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Souhrn

Tato bakaldiskd prace Snazvem Chromozomdlni zmény u chronické lymfocytarni
leukemie se zabyva detekci a vyznamem chromozomalnich aberaci u pacient s chronickou
lymfocytarni leukemii (CLL). Chromozomalni aberace jsme schopni detekovat pomoci klasické
a molekularni cytogenetiky a nékteré z nich, v kombinaci s dalsimi ukazateli a klinickymi

hodnotami, slouzi jako vyznamné prognostické markery tohoto onemocnéni.

V laboratofi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky (LCG) na Hemato-onkologické
klinice (HOK) Fakultni nemocnice (FN) v Olomouci bylo vySetfeno v obdobi 04/2017-11/2017
25 pacientt s CLL, ktefi byli ndhodné vybrani ze souboru pacientti oSetfovanych na HOK.
U vSech byla provedena klasickd cytogenetickd analyza a zaroven byli vySetieni metodou
fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) za pouziti panelu sond pro CLL. U pacienti byly
detekovany ruzné zmény karyotypu véetné chromozomalnich zmén s popsanym prognostickym
vyznamem (delece 13ql4, trizomie chromozomu 12, delece genu TP53 a ATM, delece 6g21,

duplikace 8q24 a piestavba genu IGH).

Nejcastéji — v 56 % piipada (14 pacientt) byla detekovana delece 13q14, ztoho v 71 %
(10 pacientil) se jednalo o monoalelickou deleci, ve 29 % (4 pacienti) o deleci jak
monoalelickou, tak bialelickou. Ve 20 % ptipadd (5 pacientt) byla detekovana delece genu
TP53, v 16 % ptipadi (4 pacienti) pak delece genu ATM. Dale byla pozorovana delece 6g21 v
8 % ptipadl (2 pacienti). Trizomie chromozomu 12 byla prokazana v 8 % piipadd (2 pacienti).
Nejméne frekventovanymi zménami byly duplikace 8924 (1 pacient) a piestavba genu IGH (1
pacient), které byly obé detekovany ve 4 % ptipadi. U jednoho pacienta (4 %) byla nalezena
duplikace oblasti 2p.

Vysledky FISH v kombinaci s klasickym cytogenetickym vySetfenim karyotypu
a stanovenim mutacniho stavu IgVH genu, doplnéné v nékterych piipadech metodou array
komparativni hybridizace (arrayCGH), patfi k dilezitym prognostickym markerdm u CLL
a v kombinaci s dalsimi ukazateli slouzi k zafazeni pacientd do rizikovych skupin a pfispivaji

ke stanoveni 1éCebné strategie.



Summary

This bachelor thesis entitled Chromosomal aberrations in chronic lymphocytic leukemia is
focused on detection and impact of chromosomal changes in chronic lymphocytic leukemia
(CLL). Chromosomal aberrations are detectable by classical and molecular cytogenetics and
some of them, in combination with other parameters, can serve as a significant prognostic

markers of this disease.

A total of 25 patients with CLL were examined in the Laboratory of Cytogenetics and
Molecular Cytogenetics at the Department of Hemato-Oncology in Faculty Hospital Olomouc
from April 2017 to November 2017, patients were selected randomly from a cohort of CLL
patients diagnozed and treated at HOK. All of them were investigated by conventional
cytogenetics and fluorescence in situ hybridization (FISH) with the CLL probe panel. Various
chromosomal aberrations were detected, some of them with defined prognostic signifikance
(deletion of 13qg14, trisomy 12, deletion of ATM and TP53 genes, deletion of 6921, duplication
of 8924 and translocation of IGH gene).

Mostly — in 56 % of cases (14 patients) the deletion of 13ql14 region was found, in 71 %
(10 patients) it was monoalelic deletion and in 29 % (4 patients) it was monoallelic and biallelic
deletion. The deletion of TP53 gene was detected in 20 % cases (5 patients), the deletion of
ATM gene was detected in 16 % cases (4 patients). The deletion of 621 region was observed
in 8 % cases (2 patients). Trisomy 12 was confirmed in 8 % cases (2 patients). The duplication
of 8924 region (1 patient) and the translocation of the IGH gene were both detected in 4 %
cases. The duplication of 2p region was demonstrated in 1 patient (4 %).

The results of the FISH method combined with a conventional cytogenetics, the IgVH gene
mutation status, in some cases completed also by the arrayCGH (comparative genomic
hybridization) method, belong to important prognostic markers in CLL. In combination with
other indicators they are used to stratify patients into risk groups and they also assist in

determination of treatment strategy.
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1. Uvod

Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) je nejcastéjsi hematologickou malignitou
dospélych v zépadnich zemich. CLL je charakterizovana klonalni proliferaci a akumulaci
neoplastickych B-lymfocyti v periferni krvi, kostni dfeni, lymfatickych uzlinach a ve slezinég.
Pribéh onemocnéni je extrémné individudlni, u kazdého pacienta jiny — z tohoto divodu je
velmi dulezité stanoveni prognostickych faktor, mezi které patii zejména vek, pohlavi,
mutacni status IgVH genu a chromozomalni zmény. U vétSiny pacientl je onemocnéni stabilni
nebo s velmi malou progresi po dobu nekolika let. Asi u 20 % pacientit dochazi po diagnoze
K rychlejsi progresi onemocnéni a je nutné zahajit 1écbu. Zafazeni do prognostické skupiny je
velmi dulezité pro stanoveni 1é¢ebného postupu. Nové 1écebné strategie umoznuji ve velké mife
navozeni dlouhodobé kompletni remise onemocnéni a zlepSuji délku a kvalitu zivota pacient
s CLL.

Mezi nejvyznamnéjsi prognostické ukazatele u CLL patii specifické chromozomalni
aberace: delece 13ql14, trizomie chromozomu 12, delece gentit TP53 a ATM, delece 6921,
duplikace 8q24 a prestavba genu IGH. Vyjmenované chromozomalni zmény jsme schopni
detekovat metodou fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) s pouzitim genovych
a centromerickych sond az u 80 % pacientd. V posledni dob& se za vyznamny negativni
prognosticky faktor povazuje i nalez komplexniho karyotypu, ktery detekujeme klasickou

cytogenetikou.

V jednotlivych kapitolach se budu zabyvat problematikou CLL, zejména detekci

jednotlivych chromozomalnich zmén u CLL.



N

H wonN e

Cile prace

Sestaveni souboru pacientti s CLL.

Seznameni s problematikou CLL.

Sestaveni literarniho prehledu nejcastéjSich chromozomalnich zmén.

Uréeni chromozomalnich zmén u pacientti s CLL pomoci metody fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH).

Analyza ziskanych dat.



3. Literarni prehled
3.1 CLL

,,Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je klonalni proliferace s akumulaci morfologicky
zralych lymfocyta, které infiltruji kostni dfen, periferni krev, lymfatické uzliny, slezinu a také

nehematopoetické organy.* (And¢l et al., 2001).

CLL vznika maligni transformaci klonu B-lymfocytd. Tento klon sice po morfologické
strance vypada zrale, avSak ve skutec¢nosti zustal ve stadiu ¢asného B-lymfocytu a nepokracuje
dale v procesu dozravani (Friedmann et Vanasek, 1994). Také ztraci schopnost apoptozy

a muze se nekontrolovatelné mnozit (Andél et al., 2001).

V ¢&asnych stadiich dochazi k tvorbé blasti v kostni dieni, ze které jsou transportovany do
periferni krve. V pozdg&jsich stadiich dochazi kinfiltraci sleziny a lymfatickych uzlin
a kone¢nym dusledkem je selhani krvetvorby (Andél et al., 2001).

Nastup nemoci je zpocatku velmi nendpadny. Mezi hlavni pfiznaky patii zvySena unava,
snizena vykonnost, malatnost, zvétSeni uzlin, no¢ni poceni, nechutenstvi a hubnuti (Friedmann
et Vanasek, 1994). Prubéh choroby je u kazdého pacienta individualni. Pfiblizné u poloviny
pacientl je onemocnéni stabilni nebo s velmi malou progresi po desitky let. Ve vétsing piipada
nemusi byt tito pacienti v dobé diagndzy 1éCeni a jsou pouze pravidelné sledovani. Asi u 20 %
pacientd dochédzi ale po diagn6ze K progresi onemocnéni. Tito pacienti jsou zafazovani
na zakladé prognostickych faktori do rizikovych skupin a je u nich nezbytné zahajeni terapie.
U 3 - 5 % pacientl mize dojit i navzdory moderni 1é¢bé k transformaci CLL do tzv. Richterovy
transformace. Toto zhorSeni stavu je doprovazeno vysokymi teplotami, hubnutim a progresivni
lymfadenopatii. Nejéastéjsi formou Richterovy tranformace je vysoce maligni lymfom,
pochazejici z nediferencovanych B-lymfocyti, ktery navzdory 1é¢bé vede ke smrti pacienta
do 5 — 8 mésicn (Vasilj et al., 2010).

3.1.1 B-lymfocyty

Lymfocyty jsou bunky specifické imunity, jejimz zakladem je interakce antigenu
s protilatkou. Lymfocyty délime na dvé skupiny — T-lymfocyty, které dozrévaji v brzliku
(thymus) a B-lymfocyty, které dozravaji v kostni deni (bone marrow). Po setkani B-lymfocytu

s antigenem se B-lymfocyt méni na dva typy bunék:

a)  Plazmatické bunky
b)  Pamétové bunky



Plazmatické bunky slouzi k produkci protilatek (imunoglobulinti) proti danému antigenu.
Antigen se vaze na BCR receptor (B-cell receptor), na ktery se zaméfuji néktera 1é¢iva proti
CLL. Pamétové buniky na svém povrchu dlouhodobé nosi antigen, s nimz se uz setkaly
a v piipadé opakovaného setkani se stejnym antigenem jsou schopny okamzité produkce

velkého mnozstvi imunoglobulinti (Dylevsky, 2009).

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny, které se skladaji z lehkého (IGL) a tézkého (IGH)
fetézce. Kazdy tetézec je tvofen konstantni a variabilni oblasti. Geny, které koduji variabilni
oblast tézkého fetézce, jsou tvofeny pieskupovanim V, D a J segmentd. Geny, kodujici
variabilni oblast lehkého fetézce pak pieskupovanim segmenti V a J. Toto pieskupovani
segmentu je typické pro rany vyvoj B-lymfocyti. Nasleduje jejich pifesun do germinélniho

centra, kde muze dojit k somatické hypermutaci (Chiorazzi et al., 2005).

Na zakladé toho, jestli do§lo k somatické hypermutaci, rozliSujeme mutovany IgVH nebo
nemutovany IgVH. Mutaéni status IgVH je vyznamnym prognostickym faktorem a ovliviiuje

lécbu a median preziti.

3.1.2 Diagnostika

Diagnoéza je stanovena na zakladé vySetieni krevniho obrazu, kdy je podle iwCLL kritérii
(International working group for CLL) pro CLL typicka piitomnost vice nez 5 x 10l
Klondlnich B-lymfocyti (lymfocytéza). Lymfocyty maji zaroven atypickou morfologii
a specificky imunofenotypovy profil. Charakteristicky imunofenotyp CLL buiky je dan expresi
povrchovych antigeni CDS5, CD19, CD20, CD23 a chybégjici nebo slabou expresi FMC-7,
CD22, CD79b a povrchového imunoglobulinu.

3.1.3 Vyskyt

V zépadnim svété je CLL nejcastéjSim typem leukémie u dospélych a predstavuje 25 %
vSech leukémii (Rai et Jain, 2016). Pocty pacientt s CLL se li$i napfi¢ kontinenty. Nejvice
postizenych se nachazi v Australii, Severni Americe a v Evropé. Naopak nejméné postizenych
je pak vJizni Americe a v Asii. Primérny vyskyt proto napfti¢ regiony kolisa od 0,01 %
do 0,06 % obyvatelstva (Kipps et al., 2017).

Vyskyt CLL se dramaticky zvySuje s pribyvajicim vékem. Toto onemocnéni je velmi Casté
u starSich lidi, s vékem nad 65 let. CLL se také dvakrat Castéji vyskytuje u muzd, neZ u Zzen
a muzi na ni ¢astéji umiraji. Mnohem castéji postihuje bélochy, nez ¢ernochy (Redaelli et al.,
2004). S vyssi frekvenci se také vyskytuje u Zidi ve vychodni Evropé. Vétsi riziko onemocnéni

hrozi také u pokrevnich piibuznych pacienta s CLL.



3.1.4 Klasifikace

CLL rozdélujeme do rizikovych skupin podle dvou zakladnich klasifikaénich (stazovacich)
systému podle Rai et al. (1975) a Binet et al. (1981). Na Hemato-onkologické klinice Fakultni
nemocnice v Olomouci se bézné pouziva déleni dle Bineta, ve kterém se pacienti rozdéluji do tii
skupin podle toho, kolik oblasti je nemoci zasazeno. Pro klasifikaci CLL bylo vymezeno 5

zakladnich oblasti a to:

a) Hlava a krk

b)  PodpaZi (postiZzeni obou podpazi se pocita jako jedna oblast)
C) Tiisla (postiZzeni obou tfisel se pocita jako jedna oblast)

d)  Hmatnd jatra

e) Hmatna slezina (Panovskéa et Doubek, 2013)

Déle se také sleduje, jestli pacient trpi anémii nebo trombocytopenii. Anémie neboli
chudokrevnost nastava pti snizeni hladiny hemoglobinu pod ur¢itou mez (Lukas at al., 2015).

Trombocytopenie nastava pii poklesu trombocytti — krevnich desti¢ek (Safrankova et Nejedld,
2006).

Tabulka ¢. 1: D¢leni pacientd do jednotlivych skupin dle Binet et al.

Skupina Pocet postiZenych oblasti Median preZiti (mésice)
Ménée nez 3 postizené oblasti
A o ) Vice nez 120
Bez anémie a trombocytopenie
3 a vice postizenych oblasti
B o ) 84
Bez anémie a trombocytopenie
Z4dné postizené oblasti

C . _ 24
Anémie a/nebo trombocytopenie

Podle zavéra posledniho mezinarodniho mitinku o CLL (iwCLL 2017) ztstavaji systémy
podle Raie a Bineta stale platné, mezi relevantni pfidatné prognostické markery je ale nutno
zafadit mutacéni stav IgVH, sérovou B2m, pfitomnost del (17p) a/nebo mutace TP53
a komplexni karyotyp (Hallek, 2017).

3.1.5 Lécba
U pacienttl, ktefi se fadi podle klasifikace do skupiny 1 podle Raie nebo do skupiny

A podle Bineta a trpi ¢asnym stddiem onemocnéni, plati, ze nevyzaduji 1é€bu a jsou pouze



sledovani (Panovska et Doubek, 2013). Avsak pokud se nemoc za¢ne rozvijet nebo se objevi
symptomy nemoci, je pacientim doporucena lé¢ba. Mezi hlavni ptiznaky progrese nemoci patii

splenomegalie, nebo pokud se lymfocyty v periferni krvi zdvojnasobi za mén¢, nez jeden rok.

Pti volbé terapie se musi brat na zietel nékolik dillezitych Ciniteld, jako je veék nad 65 let,
piitomnost dalSich nemoci (komorbidita), delece (17p), mutace TP53, pfitomnost komplexniho

karyotypu a mutacni stav IgVH.

Lécba pacientd s CLL muiZe zahrnovat pouze chemoterapii, chemoterapii s imunoterapii
nebo 1éCiva, kterd cili na signalni drahy CLL bunék, které ovliviuji jejich rast a preziti (Kipps

etal., 2017).

3.1.5.1 Chemoterapie

Chemoterapie byla hojné vyuZivana v poslednich 50 letech. Pouzivala se k ni predev§im
alkylacni agens nebo purinova analoga. Mezi alkylacni agens fadime chlorambucil,
cyklofosfamid a bendamustin. Mezi purinova analoga pak fludarabin, pentostatin a kladribin
(Kipps et al., 2017). Chlorambucil a bendamustin se vyuzivaji pifi 1é¢b&é pacientil
s komorbiditami (Eichhorst et al., 2011). Chemoterapie mize zvysit riziko infekei, ale také diky
ni miize vzniknout sekundarni nddorové onemocnéni, jako naptiklad akutni myeloidni leukemie

(Kipps et al., 2017).

3.1.5.2 Chemoimunoterapie

Chemoimunoterapie je kombinaci chemoterapie s monoklonalnimi protilatkami, jako je
rituximab, obinutuzumab nebo ofatumumab. Tato kombinace se jevi jako vyhodna. Pacienti,
ktefi jsou lé¢eni chemoimunoterapii vykazuji vy$§i miru odpovédi na 1éébu a delsi medidn
preziti, nez ti, ktefi jsou léCeni pouze chemoterapii. Chemoimunoterapie je také vhodna
pro pacienty star$i nez 65 let srliznymi komorbiditami. NejCastéji se pouziva kombinace
fludarabin + cyklofosfamid + rituximab (FCR) a bendamustin + rituximab (BR). Kombinace
BR se pouziva u pacientil bez predchozi 1éCby a bez delece (17p). U pacientt, ktefi jsou léceni
kombinaci FCR se vSak s vy$§i mirou vyskytuje neutropenie a infekce, nez u pacientt, 1é¢enych

kombinaci BR (Kipps et al., 2017).

3.1.5.3 Inhibitory BCR signalingu
Mezi inhibitory BCR signalingu fadime BTK inhibitory, P13K inhibitory a SYK inhibitory
(Kipps et al., 2017). Zastupcem BTK inhibitort je ibrutinib, ktery se vyuziva pii 1é¢bé pacientt



starSich 65 let, bez delece (17p). Mezi vedlejsi ucinky uZzivani ibrutinibu patii inava, prijem,

vyrazka a zvySeny krevni tlak (O’Brian et al., 2014).

Hlavnim zastupcem P13K inhibitord je idelalisib, ktery se vétSinou aplikuje spolu
s rituximabem. Pacienti léCeni touto kombinaci maji prokazatelné vy$si miru odpovedi a delsi

median preziti. Idelalisibem jsou lé¢eni pacienti v relapsu onemocnéni (Kipps et al., 2017).

3.1.5.4 BCL - inhibitory

Nejznaméjsim BCL-2-inhibitorem je venetoclax. Ten inhibuje protein BCL-2, ¢imz je
navozena apoptéza CLL bunék. Venetoclax se pouZiva u pacientd s relapsem a s deleci (17p)
(Kipps et al., 2017).

3.2 Cytogenetické a molekularné cytogenetické vySetieni u CLL

3.2.1 Klasicka cytogenetika

Klasicka cytogenetika se zabyva studiem chromozomtl a stanovenim karyotypu. Vyzaduje
pfitomnost chromozomi ve stadiu metafaze, coz bylo v minulosti u CLL problematické
vzhledem K nizké prolifera¢ni aktivité neoplastickych B-lymfocytd in vitro. V soucasnosti se
tento problém fes$i pouzitim stimulace B-lymfocytd pomoci interleukinu 2 (IL2) a CpG
oligonukleotidi DSP30. Dalsi nevyhodou klasické cytogenetiky je velmi nizké rozlieni
(5 —10 Mb), které zavisi na kvalité a morfologii chromozomu. Z tohoto divodu se k doplnéni
nalezu klasické cytogenetiky vyuziva molekularni cytogenetika (viz kapitola 3.3 Molekularni
cytogenetika CLL).

Zakladni soucasti cytogenetického vySetfeni je pruhovani, které umoziuje odliSeni
jednotlivych chromozomovych partt na zakladé specifickych svétlych a tmavych prouzka,
v zavislosti na typu chromatinu. Existuji dva typy chromatinu. Prvnim typem je
heterochromatin, ktery je velmi kondenzovany, tudiz je dobie barvitelny a viditelny.
Heterochromatin se ve velké mife nachdzi v oblasti centromery a neobsahuje zadné aktivni
geny, je transkripcné neaktivni. Druhym typem je euchromatin, ktery je transkripéné aktivni —
nachazi se v ném geny, které se transkribuji. Euchromatin je rozvolnény, z ¢ehoz vyplyva, ze se
slabé barvi (Benner et Ness, 2014). Pro kazdy chromozom je rozlozeni pruhl typické. Byla
ustanovena mezindrodni nomenklatura ISCN (International system for human cytogenetic
nomenclature), podle niz ma kazdy chromozom ramena p (kratkd) a q (dlouhd), ktera jsou

rozdélena do oblasti a podoblasti a jsou ¢islovana smérem od centromery k telomerdm. To



umoziuje presnou identifikaci zmén na chromozomu (Lexova et al., 2000). Dale chromozomy
charakterizuje jejich velikost a poloha centromery. RozliSujeme nékolik pruhovacich technik,
mezi které patii R-pruhovéni, Q-pruhovani, C-pruhovani, NOR-barveni a v soucasnosti asi

nejvice pouzivané G-pruhovani.

3.2.2 G — pruhovéni

G — pruhovani je nejrozsitenéjsi a nejpouzivangjsi metoda barveni chromozomt. Vzorek je
vystaven pusobeni trypsinu, ktery denaturuje proteiny chromozomi. Tyto proteiny jsou
nasledné obarveny Giemsovym barvivem. Tmavé jsou obarveny heterochromatinové oblasti
bohaté na adenin a thymin, svétle pak euchromatin, bohaty na guanin a cytosin (Lexova et al.,
2000). Hodnoceni probiha ve svételném mikroskopu, kdy jsou vyhledany mitozy, které jsou
pomoci CCD (couple charged device) kamery a speciélniho softwaru nasnimany a nasledné

karyotypovany.

3.2.3 Karyotyp

Karyotyp je charakteristika vSech chromozomil v jadfe buiky. Sestavuje se z divodi
zjisténi riznych chromozomalnich aberaci a to z jakékoliv télni buiiky. V hemato-onkologické
praxi se ovSem nejéastéji pouzivaji leukocyty, které jsou kultivovany v kultivaénim médiu
a stimulovany k déleni. Ve stadiu metafaze se chromozomy zafixuji, obarvi a uspofadaji podle
velikosti do parta. Karyotyp ¢lovéka ma za normalni situace celkem 46 chromozomu, z toho 22
part autozomti a 1 par gonozoma (Lexova et al., 2000). Normalni karyotyp zeny je 46, XX
amuze 46, XY. Pii kancerogenezi vznikaji specifické chromozomalni zmény, které maji
pfimou souvislost s danym hemato-onkologickym onemocnénim. Jsou pouZivany pro upfesnéni
diagndzy, stanoveni progndzy, urceni 1ééby a sledovani jeji GspéSnosti, detekci vyskytu

minimalni rezidualni choroby a ptipadné relapsu onemocnéni.

Pii vyskytu tii a vice nesouvisejicich klonalnich chromozomalnich aberaci, at' uz

numerickych ¢i strukturnich, pak hovotime o komplexnim karyotypu (Baliakas et al., 2014).

3.3 Molekularni cytogenetika CLL

Vedle klasické cytogenetiky patii mezi hlavni metodu, pomoci které jsou urcovany
chromozomalni aberace u CLL fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH). Pouzitim této
molekularné cytogenetické metody jsme schopni stanovit piedem definované chromozomalni

zmény. V nékterych ptipadech je vhodné k doplnéni a uptfesnéni nalezenych chromozomalnich



aberaci doplnit FISH o mnohobarevnou fluorescen¢ni in situ hybridizaci (mFISH) a array-

komparativni genomickou hybridizaci (arrayCGH).

3.3.1 FISH

FISH, neboli fluorescenéni in situ hybridizace je metoda, kterd se pouziva k detekci
chromozomalnich aberaci, k identifikaci gent, které jsou spojovany s riznymi genetickymi
onemocnénimi a ke zkoumani mechanismu vzniku aberaci (Gray et al., 1994). Pomoci specialni
fluorescenéni DNA sondy jsme schopni detekovat konkrétni mista v genomu (Werner et al,
1997). Nejdiive dojde kdenaturaci DNA, kdy se dvojvlaknova DNA rozpadne
na jednovlaknovou. Po piidani DNA sondy a nasledné inkubaci dojde k navazani DNA sondy
ke komplementarnim sekvencim na jednovlaknové DNA. Nasleduje odmyti nenavazané nebo
slabé navazané DNA sondy. Hotovy preparat se pozoruje pod fluorescencnim mikroskopem

a analyzuje se za pomoci specialniho softwaru (Trask et Pinkel, 1990).
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Obrazek €. 1: Princip FISH

Tato metoda umoznuje sledovani konkrétnich genli nebo oblasti chromozomul nejen
na mitozach, ale i v interfaznich jadrech. Dokaze urcit i velmi malé chromozomalni aberace,
které nelze stanovit klasickou cytogenetikou. BéZn¢ jsou pouzivany kombinace dvou nebo tii

ruzng fluorescencné znacenych sond.

Sondy pro FISH délime na:



b)

d)

1

Centromerické

Tyto sondy hybridizuji se specifickymi repetitivnimi sekvencemi, které se nachazi
Vv oblasti centromery. Pouzivaji se pfedev§im pro zjisténi numerickych aberaci (Lexova et
al., 2000).

Genové (lokusové specifické)

Genové sondy hybridizuji s ur¢itymi geny na chromozomech. Vzajemné se od sebe lisi
svou velikosti (Lexova et al., 2000).

Subtelomerické a telomerické - specifické pro subtelomerické a telomerické oblasti
jednotlivych chromozomi

Malovaci sondy pro celé chromozomy

Vznikaji smichdnim jednotlivych sond pro cely chromozom. Dané sondy jsou oznaceny
stejnym fluorochromem (Pritchard et Korf, 2007). Pomoci téchto sond jsme schopni
detekovat rizné strukturni prestavby, jako napiiklad translokace mezi rlznymi

chromozomy.

Centromerické

{_ Celochromozomove

Obrazek €. 2: Typy sond
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3.3.2 mFISH

Speicher et al. (1996) vyvinuli metodu zvanou mFISH, kterd umoziiuje v jednom
hybridizacnim pokusu obarvit rliznymi barvami vSech 22 parG autozomd i pohlavni
chromozomy X a Y v lidském karyotypu. Metoda pouZziva 24 rozdilnych DNA sond, které jsou
oznaceny 5 odlisnymi fluorochromy nebo jejich kombinacemi, které jsou specifické pro kazdy
chromozomovy par. Nahybridizovany preparat je postupné nasniman pomoci Sesti
fluorescencnich filtri a kamery, obraz se poté analyzuje specidlnim softwarem, ktery slozi
jednotlivé fluorescenéni obrazy do jednoho, skutecné barevného obrazu. Témto skutecnym
barvam se ptifadi tzv. pseudobarvy, které jsou pro lidské oko snadnéji rozeznatelné. Citlivost
metody zavisi na ptitomnosti a kvalité chromozomua v metafazi a pohybuje se od 1 do 2,5 Mb.
Metoda mFISH je vhodna zejména k urceni ptivodu marker chromozomui a komplexnich zmén
karyotypu, ale neni schopna detekovat drobné intrachromozomové piestavby. Postup piipravy

vzorki je stejny, jako u klasické FISH.

3.3.3 ArrayCGH

ArrayCGH je metoda, ktera se vyvinula zjiz existujici metody CGH (komparativni
genomova hybridizace). ArrayCGH vyuziva misto metafaznich chromozomui sekvence DNA,
které jsou navdzény na mikroskopickém skli¢ku (Cipu). Diky této metodé mizeme rychle
analyzovat zmény poctu kopii jednotlivych sekvenci DNA. Metoda je zalozena na izolaci
nadorové DNA, kterd je oznaCena fluorochromem. Dale je tieba kontrolni genomova DNA
oznacena jinym fluorochromem. Tyto zna¢ené DNA jsou nasledné hybridizovany na sklicko se
sekvencemi DNA. Porovnanim poméru fluorescence jednotlivych fluorochromi mitiZzeme

detekovat zmény poctu kopii sekvenci DNA (Adam et al., 2008).

3.4 Prognosticky vyznamné chromozomalni zmény a dalsi biologické

markery u CLL

Mezi nejéastéjs$i cytogenetické zmény detekované u CLL patii delece 13q1l4 (55 %),
trizomie chromozomu 12 (16 %), delece gent TP53 (7 %) a ATM (18 %), delece 6g21 (6 %),
duplikace 8q24 a prestavba genu IGH. Riizné zmény maji riizny prognosticky vliv na diagnozu

pacienta.
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Tabulka ¢. 2: Rozdéleni pacientd do rizikovych skupin podle jednotlivych cytogenetickych

zmén
Riziko Cytogeneticka zména Median pieziti Cetnost
(mésice) onemocnéni (%)
Nizké delece 13q 133 55
Stredni trizomie 12, normalni karyotyp a FISH 114,111 16
Vysokeé delece 119 nebo mutace ATM 79 18
Velmi vysoké delece 17p nebo mutace TP53 32 7

Pievzato z: Dohner et al., 2000, Kozak, 2008, Puiggros et al., 2014

3.4.1 Delecel3ql4

Delece oblasti 13q14 je nejbézné&jsi cytogeneticka abnormalita, ktera se vyskytuje u vice
nez 50 % pacientit s CLL. Obecné je spojovana s piiznivou prognézou (Puiggros et al., 2014).
Median preziti je 133 mésicii (Kozak, 2008). Velikost deletované oblasti je zna¢n¢ variabilni.
Dusledkem delece velkych ¢asti oblasti 13q14 je krat$i median pieziti (Ouillette et al., 2011).
Pro charakterizaci delece oblasti 13ql4 byly navrzeny dva orientaéni body. Prvnim je
minimalni deletovana oblast (MDR), zahrnujici gen DLEU2, mikroRNA miR15-a a miR16-1
a prvni exon genu DLEU1. Druhym je gen RB1 — gen pro retinoblastom — ktery je lokalizovan
na pruzich 13q14.1 a 13ql14.2. Delece tohoto genu slouZi jako marker delece 13q s velkymi
chromozomalnimi ztratami (Dal Bo et al., 2011). MiR15-a a miR16-1 maji funkci tumorového
supresoru, nicméné, tyto oblasti nejsou vzdy zahrnuty do deletované oblasti 13q a u nékterych

pacientl je jejich exprese pouze snizena (Puiggros et al., 2014).

V 30 % piipada CLL se vyskytuje bialelicka delece 13q. Bialelické delece jsou vétSinou
malé a nezahrnuji gen RB1. N¢kteti autofi tvrdi, Ze bialelicka delece je vice agresivni, nez
monoalelickd, jini, Ze nejsou rozdily v klinickych vysledcich mezi monoalelickou a bialelickou
deleci (Chena et al., 2008, Puiggros et al., 2014).

3.4.2 Trizomie 12

Ackoliv se 1éta predpokladalo, Ze trizomie chromozomu 12 je nejcastéjsi chromozomalni
aberaci u CLL, Dohner et al. (2000) prokazali, ze trizomie chromozomu 12 se vykytuje u 16 %
pacientd s CLL a je tak druhou nej¢astéjsi aberaci. Patii do prognostické skupiny stfedniho
rizika, kdy median pfeziti je 114 mésict (Kozak, 2008). Trizomie chromozomu 12 se nejcastéji
vyskytuje jako samostatna cytogeneticka zména, ale kromé toho mize byt také spojena
s ostatnimi aberacemi, jako je trizomie 18, trizomie 19, delece 13q, 14q, 11g nebo 17p

a translokace genu IGH. Buiiky s trizomii 12 jsou morfologicky odli$né od normalnich bunék
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(Puiggros et al., 2014). Median pieziti je vyssi v piipad¢, ze trizomie 12 je jedinad cytogeneticka
zména (Han et al., 1984).

Jelikoz postizenou oblasti neni malé oblast na chromozomu, ale chromozom cely, je velmi
obtizné urcit kandidatni geny, které by mohly byt zodpovédné za onemocnéni CLL. Trizomie
12 je spojena s upregulaci gent, které se nachazeji podél celého chromozomu, jako jsou napf.
HIP1R nebo MDM2. Gen MDM2 je zapojen v degradaci TP53, takze jeho overexprese miize
vést k deregulaci bunécného cyklu. Markerem silné asociovanym s trizomii 12 je také gen

NOTCHY1, jehoz mutace jsou spojeny s progresi onemocnéni (Puiggros et al., 2014).

3.4.3 Delece ATM

Gen ATM (ataxia telangiectasia mutated) je lokalizovan na chromozomu 11 v oblasti g23.
Delece této Casti chromozomu se vyskytuje piiblizn€é u 10 — 20 % pacientd, ktefi jesté
nepodstoupili 1é¢bu, avSak u pacientil, ktefi podstoupili chemoimunoterapii se Cetnost zvysuje
aZ na 40 % (Jiang et al., 2016). U 110- pacienti je ovSsem gen ATM deletovan v 8 — 30 %, coz
naznacuje, ze pii deleci 11q u CLL hraji roli i jiné geny, napi. gen BIRC3. BIRC3 se nachéazi
Vv té€sné blizkosti genu ATM v oblasti 11922 (Puiggros et al., 2014).

Velikost delece je velmi variabilni a ve vét§iné pripada je vetsi, nez 20 Mb. RozliSujeme
velké a malé (atypicke) delece. Velké delece se vyskytuji ve vétsiné piipada CLL, oproti tomu
malé delece nejsou tak Casté a jsou spojovany piedevsim s mutacemi ATM. Gen ATM se
nachazi uvnité mista minimalni delece (MDR), které zahrnuje oblasti 11922.3 — 23.1. V MDR
se nachazi také dalsi geny, jako jsou napi. RDX, FRDX1, MRE11 a BIRC3 (Puiggros et al.,
2014). Pacienti, ktefi maji deletované nebo mutované ob¢ alely ATM ztraci funkci ATM, oproti
tomu pfi monoalelické mutaci ATM muize byt jeho funkce zachovana. Gen ATM je zodpoveédny
za autozomalné recesivni onemocnéni Ataxia telangiectasia, které se projevuje progresivni
neurodegradaci, imunodeficienci a predispozici k rakoviné lymfatického systému (Navrkalova
etal., 2013).

ATM je protein kinaza, ktera hraje klicovou roli pii odpovédi na poskozeni DNA
po rozpoznéni dvouvldknového zlomu. Dochazi k fosforylaci mnoha cild, mezi které patii
i protein TP53. Transkripéni odpovéd’ na dvouvlaknovy zlom DNA je zcela zavisla na ATM
apouze mala Cast se pfenasi na cestu proteinu TP53, coz vede k pro-apoptotické signalizaci
(Navrkalova et al., 2013).

Delece nebo mutace genu ATM je znakem nepiiznivé progndzy pro pacienta. Median
preziti je 79 mésict (Kozak, 2008).
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3.4.4 Delece TP53

Delece 17p13 se vyskytuje u 3 — 8 % pacienti s CLL a je spojovana s velmi $patnou
prognézou s kratkym medianem preziti — 32 mésicu (Puiggros et al., 2014, Kozak, 2008).
Nepftizniva prognoza je spojena se zvysenou expresi CD38, ZAP-70 a nemutovanym IgVH
(Puiggros et al., 2014). Gen TP53 hraje dulezitou roli v fadé podstatnych mechanismii butiky,
jako je zastaveni bunééného cyklu, apoptdéza nebo senescence. TP53 je oznaCovan jako

nadorovy supresor a je nej¢astéji mutovanym genem pii rakoving (Zenz et al., 2010).

U CLL je vétsina defekti TP53 bialelicka, kdy napt. dochazi k deleci TP53 na jedné alele
a k mutaci TP53 na druhé alele. Ptiblizné 30 % vsech defekti TP53 tvoii mutace TP53 bez
delece 17p. Oproti tomu delece 17p bez ptitomnosti mutace TP53 je méné frekventovana a tvori
jen asi 10 % vSech defekti TP53 (te Raa et Kater, 2016). Pacienti s bialelickym defektem maji
krat$i median preziti a horsi klinické vysledky, nez ti, ktefi maji monoalelickou zménu

(Puiggros et al., 2014).

Pacienty s 17p- muzeme rozdélit do dvou skupin, a to podle toho, jestli delece 17p vznikla
de novo nebo jako sekundarni zména. Pacienti, u kterych vznikla delece 17p de novo maji
median pteziti 4 — 4,5 let. AvSak mnohem casté€jsi je vznik delece 17p jako sekundarni zména
béhem klonalni evoluce a pacienti maji snizeny median pieziti na 1 — 1,5 roku (Puiggros et al.,

2014).

Nefunkénost genu TP53 mize byt navozena overexpresi MDM?2, coz je specificka
ubikvitin ligasa, ktera zprostiedkovava degradaci TP53. U 50 — 70 % pacientt s defektem TP53
se vyskytuje zvySena exprese tohoto enzymu (Puiggros et al., 2014).

3.4.5 Delece 6921
Delece dlouhého raménka chromozomu 6 (6g) se u CLL vyskytuje s relativné nizkou
Cetnosti, a to 3 — 6 %. Nejcastéji se jedna o sekundarni chromozomalni zménu nebo se tato

delece vyskytuje v ramci komplexniho karyotypu (Cuneo et al., 2004).

Mezi kandidatni geny v deletované oblasti 6q21 patii napf. gen FOXO3, transkripéni
faktor hrajici dulezitou roli v procesu apoptozy. JaroSova et al., (2017) prokazali sniZzenou

hladinu exprese tohoto genu u pacientii s deleci 6q.

U pacientt s deleci 6g21 bylo prokazano vys$si mnozstvi leukocytt, splenomegalie,
atypicka morfologie lymfocytl a pfitomnost molekuly CD38. Delece 6q21 je spojena se stfedni

progndzou a kratsi dobou preziti (Cuneo et al., 2004).
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V oblasti 6021 se nachazi RMD2 (region minimalni delece), ktery byva deletovan
u riznych lymfoproliferativnich onemocnéni. Na chromozomu 6 se nachazi jest¢ dva dalsi
regiony minimalni delece, a to RMD1 v oblasti 6024 — 627 a RMD3 v oblasti 6q23 (Taborelli
et al., 2005).

3.4.6 Duplikace 8924

V oblasti 8q24 se nachazi onkogen MYC. Duplikace tohoto onkogenu se vyskytuje asi
u 5 % pacientd s CLL (Fonseka et Tirado, 2015). MYC je transkrip¢ni faktor, ktery kontroluje
buné¢ny cyklus, rast, diferenciaci, apoptéozu a biosyntézu. Aberantné exprimovany MYC ma
pravdépodobné za nasledek nerovnovahu mezi piezitim buniky a apoptozou (Put et al., 2012).

Duplikaci MYC tadime mezi neptiznivé faktory.

Velmi vzacné také dochazi k translokaci MYC. 1 kdyz jsou translokace MYC typické spise
pro jina onemocnéni, napt. Burkitttv lymfom, v nékterych ptipadech dochazi k translokacim
i uCLL. Nejcastéjsimi translokacemi jsou: t(8;14), t(8;22) a t(2;8) (Huh et al., 2008).
Translokace MYC byva Gasto asociovana s progresi onemocnéni nebo s transformaci do jiného,

agresivnéjsiho onemocnéni (Put et al., 2012).

Casto byly translokace pozorovany spolu se §patnymi prognostickymi markery, jako jsou

CD38+, komplexni karyotyp, a ztrata ATM a TP53 (Put et al., 2012).

3.4.7 Prestavba genu IGH

Gen IGH se nachazi na chromozomu 14 v oblasti q32. Jeho piestavba neni ¢asta a dochazi
Kni u ptiblizné 5 % piipadt CLL. V disledku translokaci riznych gent jako napi. BCL2
(18g21), BCL3 (19933), CCND1 (11g13), MYC (8924) nebo BMI1 (10p11l) do blizkosti
transkrip¢né aktivnich promotorti genu IGH dochazi k deregulaci téchto genti (de Braekeleer et
al., 2016).

Translokace IGH/BCL2 se casto vyskytuje v ramci komplexniho karyotypu. Diky této
translokaci dochazi k overexpresi genu BCL2, coz ma za nasledek blokaci apoptotické drahy
nékterych bunék, napt. lymfocytt. Translokace IGH/BCL3 se vyskytuje jako samostatnd zména
velmi vzacné. Gen BCL3 je overexprimovan a je spusténa signalni draha, ktera vede k inhibici

apoptdzy (de Braekeleer et al., 2016).

Translokace genu IGH jsou obecné spojeny se §patnou prognozou.
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Dale mtze dochazet k deleci nebo parcidlni deleci variabilniho segmentu IGH (5’konce).
To je povazovano za fyziologicky stav a dochdzi k nému pii pieskupovani V-D-J segmenti

(Berkova et al., 2008).

i BCL2 J ~ BCLZ 3

IGH 5*

o IGH3" " =
IGH BCL25'

14 8 14 8

Obrazek ¢. 3: Schematické znazornéni translokace mezi chromozomy 14 a 18 s fuzi geni
IGH/BCL2

3.4.8 Mutace IgVH

Mutaéni status IgVH a procento CD38+ CLL bunék je vyznamnym prognostickym
faktorem (Damle et al., 1999). Pokud je gen pro variabilni ¢ast tézkého fetézce imunoglobulinu
mutovan, znamena to lepsi prognozu. Mutace genu pro IgVH je nalezena ptiblizné u 50 %
pacientti s CLL. Pokud je IgVH nemutovan, znamena to rychlou progresi onemocnéni (Kozak,

2008).

U pacientt s nemutovanym IgVH se Castéji vyskytuji CD38+ B-lymfocyty, nez u pacientt
s mutovanym IgVH. Pacienti s nemutovanym IgVH $patné odpovidaji na chemoterapii a maji
krat$i median preziti. Naopak pacienti s mutovanym genem pro IgVH chemoterapii potrebuji
jen minimalné nebo vibec a median pieziti je delsi (Damle et al., 1999). Nemutovany IgVH
je asociovan s piitomnosti nepfiznivych chromozomalnich aberaci, predevsim s deleci 11q,

zahrnujici gen ATM, ale také s inaktivaci genu TP53 (Trbusek et al., 2006).
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4. Material a metody

4.1 Biologicky materiél

Pro cytogenetické a molekularné cytogenetické vySetfeni nejcastéji pouzivame periferni
krev (PK), dale pak kostni dien (KD) nebo uzlinu (U), mén¢ Casto jiny material (napf. ascites).
U v8ech pacienti byla pro kultivaci bunék pouzita PK, kromé pacienta ¢. 16, u kterého byla

pouzita KD, a pacienta €. 25, u kterého byly kultivovany bunky ziskané z ascites.

4.2 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Kultivace bunék KD, PK, nebo ascites a zpracovani materialu pro cytogenetické
a molekularné cytogenetické vySetieni bylo provadéno podle SOP (standardnich opera¢nich
postuptl), které se pouzivaji v Laboratofi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky Hemato-

onkologické kliniky Fakultni nemocnice v Olomouci.

Biologicky material se odebira za sterilnich podminek do sterilnich zkumavek s heparinem
a transportuje se do laboratofe. Pak je zpracovan bud’ piimo (pouze pro vysetieni FISH) nebo je
nejdiive kultivovan a teprve nasledné zpracovan pomoci fixaéniho roztoku. Takto piipravené
buniky muzeme pouzit jak pro klasickou cytogenetiku, tak pro metodu FISH. Postup kultivace

zavisi na typu materialu.

Vzorky pacientti jsou béhem vySetieni uchovavany v lednic¢ce pii 4 °C, nasledné jsou

archivovany pfi -20 °C.

4.2.1 Kultivace bunék periferni krve (PK)

1. Pfipravime si kultivaéni médium s EKAMPO MIX (IL2 a oligonukleotidy). Do kazdé
kultiva¢ni nadobky s médiem piidame PK podle poctu lymfocyta (viz Tabulka ¢. 3).

2. Smés umistime do termostatu pii 37 °C po dobu 72 hodin.

3. Po 48 hodinach kultivace pridame do kultivaéni nadoby 28 pl kolcemidu a kultivujeme
dalsich 24 hodin.
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Tabulka ¢. 3: Objem periferni krve pro kultivaci s IL2 a oligonukleotidy (EKAMPO MIX)
podle poctu leukocyt

Pocet leukocyti = Objem krve (ml)  Pocet leukocyti Objem krve (ml)

5 2,000 40 0,250
6 1,670 41 0,244
7 1,430 42 0,238
8 1,250 43 0,233
9 1,110 44 0,227
10 1,000 45 0,222
11 0,910 46 0,217
12 0,830 47 0,213
13 0,770 48 0,208
14 0,710 49 0,204
15 0,670 50 0,200
16 0,630 51 0,196
17 0,590 52 0,192
18 0,560 53 0,189
19 0,530 54 0,185
20 0,500 55 0,182
21 0,480 56 0,179
22 0,450 58 0,172
23 0,430 60 0,167
24 0,420 62,5 0,160
25 0,400 65 0,154
26 0,380 67,5 0,148
27 0,370 70 0,143
28 0,360 72,5 0,138
29 0,340 75 0,133
30 0,330 77,5 0,129
Sl 0,320 80 0,125
32 0,313 82,5 0,121
33 0,303 85 0,118
34 0,294 87,5 0,114
35 0,286 90 0,111
36 0,278 92,5 0,108
37 0,270 95 0,105
38 0,263 97,5 0,103

39 0,256 100 0,100



4.2.2 Kultivace bunék kostni diené (KD)

KD odebrana do odbérovych zkumavek se omyje od heparinu.

KD prelijeme do 15ml centrifuga¢nich zkumavek a doplnime do 15 ml médiem RPMI-
1640.

Smés promichame a centrifugujeme pii 188 g po dobu 10 minut.

Centrifugat preneseme do kultiva¢ni nadoby s BM médiem.

Ke kultivaci ptidame 28 pl kolcemidu a inkubujeme pti 37 °C po dobu 24 hodin.

4.2.3 Kultivace bunék ascites

1.

Postupujeme stejné jako pii kultivaci KD.

4.2.4 Zpracovéani biologického materialu (BM)

© © N o

10.

Smisenim metanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1 pripravime fixa¢ni roztok
Carnoye.

Obsah kultiva¢nich nadob prelijeme do 15ml centrifuga¢nich zkumavek a centrifugujeme
10 minut pti 188 g a pti 37 °C.

Odstranime supernatant a pfidime 10 ml 0,075mol/l roztoku KCl vytemperovaného
na 37 °C.

Po dobu 25 minut probiha inkubace pii 37 °C.

Pridame 1 kapku vychlazeného fixacniho roztoku Carnoye, promichame
a centrifugujeme 10 minut pti 188 g a pii 37 °C.

Odstranime supernatant, pfiddme 10 ml vychlazeného fixa¢niho roztoku Carnoye.

Smés inkubujeme 30 minut pii pokojové teploté.

Nasledné ji centrifugujeme 10 minut pii 188 g pti 4 °C.

Odstranime supernatant, piiddme 10 ml fixa¢niho roztoku Carnoye a promichame
pomoci vortexu.

Kroky 8 a 9 opakujeme tak dlouho, dokud nema bunécna suspenze mlééné zabarveni.
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425 FISH

Suspenzi bun¢k nakapeme na podlozni sklo a nechdme uschnout.

Hustotu buné€k na podloznim skle zkontrolujeme pod mikroskopem.

Podlozni sklo s nakapanymi buiikami vlozime do roztoku 2x SSC na 10 minut.

Sklo odvodnime v alkoholové fadé s 70%, 80%, 90% a 96% etanolem po dobu 2 minut.

Sklo nechame ususit na vyhtaté plotynce pii 45 °C.

o ok~ wnhE

Mezitim si pfipravime sondy, které nechdme rozmrznout, zvortexujeme je

a zcentrifugujeme je.

7. Na podlozni sklo se suspenzi bunék pipetujeme 10 pl sondy a piikryjeme krycim
sklickem o velikosti 24x24 mm.

8. Okraje kryciho sklicka zalepime rubber-cementem, aby nedoslo k vysychani vzorku.

9. Probiha denaturace pfi 75 °C po dobu 2 minut.

10. Nasledné sklo vyjmeme a nechame inkubovat ve vlhké komurce do druhého dne
pti 37 °C.

11.  Druhy den vytdhneme podlozni sklo s buiikami z inkubatoru, sloupneme kryci skli¢ko
a rubber-cement a vlozime do horké lazné (73 °C) s 0,4xSSC + 0,3% NP40 na 2 minuty.

12.  Poté premistime sklo do 2xSSC + 0,1% NP40, ktery ma pokojovou teplotu na 2 minuty.

13.  Sklo ususime na plotynce pii 45 °C.

14.  Pipetujeme 10 pl DAPI a piikryjeme krycim sklickem.

Pro vlastni vySetfeni byly pouzity genové sondy od firmy MetaSystems, kdy kazdy genovy
lokus je oznaden jinym fluorochromem (FITC, spectrum orange, popfipad¢é spectrum aqua).

Soucasti CLL panelu jsou v laboratoti molekularni cytogenetiky HOK nasledujici sondy:

o XL IGH Plus MetaSystems — piestavba genu pro IGH je znazornéna tim, Ze dochazi
k oddéleni oranzového a zeleného signalu pokryvajiciho konstantni a variabilni oblast
genu IGH.

o XL ATM/TP53 MetaSystems — zelené¢ znaCena oblast odpovida oblasti, ve které
se nachazi gen ATM, oranZzové zna¢ena oblast pak mistu vyskytu genu TP53

. XL DLEU/LAMP/12cen MetaSystems — gen DLEU se nachazi v oblasti 13gq14
a je zobrazovan oranzoveé, centromera chromozomu 12 je zobrazovana zelené. Gen
LAMP se nachézi v oblasti 13q34 a je zobrazovan modie.

o 6021/8924 MetaSystems — oranzové znacena je specifickd oblast 6q21 obsahujici gen
SECG63. Zelen¢ je znacena oblast 824, obsahujici gen MYC.

Pro dopliyjici vysetieni byly dale pouzity celochromozomové sondy a sonda pro mFISH.

20



4.2.6 mFISH

Priprava preparatu:

1. Na podlozni sklo nakapeme 20 pl bunééné suspenze a nechame uschnout.

2. Sklo inkubujeme 20 minut v termostatu pii 37 °C.

3. Sklo promyjeme v sestupné fadé alkoholt (96%, 90%, 80%, 70%), v kazdém po dobu 1
minuty.

Pieneseme jej do kopliny s 0,1xSSC na 1 minutu.

Sklo vlozime na 30 minut do 2xSSC, které je v 70°C vodni l1azni.

Koplinu se sklem vyjmeme a chladime 20 minut ve vodni lazni pti 37 °C.

Vlozime jej na 1 minutu do roztoku 0,1xSSC o laboratorni teploté.

Po dobu 1 minuty sklo denaturujeme v 0,07mol/l NaOH pfi laboratorni teploté.

© © N o g &

Sklo pieneseme do 0,1xSSC na 1 minutu pti 4 °C, poté do 2xSSC na 1 minutu pii 4 °C.
10. Provedeme odvodnéni ve vzestupné fad¢ ledovych alkoholt (70%, 80%, 90%, 96%),
v kazdém po dobu 1 minuty.

11.  Sklo pfeneseme na vytemperovanou plotynku a nechame uschnout pti 45 °C.
Piiprava sondy:

12. Do 0,2ml mikrozkumavky napipetujeme 8 pl sondy.

13. V termocycleru prob&hne denaturace pfi teploté 75 °C po dobu 5 minut, nasleduje
ochlazeni na 10 °C na 30 sekund.

14.  Sonda se inkubuje 30 minut pii 37 °C.

Hybridizace:

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

16.  Okraje sklicka oblepime rubber-cementem.

17.  Hybridizujeme po dobu 24 hodin pii 37 °C.

18. Dalsi den odmyjeme zbytek nenavazané sondy v 0,4xSSC ve vodni lazni o teploté 72 °C
po dobu 2 minut a v 2xSSCT/0,05% Tween20 pfi laboratorni teploté po dobu 30 sekund.

19.  Sklo ususime a pipetujeme 10 pl DAPI a pfikryjeme krycim sklickem (24x24 mm).

4.2.7 Software

Pro vytvofeni karyotypu jsem pouzila software IKAROS od firmy MetaSystems,
pro hodnoceni FISH a mFISH software ISIS.
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4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

CCD kamera

Centrifuga Heraeus Megafuge 16R (Heraeus Holding)
CO; inkubator Function Line (Heraeus Holding)
Flowbox HERAsafe® (Heraeus Holding)
Fluorescen¢ni lampa U-RFL-T (Olympus)

Inkubator Grant Boeckel 1S020 (Boeckel Grant)
Inkubator ThermoBrite (Abbott Molecular)
Lednicka

Metafer Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss)

Mraznicka

Software Ikaros (MetaSystems)

Software ISIS (MetaSystems)

Stolni minicentrifuga C1301 (Labnet)

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

Topna a susici deska Medax (Nagel)

Ttepatka Heidolph Reax top (Heidolph)

Vodni lazen Thermomix BM (B. Braun Biotech International)



4.4 Pomucky

BM médium (Biological Industries)

Centrifugaéni zkumavky Falcon (15 ml), (Thermo Fisher Scientific)
Centrifugacni zkumavky Falcon (50 ml), (TPP®)

Fixogum Rubber Cement (Marabu)

Imerzni olej (Olympus)

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

Pasteurovy pipety (10 ml), (Biosigma)

Pipety

Plastové kultiva¢ni lahve (40 ml), (Thermo Fisher Scientific)
Podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific)

Spicky

4.5 Pouzité chemikalie a roztoky
0,075mol/l KCI (Iékarna FNOL)

20xSSC (lékarna FNOL)

96% etanol (lékarna FNOL)

DAPI (Abbott Molecular, kat. ¢. 06J49-001)
dH,0 (HOK)

Fluorescenéné znacené sondy (MetaSystems): XL IGH BA (kat. ¢. D-5107-100-OG), XL CLL
Kit (kat. ¢. D-5044-100-TC), 6q21/8q24 (kat. ¢. D-5039-100-OG), Human Chr 1 Paint, Orange
(kat. ¢. D-0301-100-OR), Human Chr 2 Paint, Green (kat. ¢. D-0302-100-FI), Human Chr 5
Paint, Orange (kat. ¢. D-0305-100-OR), Human Chr 9 Paint, Green (kat. ¢. D-0309-100-FI),
Human Chr 18 Paint, Orange (kat. ¢. D-0318-100-OR), XL t(14;18) IGH/BCL2 DF (kat. ¢. D-
5113-100-0G), 24 XCyte mFISH Kit (kat. ¢. D-0125-060-DI)

Fluorescen¢né znacené sondy (Abbott): Vysis CEP 2 (D2Z1) Spectrum Orange Probe (kat. ¢.
06J36-027), Vysis CEP 18 (D18Z1) Spectrum Green Probe (kat. ¢. 05J10-018).
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Hydroxid sodny (Sigma Aldrich, kat. ¢. 1310-73-2)

Karyomax Colcemid (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 15212012)
Kyselina octova (Lach-Ner, kat. ¢. 10047-A80)

Metanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20038-ATO0)

NP40 (Abbott Molecular, kat. ¢. 07J05-001)

RPMI-1640 médium (Sigma Aldrich, kat. ¢. R0883)

Tween 20 (Sigma Aldrich, kat. ¢. 9005-64-5)

Piprava roztoki

0,4xSSC/0,3% NPA40:

20 ml 20xSSC

950 ml injekeni H2O

3 ml NP40

pH7-7,5

doplnit H2O do 1 1, uchovavat pti laboratorni teploté

20xSSC:
132 g 20xSSC
500 ml H,O

pH 7, uchovavat pii laboratorni teploté

2xSSC/0,1% NP40:
100 ml 20xSSC

850 ml injekéni HO
1 ml NP40

pH7-8

doplnit H2O do 1 1, uchovavat pti laboratorni teploté

2XSSC:
50 ml 20xSSC
450 ml injekéni H.O

pH 7 — 7,5, uchovavat pii laboratorni teploté
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0,1xSSC:
2,5 ml 20xSSC
497,5 ml injek¢ni H20

0,4xSSC:
10 ml 20xSSC
490 ml injekéni H2O

2xSSC/0,05% Tween 20:
5 ml 20xSSC

45 ml injekéni H20

25 ul Tween20

1mol/l NaOH:
40 g NaOH rozpustit v 1 | injekéni H.O

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

90% ethanol:
94 ml 96% ethanol
6 ml injekéni H,O

80% ethanol:
83 ml 96% ethanol
17 ml injekéni H.O

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

V obdobi od dubna 2017 do listopadu 2017 jsem vySetfila metodou FISH celkem
25 pacientd s CLL diagnostikovanych nebo 1é¢enych na HOK FNOL. Z celkového poctu
25 pacientd bylo 12 muzi (48 %) a 13 Zen (52 %). Vékové rozmezi se pohybovalo od 42 let
do 87 let a primérny veék v dobé diagndzy Cinil 65 let. Z celkového poctu 25 pacient se 10
pacientt (40 %) nachazelo ve stadiu A podle Bineta, 8 pacienti (32 %) ve stadiu B a 4 pacienti
(16 %) ve stadiu C (u 3 pacientd nebylo stadium dle Bineta ur¢eno). P&t nemocnych (20 %)
bylo vySetfeno v dobé diagnozy. Dvacet pacienti (80 %) uz bylo na HOK sledovano diive
(doba sledovani od 3 do 132 mésicit), z toho 16 pacientu (64 %) uz bylo 1é¢enych (viz Tabulka
¢. 4: Klinicka charakteristika souboru nemocnych).

VySetteni bylo provedeno metodou FISH za pouziti panelu uvedenych specifickych
genovych a centromerickych sond u vSech 25 pacientli. Pro zptesnéni vysledki jsem u 2
pacientll pouzila také celochromozomové sondy (WCP) a u 3 pacientd metodu mFISH.
Vysledky metody FISH, kterou jsem provadéla, byly u kazdého pacienta doplnény vysetfenim
klasické cytogenetiky, dale metodou arrayCGH (Cytogeneticka laboratof HOK FNOL) (viz
Tabulka ¢. 5) a muta¢niho stavu IgVH (Laboratoi molekularni biologie HOK FNOL)
(viz Tabulka €. 4).
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Tabulka ¢. 4: Klinicka charakteristika souboru nemocnych

Cislo Vysetfeni |Doba sledovani Stadium dle

pacienta Pohlavi Vék v dobé dg. (mésice) Material Bineta IgVH status
1 M 42 N 125 PK A mut
2 M 70 N 131 PK C nemut (VH3-7)
3 7 69 N 113 PK C nemut (VH3-74)
4 M 69 N 100 PK - -
5 7z 76 N 4 PK C nemut (VH3-21)
6 M 75 N 14 PK B nemut
7 7z 66 A - PK B nemut (VH1-69)
8 7 72 N 7 PK A mut
9 7 57 A - PK A mut
10 V4 75 N 43 PK A nemut(\VH4-39)
11 7 64 A PK A mut
12 7 81 A - PK A mut
13 7 75 N 71 PK B nemut
14 M 68 N 33 PK B nemut (VH1-69)
15 7z 79 N 70 PK B nemut (VH1-69)
16 M 60 N 67 KD - -
17 M 66 N 40 PK B mut
18 M 87 A - PK A mut
19 M 74 N 3 PK A
20 M 83 N 44 PK - nemut
21 M 44 N 31 PK B
22 7 76 N 33 PK A mut
23 7 71 N 83 PK B nemut (VH1-69)
24 7 60 N 132 PK A nemut (VH3-15)
25 M 79 N 88 ascites C nemut

Legenda: M = muz, 7 = 7ena, N =ne, A = ano, PK = periferni krev, KD = kostni dfen, mut =
mutovany, nemut = nemutovany

VYSLEDKY KLASICKE CYTOGENETIKY A arrayCGH:

Klasické cytogenetické vySetfeni karyotypu bylo provedeno u 24 pacientil (u jednoho
nebylo mozné klasickou cytogenetiku provést, z divodu nedostatku biologického materilu).
U 22 pacientl bylo vySetfeni uspésné a byl uréen karyotyp, zatimco u 2 pacientli nebyly ziskany
kultivaci zadné bunky ve stadiu metafaze. U 14 pacientd byl detekovan normalni karyotyp, u 8

pacientt (32 %) byly nalezeny chromozomalni zmény.

Metoda arrayCGH k doplInéni vysledku FISH a klasické cytogenetiky byla provedena u 12
pacientll. U vSech pacienti nalezené zmény potvrzuji vysledky interfazni FISH s CLL panelem
sond, navic vSak detekuji u 6 pacientd zmény, které interfazni FISH s CLL panelem
nezachytila. U pacientky ¢. 9 byly nalezeny metodou arrayCGH dvé malé delece v oblastech
13914.2 a 13q14.3, které se ale nepodatilo metodou FISH prokazat, pouZita sonda pokryva vétsi

oblast.
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Tabulka €. 5: Vysledky cytogenetického vySetteni a arrayCGH

Cislo S :
pacienta Cytogenetické vysetieni Vysledek ArrayCGH
1 NU N
2 46,XY[2] ND
3 46,XX,?der(22)[9]/46,XX[1] N
46,XY del(11)(aq)[3)/
4 46,XY del(6)(q),del(11)(a)[3)/ ND
46,XY[3]
45,XX,der(2),der(3),-17[6]/
5 46,XX,2del(17)(p?)[31/ ND
46, XX[3]
6 46,XY[26] ND
7 46,XX[30] N
8 ;lgzx,é%l](ﬂ)(p)ﬁ]/ arrf[GRCh37] 17p13.3p11.2(1693_19361321)
arrf[GRCh37] 13912.11¢34(21348952_115064542)x2
9 46,XX[30] hmz,13914.2(50604150_50753059)x0,13q14.3(50998767_51278514)x0,13
032.2032.3(99051082_99510515)x3~4,13732.3(99789237_100139046)x3
arr[GRCh37] 3024q25.32(142924211_158392226)x2
10 |as.xx[26] hmz,10922.3923.1(79386908_83837703)x2
’ hmz,11q12.3(62330293_62815662)x1,13q14.2q14.3(47445304_52244517)
x1,13914.3¢21.2(54697502_59729075)x2 hmz
11 |asxxi3] arrf[GRCh37] 13g14.2q14.3(50604150_51423054)x1
12 |46,XX[21] N
arrf[GRCh37]
13 |asxx] 6016.1026(97422368_164387954)x1,8023.1q24.3(107025536_146230967)
’ x3,13014.11021.31(45196648_63390155)x1,13q14.2q14.3(48879210_5139
4051)x0
arrf[GRCh37]?2p25.3p11.1(17,019-92,072,301)x3,?6p25.3p24.3(132,043-
14 |46,XY[20] 8,040,808)x3,11¢22.3723.3(106,560,095-
117,646,858)x1,18p11.32p11.21(64,847-14,158,122)x1
arr[GRCh37]
15 22,??,;?(11) @rey 11q14.2g24.1(86555689_123715671)x1,13q14.2q14.3(49689907_5193389
' 4)x1
16 |46,XY[30] N
17 22§$,[-5’1]8,+mar[5]/ arr[GRCh37] 21g21.2q22.3(25036672_48090317)x3
18 |46,XY[20] arrfGRCh37] 13914.2q14.3(50500134 51394051)x1
19  |46,XY[27] ND
47 XY +12[1)/

47, XY -8,+12,+marl[4]/

ar[GRCh37]11q14.1q23.3(81646760-

20 [47XY,-8,+12,+mar2[4]/ 117705666)x1,(12)x3,718p11.31(2762786-
46 XY[7]/ 3153981)x3,722q13.32(49371757-50065733)x3
45X,-Y[3]

21 [46XY[25] N

22 [46XX[10] ND
arr[GRCh37] 10q22.2(75,203,584-
77,327,559)x1,10023.2023.33(89,272,424-
94,829,179)x1,10024.32925.1(103,095,813-

23 |NO 105,939,677)x1,10026.12026.13(122,198,512-
123,802,815)x1,13014.2q14.3(48,458,908-
52,244,517)x1,18012.3(38,465,951-41,333,004)x2
hmz,21021.3022.11(29,513,918-33,104,957)x2
hmz,22q12.3913.31(36,304,142-44,739,310)x2 hmz

2 46,XX,?add(1)(p),?der(5),?der(9),-11,-13,-16,-18,+4mar[cp8]/ ND
46,XX[3]

25 [ND ND

Legenda: NU = nelisp&sné, N = normalni nalez, ND = neprovedeno
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VYSLEDKY FISH S CLL PANELEM SOND:

Metodou FISH jsem vysettila u vSech 25 pacienti tyto aberace: delece 13ql14, trizomie
chromozomu 12, delece genti TP53 a ATM, delece 6q21, duplikace 8q24 a prestavba genu IGH.
U vSech pacientt bylo toto vySetfeni tsp&$né. U 5 nemocnych (20 %) nebyla prokdzana zadna
chromozomalni zména, u 10 nemocnych (40 %) jedna chromozomalni zména, u 7 nemocnych
(28 %) dve chromozomalni zmény a u 3 nemocnych (12 %) tii a vice chromozomalnich zmén

(viz Obrazek ¢. 4).

= 0zmén l1zména =2zmény = 3avicezmén

Obrazek €. 4: Pomér pacientd na zékladé poctu chromozomalnich zmén

Vysledky interfazni FISH s CLL panelem sond jsou piehledné uvedeny v Tabulce ¢. 6.

Nejcastéji — v 56 % pripada (14 pacientd) byla detekovana delece 13q14. U 10 pacientl
(71 %) byla tato delece monoalelicka, 4 pacienti (29 %) m¢li jak monoalelickou, tak bialelickou
deleci. U 7 pacientd se spolu s deleci 13q14 vyskytovala i jind chromozomalni zména. Jako
druha nejcastéji pozorovana zména byla delece genu TP53 — vyskytovala se ve 20 % piipadi (5
pacientt). U dvou pacientd se jednalo o jedinou chromozomalni zménu, u dalSich tii byla tato
zména spojena jeste s jinou aberaci. Treti nejcastéjsi zménou byla delece genu ATM, kterd byla
pozorovana u 16 % nemocnych (4 pacienti). U vSech se vyskytovala spoleéné s dalsi

chromozomalni zménou. Dale byla pozorovana delece 6g21 v 8 % piipadii (2 pacienti).
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Trizomie chromozomu 12 byla prokazana v 8 % ptipadii (2 pacienti), normalni nalez u 92
% piipadi (23 pacienti). U obou postiZzenych se vyskytovala spolu s jinou chromozomalni
zménou. Duplikace 8924 byla nalezena ve 4 % ptipadi (1 pacientka). U této pacientky byly
pozorovany jesté dal§i chromozomalni zmény. Prestavba genu IGH byla detekovana ve 4 %
piipadt (1 pacient), u kterého se vyskytovala translokace chromozomut 14 a 18 (IGH/BCL2)
U 2 pacientd (8 %) byla zjisténa pouze jedna kopie genu IGH. U 5 pacienti (20 %) byla
detekovana delece S’konce genu (variabilni oblast). Tato delece je povazovana
za fyziologickou. Jeden pacient mél jak deletovanou 5° koncovou oblast genu, tak chybégjici

jednu kopii genu (viz Obrazek ¢. 5).

4%

= delece 13q14 delece TP53 = delece ATM m delece 6¢21

m trizomie 12 m duplikace 8q24 = prestavba IGH

Obrazek ¢. 5: Procentudlni zastoupeni jednotlivych chromozomalnich aberaci
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Tabulka ¢. 6: Vysledky FISH a mFISH

Cislo FISH
pacienta IGH ATM|TP53| 13qgl4 | c12 |6qg21|8q24 dal§i mFISH

1 N N N N N N N - ND

2 DEL 4 % N N 9% N N N - ND

3 FD 52 % N | 9% N N N N - ND

4 N 94% | N 88% N [17% [ N - ND
45,XX1(2;12;5)(q?21;q9?24;p?13) der(3)t(3;17)(p?25;q?21),der(10)t/10;12)(q?22;?),
-17[31)/

5 N N 9% N N N N KK 44,XX,dic(3;18)(p?11;q?11),der(3)t(3;17)(p?25;0?21),der(10)t(10;12)(q?22;?),
-17[71/
46 XX[1]

6 N N N 93% N N N - ND

7 FD 71 % N N 10% N N N - ND

8 N N | 25% N N N N - ND

9 N N N N N N N - ND

10 N N N 92% N N N - ND

11 N N N 69% N N N - ND

12 N N N 6% N N N - ND

58 % MD,

13 N N | 6% | 6%BD N | 82% | 82% - ND

14 FD49% |54% | N N N | N[N - ND

15 FD9%% |86% | N 95% N N N - ND

16 N N N N N N N - ND

Legenda: N = normalni nélez, FD = fyziologicka delece, MD = monoalelicka delece, BD = bialelicka delece, KK = komplexni karyotyp, ND = neprovedeno,
DEL = delece, PREST = prestavba
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Pokracovani Tabulka ¢. 6: Vysledky FISH a mFISH

Cislo FISH
pacienta IGH ATM|TP53| 13914 | c12 |6g21|8g24 dalSi mFISH
der(18)t(2;18)

17 N N N N N N N (9?14;,92?) ND

42 % MD,
18 N N N 3% BD N N N - ND
59 % MD,

19 N N | 8% | 8%BD N N N - ND
47 XY +12[9/24]/47 XY ,der(8)t(4;8)(?;?p),+12[4/24)/47 XY +del(12)(q?),

20 N 13% | N N 6% | N | N KK der(19)t(12;19)(q?;?)[3/24]/46, XY [8/24]

21 N N N N N N N KK 46,XY del(11)(q22),der(15)t(8;15)(q24;p?12)[3]/46,XY ,del(11)(g22)[3]

54 % MD,
22 N N N | 24%BD | N N N - ND
FD 72 %,

23 DEL 9% N N 83% N N N - ND
46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21)t(9;22)(q?;0?12),
der(9)t(9;13)(q?21,g?13),der(13)t(1;13)(?;9?13)ins(13;9)(q?13;?),

24 NL N N 26% N N N KK der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[5]/46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),
der(t(X;9)(g?25;p?21)t(9;22)(9?;9712) 1(9;13)(q?21;9?13),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)
[5]/46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21),1(9;13)(9?21;9?13),
der(16)t(11;16)(g?;9?),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[3]/ 46,XX[3]

25 |PREST41%| N N N 39% | N N t(14;18) ND

Legenda: N = normalni nalez, FD = fyziologicka delece, MD = monoalelicka delece, BD = bialelicka delece, KK = komplexni karyotyp, ND = neprovedeno,
DEL = delece, PREST = prestavba
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PRIKLADY JEDNOTLIVYCH VYSLEDKU FISH:

Obrazek ¢. 6: Vysledek interfazni FISH se sondou XL ATM/TP53 MetaSystems znazoriuje
deleci genu ATM u pacientky ¢. 15. Cervené znatena sonda pokryva oblast genu TP53 (17p13)
a zelena hybridizuje k oblasti genu ATM (11g22). Piitomnost pouze jednoho zeleného signalu
prokazuje deleci genu ATM.

Obrazek ¢. 7: Interfazni FISH se sondou XL DLEU/LAMP/12cen MetaSystems znazoriuje
monoalelickou a bialelickou deleci 13q14 u pacienta ¢. 18. Cervend znalena je sonda
pokryvajici oblast 13914 (DLEU1, DLEU2), zelena sonda hybridizuje k centromerické oblasti
chromozomu 12 a modra k oblasti 13934 (LAMP). Piitomnost pouze jednoho &erveného

signalu zna¢i monoalelickou deleci 13q14, zadny ¢erveny signal svédci pro bialelickou deleci.
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Obrazek ¢&. 8: Vysledek interfazni FISH se sondou XL ATM/TP53 MetaSystems. Cervené
znacena sonda pokryva oblast genu TP53 (17p13) a zelena hybridizuje k oblasti genu ATM
(11g22). Pfitomnost pouze jednoho &erveného signalu prokazuje deleci genu TP53 u pacientky
¢. 5.

Obrazek ¢. 9: Vysledek FISH se sondou XL DLEU/LAMP/12cen MetaSystems. Trizomie
chromozomu 12 byla prokézéana v 16 % interfaznich bunék (leva ¢ast obrazku) a v 70 % mit6z
(prava &ast obrazku) pacienta &. 20. Cervené znaGena je sonda pokryvajici oblast 13q14
(DLEUL, DLEU2), zelena sonda hybridizuje k centromerické oblasti chromozomu 12 a modra

k oblasti 13q34 (LAMP). Tti zelené signaly prokazuji trizomii chromozomu 12.
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Obréazek ¢. 10: Vysledek interfazni FISH se sondou XL 6021/8q24 MetaSystems. Cervena &ast
sondy hybridizuje k oblasti 6921, zelena k oblasti 8q24. Piitomnost pouze jednoho ¢erveného

signalu znaci deleci oblasti 6q21 (SEC63), zatimco tfi zelené signaly svéd¢i pro duplikaci genu

MY C (8g24) u pacientky ¢. 13.

Obrazek ¢. 11: Vysledek interfazni FISH se sondou XL t(14;18) IGH/BCL2 MetaSystems.
Cervena &ast sondy hybridizuje k oblasti 1821 (BCL2) a zelena k oblasti 14932 (IGH).
Pfitomnost dvou fuznich c{erveno-zelenych signald svédéi pro reciprokou translokaci

t(14;18)(q21;932) s fazi gent BCL2/IGH u pacienta ¢. 25.
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DALSI CHROMOZOMAINI ZMENY U VYBRANYCH PACIENTU
NEZACHYCENE CLL PANELEM SOND:

U pacienta ¢. 17 byla v cytogenetickém vySetieni prokdzana zména karyotypu:
46,XY,-18,+mar[5]/46,XY[5].

Pomoci interfazni FISH s CLL panelem sond ale nebyla zadna chromozomalni aberace
detekovana. K upiesnéni pivodu marker chromozomu jsem pouzila celochromozomové sondy
pro chromozom 2 a 18 Human Chr 2 Paint, Green a Human Chr 18 Paint, Orange
(MetaSystems) a prokazala jsem duplikaci ¢asti chromozomu 2 a jeji translokaci na derivovany
chromozom 18. Dale jsem pouzila centromerické sondy pro chromozomy 2 a 18, abych
vyloucila, ze se jedna o dicentricky chromozom. Zavere¢ny karyotyp byl na zakladé kombinace

vysledku klasické cytogenetiky a FISH stanoven takto: 46,XY ,der(18)t(2;18)(q?14;q2?).

Obrazek €. 12: Vysledek FISH s celochromozomovymi sondami Human Chr 2 Paint, Green a
Human Chr 18 Paint, Orange (MetaSystems). Sipka ukazuje na derivovany chromozom 18

nesouci duplikovany material chromozomu 2 u pacienta ¢. 17.

Pacientka ¢. 24 méla jiz z pfedchozich vysetieni v LCG HOK detekovany komplexni
karyotyp, ktery byl prokazan i v tomto odbéru. Nalezené chromozomové zmény se shoduji s
vysledky vySetieni z roku 2015, navic vSak byla prokazana ptitomnost dal$iho nového klonu,
ktery kromé pivodnich aberantnich chromozomi nese navic

der(13)t(1;13)(?;q?13)ins(13;9)(q?13;?). Tento nalez sved¢i pro klonalni vyvoj onemocnéni.
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Obrézek ¢. 13: Vysledek mFISH jednoho zkloni u pacientky ¢. 24 s karyotypem:
46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q734),der(9)t(X;9)(9?25;p?21)t(9;22)(q?;q?12),der(9)t(9;13)(g?21;9?1
3),der(13)t(1;13)(?;9?13)ins(13;9)(q?13;?),der(18)t(9;18)(?;p?11.2).
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6 Diskuze

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je lymfoproliferativni onemocnéni, které vznika
maligni transformaci klonu B-lymfocyti. CLL je nejéastéjsi typ leukemie u dospélych a jeji
vyskyt vyrazné roste s piibyvajicim vékem (Rai et Jain, 2016). Nejcasté&ji postizeni jsou lidé
s vékem nad 65 let (Redaelli et al., 2004).

Pacienti vySetfeni v obdobi od dubna do listopadu roku 2017 v LCG HOK FN Olomouc se
pohybovali ve vékovém rozmezi 42 — 87 let a jejich primérny vek ¢inil v dob¢ diagnoézy 65 let.
To odpovida literatufe, protoze Redaelli et al. (2004) uvadi, ze median v€ku pii diagndze se
pohybuje od 64 let do 70 let. Z celkového poctu 25 pacientd bylo 12 muzi (48 %) a 13 Zen
(52 %) (1:1), coz literatufe neodpovida, jelikoz Redaelli et al. (2004) uvadi, ze CLL se
vyskytuje dvakrat Castéji u muzu, neZ u Zen. Rozdil je dan malym poétem pacientt v mém

souboru a omezenym ¢asovym obdobim.

CLL je onemocnéni s velmi heterogennim prubchem, ke vCasnému urceni progndzy
a stanoveni 1é¢by mimo jiné pfispiva i ureni chromozomalnich aberaci se zdokumentovanym
prediktivnim vyznamem. Metodou FISH s rutinné pouzivanym panelem sond pro CLL byly
vySetfeny nasledujici aberace: delece 13ql4, trizomie chromozomu 12, delece gentt TPS53
a ATM, delece 6q21, duplikace 8q24 a piestavba genu IGH. U 5 pacienti (20 %) se
nevyskytovala Zadna chromozomalni zména, u 10 pacienti (40 %) byla prokazana jedna
chromozomalni zména, u 7 pacienti (28 %) dvé chromozomalni zmény a u 3 pacientt (12 %)
tfi a vice chromozomalnich zmén. Nejcast&ji byla detekovana delece 13q14 a to v 56 % ptipadu
(14 pacientit). Druhou nejcastéjsi aberaci byla delece genu TP53, ktera byla pozorovana ve
20 % ptipadt (5 pacientl). V 16 % pfipadl (4 pacienti) byla detekovana delece genu ATM.
Trizomie chromozomu 12 a delece 6q21 byly ob¢é shodné pozorovany v 8 % piipadt (celkem
4 pacienti). Duplikace 8q24 byla stejné jako pifestavba genu IGH prokazana ve 4 % piipadd
(celkem 2 pacienti).

Delece 13q14 je nejcastéji detekovana chromozomalni zména a vyskytuje se ve vice, nez
50 % piipada CLL (Puiggros et al., 2014). Ve vétsiné piipadt se jedna o monoalelickou deleci,
ale u 30 % pacientll se vyskytuje jako delece bialelicka (Chena et al., 2008). Mén¢é casto
dochazi k sou¢asnému vyskytu jak monoalelické, tak bialelické delece. Tato data odpovidaji
pouze Caste¢né, jelikoz v mém souboru pacienti byla delece 13ql4 detekovana u 56 %
pacientt, ztoho u 71 % pacienti se jednalo o monoalelickou deleci a ve 29 % piipadd se
soucasné vyskytovala monoalelicka a bialelicka delece. Zadny pacient nemé&l samostatnou

bialelickou deleci.
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Podle Dohner et al. (2000) je trizomie 12 druha nejcastéj$i chromozomalni aberace
a vyskytuje se u 16 % pacientt s CLL. AvSak v mém souboru pacientll se trizomie 12
vyskytovala az jako ¢tvrta nejcastéjsi zména, a to u pouze 8 % nemocnych. V obou ptipadech se

vyskytovala jesté spolu s dal§i chromozomalni zménou.

Delece ATM je vV literatufe oznaCovana jako tfeti nejcastéj$i chromozomalni aberace
(Dohner et al. 2000). Jiang et al., (2016) uvadi, Ze se vyskytuje u 10 — 20 % pacienti. Vysledky
v mé praci tomuto tvrzeni odpovidaji, jelikoz gen ATM byl deletovan v 16 % piipadi. Delece
genu ATM je povaZovana za negativni prognosticky faktor s medianem pfeziti 79 mésict
(Kozék, 2008).

Delece TP53 se podle Puiggros et al., (2014) vyskytuje u 3 — 8 % pacientd. Tato zména je
spojovana s velmi $patnou prognozou a kratkym medianem pieziti — pouze 32 mésici (Kozak,
2008). V mém souboru pacienti se delece TP53 vyskytovala jako druha nejcastéj$i zména
a byla pozorovana ve 20 % ptipadu (4 pacienti), z toho u 2 nemocnych se vyskytovala jako

samostatna zména a u 2 nemocnych spolu s dalsi zme&nou.

Delece 6921 se vyskytuje u 3 — 6 % pacientt (Cuneo et al., 2004). M4 data se tomuto

tvrzeni bliZi, jelikoz delece 6q21 byla detekovana u 8 % pacientt.

Duplikace MYC byla prokdzana u 4 % nemocnych (1 pacient). U tohoto pacienta se
vyskytovala spolu s dal$imi tfemi chromozomalnimi zménami (delece 6q21, delece 13ql4
a delece TP53). Podle Fonseka et Tirado, (2015) se duplikace MYC objevuje piiblizné u 5 %

pacientu.

Piestavba genu IGH neni velmi Castd a dochazi kni piiblizn€é u 5 % pacientd (de
Braekeleer et al., 2016). Casto ale dochazi k parcialni deleci 5’konce (variabilni segment IGH),
coz je povazovano za fyziologickou deleci, ke které dochazi pti preskupovani V-D-J segmenti
(Berkova et al., 2008). Tomuto tvrzeni odpovidaji i ma ziskana data, kdy pfestavba genu IGH
byla detekovana ve 4 % piipadd — vtomto piipadé doslo k translokaci t(14;18). Ve 20 %
piipadi byla prokazana delece variabilni oblasti (5° konec) a u 8 % pacientii byla zjiSténa pouze

jedna kopie genu IGH.

Klasické cytogenetické vySeteni karyotypu bylo provedeno u 24 pacientti (u jednoho
nebylo mozné klasickou cytogenetiku provést z divodu nedostatku biologického materialu).
U 22 pacientl bylo vySetfeni Gispésné a byl urcen karyotyp, zatimco u 2 pacientil nebyly ziskany
kultivaci zadné bunky ve stadiu metafaze. U 14 pacientd byl detekovan normalni karyotyp,
u 8 pacient (32 %) byly nalezeny chromozomalni zmény. Metodou interfazni FISH s CLL
panelem sond mapujicim 8 specifickych oblasti genomu byly aberace stanoveny u 19 pacientd

(76 %). Tento nalez odpovida skute¢nosti, ze interfazni FISH zacilena na specificka mista
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genomu je mnohonasobné citlivejsi detekéni metoda. Zaroven je ale omezena pouze na cilové
oblasti sond a ostatni oblasti genomu nemapuje. DuleZitost kombinace obou metod se ukazuje
napt. u pacientky ¢. 8, kdy delece genu TP53 prokazana metodou interfazni FISH byla dale
vysvétlena zménou v  karyotypu  zahrnujici  pfitomnost  dic(17;22)(p?11;p?11)
a dic(14;17)(p?11;p?11) (v tabulce neuvedeno, vysledek z piedchozich odbérit) U 3 pacientd
bylo dale provedeno upiesnéni chromozomovych zmén pomoci metody mFISH a byly nalezeny

dalsi aberace nezachycené CLL panelem sond.

U jednoho pacienta byla pozorovana v karyotypu duplikace kratkych ramen chromozomu
2, kterda se nasledné translokovala na chromozom 18, coz bylo potvrzeno hybridizaci
s celochromozomovymi sondami. Dalsi chromozomalni zmény u né&j nebyly pozorovany. Podle
JaroSové et al., (2010) tato zména souvisi s progresi onemocnéni, vétsinou se ale vyskytuje

s dalsi chromozomalni aberaci.

V soucasné dobé je za vyznamny negativni prognosticky faktor povaZovan i nalez
komplexniho karyotypu (Puiggros at al., 2017), ktery byl vnasem souboru prokazan
u 4 pacientt (16 %) (z toho u jednoho pacienta jiz v pfedchozim vySetteni) a ktery bychom
nemohli ur¢it u Zadného z nich pouze s pouzitim interfazni FISH s CLL panelem sond. Pfitom
je nalez komplexniho karyotypu dulezitym indikdtorem nutnosti nasazeni modernich

kombinovanych rezimt 1écby.

Je velmi dulezité kombinovat jednotliva vySetfeni, jelikoz metoda FISH je omezena na
cilové oblasti sond, nemapuje cely genom, a proto neni schopna odhalit vSechny
chromozomalni aberace. Pro komplexnost vySetfeni a zptesnéni vysledki je vhodné
kombinovat metodu FISH s klasickou cytogenetikou, mFISH a arrayCGH, kterd ma vyssi
rozliSeni. Pokud by se v naSem souboru pacienti pouzivala jen metoda FISH s CLL panelem
sond, unikly by nasi pozornosti jiné chromozomalni zmény (nezahrnuté v CLL panelu)

u 5 pacientt (20 %).

Vysledky klasické a molekularni cytogenetiky samy o sob€ nestaci pro stanoveni prognézy
a urceni léCebni strategie, ackoli k tomu vyznamné pfispivaji. Pro ziskani celkového obrazu
o stavu nemoci je nezbytné je posuzovat v souvislosti s klinickymi parametry a dal$imi
laboratornimi ukazateli, jako jsou napf. mutac¢ni stav IgVH, TP53 a dalSich gend, vysledky

imunofenotypizace a dalsi.
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[ Zavér
Cilem této prace bylo sestavit literarni piehled nejCastéjSich chromozomalnich zmén u

pacientt s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL) a pomoci metody fluorescenéni in situ

hybridizace (FISH) za pouziti panelu sond pro CLL jednotlivé zmény detekovat.

U vSech 25 pacienttl s CLL jsem tspésné provedla FISH s CLL panelem sond. Nejcasteji
detekovanou chromozomalni zménou u souboru 25 pacientd byla delece 13q14 (monoalelické
i bialelickd), dale pak delece genu TP53, delece genu ATM, delece 6g21, trizomie chromozomu

12, duplikace 8q24, piestavba genu IGH a duplikace 2p.

Tyto nalezené chromozomalni zmény jsem dale doplnila a porovnala s dal$imi
cytogenetickymi a molekularné cytogenetickymi vysetfenimi, které byly provedeny v laboratofi
LCG a LMB HOK. Kombinace jednotlivych cytogenetickych a molekularné cytogenetickych
vySetfeni je dulezita pro ziskani komplexnéjsiho piehledu chromozomalnich zmén, kdy je nutné
pouzit krom¢ metody FISH (s genovymi, celochromozomovymi a centromerickymi sondami),
také metody mFISH a arrayCGH, stejné¢ jako vysledky klasické cytogenetiky a analyzy
mutac¢niho stavu IgVH. Z diivodu malého poctu vysetfenych pacienti se nase vysledky

v Cetnosti nalezu jednotlivych chromozomalnich aberaci li§i oproti porovnavané literatute.

Stanoveni prognostickych faktord, mezi néz u CLL patii chromozomové aberace, je jednou

z dtlezitych soucasti prognostické stratifikace pacientd a ma vliv na stanoveni 1é¢ebné strategie.
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