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Souhrn

Predkladana diplomova prace s nazvem “Cytogenetika a molekularni cytogenetika
v detekci chromozémovych zmén u nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)“
je zaméfena na vyznam konven¢ni a molekularni cytogenetiky jako prognostickych faktort
U pacientil s chronickou lymfocytarni leukémii vySetfenych na Hemato-onkologické klinice
Fakultni nemocnice a Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Celkovy soubor tvoii celkem 94 pacienti vySetfenych metodou FISH panelem sond
pro B-CLL (sondy ke zjisténi delece 13ql4, trizomie 12, piestavby IgH, delece 6q21,
duplikace 8q24, delece TP53 a ATM. 80 pacienti mélo diagnostikovanou B-CLL a 14
pacientl bylo nasledné uzavieno jako jina diagnoza - nejcastéji nonhodgkinovy lymfomy.

Z celkového souboru pacientii bylo potvrzeno 28 pacientii s monoalelickou deleci
13914 (36 %), 16 pacientd s deleci ATM (21 %), 10 pacientt s fyziologickou deleci IgH
(16 %), 7 pacientt s duplikaci MYC (13 %), 7 pacientu s deleci TP53 (9 %), 5 pacienti
s monoalelickou 1 bialelickou deleci 13q14 (6 %), 4 pacienti s piestavbou IgH (6,5 %),
4 pacienti s deleci 6q21 (6,5 %), 1 pacient (1,7 %) s parcialni deleci MYC (3konce genu),
1 pacient s bialelickou deleci 13q14 (1 %). Z celkovych 8 vySetienych pacientii na zmnozeni
2p bylo 2p+ prokazéano u 4 pacientd.

Byl tedy potvrzen vyznam cytogenetického 1 molekuldrné-cytogenetického vysetieni

Vv roli ur€ovani prognoéz u pacientli s B-CLL.



Summary

This diploma thesis entitled "Cytogenetics and molecular cytogenetics in the detection
of chromosomal abnormalities in patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL)" is
focused on the importance of conventional and molecular cytogenetics as prognostic factors
in patients with chronic lymphocytic leukemia tested on Hemato-Oncology, University
Hospital and Medical Faculty of Palacky University in Olomouc.

The group consists of 94 patients examined by FISH with probes for B-CLL (probes to
detect 13q14 deletion, trisomy 12, translocation of IgH, deletion of 6g21, duplication of 8924,
deletions of TP53 and ATM. 80 patients were diagnosed with B-CLL and 14 patients were
subsequently closed as other diagnosis - most nonhodgkin lymphomas.

From the group of patients was confirmed by 28 patients with monoalelic deletion of
13q14 (36 %), 16 patients with deletion of ATM (21 %), 10 patients with physiological
deletion of IgH (16 %), 7 patients with duplication of MYC (13 %), 7 patients with deletion
of TP53 (9 %), 5 patients with monoallelic and biallelic deletion of 13914 (6 %), 4 patients
with translocation of IgH (6,5 %), 4 patients with deletion of 6921 (6,5 %), 1 patient (1,7 %)
with partial deletion of MYC (3'-gene), 1 patient with biallelic deletion of 13q14 (1 %). Out
of 8 patients examined on the multiplication 2p, was 2p+ demonstrated in 4 patients.

It was confirmed the importance of cytogenetic and molecular cytogenetic

investigations in the role of determining the prognosis of patients with B-CLL.
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1 Cile prace

1. Stanovit genetické zmény u souboru nemocnych s B-CLL.

2. Shromazdit ptrehled literarnich tidaja - prognosticky vyznamné chromozémové zmény
u B-CLL.

3. Detekovat genetické zmény u nemocnych sB-CLL pomoci metody FISH

(fluorescenéni in situ hybridizace).

4. Vyhodnotit detekované chromozémové zmény, statistickéd analyza.
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Uvod

Chronickd lymfocytarni leukémie je nejcastéjSim typem hematologické malignity
Vv zépadnich zemich. Je charakterizovana klonalni proliferaci a akumulaci neoplastickych B-
lymfocytl s charakteristickym imunofenotypem v krvi, kostni dfeni, lymfatickych uzlinach
a sleziné. Median véku pacientd v dobé diagndzy je 65 let. Pouze 10 - 15 % pacientil je
mladsich 50-ti let. U stejnych ro¢nikli muzi a zen, postihuje tento typ leukémie dvakrat vice
muze nez zeny. Prilbéh onemocnéni se velmi riizni, nékteti pacienti piezivaji dlouhd 1éta bez
symptomu, jini vSak umiraji do péti let od stanoveni diagnézy (Rozman C. et Montserrat E.,
1995).

Z tohoto diivodu je nutné rozeznat prognostické faktory, které urcuji prubéh onemocnéni.
Jedna se o imunofenotypizaci (zejména pozitivita znaki CD38 a ZAP-70), mutacni status
IgVH a cytogenetické zmény (delece 13q14, TP53, ATM, 6q21, duplikace 8q24, trizomie 12,

ptfestavba IgH, zmnozeni 2p).
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Hematopoéza

Krvetvorba je kontinudlni regulovany proces produkce krevnich bunék, ktery zahrnuje
obnovu, proliferaci, diferenciaci a zrani. Vysledkem téchto procest je formace, vyvoj
a specializace vSech funkénich krevnich bungk, které jsou uvoliiovany z kostni diené do
ob¢hu (Rodak et al., 2007).

Vsechny krevni buniky maji svého pfedka v hematopoetické kmenové buiice (HSC). Z té
se liniové specifikuji jednotlivé krevni fady, a ztraceji tak schopnost sebeobnovy. Tato
kmenova burka se diferencuje na dva progenitory — myeloidni a lymfoidni. Z myeloidniho
progenitoru vznikaji erytrocyty, trombocyty, granulocyty a monocyty a z lymfoidniho
progenitoru se dal$i diferenciaci rozlisuji B- a T- lymfocyty a NK-bunky. Kazda z téchto
bunck se vyznacuje specifickymi povrchovymi markery, coz umoziuje jejich ¢isténi,
identifikaci a charakterizaci pratokovou cytometrii (Akashi et al., 2000).

Diferenciace do jednotlivych vyvojovych tad se déje po vlivem nékolika vnégjSich
a vnitinich faktort. Jednd se o pusobeni ristovych faktori (hormoni a cytokinil)
a transkripCnich faktor, které iniciuji nebo zvysuji expresi potfebnych genii (Orkin et Zon,
2002).

Hematopoetické rustové faktory se podileji na tvorbé riznych krevnich buné¢k z bunék
kmenovych, které¢ se nachazeji v kostni dieni. Plvodné byly popsdny na zéklad¢ jejich
schopnosti podporovat hemopoeticky rist kolonii in vitro. Geny pro nékteré z téchto proteinti
byly klonovany pomoci rekombinantnich technologii a toho se dnes vyuziva v fad¢ klinickych
pripadi. Myeloidni ristové faktory jsou pouzivany k podpote krvetvorby pacientl oslabené
v disledku chemoterapie ¢i transplantace kostni dfené. Také maji potencial v 1é€bé infekEnich
chorob. Napftiklad erytropoetin je Siroce pouzivan u pacientll s anémii a trombopoetin na

zmirnéni trombocytopenie.
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Hematopoetické ristové faktory (Ketley et Newland, 1997):

Obr.
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Erytropoetin (Epo)

Trombopoetin (Tpo)

Interleukin 1 (IL-1)

Interleukin 3 (IL-3)

Interleukin 6 (I1L-6)

Faktor kmenové bunky (SCF - stem-cell factor)

Faktor stimulujici kolonie granulocyti (G-CSF - granulocyte-colony stimulating
factor)

Faktor stimulujici kolonie granulocyti/makrofagi (GM-CSF - granulocyte/
macrophage-colony stimulating factor)

Faktor stimulujici kolonie makrofagi (M-CSF - macrophage-colony stimulating
factor)

¢. 1: Schéma hematopoézy
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U dospélych se vSechny tyto procesy omezuji predevsim do oblasti kostni diené.
Béhem t&hotenstvi se vSak hematopoéza vyskytuje v riznych oblastech vyvijejiciho se plodu.
Tento proces byl rozdélen do 3 fazi: mezoblastickd, jaterni a medularni faze (Rodak et al.,
2007).

Mezoblasticka faze (faze Zloutkového vacku)

Za pocatek hematopoézy se obecné povazuje 19. den embryonalniho vyvoje.
Progenitorové bunky mezenchymalniho puvodu migruji do zloutkového vacku a vedou
k hematopoetickym kmenovym bunkam (HSCs). Tyto primitivni buniky migruji z periferie do
centralni dutiny zloutkového vacku, kde se vyvinou v primitivni erytroblasty. Zbyvajici

buniky obklopujici dutinu zloutkového vacku se nazyvaji angioblasty (budouci cévy).
Jaterni faze

Jaterni faze krvetvorby zacind kolem 4. az 5. tydne gestacniho obdobi a je
charakterizovana rozpoznatelnymi skupinami erytroblastd, granulocytli a monocytl. Kromé
toho se zacinaji objevovat lymfoidni buiiky. Krvetvorba v této fazi probiha extravaskularné
atrvd po zbytek vyvoje plodu vtéle matky az do 1. az 2. tydne po porodu.
K hematopoetickému procesu piispiva vtéto fazi i vyvoj sleziny, ledvin, brzliku
a lymfatickych uzlin. Brzlik, 1. plné rozvinuty organ v zarodku, se stavd hlavnim mistem
tvorby T-bungk. Ledviny a slezina produkuji B-buniky. Vyvoj megakaryocyti zacina také
béhem jaterni faze. Slezina postupné utlumuje tvorbu granulocytl a uplatiiuje se pouze
v lymfopoéze. Béhem jaterni faze je mozné detekovat hladinu hemoglobinu Hb E, Hb A, Hb
A2.

Medularni (myeloidni) faze

Béhem 5. mésice vyvoje plodu zacina krvetvorba i ve vyvijejici se dutiné kostni dfené.
Myeloidni krvetvorba je zahajena v této fazi vyvoje a myeloidni/erytroidni pomér se blizi
pomeéru u dospélych 3:1 do 21 tydnid te€hotenstvi. Do konce 6. mésice té¢hotenstvi se kostni
dienn stdva primarnim mistem krvetvorby plodu. V této fazi jsou meéfitelné hladiny
erytropoetinu (Epo), faktor stimulujici kolonie granulocyti (G-CSF), faktor stimulujici
kolonie granulocyti/makrofagi (GM CSF) a fetalni Hb. Detekovany mohou byt i Hb A2 a Hb

dospélych. Ve vSech 3 liniich mohou byt viditelné i rizné faze zrani.
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Obr ¢. 2: Znazornéni lokalizace hematopoézy u déti a dospélych v zavislosti na ¢ase
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Upraveno dle: http://www.guwsmedical.info/bone-marrow/wo-r-d-key.html

Poruchy hematopoézy

K poruchdm krvetvorby muiize dojit v jakémkoliv v€ku a také stadiu vyvoje v jakékoliv
krevni fad€. Poruchy mohou byt jak vrozené tak ziskané a hlavnim rozdélenim téchto poruch
je na nadorové a nenadorové. Mezi nadorové poruchy se fadi predevsim leukémie, které

mohou byt chronické a akutni.
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3.2 Chronicka B-lymfocytarni leukémie (B-CLL)

3.2.1 Obecna charakteristika onemocnéni

Chronicka B-lymfocytarni leukémie (B-CLL) je nizce agresivni hematologicka
lymfoproliferativni malignita. Vyznacuje se proliferaci klonalnich, vyzralych a maligné
transformovanych B-lymfocyti, které nekontrolované proliferuji a maji také porusenou drahu
apoptozy. Dochazi tedy k akumulaci téchto B-lymfocyti v krevnim ob&hu (Adam et al.,
2001).

Chronicka B-lymfocytarni leukémie (B-CLL) je nejcastéj$i leukémie nemocnych
dospélého veéku v zapadnim svété. Je to heterogenni onemocnéni s variabilnimi fenotypovymi
a biologickymi projevy (Bannerji et Byrd, 2000). B-CLL postihuje nejcastéji obyvatelstvo
star$i 50 let, astéji muze nez zeny. Mlze se vSak vyskytnout 1 u mladsi populace, avSak zde
jsou s nemoci spojena vyssi rizika a negativni dopady, napft. pfechod do Richterova syndromu
a dalsi ptiznaky aktivni choroby (Mauro et at., 2013).

Ke stanoveni diagnézy pacientil dochazi na zaklad¢ vysetfeni krevniho obrazu, kde diky
akumulaci B-lymfocytii byva typicka lymfocytoza (> 5 x 10%1). Tyto lymfocyty také mivaji
atypickou morfologii (Cheson et al., 1996). Ke stanoveni diagnézy vyznamnym zpisobem
prispiva i priatokova cytometrie (flowcytometrie), kterd stanovuje imunofenotypizacni profil
B-lymfocyti. Ty nesou nejcastéji znaky: pozitivni exprese CD5, CD20, ptipadné CD23, nizka
exprese slg (surface imunoglobulin), absence znaku FMC-7 a negativni nebo nizka exprese
CD22 (Cheson et al., 1996). Krom¢ téchto znaki se touto metodou vySetiuji znaky CD38
a ZAP-70, které vyrazné ovliviuji progndzu pacient s B-CLL.

B-lymfocyty dozravaji v kostni dfeni a jejich hlavni funkci je produkce protilatek —
imunoglobulint. K tvorbé plazmatickych B-lymfocyti produkujicich imunoglobuliny dochézi
na zakladé navazani antigenu na B-bunéény receptor (BCR — B-cell receptor).
Imunoglobuliny tvofené tézkymi (IgH) a lehkymi fetézci (IgL) pak maji stejnou specifitu jako
BCR. Geny pro tézké a lehké fetézce imunoglobulint se skladaji ze segmenti V (variable),
D (diversity), J (joining) a C (constant), které se tvofi az béhem zrani v kostni dfeni
nahodnym pieskupovanim (rearrangement) nebo rekombinaci V a J segmentii u lehkych
fetézc a V, D al u tézkych fetézch. Tyto B-lymfocyty pak migruji do sekundérnich
lymfatickych organii, kde po antigenni stimulaci expanduji do germindlniho centra

lymfoidnich folikull, kde dochézi k somatickym hypermutacim. Jednd se o bodové mutace
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pfeskupenych segmentli imunoglobulinii zptsobujici vysSi afinitu k antigenim (Chiorazii

et al., 2005).

Na zaklad¢ toho, zda B-buiikky prosly germinalnim centrem, se rozliSuji 2 zakladni

subtypy B-CLL, které bud’ obsahuji somatické hypermutace (mutovany IgVH), nebo ne

(nemutovany IgVH).

Tab. I: Znaky korelujici s mutovanym/nemutovanym stavem IgVH genu a jejich dopad

na prezivani pacienta (Papajik et al., 2006).

Nemutovany status IgVH

Mutovany status IgVH

Exprese ZAP-70 zvysena Nezvysend/mirné zvysSena
Exprese CD38 zvysena Mirné€ zvySena
TP53 Nefunk¢ni, mutovany Funk¢ni, nemutovany

Chromozémové zmény

Neptiznivé (17p-, 110-,
komplexni piestavby)

Ptiznivé (13q-, normalni

karyotyp)

Median piezivani

8 —10 let

25 let

3.2.2 Klinické stazovani

Existuji dva zptsoby klinického stazovani B-CLL. Prvni podle Raie et al. (1975) a druhy

dle Bineta et al. (1981).

1. Rai et al. navrhli klasifikaci zalozené na piedpokladu, ze B-CLL je onemocnéni

progresivni akumulace nefunkénich lymfocytt. Rozlisuji 5 stadii:

Tab II: Klinické stdzovani dle Raie et al.

Stadium Ptiznaky Medién prezivani
[mésice]
0 pouze lymfocytoza v krvi a kostni dieni > 150
I lymfocytoza se zvétSenymi uzlinami 101
I lymfocytoza se zvétSenou slezinou a/nebo zvétSena jatra 71
I lymfocytoza s anémii 19
v lymfocytoza s trombocytopenii 19
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2. Binet et al. navrhli klasifikaci sloZenou ze tii stadii:

Tab I11: Klinické staZovani dle Binet et al.

Stadium Ptiznaky Median piezivani
[mésice]
A Méné nez tfi postizend mista, Neni odlisné od
bez anémie a trombocytopenie bézné populace
B Tt1 nebo vice postizenych mist, 84

bez anémie a trombocytopenie

C anémie (Hb méné nez 10 g) a/nebo trombocytopenie (pocet 24

trombocytd méné nez 100 000/mm3)

Postizena mista - pocita se jako jeden kazdy z téchto: axilarni, kréni, ingvindlni, mizni uzliny, at jednostranné

nebo oboustranné, slezina a jatra

3.2.3 Lécba
V bézné praxi se 1écba zahajuje az s progresi onemocnéni. Pacientiim, ktefi se nachéazeji

ve stadiu Rai 0 nebo Binet A, se tedy 1é¢ba neindikuje (Dighiero et al., 1998). Také u pacientt
s vys§im klinickym zafazenim se neindikuje 1é¢ba okamzité. VétSinou se ¢eka na progresi
onemocnéni ¢i jeho symptomy. Pfi vyskytu autoimunitni hemolytické anémie ¢i imunitni
trombopenickou purpurou se pacienti 1é¢i kortikosteroidy, popt. pozdé€ji chemoimunoterapii
(Kozék, 2010). Je tedy nutné odlisit pacienty, kteti by méli z asné 1é€by prospéch a kteti
zatim 1éc¢bu nepotiebuji. K rozliSeni dochazi na zéklad¢ nékolika prognostickych faktori (viz
dale, kapitola 3.2.5 - Prognostické faktory B-CLL)

Lécba B-CLL byla diive postavena na zéklad¢ spiSe neucinné 1é€by, jako jsou alkyla¢ni
agens (chlorambucil). Nicméné v poslednich dvou dekadach jsme svédky revoluce v 1é¢bé B-
CLL. Diky kombinovanému pouziti purinovych analogt (fludarabin a dalsich cytotoxickych
latek nebo monoklonalnich protilatek (alemtuzumab — anti CDS52 humanizovana
monoklonalni protilatka, rituximab — chimerickda monoklonalni anti CD20 protilatka), se
u vysokého poctu pacientii dosahne kompletni odpovédi na 1é¢bu (Montserrat, 2005). Dale se
také stale Castéji uchyluje k transplantaci krvetvornych kmenovych bunék (Montserrat, 2004).
To vSe vede ke snizeni poctu pacientd s vyskytujici se minimalni rezidualni chorobou (MRD).

Diky tomu, Ze se az u 80 % nemocnych vyskytuji i infekce, kromé samotné 1écby B-CLL
je podavédna i lécba podplrna. Jedna se predevSim o prevenci a lécbu anémie, infekei,

zvraceni, malnutrice a dalSich piiznakii komplikujici Zivot pacientii. Pouzivd se imunizace,
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antimikrobialni profylaxe, leukocytarni rustové faktory (napf. erytropoetin - Rose et al.,
1994).

3.2.4 Minimalni rezidualni nemoc (MRD — minimal residual disease)

I pfes veskera 1éCebna opatieni jsou stale pacienti, u kterych nedojde ke kompletni remisi,
a pretrvavajici leukemické builkky v obéhu mohou zplsobit relaps onemocnéni. Proto se
Vv posledni dobé¢ veskeré Usili vénuje 1é¢ebnym metodam, které¢ by kompletné potlacily MRD
(Moreton et al., 2005).

Hlavnimi metodami detekujici MRD jsou pratokova cytometrie (Rawstron, 2001)
a polymerazova fetézova reakce (PCR), (Provan, 1996). Moreno (2006) uvadi, Zze pro

zachyceni MRD jsou piesnéjsi kvantitativni metody (pratokova cytometrie a qPCR) nez PCR.

3.2.5 Prognostické faktory CLL

3.2.5.1 Klasické prognostické faktory

Hlavnimi obecnymi prognostickymi markery jsou vék a pohlavi nemocného. I kdyz tyto
faktory nejsou zahrnuty do klinického stdzovani, je znamo, ze muzské pohlavi je negativni
prognosticky faktor. Biologicka podstata tohoto jevu vsak neni znama (Ddhner et al., 2000).
Jak uz bylo uvedeno vyse, star$i pacienti maji vyssi median prezivani. U mladSich pacientd
dochazi k vice komplikacim, které vyrazné ovliviiuji prognozu a stav pacienta (Mauro et al.,
2013).

Dale je mozné sem zaradit i zdvojovaci ¢as lymfocyti (LDT — lymphocyte doubling
time). Jedna se o Cas, za ktery stoupne hladina lymfocyt v krvi na dvojnédsobnou hodnotu.
JestliZe je tato doba krat$i nez 12 mésici, je tento faktor bran jako negativni. I kdyZ je tento
faktor spiSe retrospektivni, da se odhadnout z jednotlivych vySetfeni krevniho obrazu (Kozak,
2010).

Dal§im negativnim faktorem ovliviiujicim B-CLL jsou anémie a trombocytopenie. Dle
Halleka je limitni anémie charakterizovana hladinou hemoglobinu < 100 - 110 g/l
a trombocytopenie charakterizovanid mnoZstvim trombocyti < 100 x 10%1 (Hallek et al.,
1997). | z hlediska klinickych stazovacich systému (Rai et al., 1975, Binet et al., 1981) je
zfejmé, ze pacienti maji horsi prognézu a celkové piezivani - zafazeni do stadia C dle Bineta a

I1I/1V dle Raie. | z hlediska klinickych stazovacich systému (Rai et al., 1975, Binet et al.,
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1981) je ziejmé, ze horsi progndzu a kratsi celkové prezivani maji pacienti zafazeni do stadia

C dle Bineta a 111/1V dle Raie.

3.2.5.2 Molekularni prognostické faktory

Mutaéni status IgVH

Dle formy, v které se nachazi IgVH (mutovana/nemutovana), byla B-CLL rozdélena
na dvé podmnoziny. Na zakladé faze B-bunécéné diferenciace, kdy jsou bunky
transformovany, se mohou vyvinout bud’ buiiky, ve kterych neni zaneseno zarodecné
centrum, a nevykazuji tedy ptfitomnost VH hypermutace, nebo B-bunky, které vykazuji ¢asté
zmény ve VH sekvencich - proSly zarode¢nym centrem. B-CLL pacienti s a bez VH
somatickych hypermutaci maji rizné klinické znaky (Hamblin et al., 1999; Damle et al.,
1999).

Pacienti s nemutovanymi geny IgVH maji vyssi pravdépodobnost vyskytu CD38+ B-
lymfocyti nez pacienti s mutovanym IgVH genem. Pacienti s nemutovanym IgVH a CD38+
Spatné reaguji na 1écbu (véetné fludarabinu) a maji krat§i pfezivani. Naproti tomu, pacienti
s mutovanym IgVH a CD38- Casto nevyZaduji 1écbu a Ziji déle. To plati 1 pro ty pacienty,
ktefi jsou zafazeni do stfedni kategorie stadia Rai. Také bylo zjisténo, ze mutované IgVH se
vyskytuje rovnomérné jak u Zen, tak u muzi. AvSak nemutované IgVH a CD38+ jasné
pfevazuje u muzi. Jednd se tedy o piesné prediktory klinického obrazu pacienti s B-CLL
(Damle et al., 1999).

Avsak o mutovaném IgVH konkrétné v genech VH3-21 se v poslednich letech mluvi
jako o vyznamném negativnim prognostickém faktoru. Mutace v genu VH3-21 je spojena
s vyssim vyskytem delece genu TP53 (Tobin et al., 2002).

Exprese CD38

Gen pro lidsky CD38 se nachazi na chromozomu 4 (Malavasi et al., 1994), exprimuje
se jako jednofetézcovy transmembranovy glykoprotein (Mr = 45 kD), ktery je Siroce
exprimovan fadou krevnich bun¢k. Molekula CD38 se sklada z tii oblasti: intracelularni (20
AMK), transmembranové (23 AMK) a extracelularni (257 AMK), (Alessio et al., 1990). Ma
funkci jak enzymu, tak receptoru. V normalni zralé B-buiice, je jeho exprese omezena na

zarode¢na centra sekundarnich lymfoidnich folikulti. V dnesni dobé¢ je jiz ziejmé, ze CD38
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exprese u pacientll S B-CLL je spojena s kratkym pfezitim a nemutovanym stavem IgVH
(Damle et al., 1999, Krober et al., 2002)

Delece 11923, absence delece 13g14, atypicka morfologie lymfocyta a CD38+ (vice
nez 30 % B-lymfocytl) jsou vyznamné spojeny s pfitomnosti nemutovaného IgVH genu.
Muzské pohlavi, atypicka morfologie B-lymfocytd, vice nez 30 % CD38+, trizomie 12,
delece 11q23, ztrata nebo mutace genu TP53 a nemutované IgVH - to vSe jsou S$patné
prognostické faktory. Median pfeziti u pacienti s mutaci IgVH genu je 310 mésic,
s nemutovanym IgVH genem 119 mésici, zatimco pieziti nemocnych s deleci nebo mutaci

genu TP53 bez ohledu na stav IgVH je pouze 47 mésict (Oscier et al., 2002).

Mira exprese ZAP-70

Dalsim dualezitym faktorem ovliviiujici prognozu pacienti s B-CLL negativnim
zpisobem je exprese ZAP-70. Je to clen tyrozinkindzové rodiny protein, obvykle
exprimovan T- a NK-builkami a iniciuje signalizaci T-bunék. VSichni pacienti ve stadiu Binet
A s pozitivni expresi ZAP-70 maji vyrazné rychlejsi a vyssi progresi onemocnéni nez pacienti
ve stejném stadiu bez exprese ZAP-70. Pozitivita ZAP-70 také vyrazné koreluje s nalezem
nemutovaného IgVH genu (Crespo et al., 2003).

Stejné jako vySe uvedené molekularni prognostické faktory je ZAP-70 faktor
negativni, souvisejici S progresi onemocnéni, krat§im pfezivinim a ndlezem dalSich

negativnich faktord - molekuldrnich 1 cytogenetickych.

MicroRNA

MicroRNA jsou posttranskripnimi regulatory genové exprese a jejich piitomnost
Vv buiikéch je fyziologicka. Jsou zapojeny do regulaci n€kolika procesli bunééné diferenciace,
proliferace, apoptozy i hematopoézy (Kim et Kim, 2007).

Jedineéné profily exprese microRNA mohou byt pouzity k odliseni normalni B-bunky
a malignich B-lymfocytli u pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (B-CLL). Je mozné
odlisit i pripady B-CLL s nizkou/vysokou tirovni exprese ZAP-70, mutovanym/nemutovanym
genem IgVH, coZ souvisi s pfipadnou progresi onemocnéni. Nekteré miRNA mohou mit
funkci protoonkogent, jiné zase tumorsupresortu. Mutace v microRNA transkriptech jsou
Casté a mohou mit funkéni vyznam (Calin et al., 2005).

U pacientii s B-CLL (az 68 %) se nejcasteji vyskytuje delece nebo snizend/zménena
exprese dvou microRNA: miR-16-1 amiRNA-15a voblasti 13ql14. Jako jejich
pravdépodobny cil se povazuje Bel-2 - antiapoptoticky protein (Calin et al., 2002).
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3.2.1.3 Dalsi prognostické faktory

DalSimi negativnimi prognostickymi faktory jsou napf. exprese lipoproteinlipazy
ucastnici se aktivace B-lymfocytd (Veer et al., 2006), nadmérna aktivita telomerazy
hladina proteini Bcl-2/Bax, které udrzuji rovnovahu proliferace a apoptoézy (Aguilar-
Santelises et al., 1996).

Jako sérové faktory se udavaji thimidinkinaza krevniho séra slouzici jako marker
prolifera¢ni aktivity nadorovych bun¢k (Raimondo et al., 2001), nizkomolekularni
membranovy protein -2 mikroglobulin (sp2M) predikujici vyssi aktivitu B-CLL (T6tterman
et al., 1986) a také vaskularni endotelialni rastovy faktor (SVEGF), ktery syntetizuje
a uvoliuje nadorové B-lymfocyty (Chen et al., 2000).

3.2.1.4 Cytogenetické a molekularné-cytogenetické prognostické faktory

Diky fluorescen¢ni in situ hybridizaci se zlepSila detekce genomovych aberaci
U pacientit s B-CLL. Déhner et al. (2000) uvadi vyskyt chromozomalnich aberaci u 82 %
piipadi. Nejcastéjsimi zménami byly delece 13q (55 %), delece 11q (18 %), trizomie 12
(16 %), delece 17p (7 %) a delece 6q (6 %). Dle statistického modelu bylo definovano pét

kategorii rozdélenych dle medianu ptezivani:

Tab IV: Prezivani pacientl s riznymi genetickymi zmé&nami s 1é¢bou a bez 1é¢by.

median preZiti bez 1é¢by
geneticka abnormalita median preziti [mésice]
[mésice]
Delece 17p (TP53) 32 9
Delece 11q (ATM) 79 13
Trizomie 12 114 33
Normalni karyotyp 111 49
Delece 13g14
133 92
(jako jedina abnormalita)

prevzato z: Kozak, 2010

Pacienti ve skupinach s deleci 17p a 11q méli pokrocilej§i onemocnéni nez pacienti
v ostatnich tfech skupinach. Pacienti s deleci 17p méli nejkrats$i median bez 1é¢by - 9 mésicu,

pacienti s deleci 13q zase nejdelsi - 92 mésicu. Dale uvadi, ze pfitomnost nebo nepfitomnost
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delece 17p, pritomnost nebo neptitomnost delece 11q, vek, stadium dle Bineta, aroven laktat
dehydrogenazy a bilych krvinek dava vyznamnou prognostickou informaci. Genomické
aberace u pacienti s B-CLL jsou dilezitymi nezavislymi predikatory progrese onemocnéni

a preziti. Tyto ndlezy maji vliv na navrh 1écebné strategie.

Delece TP53

Protein p53 je kddovan genem TP53, ktery lezi na kratkych ramenech chromozému 17
(17p13). Jedna se o nejvyznamngjsi tumor-supresorovy gen téz nazyvany strazce genomu. Ma
vyznamnou roli pii opravach DNA a obrané bunék proti genotoxickému/onkogennimu stresu,
hypoxii a dalSim kritickym zménam. Funguje také jako transkripcni faktor, ktery spousti
transkripci genli zapojenych do mnoha bunéénych procest. Pfi stresu je stabilizovan kindzou
ATM, zastavuje bunéény cyklus a spousti opravy DNA, popt. apoptdzu (Lane, 1992).

Delece TP53 je znama svou velmi Spatnou prognozou. Pacienti s deleci TP53 maji
nejkrat§i medidn pfeziti a jsou u nich vétSinou detekovany dal$i negativni prognostické
markery - nemutovany IgVH status, pozitivni exprese CD38 a ZAP-70 (Papajik et al., 2006).

Dicker et al. (2009) zjistili, Ze mutace TP53 jsou signifikantn¢ spojeny s deleci 17p
a komplexnimi cytogenetickymi abnormalitami. Pacienti s abnormalitami TP53 maji

vyznamné sniZzeny Cas na lécbu ve srovnani s pacienty bez aberaci TP53.

Obr. ¢&. 3: Zjednodusené schéma p53 drahy.

poskozeni DNA

Tp38 - .____-—

h \ "
” -
recepto w \

I \ zastava bunééného cyklu
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DNA

Prevzato z: http://zdravi.el15.cz/clanek/postgradualni-medicina/molekularni-mechanismy-ucinku-cisplatiny-
455575
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U pacientli sdeleci jedné alely TP53 se casto vyskytuje i mutace zbyvajici alely
a i u pacientll bez delece TP53 mize byt sniZzena regulace exprese gend na 17p (Fabris et al.,
2008). Pacienti s deleci TP53 maji také vyznamné vyssi procento prolymfocytta a vyrazné
nizsi procento zbytkovych CD3+ T-lymfocyti. Vyrazné se pak zvysSuje faze Bineta ze stupné
A na B, popt. C (Cordone et al., 1998).

V mnohorozmérné analyze Mayra et al. (2006) také potvrdili, ze komplexni zmény
karyotypu, delece/translokace 17p, exprese CD38 jsou prognostickymi faktory s nejvyss$im
nepiiznivym dopadem na klinické vysledky. Delece 17p piedpovida, ze pacient nebude
odpovidat na lécbu purinovymi analogy. 17p je tedy nejsiln€jSi prognosticky faktor

souvisejici s prezitim pacient (DShner et al., 1995).

Delece ATM

Gen ATM (ataxia telangiectasia mutated) se nachazi na chromozému 11 v pruzich q22-
023, sklada se z 66 exonti a ma 146 kbp. Gen koduje 370-kD jaderny fosfoprotein homologni
s fosfatidylinositol-3-kinazou (PI-3-K). PI-3-K ptibuzné bilkoviny funguji v DNA opravach,
DNA rekombinaci a kontrole bunééného cyklu. Gen je zodpovédny za autozomalné recesivni
onemocnéni ataxia telangiectasia (A-T). A-T je charakterizovano jako onemocnéni
zpusobujici neurologickou degeneraci, imunodeficit, neplodnost, radia¢ni citlivost a vyraznou
nachylnost k rakoviné (Savitsky et al., 1995a, b). Nejcastéji se jedna o nadory lymfatické
soustavy, v¢etné nadort B- a T-bunék (Taylor et al., 1996). Pacienti s deleci ATM maji
piiblizné 70 krat vyssi riziko vzniku leukémie nez bézna populace. Bialelické mutace genu
ATM byly zjistény také u pacientd s T-prolymfocytarni leukémii (Stilgenbauer S. et al.,
1997). Dochazi jak k delecim jedné alely genu ATM a mutacim druhé alely (vede
K aberantnimu piepisu, sestfihu a tedy zméné nebo zkraceni proteinu), tak k mutacim obou
alel genu (Schaffner et al., 1999). Delece ATM zpusobuje u pacientd rozsahla postizeni
lymfatickych uzlin a je spojena se Spatnym piezivanim pacientd. Jedna se tedy o vyrazny
negativni prognosticky faktor pro pacienty s B-CLL.

Kromé vysoké nachylnosti k rozvoji leukémie a lymfomu jsou pacienti s deleci ATM
precitlivéli ke dvojitym zlomidm DNA (DSBs - double stranded breaks) - ATM je soucasti
biochemickych cest spojujici opravy DSBs, regulaci bunécného cyklu a programovanou
bunécnou smrt. Nékteré z biologickych funkci ATM jsou regulovany prostfednictvim p53
fosforylace a aktivace drahy p53. Mutované nebo deletované ATM tedy zpusobuje vady
Vv p53 draze (Shiloh, 1997).
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Inaktivace genu ATM predstavuje molekularni udélost, kterd vede ke vzniku samostatné
podmnoziny B-CLL. ATM mutace jsou omezeny na B-CLL s pregerminalni charakteristikou
bunék. Zde pak k inaktivaci ATM dochazi nezavisle na zménach TP53 genu a funk¢ni ztrata
ATM urcuje odlisné bunééné odpovédi na poskozeni DNA. ATM ma roli Vv prevenci
I hromadéni bungk, pti B-bunécné diferenciaci nese poskozeni na DNA a vede K naslednému
vyvoji nadord u pregerminalnich fazi bunky.

Nestava se, ze by pacienti nesli deleci ATM a zaroven deleci, popt. mutaci TP53.
Prokazala se nepfitomnost proménného somatického regionu pro tézky fetézec hypermutace
pregerminalniho centra buné¢k a spole¢na patogeneze téchto nadorti. Kromé toho, u nékterych
pacienttt ATM mutace piedchazela transformaci faze diferenciace. ATM tedy pravdépodobné

hraje dulezitou roli v pregerminalnim centru.

Delece 13q14

Delece 13q14 je nejcastéjsi genetickou zménou vyskytujici se u pacienti s B-CLL. Je
pozoruhodné, Ze je spojena s piiznivou prognézou. Pacienti maji vy$s§i median ptezivani
I V porovnani s pacienty s normalnim karyotypem (Ddhner et al., 2000).

Do delece 13q14 muze byt zahrnuto vice oblasti. Jedna se o gen RBI1, oblast D13S319
amicroRNA (miR-15a a miR-16-1), (viz vySe, kapitola 3.2.1.2), které mohou mit vliv na
regulaci genu Bcl-2 (Calin et al., 2002, 2005). Krom& varianty monoalelické delece se
u pacientit s B-CLL vyskytuje také bialelicka delece 13ql4, popt. obé varianty zéaroven.
Pozitivni dopad vSak ma pouze monoalelicka delece 13q14, bialelicka delece svéd¢i spise pro

progresi onemocnéni (Chena et al., 2008).

Trizomie chromozému 12

U pacientd s B-CLL se jako jedna z nej¢astéjSich numerickych zmén vyskytuje praveé
trizomie chromozému 12. Tato zména byla zjiSténa jako prvni genetickd zména u B-CLL
vibec. I pfesto neni zndm presny prognosticky vyznam. VétSina pacientl je vSak zafazenych
do stfednich ¢i vysSich klinickych stadii. Byla pozorovana stejné v typické i atypické formé
B-CLL (Matutes et al., 1996).

Jednim z kandidatnich gent lokalizovanych na 12. chromozomu je MDM-2 onkogen
(12913-14), (dalsimi naptiklad k-ras-2, int-1, CCND2), avSak ani zde nebyla potvrzena

asociace s B-CLL. Je v autoregula¢ni zpétné vazbé s nadorovym supresorem p53. Z tohoto
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divodu mohla hrat intraceluldrni hladina téchto dvou proteinti dulezitou roli v bunécné
proliferaci a nadorech. Nicméné se statisticky vyznamna korelace mezi expresi MDM-2
proteinu a klinickou etapou onemocnéni nepotvrdila (Haidar et al., 1997).

V néekterych ptipadech se dokonce s trizomii 12 zaroven objevuje trizomie 19 (Juliusson
et Merup, 1998). Dle studie Ibbotson et al. (2012) se trizomie 12 a 19 vyskytuje v 2,1 % ze

vSech pacienti s trizomii 12.

Duplikace C-MYC (8924)

MYC (8g24) je onkogenni transkrip¢ni faktor, ktery pozitivné reguluje bunécny cyklus.
U nemocnych se nejcastéji vyskytuje varianta duplikace MYC, coz je nepiiznivy
prognosticky faktor. Krysov et al. (2012) zjistili, ze indukce MYC je zavisla na MEK/ERK
signalni draze a kinetika ERK1/2 aktivace je rozhodujicim Cinitelem MYC indukce. Je tedy
pravdépodobné, ze hraje dulezitou roli v antigenem indukované proliferaci bunék u pacientti
s B-CLL.

Dalsi ne tak castou moZznosti je pfestavba genu MYC, kterd je piSe spojend s jinymi
diagnézami (pf.: lymfomy, mnohocetné myelomy). U B-CLL byla tato zména pozorovana
pievazné u pacientll pokroc€ilého ve€ku a muzského pohlavi. Muze spiSe znamenat progresi B-
CLL nebo transformaci do jiného onemocnéni. MYC translokace byly Casto pozorovany
S neptiznivymi cytogenetickymi markery jako je naptiklad del(11q), del(17p), monozomie 17.
Doba pfeziti je pak vyrazné kratSi. Duplikace nebo translokace jsou spojeny s nepiiznivymi

prognostickymi rysy (Put et al., 2012).

Delece 6921

Delece postihujici dlouhé rameno chromozému 6 (6q) patii mezi nejcastéji pozorované
chromozomové aberace lymfoidnich malignit a byly identifikovany jako negativni
prognosticky faktor. Co se tyka B-CLL, delece v 6021 se vyskytuje u7 % pacienti
(Stilgenbauer et al., 1999). Neni znamo, které konkrétni geny na 6q jsou zodpovédné za
lymfoproliferace, ale Urbankova et al. (2012) uvadi jako kandidatni gen FOXO3A.

Delece 6qg21 se jako primarni zména u pacientd s B-CLL témét nevyskytuje. Je to
charakteristickd sekundarni zmeéna spojend s progresi onemocnéni. Pacienti s touto
abnormalitou méli vyznamné sniZeny interval pfeziti ve srovnani s ostatnimi pacienty (Finn et

al., 1998).
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Analyzy klinickych charakteristik a laboratornich parametra ukazaly, ze pacienti s deleci
6q mé&li vyssi pocet bilych krvinek a rozsahlejsi lymfadenopatii (Stilgenbauer et al., 1999).
Nalez delece 6g21 je spojen i SdalSimi negativnimi zménami: atypickou morfologii

lymfocytu, ¢astou splenomegalii, CD38+ a kratkym ptezivanim (Cuneo et al., 2004).

Prestavba IgH

Gen pro tézky fetézec imunoglobulini je dalsi oblasti, kterd se zapojuje do
chromozémovych piestaveb u pacientti s B-CLL. Nachézi se na chromozoému 14 (14q32.33).
Obecné ma prestavba IgH negativni progndzu, po translokaci do blizkosti onkogenu spousti

jeho transkripci, coz mize mit fatalni nasledky (Berkova et al., 2008).

Obr. €. 4: Schéma znéazoriwujici gen pro IgH.
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Prevzato z: http://atlasgeneticsoncology.org//Genes/IgHID40.html

Translokace tohoto genu neni u pacientl s B-CLL tak ¢asta (~ 4 %), (Dohner et al., 2000).
Kromé translokaci genu se setkdvame 1 s jinymi variantami - napft. deleci 3 konce IgH, coz
ma negativni prognézu (Berkova et al., 2008), nebo deleci 5’konce IgH genu, ktera se uvadi
jako fyziologické delece (FD) - nema vliv na prognézu pacienta. Bylo zjiSténo, Ze tato delece
souvisi s fyziologickymi procesy pifi prestavbach a rekombinacich V, D, J segmentl
(Wlodarska et al., 2007). V praci Rivera et al. (2009) se FD vyskytuje dokonce u 82 %

pacienttl.
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Mezi geny, které jsou jeho nejCastéjSimi partnery u pacientii s B-CLL, patfi: BCL11A
(2p13), BCL6 (30g27), BCL2 (18g21), BCL3 (19913), CCND1 (11q13),
(http://atlasgeneticsoncology.org).

Obr. €. 5: Vycet translokacnich partnerti S IgH s vyznacenymi partnery charakteristickymi
pro B-CLL.
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Upraveno dle: http://atlasgeneticsoncology.org//Genes/IgHID40.html

ZmnoZeni kratkého ramene chromozomu 2 (2p+)

Zmnozeni kratkého ramene 2. chromozému neni ¢astou zménou vyskytujici se u pacienti
s B-CLL, avSak jedna se o aberaci zhorSujici pacientovu progndzu. Jarosova et al. (2010)
uvadi vyskyt 2p+ u 8 % nemocnych (detekovano pomoci CGH a aCGH). Byl identifikovan
minimalni rozsah zmnozeni o velikosti 64 Mbp, v oblasti 2p13 - 2p25, kde jsou lokalizovany
3 znamé onkogeny: REL (2p16), ALK (2p23) a MYCN (2p24). Samostatn¢ se tato zména
nevyskytuje, provazi dalsi chromozomové zmény - deleci 13q, 11q, 17p a 6q. Zmnozeni 2p se
muze vyskytovat v nékolika variantach: rizné derivované chromozomy, caste¢né trizomie.
Duplicitni 2p sekvence byva také zapojena do nevyvaZenych translokaci s dalSimi

chromozomy (pt. dicentricky chromozom dic(14;18)). Zmnozeni 2p+ je tedy soucasti dalsich,

27



casto komplexnich chromozémovych zmén, souvisejicich s progresi onemocnéni (JaroSova et
al., 2010).

Celkové bylo zmnozeni 2p mnohem castéjSi u nemocnych s nalezem neptiznivych
cytogenetickych deleci (ATM, TP53), nemutovanym statusem IGVH, expresi CD38 a ZAP-
70. Skupina Fabris et al. (2013) identifikovala u nemocnych s duplikaci 2p vyznamné
zvySenou expresi genit NCOAL1 a ROCK2, lokalizovanych na 2p, a CAV1 na 7931.1. Bylo
také prokazano, ze tyto geny hraji rozhodujici roli v progresi B-CLL.

Dle studie Chapiro et al. (2010) byl u pacientti se zmnozenim REL zaroven potvrzen

nemutovany status [gVH a zmnozeni MYCN bylo asociovéano s vyssi expresi mRNA.

3.3 Cytogenetika

Od roku 1970 jsou chromozémy identifikovany na zakladé¢ jejich velikosti a pozice
centromery. To umoziiuje chromozémy zatazovat do skupin, ale ne je jednoznacné
identifikovat. To je mozné az se zavedenim pruhovacich technik - Q-, C-, R-, Ag-NOR-,
SCE- nebo G-bandingu (Strachan et Read, 1999). Jejich zakladem je heterogenni struktura
a funkce savéich chromozémi. Dvéma nejcastéji pouzivanymi technikami jsou G-banding
(Giemsovo pruhovani) a R-banding (reverzni pruhovani). Kazdy pruh je charakterizovan
zménami v genové hustoté, dobou replikace, zdkladnim sloZenim, hustotou opakujicich se
sekvenci a strukturou chromatinu. R a G pruhovaci techniky jsou vzdjemné komplementarni
a predstavuji oddélené Casti euchromatinu a heterochromatinu lidského genomu. R bandy jsou
bohaté na GC baze, G bandy jsou naopak bohaté na AT baze (Craig et Bickmore, 1993).

Pomoci pruhovacich technik je moZzné ur€ovat rizné translokace, subchromozomalni
delece a dalsi. Sestava vSech chromozomt je popsana v karyotypu, ktery uvadi celkovy pocet
autozomil a pohlavnich chromozémi. Normalni karyotyp Zeny je 46,XX a muze 46,XY.
Abnormality a zmény v chromozémech se presné zapisuji do karyotypu dle pravidel
nomenklatury ISCN - An International System for Human Cytogenetic Nomenklature.

cvwr

lepsi vyzit metody FISH (Strachan et Read, 1999).
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3.4 Molekularni cytogenetika

3.4.1 FISH
Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) je Siroce pouzivana metoda pro lokalizaci

specifickych genomickych oblasti, a to jak v metafazi tak interfazi. Aplikace FISH nejsou
omezeny na mapovani gend nebo studie genetickych prestaveb u lidskych onemocnéni, FISH
se vyuziva ke zkoumani organizace genomu v riznych organizmech (Garimberti et Tosi,
2010).

Jedna se o metodu zahrnujici pfipravu dvou hlavnich ¢asti: znacené DNA sondy
acilové DNA (pacientova), na kterou sonda hybridizuje. DNA sondy vétSinou pochézi ze
zdroji, jako jsou plazmidy, cosmidy, PAC, YAC, BAC. Vycistétnd DNA pak miZe byt
oznacena pomoci fluorochromu nebo barviva konjugovaného s nukleotidy. Sonda se pak vaze
do interfaznich bun¢k pacienta nebo na mitoticka jadra - metafaze. Sonda i cilovd DNA se po
denaturaci do jednovlaknového stavu spole¢né hybridizuje (24 hodin), tim dojde k naznaceni
pacientovy DNA. Vzorek je pak pfipraven k vizualizaci pomoci fluorescenéni mikroskopie.
Uspésna interpretace FISH techniky je zavisld na kvalité vychozich materiald, uéinnosti

hybridizace, piesnosti post-hybridizacniho myti a detekci (Bayani et Squire, 2004).

Ideogramy

Nejcastéji pouzivanymi sondami v nasi laboratofi jsou sondy firmy Abbott, Kreatech,

Dako a MetaSystems. Konkrétnim panelem sond na B-CLL jsou:
LSI 13914(D13S319)/13g34/cep12 Abbott
LSI ATM/TP53 Abbott
ON IgH Kreatech (popi. XL IgH MetaSystems)
ON 6q21/8q24 Kreatech (popt. XL 6q21/6g23 MetaSystems, LSI MY C Dako)
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Obr. ¢&. 6: Ideogram sondy firmy Abbott: LSI 13q14 (D13S319)/13q34/cepl2
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|
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Prevzato z: http://www.abbottmolecular.com/products/oncology/fish/hematology-probes.html

Obr. ¢&. 7: Ideogram sondy firmy Abbott: LSI ATM/TP53
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Prevzato z: http://www.abbottmolecular.com/products/oncology/fish/hematology-probes.html
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Obr. ¢. 8: Ideogram sondy firmy DAKO: LSI MYC
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Prevzato z: http://www.dako.com/dist/ar42/p234690/prod_products.htm

Obr. ¢. 9: Ideogram sondy firmy Kreatech: ON IgH
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Prevzato z: http://www.kreatech.com/rest/products/repeat-freetm-poseidontm-fish-probes/hematology.html

Obr. ¢&. 10: Ideogram sondy firmy MetaSystems: XL 6q21/6923
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Prevzato z: http://lwww.alogo.cz/search/web/index.php?&app=probes&ch=6

31



3.4.2 M-FISH (multicolor FISH - mnohobarevna FISH)

Soucasné a jednoznacné rozliSovani vSech lidskych chromozému v riiznych barvach
jsou vyznamné z klinického i biologického hlediska (Schrock et al., 1996).

Speicher et al. (1996) vyvinuli sady filtri a pocitacovy software pro detekci 27
riznych DNA sond hybridizovanymi soucasn€. Pro analyzu karyotypu byly lidské
chromozomy (ve fazi metafaze) naznaCeny - kazdy jinou kombinaci fluorochromu. Je tak
pak mozné domapovat ptresné pozice zlomu translokovanych chromozémi. M-FISH ma
Siroky vyznam z hlediska kliniky a dopliuje tak standardni cytogenetické a molekularné-

cytogenetické vySetfeni, zejména pii nalezu komplexnich zmén v karyotypu pacienta.

Obr. &. 11: Vysledek M-FISH zdravého pacienta (46,XY)
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material

U pacienti s B-CLL se pro cytogenetické vysetieni nejCastéji odebira periferni krev (PK),

popt. kostni dfent (KD; BM, bone marrow) nebo uzlina (UZL). Princip zpracovani je vSak

stejny u vSech odbért.

4.1.1 Kultivace biologického materialu

Kultivace lymfocyta periferni krve (PK)

1.
2.

Krev se odebird do odbérové zkumavky s protisrazlivym ¢inidlem (heparinem).
Ptipravené kultivacni médium (15 ml) se pro vétsi vytéznost kultivace rozdé€li po 5 ml
do tii kultivacnich nadob, do kazd¢ se pak ptidd PK dle poctu lymfocyth (viz Tab V).
Do média s PK se pipetuje 15 ul IL 2 (interleukin 2) a oligonukleotidy (100 ul DSP30
nebo 10 ul EKAMPO 10).

Kultiva¢ni nadoby se na dobu cca 72 hodin umisti do termostatu nastaveného na
37 °C, kultivace probiha v CO».

Po 48 hodinach kultivace se do kazdé kultiva¢ni nadoby pfida 12 pl colcemidu
a kultivace pokracuje dalsich 24 hod.

Po téchto 24 hodinach se ukonci kultivace a pokracuje Se zpracovanim (viz nize -

kapitola 4.1.2).

Tab V: Objem periferni krve pro kultivaci s IL2 a oligonukleotidy (DSP 30 nebo EKAMPO
10) podle poctu leukocyta

Pocet leukocyti Objem krve (ul) Pocet leukocyti Objem krve (ul)
5 2000 40 250
6 1670 41 244
7 1430 42 238
8 1250 43 233
9 1110 44 227
10 1000 45 222
11 910 46 217
12 830 47 213
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Tab V, pokracovani: Objem periferni krve pro kultivaci s IL2 a ologonukleotidy (DSP 30
nebo EKAMPO 10) podle poctu leukocytt

Pocet leukocyti Objem krve (ul) Pocet leukocyti Objem krve (ul)
13 770 48 208
14 710 49 204
15 670 50 200
16 630 51 196
17 590 52 192
18 560 53 189
19 530 54 185
20 500 55 182
21 480 56 179
22 450 58 172
23 430 60 167
24 420 62,5 160
25 400 65 154
26 380 67,5 148
27 370 70 143
28 360 72,5 138
29 340 75 133
30 330 77,5 129
31 323 80 125
32 313 82,5 121
33 303 85 118
34 294 87,5 114
35 286 90 111
36 278 92,5 108
37 270 95 105
38 263 97,5 103
39 256 100 100
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Kultivace lymfocytii kostni diené

1.

2.

3.

Kostni dfeit se odebira do pfipravenych kultivacnich médii N a H v kultivacnich
nadobéch.

Pro pfimé zpracovéani se pouziva médium N (slozeni viz Tab. VI), ke kterému se
ptidava colcemid (2 kapky), inkubuje se 30 min a dale se uz jen zpracovava (viz nize -
kapitola 4.3.1).

Pro zpracovani pro 24hod kultivaci se KD odebira do média H (slozeni viz Tab. I1).
Médium s bunkami z KD se dale prelije do 15ml zkumavek Falcon a centrifuguje se
pii 1000 rpm, 37 °C 10 min. Supernatant se odsaje a bunky se pfenesou pipetou do
kultiva¢ni nadoby s médiem K24, takto se necha kultivovat 24 hod pti 37 °C.

Po inkubaci se ptidaji 2 kapky colcemidu na 30 min, pokud nebyly pfidany pfedchozi

den. Poté se material zpracovava (viz nize - kapitola 4.1.2).

Tab. VI: Presné slozeni kultivacnich medii pro zpracovani biologického materialu

Kk cytogenetickému vySetieni.

N médium H médium K24 médium
10 ml RPMI 1640 10 ml RPMI 1640 10 ml BM média
2 kapky heparinu 2 kapky heparinu

2,5 ml teleciho séra

Kultivace lymfocyti z uzliny (UZL)

1.
2.
3.

Vzorek uzliny se vklada do 50ml zkumavky Falcon s 10 ml kultiva¢niho média (BM).
Zkumavka s uzlinou se ihned ptenese do laboratofe k okamzitému zpracovani.

Na Petriho misce s celym obsahem zkumavky se vzorek UZL rozmélni skalpelem, aby
doslo k uvolnéni bunck.

Rozmélnény vzorek UZL se pomoci pasteurovy pipety pienese do plastové kultivaéni
nadoby s kultivatnim médiem.

Do nadoby se pak pfida 12 pl colcemidu a kultivuje se v termostatu pii 37 °C
24 hodin.

Nasledujici den se material zpracovava (viz nize - kapitola 4.1.2).

Ze zbytku uzliny se v molekularné biologické laboratofi izoluje DNA.
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4.1.2 Zpracovani biologického materialu

Kultivovany materidl se pienese do 15ml centrifugacnich zkumavek a centrifuguje 10
min pii 37 °C a 1000 rpm.

Po centrifugaci se odebere supernatant a k peletu se piida 10 - 12 ml 0,075M roztoku
KCI na 25 min (inkubace pti 37 °C).

Po 25 min se prida 1 kapka fixacniho roztoku, promicha se a centrifuguje 10 minut pfi
1000 rpm a 37 °C.

Po centrifugaci se sleje supernatant a k peletu bun¢k se po kapkéach piida cca 1 ml
ledové vychlazeného fixa¢niho roztoku (kyselina octova: metanol, 1:3) a poté se fixaci
doplni zkumavky do 15 ml, promichd se a materidl se nechd 30 min inkubovat pfi
laboratorni teploté (RT, room temperature).

Zkumavky s materialem se dale centrifuguji 10 min pti 4 °C a 1000 rpm.

Pro vycisténi se bunky dale promyvaji fixaénim roztokem: odsat supernatant, doplnit
fixatnim roztokem a opét centrifugovat, dokud nebude material ¢isty, mlécné bily
(proces se opakuje min. 5x).

Cista suspenze bun¢k se uchovava v chladnicce, popt. se zamrazuje na -20 °C.

4.2 Konven¢ni cytogenetika

Piiprava a barveni cytogenetickych preparati Giemsovym barvivem

1.

2.
3.

Skla se polozi na barvici mtizku, zakapnou se roztokem Giemsa (barvivo : destilovana
voda v poméru 1: 9) a necha se pusobit 10 minut.

Sklo se oplachne destilovanou vodou a necha se uschnout pfi RT.

Nasleduje mikroskopické hodnoceni, které slouzi k hodnoceni uspéSnosti kultivace
biologického materidlu (GspéSnd/neuspésnd kultivace, popf. nelspéSny odbér)
a rychlému posouzeni mit6z (pocet chromozémil a pfipadnd pfitomnost abnormalnich

chromozémti). Tato metoda vSak neni vhodna pro samotné karyotypovani.

Priprava a barveni cytogenetickych preparatii G-pruhovanim a karyotypovani

1. Na nadychané sklo se zcca 50 cm nakape zpracovany biologicky materidl (cca

3 kapky:; 5 skel pro kazdého pacienta a kultivaci).

2. Nakapany materidl se protdhne nad kahanem a neché se doschnout pfi RT.

3.

1 suché podlozni sklo je vloZzeno do barviciho roztoku I na 2 min.
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Po 2 min se oplachne v EBCS a vloZzi do barviciho roztoku II na 3 min.

Sklo se oplachne v destilované vod¢€, necha se uschnout a pozoruje se ve svételném
mikroskopu.

Pokud je obarveni vhodné pro karyotypovani, stejnym zpiisobem se piipravi i dalsi 4
skla, pokud vhodné neni, upravi se délky inkubaci v barvicich roztocich I a II.

Pomoci svételného mikroskopu se vyhleda a vyhodnoti cca 30 mitéz a za pomoci

pocitace a softwarového programu IKAROS se chromozémy sestavi do karyotypii.

4.3 Molekularni cytogenetika

4.3.1 FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace)

1.

10.
11.
12.

Suspenze bunék se centrifuguje (10 min, 37 °C, 1000 rpm), odsaje se supernatant
a doplni se Cistym fixa¢nim roztokem.

Opét se suspenze centrifuguje za stejnych podminek.

Po odsati supernatantu doplnime cerstvou fixazi tak, aby suspenze bunck méla svétle
mlécnou barvu.

Na nadychané podlozni sklo se nakape suspenze bunék z vysky cca 30 cm, nechd se
usuSit na desce s45 °C a zkontroluje se sprdvnd hustota bunék na nakapaném
podloznim skli¢ku.

Dale se sklo vlozi do roztoku 2x SSC na 30 min pfi RT.

Mezitim se ptipravi sonda - ptiprava sondy se fidi doporucenim vyrobce (viz Tab VII,
VI, IX).

Poté se sklo odvodiuje se v alkoholové tadé (v 70%, 80%, 90% a 96% etanolu po 2
min).

Po ususSeni se sklo denaturuje pii 73 °C v denatura¢nim roztoku po dobu 5 min (pfi
pouziti lokus-specifickych a centromerickych sond, pfi pouziti celochromozémovych -
paintingovych sond se sklo denaturuje pouze 2 min).

Po denaturaci se sklo nesuSi a rovnou se vkldda do 70% etanolu a opakuje se
odvodiiovani v alkoholové fadé.

Nasledné se sklo necha ususit.

Soucasné se denaturuje sonda — denaturace sondy se fidi navodem vyrobce.

Na kryci sklo (22x22 mm) se pipetuje 8 ul ptislusné sondy a aplikuje na sklo podlozni

S pfipravenou suspenzi bungk.

37



13. Okolo kryciho skla se pak nanasi ruber cement pro udrzeni vlhkosti mezi skly.

14. Hybridizace pak probihd ve vlh¢ené hybridizacni komtirce 24 hod pfi teploté 37 °C.

15. Dalsi den se odstrani ruber cement a kryci sklo. Sklo s buiitkami se promyva 2 min
v 0,4x SSC + 0,3 % NP40 pti 73 °C a dale v 2x SSC + 0,1 % NP40 pti RT také 2 min.

16. Sklo se neché ususit, aplikuje se na né¢j 10 pul DAPI, piekryje se krycim sklem
24Xx24 mm a je ptipraveno k hodnoceni.

17. Vyhodnocovani probiha pod fluorescencnim mikroskopem s fluorescencnimi filtry
propoustéjicimi fluorescenci ptislusnych fluoroforti pouzitych sond.

18. Obraz se dale snima pomoci CCD kamery a uklada v pocitaci pomoci programu ISIS.

19. P1i hodnoceni interfaznich jader se zpravidla hodnoti 300 bunék, za patologicky nalez
se povazuje hodnota nad 5 % patologickych bunék v preparatu (do 5 % - cut of level

pouzité sondy).

Tab VII: Piiprava lokus-specifickych (LSI) sond firmy Abbott Molecular

Sonda Redéni Denaturace
LSI IgH 7 pl hybridiza¢niho pufru 5 min pii 73 °C
2 ul dest. H,O
1 ul sondy
LSI ATM/TP53 predpiipraveno 5 min pii 73 °C
LSI Cepl12/13q14(D13S319)/13934 | piedpiipraveno 5 min pii 73 °C

Tab VIII: Piiprava lokus-specifickych (LSI) sond firmy Kreatech

Sonda Redéni Denaturace
IgH pfedpfipraveno 10 min pi1 90 °C
6021/8924 ptedpiipraveno 10 min pii 90 °C

Tab IX: Ptiprava paintingovych, celochromozémovych (WCP) sond

Sonda Redéni Denaturace
6,5 ul sondy pro chr. 11 FITC | pfedpfipraveno 10 min pfi 73°C, 30 min. pii 37°C
6,5 ul sondy pro chr. 14 Cy3 | pfedpfipraveno 10 min pti 73°C, 30 min. pii 37°C

VétSinou se pouzivaji 2 sondy rozdilného znaceni. Napi. pro chromozém 11 znaceni FITC

a pro chromozom 14 znaceni Cy3 nebo Spectrum Orange.
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4.3.2 M-FISH (multicolor FISH)

1.
S.

10.

11.

12.

13.
14.

15.

- 4. totozné s kroky 1 - 4 uvedené v ptedchozi kapitole 4.3.1 FISH.

Nakapana skla se nechaji 30 min v termostatu pii 37 °C v zatemnéné krabicce na
navlhéené gaze.

Rehydratace se provadi alkoholovou tfadou, postupné pies 96%, 70%, 50% az 30%
etanol (po 1 min).

Po rehydrataci se sklo necha 1 min v roztoku 0,1x SSC pti RT a dale se vklada do
roztoku 2x SSC na 30 min pfi teploté 70 °C.

Po 30 min se z vodni 1azné vytahne koplinka se sklem a necha se stat 20 min pii RT.
Soucasné se v cycleru denaturuje uz od vyrobce predpfipravend sonda (podminky
denaturace se tidi navodem vyrobce - viz Tab X).

Po 20 min v 2x SSC se sklo postupné po jedné minuté pfemistuje roztoky 0,1x SSC
(RT), 0,07M NaOH (RT), 0,1x SSC (4 °C) a 2x SSC (4 °C).

Naésleduje odvodnovani v etanolové fadé od 70%, pies 90% az do 96% etanolu (opét
po 1 min).

Sklo se nechd uschnout, aplikuje se na néj zdenaturovana sonda, ptekryje se krycim
sklem (22x22 mm) a pies okraje se nanese ruber cement.

Hybridizace probiha ve vlh¢ené hybridiza¢ni komirce 24 - 48 hod.

Po hybridizaci se sklo promyva 2 min v roztoku 0,4x SSC pti 73°C a nasledné v 2X
SSC/Tween 30 sec pii RT.

Sklo se ususi, nanese se na néj DAPI (10 pl) a ptekryje se krycim sklem (24x24 mm).

Tab X: Podminky denaturace sondy pro M-FISH:

Teplota Cas
75 °C 5 min
10 °C 30 sec
37°C 30 min
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4.4 Pouzité pristroje

CCD kamera

Centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA)

CO; inkubdtor Function Line (Heraeus Holding, Hanau, Némecko)
Digestot

Flowbox HERAsafe® (Heraeus Holding, Hanau, Némecko)
Fluorescen¢ni lampa U-RFL-T (oboji Olympus, Tokyo, Japonsko)
Inkubator Grant Boeckel 1S020 (Boeckel Grant, Shepreth, UK)

Kahan

Karyotypovaci software Ikaros (MetaSystems, Altlussheim, Némecko)
Laboratorni sklo

Laboratorni vahy Scaltec (Scaltec Instruments, Heiligenstadt, Némecko)
Lednicka

Magneticka michacka (Schott Instruments, Mainz, Némecko)

Metafer Axioplan 2 Imaging (MetaSystems, Altlussheim, Némecko)
Mraznicka

pH metr Beckman (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA)
Pipety (Gilson, Middleton, W1, USA)

Sklenéné kyvety

Software Axioplan 2 (Carl Zeiss Microlmaging, LLC, Thornwood, NY, USA)
Software ISIS (MetaSystems, Altlussheim, Némecko)

Stolni minicentrifuga Labnet (Labnet International, Edison, NJ, USA)
Svételny mikroskop Olympus BX41 (Olympus, Tokyo, Japonsko)
Topna a suSici deska Medax (Nagel, Kiel, Némecko)

Ttepacka Heidolph Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Vodni lazent Thermomix BM (B. Braun Biotech International, Melsungen, Némecko)

40



4.5 Pouzity spoti‘ebni material

Centrifugacni zkumavky Falcon (15ml), (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Centrifugaéni zkumavky Falcon (50 ml), (TPP®, Trasadingen, Svycarsko)

Fixogum Rubber Cement (Marabu, Tamm, Némecko)

Imerzni olej (Olympus, Tokyo, Japonsko)

Kryci skla (22x22 mm, 24x24 mm), (Menzel-Gléser, Braunschweig, Némecko)
Parafilm® (Bemis Company, Neenah, WI, USA)

Pasteurovy pipety (10 ml), (Biosigma, Benatky, Italie)

Plastové kultiva¢ni ldhve (40 ml), (Nunclon TM A Surface, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA)
Plastové mikrozkumavky (1,5 ml; 2 ml), (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Sterilni injekéni jehly (B. Braun, Melsungen, Némecko)

Spicky (Gilson, Middleton, WI, USA)

4.6 Pouzité chemikalie

0,075M KCl (1ékarna FNOL)
20x SSC (saline-sodium citrate buffer)
70%, 80%, 90% a 96% etanol (Lé¢karna FNOL)

Antibiotic Antimycotic solution (ATB = penicilin, streptomycin, amphotericin), (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

BM médium (bone marrow karyotyping medium), (Biological Industries, Kibbutz Beit

Haemek, Izrael)
DAPI (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA)
d H,O (vyrabi si HOK)

EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution) - oplachovaci roztok (Gibco®, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA)
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Fluorescenén¢ znacenda sonda (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA; Kreatech,

Amsterdam, Nizozemi)
Giemsa KaryoMAX (Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

Gurrtv roztok (Gurr’s buffer solution pH 6,8), (Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA)

Heparinum natricum (Zentiva, Praha, CR)

Karyomax Colcemid (Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
Kyselina citronova (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Kyselina octova (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Leishmann’s stain (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Metanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Na;HPO,4.12 H,0 (Lach-Ner, Neratovice, CR)

NP40 (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA)

PBS pufr pH 7,4 (1¢kdrna FNOL)

RPMI-1640 médium (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Teleci sérum (Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
Trypsin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Tween20 (Serva, Heidelberg, Némecko)

Ultracisty formamid (Qbiogene, Montreal, QC, Kanada)

4.7 Pouzité roztoky

0,14M NayHPO,:
25 g NazHPO412 Hzo
500 ml dH,O

0,1M kyselina citronova:
10,5 g kys. citronové
500 ml dH,0
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0,4x SSC/0,3% NP40:

20 ml 20x SSC

950 ml injekéni H,O

3 ml NP40

pH7-75

doplnit H,O do 1 |, uchovavat pii RT

20x SSC:

132 g 20x SSC

500 ml dH,0

pH 7, uchovavat pii RT

2x SSC/0,1% NP40:

100 ml 20x SSC

850 ml injekéni H,O

1 ml NP40

pH7-8

doplnit H,O do 1 1, uchovavat pti RT

2X SSC:
zasobni roztok 20x SSC
dH,0O

Barvici roztok I:

75 ml 0,14M Na,HPO,

20 ml kyseliny citronové
0,32 ml Giemsa Karyomax

0,5 ml roztoku trypsinu v PBS

Barvici roztok II:
15 ml Leishmannova ¢inidla

45 ml Gurruova roztoku
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Denaturacni roztok:
2 ml 20x SSC,

4 ml injek¢ni H,O

14 ml formamidu,

upravitpHna7 -8

Leishmannovo ¢inidlo:

0,6 g Leishmann’s stain

400 ml metanolu (rozpoustét na magnetické michaéce po dobu 4 hodin)
roztok do odmérné banky a doplnit metanolem do objemu 500 ml

¢inidlo musi pfed prvnim pouzitim 24 hodin zrat
Roztok trypsinu:

0,04 g trypsinu
1 ml PBS
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5 Vysledky

5.1 Soubor nemocnych

Od zari 2011 do konce roku 2012 bylo celkem vysetieno 94 pacienti. U 80
nemocnych byla imunofenotypizatnim vySetfenim potvrzena diagndéza chronické
lymfocytarni leukémie, u zbyvajicich 14 nemocnych byla prokazina jina hematologicka
malignita. Z tohoto divodu je téchto 14 nemocnych hodnoceno oddélené, mimo soubor
nemocnych s B-CLL.

V souboru 80 nemocnych s B-CLL bylo 20 zen (25 %) a 60 muzl (75 %), 46
nemocnych (57,5 %) bylo vySetfeno v dobé stanoveni diagnézy onemocnéni. U 34
nemocnych (42,5 %) se jednalo o vySetfeni kontrolni po 1écbé onemocnéni, u téchto
nemocnych byla k hodnoceni nalezenych chromozomovych zmén pouzita vstupni data
z databaze cytogenetické a molekularné¢ cytogenetické laboratofe Hemato-onkologické
Kliniky. U v8ech 80 nemocnych jsou tedy uvedena data ze vstupnich stazovacich vySetieni,
u 34 nemocnych, u kterych bylo provedeno i kontrolni vySetfeni jsou uvedena data z obou

vySetieni. Median véku v dob¢ stanoveni diagnozy byl 58 rokd, s rozmezim 34 - 84 let.

Tab XI: Zakladni rozdéleni pacientl dle pohlavi a véku.

Pocet vysetienych pacientli 80
Muzi 60
Zeny 20
VeEk pii diagnéze | median 58
rozmezi 34-84

Pritokova cytometrie prokdzala u vSech 80 nemocnych diagnézu B-CLL s expresi
znaki CD19+, CD20+, CD23+, CD5+. Stanoveni exprese ZAP-70 a CD38
flowcytometrickou analyzou bylo pouzito k uréeni prognézy onemocnéni. Exprese ZAP-70
byla prokazana u 50 (92,6 %) z 54 vysetfenych a exprese CD38 u 31 (40,1 %) z 76
vySetienych (viz Tab XII).
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Tab XII: Shrnuti zakladnich vysetfeni u vSech vySetfenych pacientd.

Cislo Pohlavi Vé}‘ Binet Rlycacal Exprese ZAP 70 Exprese CD38
pac. v dobé& dg. stav
1. M 49 A nem ND neg
2. F 71 A mut ND neg
3. M 56 B mut poz neg
4. M 70 C nem ND neg
5, M 41 B nem poz poz
6. M 53 B nem poz neg
7. M 67 B nem ND poz
8. M 53 A mut poz neg
9. M 54 B nem poz poz
10. M 83 B ND ND ND
11. M 62 C nem poz poz
12. F 60 A mut poz neg
13. M 69 A nem ND neg
14. F 59 A nem poz neg
15. M 50 B mut poz poz
16. F 48 B nem poz neg
17. M 76 A nem poz neg
18. F 66 A mut poz neg
19. M 57 A nem poz neg
20. M 58 B mut* poz poz
21. F 63 A mut neg neg
22. M 73 B mut* ND poz
23. M 39 A mut poz neg
24. F 66 C mut poz neg
25. M 36 B nem poz neg
26. M 56 B mut ND neg
27. F 58 A mut* poz neg
28. M 64 A mut ND poz
29. M 56 A mut poz neg
30. M 34 C nem poz poz
31. M 63 A mut* poz neg
32. F 62 A mut poz poz
33. M 44 B nem neg neg
34. M 73 C nem poz ND
35. M 59 ? nem ND neg
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Tab XII, pokra¢ovani: Shrnuti zakladnich vysetieni u vSech vysetienych pacientd.

Cislo Pohlavi Vé}‘ Binet Slutacy Exprese ZAP 70 Exprese CD38
pac. v dobé dg. stav
36. M 56 C mut poz neg
37. M 41 B nem poz poz
38. M 52 A mut poz neg
39. M 79 A nem ND neg
40. F 50 A mut poz poz
41. M 60 A nem ND poz
42. M 55 A mut poz poz
43. M 83 A nem poz neg
44, M 67 A nem poz neg
45. M 57 A mut ND neg
46. M 56 A nem ND neg
47. M 84 A nem poz neg
48. F 60 C nem poz neg
49, F 66 C nem poz poz
50. M 58 A mut poz neg
51. M 66 C nem poz/neg neg
52. F 55 A mut ND neg
53. M 52 B mut ND poz
54, F 46 C nem neg neg
55, F 70 B nem poz poz
56. M 60 C nem ND poz
57. M 52 B ND ND ND
58. M 48 B nem poz neg
59. M 57 B nem poz poz
60. F 74 A nem ND ND
61. M 50 A mut poz neg
62. M 50 A nem ND poz
63. M 56 A nem poz poz
63. M 53 B mut poz neg
65. M 60 B nem poz poz
66. M 43 C nem poz neg
67. M 49 A ND ND neg
68. M 49 C mut ND poz
69. M 57 C nem ND poz
70. M 50 C nem poz poz
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Tab XII, pokra¢ovani: Shrnuti zakladnich vysetieni u vSech vysetienych pacientd.

Cislo Pohlavi Vé}‘ Binet Elycacal Exprese ZAP 70 Exprese CD38
pac. v dobé& dg. stav

71. F 68 C nem poz poz
72. M 66 A ND ND poz
73. M 61 B nem poz poz
74. M 70 A mut poz neg
75. M 64 ? mut* poz neg
76. F 76 A nem poz poz
77. F 56 A nem poz poz
78. M 60 ? nem ND neg
79. M 78 A nem poz neg
80. F 62 C mut* ND poz

Legenda: F - female (Zena), M - male (muz), N - normdlni, ND - not done (neprovedeno), mut - mutované IgVH,
mut* - mutované IgVH v segmentu VH3-21, nem - nemutované IgVH, poz - pozitivni, neg - negativni, poz/neg -
hranicni hodnota (19 %)

Mutacni stav IgVH byl vySetfen metodami molekuldrni biologie u 76 nemocnych,
mutovany stav IgVH byl prokazan u 31 nemocnych (41 %), z toho 6 pacientt — ¢. 20, 22, 27,
31, 75, 80 - s mutaci v segmentu VH3-21. Nemutovany u 45 nemocnych (59 %) (graf ¢. 1).
20 pacientii (44,4 %) z téchto 45 nemocnych s nemutovanym stavem IgVH mélo pozitivni
vySetfeni na expresi CD38 (pacienti €. 5, 7, 9, 11, 30, 37, 41, 49, 55, 56, 59, 62, 63, 65, 69,
70, 71, 73, 76 a 77), u 2 pacient (4,4 %) toto vySetfeni nebylo provedeno, zbyvajicich 23
(51,1 %) pacientt bylo negativni na CD38 expresi.

48



Graf ¢. 1: Pomér pacientil na zadkladé mutovaného/nemutovaného IgVH genu.

Pomér pacientti na zakladé mutovaného/nemutovaného
IgVx genu
B mutovany status IgVH
B mutovany status IgVH v segmentu VH3-21

M nemutovany status IgVH

59%

Celkem 7 pacientd mélo dle vysledktit FISH deleci TP53 genu (viz dale - kapitola
Vysledky FISH 5.3, Tab XVII). 6 pacienti m¢lo zaroveit nemutovany IgVH status (pac. €. 1,
39, 48, 56, 62, 65) a 3 pacienti (C. 56, 62, 65) méli také CD38+ expresi, u jednoho pacienta
s deletovanym TP53 (€. 10) nebyla tato vySetieni provedena.

Klinickému stadiu A dle Bineta odpovidalo 38 nemocnych (49 %), stadiu B 22
nemocnych (29 %) a stadiu C dle Bineta 17 nemocnych (22 %), (graf ¢ 2). U 3 nemocnych

nebylo stadium dle Bineta zhodnoceno.

Graf ¢&. 2: Rozdéleni pacientli dle stadia Binet.

Rozdéleni pacienti dle stadia Binet

M BinetA MW BinetB ™ BinetC

49%
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5.2 Vysledky cytogenetické analyzy

5.2.1. Nemocni vySeti‘eni v dobé diagnozy onemocnéni

Vétsina, 74 nemocnych (92,5 %), byla vySetfena z periferni krve a 4 nemocni z kostni
diené. U 1 nemocné (¢. 16) bylo vySetieni provedeno z PK i KD s tim, ze kostni dfen byla
infiltrovana patologickymi B-lymfocyty na rozdil od PK. 1 nemocny (¢. 68) byl vySetfen
paraleln¢ z KD 1 uzliny. Kostni dfeii nebyla infiltrovana, avSak v uzliné byly nalezeny
cytogenetické zmény. Cytogenetické vySetfeni bylo provedeno u vSech 80 pacientd. U 21
pacientil (26 %) bylo vysetieni netispésné, 29 pacientli (36 %) mélo normalni karyotyp a u 30
(38 %) pacientli byla prokazana chromozémova zména v karyotypu nemocného (viz Tab XIII,
XIV a graf ¢. 3). Nejcastéjsi zménou nalezenou pomoci konvencni cytogenetiky byl nalez
del(13q) a del(11q). Tab XIII uvadi vysledky vstupni cytogenetické analyzy u 46 nemocnych
a Tab XIV ukazuje srovnani vysledkd 34 nemocnych, u kterych bylo provedeno jak vstupni

tak kontrolni cytogenetické vysetieni.

Graf ¢. 3: Rozdéleni pacientt dle vysledkl vstupniho cytogenetického vySetieni.

Rozdéleni pacientii dle vysledkii vstupniho
cytogenetického vySetreni

B normalni karyotyp M zména neuspésné vysetieni

38%
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Tab XI11: Prehled vysledki vstupniho cytogenetického vySetieni.

Pac. ¢. | Pohlavi | Vék | Material Cytogenetika
3 M 56 PK 46,XY[21]
47 XY +12[7])/
5 M 41 PK 46 XY[2]
6 M 53 PK 46,XY[22]
7 M 67 PK 46,XY[30]
8 M 53 PK 46,XY[10]
10 M 83 PK 41-45,X,-Y,-8,7der(11),der(12),del(13q),-15,der(17),-18,+1-3mar[cpl4]
12 F 60 PK 46, XX[4]
46,XY,del(13qg)[6)/
13 M 69 PK 46 XY[4]
14 F 59 PK 46,XX[30]
15 M 50 PK 49 XY, +12,+18,+19[12]
17 M 76 PK 46,XY[5]
18 F 66 PK UNS
46,XY,del(11q)[23)/
22 M 3 PK | 46.XY 2der(9).del(11q),del(13q)[5]
27 F 58 PK 46,XX[30]
32 F 62 PK 47 XX, del(13)(q14),+18[8]
34 M 73 PK UNS
35 M 59 PK UNS
36 M 56 PK 46,XY[6]
46,XY,del(119)[3)/
37 M 41 PK 46.XY([6]
46,XY,t(2;11)(q?13;q?13),der(5)t(14;17;5)(q?13;q?21;p?13),?del (17)(p13)
[8]/
9 M & PR [ 46, XY (L1 X:11) (p73p7:07:p7),der(DX(AT:12:1) (Paq7:07) £(2:11)(q71310
?13),der(7)t(7;17)(q?;7q),?del (17)(p13)[8]
40 F 50 PK UNS
A1 M 60 PK [ l497],X\(,t(6;8)(q?13;p?13)ins(6;8)(q?24;q?23q?24)ins(8;8)(p?;q'.>24),+12
42 M 55 PK 46,XY[13]
44 M 67 PK UNS
a7 M 84 PK UNS
50 M 58 PK UNS
55 F 70 PK 46,XX[11]
56 M 60 PK 43,X,-Y,2del(6q),der(7),add(8p),?der(9),add(11p),del(17p),-18,-20[cp10]/
46,XY[1]
58 M 48 PK 45,XY,del(6q),?der(7),-9,-13,+mar,[cp8]
61 M PK 46,XY[10]
62 M 50 PK 45,XY,del(13q),-16,del(17p)[12]
63 M 56 PK UNS
44-45,XY ,?der(4),?der(7),-9,-10,der(11),-15,?der(17),?der(18),+1-
65 M 60 PK 2mar[cp7]/
46,XY[3]
46,XY,2del(13q)[2]/
67 M 50 PK 46 XY[4]
PK ND
KD 46,XY[25]
68 M 49 UzL 49, XY, +12,7+16,+19[cp3]/
46,XY[8]
70 M 50 PK 46,XY ,del(11q)[20]
71 F 68 PK 46,XX[5]
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Tab XIII, pokrac¢ovani: Prehled vysledkt vstupniho cytogenetického vysetieni.

Pac. ¢. | Pohlavi | Vék | Material Cytogenetika
72 M 66 PK 46,XY[14]
46,XY del(11q)[11]/
73 M 61 PK 46 XY[4]
74 M 70 PK 46,XY[3]
46,XY ,del(11q)[12]/
75 M 64 PK 46 XY[2]
76 F 76 PK 46,XX[14]
77 F 56 PK 46,XX[30]
46,XY,?del(7q),?del(119)[13])/
78 M 60 PK 46.XY[3]
79 M 78 PK UNS
80 F 62 PK 46,XX[30]

Legenda: F - female (Zena), M - male (muz), PK - refireni krev, KD - kostni dieri, UZL - uzlina, ND - not done
(neprovedeno), UNS - unsuccessful (netispésné)
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Tab. XIV: Prehled vysledka vstupniho a kontrolniho cytogenetického vysetieni

Material
Pac. ¢. | pohlavi | VEk | Material | rok dg dg. CY kontrolniho KCY
vys.

1 M 49 PK 2005 UNS KD 44, XY ,+i(2)(p10),der(3)t(3;8)(?p;q?23),-8,del (13)(q14),
der(13)del(13)(g14)?dic(13;17)(p11;p11),?dic(18;19)(?p11;?q)[11])/
43,XY,?der(1),-2,add(4)(?935),-8,-8,add(12) (p?12),del(13)(q14),
der(13)del(13)(q14)t(13;17)(p11;q11),-17,-22,+2mar[2]/
46,XY[2]

2 F 71 PK 2010 46,XX[30] PK UNS

4 M 70 PK 2009 UNS PK 47,XY,+12,1(14;18)[6]

9 M 54 KD 2000 46,XY,del(69)[3)/ PK 44-46,XY,-12,?-15,-17,+2mar[cp9]/

46,XY,del(17p)?[2)/ 46,XY[2]
46,XY[22]
11 M 62 PK 2010 46,XY[30] PK 46,XY[29]
16 F 48 PK 2007 46,XX[15] PK 46,XX[17]
KD 46,XX,?20q-[3]/ KD 46,XX,?del(20q9)[5)/
46,XX[6] 45-46,XX,-17,2del(20q),+mar[3]/
46,XX[2]

19 M 57 PK 2006 47-50,XY [cp6)/ PK 46,XY,der(1),t(13;18)[14]/

46,XY[4] 46,XY ,der(1),del(11q),t(13;18)[3]

20 M 58 PK 2010 46,XY ,del(11q),-22,+mar[10]/ PK 46,XY,del(11q),der(22)[cp9]/

46,XY,del(11q)[3] 44-46,XY ,?der(1),der(4),del(11q),-13,-18,+1-2mar[cp12]

21 F 63 PK 2005 UNS PK UNS

23 M 39 PK 2004 UNS PK UNS

24 F 66 PK 2008 49,XX,+3mar[2]/ PK 46,XX,ins(10;17)[10]

46,XX [29]

25 M 36 KD 2005 | 46,XY[19] PK 46,XY[5]/
45,XY ,add(4q),add(11p),-17[3]

26 M 56 PK 2006 UNS PK UNS

28 M 64 KD 1998 [ 46,XY[10] KD 46,XY[26]

29 M 56 PK 2009  [46,XY[10] PK 47 XY +mar[5]/
46,XY[7]

30 M 34 PK 2007 |[UNS PK 46,XY,der(11)t(2;11)[4)/
46,XY[3]
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Tab. XIV, pokracovani: Piehled vysledki vstupniho a kontrolniho cytogenetického vySetieni

Material
Pac. ¢. | pohlavi | VEk | Material | rok dg dg. CY kontrolniho KCY
vys.
31 M 63 KD 1997 46,XY,inv(9)(q12p11)[20] PK UNS
33 M 44 PK 2006 46,XY[6] PK 46,XY[15]
38 M 52 PK 2003 UNS PK UNS
43 M 83 PK 2007 46,XY ,del(6q),del(11q)[26]/ 46,XY ,del(6q),del(11q)[15]/
47,XY ,?der(7),-17,+2mar[8] PK 46,XY,?der(2),del(6q),del(11q)[3]/
47 XY 1(7;17),+8[2]
45 M 57 PK 2004 UNS PK UNS
46 M 56 PK 2005 UNS PK UNS
48 F 60 PK 2007 45-46,X,-X,del(13q),del(17p),+mar[cp4]/ PK 46,XX,del(13q),del(17p)[18]
46,XX,del(13q),del(17p)[3]
49 F 66 PK 2010 46,XX,del(69)[71/ PK 46,XX,del(6q),?del(11q)[3]/
46,XX[9] 46,XX[6]
51 M 66 PK 2007 UNS PK 46,XY ,der(7),der(14)[14]/
46,XY[1]
52 F 55 PK 2002 46,XX [4] PK ND
53 M 52 PK 2002 | 46,XY[10] PK 46,XY,2del(13)[6]/
46,XY[9]
54 F 46 PK 2004 UNS PK 46,XX,?der(5),?der(9),der(13),der(18)[6]/
46,XX[9]
57 M 52 PK 2003 UNS KD UNS
59 M 57 PK 2010 46,XY,del(11qg)[13}/ PK 46,XY,del(11qg)[4]
46,XY[2]
60 F 74 PK 2005 46,XX[3] PK UNS
64 M 53 PK 2007 46,XY [16] PK UNS
66 M 43 PK 2005 46,XY [25] 46,XY,?add(3p),?der(4),?der(9)[16]/
PK 46,XY,?der(4),?der(9),?der(13),?der(17)[2]/
46,XY[1]
69 M 57 PK 2010 45,X,-Y,?i(8q),del(11q),-18,+mar[12]/ PK 45,X,i(8),del(11q),-13,der(14),der(18)t(2;18)[5]/

42-45,X,-Y ,add(1p),der(4),?der(6),?i(8q),
del(11q),-18,+mar[cp3]

46,XY,i(8),del(11q),der(14),der(18)t(2;18)[5]/
45,X,-Y,del(11g)[2]

Legenda: F - female (Zena), M - male (muz), ND - not done (neprovedeno), UNS - unsuccessful (neiispésné), PK - refireni krev, KD - kostni dien, UZL - uzlina
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5.3 Vysledky FISH

Metodou FISH byli vysetfeni vSichni pacienti. U 1 pacienta bylo vySetfeni netspésné
anebylo tedy mozné vysledek vyhodnotit. Ze zbyvajicich 79 pacienti mélo 28 pacientl
(35 %) wvySetieni bez nalezu chromozomovych aberaci, u 51 pacientd (64 %) byla
chromozoémové zména nalezena. U 19 pacientd (24 %) byla potvrzena 1 zména, u 13 pacientd
(16 %) 2 zmény a 19 nemocnych (24 %) mélo 3 a vice zmén — komplexni zmény (shrnuto

Vv tabulce XV a grafu €. 4).

Tab XV: Pocty nalezenych genetickych zmén detekovanych metodou FISH v dob¢ stanoveni

diagnozy
pacienti | %
beze zmény 28 35
1 zména 19 24
2 zmény 13 16
3 avice zmén 19 24
e |

Graf ¢. 4: Pocty nalezenych genetickych zmén detekovanych metodou FISH v dobé

stanoveni diagnozy

Poméry pacienti na zikladé po¢tu zmén detekovanych
metodou FISH v dobé stanoveni diagnozy

B beze zmény M nelspésnévysetieni ™ 1zména M 2 zmény M 3 a vice zmén

24%
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Pacienti (19), u kterych byla detekovana jedna chromozémova zména, méli nejcastéji
deleci 13914 - 11 pacient (59 %). Dalsi zménou byla delece ATM u 4 pacientti (21 %) a dale
trizomie chromozomu 12, monozomie 13, duplikace 8g24 (MYC) adelece 6qg21 se

vyskytovala vzdy u jednoho pacienta (5 %), shrnuti viz tabulka XVI a graf ¢. 5.

Tab XVI: Typ chromozémové zmény u pacientd s 1 genetickou zménou pii vstupnim

vySetieni
pocet

Zména pacienti| %
delece 13q14 11 59
delece ATM 4 21
trizomie 12 1 5
delece 6921 1 5

monozomie
13 1 5

duplikace

8024 1 5

Graf ¢ 5 Typ chromozémové zmény u pacientd s 1 genetickou zménou pfi vstupnim

vySetieni

Typ chromozémové zmény u pacientti s 1 genetickou
Zménou pri vstupnim vySetieni

M delece ATM M delece 13q14 = monozomie 13

M trizomie 12 B duplikace 824 m delece 6g21

59%
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Klasickym panelem sond k detekci chromozémovych zmén u pacientit s B-CLL je sonda pro TP53, ATM, IgH, 13q14, kontrolni 13q34,

centromeru 12, 60921 a 8q24. Vysledky vysetfeni metodou FISH s témito sondami u jednotlivych pacientt pii vstupnim vySetieni shrnuje tabulka

XVII.
Tab XVII: Piehled nalezenych zmén pomoci metody FISH u jednotlivych pacientii (hodnoty uvedeny v %).
. Rok
C. pac. | Pohlavi | Vék | Material rok dg vstupniho | ATM p53 13q14 12 IgH 6921 8924 2p+ Dalsi
vySetieni
1. M 49 PK 2005 2005 N 93 93 N ND 88 dup/trp
2. F 71 PK 2010 2010 N N 50/25 N ND
3. M 56 PK 2011 2011 N N N N ND
4, M 70 PK 2009 2009 N N N 70 86 N ND ND
5. M 41 PK 2011 2011 N N N 63 78 FD N ND
6. M 53 PK 2011 2011 N N N N 64 FD N ND
7. M 67 PK 2008 2012 N N N N N N ND
8. M 53 PK 2011 2011 N N N N N N ND
9. M 54 PK 2000 2000 N N N N N N 57 ND
10. M 83 PK 2011 2011 N 65 40 N N N 38 N
11. M 62 PK 2006 2006 N N 91 N N N N ND
12. F 60 PK 2008 2011 N N N N N N N ND
13. M 69 PK 2011 2011 N N 72%* N N N N ND
14. F 59 PK 2011 2011 N N N N 69 FD N N ND
15, M |50 | PK 2011 2011 N N N 44 N N N Np | T12+18+19
16. F 48 | PK 2007 2011 N N 74 N N N ND del(20)(q12)
17. M 76 PK 2011 2011 N N 54 N N N ND
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Tab XVII, pokracovani: Pichled nalezenych zmén pomoci metody FISH u jednotlivych pacient (hodnoty uvedeny v %).

C. pac. | Pohlavi | VEk | Material rok dg vstsl?lll(iho ATM p53 13q14 12 IgH 6021 8q24 2p+ Dalsi
vySetieni
18. F 66 PK 2011 2011 N 16/66 N 80 FD N N ND
19. M 57 PK 2006 2006 N 93 N ND ND ND ND
20. | M |88 PK 2008 2008 | 96 N 10 N N N N Np | Kemplexni
zmény
21. F 63 PK 2005 2005 N N N N ND ND ND ND
22, M 73 PK 2011 2011 82 N 48/31 N N N N ND der(9)
23. M 39 PK 2004 2005 ND ND 51 ND ND ND ND ND
24, F 66 PK 2008 2008 N N N 95 FD N ND ND
25. M 36 PK 2005 2005 N N N ND ND ND ND
26. M 56 PK 2006 2006 N N 86 N ND ND ND ND
27. F 58 PK 2012 2012 N N 41 N N N N ND
28. M 64 PK 1998 1998 ND ND ND N ND ND ND ND
29. M 56 PK 2009 2009 N N 28 N N ND
30. M | 34| PK 2007 2007 96 N 97 N ND 95 del(11)(g23)
31. M 63 PK 1998 1995 N N ND ND ND ND ND ND
32. F 62 PK 2012 2012 N N 15 N N N N ND +18
33. M 44 PK 2006 2007 N N 39 N N ND ND ND
34. M 73 PK 2012 2012 N N N 64 FD N N ND
35. M 59 PK 2008 2012 N N N N N N ND
36. M 56 PK 2011 2012 N N 93 N N N N ND
37. M 41 PK 2012 2012 55 N 66 N 63 FD N N ND
38. M 52 PK 2003 2003 N N N N ND ND ND ND
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Tab XVII, pokracovani: Pichled nalezenych zmén pomoci metody FISH u jednotlivych pacient (hodnoty uvedeny v %).

C. pac. | Pohlavi | VEk | Material rok dg vstsl?lll(iho ATM p53 13q14 12 IgH 6021 8q24 2p+ Dalsi
vySetieni
39. M | 79| PK 2012 2012 N 73 N N N N 36 N komplexni
zmény
40. F |5 | PK 2012 2012 N N N N N N N ND
41, M | 60| PK 2012 2012 N N N 76 N N | el 3'7ﬁonce ND k";g’;z“i
42. M |55 | PK 2012 2012 N N N N 46 FD N N ND
43, M | 83| PK 2007 2011 38 N 66 N N 25 34 ND komplexni
zmény
44, M | 67 | PK 2012 2012 N N 68 N 72 N ND
45. M | 57| PK 2004 2004 N N N ND ND ND ND
46. M | 56 | PK 2005 2005 N N N ND ND ND ND
47. M | 84| PK 2012 2012 N N N N N ND
48. F | 60| PK 2007 2010 N 72 66 N N 78 ND
49. F |66 | PK 2010 2010 N N N N N 13 ND
50. M | 58| PK 2012 2012 N N 40 N N N ND
51. M | 66 | PK 2007 2007 N N N ND ND ND ND
52. F |5 | PK 2002 2002 N N N ND ND ND ND
53. M | 52| PK 2002 2002 ND N ND ND ND ND ND ND
54, F |46 | PK 2004 2004 N N 11 N ND ND ND ND
55. F | 70| PK 2012 2012 N N N N 96 FD N N ND
56. M | 60 | PK 2012 2012 N 89 31 N N N 77 N komplexni
zmény
57. M | 52| PK 2003 2003 N N ND N ND ND ND ND
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Tab XVII, pokracovani: Pichled nalezenych zmén pomoci metody FISH u jednotlivych pacientli (hodnoty uvedeny v %).

Rok
C. pac. | Pohlavi | VEk | Material rok dg vstupniho | ATM p53 13q14 12 IgH 6021 8024 2p+ Dalsi
vySetieni
58. M 48 PK 2012 2012 N N N N 83 FD* 83 N ND komplexni
zmény
59. M 57 PK 2010 2010 55 N 73 N N N N ND
60. F 74 PK 2005 2005 66 N N ND ND ND ND
61. M 50 PK 2012 2012 N N N N ND
62. M 50 PK 2003 2012 81 93 N ND ND ND dic(4:16)
63. M 56 PK 2012 2012 89 82 N ND
64. M 53 PK 2007 2007 N N N ND ND
65. M 60 PK 2011 2011 46 46 N N N N N ND komplexni
zmény
66. M 43 PK 2005 2005 N N ND ND ND ND
67. M 49 PK 2012 2012 27 N N N N ND
1. klon: 0/46 | 1. klon: 46
2
68. M 49 PK 2012 2012 N N |5 o 027 | 3. Klor: 0 N N N ND  |+12,2+16,+19
del(9)(p21),
69. M 57 PK 2010 2010 81 N N N N N 50 84 komplexni
zmény
70. M 50 PK 2012 2012 80 N N N N N N N
71, F |6 | PK 2005 2012 N N 10/64 N 74 FD N N ND komplexni
zmény
72. M 66 PK 2004 2012 N N 16/70 N N N N ND
73. M 61 PK 2010 2012 33 N N N 31 FD N N ND
74. M 70 PK 2012 2012 N N N N N N N ND
75. M 64 PK 2012 2012 73 N N N N N N ND
76. F 76 PK 2012 2012 N N N N N N N ND
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Tab XVII, pokracovani: Pichled nalezenych zmén pomoci metody FISH u jednotlivych pacient (hodnoty uvedeny v %).

C. pac. | Pohlavi | VEk | Material rok dg vstsl?lll(iho ATM p53 13q14 12 IgH 6021 8q24 2p+ Dalsi
vySetfeni
77. F 56 PK 2012 2012 UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS ND
78. M 60 PK 2012 2012 50 N N N N N N ND del(7)(q31)
79. M 78 PK 2012 2012 23 N 67 N N N N ND
80. F 62 PK 2011 2011 N N 64 N 12 N N N t(2;14)

Legenda: F - female (Zena), M - male (muz), N - normalni, ND - not done (neprovedeno), UNS - unsuccessful (neiispesné),FD - fyziologicka delece,

trp - triplikace, ** - monozomie, * - bialelicka delece IgVH
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Delece TP53

Na deleci TP53 bylo vysetfeno 78 pacientt, u 1 pacienta (1 %) bylo vySetfeni neupésné a u 7
(9 %) byla prokazéna delece TP53. U zddného nemocného se delece nevyskytovala jako
samostatna chromozémova zména. 1 nemocny ¢. 62 m¢l kromé TP53 deleci 13914 a byla
U né&j prokéazana ptitomnost dicentrického chromozému dic(4;16), u 3 nemocnych (pac. €. 10,
48, 56) byla kromé delece TP53 prokazana delece 13q14 a duplikace 8q24. U nemocného ¢. 1
byla kromé delece TP53 prokazana delece 13q14 a duplikace 2p. U nemocného €. 39 byl
prokazan nalez delece TP53 soucasné s duplikaci 8q24, u nemocného €. 65 se vyskytovala
delece TP53 soucasné s monozomii 15 a deleci ATM. Nalez delece ATM soucasné s TP53 je
neobvykly a svédéi o pokrocilém stadiu onemocnéni a je spojen S neptiznivou progndzou

onemocnéni.

Delece ATM

Delece ATM byla vysetiena u 77 nemocnych, u 1 nemocné (1 %) bylo vySetfeni netuspésné.
Delece byla prokazana u 16 nemocnych (21 %), u 4 nemocnych (5 %) byla delece prokézana
jako samostatnd chromozémova zména. U pacienti sdeleci ATM se dalsi jako
chromozoémova zména prokazana metodou FISH vyskytovala delece 13q14 (8 nemocnych).
U nemocného ¢. 43 byly metodou FISH prokazany 4 aberace (delece ATM, 13ql4, 6q21
a duplikace 8g24). U nemocného ¢. 69 byla kromé delece ATM prokazana duplikace 8q24,
duplikace 2p a delece 9p21. Byl u néj také prokazan nalez der(18)t(2;18). U nemocného ¢. 30
byla soucCasné¢ s deleci ATM prokdzana delece 13ql4 a duplikace 2p, ktera souvisi

sder(11)t(2;11). U pacienta ¢. 78 se vyskytovala kromé delece ATM také del(7)(q31).

Delece 13q14

Vysetfeni na deleci 13q14 nebylo provedeno u 3 nemocnych a neuspé$na byla u 1 pacienta
(1%). Delece 13ql4 byla prokazana u 35 nemocnych (45,5 %), u 28 pacientii se jednalo
0 monoalelickou deleci 13914 (36 %), u 5 pacientl (6 %) se jednalo o vyskyt monoalelické
a bialelické delece a u 1 nemocného (€. 68), (1 %) byla prokdzana bialelicka delece ve dvou
klonech (1. jako samostatna zména a 2. klon spole¢né s trizomii 12). U 1 nemocného ¢. 13

(1 %) byla prokazana monozomie chromozému 13.
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Trizomie 12

U tfi pacientll nebylo vySetieni provedeno, u 1 pacienta bylo vysetieni netspésné (1 %).
Normalni nalez byl prokdzan u 70 nemocnych (91 %) a trizomie 12 byla prokazana u 6
nemocnych (8 %). Jako samostatnd zména byla trizomie 12 prokdzana pouze u pacienta €. 5.
U 2 pacientt (¢. 15 a 68) se trizomie 12 vyskytovala soucasn¢ s trizomii 19. Trizomie 12

nebyla ani u jednoho pacienta prokdzana soucasné s deleci ATM nebo deleci TP53.

IgH

Nebylo vySetfeno u 18 pacientli, netspésné u 1 pacienta (1,6 %), normalni nalez byl prokazan
u 47 pacientt (76 %). Piestavba IgH byla prokdzéna u 2 nemocnych (pac. ¢. 4, 80), (3 %).
Fyziologicka delece (delece 5’konce genu - variabilniho fetézce) IgVH byla prokézéna u 11
nemocnych (18 %), z toho u jednoho nemocného (€.58) byla prokdzana bialelickd delece
IgVH. U 6 z nich byla prokazana jest¢ jina chromozomova zmeéna - pac. ¢. 5, 18, 37, 58, 71,

73.

6921

Nebylo vySetfeno u 19 nemocnych, normalni nalez byl prokdzan u 56 nemocnych (92 %)
a delece byla prokazana u 4 nemocnych (pac. €. 49, 43, 44, 58), (6,5 %). A vzdy se tato
aberace nachéazela souCasné s jinou chromozémovou zménou (pac. ¢. 49 mél deleci

ATM v 6 % hodnocenych bungk - cut of level - v Tab XVII neuvedeno).

8024

VysSetteni nebylo provedeno u 23 nemocnych, neuspésné bylo u 1 pacienta (1,7 %), normalni
nalez byl prokézan u 48 nemocnych (84 %). Duplikace byla prokdzéna u 7 nemocnych (pac.
¢. 9, 10, 39, 43, 48, 56, 69), (13 %) a u 1 nemocného ¢. 41 (1,7 %) byla prokdzana parcialni
delece 3'MYC. U vsech nemocnych byly s duplikaci 8q24 prokazany dal$i chromozomové
zmény, pouze jeden nemocny mél prokazanou jen duplikaci 8q24, avSak v dobé progrese

onemocnéni byly nalezeny 1 dal$i chromozémové zmény.
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2p

Vysetfeni na duplikaci 2p bylo provedeno pouze u 8 nemonych (1 %), u kterych byly
prokazany zmény cytogenetickym vysetienim. Z toho byl u 4 nemocnych prokazan normani
nalez, ul nemocného byla prokazana translokace t(2;14) bez zmnozeni materialu
chromozému 2 (pac. ¢. 80) a u 3 nemocnych byla prokazana duplikace, ptip. triplikace 2p

(pac. 1, 30, 69).

Komplexni zmény

Komplexni ptestavby karyotypu byly prokdzany pti vstupnim cytogenetickém vySetfeni
u 9 nemocnych (20, 39, 41, 43, 56, 58, 65, 69 a 71). Tti z téchto nemocnych (¢. 20, 43 a 69)
meli kontrolni cytogenetické vySetieni a u vSech 3 byly opét prokazany komplexni ptestavby
karyotypu. U nemocného ¢. 20 byla metodou FISH prok4dzéna jumping translokace -
geneticky material z chromozomu 2 byl translokovan na rizné chromozomy v kazdé mitdze

jiné — chromozém 'Y, 3, 8, 16, 20, 21, 22 (viz Tab XIX, XX).
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Tab XVIII: Pfehled nalezenych zmén pomoci metody FISH u pacientt pii kontrolnim vysetfeni (hodnoty uvedeny v %).

. Trom] ver [ 1O o | e S| Do S o Piesasvs [oece 00t g, | pas

1. M 49 KD 2011 | 2005 | ND | ND N N ND ND ND ND | Komplexni
zmény

2. F 71 PK 2011 | 2010 | N 50/25 N N N ND

4. M 70 PK 2011 | 2009 | N N N 54 N ND

9. M 54 PK 2011 | 2000 | N N ND ND ND N 84 ND | Komplexni
zmény

11. M 62 PK 2011 | 2010 | N N 81 N ND

16. F 48 PK 2012 | 2007 | N 15 94 N ND del(20)

19. M 57 PK 2011 | 2006 | 25 N 71 ND ND ND ND

20. M 58 PK 2011 | 2010 | 98 | ND ND ND ND ND ND 44 | komplexni
zmény

21. F 63 PK 2011 | 2005 | N N 48 N N N ND

23. M 39 PK 2012 | 2004 | ND | ND 42/44 ND ND ND ND

24. F 66 PK 2012 | 2008 N ND ND ND N ND | ins(10;17)

25. M 36 PK 2012 | 2005 28 N N 42 FD 25 ND 17

26. M 56 PK 2012 | 2006 | ND | 72 57 ND ND ND 78 ND

28. M 64 PK 2012 | 1998 18 N 27 FD ND

29. M 56 PK 2012 | 2009 24/9 22 N ND +21

30. M 34 PK 2012 | 2007 | 82 ND ND ND ND ND 81 |der(11)t(2;11)

31. M 63 PK 2012 | 1997 | ND | ND 90/6 ND ND ND ND ND inv(9)

33. M 44 PK 2012 | 2006 | 20 18 N N ND

38. M 52 PK 2012 | 2003 | N N N N ND

3. M | 8 | Pk 2012 | 2007 | 52 | N 76 N N 45 39 ND | Komplexni
zmény

45. M 57 PK 2012 | 2004 | N 12 12/74 N N N N ND
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Tab XVIII, pokrac¢ovani: Pichled nalezenych zmén pomoci metody FISH u pacient pii kontrolnim vysSetieni (hodnoty uvedeny v %).

S Troma] ver w1 T o [ SFee o] ot il [Trzomie resusvs [ R OO 5, | pa

46. M 56 PK 2012 | 2005 | N N N N N N N ND

48. F 60 PK 2012 | 2007 | N 79 59/38 N 63 FD N 80 ND

49. F 66 PK 2012 | 2010 | 5 N N N N 14 ND

51. M 66 PK 2012 | 2007 | N N N N N N N 1(7;14)

52. F 55 PK 2012 | 2002 | N N 30 N N N ND

53. M 52 PK 2012 | 2002 | N N 66 N N UNS | UNS N

54, F 46 PK 2012 | 2004 | N N 39 N N N N N | Komplexni
zmény

57. M 52 PK 2012 | 2003 | N N 0/93 N N N N ND

50. M 57 PK 2012 | 2010 | 46 N ND ND ND ND ND ND Y

60. F 74 PK 2012 | 2005 | 90 N ND ND ND ND ND ND

64. M 53 PK 2012 | 2007 | N N 10/70 N N N N ND

66. | M | 43 | PK | 2012 | 2005 | N | 82 N N N N N nD | komplexni
zmény

69. M 57 PK 2012 | 2010 | 53 N N N N N 53 Np | komplexni
zmény

Legenda: F - female (Zena), M - male (muz), N - normalni, ND - not done (neprovedeno), UNS - unsuccessful (netispésné), * - bialelicka delece
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Tab XIX: Genetické zmény detekované pomoci metod molekularni cytogenetiky (u pacientl s komplexnimi zménami v karyotypu - pii
stanoveni diagnozy).

Pac VySetieni FISH
¢ " | pohlavi | ro¢nik | pFistanoveni Zjistény karyotyp pomoci FISH
) diagnézy
1 M 1955 | del 13914 (93 %) nebyly nalezeny mitozy
del TP53 (93 %)
dup/trp NMYC(88 %)
9 M 1945 | dup MYC (57 %) N
20 M 1950 del ATM (96 %) jumping translokace:
del 13q14 (10 %) 46,XYI[5]/
46,XY ,der(22)t(2;22)(p?;p13)[6]/
dup 2p (56 %) 46,XY,der(20)t(2;20)(p?;?)[1]/
46,XY,der(8)t(2;8)(p?;pM)[2)/
46,XY,der(3)t(2;3)(p?;)[1)/
46,XY,der(16)t(2;16)(p?;?q)[1])/
46,XY ,der(21)t(2;21)(p?;p13)[ 1}/
46,XY,der(WMt(2;Y)(p?;p)[1)/
46,XY,der(8)t(2;8)(p?;p?),?dic(12;22),der(19)t(1;19)(?;?),+mar[1]
39 M 1933 | del TP53 (73 %) 46,XY,1(2;11)(9?13;q?13),der(5)t(14;17;5)(q?13;9?21;p?13),?del(17) (p13)[8]/
dup MYC (36 %) 46,XY ,1(11;1;X;11)(p?;p?2;q?;p?),der(1)t(17;12;1)(?q;q?;9?),t(2;11)(q?13;9?13),der(7)t(7;17)(q?;2q),?del (17) (p13)[8]
41 M 1950 | triz 12 (76 %) 47,XY ,1(6;8)(q?13;p?13)ins(6;8)(q?24,;0?239?24)ins(8;8)(p?;q?24),+12[19]
del 3’konce MYC
(76 %)
43 M 1924 | del ATM (38 %) 46,XY,del(6)(q21),del(11qg)[26]/
del 13914 (66 %) 47,XY,del(6)(021),t(7;17)(p?22;0?22)+8,del(11)(q22.4) der(?)ins(?;13)(?;q?32)del (13)(q14)[8]
del 6021 (25 %)
dup 8924 (34 %)
54 F 1958 | del 13q14 (11 %) N
56 M 1952 | del TP53 (89 %) 44, XY ,der(X)t(X;8)(?;q24),der(6)t(6;7)(p?24;q?21)ins(6;Y)(p?24;q?11),-7,dic(17;18)(p?11;p?11),der(20)t(7;20)(?;q?23)[8]/

del 13q14 (31 %)
del 8924 (77 %)

43,XY,der(X)t(X;8)(?;q24),der(6)t(6;7)(p?24,q?21)ins(6;Y)(p?24;q?11),-7,2dic(15;22)(p?11;p?11),dic(17;18)(p?11;p?11),

der(20)t(7;20)(?;9?23)[2]
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Tab XIX, pokracovani: Genetické zmény

v karyotypu - pii stanoveni diagnozy).

detekované pomoci metod molekuldrni cytogenetiky (u pacientd skomplexnimi zménami

Pac VySetieni FISH
¢ " | pohlavi | ro¢nik pFi stanoveni Zjistény karyotyp pomoci FISH
) diagnézy
58 M 1964 |Dbial. del IgH (83 %) | 45,XY,-6,der(13)t(6;13)(p?12;p?11)
del 6921 (83 %)
65 M 1951 | del TP53 (46 %) 44,XY der(4)t(15;10;9;4)(q22.32;q?11;p?14)del(4)(p16.3p15.1),-8,del (11)(q21q24-2),-15,del (17)(p13.3p11.2),
del ATM (46 %) 1(17:20)(q21.31g23.1;?p)del(20)(p13p12.2)del(20) (p12.1),dup(20)(p12.2p12.1)dup(20)(p11.23p11.22) der(21)t(8;21)(?;?p) [9)/
-15 (67 %) 44,XY der(4)t(15;10:9;4)(q22.32;q?11:p?14)del (4)(p16.3p15.1),-8,del (11)(q21q24-2),-15,del (17)(p13.3p11.2),
1(17:20)(q21.31923.1;?p)del (20)(p13p12.2)del(20)(p12.1),dup(20)(p12.2p12.1)dup(20)(p11.23p11.22) [8]/
46,XY[3]
66 M 1962 N N
69 M 1953 | del 9p21 (48 %) 45,X.-Y,i(8)(q10),del(9)(p21),del(11)(q22),der(18)t(2;18)(p?11;p11)[6]/
dup 8q24 (50 %) 46,XY,i(8)(q10),del(9)(p21),del(11)(q22),der(18)t(2;18)(p?11;p11)[2]/
del ATM (81 %) 46,XY[18]
dup 2p (84 %)
71 F 1937 monoal./bial. del 46,XX,1(1;16;15)(p?21,q?23;9?25)

13q14 (10 %/64 %)

46,XX,der(1)t(1;13)(q?36;9?33),t(13;17)(q?13;0:12)
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Tab XX: Genetické zmény detekované pomoci metod molekularni cytogenetiky (u pacientli s komplexnimi zménami v karyotypu - pti kontrole).

Pac. . “ kontrolni T :
& pohlavi | roc¢nik VySetreni FISH Zjistény karyotyp pomoci FISH
1 M 1955 | del ATM (98 %) 44, XY ,+i(2)(p10),der(3)t(3;8)(?p;q?23),-8,del(13)(q14),der(13)del(13)(q14)?dic(13;17)(p11;p11),?dic(18;19) (?p11;?q) [11)/
del 13q14 (12 %) 43,XY,?der(1),-2,add(4)(?935),-8,-8,add(12)(p?12),del(13)(q14),der(13)del(13)(q14)t(13;17)(p11;911),-17,-22,+2mar[ 2]/
dup 2p (44 %) 46,XY[2]

9 M 1945 | dup MYC (84 %) 46,XY,t(X;12)(?p;?q),der(17)t(8;17)(q?12;p?13)[13]/
46,XY,der(X)t(1;12;X)(?p;?0;?7p).t(3;4) (?p;?q) [3)/
46,XY[1]

20 M 1950 | del ATM (98 %) 46,XY ,der(22)t(2;22)(p?;p)[3)/

del 13q14 (12 %) 46,XY ,der(20)t(2;20)(p?;?) [4Y/

dup 2p (44 %) 46,XY,der(8)t(2;8)(p?;p?)[1)/
45,XY,1(2;13)(p?;9?),7dic(4;22)(?p;p?13),1(6;22)(9?;:q?) [1]/
45,XY,der(13)t(2;13)(p?:;9?),-21,der(22)t(2;22)(p?;p?)[1]/
46,XY ,der(4)t(2;4)(p?;?q),der(11)t(2;11)(p?;?),der(18)t(5;13;18)(?;q?;?p)ins(18;5)(?;?q)[1]/
45,XY,?dic(4;22)(q39;q13)[2]/
46,XY[5]

43 M 1924 | del ATM (52 %) 46,XY,del(6)(g21),del(11q)[18])/

del 13q14 (76 %) 47,XY,del(6)(921),t(7;17)(p?22;q?22)+8,del(11)(q22.4),der(?)ins(?;13)(?;9?32)del (13)(q14)[2]

del 6021 (45 %)

dup 8924 (39 %)

54 F 1958 | del 13914 (39 %) 46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21),t(9;13)(q?21;q?13),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[8]/
46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21)t(9;22)(?;q?12),1(9;13)(q?21;q?13),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[3]/
46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21),t(9;13)(q?21;q?13),der(16)t(11;16)(q?;q?),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[3)/
46,XX[3]

66 M 1962 | del TP53 (82 %) 46,XY ,der(3)t(3;8)(p?13;q?),der(4)t(X;4)(?;p?12)[8]/

45,XY ,-4,der(17)t(4;17)(q?;p?13)[5]/
46,XY[2]
69 M 1953 | del ATM (53 %) 45,X,-Y,i(8)(q10),del(9)(p21),del(11)(q22),der(18)t(2;18)(p?11;p11)[5)/

dup 8qg24 (53 %)

46,XY,i(8)(q10),del(9)(p21),del(11)(q22),der(18)t(2;18)(p?11;p11)[5)/
46,XY[2]

Legenda: F - female (Zena), M - male (muz), N - normalni
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Tab XXI: Ptrehled nalezenych zmén pomoci metod konvenéni cytogenetiky a molekularni cytogenetiky u pacientti s B-CLL pfi vstupnim

a kontrolnim vysetieni.

- . . . Vstupni s 1 G

& pohlavi vek v dobé Material | rok dg Rok ‘:Stlvlpn,l ho rok K | interval cytogen[c:tické Cytogve ne’t fcké FISI! Vitulfm FISH K
pac. dg. vySetreni e vySetreni (K) vySetreni

1. M 49 KD 2005 2005 2011 6 UNS ZM ZM ZM (+)
2. M 71 PK 2010 2010 2011 1 NK UNS M ZM
4, M 70 PK 2009 2009 2011 2 UNS ZM ZM ZM
9. M 54 PK 2000 2000 2011 11 ZM ZM (+) M ZM (+)
11. M 62 PK 2006 2006 2011 5 NK NK ZM ZM
16. F 48 PK 2007 2011 2012 1 ZM ZM (+) M ZM (+)
19. M 57 PK 2006 2006 2011 5 ZM ZM (+) M ZM (+)
20. M 58 PK 2008 2008 2011 3 ZM ZM (+) M ZM (+)
21. F 63 PK 2005 2005 2011 6 UNS UNS N ZM
23. M 39 PK 2005 2005 2012 7 UNS UNS ZM ZM (+)
24, F 66 PK 2008 2008 2012 4 ZM ZM (+) N ZM
25, M 36 PK 2005 2005 2012 7 NK ZM N ZM
26. M 56 PK 2006 2006 2012 6 UNS UNS ZM ZM (+)
28. M 64 PK 1998 1998 2012 14 NK NK N ZM
29. M 56 PK 2009 2009 2012 3 NK ZM ZM ZM (+)
30. M 34 PK 2007 2007 2012 55 UNS ZM ZM ZM
31. M 63 PK 1998 1995 2012 17 ZM UNS N ZM
33. M 44 PK 2006 2007 2012 5 NK NK ZM ZM (+)
38. M 52 PK 2003 2003 2012 9 UNS UNS N N
43. M 83 PK 2007 2011 2012 1 ZM ZM (+) M ZM
45, M 57 PK 2004 2004 2012 8 UNS UNS N ZM
46. M 56 PK 2005 2005 2012 7 UNS UNS N N
48. F 60 PK 2007 2010 2012 2 ZM ZM ZM ZM (+)
49. F 66 PK 2010 2010 2012 2 ZM ZM () M ZM (+)
51. M 66 PK 2007 2007 2012 5 UNS ZM N N
52. F 55 PK 2002 2002 2012 10 NK ND N ZM
53. M 52 PK 2002 2002 2012 10 NK ZM N ZM
54, F 46 PK 2004 2004 2012 8 UNS ZM ZM ZM
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Tab XXI, pokradovani: Pfehled nalezenych zmén pomoci metod konvencni cytogenetiky a molekularni cytogenetiky u pacientti s B-CLL pfi

vtupnim a kontrolnim vySetieni.

* . . . Vstupni o o

g(': pohlavi Vek(;’ dob¢ Material | rok dg ROI; ‘;Z?;E:ilho rok K | interval | cytogenetické €y;gtg§:;in&§; Flfge‘;z:gm FISH K
pac. g y vySetir‘eni y y

57. M 52 KD 2003 2003 2012 9 UNS UNS N ZM
59. M 57 PK 2010 2010 2012 2 ZM ZM ZM ZM (+)
60. F 74 PK 2005 2005 2012 7 NK UNS ZM ZM (+)
64. M 53 PK 2007 2007 2012 5 NK NK N ZM
66. M 43 PK 2005 2005 2012 7 NK NK N ZM
69. M 57 PK 2010 2010 2012 2 ZM ZM (+) ZM ZM (+)

Legenda: F - female (Zena), M - male (muz), PK - periferni krev, KD - kostni dren, K - kontrola, , NK - normalni karyotyp, N - normdlni, UNS - unsuccessful (neuspésné),
ZM - zména: (1) u pacientii doslo k vyvoji onemocnéni a vyskytu dalsi zmeny,
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Cytogenetika vstupni a kontrolni u 34 nemocnych s kontrolnim vySetienim.

Z 34 nemocnych, u nichz bylo provedeno kontrolni vysetfeni, mélo 11 nemocnych
normalni karyotyp, u 4 z nich byly pfi kontrolnim vysetieni prokazany chromozdémové
zmény. 11 nemocnych mélo v cytogenetice zmény a pouze u dvou z nich (pac. ¢. 48, 59)
nedoslo k dalsimu vyvoji karyotypu, u 8 byly v kontrolnim vySetfeni prokazany dalsi
chromozomové zmény nebo nardst patologického klonu oproti vstupnimu vysetifeni. U 10

pacientt bylo kontrolni vySetfeni netspésné.

FISH vstupni a kontrolni u 34 nemocnych s kontrolnim vySetfenim

Metodou FISH nebyly prokdzany pii vstupnim vysetieni z4dné zmény u 14
nemocnych, pii kontrolnim vySetfeni byla prokdzédna zména u 11 z nich. U vSech 20
nemocnych s prokdzanou zménou pomoci FISH v pocate€nim vySetfeni, byly prokazany
zmeény 1 pfi kontrolnim vySetfeni, u 14 z nich doslo k dalsimu vyvoji karyotypu nebo nartstu

patologického klonu v souvislosti s progresi onemocnéni.

Z celkového poctu vSech 34 nemocnych s kontrolnim vySetfenim nebyly pouze u 2
nemocnych (6 %) prokazany zmény metodou FISH, u 32 nemocnych (94 %) byly prokazany
metodou FISH genetické zmény. Z celkovych 80 pacientli vySetfenych v dob¢ diagndzy byla
u 30 pacientll (37,5 %) nalezena zména diky cytogenetickému vySetfeni a u 51 pacientl
(63,75 %) pomoci metody FISH. Celkové mélo 53 pacientti (66,25 %) zménu v cytogenetice
a/nebo ve FISH. U pacientl vySetfovanych kontrolné (34 pacientit) mélo 19 z nich (56 %)
zménu v cytogenetice a 32 pacientlt (94 %) zménu ve FISH. Tentokrat mélo celkem 32

pacientt (94 %) zménu v cytogenetice a/nebo ve FISH (shrnuti viz tabulka XXIT).

Tab XXII: Pocty pacientll s cytogenetickymi a molekularné-cytogenetickymi zménami

v dob¢ diagndzy a pti kontrole

Doba diagnozy Kontrola
(celkem 80 pacientit) (celkem 34 pacienti)
Pocet Procenta Pocet Procenta
pacientl pacientl pacientl pacientl
Zmény v cytogenetice 30 375% 19 56 %
Zmény ve FISH 51 63,75 % 32 94 %
Zmény v cytogenetice a/nebo ve FISH 53 66,25 % 32 94 %
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5.4 Pacienti s jinou diagnozou

14 nemocnych bylo vySetieno cytogeneticky a molekularné cytogeneticky v ramci
stazovaciho diagnostického vySetfeni pro podezieni na onemocnéni B-CLL. U téchto
nemocnych byla na zékladé morfologickych, imunofenotypizanich a cytogenetickych
vySetfeni prokdzana jind hematologickd malignita. U jednoho nemocného se jednalo
0 myelodysplasticky syndrom (MDS), u ostatnich 13 nemocnych o nehodgkinské lymfomy
(NHL). Jedna se o 14 pacientli, 4 Zzeny a 10 muzi ve véku od 34 - 67 let. 6 pacient bylo
vySetieno z periferni krve a 8 nemocnych bylo vySetfeno z kostni diené. 1 pacient byl
vySetien jak z kostni dfené tak z periferni krve (pac. ¢. 93). Hodnoty nalezenych zmén jak
v periferni krvi, tak v kostni dfeni lezi na hranici cut of pro pouzité sondy a pacienta nelze

hodnotit ve skupin€ nemocnych s nalezenymi zménami.

U nemocného €. 81 byla potvrzena diagndéza myelodysplastického syndromu, proto
nebylo provedeno vysetfeni k detekci B-CLL piestaveb, ale byla pouzita metoda M-FISH
k detekci komplexnich piestaveb karyotypu. U tohoto nemocného byla v karyotypu
prokazana pfitomnost derivovaného chromozému 4, ktery vznikl zmnoZenim dlouhého
ramene chromozomu 4 a translokaci této oblasti na chromozoém 4: der(4)t(1;4). Kromé¢ této
zmény, ktera byla prokazana ve vSech hodnocenych mitézach, byly metodou M-FISH
potvrzeny dal§i chromozomové piestavby, v kazdé mitéze jiné. Nélez svéd¢i pro pokrocilé
stadium onemocnéni a souvisi s progresi onemocnéni a neptiznivou prognézou (viz kapitola
Kasuistiky 5.6).

U pacienta ¢. 84 nebylo provedeno vysetfeni s panelem sond pro B-CLL, nemocny
podstoupil transplantaci KD a byl vySetfen pouze sondou pro CEP X/Y k detekci
déarcovského klonu.

U 4 nemocnych byla prokazéana ptestavba IgH genu, u dvou pacientil (¢. 91 a 92) je
soucasti t(11;14), u dalsich dvou (pac. ¢. 82 a 83) soucasti t(14;18). Delece 13ql4 byla
prokdzana u 4 nemocnych (¢. 86, 88, 91 a 92), delece ATM byla prokdzana u jednoho
nemocného (€. 90). U 2 nemocnych (81 a 88) byly prokdzany komplexni ptestavby,

souvisejici s pokrocilejSim stadiem onemocnéni.
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Tab XXII1I: Vysledky cytogenetického a molekularné cytogenetického vySetieni u pacientd s jinou diagnézou.

é. o « rok rok ..
pac, pohlavi | vék | ro¢nik VyScttent dg dg material CY ATM | p53 | 13q14 | 12 IgH 6921 | 8924
KD |ND N 6 N 5 N ND | 6
93 M | 65 | 1947 | 2012 C85 | 2012 | e N . N v N N -
90
83 F 40 | 1965 | 2012 c85 | 2005 | PK |UNS N N N N | (aa8) N
84 M | 53 | 1954 | 2012 C85 | 2007 | PK |UNS ND |ND| ND |ND| ND | ND | ND
73
92 F 39 | 1973 | 2012 c85 | 2012 | PK |UNS N N M N |z | N N
78
82 M | 61 | 1951 | 2012 C85 | 2012 | KD |46XY[12] N N N (14:18)
85 M | 67 | 1944 | 2012 C85 | 2011 | KD |46,XY[L] N N N N N N N
86 M | 67 | 1944 | 2011 C85 | 2011 | KD |46,XY[29] N N | 18/53 | N N N N
87 M | 54 | 1958 | 2012 C85 | 2012 | KD |46,XY[30] ND |ND| ND |ND| N ND | ND
90 M | 65 | 1945 | 2012 C85 | 2010 | KD |46,XY[16] 51 | N N |ND| ND N | ND
91 M | 59 | 1949 | 2012 | MCL | 2008 | KD |46,XY[27] ND | ND | 13** |ND t(119' 14y | ND | ND
94 M | 48 | 1963 | 2011 C85 | 2011 | PK | 46,XY[18] N N N N N N N
46, XY ,der(4)t(1:4)(q?12:p16)[15]
81 M| 34| 1066 | 2012 | MDS | 2000 | KD |0 e e LAT) q12qezsyE | N | ND | ND[ND | ND | ND | ND
48,XX,+12,del(13)(q14),+19[7]
88 F 40 | 1942 | 2012 C85 | 1982 | PK | 48XX,+12,del(13)(q14),del(13)(qL4),+19[3] N N | 728 | 75 N N N
46,XX[5]
M(3: “a?
89 F 67 | 1945 | 2012 c8s | 2012 | PK jg’x'[j‘]‘p(lz)(qm (3:12)(@27,9712)[2] N N N N N N N

Legenda: F - female (Zena), M - male (muz), PK - refireni krev, KD - kostni dieii, ND - not done (neprovedeno), UNS - unsuccessful (neiispésné), N - normalni,
** - monozomie, C85 - lymfom, MDS - myelodysplasticky syndrom, MCL - mantle cell lymfom - lymfom z bunék plastové zény
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5.5 Kazuistiky

Pacientka ¢. 80:

Pacientka (* 1949) byla nejdiive vySetiena na interni ambulanci v NsP Jesenik, kde
byla v jejim krevnim obraze detekovana leukocytdza: 60 tisic leukocyti, Hb 68 g/l a 78 tisic
trombocytt a s dominujici lymfocytézou (76 %) v manualnim diferencialnim rozpocétu. Na
Hemato-onkologickou kliniku FNOL byla piijata v zafi 2011 pro doSetieni leukocytozy,
s pocity tlaku na hrudi a také se ji vice tvorily modfiny, teploty nem¢la. Dle Bineta byla
hodnocena jako stadium Binet C. V krevnim obraze pfi piijeti se vyskytovala vyrazna
leukocytoza (Leu 50,70x10%1), Hb 66 g¢/l, Ery 2,36x10™/1, Tr7,9x10%). Na zakladg
laboratornich vysledkli a dle imunofenotypiza¢niho vySetfeni (70 % B-lymfocytl, které byly
CD19+, CD20+, CD23+, CD38+ a CD5+) byla stanovena diagnoza chronické lymfocytarni
leukémie. V zati 2011 byla zahajena terapie dle protokolu R-CHOP ve slozeni Mabthera,
Endoxan, Vincristin. Pro doprovodnou autoimunitni hemolytickou anémii nasazena

imunosupresivni pulzni terapie kortikoidy s postupnou stabilizaci hemolyzy.

Bylo provedeno vstupni cytogenetické vySetfeni, kterym bylo zachyceno 7 mitéz
s normalnim karyotypem a 2 mitdzy s chromozdémovymi piestavbami (Obrazek 12). Metodou

FISH byla prokazana delece 13q14 a ptestavba IgH (Obrazek 13 a 14.).
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Obr. €. 12: Cytogeneticky nalez u pacientky ¢. 80 s karyotypem: 46,XX,?der(2p),add(14q)

L1 is 86 84 2
1

3 4 5 X

6 ¥ 8 9 10 11 12
Ll e LR RF: an
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* 5 /e v an

19 20 21 22 Y mar

Obr. ¢&. 13: Vysledek molekularni cytogenetiky — FISH se sondou LSI cep12/13q14/13934,
Abbott (¢erveny signal pro 13q14, modry pro 13q34 a zeleny pro centromeru 12).



Obr. ¢&. 14: Vysledek molekularni cytogenetiky — FISH se sondou LSI IgH, Kreatech (Cerveny
signdl pro 3’oblast IgH na der(14), zeleny signél pro 5 oblast IgH na der(2) a fuzni
signal pro IgH)

der(14)

5’oblast IgH se nachazela na derivovaném chromozoému 2 - translokace t(2;14) byla
prokéazana hybridizaci s celochromozémovymi/paintingovymi (wep) sondami pro chromozém

2 a 14 (viz Obrazek 15).

Obr. ¢. 15: Vysledek molekularni cytogenetiky - FISH se sondami wcp 14 SO (Cerveny
signal) a 2 F (zeleny signal) MetaSystems potvrzujici translokaci t(2;14) - oznaceno
Sipkou.

K priikkazu, zda doSlo ke zmnoZeni oblasti 2p a ovéfeni lokalizace oblasti 2p24 (N-

MYC) byla pouzita FISH se sondou LSI NMYC Abbott (viz Obrazek 16).
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Obrazek 16: Vysledek molekularni cytogenetiky - FISH se sondami Wcp 2 F
MetaSystems/LSI N-MYC SO Abbott - translokace t(2;14), kde se gen N-MYC
(Cerveny signal) nachazi na der(2) a der(14)

der(14)+ NMYC

chr. 2 + NMYC

S pouzitim http://atlasgeneticsoncology.org//, kde jsou zobrazeny cCasté geny, se
kterymi IgH vstupuje do translokaci, bylo uréeno pravdépodobné zlomové misto na
chromozému 2, konkrétné gen BCL11A. Pomoci http://www.ensembl.org/ byly vyhledany
BAC sondy, kterymi se mapovalo misto zlomu (RP11 - 440P5, RP11 - 416L21, RP11 -
49805, RP11 - 373L24, RP11 - 335E8, RP11 - 343N14, RP11 - 67K11, RP11 - 568N6, RP11-
420C9). Takto bylo postupné zlomové misto ur¢eno v misté 2p14 (Obrazek 17)
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Obrazek 17: Schéma mapovani mista zlomu na 2p
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U této pacientky bylo tedy zji§t€éno nové zlomové misto v 2p14, kde doslo ke zlomu
a reciproké translokaci s IgH na chromozomu 14. Dale byl prokdzan klonalni vyvoj, kdy se
Vv 1. klonu nachazi pouze delece 13q14 a v 2. klonu delece 13q14 a zaroven prestavba IgH. Na

zakladé€ vyvoj onemocnéni byla nemocna zatazena do stadia Binet C.

Pacientka ¢&. 71:

U této pacientky (* 1937) se jiz od roku 2005 projevovala leukocytdza a v roce 2009
jiz byla diagnostikovana B-CLL. Z Prostéjova byla do Olomouce odeslana pro progredujici
splenomegalii (200*70 mm). V zati 2012 lze v krevnim obraze vidét: Leukocyty pr. [WBC]
B: 92,47, Erytrocyty pr. [RBC] B: 3,71, Hemoglobin [HGB] B: 111, Trombocyty pr. [PLT]
B: 102. Diky pozitivit¢ CD38+ stanoveno stadium Binet B, pacientka vsak v tuto dobu jesté
nespliiovala kritéria pro zahdjeni lécby. Odebrand periferni krev byla posldna na vySetfeni
molekularni biologii a cytogenetikou. Timto byla zjisténa klonalni populace B-lymfocytt
v periferni krvi, nemutovany status IgVH a dal§i cytogenetické zmény: bialelickd delece
13914 v 64 % hodnocenych bunék, monoalelicka delece v 10 % a fyziologicka delece IgVH
Vv 74 %. Krom¢ CD38+ byla u pacientky zjisténa i1 pozitivita ZAP-70 (86 %). Pti kontrole
0 dva mésice pozd&ji doslo k progresi trombopenie (87) a B symptomi, stadium bylo
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ptehodnoceno z Binet B na Binet C, a byla tedy zahajena terapie dle NCI - redukovany
FluCy. V tinoru 2013 je pacientka po 2. cyklu 1é¢by, progreduje u ni anémie, ale jatra byla
nezvétsena, slezina i lymfatické uzliny nehmatné. Z krevniho obrazu: Leukocyty pr. [WBC]
B: 2,06, Erytrocyty pr. [RBC] B: 3,61, Hemoglobin [HGB] B: 108, Trombocyty pr. [PLT] B:
73.

Pomoci konvenéni cytogenetiky nebylo mozné uréit chromozdémové zmény, protoze
Vv materialu se nenachazelo dostatené mnozstvi mitdéz, metodou FISH vSak byla zjisténa
bialelickd delece 13ql4 v 62 % a prestavba IgH v86 %. Dale byly pouzity
celochromozéomové sondy firmy MetaSystems a lokusové specifické sondy Kreatech
v kombinacich:

wcp 13 (F)/wep 17 (SO)

wcp 15 (F)/wep 16 (SO)

LSI 1p36/1g21/wcp 16 (SO)

LSI 1p36/1g21/wcp 13 (SO)

Byly prokazany chromozémové zmény ve vice klonech, proto byla pouzita metoda M-
FISH na buiikéch z nového odbéru PK.
Kombinaci metody M-FISH a FISH s celochromozomovymi a genovymi sondami byly
nalezeny 3 klony:

1. klon: 46,XX

2. klon: 46,XX,t(1;16;15)(p?21,;9?23;q?25)

3. klon: 46,XX,der(1)t(1;13)(q?36;09?33),t(13;17)(q?13;9?12)

Pacient ¢. 56:

Pacient byl diagnostikovan na zékladé imunofenotypizace jako B-CLL v Novém
Ji¢iné. Od pocatku roku jiZ pacient pocitoval potize jako no¢ni poceni, inava, zadychavani,
bolest svalli a pozdé&ji 1 nocni dusnost. Pro tyto projevy byl hospitalizovan, ¢imz byla zjiSténa
tézka anémie, hepatomegalie, splenomegalie, uzliny v epigastriu 45*30 mm, oboustranné
V pleuralni dutin¢ tekutina, mediastinalni uzliny 2 cm. Do Olomouce byl pfijat pro anemicky
syndrom pfi lymfoproliferaci NS. Pfi kontrole v ambulanci FNOL vySetfen krevni obraz:
Leukocyty pr. [WBC] B: 119,91, Erytrocyty pr. [RBC] B: 3,05, Hemoglobin [HGB] B: 96,
Trombocyty pr. [PLT] B: 64. V periferni krvi se dale nachazelo 83 % B-lymfocytt, které
nesly znaky CD19+, CD20+, CD23+, CD38+ a CD5+. U pacienta byla tedy béhem
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hospitalizace zahajena terapie CHOP: Endoxan, Adriablastina, Vincristin, Rednison,
provedena substituce Ery a ve stabilizovaném stavu byl propustén do domaci péce. Diagndza
byla uzaviena jako B-CLL, Binet C s nemutovanym IgVH, deleci 17p13 (TP53), deleci 13q14
a duplikaci 8q24 (MYC). Po kontrolnim vySetieni zjisténa splenomegalie, zvétSené
lymfatické uzliny, nodulace v pravé plici, korova cysta levé ledviny, coz znaci transformaci
do lymfomu. Bylo indikovéno zintenzivnéni 1é€by a pocatkem listopadu 2012 bylo také
zahajeno vyhledavani darce k allogenni neptibuzenské transplantaci krvetvornych bunék.

HLA-identicky darce byl nalezen a transplantace je zatim planovana na biezen 2013.

Jak uz bylo uvedeno vyse, po vysetieni metodou FISH byly zjistény prognosticky
nepiiznivé cytogenetické zmény: delece TP53 (17p13, 89 %), delece 13ql4 (31 %)
a duplikace MYC (8g24, 77 %). Vzhledem Kk témto vysledkim a vysledkim klasické
cytogenetiky bylo vySetfeni dale doplnéno i o metodu M-FISH, ktera odhalila komplexni

zmény v karyotypu pacienta:

1. klon: 44, XY der(X)t(X;8)(?;q24),der(6)t(6;7)(p?24,9?21)ins(6;Y)(p?24;9?11),-7,
dic(17;18)(p?11;p?11),der(20)t(7;20)(?;9?23)[8]
2. klon: 43,XY ,der(X)t(X;8)(?;q24),der(6)t(6;7)(p?24;9?21)ins(6;Y)(p?24;9?11),-7,

2dic(15;22)(p?11;p?11),dic(17;18)(p?11;p?11),der(20)t(7;20)(?;9?23)[2]

K potvrzeni a pfesné identifikaci n¢kolika zmén byly pouzity i celochromozomové

(MetaSystems) a centromerické sondy (Abbott).

Pacient ¢. 81:

U tohoto pacienta nebyla diagnostikovana B-CLL, jedna se o pacienta
s myelodysplastickym syndromem typu RA s periferni pancytopenii a trombopenii.
Lymfatické uzliny V perifernich lokalizacich nebyly hmatné, bticho bez patologické
rezistence, jatra nezvétSena, slezina nehmatna, dolni koncetiny bez otokl a klize bez
patologického nalezu. Od prosince 2006 1é¢en kortikoidy.

Klasickou cytogenetikou bylo zjisténo:

Prosinec 2011: 46,XY,-4,+mar[25]
Srpen 2012: 46,XY ,-4,+mar[7]
Neklonalni zmény:  46,XY,-4,-12,+2mar[2]
46,XY,-4,-8,+2mar[1]
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Metodou FISH a M-FISH byla prokazany chromozémové zmeény :

Leden 2012: Trizomie chromozému 8 (8 %)

Monozomie chromozoému 7 (2 %)

Srpen 2012: 46,XY ,der(4)t(1;4)(q?12;p16)[15]/
46,XY ,der(4)t(1;4)(q?12;p16),der(17)t(1;17)(9?12;q?25)[3]/
46,XY ,der(4)t(1;4)(q?12;p16)t(1;4)(q?12;9?34)[1])/
46,XY,der(5)t(1;5)(q?12;p?15),der(12)t(1;12)(q?12;9?24)[ 1]/
46,XY,t(X;1)(q?25;p?21),der(4)t(1;4)(q?12;p16)[1]

Pro progresi onemocnéni a nalez komplexnich zmén v cytogenetice zvazeni dalsi

terapie a transplantace kostni diené.

5.6 Statisticka analyza

Ke statistickému zpracovani byl pouZit statisticky software SPSS verze 15, SPSS Inc.
Chicago USA. VSechny testy byly provedeny na hlading€ statistické vyznamnosti 0,05.
Statisticky vyznamné p hodnoty jsou zvyraznény tuénym pismem.

Data byla uspofddana do kontingenc¢nich tabulek a nasledné byl proveden Fishertiv
presny test. Pro zhodnoceni statistické vyznamnosti odchylek v jednotlivych buiikach tabulky
byl pouzit vypocet adjustovanych rezidui. Pomoci adjustovanych rezidui je mozné zjistit, zda
se pozorované ¢etnosti v jednotlivych bunkach odlisuji statisticky vyznamné od ocekavanych
cetnosti. Za statisticky vyznamné rozdilné se povazuji odchylky, u kterych je hodnota
adjustovaného rezidua vétsi nez 1,96 nebo mensi nez -1,96. Cetnosti v tdchto buiikach jsou

zvyraznény tuénym pismem.
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Tab XXIV: Kontingen¢ni tabulka s ¢etnostmi pacientll s mutovanym a nemutovanym stavem

IgVH/mutovanym v segmentu VH3-21 v zavislosti na stadiu dle Bineta.

Kontingenéni tabulka

Mutacni stav
nem nebo

_ mut mut* Celkem

Binet A Cetnost 17 19 36
% 47,2% 52,8% | 100,0%

B Cetnost 5 15 20

% 25,0% 75,0% | 100,0%

C Cetnost 3 14 17

% 17,6% 82,4% | 100,0%

Celkem Cetnost 25 48 73
% 34,2% 65,8% | 100,0%

Tab XXV: Vysledek Fisherova presného testu - statisticka vyznamnost zavislosti Bineta na

mutacnim stavu IgVH genu

Oboustranna
exaktni
Hodnota signifikance
Fisherliv pfesny test 5,275 ,068
Pocet platnych pfipad 73

Fisherovym pfesnym testem nebyl prokazan statisticky vyznamny vztah mezi

veli¢inami ,,Binet” a ,,Muta¢ni stav*“ (p > 0,05). Nicméné hodnota p se blizi 0,05, je tedy

mozné vidét trend zvySujicich se procent pacienti s nemutovanym/mutovanym IgVH

v segmentu VH3-21 s vyssim stddiem onemocnéni dle Bineta.

Tab XXVI: Kontingenéni tabulka s ¢etnostmi pacientd s pozitivni a negativni expresi ZAP-

70 v zavislosti na stadiu dle Bineta.

Kontingencni tabulka

ZAP70
poz neg Celkem
Binet A Cetnost 24 1 25
% 96,0% 4,0% | 100,0%
B Cetnost 15 1 16
% 93,8% 6,3% | 100,0%
C Cetnost 10 1 11
% 90,9% 9,1% | 100,0%
Celkem Cetnost 49 3 52
% 94,2% 5,8% | 100,0%
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Tab XXVII: Vysledek Fisherova presného testu - statisticka vyznamnost zavislosti Bineta na
pozitivit¢ znaku ZAP-70

Oboustranna
exaktni
Hodnota signifikance
FisherQiv pfesny test ,938 ,783
Pocet platnych pFipad 52

Fisherovym pfesnym testem nebyl prokazan statisticky vyznamny vztah mezi
veli¢inami ,,Binet a ,,ZAP 70“, p > 0,05. Vysledek je ddn malym souborem vysetfenych

pacienttl.

Tab XXVIII: Kontingen¢ni tabulka s ¢etnostmi pacientl s pozitivni a negativni expresi CD38

v zavislosti na stadiu dle Bineta.

Kontingenc¢ni tabulka

Exprese CD38

poz neg Celkem
Binet A Cetnost 10 27 37
% 27,0% | 73,0% | 100,0%

Adjustované reziduum 2,7 2,7
B Cetnost 12 8 20
% 60,0% | 40,0% | 100,0%

Adjustované reziduum 1,9 -1,9
C Cetnost 9 7 16
% 56,3% | 43,8% | 100,0%

Adjustované reziduum 1,3 -1,3
Celkem Cetnost 31 42 73
% 42,5% | 57,5% | 100,0%

Tab XXIX: Vysledek Fisherova piesného testu - statisticka vyznamnost zavislosti Bineta na

pozitivité znaku CD38
Oboustranna
exaktni
Hodnota signifikance
Fisherav presny test 7,349 ,026
Pocet platnych pFipad 73

Fisherovym pfesnym testem byl prokazan statisticky vyznamny vztah mezi veli¢inami
,Binet“ a ,,Exprese CD38* (p = 0,026). U pacienti klasifikovanych stupném A je statisticky
vyznamné vyS$$i podil negativni exprese CD38 a statisticky vyznamné niz$i podil pozitivni

exprese CD 38.
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Tab XXX: Kontingenéni tabulka s cetnostmi pacienti s vyskytem negativnich

prognostickych cytogenetickych zmén (A - ano, N - ne) v zavislosti na stadiu dle Bineta.

Kontingenéni tabulka

fish - negat prog.zn.

i A N Celkem

Binet A Cetnost 9 29 38
% 23, 7% 76,3% | 100,0%

B Cetnost 9 13 22

% 40,9% 59,1% | 100,0%

C Cetnost 9 8 17

% 52,9% 47,1% | 100,0%

Celkem Cetnost 27 50 77
% 35,1% 64,9% | 100,0%

Tab XXXI: Vysledek Fisherova ptfesného testu - statistickd vyznamnost zavislosti Bineta na

vyskytu negativnich prognostickych cytogenetickych zmén

Oboustranna
exaktni
Hodnota signifikance
FisherQiv pfesny test 4,875 ,095
Pocet platnych pFipad 77

Fisherovym piesnym testem nebyl prokazan statisticky vyznamny vztah mezi
veli¢inami ,,Binet a ,,FISH* (p = 0,095). Nicméné lze pozorovat trend ve zvySujicich se

procentech negativnich prognostickych znaki se stoupajicim stddiem onemocnéni dle Bineta.
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6

Diskuze

B-CLL je velice heterogennim malignim hematologickym onemocnénim. Ke
v€asnému urCeni progndézy a zahdjeni ucinné 1écby se pouziva studium nékolika
prognostickych markert - klasické, imunofenotypické, molekularni a cytogenetické. Tato
prace je zaméfena na studium téchto prognostickych faktorti se zaméfenim na vysledky
cytogenetického a molekularné-cytogenetikého (FISH) vySetfeni.

Median véku pii diagndze byl u naseho souboru nemocnych 58 let s rozmezim 34 - 84
let. VySetfeno bylo celkem 60 muzt a 20 Zen (3:1). Pacientt mladSich 50-ti let bylo celkem
13 (16,25 %). Tyto hodnoty se blizi datim uvadénych v literatufe, kde se uvadi median véku
pacientl v dob¢ diagnozy 65 let a pouze 10 - 15 % pacienti mladsich 50-ti let (Rozman C. et
Montserrat E., 1995). V souboru pacienti mladsich 50-ti let bylo 11 muza a 2 zeny. Progndza
téchto pacientli byla horsi, 10 pacienti (77 %) mélo nemutovany IgVH status, u jednoho
pacienta nebylo vySetfeni provedeno. CD38 pozitivni exprese nebyla statisticky vyznamna,
pouze 4 pacienti mladsich 50-ti let mélo CD38+. Cytogenetické vySetieni u téchto pacient
prokazalo negativni prognostické zmény (u 7 pacienti - 54 %) au4 pacientd pavodné
s normalnim karyotypem, ptip. deleci 13q14, doslo k progresi onemocnéni (31 %). K progresi
zatim nedoslo pouze u 2 pacientd (15 %). Tyto vysledky potvrzuji studii Maura et al. (2013),

Ze u mladsi populace jsou s nemoci spojena vyssi rizika.

Z celkovych 76 pacientl vySetfenych na mutacni status IgVH bylo nalezeno 45
pacientll s nemutovanym IgVH genem (59 %). Vzhledem k malému souboru pacientii nebyl
Fisherovym pfesnym testem prokdzan statisticky vyznamny vztah mezi muta¢nim stavem
IgVH a stadiem dle Bineta. Hodnota p se vSak blizi 0,05, 1ze pozorovat trend zvySujicich se
procent pacientli s nemutovanym/mutovanym IgVH v segmentu VH3-21 s vy$§im stadiem
onemocnéni dle Bineta. 20 pacientd s nemutovanym IgVH genem meélo soucasné pozitivni
expresi CD38 (44,4 %). Mutovany IgVH status mélo 25 pacientt (33 %), z nichZ 7 pacientii
mélo pozitivni expresi CD38 (28 %). Pacienti s nemutovanymi geny IgVH maji dle Damle et
al. (1999) vyssi pravdépodobnost vyskytu CD38 pozitivnich B-lymfocytl, coz zde nelze
spolehlivé prokéazat vzhledem k malému souboru sledovanych pacienti. Mutovany gen IgVH
v segmentu VH3-21 byl nalezen u 6 pacienti, dle Tobina et al. (2002) se jedna o negativni
prognosticky faktor a je spojena s vyssim vyskytem delece genu TP53. To se nepodafilo
potvrdit, nicméné u 4 pacienti se vyskytovaly jiné negativni faktory - delece ATM (3

pacienti) a piestavba IgH.
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Damle et al. (1999) a Krober et al. (2002) uvadi, ze CD38 exprese u pacienti s B-CLL
je spojena s kratkym pfezitim a nemutovanym stavem IgVH. Z celého nami studovaného
souboru bylo 31 pacientii (z celkovych 80 - 39 %), ktefi mé¢li pozitivni expresi CD38.
Fisherovym piesnym testem byl prokazan statisticky vyznamny vztah mezi stadiem dle
Bineta a expresi CD38 (p = 0,026). U pacientl se stadiem A je statisticky vyznamné vyssi
podil negativni exprese CD38 a statisticky vyznamné niz§i podil pozitivni exprese CD38.
Z téchto CD38 pozitivnich pacientdl mélo 27 pacienti (87 %) nemutovany IgVH status,
3 pacienti (10 %) méli mutované IgVH v segmentu VH3-21. Pfezivani neni mozné vzhledem
ke kratké dobé¢ sledovani vyhodnotit.

Chromozomalni aberace se vyskytuji u82 % nemocnych. NejcastéjSimi zménami
byvaji delece 13q (55 %), delece 11q (18 %), trizomie 12 (16 %), delece 17p (7 %) a delece
6q (6 %). Nejzavazngjsi aberaci je delece 17p (popi. TP53) a také 11q (ATM), (Dé6hner et al.,
2000). U studovaného souboru se nejcastéji vyskytovala taktéz delece 13ql14. U pacientd,
kteti méli jen 1 zménu, se vyskytovala delece 13q14 u 59 %, delece ATM v 21 % a trizomie
12, delece 621, monozomie 13 a duplikace 8q24 v 5 %. Dalsi aberace se samostatné
nevyskytovaly. Statisticky vyznamny vztah mezi vyskytem negativnich cytogenetickych
zmeén a stadiem dle Bineta nebyl potvrzen, avsak existuje trend ve zvySujicich se procentech
negativnich prognostickych znakt se stoupajicim stddiem onemocnéni dle Bineta.

Delece 13ql14 je nejcastéjsi genetickou zménou vyskytujici se u pacientl s B-CLL.
(Dohner et al., 2000). Kromé varianty monoalelické delece se vyskytuje také delece
bialelicka, popt. ob¢€ varianty zaroven (Chena et al., 2008). Tyto vysledky potvrzuji i zjisténi,
Ze v naSem souboru pacienti se nejcatéji vyskytovala monoalelicka delece 13q14 (35 pacientd
- 45,5 %), 5 pacientl (6,5 %) melo monoalelickou deleci 13q14 soucasné s bialelickou deleci,
bialelickou deleci 13q14 samostatné mé¢l pouze 1 pacient (ale soucasné s trizomii 12).

Delece ATM byla prokazana u 16 pacientd (21 %) a u 5 pacienti (6,5 %) se
vyskytovala dalSi chromozémova zména. Dal§i zménou prokazanou soucasné s deleci ATM
byla delece 13q14, 6g21, duplikace 8924, 2p a delece 9p21.

Celkem 7 pacientl (9 %) bylo pozitivnich na deleci TP53. Pacienti s deleci TP53 maji
nejkrat§i median pieziti a byvaji u nich nelézany dalsi negativni prognostické faktory (Papajik
et al., 2006). To souhlasi s vysledky uvedenymi v této praci. Zadny nemocny nemél tuto
aberaci samostatné, vzdy byla nalezena dalSi genetickda zména (delece 13ql4, duplikace
MYC, duplikace 2p, dic(4;16), monozomie 15, dokonce i delece ATM). Nalez delece ATM
souCasn¢ s TP53 je neobvykly a svédci o pokrocilém staddiu onemocnéni, jedna se tedy

0 velmi neptiznivou prognézu. 6 pacientu s deleci TP 53 mélo nemutovany IgVH status a 3
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pacienti také CD38+ expresi. Pfezivani nemlzeme vzhledem ke kratké dobé sledovani
hodnotit.

U 6 (8 %) nemocnych byla prokdzana trizomie chromozému 12, jako samostatna
zména byla trizomie 12 prokazana pouze u 2 pacientd a ani u jednoho pacienta nebyla
prokazana soucasné s deleci ATM nebo deleci TP53. Trizomii 12 soucasné s trizomii 19
(Juliusson et Merup, 1998; Ibbotson et al., 2012) jsme zachytili ve dvou piipadech (2,5 %).

Duplikace MYC (8g24) byla v nasem souboru potvrzena u 7 nemocnych (8 %).
Jednalo se 01 Zenu (vék 78 let) a 6 muzu ve véku od 54 - 83 let. U 1 nemocného byla
prokazana parcialni delece 3’'MYC (muz, 60 let). Put et al. (2012) spojuje duplikaci MYC
prevazné s muzskym pohlavim, coz odpovida nasemu souboru, a pokroc¢ilym vékem pacientt.
To neni mozné v této praci potvrdit. S duplikaci MYC byly prokdzany dal§i chromozémové
zmény, kromé jednoho pacienta, u kterého se vSak prokazaly dal$i zmény pfti kontrole.

U 4 nemocnych se vyskytla delece 621 (6,8 %), coz souhlasi s praci Stilgenbauera
etal. (1999), kde se delece 60921 vyskytuje u7 % pacientit. U kazdého pacienta byla
prokazéana jésté jina genetickd zména (1 pacient s vyskytem zmény na Grovni cut of levelu pro
pouzitou sondu).

Translokace IgH genu nebyva u pacientd s B-CLL tak ¢asta (Dohner et al., 2000 uvadi
~ 4 %). V naSem souboru pacientll se piestavba IgH nachazela u 2 pacientd (3 %), coz
odpovida literarnim datim. Krom¢ translokaci genu se vyskytuji delece 3’konce IgH
(Berkova et al., 2008) nebo delece 5 'konce IgH genu - fyziologicka delece (FD), (Wlodarska
et al., 2007). Fyziologickou deleci IgVH jsme prokazali u 11 nemocnych, z toho u jednoho se
jednalo o deleci bialelickou.

ZmnozZeni 2p se vyskytuje v mnoha variantich. Jednd se napf. o derivované
chromozémy, c¢aste€né trizomie, nevyvazené translokace apod., coz byva soucasti
komplexnich zmén v karyotypu pacienta. Samostatné se tato zména nevyskytuje a souvisi
S progresi onemocnéni (JaroSova et al., 2010). Z celkového souboru bylo na zmnozeni 2p
vySetfeno pouze 8 pacientll, u 3 nemocnych byla prokdzana duplikace (popft. triplikace) 2p
a u 1 nemocného byla prokazana translokace t(2;14) bez zmnozZeni materialu chromozému 2.
1 pacient mél deleci TP53 a 13q14, dal$i 3 mé&li deleci ATM (tuto zménu samostatné s 2p+
nebo spolecné s deleci 9p21/13q14). 3 pacienti méli nemutovany IgVH status, 1 mutovany
v segmentu VH3-21 a 3 pacienti pozitivni expresi CD38+. To odpovida vysledkiim prace
Fabrise et al. (2013), ktery spojuje zmnozeni 2p S nalezem nepiiznivych cytogenetickych
deleci (ATM, TP53), nemutovanym statusem IGVH a expresi CD38.
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U 13 pacienti byly prokadzédny komplexni pfestavby karyotypu. Nalez sveédci
0 progresi onemocnéni a je spojen se Spatnou progndézou a rezistenci vici chemoterapii

(Koski et al., 2000).
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7 Zavér

Hlavnim cilem prace bylo, krom¢ shromazdéni literarnich tdaji o prognostickych
chromozomovych zméndch u pacientll s B-CLL, také stanovit a detekovat genetické zmény
u souboru nemocnych s B-CLL pomoci FISH (fluorescenc¢ni in situ hybridizace) a statisticky
vyhodnotit vysledky.

Detekovanymi zménami v souboru pacienti byla nejcastéjSi delece 13ql4
(monoalelicka/bialelicka), dale delece ATM, delece TP53, trizomie chromozomu 12,
duplikace MYC, parcialni delece MYC, fyziologicka delece IgH, prestavba IgH, delece 6921,
zmnoZeni kratkého ramene 2. chromozomu, delece 20q, ptipadné jiné¢ zmény.

Vysledky v této potvrzuji, ze detekce chromozémovych zmén u pacientti s B-CLL ma
velky vyznam v urcovani prognézy pacienti a také z hlediska volby lécebné strategie.
Vysledky vsak nelze vzhledem k malému souboru pacientti a kratké dobé sledovani statisticky
jednozna¢né vyhodnotit (s vyjimkou negativity CD38 u pacientl se stadiem dle Bineta A), Ize
pouze sledovat trend v zavislosti nékterych faktort. Statistické hodnoceni bude predmétem

dizerta¢ni prace, kde bude soubor nadale sledovan a hodnocen.
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Seznam pouzitych zkratek

A
ATM
B-CLL

BM médium
bp

C

CCD kamera
CD

CEP

CY

DAPI

DNA

EBSS

FISH
G

H

Hb
HSCs
in situ
in vitro
K

kD
K24
KCI
KD
LSI

mar
MCL
MDS
M-FISH

adenin
ataxia telangiectasia mutated
chronicka B-lymfocytarni leukémie

bone marrow medium; médium pro kostni dien

base pair - pary bazi (kbp - kilobaze, Mbp - megabaze)
cytosin

charge-coupled device camera; kamera s technologii snimani obrazu
cluster of differentiation; diferencia¢ni antigen

oznaceni pro centromerickou sondu

cytogenetika

4' 6-diamidino-2-fenylindol

deoxyribonukleova kyselina

Earle’s balanced salt solution; Earliv oplachovaci roztok
female (Zena)

fluorescencéni in situ hybridizace

guanin

heparin

hemoglobin

Hematopoetic Stem Cells - hematopoetické kmenové bunky
,,na miste*

,,ve zkumavce*

kultivace

kiloDalton

kultivace 24 hodin

Chlorid sodny

kostni dien

oznaceni pro lokusové specifickou sondu

male (muz)

marker

mantle cell lymphom - lymfom z bun¢k plastové zony
myelodysplasticky syndrom

multicolor FISH; mnohobarevna FISH
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miRNA

ND
NK
NK-bunky
P1-3-K
PK
RNA
rpm
RT

SG

SO
SOP
SSC

UNS
WCP
WHO

micro ribonukleova kyselina
normalni nalez

not done (neprovedeno)

normalni karyotyp

natural killer bunky; druh lymfocytu
fosfatidylinositol-3-kinaza

periferni krev

ribonukleova kyselina

rounds per minute; otacky za minutu
room temperature; pokojova teplota
spectrum green; zelené spektrum
spectrum orange; oranzZové spektrum

standardni opera¢ni postup

saline-sodium citrate buffer; citratovy solny pufr

thymin

unsuccesful (netispésné)

oznaceni pro celochromozémovoou sondu

World Health Organization - Svétova zdravotnicka organizace
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