné diky novym terapeutickym ptistuptim (Ghielmini et Montoto, 2015).

Malignimi bunikami jsou u FL malé lymfocyty s pozménénou expresi genu BCL2.
Hlavni funkci genu BCL2 je pfedev§im zabranéni vstupu butiky do apoptozy. U FL se typicky
vyskytuje translokace t(14;18)(q32,g21) s fuzi genu IGH a BCL2. Gen BCL2 se translokuje na
chromozom 14 ve stejné transkripéni orientaci, jako gen IGH, diky cemuz nedochazi
k zastaveni transkripce a vznika chimérickd RNA. Ob¢ alely (wild type i aberantni) produkuji
protein o velikosti cca 25 kDa (Korsmeyer, 1999). Diky této translokaci dochazi u malignich
bunék ke zvySeni exprese genu BCL2 vlivem enhanceru genu IGH. Tim dochazi ke zvysSeni
hladiny antiapoptotického proteinu BCL2, coZz nadorovym bufikaim poskytuje vyhodu pro
pteziti oproti normalnim buiikdm. FL miiZe infiltrovat kostni dfen a pfilezitostné i periferni krev

(Swerdlow et al., 2017).

Folikularni lymfom je tvofen malymi az stfedné¢ velkymi bunkami s ¢lenénym jadrem
(centrocyty) a velkymi bunikami s kulatym jadrem a nckolika jadérky vazanymi k bunécné
membrané (centroblasty). Po spocitani centroblasti mtze byt FL rozdélen do n¢kolika stupit
(I-11). Bunky FL exprimuji znaky CD19, CD20, CD10 a jsou pozitivni na barveni BCL2
(Swerdlow et al., 2017).

Pro urceni prognézy pacienti s FL se pouziva klinické prognostické skore FLIPI
(Follicular Lymphoma International Prognostic Index), které se stanovuje pii diagnoze. Existuje
ale také FLIPI-2, které bere v potaz dobu do progrese onemocnéni. FLIPI-2 pomaha urcit tzv.
high-risk pacienty pro které je vhodna agresivnéjsi terapie. Mezi rizikové faktory patii vék nad
60 let, zvySena hladina beta 2-mikroglobulinu, hemoglobin méné nez 120 g/l, infiltrace kostni
dfen¢ a velikost uzliny vice nez 6 cm. FLIPI-2 d€li pacienty do tfi skupin a to podle poctu
rizikovych faktorti — nizké riziko (0), stiedni riziko (2), vysoké riziko (3 a vice) (Federico et al.,
2009).

Lécba se odviji od toho, zda jsou ptitomny symptomy onemocnéni. Pokud symptomy
pfitomny nejsou, pacienti jsou pouze sledovani (strategic watch and wait) anebo je jim

indikovan rituximab s radoterapii. Pokud jsou pfitomny symptomy nebo dochazi k rozvoji
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onemocnéni, je zahajena lécba, kterd zahrnuje podani 6 - 8 cykld chemoterapie + 8x rituximab

(Belada et al., 2018).

3.2.2 Burkittiv lymfom

Burkittitv  lymfom je velmi vzacné vysoce agresivni onemocnéni s typickym
imunofenotypem a cytogenetickym nalezem. V Evropé a v USA se vyskytuje sporadicky (0,2-
0,3/100 000 obyvatel), v rovnikové ¢asti Afriky je jeho incidence vyssi (Swerdlow et al., 2017).
Pro BL je charakteristicka translokace genu MYC do blizkosti genli pro imunoglobuliny, které
se nachazi na chromozomech 2, 14 a 22. Nejcastgjsi je translokace t(8;14)(q24;q32), pii které
dochazi ke vzniku fuzniho genu MYC/IGH. Diky této translokaci se onkogen MYC dostava do
blizkosti zesilovace transkripce genu pro fetézce IG. Dochazi k overexpresi genu MYC, coz
vede k nadorovému procesu. MYC se podili na regulaci buné¢ného cyklu a apoptdzy, ovliviiuje
diferenciaci, rist a proliferaci. Dal§i variantou mohou byt translokace t(2;8)(p12;924) nebo
t(8;22)(q24;q11). Buniky exprimuji znaky CD10, CD19, CD20, CD22 a CD79a a ¢asto i bcl-6.
Asi u tfetiny piipadu je také mutovan tumorsupresorovy gen TP53 (Adam et al., 2008). BL patii

mezi nejagresivnéjsi tumory, jehoz hodnota Kle7 dosahuje az 100 %. Podle vzniku a vyskytu se

BL déli do tii skupin:

a) Endemicky: je téméf vzdy asociovan sinfekci virem Epstein-Barrové (EBV).
Vyskytuje se v Africe a projevuje se poSkozenim Celisti.

b) Sporadicky: vyskytuje se vétSsinou v Evropé a v USA. Nebyva asociovan s virem EBV
a projevuje se mimouzlinovym postiZzenim piedev§im v dutiné biisni.

¢) Burkittiv lymfom asociovany s HIV infekci. (Adam et al., 2008, Hatton et al., 2014)

Lécba tohoto onemocnéni je velmi agresivni a spocivd v podani velkého mnozstvi
cytostatik v kratké dob&. Kompletni remise dosahne az 80 % pacienti (Adam et al., 2008).
Dlouhodobg¢ pteziva na 70 - 90 % pacientt (Swerdlow et al., 2017).

3.2.2.1 Burkitt-like lymfom s aberaci 11q

Burkitt-like lymfom s aberaci 11q (BLL-11q) je svou morfologii a genovym expresnim
profilem velmi podobny klasickému BL, na rozdil od n¢€j ale nema pfestavény gen MYC
a vyznacuje se komplexné&jsim karyotypem. Typickou chromozomovou aberaci tohoto subtypu
jsou zmény na dlouhém raménku chromozomu 11. Konkrétné¢ se jedna o pritomnost

nadbyteéného genetického materialu proximalné (11q23.2-23.3) a o ztraty genetického
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materialu v oblasti telomer (11924.1-ter). Rovnéz se u BLL-11q nevyskytuje ztrata oblasti 1q,

ktera je velmi frekventovana u BL (Swerdlow et al., 2017).

Dalsi ¢astou zménou u BLL-11q je piitomnost nadbyteéného genetického materialu
v oblasti 12912-q21.1 a ztrata genetického materialu v oblasti 6912.1-g21. BLL-11q vznikl
S nejveétsi pravdépodobnosti z bunék z germinalniho centra a je vice ptibuzny ,,high grade* B-

bunéénému lymfomu (HGBL) nebo DLBCL, nez klasickému BL (Gonzalez-Farre et al., 2019).

3.2.3 Lymfom z plastovych bunék

Lymfom z plastovych bun€k (mantle cell lymphoma) je agresivni B-NHL, ktery
pfedstavuje pouze 3 — 10 % vSech lymfomil. Ze vSech B-bunéénych lymfomii ma nejhorsi
prognozu. Vyskytuje se u pacientli sttedniho nebo starSiho veéku (median je 60 let) a Castéji
postihuje muze nez zeny. Incidence je 2 — 3 ptipady na 100 000 obyvatel za rok. Median pieziti
se pohybuje v rozmezi 3 — 5 let (Swerdlow et al., 2017).

Obecné jsou rozliSovany dva typy MCL bunék. Klasické MCL buiiky jsou stiedné velké
s nepravidelnym jadrem, oproti tomu agresivnéjsi blastoidni bunky jsou velké s rozptylenym
chromatinem. Bunky vykazuji expresi CD19+, CD20+, CD79a+ a CD5+. Typickou
cytogenetickou zménou u MCL je translokace t(11;14)(q13;932) s fuzi geni CCND1 a IGH.
Gen pro cyklin D1 je translokovan do blizkosti enhanceru genu pro tézky fetézec
imunoglobulinu, ¢imZz dochazi k jeho overexpresi, a tim ke zvySeni proliferace a inhibici
apoptozy. U MCL jsou také Casté rizné dalSi sekundarni cytogenetické zmény, jakymi jsou
mutace nebo delece geni ATM nebo TP53 a ptitomnost komplexniho karyotypu. VSechny tyto

zmény souvisi s krat§im celkovym piezivanim (Obr et al., 2018).

Pro zafazeni pacienti do prognostickych skupin slouzi klinické prognostické skore MIPI
(Mantle Cell Lymphoma International Prognostic Index). MIPI skore je zalozeno na véku,
hladiné laktatdehydrogenazy, absolutnim poétu leukocytd a na fyzickém stavu pacienta.
Dulezitym prognostickym faktorem je rovnéz hodnota Kier. Prognostické skupiny jsou celkem

tii a k déleni do nich dochazi na zaklad¢ rizikovosti (Hoster et al., 2008).

Lécba MCL je stale nejasna a je zavisla predevsim na veéku a fyzickém stavu pacienta.
Pacienti do 65 let, ktefi jsou schopni vysokodavkové terapie podstupuji intenzivni chemoterapii
a nasledné transplantaci kostni dien¢. Poté je indikovana udrzovaci 1écba. Pacientim, ktefi
nejsou vhodni k takto intenzivni chemoterapii, jsou indikovany rezimy zalozené na alkylac¢nich

latkach v kombinaci s rituximabem (Belada et al., 2018).
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3.2.4 Lymfom marginalni zény

Niz§im stupném malignity jsou lymfomy marginalni zony, které mlzeme rozdélit do

nékolika podskupin:

a) Extranodalni lymfom margindlni zény nebo lymfom z marginalni zény slizniéni
lymfoidni tkané (MALT): typicky postihuji jatra, zaludek, Stitnou zlazu a slinné zlazy
b) Splenicky lymfom marginalni zony

€) Nodalni lymfom marginalni zony

MALT lymfom ptedstavuje 7 — 8 % vSech B-NHL a vice nez 50 % vSech primarnich
gastrickych lymfomt. Postihuje prevazné dospélé jedince (muze stejné Casto jako Zeny)
s medidnem veéku 70 let. Tyto lymfomy jsou asociovany s autoimunitnimi onemocnénimi,
jakymi jsou napf. Hashimotova thyreoiditida, Sjogrentv syndrom nebo také s bakterialnimi
infekcemi. Imunofenotyp neni piesné definovan, nicméné buiiky vykazuji pozitivitu pro znaky
CD19, CD20 a IgM a negativitu pro znaky CD5, CD10 a CD23 (Swerdlow et al., 2017). Mezi
tii nejcastéj$i cytogenetické zmény patii translokace t(11;18)(q21;q21), t(14;18)(g32;921)
at(1;14)(p22;932). Translokace t(11;18) s fuzi geni API2/MALT1 je piic¢inou 20 — 50 %
zalude¢nich MALT lymfomti a znaci tendenci k transformaci do vyssiho stupné malignity, napf.
DLBCL. Gen API2 se podili na inhibici apoptézy skrz inhibici kaspaz, napt. kaspazy-3,
kaspazy-7 nebo pro-kaspazy-9 a je evoluéné konzervovan u mnoha riznych druhti (Dierlamm et

al., 1999).

Nejcastgjsi formou lymfomu marginalni zény je MALT lymfom zaludku. Postihuje
pfedev§im pacienty star§i 50 let. Hlavnim pfiznakem je dlouhotrvajici dyspepsie. Priznaky
lymfomu marginalni zény ostatnich organt, jakymi jsou napf. §titna Zlaza nebo slinné zlazy je

poceni a lokalni bolest postizeného mista.

MALT lymfomy mohou byt v ¢asnych stadiich 1é¢eny antibiotiky, jelikoz jsou spojeny
s infekci bakterii Helicobacter pylori (Hatton et al., 2014). Dale se k 1é¢bé MALT lymfom
vyuziva podani 6 — 8 davek rituximabu, R-CHOP, splenektomie nebo radioterapie na oblast
sleziny (Belada et al., 2018).

3.3 Difuzni velkobunécény B-lymfom (DLBCL)

DLBCL je difuzné rostouci nador z velkych B-lymfocytd. Predstavuje az 30 % vSech
NHL v zapadnich zemich avsSak nejcastéji se vyskytuje v zemich rozvojovych. Jeho incidence
za posledni tfi dekady vzrostla. Patii mezi agresivni, tzv. high-grade lymfomy. Etiologie je

neznama; vétsina DLBCL vznika de novo, avsak nékteré vznikaji v disledku transformace jiz
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existujiciho indolentniho NHL (Swerdlow et al., 2017). DLBCL se objevuje u pacientil
jakéhokoliv véku, ovSem nejcast&ji se vyskytuje ve stfednim nebo vyssim veéku. Median véku
pti diagnoze je 60 let. Mezi hlavni pfiznaky patii lymfadenopatie, teploty, nocni poceni a ztrata
hmotnosti (Adam et al., 2008). Mezi rizikové faktory pro vznik DLBCL patii infekce virem
hepatitidy C, infekce virem HIV, rodinny vyskyt lymfomu nebo nadvaha (Tilly et al., 2015).

U 20 -30 % ptipadii ma DLBCI] mimouzlinovy ptivod. MiiZe vznikat v centralni nervové
soustavé (CNS), v kostech nebo v zazivacim traktu. U 22 % pacientt je infiltrovana kostni dien,
Vv 16 % piipadi je postizen gastrointestinalni trakt, v 11 % pak jatra a v 9 % plice (Adam et al.,
2008).

DLBCL je charakteristicky difuzni proliferaci velkych nepravidelnych bunék. Tyto
bunky exprimuji znaky CD19, CD20, CD79a, IgM a variabilné pak CD10, bcl-2 a bcl-6 . Znak
bcl-6 je exprimovan asi v 60 % piipadi (Ghielmini et Montoto, 2015).

Pro zatazeni pacienti do rizikovych skupin je zisadni vék (> 60 let), stav télesné
kondice, hladina laktatdehydrogenazy, rozsah nemoci dle Ann Arbor a pocet extranodalnich
lokalit lymfomu. Pacienti jsou pak na zaklad¢ prognostického skoére IPI (International
Prognostic Index), které miize nabyvat az 5 hodnot, rozdéleni do étyt skupin (viz. Tabulka ¢. 1)
(Shipp et al., 1993). Pro pacienty, ktefi jsou mladsi, nez 60 let, byl vytvofen tzv. age-adjusted
IPI (aalPI), ktery zohledfuje pouze tfi hodnocené faktory a to klinické stadium, hladinu
laktatdehydrogenazy a stav télesné kondice (Prochazka, et al., 2009). Rovnéz existuje tzv. R-IPI
skore (Revised International Prognostic Index), které rozdéluje pacienty do tii prognostickych
skupin (velmi dobra, dobra a $patnd) a predikuje pieziti pacienti 1é¢enych rituximabem (viz

Tabulka ¢. 1) (Sehn et al., 2007).

Tabulka ¢. 1: Rozdéleni pacientl na zakladé IPI a R-IPI skore do jednotlivych prognostickych

skupin a jejich celkové 4 - leté preziti (pifevzato a upraveno podle Sehn et al., 2007)

Rizikova skupina Pocet rizikovych faktori @ 4 - leté celkové preZiti (%)
IPI

Nizké 0,1 82
Nizké stiredni 2 81
Vysoké stiredni 3 49
Vysoké 4,5 59

R-IPI
Velmi dobré 0 94
Dobré 1,2 79
Spatné 3,4,5 55
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3.3.1 Klasifikace DLBCL

,»Difuzni velkobunécny B-lymfom zahrnuje tfi typy lymfomi, dle Kielské klasifikace,
centroblasticky, imunoblasticky a velkobunéény anaplasticky lymfom B-typu. (Adam et al.,
2008). Na zakladé morfologickych, biologickych a klinickych studii doslo ve 4. revidovaném
vydani WHO klasifikace (World Health Organization) z roku 2017 Kk rozdéleni DLBCL na
nékolik jednotek (viz Tabulka €. 2). Jelikoz je ale DLBCL velmi heterogenni onemocnéni,
nekteré pripady neni mozné zaradit do jasné definovanych podskupin. Tyto ptipady jsou proto

klasifikovany jako DLBCL, NOS.

Tabulka ¢. 2: Klasifikace velkobunééného B-lymfomu podle WHO (2017)

Difuzni velkobunéény B-lymfom, bliZze nespecifikovany (DLBCL, NOS)
Morfologické varianty:
e centroblasticky
e imunoblasticky
e anaplasticky
e ostatni vzacné varianty
Molekularni subtypy:
e DLBCL z lymfocyti z germinalniho centra (GCB-DLBCL)
e DLBCL z aktivovanych B-bun¢k (ABC-DLBCL)
Ostatni velkobunécéné lymfomy
velkobunéény B-lymfom bohaty na histiocyty a T-lymfocyty
primarni difuzni velkobunéény B-lymfom CNS
primarni kozni difuzni velkobunéény B-lymfom, ,,leg type*
EBV-pozitivni difuzni velkobunéény lymfom, blize nespecifikovany
difuzni velkobuné¢ny B-lymfom asociovany s chronickym zanétem
lymfomatoidni granulomat6za
velkobunécny lymfom s prestavbou IRF4
primarni mediastinalni (tymicky) velkobunéény B-lymfom
intravaskularni velkobunéény B-lymfom
ALK-pozitivni velkobunéény B-lymfom
plazmablasticky lymfom
HHV8-pozitivni difuzni velkobun&ény B-lymfom*
primarni exsudativni lymfom
High-grade B-bunééné lymfomy
high-grade B-bunéény lymfom s piestavbou MYC a BCL2 anebo BCL6
high-grade B-bunéény lymfom, blize nespecifikovany
B-bunéény lymfom, nespecifikovany
B-bunéény lymfom, nespecifikovany, s rysy mezi DLBCL a klasickym Hodgkinovym lymfomem

*docasna kategorie

DLBCL, NOS ma tii nejcastéjsi morfologické wvarianty: centroblastickou,
imunoblastickou a anaplastickou, avsak je znamo i n€kolik vzacnych variant. Centroblasticky
DLBCL, NOS je nejcast¢jsi a je charakteristicky pfitomnosti sttednich az velkych lymfoidnich
bune€k s bazofilni cytoplazmou a s jadrem, které obsahuje jemny chromatin. Typicka je také
pfitomnost 2 — 4 jadérek, ktera jsou vdzana na jadernou membranu. Imunoblastickd varianta
musi obsahovat vice, né¢zZ 90 % imunoblastli s bazofilni cytoplazmou, velkym ovalnym jadrem
ajednim centradlné¢ ulozenym jadérkem. Pro morfologii anaplastické varianty je typicka

pfitomnost jednoho velkého pleiomorfniho jadra v bunkach, které piipominaji
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Hodgkin/Sternbergovy buiiky nebo bunky podobné anaplastickému velkobunéénému lymfomu

(Chen et al., 2019).

3.3.2 Lécba

Lécebna strategie je volena s ohledem na IPI, aa-IPl a R-IPI skore. U mladsich DLBCL
pacientll (v€k do 65 let) s nizkym IPI se nejcastéji pouziva 6 cykla R-CHOP (rituximab,
cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison). V piipadé PET pozitivniho rezidua je
doporucena radioterapie. Pro mladsi pacienty s vy$§im rizikem a s ptitomnosti nddorové masy >
7 cm se standardné pouziva 6 - 8 cyklt CHOP-21 + 8 x rituximab a nasledné je mozno vyuzit
radioterapii. Star§im pacientim (veék nad 65 let) je podavano 6 cykli CHOP-21 + 8 x rituximab.
Pacienti s dobrym zdravotnim stavem jsou indikovani k autologni transplantaci. Terapeutickym
cilem je dosazeni CR (kompletni remise). Pokud CR dosazeno, zejména u mladsich pacientd

neni, je indikovano pokracovani 1é¢by (Belada et al., 2018).

3.3.3 Difuzni velkobunéény B-lymfom, bliZe nespecifikovany (DLBCL, NOS = not

otherwise specified)

Do skupiny DLBCL, NOS ftadime ty pfipady DLBCL, které nespliiuji kritéria pro
zatazeni do jinych skupin DLBCL. Na zaklad¢ profili genové exprese, mize byt skupina

DLBCL, NOS dé¢lena podle bunééného ptvodu (cell of origin) na dva subtypy:

1. GCB-DLBCL (germinal center B-cell) — lymfom vznikly z B-bunék z germinalniho
centra, s fenotypem CD19+, CD20+, CD22+, CD79a+, CD10+ a BCL2+

2. ABC-DLBCL (activated B-cell) — lymfom ptivodem pravdépodobné z aktivovanych B-
lymfocytt, s fenotypem CD10-, MUM1+ a BCL2-

ABC-DLBCL ma vyrazné hor$i prognézu a hif reaguje na 1é¢bu, nez GCB-DLBCL.
Pétileté preziti u GCB-DLBCL je 59 %, kdezto u subtypu ABC-DLBCL pouze 34 % (Armitage
et al., 2009). Jednotlivé subtypy se neli$i pouze svymi genovymi expresnimi profily, ale také

chromozomovymi aberacemi a rekurentnimi mutacemi.

3.3.4 Rekurentni chromozomové a genové aberace DLBCL, NOS

Frekvence mutaci mnoha gent je zavisla na bunééném ptvodu daného subtypu, jiné se

vyskytuji jak u GCB, tak u ABC-DLBCL. Napiiklad mutace v genech EZH2 a GNA13 se
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vyskytuji vyluéné u subtypu GCB, kdezto mutace geni CARD11, MYD88 nebo CD79B jsou
charakteristické pro subtyp ABC (Swerdlow et al., 2017).

3.3.4.1 Rekurentni genetické aberace GCB-DLBCL

Genova exprese GCB-DLBCL je podobna, jako exprese normalnich B-bunék
germinalniho centra. U 35 % pfipadd dochazi k translokaci t(14;18), ktera vede k ektopické
expresi genu BCL2. U 40 % piipadd, u kterych nenastala t(14;18), dochazi ke koexpresi BCL2
a BCL6 nasledkem deregulace genu Mizl (koaktivator molekuly, skrze kterou se BCL6 vaze na
promotor genu BCL2), aberantni somatickou hypermutaci promotoru BCL2 a mutaci v BCL2
kodujici sekvenci. Ve 12 % GCB-DLBCL se vyskytuje amplifikace oblasti MIGH1, ktera
obsahuje mikroRNA klastr, ktery je potencionalnim onkogenem. Diky tomuto klastru dochazi
ke zvyseni proliferace skrz inhibici tumor supresorového genu PTEN a proapoptotického
proteinu BIM. Delece genu PTEN se s vyssi frekvenci vyskytuje u GCB-DLBCL, neZ u subtypu
ABC. U 22 % GCB-DLBCL se vyskytuje mutace onkogenu EZH2, ktery koduje histon-
metyltransferazu. Dalsi metyltransferaza, MLL2, je mutovana az u 30 % viech DLBCL. Castgji
je u GCB-DLBCL identifikovana také monoalelicka delece nebo mutace geni CREBBP
a EP300. Crebbp a Ep300 jsou acetyltransferazy, které funguji jako transkripéni koaktivatory
v riznych signalnich drahach. Proteiny, vzniklé z mutovanych gend ztraci schopnost acetylace
a tim dochazi ke snizeni aktivity tumor supresorovych genti nebo naopak k aktivaci onkogent
(Schneider et al., 2011). U GCB-DLBCL dochazi ¢asto ke zmnozeni oblasti 2p16 (REL) nebo
8024 (MYC) a k deleci oblasti 1p36 (TNFRSF14) nebo 10923 (Urbankova et Prochazka, 2020).

3.3.4.2 Rekurentni genetické aberace ABC-DLBCL

Genova exprese bunck subtypu ABC-DLBCL je podobnd expresi normalnich
aktivovanych B-lymfocytl. Zékladnim rysem genové exprese ABC-DLBCL je konstitutivni
aktivace signalni drahy NF-kB. U 25 % vSech ABC-DLBCL se vyskytuje amplifikace
telomerické oblasti na dlouhém raménku chromozomu 19, na kterém se nachazi gen SPIB. Gen
SPIB muze rovnéz vstupovat do translokace s genem IGH (Lenz et al., 2008). Ve 30 % ABC-
DLBCL je pozorovana delece lokusu INK4a/ARF. Proteiny INK4a a ARF reguluji drahy
proteinti p53 a pRB a jejich inaktivace vede Kk inhibici apoptdzy a K agresivni lymfoproliferaci
(Schneider et al., 2011). Pro subtyp ABC-DLBCL je typické zmnozeni oblasti 3q27 (BCL6),
11923 — g24 a 1821 (BCL2) a delece 6921 (PRDM1) a 9921 (CDKN2A) (Urbankova et
Prochézka, 2020).
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Tabulka ¢. 3: Genetické zmény asociované s GCB a ABC DLBCL

GCB-DLBCL ABC-DLBCL
Gen Geneticka aberace Gen Geneticka aberace
BCL2 t(14,18), mutace BCL2 amplifikace
MYC t(8;14), t(2;8), 1(8;22) PRDM1 bialelick4a mutace,
delece
PTEN delece INK4a/ARF delece
BCL6 mutace, t(3;?) BCL6 t(3;?)

3.3.4.3 Chromozomové translokace

Do translokaci nejéastéji u DLBCL vstupuji geny MYC (8g24), IGH (14932), BCL2
(18g21) a BCL6 (3927). Translokace se nejéastéji vySetfuji pomoci molekularni cytogenetiky
metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Metoda FISH se muze provadét jak na
nativnim materialu, tak na parafinovych tfezech (FFPE). JelikoZ ¢asto nativni material vhodny

pro karyotypizaci neni dostupny, neni mozno vyuzit klasickou cytogenetiku.

MYC

Gen MYC se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 8 v pruhu 24 (8q24). Radi se
mezi onkogeny a koéduje transkripéni faktor, ktery reguluje riist, proliferaci, diferenciaci
a apoptozu. NaruSeni regulace genu MYC vede k onkogenezi. Proteinem MYC je fizeno
ptiblizn¢ 15 % vSech lidskych genl, mezi které se fadi geny zapojené v kontrole buné¢ného
cyklu, geny ovliviujici metabolismus, proteosyntézu, remodelovani chromatinu a sebeobnovu
kmenovych bunck (Chisholm et al., 2015). Rovnéz downreguluje naddorovou proliferaci tim, ze
ovlivituje apoptotickou drahu, fizenou genem TP53. Gen MYC je zapojen v patogenezi DLBCL
a Burkittova lymfomu. Piestavba MYC je pozorovana u 7 — 21 % ptipadtt DLBCL. Zlom v genu
MYC muze nastat de novo jako jedind zména nebo se mulze vyskytovat v kombinaci
s translokacemi genti BCL2 anebo BCL6. Vétsina DLCBL s piestavbou genu MYC ma fenotyp
GCB. Na rozdil od Burkittova lymfomu, u kterého je gen MYC Kklasicky translokovan do
blizkosti genti pro imunoglobuliny (vétSinou se jedna o gen IGH, vzacnéji o IGK nebo IGL),
u vétsiny DLBCL jsou jeho transloka¢nimi partnery non-IG geny (napi. BCL6 nebo PAX5).
Translokace MYC s genem pro imunoglobuliny ma u DLBCL negativni vliv na celkové preZiti
(Copie-Bergman et al., 2015).
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BCL2

Gen BCL2 je lokalizovan na chromozomu 18 v pruhu g21. Koéduje integralni protein,
ktery je soucasti vnéjsi mitochondrialni membrany a ktery se podili na inhibici apoptozy. Tento
protein o hmotnosti 26 kDa je tvofen péti doménami, z nichz ctyii jsou BCL2-homologni,

a jedna je transmembranova (Bouchalova et al., 2016).

Gen BCL2 patii do rodiny BCL2 protein, ktera obsahuje jak proapoptotické (BAX,
BAK), tak antiapoptotické (BCL2, BCL-XL) geny. Castym translokaénim partnerem je gen IGH
(14932). Translokace t(14;18)(g32;021) je typicka ptedevsim pro folikularni lymfom, ale
vyskytuje se i u pfiblizn¢ 20 % DLBCL fenotypu GCB. Pii této translokaci se gen BCL2
dostane do blizkosti enhanceru pro gen IGH a tim dochazi k jeho overexpresi. U ABC DLBCL
je pozorovana amplifikace genu BCL2 nebo jeho transkripéni upregulace skrze konstitutivni
aktivaci nuklearniho faktoru kB (Schuetz et al., 2012). Overexprese proteinu BCL2 u DLBCL

je asociovana se Spatnou prognézou (Hermine et al., 1996).

BCL6

Gen BCLG6 se nachazi na chromozomu 3 v pruhu q27. Je to transkrip¢ni represor, ktery je
hlavnim regulatorem vyvoje B lymfocytd v germinalnim centru. Ovliviiuje rtizné cilové geny,
napt. ATM, BCL2 nebo TP53 (Smardova et al., 2013). Inhibuje apoptozu, reguluje bun&ény

cyklus, odpovéd’ na poskozeni DNA, proliferaci a diferenciaci.

Piestavba genu BCL6 se vyskytuje u 25 — 30 % DLBCL subtypu ABC. U fenotypu GCB
je detekovana piiblizné v 15 % piipadu (Swerdlow et al., 2017). BCL6 vstupuje do translokace
jak sgeny pro imunoglobuliny, tak non-Ig geny. Nejéastéjsim typem je translokace
t(3;14)(q27;932) s fuzi gentt BCL6/IGH. Mén¢ Castéji dochazi k translokacim t(3;22)(g27;q11)
zahrnujici gen pro lehky fetézec IGL a t(2;3)(p12;q27) zahrnujici gen IGK. Mezi non-Ig
transloka¢ni partnery genu BCL6 patii napiiklad gen lkaros, gen pro histon H4 nebo gen pro
transferinovy receptor (Ueda et al., 2009).

3.3.5 High-grade B-bunééné lymfomy s pirestavbami MYC a BCL2 nebo BCL6

Jak uz bylo uvedeno vyse, podle WHO Kklasifikace byla zavedena nova specificka
kategorie high-grade B-bunécnych lymfomt (HGBL) s prestavbou geni MYC a BCL2 nebo
BCLG6, takzvané ,,double-hit* pripadné ,triple-hit* lymfomy. Dfive byly tyto pfipady fazeny do
skupiny High-grade B-bunéény lymfom, blize nespecifikovany. O ,,double-hit* lymfomu
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(DHL) mluvime v ptipadé prestavby genu MYC zaroven s ptestavbou gentt BCL2 nebo BCLG6.
V ptipadé ,triple-hit* lymfomu (THL) dochazi k soucasné prestavbé vsech tii zminénych gent
(Swerdlow et al., 2017). Zatimco ,,double-hit* lymfomy jsou typicky pozorovany u subtypu
GCB, soucasna exprese téchto gent je pozorovana u obou subtypid (ABC i GCB) v 19 — 34 %
pfipadd a je asociovana s horsi progndézou oproti pacientim s expresi pouze genu MYC.
Lymfomy s double expresi maji sttedné dobrou progndzu a jsou fazeny na rozhrani kategorii
DLBCL, NOS a DHL (Rosenthal et Younes, 2017). Mezi nové diagnostikovanymi DLBCL
ptredstavuji DHL/THL HGBL cca 10 % vsech piipadi. Pro pacienty s DHL nebo THL je
typicka Spatna odpovéd na standardni terapii (rituximab, cyclophosphamid, doxorubicin,
vincristin, prednison, RCHOP) a vV porovnani s klasickym DLBCL je také typické kratsi
celkové preziti (Stephens et Smith, 2018).

Prestavba genu BCL2 nastdva pouze v germinalnim centru tumoru jako ¢asna udalost.
Naopak k prestavbé genu MYC dochazi sekundarné. Agresivni pribéh onemocnéni a Spatna
odpovéd’ na 1é¢bu u DHL/THL jsou v kontrastu s piiznivou prognozou, ktera je pficitana
subtypu GCB. Pro stanoveni progndzy a pro volbu vhodné terapie je velmi dilezita molekularni
diagnostika. Lymfomy s ptestavbou MYC a BCL6 jsou méné Casté, nez ty s piestavbou MYC
aBCL2. Casto patii k ABC subtypu a nejsou tolik komplexni (Rosenthal et Younes, 2017).
MYC/BCL2 lymfomy se na rozdil od MYC/BCL6 lymfomti mnohdy vyskytuji spolu s mutaci
v genu TP53, coz ptedstavuje vyhodu pro klonalni vyvoj MYC/BCL2 DHL. Diky ptitomnosti
mutace TP53 se onemocnéni stava agresivnéjsi a klinicky mlize vypadat jako Burkittiv lymfom
(Gebauer et al., 2014). Mutaci u DHL/THL podléhaji nejéastéji geny podilejici se na bunééném

cyklu a apoptoze a geny podilejici se na epigenetické regulaci (Evrard et al., 2019).

Mezi prognostické faktory u DLBCL patii i pfitomnost vice kopii gent MYC a BCL2.
Extra kopie genu MYC byly pozorovany u 2 — 20 % pacienti s DLBCL a jsou zodpovédné za
zvySeni jeho exprese. Pfitomnost vice kopii geni MYC a BCL2 je asociovana s kratS$im
celkovym pfezitim, oproti pacientim s normalnim poctem kopii. Nicméné vyssi pocet kopii
genu BCL6 nema zadny prognosticky vyznam. Pti porovnani DLBCL pacientt, ktefi méli vice
kopii zminénych gent, a pacienti s piestavbami téchto genti nebyl pozorovan zadny rozdil

v celkovém prezit (Huang et al, 2019).

DHL nebo THL se da predikovat podle miry proliferace (hodnoty Ki-67). Ki-67 je
protein, jehoz exprese je stanovena pomoci imunohistochemického vysetieni a je povazovan za
marker proliferace. JelikoZ pacienti s HGBL maji prokazanou zvySenou expresi genu MYC, coz
vede ke zvysené bunécné proliferaci, mély by vsechny DHL/THL buiky vykazovat vysokou
hodnotu Ki-67 (>80 %). Ve skute¢nosti tomu tak ale u nékterych pacientd neni, tudiz je tento

marker nespolehlivy (Stephens et Smith, 2018).
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Jak uz bylo teceno, pacienti s DHL/THL maji horsi odpoved’ na 1écbu oproti pacientim
s klasickym DLBCL. Z tohoto divodu se u nich jevi jako vhodnéjsi 1écba intenzivnéjSimi
rezimy. I ptes jejich pouziti jsou DHL/THL pacienti ke kombinované terapii refrakterni, a proto
je nutné vyvijet nové terapeutické modely (Shaoying et al., 2016, Phuoc et al., 2019). Novinkou

na poli 1é¢by je zavedeni tzv. CAR T-cell terapie.
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4. Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro vysetfeni se pouzivaji vzorky nadorové tkané, nejcastéji lymfatické uzliny. Ptiprava
preparatu probihd na pracovisti Imunohistochemické laboratofe Ustavu patologie Fakultni
nemocnice Olomouc. Tkan je fixovana formalinem v parafinovém bloc¢ku (FFPE), ktery je
nafezan pomoci mikrotomu na jednotlivé fezy o tloustce 2 pm. Ty jsou umistény na pozitivné

nabité podlozni sklo a zafixovany

4.2 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Pfijem a zpracovani biopsie probiha na pracovisti Imunohistochemické laboratoie Ustavu

patologie Fakultni nemocnice Olomouc.

1. Biologicky materidl je pfijiman ve fixaénim roztoku (10% formol).

2. Tkan je oznacena identifikatnim Cislem biopsie. Biopticky materidl malych rozméra je
zpracovan kompletné, objemnéjsi castice jsou prokrajeny.

3. Nasleduje odvodnéni tkané: 1 x 90 minut v 70% etanolu, 1 x 60 minut v 80% etanolu a
5 x 60 minut v 96% etanolu.

4. Poté je vzorek pfenesen do roztoku acetonu, kde je inkubovan 60 minut.

5. Nasleduje inkubace v xylenu 2 x 60 minut.

6. Poté je tkan prosycena teplym parafinem (60 minut) a nasleduje zaliti tkdn€¢ do
oc¢islované kazety a vytvoreni parafinového blocku, ktery je po ztuhnuti (210 minut)
urceny ke krajeni na mikrotomu.

7. Parafinovy blocek je krajen na mikrotomu na tenké tkanové fezy o tloust’ce 2 um, které
jsou nachytany na podlozni skla a ususeny v termostatu (1 hodinu pti 58 °C, poté do

druhého dne pii 37 °C).

FISH NA FFPE REZECH:

Pro molekularné cytogenetické vySetfeni se pouziva metoda fluorescenéni in situ
hybridizace. Zakladnim principem metody FISH je navazani fluorescenéné znacené sondy na
specifickou sekvenci nukleotidii. Po denaturaci DNA a specifické sondy dochazi k hybridizaci
sondy na pozadovany tisek DNA. Pro to, aby bylo mozné pouzit metodu FISH na parafinovych

fezech, je nutné nejprve odstranit parafin z preparatu a nasledné natravit buiiky pomoci pepsinu.
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Pro vlastni provedeni byl pouzit Histology FISH Accessory Kit Dako

1.
2.
3.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.
17.

Sklicko s preparatem zahtivame na plotynce pfi 65 °C po dobu 10 minut.

Preparat inkubujeme v Xylenu 2 x po 5 minutach pfi laboratorni teploté.

Nasleduje inkubace v 96% etanolu 2 x po 2 minutach a v 70% etanolu 1 x 2 minuty pfi
laboratorni teplot¢.

Preparat inkubujeme v nafedéném Wash buffer 2 minuty pfi laboratorni teploté.

Sklicko vlozime do 2x SSC vyhtatého na 96 °C a inkubujeme 15 minut.

Nésledné sklicko inkubujeme v nafedéném Wash buffer 3 minuty pii laboratorni
teploté.

Sklicko s preparatem lehce ususime na plotynce pii 37 °C a priddme 250 pl studeného
pepsinu. Zakryjeme parafilmem a nechame inkubovat 5-10 minut podle typu tkané (v
ptipadé lymfatické uzliny nejéastéji 7 minut) pii 37 °C.

Poté preparat inkubujeme 2 X 3 minuty Vv nafedéném Wash buffer pii laboratorni
teploté.

Nasleduje odvodnéni preparatu v 70%, 80% a 90% etanolu po 2 minutach.

Skli¢ko usuS§ime na plotynce pii 45 °C a pipetujeme 5 — 10 pl sondy, v zavislosti na
velikosti fezu.

Priklopime kryci sklo a okraje zalepime rubber-cementem, aby nedoslo k vyschnuti
vzorku.

Denaturace probihé podle pokynil vyrobce (u sond ZytoVision 10 minut pti 75 °C).

Po uplynuti doby sklo vlozime do vlhké komtrky a nechame ho zde inkubovat pii
37 °C do druhého dne.

Dalsi den sloupneme kryci sklo a podlozni sklo s preparatem vlozime do 0,4x SSC +
0,3% NP40 vyhtatého na 73 °C. Inkubujeme 2 minuty.

Nasledné sklo vlozime do 2xX SSC + 0,1% NP40 a inkubujeme 2 minuty pii laboratorni
teplote.

Sklicko vyjmeme a osuSime na plotynce pii 45 °C.

Pipetujeme 10 ul DAPI a pifikryjeme novym krycim sklem.

Preparat hodnotime pomoci fluorescenéniho mikroskopu (Olympus) a softwaru ISIS

(MetaSystems) s piislusnymi fluorescenénimi filtry. Hodnotime cely preparat, piipadné 7 — 10

ruznych mist, pficemz se zamétfujeme na okraje preparatu, kde se oddé€luji jednotlivé bunky,

které se nepiekryvaji.

V Laboratofi cytogenetiky a molekuldrni cytogenetiky Hemato-onkologické kliniky

Fakultni nemocnice v Olomouci (LCG HOK FNOL) se u lymfomi standardné pouzivaji

komeréné dostupné genové sondy od firmy ZytoVision, kde je kazdy lokus oznacen jinym
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fluorochromem (FITC nebo spectrum orange). Dale byly pro doplnéni vysetieni pouzity i sondy

v

od jinych vyrobci (viz Tabulka ¢. 4).
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Tabulka €. 4: Seznam pouzitych sond

Nazev sondy Lokalizace Znaceni sondy Vyrobce | Katalogové ¢islo
ZytoLight SPEC MYC Dual Color Break Apart Probe 8024 5' konec zelené, 3' konec oranZové ZytoVision Z-2090-200
ZytoLight SPEC IGH Dual Color Break Apart Probe 14932 5" konec zeleng, 3' konec oranzové ZytoVision Z-2110-200
ZytoLight SPEC BCL2 Dual Color Break Apart Probe 18g21 3' konec zeleng, 5' konec oranzové ZytoVision Z-2192-200
ZytoLight SPEC BCL6 Dual Color Break Apart Probe 3027 3' konec zeleng, 5' konec oranzoveé ZytoVision Z-2177-200
gmt‘ght SPEC BCL2/IGH Dual Color Dual Fusion| —g.51/14039 IGH zeleng, BCL2 ozanZové Zytovision |  Z-2114-200
ZytoLight SPEC MYC/IGH Dual Color Dual Fusion Probe 8024/14932 IGH zelen¢, MYC oranzové ZytoVision Z-2105-200
ZytoLight SPEC MALT1 Dual Color Break Apart Probe 18921 5' konec zelené, 3' konec oranzové ZytoVision Z-2196-200
ZytoLight SPEC CCNDI/IGH Dual Color Dual Fusion| 4 1q4/1403 IGH zelens, CCND1 oranzové . 7-2125-200
Probe ZytoVision
ZytoLight SPEC ALK Dual Color Break Apart Probe 2p23 5' konec zeleng, 3' konec oranzove ZytoVision Z-2124-200
ZytoLight SPEC 11q gain/loss Triple Color Break Apart | 11923.3., 11924.1- | 11q23.3. zeleng, 11q24.3 oranzov¢, cep 11
Probe 925 modie ZytoVision Z-2216-50
ZytoLight SPEC IGK Dual Color Break Apart Probe 2p1l 5' konec zelené, 3' konec oranzoveé ZytoVision Z-2288-50
ZytoLight SPEC IGL Dual Color Break Apart Probe 22911 5' konec zelené, 3' konec oranzoveé ZytoVision Z-2286-50
g?’;g'ﬁ;'ght SPEC BIRC3/MALTL Dual Color Dual Fusion | 140518499 BIRC3 zelend, MALTL oranzové Zytovision | Z2146-200
XL ATM/TP53 11g22/17q13 ATM zelené, TP53 oranzové MetaSystems | D-5044-100-TC
XL t(8;14) MYC/IGH DF 8024/14932 MYC oranzove, IGH zelené MetaSystems | D-5110-100-OG
24 XCyte mFISH Kit - - MetaSystems | D-0125-120-Dl
BCL3 FISH DNA Probe, Split Signal 19913 5' konec zelené, 3' konec oranzoveé Dako Y5411
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Mezi nejcéastéji pouzivané sondy patii:

e ZytoLight SPEC MYC Dual Color Break Apart Probe
Sonda je vytvofena tak, aby mohla byt detekovana prestavba zahrnujici oblast 8q24
(gen MYC). 5‘konec genu je oznacen oranzove, 3‘konec zelené. Za normalniho stavu
vidime v mikroskopu 2 fazni signaly. Pokud dojde k translokaci, v mikroskopu vidime
oranzovy a zeleny signal oddélené. Na stejném principu pracuji i sondy IGH, BCL2
a BCL6.

SHGC-130556 D81701

' D851090
| o 3 RH75025

8924.21

Obrazek ¢. 4: Mapa sondy ZytoLight SPEC MYC Dual Color Break Apart Probe

e ZytoLight SPEC IGH Dual Color Break Apart Probe
Zelené je oznacen 5’konec genu IGH, oranzové 3’konec genu. Sonda opét slouzi

k detekci piestavby oblasti 14q32 (gen IGH).

RH69050
H14A434

H14A1911 RH70844

JAG2 IGH

14q32.33

Obrazek €. 5: Mapa sondy ZytoLight SPEC IGH Dual Color Break Apart Probe
e ZytoLight SPEC BCL2 Dual Color Break Apart Probe

Gen BCL2 se nachédzi v oblasti 18q21, jeho 3’konec je oznacen zelené, 5° konec

oranzove.
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SHGC-147772 REN12166

BCL2

18921.33 - q22.1

Obrazek ¢. 6: Mapa sondy ZytoLight SPEC BCL2 Dual Color Break Apart Probe

e ZytoLight SPEC BCL6 Dual Color Break Apart Probe
Sonda navrZzena k detekci piestavby oblasti 3q27 (gen BCL6). Oblast pfiléhajici k

3’koncCi genu je oznacena zelené, oblast sousedici s 5’koncem genu oranzove.

SST_PRO RH123158
RH58741 D354143

'BCL6

3927.3 - 28

Obrazek ¢. 7: Mapa sondy ZytoLight SPEC BCL6 Dual Color Break Apart Probe

e ZytoLight SPEC BCL2/IGH Dual Color Dual Fusion Probe
Sonda pro detekei prestavby gentt BCL2 a IGH. Gen IGH je oznacen zelené, gen BCL2
oranzové. Za normalniho stavu vidime v mikroskopu dva zelené a dva oranzové
signaly. Pii reciproké translokaci t(14;18) detekujeme dva fuzni signaly a jeden

samostatny oranzovy a zeleny signal.
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D1851213 STSG619491
|

Bv448316 RH119884

JAG2 IGH

14¢32.33

Obrazek ¢. 8: Mapa sondy SPEC BCL2/IGH Dual Color Dual Fusion Probe

e ZytoLight SPEC MYC/IGH Dual Color Dual Fusion Probe
Sonda detekujici prestavbu genit MYC a IGH. OranZové je oznaCena oblast pro gen
MYC, zelené oblast genu IGH. Pfi reciproké translokaci t(8;14) vidime v mikroskopu
stejné jako u sondy BCL2/IGH dva fuzni signaly a jeden oranzovy a zeleny oddélené.

SHGC-149687 8_3358F
|

MYC
I
8g24.21
Bv448316 RH119884

JAG2 IGH

14032.33

Obrazek ¢. 9: Mapa sondy MYC/IGH Dual Color Dual Fusion Probe
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Pokud je k dispozici nativni preparat, vysetieni je doplnéno metodami FISH a mFISH na

kultivovanych burikach.

FISH NA KULTIVOVANYCH BUNKACH:

1. Sklicko s nakapanymi buitkami vlozime do roztoku 2x SSC po dobu 10 — 15 minut.

2. Nasleduje odvodnéni ve vzestupné fadé alkoholl (70%, 80% a 96% etanol), vSe po
dobu 2 minut.

3. Podlozni sklicko ususime na plotynce pii 45 °C a pipetujeme 5 ul sondy pod kryci
skli¢ko o velikosti 18 x 18 mm.

4. Okraje zalepime rubber-cementem.
Preparat spolu se sondou denaturujeme podle pokynt vyrobce (MetaSystems pii 75 °C
po dobu 2 minut).

6. Sklicko vlozime do vlhké komurky, kde se inkubuje pti 37 °C do druhého dne.

7. Nasleduji body 14 — 17 u FISH na parafinovych fezech.

Hodnoceni probiha pod fluorescenénim mikroskopem (Olympus) a za pouZiti softwaru
ISIS (MetaSystems), kdy se po¢ita 300 bun¢k a minimalné 10 mitdz. Nasledné je procentudlné
vyhodnocena piitomnost nebo nepiitomnost dané aberace a vysledek je zapsan podle
mezinarodni nomenklatury ISCN (An International System for Human Cytogenomic

Nomenclature) (McGowan-Jordan et al., 2016).

mFISH NA KULTIVOVANYCH BUNKACH:

Metoda mFISH je zaloZena na existenci 24 rliznych DNA sond, které jsou oznaceny 5
riznymi fluorochromy nebo jejich kombinacemi. Diky tomu mtzeme najednou obarvit vSech
46 chromozomt odliSnymi barvami. Obraz je poskladan ze snimkd preparatu, ktery byl sniméan
pod Sesti fluorescenénimi filtry, a vyhodnocen pomoci specialniho softwaru, ktery piitadi

jednotlivym chromozomim pseudobarvy pro snazsi rozliSeni.
Ptiprava preparatu:

1. Podlozni sklicko s nakapanou bunéénou suspenzi inkubujeme v termostatu pii 37 °C po
dobu 20 minut.

2. Naésleduje zavodnéni preparatu v sestupné fad¢ alkoholt (96%, 90%, 80%, 70%),
v kazdém 1 minutu.

3. Sklo vlozime do kopliny s 0,1x SSC na 1 minutu.

4. Poté jej preneseme do kopliny s 2x SSC a inkubujeme 30 minut pii 70 °C.
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9.

Koplinu se sklem vyjmeme z vodni lazn¢ a chladime ji 20 minut pii 37 °C.

Sklo vlozime na 1 minutu do roztoku 0,1x SSC pii laboratorni teploté, nasleduje
denaturace v 0,07mmol/l NaOH pfi laboratorni teploté 1 minutu.

Sklo pteneseme do 0,1x SSC na 1 minutu pti 4 °C, nasleduje pienos do 2x SSC na 1
minutu pii 4 °C.

Nasleduje odvodnéni preparatu ve vzestupné fadé alkohold (70%, 80%, 90%, 96%)
v kazdém 1 minutu.

Sklo ususime na plotynce pti 45 °C.

Ptiprava sondy:

10.
11.

12.

Do 0,2ml mikrozkumavky napipetujeme 8 ul sondy.

Sondu zdenaturujeme v termocycleru pii 75 °C po dobu 5 minut, nasleduje ochlazeni
na 4 °C po dobu 30 sekund.

Sondu inkubujeme 30 minut pii 37 °C.

Hybridizace:

13.

14.

15.

16.

Denaturovanou sondu napipetujeme na podlozni sklo s buiikami a pfikryjeme krycim
sklickem (22x22 mm).

Okraje kryciho sklicka oblepime rubber cementem a cely preparat hybridizujeme
24 hodin pii 37 °C.

Dalsi den odmyjeme nenavazanou sondu v 0,4x SSC ve vodni lazni pti 73 °C po dobu
2 minut a ve 2x SSC/0,05% Tween20 pii laboratorni teploté po dobu 30 sekund.
Podlozni sklo ususime na plotynce, napipetujeme 10 pul DAPI a ptikryjeme krycim
sklickem (24x24 mm).

Jednotlivé mitdézy jsou nasledné nasnimany pomoci pfistroje Metafer Axioplan 2

Imaging. Hodnoceni probiha v programu ISIS (MetaSystems), kdy se karyotypuje minimalné

10 mitoéz. Vysledek je opét zapsan podle mezinarodni nomenklatury ISCN (An International

System for Human Cytogenomic Nomenclature) (McGowan-Jordan et al., 2016).

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

CCD kamera

Centrifuga Heraeus Megafuge 16R (Heraeus Holding)

Flowbox HERAsafe® (Heraeus Holding)
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Fluorescen¢ni lampa U-RFL-T (Olympus)
Inkubator Grant Boeckel IS020 (Boeckel Grant)
Inkubator ThermoBrite (Abbott Molecular)
Lednicka

Metafer Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss)
Mraznicka

Software ISIS (MetaSystems)

Stolni minicentrifuga C1301 (Labnet)

Svételny mikroskop Olympus BX60 (Olympus)
Systém pro déleni chromozomil v metafdzi Hanabi (ADSTEC Corporation)
PCR cykler ProFlex (Life Technologies)

Topna a susici deska Medax (Nagel)

Vodni lazeit Thermomix BM (B. Braun Biotech International)

4.4 Pomicky

Centrifuga¢ni zkumavky Falcon (50 ml), (TPP®)

Fixogum Rubber Cement (Marabu)

Imerzni olej (Olympus)

Kopliny

Kryci skla (18x18, 22x22 mm, 24x24 mm), (Menzel-Gléser)
Parafilm

Pasteurovy pipety (10 ml), (Biosigma)
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Pinzeta
Pipety
Podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific)

Spicky

4.5 Pouzité chemikalie a roztoky

20xSSC (lékarna FNOL)

96% etanol (Iékarna FNOL)

DAPI/DuraTect™-Solution (Zytovision, kat. ¢. MT-0007-0.8)
dH.0 (HOK)

Fluorescenéné znac¢ené sondy (Zytovision)
Fluorescenéné znacené sondy (MetaSystems)
Fluorescencné znacené sondy (Dako)

Hydroxid sodny (Sigma Aldrich, kat. ¢. 1310-73-2)
NP40 (Abbott Molecular, kat. ¢. 07J05-001)
Tween 20 (Sigma Aldrich, kat. ¢. 9005-64-5)

Xylen (LachNer, kat. ¢. 20060/AT0)

Piprava roztoki

0,4x SSC/0,3% NP40:
20 ml 20x SSC

950 ml injekéni H2O

3 ml NP40

pH7-75

doplnit H2O do 1 1, uchovavat pti laboratorni teploté

20x SSC:
132 g 20x SSC
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500 ml H,O

pH 7, uchovavat pfi laboratorni teploté

2x SSC/0,1% NP40:
100 ml 20x SSC

850 ml injekéni H,O
1 ml NP40

pH7-8

doplnit H2O do 1 1, uchovavat pfi laboratorni teploté

2X SSC:
50 ml 20x SSC
450 ml injekéni H,O

pH 7 —7,5, uchovavat pii laboratorni teploté

0,1x SSC:
2,5 ml 20x SSC
497,5 ml injekéni H20

0,4x SSC:
10 ml 20x SSC
490 ml injek¢ni H2O

2x SSC/0,05% Tween 20:
5 ml 20x SSC

45 ml injekéni H,O

25 pl Tween20

1mol/l NaOH:
40 g NaOH rozpustit v 1 I injekéni H20

0,07mol/l NaOH:
14 ml 1mol/lI NaOH
186 ml injekéni H,O

90% etanol:
94 ml 96% etanol
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6 ml injekéni H20

80% etanol:
83 ml 96% etanol
17 ml injekéni H,O

70% etanol:
73 ml 96% etanol
27 ml injekéni H,O
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5 Vysledky

V obdobi od fijna 2018 do bfezna 2020 jsem v LCG HOK FNOL vysettila celkem 43
pacientll S B-nehodgkinskym lymfomem, z ¢ehoz bylo 30 muzi (70 %) a 13 Zen (30 %).
Vekové rozmezi se pohybovalo od 26 do 83 let, median véku ¢inil 65 let. Soubor pacientl byl
sestaven na zakladé predchoziho klinického a histopatologického vysetteni, kdy bylo potieba
dale upfesnit ¢i potvrdit navrZzenou diagnézu. Dva pacienti méli na zakladé vySetfeni klinikem
a histopatologem navrzenu diagnozu BL, 3 pacienti FL, 23 pacientd DLBCL/HGBL, 1 pacient
MCL, 2 pacienti MZL a 12 pacienti mélo jinou nebo zatim blize neuréenou diagnézu (viz
Tabulka ¢. 5).

Vysetieni bylo provedeno metodou FISH na FFPE fezech za pouziti specifickych,
komeréné dostupnych genovych sond. V ptipadé dostupnosti nativniho nadorového materialu
bylo provedeno klasické cytogenetické vySetieni a FISH, pfipadné¢ mFISH na kultivovanych
nadorovych bunkach.

Tabulka €. 5: Zékladni charakteristika souboru pacientti

C. pacienta Pohlavi | V¢k Material Diagnoéza
1 M 34 mediastinum PMBL
2 M 51 tenké stievo BL
3 M 44 mozkova tkan -

4 M 58 mediastinum PMBL/DLBCL
5 M 58 uzlina -

6 Vi 62 duodenum DLBCL
7 M 46 zaludek DLBCL
8 M 47 konecnik MCL
9 7 75 krk -

10 M 41 dutina peritonealni SLL
11 M 77 mediastinum DLBCL
12 M 65 humerus DLBCL
13 Vi 62 esovity tracnik DLBCL
14 M 76 NZ -

15 M 78 kiize a podkozi DLBCL
16 7 69 Gista DLBCL
17 M 54 uzlina tfislo -

18 M 83 retroperitoneum -

19 Z 71 NZ -
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Pokracovani Tabulka ¢. 5: Zakladni charakteristika souboru pacientii

C. pacienta Pohlavi | V¢k Material Diagnoéza
20 M 26 uzlina ALCL
21 M 75 uzlina BL 11q
22 M 83 submandibularni zlaza FL
23 7 39 uzlina DLBCL
24 M 75 prso DLBCL
25 M 45 uzlina -
26 M 40 uzlina -
27 7 82 pochva DLBCL
28 7 60 uzlina FL
29 Z 73 uzlina MZL
30 M 70 prostata DLBCL
31 M 57 uzlina DLBCL
32 M 73 tumor u michy DLBCL
33 M 61 tumor mediastina DLBCL/HGBL
34 V4 75 uzlina DLBCL/HGBL
35 7 68 tkan patro DLBCL/HGBL (RT)
36 M 79 NZ DLBCL/HGBL
37 Z 59 mandle DLBCL
38 M 73 orbita MZL
39 M 71 uzlina DLBCL/HGBL
40 M 66 uzlina DLBCL/HGBL
41 M 77 stfevo DLBCL
42 M 59 NZ DLBCL
43 7 64 uzlina FL

Legenda: M = muz, Z = zena, NZ = nezndmy, PMBL = primarni mediastinalni velkobun&ny B-lymfom,
BL = Burkittiv lymfom, FL = folikularni lymfom, DLBCL = difuzni velkobunény B-lymfom, MCL =
lymfom z plastovych bungk, SLL = lymfom z malych lymfocyti, ALCL = anaplasticky velkobunéény
lymfom, MZL = lymfom marginalni zony, HGBL = high grade B-lymfom, RT = Richterova
transformace, - = diagnoza neuréena

U nékterych pacientd neni zndma koneéna diagnoza, z divodu provedeni pouze

konzultace pro jiné externi pracoviste.

VYSLEDKY FISH NA FFPE REZECH U PACIENTU S DLBCL

U 23 pacientt s podezienim na DLBCL/HGBL jsem vysetiila tyto aberace: ptestavba
gent IGH (14932), MYC (8g24), BCL2 (18921), BCL6 (3927), translokace t(8;14)(q24;932)
a translokace t(14;18)(g32;g21) (viz Tabulka ¢. 6). V 15 ptipadech se jednalo o muze, v 8
ptipadech o Zzeny. Median véku byl 68 let, nejmladS$imu pacientovi bylo 39 let, nejstar§imu 82

let. VySetfeni bylo netispésné u 2 pacientd, ve 3 piipadech bylo vySetfeni ¢aste¢né tGspésné.
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Diagnoza

DLBCL byla

po zhodnoceni

vysledki

a imunohistochemického vySetfeni potvrzena v 18 piipadech.

molekularné

cytogenetického

Tabulka ¢. 6: Vysledky vySeteni metodou FISH na parafinovych fezech u pacientii s DLBCL

C. pacienta | Pohlavi Diagnéza FISH
MYC | t(8;14) | IGH | t(14;18) | BCL2 | BCL6
4 M DLBCL/PMBL NL | NL | NL NL NL | NL
7 DLBCL NL | NL + + + NL
M DLBCL + + + NL NL | NL
11 M DLBCL X X X X X X
12* M DLBCL +
13 V4 DLBCL NL | NL | NL NL NL | NL
15 M DLBCL ND | ND | ND + + ND
16 V4 DLBCL + + + NL NL | NL
23 V4 DLBCL NL + X NL
24 M DLBCL + NL NL +
27 V4 DLBCL NL | NL | NL NL NL | NL
30 M DLBCL NL | NL | NL NL NL | NL
31 M DLBCL NL | NL | NL NL NL
32 M DLBCL NL | NL | NL NL X
33 M DLBCL/HGBL NL | NL + NL NL
34 V4 DLBCL/HGBL NL | NL | NL NL NL | NL
35 V4 DLBCL/HGBL (RT) + + + NL NL | NL
36 M DLBCL/HGBL + + + + + +
37 V4 DLBCL NL X X X X
39 M DLBCL NL | NL | NL NL NL | NL
40* M DLBCL + + NL NL +
41 M DLBCL/HGBL NL | NL + NL NL | NL
42 M DLBCL/HGBL X X X X X X

Legenda: M = muz, Z = Zena, DLBCL = difuzni velkobun&ny B-lymfom, PMBL = primarni
mediastinalni B-lymfom, HGBL = high grade B-lymfom, RT = Richterova transformace, NL = normalni
nalez, + = pozitivni nalez, ND = not done, x = nelispésné vySetfeni, * pacienti s vysettenim FISH, mFISH

Z celkového poctu 18 uspésné vysetfenych pacientt s diagnézou DLBCL/HGBL nebyla

u 1 pacienta (6 %) prokazana zadna chromozomova aberace, u 7 pacientt (39 %) byla nalezena

1 chromozomova aberace, u 2 pacientti (11 %) 2 chromozomové aberace a u 8 pacientt (44 %)

3 a vice chromozomovych zmén (viz Obrazek ¢. 10).
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Obrazek ¢. 10: Procentualni zastoupeni pacientti na zakladé poctu chromozomovych zmén

U 11 pacientt doslo ke zmnozeni poctu kopii genid IGH, MYC, BCL2 a BCL6. Nejcastéji
bylo pozorovano zmnozeni genu BCL2 (8 pacienttt). Druhym nejcastéji zmnozenym genem byl
gen MYC (5 pacienttr), nasledovaly geny IGH (3 pacienti) a BCL6 (3 pacienti). Nejcastéji se
jednalo o 3 kopie studovanych genti. U 3 pacientl doslo také k deleci jedné kopie nékterych ze

jmenovanych genu (viz Tabulka €. 7).

Tabulka €. 7: Pocty kopii kandidatnich gent u pacientti s DLBCL

C. pacienta | Pohlavi Diagnéza FISH
MYC IGH BCL2 BCL6

13 V4 DLBCL 3 kopie NL NL NL
15 M DLBCL ND ND 3 kopie ND
24 M DLBCL 7 - 8 kopii NL 1 kopie NL
27 V4 DLBCL 1 kopie 1 kopie 3 kopie 1 kopie
30 M DLBCL NL NL 7 - 10 kopii NL
31 M DLBCL 3 - 4 kopie | 3 - 4 kopie X 3 - 4 kopie
33 M DLBCL/HGBL NL 3 kopie | 2 - 6 kopii NL
34 7 DLBCL/HGBL NL 1 kopie 3 kopie NL
39 M DLBCL 3 kopie 3 kopie 3 kopie 3 kopie
40 M DLBCL NL NL 3 kopie NL
41 M DLBCL/HGBL | 3 kopie NL 3 kopie 3 kopie

Legenda: M = muz, Z = Zena, DLBCL = difuzni velkobunéény B-lymfom, HGBL = high grade B-
lymfom, NL = normalni nalez, ND = not done, x = netispésné vysetieni
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U 5 pacientli byla detekovana translokace t(8;14)(q24;q32), u 3 pacienti translokace
t(14;18)(q32;921), u jednoho pacienta translokace t(3;14)(g27;932) a u jednoho pacienta byla

prokazana ptitomnost dvou translokaci souc¢asné (viz Obrazek ¢. 11).

m t(14;18)(q32;921) t(8;14)(q24;032)
= 1(8;14)(q24;932) a t(14;18)(q32;q21) m t(3;14)(q27;932)

Obrazek €. 11: Pocet pacientl s translokaci genu IGH s riznymi partnerskymi chromozomy

Vysetieni FISH na FFPE fezu bylo u pacienta ¢. 12 pouze cCastecné uspeésné z diivodu
Spatné kvality fezu. Hodnotitelnd byla pouze hybridizace pro genovy lokus IGH, ktery byl
pfestavény, ostatni hybridizace byly nehodnotitelné. Nicméné v tomto piipadé mél pacient
infiltrovanou kostni dfen, ve které byl prokazan klasickym cytogenetickym vySetienim a
metodou FISH a mFISH komplexni karyotyp, ktery zahrnoval i translokaci t(8;14)(q24;932):
46,XY,?del(4)(q?31935),t(8;14)(q24;0932),der(15)t(1;10;15)(q?24,;9?21;p?13)
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@lcmEm

Obrazek €. 12: Vysledek mFISH pacienta ¢. 12 s karyotypem:
46,XY,?del(4)(q?31935),t(8;14)(q24;32),der(15)t(1;10;15)(q?24;q?21;p?13)[6/12]

Obrazek ¢. 13: Vysledek FISH na interfaznich jadrech a mitézach se sondou XL t(8;14)
MYC/IGH DF u pacienta ¢. 12. Translokace t(8;14)(g24,932) s fuzi gent MYC a IGH byla
prokazana ve 13 % hodnocenych bun¢k a 58 % mit6z. Zelen¢ je znacen gen IGH, oranzové gen

MYC. Ptitomnost dvou faznich signalti svéd¢i pro reciprokou translokaci t(8;14).
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Dalsim zajimavym pacientem byl pacient ¢. 15, u kterého byl diagnostikovan primarni
kozni DLBCL ,leg type“. V tomto pfipad¢ byla prokazana ptitomnost tii kopii genu BCLZ,
z ¢ehoz jedna kopie je prestaveéna a vstupuje do reciproké translokace t(14;18)(q32;q21) s fuzi

genu IGH/BCL2.

Obrazek ¢. 14: Vysledek FISH na FFPE fezu pacienta ¢. 15 se sondou ZytoLight SPEC BCL2
Dual Color Break Apart Probe. Sipky oznacuji oddéleny oranzovy a zeleny signal, ktery svédéi

pro piestavbu genu BCL2, zaroven burika obsahuje tfi kopie genu BCL2.
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Obrazek ¢. 15: Vysledek FISH na FFPE fezu pacienta ¢. 15 se sondou ZytoLight SPEC
IGH/BCL2 Dual Color Dual Fusion Probe. Gen BCL2 vstupuje do reciproké translokace
t(14;18)(q32;921) — na obrazku znazornéna pfitomnosti dvou fuznich signali a jednoho

zeleného + dvou oranZovych signalti oddélené.

Béhem své diplomové prace jsem se rovnéz zameétila na novou kategorii pacientd
s DHL/THL, ktera byla definovana na zakladé klasifikace WHO 2017 (Swerdlow et al., 2017).
Zakladnim diagnostickym pozadavkem byla soucasna ptestavba genit MYC, BCL2 anebo BCL6.
Do této skupiny spadali tfi pacienti, z nichz dva se potencionalné fadili do kategorie DHL
(pacienti ¢. 24 a 40) a jeden do kategorie THL (pacient ¢. 36). VSichni tito pacienti byli muzi

s medidnem vé&ku 75 let.

U pacientt ¢. 24 a 40 byla shodné prokazana translokace t(8;14)(q24;q32) s ptestavbou
geni MYC a IGH. Zaroven byla u obou prokazana delece oblasti pfiléhajici k 5° konci genu
BCLS6, diky ¢emuz mohlo velmi pravdépodobné dojit k prestavbé a deregulaci genu BCL6, jako
je tomu u pacientt s DHL. Sonda pro detekci ptestaveb genu BCL6, ktera by pokryvala
samotny gen a byla vhodna pro pouziti na parafinovych fezech, vSak neni momentalné
dostupna. Z tohoto divodu nelze tyto pacienty dale pfesnéji vySetfit a stanovit typ aberace, ke

kterému u téchto pacientd doslo.
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Obrazek ¢. 16: Vysledek FISH na FFPE fezu u pacienta ¢. 40 se sondou ZytoLight SPEC
MYC/IGH Dual Color Dual Fusion Probe znazorfiuje translokaci t(8;14)(q24;q32) s fuzi gentu
MYC a IGH. Zelené¢ je znacen gen IGH, oranzové gen MYC. Piitomnost dvou fuznich signali

a jednoho zeleného a oranzového zvlast’ znaci reciprokou translokaci t(8;14).
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Obrazek ¢. 17: Vysledek FISH na FFPE fezu se sondou ZytoLight SPEC BCL6 Dual Color
Break Apart Probe u pacienta ¢. 40. Ptitomnost jedné fize a jednoho zeleného signalu svédéi

pro deleci oblasti pfiléhajici k 5’konci genu BCL6 (3927).

Nicméné u pacienta ¢. 40 byla k dispozici infiltrovana kostni dfen, diky které mohly byt
provedeny FISH a mFISH. Diky nim byla prokazana piitomnost dvou hlavnich klond vcetné
translokace t(8;14)(g24;932) a delece genu TP53.

1. klon: 51,X,-Y,+X,+der(1)t(1;8)(?;q?23),+5,dic(6;17)(?;7q),+dic(6;17)(?;?q),+ider(7)(g10)
1(7;13)(9?32;0934),1(8;14) )(g24;932),+der(11)t(6;11)(?;p?13),+16 [7/11]

2. klon: 51,X,-Y,+X,+der(1)t(1;8)(?;9?23),+5,dic(6;17)(?;?q),+dic(6;17)(?;?q),+der(7)
1(7;13)(9?732;934),1(8;14)(q24;932),+der(11)t(6;11)(?;p?13),+16 [2/11]

3. klon: 46,XY [2/11]
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Obrazek €. 18: Vysledek mFISH jednoho z klonti u pacienta ¢. 40 s komplexnim karyotypem:
51,X,-Y,+X,+der(1)t(1;8)(?;q?23),+5,dic(6;17)(?;?q),+dic(6;17)(?;?q),+ider(7)(q10)t(7;13)
(9?32;034),1(8;14)(q24,932),+der(11)t(6;11)(?;p?13),+16 [7/11]

Jedinym ptipadem THL byl pacient ¢. 36, u kterého byla prokdzana ptestavba obou kopii
genu IGH, které vstupuji do translokaci t(8;14)(q24;q32) a t(14;18)(q32:;q21) s geny MYC

a BCL2. Soucasné ma pacient ptrestavény i gen BCL6 S neznamym partnerskym genem.

VYSLEDKY FISH NA FFPE REZECH U PACIENTU S BL

Dva pacienti z naseho souboru pfisli do laboratofe k potvrzeni diagnézy BL. U pacienta
¢. 2 byla na FFPE fezu z tenkého stfeva prokazana pro BL typicka translokace t(8;14)(q24;932)
s fazi gent MYC a IGH.

U pacienta ¢. 21 byla na fezu z uzliny prokazana piestavba genu IGH, translokaéniho
partnera se vSak nepodafilo urcit. Translokace t(8;14)(q24;q32) vSak prokazana nebyla. Rovnéz
bylo prokazano zmnozeni oblasti 11923.3 a 11924.1-925 bez pocetnich zmén chromosomu 11.
Tento pacient tedy dle WHO 2017 spada do samostatné skupiny Burkitt-like lymfom s aberaci
11q.
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Obrazek €. 19: Vysledek FISH na FFPE fezu se sondou ZytoLight SPEC 11q gain/loss Triple
Color Break Apart Probe u pacienta ¢. 21. Oblast 11g23.3. je znaena zelené, oblast 11q24.3

oranzové, a centromera chromozomu 11 modie.

VYSLEDKY FISH NA FFPE REZECH U PACIENTU S MZL

S podezienim na MZL jsme vySettili celkem dva pacienty. U pacientky ¢. 29 nebyly
prokazany zadné zmény v genech IGH, MYC ani BCL2, pouze byla prokazana ptitomnost jedné
kopie genu BCL6. U pacienta ¢. 38 bylo prokazano zmnozeni oblasti pro geny MYC (3 — 4
kopie), IGH (3 kopie), BCL2 (3 kopie), BCL6 (3 — 4 kopie), MALT1 (3 kopie) a API2 (3 kopie).

Nicméné u téchto pacientl byla po zhodnoceni vSech vysledkd potvrzena diagnoza MZL.
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Obrazek ¢. 20: Vysledek vysetfeni FISH na FFPE fezu se sondou ZytoLight SPEC BCL2 Dual

Color Break Apart Probe u pacienta ¢. 38. Pfitomnost tii fuznich signald znaci pifitomnost
nadpocetné kopie genu BCL2 (18921).

VYSLEDKY FISH NA FFPE REZECH U PACIENTU S MCL

Pro potvrzeni diagnozy byl do nasi laboratofe poslan pouze jeden pacient. U pacienta ¢. 8
byla prokazana na FFPE fezu translokace t(11;14)(q13;932) s fuzi geni CCND1 a IGH typicka
pro MCL. Pfestavba ani pocetni zmény genu MYC nebyly prokazany. Vysetfeni se sondami pro
lokusy ATM, TP53, BCL6, BCL2 a t(14;18)(g32;921) nebylo Gspésné.
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Obrazek ¢. 21: Vysledek FISH na FFPE fezu pacienta ¢. 8 se sondou ZytoLight SPEC
CCND1/IGH Dual Color Dual Fusion Probe s typickou translokaci t(11;14) (q13;932) s fuzi
gentt IGH a CCNDL. Zelené je oznacen gen IGH (14932), oranzové gen CCNDI1 (11913).

VYSLEDKY FISH NA FFPE REZECH U PACIENTU S FL

FL byl histopatologicky odeéten u tfi pacientt, z ¢ehoz ve dvou ptipadech se jednalo o
Zeny a v jednom piipadé o muze. Median véku ¢inil 64 let. U vSech tii pacientll byla prokazana

translokace t(14:18)(q32;921) s fazi genti IGH a BCL2 (viz Tabulka ¢. 8).

Tabulka €. 8: Vysledky vySetteni FISH u pacientt s FL

x . , . , FISH
C. pacienta | Pohlavi | Diagn6za
MYC | t(8;14) | IGH | t(14;18) | BCL2 | BCL6 | MALT1 | t(11;18)
22 M FL NL ND + + + NL X ND
28 Z FL NL | NL + + + NL | ND ND
43 V4 FL ND | ND + + + | ND NL ND

Legenda: M = muz, Z = 7ena, FL = folikuldrni lymfom, NL = normalni nélez, + = pozitivni nélez, ND =
not done, x = netspésné vysetieni
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Obrazek ¢. 22: Vysledek FISH na FFPE fezu u pacienta ¢. 22 se sondou ZytoLight SPEC
BCL2/IGH Dual Color Dual Fusion Probe. Na obrazku je znazornéna translokace
t(14;18)(q32;q21) s fuzi gent IGH/BCL2, typicka pro FL. Zelen¢ je oznacen gen IGH, oranzové
gen BCL2.

VYSLEDKY FISH NA FFPE REZECH U PACIENTU SJINOU NEBO
NEZNAMOU DIAGNOZOU

Ze 44 vysetifenych pacientli mélo 12 pacientli jinou nebo blize neurcenou diagnézu B-
NHL, tito pacienti byli na Ustav klinické a molekularni patologie zaslani pouze ke
konzultaénimu vySetfeni z jiného externiho pracovisté. Provedli jsme vySetieni nejcastéji
prestavénych gend, které bylo neusp&$né u jednoho pacienta, u 3 pacientd bylo vySetfeni

Caste¢né uspésné (viz Tabulka €. 9).
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Tabulka ¢. 9: Vysledky FISH u pacientti s nezndmou nebo jinou diagnézou

> FISH
C.:' Pohlavi | Diagno6za Pocty kopii | Poznamka
pacienta MYC [ (8;14) | IGH |t(14;18) [ BCL2 | BCL6
Neznama diagnoza
3 M - NL NL NL NL NL NL - -
5 M - ND | ND | ND NL X ND - -
9 z - ND | ND | NL| ND | ND | ND SI'E’ﬁ'e IRF4 X
14 M - NL NL NL NL X X - -
IGK,
17 M - ND | ND NL NL NL | ND - MALT1 a
£(11;18) NL
1 kopie
18 M - + + + NL NL | NL MYC a IGH -
19 Z - X X X X X X - -
3 kopie
25 M - NL [ NL + + + NL MYC a -
BCL6
3 kopie
26 M - NL NL NL NL NL NL | MYC, IGH, -
BCL2
Znama diagnoza
1 M PMBL X X + X X X - -

10 M SLL ND ND ND X ND ND - t(11;14) NL
20 M ALCL ND ND ND ND ND ND - ALK NL
Legenda: M = muz, Z = 7ena, PMBL = primarni mediastinalni velkobunéény B-lymfom, SLL = lymfom
z malych lymfocytd, ALCL = anaplasticky velkobunéény lymfom, - = diagnéza neuréena, NL =

normalni nalez, + = pozitivni ndlez, ND = not done, x = netispésné vyseteni

VYSLEDKY FISH NA FFPE REZECH U PACIENTU S DIAGNOZOU high grade B-
NHL

Dale bylo vramci spoluprace s Ustavem klinické a molekularni patologie FNOL
retrospektivné (od roku 2017 do roku 2019) vySetieno 23 pacientt s DLBCL, u kterych byl
podle agresivniho chovani onemocnéni, morfologickych a histopatologickych znakt predpoklad
DHL nebo THL. U téchto pacienti byla nejdiive vySetfena pouze pfestavba genu MYC
a translokace t(8;14), pokud byla piestavba genu MYC prokazana, byly vysetfeny dalsi genové
lokusy (viz Tabulka ¢. 10). V tomto souboru bylo celkem 23 pacienttl, z ¢ehoz 16 pacientt byli
muzi (70 %) a 7 pacientl Zeny (30 %). Median veku ¢inil 73 let. NejstarSimu pacientovi bylo 82

let, nejmladSimu 38 let. Devét vzorki bylo vySetfeno netispéSné a 4 ¢aste¢né uspesné.

Diagn6za DHL byla potvrzena pouze u pacientky E, u které byla prokazana translokace
1(8;14)(924;932) s fuzi gent MYC a IGH a souCasna piestavba genu BCL6 S nezndmym

partnerskym chromozomem.
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Zajimavym piipadem je i pacient J, u kterého bylo pozorovano bud’ zmnozeni kopii genti
MYC, IGH, BCL6 a IGL nebo ptestavba genu IGH pravdépodobné s genem BCL6 a piestavba
genu pro lehky imunoglobulinovy fetézec IGL. Tento pfipad ovSem nefadime do kategorie

DHL, jelikoz nedoslo k ptestavbé genu MYC.
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Tabulka ¢. 10: Vysledky FISH u pacientt s diagnézou high grade B-NHL

C. pacienta | Pohlavi | Vék Material MYC 1(8:14) FISH IGH 1(14:18) Poznamka
A M 74 uzlina X NL ND ND -
Z |73 tonzila X NL ND ND -
C M 75 kuze NL NL + X -
D Z | 73| tonzila X X ND ND -
E Z 61 | sinus frontalni + prestavba ND NL vice kopii BCL2, ptestavba BCL6
F M 74 uzlina NL X ND ND -
G M 38 uzlina vice kopii NL ND ND -
H M 68 | kostni dien X X ND ND -
I V4 45 uzlina X X ND ND -
J M 74 uzlina vice kopii NL + NL prestavba nebo vice kopii BCL6, piestavba nebo vice kopii IGL
K M 57 uzlina X NL vice kopii nebo piestavba NL -
L M 7 sternum X X ND ND -
M M 69 zaludek NL NL ND ND -
N M 60 mozek NL NL ND ND -
O M 50 mozek vice kopii NL ND ND -
P V4 76 panev X X ND ND -
Q 7z 41 | sval kosterni X X ND ND -
R M 80 zaludek X X ND ND -
S M 63 zaludek vice kopii NL ND ND -
T V4 78 uzlina vice kopii NL ND ND -
U M 72 uzlina X X ND ND -
\% M 82 | nadledvina X X ND ND -
W M 74 o¢ni vicko NL NL ND ND -
Legenda: M = muz Z = Zena, NL = normalni nalez, + = pozitivni nalezz ND = not done, Xx = neuspéiné vySetieni
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6 Diskuze

Nehodgkinské lymfomy predstavuji 90 % vSech lymfomu. Z téchto 90 % je 85 — 90 %
odvozeno z B-lymfocytd a tvoii skupinu B-NHL. B-NHL je maligni lymfoproliferativni
onemocnéni vychazejici zrizné€ zralych B-lymfocyti. Na zikladé klinického projevu,
histopatologického, imunofenotypického a genetického nalezu jej miizeme rozdélit do neékolika
podskupin. Mezi nejcastéjsi B-NHL ftadime: difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL),
Burkittav lymfom (BL), folikularni lymfom (FL), lymfom z plastovych bunék (MCL)
a lymfom z bun¢k marginalni zéony (MZL) (Shankland et al., 2012).

V obdobi od fijna 2018 do bifezna 2020 jsem v LCG HOK FNOL metodou FISH na
FFPE fezech vysetiila celkem 43 pacientl s B-NHL. Vékové rozmezi se pohybovalo od 26 do
83 let, median véku Cinil 65 let. Pytlik et al. (2013) uvadi, Ze median véku se u pacientd s B-
NHL, vyjma BL, pohybuje v rozmezi 55 — 65 let. Median mého souboru se tedy pohybuje na
horni hranici. Celkem bylo usp&sné vySetteno 34 pacientt, z ¢ehoz u 30 (88 %) byla detekovana

né&jakd chromozomov4 aberace.

Z celého souboru méli dva pacienti na zakladé vySetfeni klinikem a histopatologem
navrzenu diagnézu BL, 3 pacienti FL, 23 pacienti DLBCL/HGBL, 1 pacient MCL, 2 pacienti
MZL a 12 pacientti mélo jinou nebo zatim bliZe neur¢enou diagnozu. Diagndza byla kombinaci
metody FISH na FFPE fezech a imunohistochemického vySetfeni potvrzena u DLBCL v 18
piipadech (62 %), u FL (10 %), BL (7 %), MZL (7 %) a MCL (3 %) ve vSech pfipadech
podezieni. Zbylych 11 % tvorili pacienti s jinou diagnézou. U né€kterych pacientti neni kone¢na
diagn6za znama z dtivodu provedeni pouze konzultace pro jiné externi pracovisté. Swerdlow et
al. (2017) uvadi, Ze nejcastéjsim typem B-NHL je DLBCL, ktery je detekovan ve 30 % ptipadd,
druhym nej¢astéjsim typem je FL, ktery se vyskytuje ve 25 % piipadd, nasleduji MZL v 8 %
ptipadti, MCL 3 — 10 % ptipadi a velmi vzacné BL. Procentudlni rozdily mezi mym souborem

v

selekci pacientt.

V ramci mé diplomové prace jsem se také zaméfila na nové vzniklou kategorii high-
grade B-bunécnych lymfomi s piestavbou geni MYC, BCL2 a BCL6, tzv. double-hit, piipadné
triple-hit lymfomy. V mém souboru pacientil byl zachycen jeden pacient s THL (6 %) a dva
pacienti (11 %) se suspektnim DHL (celkem 17 %). U téchto dvou pacienti byla shodné
prokazana translokace t(8;14)(q24;q32) s piestavbou gent MYC a IGH. Zaroven byla u obou
prokazana delece oblasti piiléhajici k 5” konci genu BCLG, ktera by mohla byt zptisobena napi-.
nebalancovanou translokaci oblasti 3g27.3 s neznamym partnerskym chromozomem, popf.

intersticialni deleci na dlouhych ramenech chromozomu 3, coz by mohlo vést k nasledné
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ptestavbé genu BCL6, jako je tomu u pacientti s DHL. Tyto pacienty nelze dale piesnéji vySettit
Z dtivodu nedostatku vhodného materialu pro dal$i molekularné biologické analyzy a z dGvodu
nedostupnosti komer¢éni sondy, kterd by pokryvala samotny gen BCL6. U téchto pacientt
doporucujeme peclivé sledovani klinického prubéhu jejich onemocnéni. Stephens et Smith
(2018) uvadi, ze mezi nové diagnostikovanymi DLBCL pfedstavuji DHL a THL az 10 % vSech
pripadu.

Také jsem vramci spoluprace s Ustavem klinické a molekularni patologie FNOL
retrospektivné (od roku 2017 do roku 2019) vysettila 23 pacientt s diagné6zou DLBCL. Tito
pacienti byli vybirani cilené¢ — na zaklad€ agresivniho chovani onemocnéni a morfologickych
a histopatologickych znakt zde existoval pfedpoklad pro DHL nebo THL. Celkem bylo uspésné
vySetfeno 14 pacientt, z ¢ehoz byl DHL prokazan u jedné pacientky (8 %).

Obrovskym limitem cytogenetického vySetfeni u B-NHL je v drtivé vétsiné ptipada
nedostupnost nativniho nadorového materidlu, z diivodu nizké infiltrace periferni krve nebo
kostni dfen¢ nadorovymi bunkami. Z tohoto divodu se pfistupuje k FISH na FFPE fezech.
Uspésnost FISH na FFPE fezech je zavisla na délce fixace nadorového materialu ve formolu a
na kvalité fezu, pfedev§im na jeho tloustce. Cim déle piisobi formaldehyd na tkaii, tim vice
dochazi k degradaci DNA, zméné primarni struktury DNA a vytvafeni cross-linkovych vazeb
mezi vlakny DNA (Karlsen et al., 1994). Diky témto zménam nedochazi k nasednuti sondy na
DNA a hybridizace je nehodnotitelna. Na FFPE fezech 1ze navic technicky spolehlivé hodnotit
pouze piestavby genti, numerické aberace jsou obtizné hodnotitelné. V idealnim piipadé, kdy je
k dispozici nativni nadorovy material, mtize byt provedena klasicka cytogenetika, FISH na

kultivovanych bunkach, pfipadné pokud jsou k dispozici mitozy, tak mFISH.

Metoda FISH je velmi dulezita predevsim pii déleni B-NHL do jednotlivych skupin. Pro
kazdou skupinu existuji typické chromozomové aberace a genové mutace, z nichz nékteré maji
prognosticky vyznam. Detekce téchto chromozomovych aberaci a genovych piestaveb
v kombinaci s dal§imi klinickymi, imunofenotypickymi a histopatologickymi parametry je
velmi dilezitd pro spravnou diagnostiku téchto onemocnéni, pfispiva ke stanoveni prognozy
a volbé 1éCebné strategie a zaroven je dulezitym nastrojem pro sledovani pfipadné progrese

onemocnéni.

Diky FISH jsme rovnéz schopni detekovat DHL nebo THL, které nelze spolehlivé jinymi
analyzami rozpoznat. V téchto pfipadech je jednozna¢na diagnéza nesmirné dilezita, jelikoz
DHL/THL patfi mezi vysoce agresivni lymfomy, které jsou rezistentni ke standardni terapii,

a diky presné diagndze muze byt pouzita cilenéjsi terapie.
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7 Zavér

Cilem této prace byla detekce prestaveb kandidatnich genti, mezi které patii geny MYC,
BCL2 a BCL6 a dalsi, na FFPE fezech u pacientd s B-nehodgkinskymi lymfomy (B-NHL)
pomoci metody FISH. Sestavila jsem dva soubory pacienta s B-NHL s imunohistochemicky
stanovenou expresi geni MYC, BCL2, BCL6 a dalSich. U téchto pacientti jsem provadéla
metodu FISH na parafinovych fezech tkani s pouzitim sond specifickych pro B-NHL: MYC,
BCL2, BCL6 a dalsich. Pokud byl k dispozici i nativni nadorovy material, provadéla jsem FISH,
piipadné mFISH na kultivovanych bunikach. Vysledky hybridizaci jsem hodnotila pod
fluorescencnim mikroskopem, ziskana data byla dale pouzita v klinickém rozhodovani. V ramci
prvniho souboru jsem vysettila 43 pacientl s diagnézou B-NHL, z nichZ dva pacienti méli na
zaklad¢ vysetfeni klinikem a histopatologem navrzenu diagnézu BL, 3 pacienti FL, 23 pacienti
DLBCL/HGBL, 1 pacient MCL, 2 pacienti MZL a 12 pacientli mélo jinou nebo zatim blize
neurcenou diagnoézu. Z 18 potvrzenych ptipadi DLBCL spadali dva pacienti do noveé vzniklé
kategorie podle WHO 2017 double-hit lymfom a jeden pacient do kategorie triple-hit lymfom.
Diagnoza byla potvrzena u vSech pacientt, kteti pfisli s podezifenim na BL, FL, MZL a MCL. U
nékterych pacientd neni znama konecna diagnéza z diivodu provedeni pouze konzulta¢niho
vySetfeni pro jiné externi pracovisté. Dale jsem retrospektivné vysetfila 23 pacientl s diagn6zou
DLBCL, u kterych byl predpoklad DHL nebo THL. Z 14 Gspésné vysetienych pacientli byla

tato diagno6za prokazana u jedné pacientky.

Cytogenetické a molekularné cytogenetické zmény maji u B-NHL velky vyznam pro
stanoveni diagnozy ¢i upfesnéni subtypu onemocnéni, zaroven maji také vliv na volbu 1é¢ebné
strategie. Z nedostatku vhodného materialu se velmi ¢asto vySetieni provadi metodou FISH na
FFPE fezech nadorovych tkani, ktera ma sice sva omezeni, avSak pfesto pfinasi velmi cenné
informace. Pro spravné ureni diagnozy je nezbytné vysledky FISH na FFPE fezech

kombinovat s vysledky dal§ich laboratornich vySetieni a s klinickou charakteristikou pacientt.
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