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Chronicka lymfaticka leukémie (CLL — Chronic lymphocytic leukemia) je onemocnéni charakterizované
klonalni proliferaci B-lymfocyt(d. CLL patfi mezi nejcastéjsSi lymfoproliferativni onemocnéni s fadou
definovanych rizikovych faktorll, nicméné etiopatogeneze zlstava do jisté miry neobjasnéna.
V poslednich 10-15 letech se objevuji rlzné studie, které hovofi pfedevS§im o genetické
predispozici k tomuto onemocnéni. Plsobeni vnéjsich faktor( v etiologii CLL
prokazano nebylo. V souvislosti s CLL je také definovany asymptomaticky stav, oznacovany jako
monoklonaini B-lymfocytoza (MBL - Monoclonal B-cell lymphocytosis), ¢asto popisovany
jako prekurzorovy k CLL.

Byla provedena imunofenotypizace lymfocytl pratokovou cytometrii u jedinc v kontrolni
skupiné (100 osob) a ve skupiné CLL/MBL (pacienti s diagnézou CLL nebo MBL, 50 osob). U vSech
jedinch kontrolni a CLL/MBL skupiny byly vySetfeny vybrané genetické polymorfizmy (rs17483466,
rs735665, rs7176508, rs872071, rs13397985), které byly v jinych studiich asociovany s vyskytem CLL,
MBL. Cilem bylo porovnat zastoupeni genotypu u kontrolni a CLL/MBL skupiny a zhodnotit asociaci
testovanych jednonukleotidovych polymorfizm( s onemocnénim CLL, MBL se zaméfenim na pacienty,
u nichZ byla sou€asné diagnostikovana solidni malignita.

Pacientim z CLL/MBL skupiny byla na zakladé vysledkd stanoveni krevniho obrazu, analyzy
periferni krve pritokovou cytometrii stanovena diagn6za CLL (37 pfipadd), v pfipadé nenaplnéni
pocetnich (nizky pocet klonalnich B-lymfocytd) €i klinickych kritérii byla stanovena diagn6za MBL
(13 pfipad). Pacienti s diagn6zou MBL byli kategorizovani do skupiny s nizkym nebo vysokym poc¢tem
cirkulujicich klonalnich B-lymfocytt. Vysledny imunofenotyp vSech pacienttd byl stejny: typicky
pro klonalni buriky CLL (CD5+ CD23+ CD204m), Jeden z 5 vySetfovanych polymorfizm(, rs735665, byl
stanoven jako signifikantni pro zvySené riziko onemocnéni CLL i MBL (p = 0,007). V souvislosti s po¢tem
rizikovych alel v genotypu byl pozorovan trend ke zvySenému riziku onemocnéni CLL nebo MBL
pfi vy$§im zastoupeni rizikovych alel u polymorfizm0 (rs17483466, rs735665, rs7176508, rs13397985).

V patogenezi onemocnéni CLL i MBL se uplatriuje celé spektrum faktord. Rizikovym faktorem
je prokazatelné vysSi vék jedince. DalSim vyznamnym faktorem je rodinna anamnéza — zejména
prvostupnovi pfibuzni pacientll s CLL maji vysSi riziko rozvoje CLL (tzv. familiarni forma) nez je tomu
u pacientl bez rodinné zatéZe. Stim souvisi geneticka predispozice k CLL/MBL, tedy zmény

na chromozomalni i molekularni drovni.
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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a disease characterized by clonal proliferation of B-lymphocytes.
CLL is a lymphoproliferative disorder with a number of defined risk factors, but its etiopathogenesis
remains unresolved to some degree. Over the past 10-15 years, there have been several studies that
primarily suggest a genetic predisposition to the disease. The influence of external factors on the
etiology of CLL has not been demonstrated. There is also a defined asymptomatic condition associated
with CLL called monoclonal B-lymphocytosis, which is often referred to as a precursor of CLL.

Immunophenotyping of lymphocytes by flow cytometry was performed in subjects of the control
group (100 subjects) and the CLL/MBL group (patients diagnosed with CLL or MBL, 50 subjects). All
subjects in the control and CLL/MBL groups were screened for selected genetic polymorphisms
(rs17483466, rs735665, rs7176508, rs872071, rs13397985) that have been associated with
the occurrence of CLL and MBL in other studies. The aim of this work was to compare the representation
of the genotypes in the control and CLL/MBL groups and to evaluate the association of the tested single
nucleotide polymorphisms with CLL, MBL disease.

Patients in the CLL/MBL group were diagnosed with CLL (37 cases) based on the results
of blood counts and peripheral blood flow cytometry analyses, and with MBL (13 cases) if numerical
(low number of clonal lymphocytes) or clinical criteria were not met. Patients diagnosed with MBL were
divided into a group with low or high numbers of circulating clonal B-lymphocytes. The resulting
immunophenotype was the same in all patients: typical of clonal CLL cells (CD5+ CD23+ CD20%™). One
of the 5 polymorphisms studied, rs735665, was found to be significant for increased risk of both CLL
and MBL disease (p = 0.007). A trend towards increased risk for CLL or MBL disease was observed
depending on the number of risk alleles in the genotype with a higher proportion of risk alleles in the
polymorphisms (rs17483466, rs735665, rs7176508, rs13397985).

A whole spectrum of factors comes into play in the pathogenesis of both CLL and MBL
disease. A demonstrably older age of the individual is one risk factor. Another important factor is family
history — in particular, first-generation relatives of patients with CLL have a higher risk of developing CLL
(the so-called familial form) than those without a family history. Associated with this is a genetic

predisposition to CLL/MBL, i.e. changes at the chromosomal and molecular level.



Obsah

T VOO 1ottt 8
A B 011 {01, (o Y- R SRS P PP TP 9
2.1 Benigni [YMTOCYIOZA ......oooiiiiiiieee e e e e e e e e e e e 9
2.2 Maligni [YMTOCYIOZA ......vveeieieeiiieeee e e e e e e e e e e e e e e e e s aaeeeaeas 10
221 MonoKIonAlIni B-lymfoCYtOza..........cocuueiiiiiiiii e 12

3 Neoplazie z lymfoidni tKANE ..........oooi e 13
3.1 Neoplazie ze zralych B-bUNEK ..., 13
3.2 Chronicka lymfaticka leukémie/lymfom z malych lymfocytd CLL/SLL.........cccccveviiveiieenen. 14
3.2.1  StANOVENT QIAGNOZY .....cueeieiiiiiiie e 15

G T 0] o2 (070 1=Y U= . Y 17
3.2.3  Geneticka PrediSPOZICE ........c..uveiiiiiei i 18
3.2.4  Zdravotni KOMPIKaCe U CLL .....ccooiiiiiiiiiiii e 19
3.2.5 Deregulace imunitniNO SYStEMU ...........uuiiiiiiiiiiii e 19
3.2.6 Lymfoproliferativni onemocnéni a solidni tUmory ............cccoecciiieiee i, 20

4 Jednonukleotidovy POIYMOITIZIMUS .......c..eiiiiiiiii et e e 21
4.1 ST\ = o g 1Ty o ToTed o T=T o | PR SUPPRPRPRIN 21
411  SNP Spojené s MZIKEM CLL ...t e e e e 22

I e V1 (o] (o) = W0y (o] 14 1= 4 = TR 23
51 Princip pratokove CYtOMETrie ........ooiiiii e 23
5.2 INSIIUMENTACE .....ceiiiie et e e e e e e 23

6 RealHIME PCR ... 27
6.1 PrinCip real-time PCR ... ...ttt e e e e e 27

A O 1 (=N 1o] (o] gy o )Y =Y o] = Tot NP 29
8 Material @ MELOAY ... .ot e et e e e e e e e e e e 30
8.1 Imunofenotypizace [yMFOCYLU .........oouuiiiii e 31
8.1.1  Denni KONtrola KVality .........ooiiiiiiieiiiiie et e e e e 31
8.1.2 Fluorochromem konjugovaneé protilatky ... 31
8.1.3 Priprava smési monoklonalnich protilatek................cuvvuveieiiiiiiiiiiiiiiieeaes 32
8.1.4  PFiprava vZOrku Pro @NalYZU..........cocueeiiiiiiiieiiiiiee e aiieee ettt ettt e et e e e sbeeee s sbeeeeesneeeaeans 33
8.1.5 Analyza pratokovym cytometrem Navios EX ..o 34



8.1.6 Nastaveni prutokového cytometru Navios EX Beckman Coulter ...........cccccceeeveviiivennnn... 35

8.1.7 Strategie ureni IMuNOfenotypu BUNEK.............cooiiiiiiiiie e 36

8.2 Molekularni diagnostika pomoci PCR .........cooiiiiiiiii e 40
8.2.1 Detekce SNP rs17483466, rs735665, rs7176508, rs872071, rs13397985..........cccceeueee. 40
T2 Y] o 4 To [ 2= Lo oV I<To o [o |/ 40
8.2.3  1ZOIACE DINA ...ttt e e bt e e abb e e e eanraee e 41
8.2.4  PFIPrava @naAlYZY ........ooiiiiiiii e ee e 41
8.2.5  INSIIUMENTIACE ......ciiiiiiii et e e e e s e e 42
8.2.6 Interpretace analyzZy gENOVE EXPrESE.......uuuuuuuururmiririnininrnininrnrnrnrererernrarnr————————————————. 42

S V=] =T QPR 44
9.1 StatiStiCKA @NaAIYZA ...........ovieeie e 45
9.2 Imunofenotypizace [YMIOCYLU .........oooiiiiiii e 45
9.3 Zachyt onemocnéni CLL nebo MBL u pacientl se solidnim tumorem...........c.ccccoeeeeeeneennne 46
9.4 Genotypizace: Zastoupeni alel a genotypl v celém souboru jedincl.........cc.ccecveeeeiiieeennee. 47
9.5 Zastoupeni polymorfizm( u pacientd s CLL/MBL a kontrolni skupiny ...........ccccccoveeeeeeennnn. 49
9.6 Asociace genotypud s onemocn@nim CLL/MBL .........ccooiiiiiiiiiiii e 49
10 DISKUZE ...ttt e e e st e e e e e e e e e e e e e e 54
10.1  Algoritmus laboratorni detekce MBL ............oooiiiiiii e 55
10.2  Hodnoceni zavislosti onemocnéni CLL, MBL na véku a pohlavi ...............c.cccoeeeiiii. 55
10.3  CLL @ SolidNi Malignita ........eeeiiiiiieeeee et 57
10.4  Hodnoceni rizikovych faktorl vyvoje MBL V CLL ......c..ooiiiiiiiiiiie e 57

10.5 Asociace polymorfizml rs17483466, rs735665, rs7176508, rs872071, rs13397985

Lo g LT Lo Te L= 0 11 a0 T 58



1 Uvod

Neoplazie ze zralych B-bunék jsou velmi heterogenni skupinou lymfoproliferativnich onemocnéni.
Nejcastéji zastoupenou malignitou z B-bunék, které jsou na zakladé morfologie a imunofenotypizace
ureny jako zralé, je chronicka lymfaticka leukémie, které je diplomova prace vénovana predevsim.
Chronicka lymfaticka leukémie je charakterizovana proliferaci malych klonalnich B-lymfocyta s typickym
imunofenotypem (CD5+ CD23+ CD20d4m) v periferni krvi, kostni dfeni, lymfatickych uzlinach ¢&i jinych
organech. V pripadé, Ze neni naplnéno pocetni kritérium pro stanoveni diagnézy CLL (2 5 x 1091 bunék
typu CLL v periferni krvi), ale je pfitomné organové postizeni, maze byt diagnostikovan lymfom z malych
B-bunék. V sou€asnosti se na zdkladé pocetnich a klinickych kritérii od onemocnéni chronické
lymfatické leukémie odliSuje asymptomaticky stav, oznaCovany jako monoklonalni B-lymfocytéza
(Delgado et al. 2020).

Laboratorni diagnostika chronické lymfatické leukémie i monoklonalni B-lymfocytézy se ve vétsiné
pfipadl opira predevS§im o stanoveni krevniho obrazu (absolutniho poctu Iymfocytl), uréeni
imunofenotypu a klonality B-lymfocytd (Smolej et al. 2021). Robustnéjsi vyuziti modernich
hematologickych analyzatori muize pfispét k dfivéjSimu laboratornimu zachytu MBL nebo CLL, a to
zejména spravnou interpretaci suspektniho hlaseni automatickych hematologickych analyzatoru, které
muze byt vhodné vyuZito v kontextu se zachytem MBL, jako nemaligniho prekurzoru onemocnéni CLL.

Pfestoze se jedna o velmi ¢asté onemocnéni s incidenci 5/100 000 osob v Ceské republice
(Narodni onkologicky registr — UZIS CR), neni etiopatogeneze onemocnéni zcela objasnéna a vyzaduje
dal$i vyzkumnou praci. V patogenezi CLL se jevi vyznamné geneticka predispozice. U 5-10 % pacientd
je popisovana familiarni varianta CLL, kde se riziko onemocnéni CLL zvySuje zejména u pfibuznych
prvniho stupné. Dale mohou byt u nemocnych pomoci metody fluorescenéni in situ hybridizace
identifikovany chromozomové aberace. Rada studii se vénuje zmé&nam na molekularni Grovni,
konkrétné zménam v pofadi nukleotidl, tzv. jednonukleotidovym polymorfizmim (SNP — Single
nucleotide polymorphisms). V souvislosti s identifikaci jednonukleotidovych polymorfizmd se hovofi
o asociaci ur€itych SNP s diagnézou CLL a MBL (Strati et al. 2015). Zajimavym aspektem je zvySeny
vyskyt CLL u pacientl se solidnimi malignitami, jak popisuji van den Broek et al. (2014), Sladkova
(2019).

Validace SNP testovanych v pfedeSlych studiich &i identifikace novych SNP stejné jako jinych
markert patogeneze onemocnéni CLL by mohlo pfispét k vyvoji cilené terapie, individualizaci

prognostickych faktort u jedince.



2 Lymfocytéza

Lymfocytdza je u dospélych jedincu definovana jako zvy$eni absolutniho poctu lymfocyt nad 4 x 1091
periferni krve. V diferencialni diagnostice zvySeného poctu lymfocytd (Obrazek 1) je zasadni rozlisit

etiologii lymfocytézy (Hamad et al. 2020).

Lymfocytdza v KO
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Obrazek 1: RozliSeni etiologie lymfocytozy
Na obrazku je znazornény algoritmus laboratorniho vysSetfeni pfi prvnim zachytu lymfocytézy (bez kontextu s klinickym stavem &i

historii pacienta) v krevnim obraze uZivany na Oddéleni laboratorni mediciny Masarykova onkologického tstavu (OLM MOU).

U lymfocytozy zjiSténé pfi stanoveni krevniho obrazu je nutné rozliSit, zda se jedna o benigni
lymfocytozu &i maligni. Morfologii lymfocytd charakterizujeme na zakladé mikroskopického vysSetfeni
natéru periferni krve. Pro ureni zastoupeni jednotlivych populaci lymfocytl a prokazani pfipadné
klonality lymfocytd slouzi moderni laboratorni metoda, pratokova cytometrie (George 2012).

Za normalnich okolnosti osidluji periferni krev zralé lymfocyty normalni morfologie. Jsou
polyklonaini a pfevazuji T-lymfocyty (CD3+ lymfocyty). Pfi mikroskopickém vySetfeni natéru periferni
krve jsou popisovany jako malé buriky s kulatym &i ovalnym jadrem, hutnym jadernym chromatinem.

Cytoplazma je jemné bazofilni a tvofi uzky lem kolem jadra (Haferlach et al. 2014).

2.1 Benigni lymfocyt6za

Benigni lymfocytézu Ize oznacit jako reaktivni. ZvySeny pocet lymfocytl (Obrazek 2) tedy mizeme
detekovat i u pacienti bez hematologického onemocnéni v anamnéze. U pacienta mizeme laboratorné
prokazat jiné onemocnéni, které provazi zvySena hodnota lymfocytu. V takovém pfipadé se po odeznéni
onemocnéni hodnota lymfocytl normalizuje. Morfologie lymfocytl vykazuje nejen v téchto pfipadech
znacénou variabilitu. Existuji rizné pfic¢iny reaktivni lymfocytozy (Obrazek 3, zvySené CD8+ T-lymfocyty),

napfiklad virové (infekce virem EBV), bakterialni onemocnéni (George 2012).
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Obrazek 2: Hodnoty leukocytl a lymfocytti, scattergram populaci leukocytti z analyzatoru Sysmex XN-2000

V ¢ervené ohraniCenych ¢astech obrazku vidime vy$8i hodnotu leukocytd (WBC — White blood cell), lymfocytd
(LYMPH — Lymphocyte), suspektni hlaSeni Atypical Lympho? a v pravé ¢asti grafické zobrazeni populace leukocytl z analyzatoru
Sysmex XN-2000.

PFi stanoveni krevniho obrazu mohou byt naméfeny hodnoty mimo referenéni rozmezi.
PFi zjisténi vys8Si hodnoty leukocytd nebo Iymfocytl mizeme provést natér periferni krve
pro morfologicky popis bunék. Dale je mozné pro zjisténi imunofenotypu lymfocytl provést vysetfeni

periferni krve pratokovou cytometrii.
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Obrazek 3: Reaktivni lymfocytéza — scattergramy ziskané z pritokového cytometru, software Kaluza Analysis 2.1

Pro identifikaci imunofenotypu lymfocytt v periferni krvi se provadi vySetieni prutokovou cytometrii. Ke grafickému znazornéni
slouzi tzv. scattergramy. Vy$$i procentudini zastoupeni CD8+ T-lymfocytl a normalni pomér povrchovych lehkych Fetézcl
imunoglobulinu (kappa/lambda) na B-lymfocytech muze znacit lymfocytézu reaktivniho pdvodu. V levé ¢asti obrazku znazortiuje
scattergram expresi povrchovych lehkych fetézcu kappa/lambda (pomér k/A je normalni, k/A = 1,32) na B-lymfocytech. Na ose y
je lambda, pouzity fluorochrom je PE. Na ose x je kappa, pouzity fluorochrom je FITC (Fluorescein isothiocyanate, fluorescein
isothiokyanat). V pravé ¢asti obrazku je znazornéno zastoupeni cytotoxickych CD8+ CD3+ T-lymfocytt z lymfocytl (63 %): na ose
y znak CD8, pouzity fluorochrom je APC (Allophycocyanin). Na ose x je znak CD3, pouzity fluorochrom je APC750
(Allophycocyanin-Alexa Fluor 750).

2.2 Maligni lymfocytoza

Etiologie zvySeného poctu lymfocytll muze byt kromé benigni lymfocytézy, ktera je CastéjSim nalezem,
také maligni lymfocytoza. V takovém pfipadé dochazi ke zvySeni poc¢tu lymfocytd v disledku akutniho
¢i chronického onemocnéni, tj. akutni lymfoblastické leukémie (neoplazie z prekurzorovych bunék) nebo

chronického lymfoproliferativniho onemocnéni (lymfoidni neoplazie ze zralych bunék) (Penka et al.
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2011). Na moznou pfitomnost patologickych lymfocytll m(ize pracovnika laboratofe upozornit také
suspektni hlaseni automatickych hematologickych analyzatord (napf. hlaseni ,Abn Lympho?“
u hematologického analyzatoru firmy Sysmex).

Klonalni nadorova lymfoproliferativni onemocnéni ze zralych bunék mohou vychazet z T &i
B buné&né linie nebo NK bunék (NK — natural killer, pfirozeni zabijeci). NejCastéji se jedna o lymfoidni
neoplazie B buné&&né (Obrazek 4), kterym bude vénovana tato prace. (Penka et al. 2011)

Mezi nejCastéjSi ndlezy patfi chronicka lymfaticka leukémie a monoklonalni B-lymfocytéza. MBL
je asymptomaticky stav s laboratorné prokazanou expanzi B-lymfocytl s typickym imunofenotypem

v periferni krvi (nej¢astéji imunofenotyp odpovidajici burikam CLL) (Maitre and Troussard 2019).

Klonalni B-lymfocyty

Monoklonalni B-lymfocytoza Lvmfoproliferativni

(potet lymfocytd < 5x10%/1) onemocnéni

Obrazek 4: RozliSeni MBL a B-lymfoproliferace

Pro priikaz lymfoproliferativniho onemocnéni je mozné vyuzit kombinaci nékolika metod: stanoveni krevniho obrazu (Obrazek 5),
imunofenotypu lymfocyt(, klinického vySetfeni pacienta, zobrazovaci metody, nebo histologického vysetfeni kostni dfené (Penka
et al. 2011).

S maligni lymfocytézou se setkavame u pacientd s diagnézou lymfoidni neoplazie v anamnéze.
V takovém pfipadé jsou lymfocyty atypické svou velikosti, tvarem, charakterem chromatinu Cdi
cytoplazmy. Lymfocyty jsou klonalni, s imunofenotypem charakteristickym pro danou lymfoidni neoplazii
(Obrazek 6). S klonalni expanzi lymfocytd se mUzeme setkat i u stavli popisovanych jako monoklonalni
B-lymfocytéza (George 2012).
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RBC 4.31  10M2/1 lNEUT# 2.52 - 16A9/L P
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55C

Obrazek 5: Hodnoty leukocytl a lymfocytti, scattergram populaci leukocytti z analyzatoru Sysmex XN-2000

Na analyzatoru byl zméfeny vzorek periferni krve odebrany do K;EDTA. Ve vysledku krevniho obrazu byla zjisténa vyssi hodnota
leukocytt (WBC), lymfocytl (LYMPH) a suspektni hlaSeni analyzatoru Abn Lympho?. V pravé asti obrazku je vidét rozdéleni
leukocytarnich populaci s dominanci lymfocytt (€ervené ohrani¢ena populace).
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Obrazek 6: Maligni lymfocytéza — scattergramy ziskané z pratokové cytometrie, software Kaluza Analysis 2.1

V levé casti obrazku je vidét vyssi procentualni zastoupeni bunék CD19+, tedy B-lymfocytl (osa y, pouzity fluorochrom FITC)
a v pravé Casti obrazku abnormalni pomér povrchovych lehkych fetézct imunoglobulinu (k/A = 130,36) na B-lymfocytech. Zvysené
zastoupeni B-lymfocytl a zjisténi klonality povrchovych lehkych fetézch imunoglobulinCi kappa/lambda v periferni krvi je
charakteristickou znamkou lymfoproliferativniho onemocnéni z B-bunék, tj. B-lymfocyty = 86 % z lymfocytd, povrchové lehké
fetézce na B-lymfocytech: lambda = 0,75 %, povrchové lehkeé fetézce kappa = 98 %.

2.2.1 Monoklonalni B-lymfocytéza

Monoklonalni B-lymfocytéza je stav, kdy pocet cirkulujicich klonalnich B-lymfocyti nedosahuje poctu
5 x 1091 periferni krve (Strati et al. 2015).

Obecné je popisovano, Ze se nej¢astéji jedna o buriky s imunofenotypem typickym pro CLL (70 %),
tj. CD19+ CD5+ CD23+ a s restrikci povrchovych lehkych fetézcl imunoglobulinu (kappa nebo lambda)
(Strati et al. 2015). S podobnymi vysledky (75 % pfipadd s imunofenotypem typickym pro CLL) se
setkavame také u Arena and Musto (2014). Pro monoklonalni B-lymfocytézu je charakteristicka absence
klinickych pfiznakd a organového postizeni (Strati et al. 2015).

MBL je mozné oznacit za prekurzor CLL &i jiného lymfoproliferativnhiho onemocnéni z B bunék (dle
imunofenotypu bunék). Mezi rizikové faktory rozvoje MBL patfi stejné jako napf. u CLL vy3&i vék jedince,
muzské pohlavi, genetické polymorfizmy &i infekce. Také v rozvoji MBL se pfedpokladéa vliv genetické
predispozice (Strati et al. 2015).

V nékterych pfipadech byla také prokazana asociace mezi MBL a jednonukleotidovymi
polymorfizmy a nékteré z nich jsou také spojeny s rozvojem CLL. Ve studii Calligaris-Cappio
and Federico (2011) je zminéno 9 testovanych SNP s cilem prokazat asociaci mezi genotypem
arozvojem MBL, znichz 6 SNP bylo urenych jako statisticky vyznamnych pro asociaci mezi
genotypem a rozvojem MBL (rs17483466, rs13397985, rs757978, rs872071, rs2456449 a rs735665)
(Crowther-Swanepoel et al. 2010). V novéjsi studii se autofi shoduji s pfedchozimi studiemi a taktéz
popisuji asociaci SNP s rizikem MBL v 6 lokusech a celkové byla zhodnocena asociace SNP s rizikem
rozvoje MBL v 18 lokusech z 37 testovanych lokusu (41 SNP) (Kleinstern et al. 2022).
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3 Neoplazie z lymfoidni tkané

Lymfoproliferativni onemocnéni vychazeji z riznych stadii vyvoje lymfocytd. RozliSujeme malignity
z prekurzorovych bunék, tj. lymfoblastl a malignity, které vychazeji ze zralych lymfocytGd. Maligni
onemocnéni z prekurzorovych bunék lymfocytd oznacujeme jako lymfoblastické leukémie/lymfomy.
Druhou velkou skupinou lymfoidnich neoplazii jsou neoplazie ze zralych B ¢i T lymfocyt(i nebo NK bunék
(Kacirkova et al. 2007).

Lymfoidni neoplazie jsou v sou¢asné dobé klasifikovany pomoci WHO klasifikace (WHO — World
Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace) lymfoidnich neoplazii z roku 2016 (Obrazek 7),

ktera zahrnuje jak klinické, tak laboratorni vySetfeni (Swerdlow et al. 2016).
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Obrazek 7: WHO klasifikace lymfoidnich neoplazii — vysetieni
WHO Kklasifikace lymfoidnich neoplazii z roku 2016 zahrnuje komplexni pfistup. Jedna se o klinické vySetfeni, zobrazovaci
metody, histologické/imunocytologické vysetfeni kostni diené, imunofenotypizaci lymfocytli, cytogenetické a molekularné

genetické vysetieni.

3.1 Neoplazie ze zralych B-bunék

Neoplazie ze zralych B-bunék jsou lymfoproliferativni klonalni nadorova onemocnéni, ktera vychazeji
z bunék B-bunécné linie. Jsou charakterizovany proliferaci B-lymfocyt(l, které jsou na zakladé
morfologie a imunofenotypu uréeny jako zralé (Kacdirkova et al. 2007).

Neoplazie ze zralych B-buné&k patfi k nej¢astéjSim lymfoidnim neoplaziim na celém svété. Jedna
se o velmi heterogenni skupinu onemocnéni (Tabulka 1). Tato klonalni nadorova onemocnéni postihuji
periferni krev, kostni dfefi nebo lymfatickou tkan stfeva, uzlin apod. (Penka et al. 2011).

V pfipadé, ze nadorové bunky osidluji kostni dfen €i jinou lymfatickou tkan, hovofime o lymfomu.
Stavy, které se manifestuji pfitomnosti nadorové populace v periferni krvi od po¢atku onemocnéni,
oznacujeme jako leukémie. V situacich, kdy je periferni krev postizena jako nasledek progredujici

choroby, hovofime o leukemizovaném lymfomu (Penka et al. 2011).
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Pro definitivni laboratorni prikaz choroby je stézejni komplexni pfistup, ktery se opira o stanoveni
krevniho obrazu, imunofenotypizaci lymfocytl, histologické nebo molekularné genetické vysetreni
(Kacirkova et al. 2007).

Tabulka 1: Prehled nejcastéjSich vyzralych neoplazii z B-bunék (Swerdlow et al. 2016)

Monoklonalni B-lymfocytéza

Chronicka lymfaticka leukémie, lymfom z malych B-bunék (CLL/SLL)
Splenicky lymfom z marginalni zény

B prolymfocytarni leukémie

Vlasatobunééna leukémie

Lymfoplazmocytarni lymfom

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu
Plazmocelularni myelom

Folikularni lymfom

Lymfom z plastovych bunék (MCL — Mantle cell ymphoma)
Difuzni velkobunéény lymfom

Burkittdv lymfom

V klinickém obraze pacientl se vyskytuji tzv. B pfiznaky, tj. vahovy Ubytek, noéni poceni,
teploty, zvétSeni uzlin, jater &i sleziny. Komplikaci lymfoproliferativniho onemocnéni moze byt
autoimunitni hemolyticka anémie (AIHA — Autoimmune hemolytic anemia) nebo imunitni

trombocytopenie (ITP — Immune thrombocytopenic purpura) (Penka et al. 2011).

3.2 Chronicka lymfaticka leukémie/lymfom z malych lymfocytu CLL/SLL
CLL je nejcastgjsi leukémii zejména starsich lidi zapadni polokoule. V Ceské republice je incidence
onemocnéni cca 5 pfipadl na 100 000 obyvatel (Udaj za obdobi 2014—-2018) (Narodni onkologicky
registr — UZIS CR).

Podstatou onemocnéni je proliferace malych B-lymfocytd, které jsou pomoci
pratokové cytometrie urCeny jako klonalni buriky s expresi povrchovych antigent typickych pro CLL
(Doubek et al. 2012). Nadorovou populaci pfedstavuji klonalni malé B lymfocyty s typickym fenotypem
CD19+ CD5+ CD23+ a snizenou expresi CD20 (Navrkalova et al. 2015).

Lécbu CLL je nutné individualizovat s ohledem na vék, pfidruzena onemocnéni i prognézu
konkrétniho onemocnéni. V nékterych pfipadech je doporu€ovano monitorovani klinického stavu
pacienta bez zahajeni 1éEby (Hallek et al. 2018). Zahajeni |éCby je indikovano s ohledem na stadium
onemocnéni ¢i jeho aktivitu. Pro prilkaz aktivity onemocnéni musi byt splnéno alespon jedno z kritérii,
jako progrese anémie ¢i trombocytopenie v disledku postizeni kostni dfené, masivni nebo progredujici
splenomegalie nebo lymfadenopatie. Pro aktivitu onemocnéni CLL mUze byt taktéz signifikantni vzestup
lymfocytt v periferni krvi (zvySeni poctu lymfocytl o vice nez 50 % plvodniho poctu lymfocytl za dobu

krat$i nez 6 mésicu), autoimunitni anémie/trombocytopenie neodpovidajici na Ié€bu a v neposledni fadé
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néktery ze systémovych pfiznakl(l souvisejicich s onemocnénim (Ubytek hmotnosti, Unava, nocni
poceni, horecky) (Smolej et al. 2021).

K l1é¢bé CLL mohou byt vyuzity napfiklad kinazové inhibitory ibrutinib a idelalisib, inhibujici
signalni drahy B-bunécného receptoru (BCR) a venetoklax, jako selektivni inhibitor Bcl-2 (B-cell
lymphoma) (Smolej et al. 2021). Z dalSich moznosti Ié€by Ize zminit rituximab, ktery vazbou na antigen
CD20 na povrchu B-lymfocytt zpusobuje jejich eliminaci z krevniho obéhu. Eliminace B-lymfocytd je
zprostiedkovana mechanizmy imunitni odpovédi. Dale bylo prokazano, ze vazbou rituximabu na antigen
CD20 na povrchu B-lymfocytd dochazi k navozeni apoptické smrti (Belada 2010). Pokyny nejen
pro diagnostiku, ale i Ié¢bu vychazeji z doporuéeni WHO (Hallek et al. 2018).

3.2.1 Stanoveni diagnoézy
Stanoveni diagnézy CLL je mozné na zakladé kritérii, ktera byla aktualizovana Mezinarodni pracovni

skupinou pro CLL a Svétovou zdravotnickou organizaci (Tabulka 2) (Mora et al. 2018).

Tabulka 2: Diagnosticka kritéria CLL dle International Workshop on CLL (IWCLL) (Hallek et al. 2018)

Klonalni B-lymfocyty v periferni krvi > 5 x 10%/1
Morfologicky < 55 % atypickych bunék (napf. prolymfocyty) v periferni krvi
Typicky imunofenotyp

Pocet klonalnich B-lymfocytt musi byt pro stanoveni diagnézy CLL vyssi nez 5 x 109/ periferni
krve. Pro laboratorni potvrzeni diagnéz CLL obvykle postai stanoveni krevniho obrazu v&etné
diferencialniho rozpoctu leukocytd na automatickém hematologickém analyzatoru a imunofenotypu
lymfocytl pomoci pritokové cytometrie (Hallek et al. 2018).

Jiné laboratorni metody, jako napfiklad FISH (Fluorescence in situ hybridization, fluorescenéni
in situ hybridizace) pro detekci chromozomalnich aberaci, nejsou nezbytnou ani rutinni sou€asti skupiny
testd ur€enych pro diagnostiku CLL (Hallek et al. 2018). VySetfeni kostni dfené je obvykle provadéno
pro objasnéni etiologie zmén ve vysledcich krevniho obrazu (napf. anémie) a histologické vysSetfeni
mizni uzliny je provadéno v indikovanych pfipadech, kdy neni jasny imunofenotyp patologického klonu
lymfocytl v periferni krvi nebo pfi podezfeni na transformaci CLL do jiné progresivnéjsi formy s ¢asto
asymetrickou lymfadenopatii a vyznamnymi B-symptomy (tzv. Richterliv syndrom), nejcastéji difuzniho
velkobunééného lymfomu (Hadrabova 2015).

Typicky imunofenotyp B-lymfocyt(, ktery obvykle postacuje pro stanoveni CLL (laboratorné) je
CD19+ CD5+ CD23+ (Obrazek 8) a restrikce povrchovych fetézcl kappa nebo lambda. K upfesnéni
diagnézy mohou slouzit i dalSi markery exprimované na povrchu B-lymfocyt(, napf. CD20 (snizena
exprese na bufikach CLL, tj. CD20dim), CD200 (silné exprimovan na bufkach CLL), CD79b (slabé
exprimovan na burfikach CLL), CD10 (negativni na bufikach CLL) (Hallek et al. 2018).

K odlieni od jiného tzv. CD5 pozitivhiho lymfoproliferativniho onemocnéni (konkrétné MCL) je
vhodné vyuzit znak CD200, ktery je u CLL exprimovan silné. Stejné tak u pacientl, u kterych byla

na zakladé stanoveni imunofenotypu bunék diagnostikovana atypicka CLL, byla patrna exprese znaku
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CD200. Tyto informace vychazeji ze studii od Palumbo et al. (2009), Spacka et al. (2014), Mora et al.
(2018) ¢&i Ting et al. (2018).

[B-LYMFO] CD23-APC / CD5-PB [B-LYMFQ]

10° % CD19-PC7 / CD20-APC750
:G1: 29,7 o 2: 7, 1% 3~ — —_—
G 39’TG >7,61%) 10 :E1: 0,00% E2: 81,49%
102_
1024
a
[} M~
& 10 g
o < 10"
O =}
o~
o
L X ]
IUO‘: T ) 100___ —
:G3: 7,12%1G4: 5,54%] :E3: 0,00%
uljﬂ 15‘ 1I02 10° uIJU 15‘ 1:32 10°
CD23-APC CD19-PC7

Obrazek 8: CD znaky typické CLL — scattergramy z priitokové cytometrie, software Kaluza Analysis 2.1

Na scattergramech vidime pozitivitu znaku CD5, CD23 a snizenou expresi znaku CD20 na B-lymfocytech. Imunofenotyp
B-lymfocytd CD5+ CD23+ CD20dim je charakteristicky pro patologické lymfocyty proliferujici v ramci CLL. V levé ¢asti obrazku je
na ose y znak CD5, pouzitym fluorochromem je PB (Pacific Blue); na ose x jsou vyobrazeny buriky exprimujici na svém povrchu
znak CD23 a pouzitym fluorochromem je APC750. V pravé ¢asti obrazku je na ose y znak CD20, pouzitym fluorochromem je

APC750; na ose x jsou vyobrazeny buriky exprimujici znak CD19, pouzitym fluorochromem je PC7.

Pokud hodnoty klonalnich lymfocyta v periferni krvi nedosahuji hodnoty 5 x 109/ periferni krve,
ale maji typicky imunofenotyp CDS5+ CD23+, hovofime o monoklonalni B-lymfocytéze
s imunofenotypem CLL. Pokud je soufasné& pfitomné organové postiZzeni (lymfadenopatie,
splenomegalie, hepatomegalie), muze se jednat o lymfom z malych lymfocytt (Doubek et al. 2012).
Zasadnim rozdilem mezi CLL a SLL je absence kritéria periferni lymfocytézy. Je-li to mozné,
a pfi sou€asné nepfitomnosti patologického klonu B-lymfocytl v periferni krvi ¢i kostni dfeni, by méla
byt diagndza SLL potvrzena histologickym vySetfenim mizni uzliny. V pfipadé cytopenie v periferni krvi
v disledku infiltrace kostni dfené nadorovymi bufikami (patologickymi lymfocyty) je podle
doporuceni (IWCLL z roku 2018) stanovena diagnéza CLL bez ohledu na pocet lymfocytli v periferni
krvi (Hallek et al. 2018).

Morfologicky nalez u typické formy CLL/SLL je obvykle pfedstavovan uniformni populaci
lymfocytl. Tyto patologické buriky jsou o néco vétSi nez normalni maly zraly lymfocyt, s kulatym lehce
excentricky ulozenym jadrem, hutnym/kondenzovanym chromatinem. Cytoplazma je slabé& bazofilni
a obvykle tvofi uzky lem kolem jadra bunky (vysoky N/C pomér). V natéru periferni krve nachazime také

Cetné jaderné stiny, tzv. Gumprechtovy stiny (Obrazek 9) (Penka et al. 2011).
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Obrazek 9: Lymfocyt u typické formy CLL, jaderny stin

PFi nejasném imunofenotypu bunék, odliSeni CLL od ostatnich lymfoproliferaci, Ize v ramci
diferencialni diagnostiky vyuzit skérovaci systém Royal Mardsen (Tabulka 3). Zminény skoérovaci
systém je mozné vyuzivat, nicméné zakladni diagnosticka kritéria CLL jsou aktualizovana Mezinarodni
pracovni skupinou pro CLL a Svétovou zdravotnickou organizaci, viz Tabulka 2 a za¢atek kapitoly 3.2.1
(Mora et al. 2018).

Tabulka 3: Royal Marsden (Matutes) skoére pro stanoveni diagnézy CLL pritokovou cytometrii

CD antigen Body podile intenzity exprese znaku

1 0
CD5 Pozitivni Negativni
CD23 Pozitivni Negativni
slg (Surface immunoglobulin) | Slabé pozitivni Silné pozitivni
CD79b Slabé pozitivni Silné pozitivni
FMC7 Negativni Pozitivni

Vysoké skére (4-5 bodU) je u vétSiny pfipadd CLL, ostatni lymfoproliferace maiji skére nizké (1-2 body) (Moreau et al. 1997).

3.2.2 Etiopatogeneze
Etiologie onemocnéni neni do jisté miry zndma. Pfedpokladaly se vlivy jako chemické latky, zareni,
infekéni etiologie (Litin et al. 2018). Obsahlé studie vSak neprokazaly souvislost s vlivem zevnich faktor(,
jakou jsou ioniza¢ni zéfeni apod. V patogenezi CLL byly identifikovany zmé&ny v chromozomalnich
oblastech, varianty v jediném nukleotidu, jednonukleotidové polymorfizmy. Velké mnozstvi dukazi
tykajicich se informaci o genetické predispozici k CLL je zalozeno na epidemiologickych i rodinnych
studiich (Strati et al. 2015).

Familiarni forma CLL je popisovana u 5—10 % pfipadud. Jako familiarni CLL se oznacuje CLL
s nalezem alespon 2 pfibuznych prvniho stupné s CLL. V nékterych genech byly identifikovany SNP,
které jsou spojeny s familiarni CLL (Strati et al. 2015).
U pacientd mlze byt prokazan také abnormalni karyotyp. K nej¢astéjSi chromozomové abnormité

u pacientll s CLL se fadi delece v oblasti dlouhého raménka chromozomu 13 (del 13q14, del — Deletion,
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delece), delece v oblasti dlouhého raménka chromozomu 11 (del 11922, del 11923) nebo trizomie
chromozomu 12 (American Society of Clinical Oncology 2018).

Delece 13q se vyskytuje pfiblizné u 50 % pacientl. Pro jedince s abnormitou 13q14 je
charakteristicky pomérné stabilni prilbéh onemocnéni s nepfili§ progresivni lymfocytézou, pfiznivou
prognozou.

Druhou béznou chromozomalni abnormalitou u pacientt s CLL je delece v oblasti chromozomu
11q (del 11q). Delece v oblasti chromozomu 11q byla identifikovana pfiblizné u 15 % pfipadl. Delece
v této oblasti vede k defektu tumor supresorového genu ATM (Ataxia teangiectasia mutated gene), ktery
kéduje fosfatidylinositol-3-kinazu, coz je enzym, ktery je za normalnich okolnosti soucasti regulace
signalni drahy pro apoptézu, proliferaci, bunécny rist a metabolismus bunék (Kikushige 2020).

Trizomie chromozomu 12 je pfitomna asi u 10—20 % pacientt s onemocnénim CLL (Puiggros
et al. 2014), je spojovana s atypickou variantou CLL (klonalni B-lymfocyty v ramci diferencialni
diagnostiky odliSené od jinych lymfoproliferaci, tj. s imunofenotypem CD19+ CD20+ CD200+ CD5- nebo
CD23-) a spiSe progresivnim chovanim nemoci (Urbaniak and Iskierka-Jazdzewska et al. 2022).

Dal$i chromozomalni abnormitou je delece Casti kratkého raménka chromozomu 17, ktera se
spojena s vyraznou progresi onemocnéni. Konkrétné del 17913 je spojena se ztratou funkce tumor
supresorového genu TP53 (Tumor protein 53), ktery koduje protein p53. Mutace v genu TP53 ma
za nasledek pozménénou funkci proteinu p53, ktery za normalnich okolnosti hraje velmi dilezitou roli
pfi regulaci buné&ného cyklu. Uvedené zmény v karyotypu nemusi byt vzdy prokazatelné konvenénim
barvenim chromozom. Pro prikaz zmén v karyotypu jedince Ize pouzit citlivéjSi metodu molekularni
cytogenetiky, fluorescencni in situ hybridizaci (Puiggros et al. 2014).

VysSetfeni uvedenych chromozomalnich aberaci metodou FISH neni soucasti stanoveni
diagnézy, ale dle Doporugeni &eské hematologické spoleénosti, Ceské lékaiské spolednosti Jana
Evangelisty Purkyné je vhodné jej vyuZit v situacich, kdy je cilem zpfesnit u nemocného prognézu
onemocnéni CLL, a to zejména u pacientl s indikaci intenzivni, cilené Iécby (Smolej et al. 2021).

AZ u 65 % pfipadd CLL byva prokazana nadmeérna exprese protoonkogenu Bcl2 (supresor
apoptozy). Nicméné u pacientd s CLL s nadmérnou expresi proteinu Bcl2 nejsou prokazany zmény
na chromozomech, které ke zvySené expresi Bcl2 obvykle vedou, jako napf. t (14;18,

t — Translocation, translokace) (Cimmino et al. 2005). Za nadmérnou expresi proteinu bcl2 stoji delece
v oblasti chromozomu 13g14. Toto misto je mistem gend pro mikroRNA — miRNA15a, miRNA16-1.

Jejich delece vede k nadmérné expresi Bcl2 (Abruzzo et al. 2018).

3.2.3 Geneticka predispozice
Chronicka lymfocytarni leukémie z malych B-lymfocytl je hematologicka malignita, u které je prokazana
geneticka predispozice (Lin et al. 2021).

Na zakladé populacnich analyz, které nasledné zverejnil Goldin et al. (2003), bylo popsano
u pfibuznych prvniho stupné o 8,5 % vyssi riziko CLL a 0 1,9 % vysSi riziko ostatnich non-Hodgkinovych
lymfomud (NHL) (Goldin et al. 2004).

Vysledky studie, kterou publikoval Sellick et al. (2007), poskytly dikaz o mozném
mendelovském typu dédinosti. Byla prokazana asociace lokusu 2921.2 na chromozomu 2, lokusu
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6p22.1 na chromozomu 6 s CLL a na zakladé rodokmenové analyzy byl prokazan model shodny
s autozomalné recesivnim modelem dédi¢nosti. Dale byl pfi mapovani prokazan dominantné
segregujici lokus 18g21.1 (Sellick et al. 2007).

Ve vySe uvedené studii, ktera méla slouzit k identifikaci lokusU, které jsou v asociaci s CLL, se
autofi zabyvali rodokmeny 206 rodin z riznych zemi (napf. Velka Britanie, Spojené staty americke,
Norsko, Izrael, Nizozemsko, Australie). Diagndza jedincu v rodinach byla stanovena na zakladé bézné
pouzivanych standardud, vychazejicich z WHO klasifikace. Se souhlasem jedincl byl stanoven jejich
genotyp ze vzorku periferni krve. Do prvni faze studie bylo zahrnuto 105 rodin, do druhé 101 rodin.
Genotypizace byla provedena jak u ¢lenl rodiny s CLL &i jinou lymfoproliferaci, tak u nepostizenych
osob.

V urgitych oblastech chromozom(l se ve zminéné studii vyskytuje nékolik genl podilejicich se
na bunécéné proliferaci, diferenciaci B bunék i apoptdze a byla prokazana jejich asociace s CLL (Sellick
et al. 2007). Pfikladem mZze byt oblast identifikovana na chromozomu 2 (2g21). Tato oblast zahrnuje
gen chemokinového receptoru (CXCR4), jez je vice exprimovan na burikach CLL a pfepoklada se
spojeni s progresi onemocnéni (Barretina et al. 2003). Vysledky studie naznacuji, ze k rozvoji CLL

v rodinach pfispiva vice nez 1 gen (Sellick et al. 2007).

3.2.4 Zdravotni komplikace u CLL

Komplikace u CLL v pfevazné vétsiné souviseji s nerovnovahou imunitniho systému. Pfi¢inou jsou
kvalitativni i kvantitativni defekty bunééné i humoralni slozky imunity. Prakticky u vSech pacientd s CLL
je detekovana snizena hladina imunoglobulint, coz muze mit za nasledek zvySenou dispozici
k infekcim. U &asti pacientl je popisovan vyskyt autoimunitniho onemocnéni, nej¢astéji autoimunitni
hemolytické anémie (AIHA) ¢i trombocytopenie imunitniho charakteru. Izolovana aplazie ¢ervené krevni
fady &i neutropenie autoimunitniho charakteru jsou méné &asté a stejné tak autoimunitni onemocnéni
jiného nez hematologického puvodu jsou u pacientt s CLL vzacné (Dearden 2008). Kromé
autoimunitniho onemocnéni u pacientd s CLL mlze za vznikem cytopenie a jejich klinickych projevu
stat infiltrace kostni dfené& nadorovymi burikami &i suprese navozena Ié€bou (Brejcha 2015).

Castou komplikaci u pacientd s CLL jsou nemoci infekéni etiologie (Buggins et al. 2008).
Az 80 % pacientt s CLL trpi infekcemi rizného plvodu. NejCastéji se jedna o bakterialni agens.
Bakterialni infekce jsou vyrazem imunodeficitu souvisejiciho s CLL, virové ¢ mykotické infekce se
rozvijeji spiSe v disledku podavané Iécby (Brejcha 2015).

Kromé& infekénich komplikaci, jejichz vy3Si frekvence je podminéna komplexni poruchou
imunitniho systému, at uz v ddsledku CLL nebo Ié¢by, se mizZeme u pacientl s CLL setkat s vyskytem
autoimunitniho onemocnéni, sekundarniho maligniho onemocnéni i progresi samotné CLL (Dasanu

et al. 2007). Infekce jsou u pacientd s CLL nej¢astéjsi pficinou umrti (Hamblin et al. 2008).

3.2.5 Deregulace imunitniho systému
Nadorové bunky CLL produkuji fadu cytokind, a tim se pfimo podileji na funk&nich zménach

imunitniho systému. Produkuji zejména interleukin 6 (IL-6), interleukin 10 (IL-10), tumor nekrotizujici
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faktor (TNF — Tumor necrosis factor) a transformacni rlstovy faktor B (TGF-  — Transforming growth
factor) (Buggins et al. 2008).

Funkce imunitniho systému je zaroven narusena i pfipadnou sou€asné probihajici 1éEbou
s cytotoxickymi ucinky, coz vede ke snizeni poc¢tu bunéénych elementd imunitniho systému. V dlsledku
zménéné funkce a snizeného poctu T-lymfocytu je defektni proces prezentace antigenu
B-lymfocytiim. Dale je u pacient s CLL prokazana porusena aktivita NK bunék, které imunofenotypem
odpovidaji normalnim NK bufkém, ale morfologicky se od normalnich NK bunék lisi. Pro tyto NK buriky
je charakteristicka ztrata azurofilnich granul, a tak i jejich lytické funkce (Kay and Zarling 1984).

Zmény se tykaji také monocytd, u pacienttd s CLL byly detekovany tzv. neklasické monocyty
exprimujici CD14+ CD16++. Ve studii od Maffei et al. (2013) byly monocyty analyzovany nejen
pritokovou cytometrii, ale byla provedena i analyza genové exprese. Vysledky studie
popisuji u monocytd ziskanych od pacientd s CLL deregulaci gen podilejicich se na fagocytdéze. Bunky
CD14+ CD16++ (neklasické monocyty) maji schopnost inhibovat proliferaci T-lymfocytd. Jedna se
o dal8i mechanizmus imunosuprese. Dysfunkce imunitniho systému vede k usnadnéni progrese nadoru
a pfitomnost monocytd CD14+ 16++ muze znacit agresivnéjsi formu CLL, a to i na podkladé
chromozomalnich aberaci prokazanych metodou FISH, coz je popisovano ve studii Maffei et al. (2013).

U pacient(l s CLL je kromé& mononuklearu také snizena funkce granulocyt( (ltala et al. 1996).
Muzeme se setkat s funkéni poruchou neutrofild i kvantitativnimi zménami. Snizeni absolutniho poctu
neutrofild mize nastat v dlsledku infilirace kostni dfené nadorovymi burikami &i 1é¢by, tj. polékova

neutropenie (Manukyan et al. 2017).

3.2.6 Lymfoproliferativhi onemocnéni a solidni tumory

Pacienti s chronickou lymfatickou leukémii maji vySSi riziko rozvoje i dalSich malignit. Pficinou rozvoje
sekundarni malignity mize byt poruSena regulace imunitniho systému, plsobeni systémové l1écby CLL
i geneticka predispozice (Beiggi et al. 2013). DfivéjSi retrospektivni kanadska studie (Manusow et al.,
1975) poukazala na trojnasobné vyssi riziko rozvoje rdznych typt sekundarni malignity u pacientd
s CLL, u karcinomu kize bylo prokazano riziko dokonce osminasobné (Manusow and Weinerman
1975). Nicméné i dalSi studie (Tsimberidou et al., 2009) podporuji vysledky u zminéné studie
od Manusow et al. 1975 (Tsimberidou et al. 2009).

V dal$i studii, tentokrat danské, Schollkopf et al. (2007) prokazal zvySené riziko rozvoje
sekundarni malignity u pacientll s prokazanou CLL. Zde se zaméfovali na vyskyt karcinomu plic
u pacientl s dfive diagnostikovanou CLL. VysS§i riziko rozvoje karcinomu plic bylo prokazano (Schollkopf
et al. 2007).

V pozdé&jsi nizozemské studii od van den Broek et al. 2014 bylo naopak prokdzané zvySené
riziko rozvoje CLL u pacientd s jinou primarni malignitou. Tyto pfipady byly popsany u pacientl
s karcinomem prostaty, kuze. Bylo zjisté€no, ze pacienti s diagnostikovanym karcinomem maiji az o 90 %
vySsi riziko rozvoje i hematologické malignity, konkrétné CLL. Ze zminéné studie vyplyva, ze by bylo

vhodné se zaméfit na predisponuijici rizikové faktory (van den Broek et al. 2014).

20



4 Jednonukleotidovy polymorfizmus

Jaderny genom jedincll se vyznacuje urcitou variabilitou. Geneticky polymorfizmus je definovan jako
zména v sekvenci DNA s frekvenci vyssi nez 1 % v lidské populaci. Hovofime-li o jednonukleotidovém
polymorfizmu, popisujeme misto jednonukleotidové zmény. MiiZe se jednat o substituci, tj. zameénu
jednoho nukleotidu za druhy (Obrazek 10), méné cCasto o inzerci ¢i deleci. Jednonukleotidovy
polymorfizmus je nejmensi moznou zmeénou v sekvenci DNA. V praxi to znamena existenci dalSi
varianty daného genu, tedy existenci minimalné dvou alel pro dany gen (Beranek 2016). SNP se
v populaci vyskytuji s riznou frekvenci a jejich zastoupeni se v jednotlivych populacich li§i (Lan et al.
2010). Substituce nukleotidd ma za nasledek zménu v sekvenci aminokyselin v bilkovinovém fetézci
proteinu nebo muze napfiklad vytvaret tzv. stop-kodon. Polymorfizmy mohou byt detekovany v koédujici
nebo nekaédujici oblasti lidského genomu. Fenotypové rozdily jedinct jsou podminény pravé genetickou
variabilitou (Beranek 2016).
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Obrazek 10: Jednonukleotidovy polymorfizmus (Mitova et al. 2020)
V oznaceném misté je detekovan polymorfizmus, substituce adeninu guaninem. Pro dané misto existuji tedy 2 dvé varianty

nukleotidl (A — Adenine, adenin nebo G — Guanine, guanin).

4.1 SNP a onemocnéni

SNP mohou byt v asociaci s nékterymi onemocnénimi. Mohou do urcité miry napomoci predikci Ci
diagnostice urcité nemoci. Prostfednictvim statistického vyhodnoceni Ize prokazat asociaci SNP
a nemoci tim, ze prokazeme vyssi frekvenci dané konkrétni alely u jedincd s danym onemocnénim
(fenotypovym projevem) nez u kontrolni skupiny jedincq, tj. jedincd bez dané nemoci (Risch and
Merikangas 1996).

Jednonukleotidové polymorfizmy i spolu s dalSimi faktory jsou pfi€inou celé Skaly onemocnéni,
jako jsou napfiklad trombofilni stavy (mutace faktor V Leiden), hemoglobinopatie (srpkovitd anémie),
cysticka fibréza (Penka et al. 2011).

Vyskyt jednotlivych polymorfizm( v lidském genomu mapuji genomové studie (GWAS -

Genome-wide association study), které se zaroven snazi najit a urcit genetickou vyznamnost asociace
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mezi konkrétnim polymorfizmem a onemocnénim (Lan et al. 2010). Své vyuziti si detekce SNP v genech
nasla také ve farmakogenetice, kdy polymorfizmus v daném genu mlze mit vliv na farmakokinetiku ¢i
farmakodynamiku podavaného |éCiva. Pfikladem z praxe je genotypizace kédujici oblasti genu TPMT
(thiopurin-S-methyltransferaza) a stanoveni metabolické aktivity (fenotypizace) enzymu TPMT,
¢imz Ize individualizovat davky thiopurinovych Ié€iv, na jejichz biodegradaci se pravé thiopurin-S-
methyltransferaza podili (Demlova et al. 2014). Podobné bylo do praxe zavedeno
vySetfeni genotypizace genu pro DPYD (dihydropyrimidin dehydrogenaza) u onkologickych pacientu

[éCenych 5-fluorouracilem (5-FU) (Pilatova et al. 2013).

4.1.1 SNP spojené s rizikem CLL

Nékteré SNP jsou v asociaci pravé s hematologickymi malignitami nebo pfimo s CLL. Ruzné studie
prokazaly genetickou predispozici nejen k CLL, ale i jinym lymfoproliferacim i Hodgkinovu lymfomu.
Prostfednictvim genomové asociaéni studie bylo identifikovano nékolik lokusl spojenych s rizikem CLL
(Zemanova et al. 2019).

Prvni GWAS zaméfena na identifikaci SNP spojenych s CLL byla provedena v r. 2008 (505
pfipadl CLL, 14389 kontrol). Na chromozomech bylo identifikovano 6 lokusu spojenych s rizikem CLL
(2913, 2q37.1, 6p25, 11924, 15923 a 19q13). Celkem bylo genotypovano 299 983 SNP. Dalsi studie
potvrdily asociaci 5 lokust. Nékteré studie nepotvrdily asociaci lokusu 19913 s CLL. Dal$i navazujici
analyza na prvotni GWAS identifikovala na chromozomech dalSich 5 lokusu (2937.3, 8g24.21, 15925.2,
15921.3 a 16924.1), které jsou spojeny s rizikem CLL (Slager et al. 2013).

V ramci druhé GWAS (148 pfipadu CLL, 592 kontrol) nebyly identifikovany zadné nové lokusy
na chromozomech, které by vykazovaly zvySené riziko CLL, ale byly potvrzeny nékteré z pfedeslych
identifikovanych (napf. 11924). Pomoci druhé GWAS bylo uspésné genotypovano 339 528 SNP. Treti
GWAS zamérena na identifikaci SNP spojenych s CLL zahrnovala 407 pfipadd CLL a 296 kontrol
evropského puvodu a bylo Uspésné genotypovano 827 777 SNP (Slager et al. 2013).

Dalsi GWAS zahrnovala ftfistupriovou studii 3100 pfipadd CLL a 7667 kontrol
z 26 mezinarodnich studii. Byly objeveny daldi SNP na nékolika novych lokusech (18g21.33, 11p15.5,
425, 2933.1, 9p21.3, 18921.32, 15q15.1 a 2p22.2). Cast téchto lokusl se nachazi v genech, které se
podili na regulaci apoptézy (Slager et al. 2013).
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5 Priatokova cytometrie

Pritokova cytometrie je laboratorni metoda, ktera umoznuje rychlou simultanni multiparametrickou
analyzu. V bunécné suspenzi je mozné pomoci pratokového cytometru urcit imunofenotyp i kvantitu
bunék. Prutokova cytometrie ma své uplatnéni zejména v oblasti diagnostiky onemocnéni
hematologického, onkologického i imunologického. V hematoonkologii je nedilnou soucasti diagnostiky

a diferencialni diagnostiky leukemii a lymfom( (Klabusay and Winkler 2011).

5.1 Princip prutokové cytometrie

PFi méfeni pratokovym cytometrem je mozné buriky identifikovat a kvantifikovat. Bunééna suspenze je
unasena proudem nosné kapaliny a v urCitétm bodé po setkani s paprskem svétla dochazi
na ¢asticich/burikach k rozptylu svétla v rlznych uhlech, coz umozni rozliSit vlastnosti bunék, jako je
jejich velikost &i vnitfni komplexnost.
o Forward scatter (pfimy rozptyl) — rozptyl laserového paprsku v malém uhlu, poskytuje informaci
o velikosti Castice.
e Side scatter (bocni rozptyl) — rozptyl laserového paprsku pod thlem 90 °, poskytuje informace
o komplexité ¢astice.

Dal$i kvalitativni i kvantitativni informace o ¢asticich poskytuje intenzita emitovaného
fluorescenéniho zafeni pouzitého fluorochromu, ktery je soucasti bunécné suspenze. Fluorochromem
konjugované monoklonalni protilatky se vaZzou na konkrétni struktury ¢astice a po setkani s laserovym
paprskem dochazi k excitaci fluorochromu a nasledné emisi zafeni. Emitované fluorescenéni zafeni je

v pfistroji detekovano a zpracovano (Brown and Wittwer 2000).

5.2 Instrumentace

Priitokovy cytometr tvofi 3 zakladni systémy: fluidni, opticky a elektronicky (Ormerod 1994).

Fluidni systém je tvofen centralnim kanalem, kterym prochazi vzorek. Centralni kanal je
umistén v komore, kterou pod tlakem prochazi nosna kapalina (sheath fluid), coz vede
k hydrodynamické fokusaci &astic (Obrazek 11). Castice vzorku jsou sefazeny do proudu &astic tak,

aby mohly byt analyzovany (Rahman 2016).
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Single flow

Obrazek 11: Fluidni systém (Rahman 2016)

Opticky systém (Obrazek 12) tvofi lasery (zdroj svétla) a sbérna ¢ast, kam patfi systém
¢ocek, zrcadel a optickych filtrii, které zachycuji fluorescenéni zareni emitované fluorochromem
po projiti ¢astice laserovym paprskem. Fluorochrom navazany na monoklonalni/polyklonalni protilatce
je po vazbé na Castice a projiti Castice laserovym paprskem excitovan a fotony emitované
fluorochromem jsou detekovany optickym systémem pfistroje. Optické €ocCky soustfeduji fotony
emitovaného zareni na sadu zrcadel a filtr(i, které usmérfiuji a odrazeji svétlo raznych vinovych délek
do konkrétnich fluorescenénich kanal. Nékteré filtry propoustéji svétlo o delSi vinové délce a svétlo
o kratSi vinové délce odrazi do jiného detektoru (McKinnon 2018).

Pritokovy cytometr muze byt vybaven vice lasery. Pratokovy cytometr, ktery je standardné
pouzivany pro méfeni dat na Oddéleni laboratorni mediciny Masarykova onkologického Ustavu v Brné,

disponuje tfemi lasery a umozniuje detekovat sou¢asné az 10 znak:

. modry — operuje pfi vinové délce 488 nm,
. Cerveny — pfi vinové délce 638 nm,
. fialovy — pfi vinové délce 405 nm (Beckman Coulter — Instruction For Use 2021).

Mezi nej¢astéji pouzivané fluorochromy patfi napfiklad fluorescein isothiokyanat (FITC), phycoerythrin
(PE), allophycocyanin (APC). Pro kazdy fluorochrom je specifické jeho excitaéni a emisni vinova délka
(McKinnon 2018).
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Fluidni system
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Obrazek 12: Opticky systém pratokového cytometru (Rahman 2016)
Zdrojem svétla v prutokovém cytometru jsou lasery a do shérné ¢asti optického systému patfi systém cocek, zrcadel a optickych
filtr( (leva ¢ast €ast). V pravé ¢asti obrazku je detekéni systém, ktery je pfedstavovan nékolika detektory (pocet se lisi konkrétnim

typem pritokového cytometru).

Detekéni systém je pfedstavovan detektory, které prevadéji svételny signal na elektricky.
Pocet detektort se liSi v zavislosti na typu pritokového cytometru. Mohou byt pouzity dva typy detektoru:
fotodiody a fotonasobice. Fotodiody se vyuzivaji pro detekci silnéjSiho signalu. Fotonasobice prevadi
svételnou energii na elektricky proud a generuji napétové pulzni signaly. Jsou citlivéjSimi detektory
vhodnymi pro detekci emitovaného fluorescenéniho zareni (Shapiro 2013).

Nékteré napétové pulzy museji byt zesileny tak, aby mohly byt popsany charakteristiky bunék.
Signal napétového pulzu je linedrné nebo logaritmicky upraven a prostfednictvim ADC pfevodniku (ADC
— Analog to Digital Convertor, analogové digitalni pfevodnik) je signal digitalizovan. Vysledkem je
grafické zobrazeni na obrazovce pocitace (Shapiro 2013).

Analyza dat je provadéna pomoci grafickych a Ciselnych udaju. Grafickym vystupem analyzy
pritokovym cytometrem mohou byt jednoparametrové histogramy nebo dvouparametrové scattergramy
(Obrazek 13). V histogramu je na ose x zachycena intenzita fluorescence a na ose y pocet Castic.
Dvouparametrové scattergramy, bodové grafy (dot plot), umoznuji vizualizaci rGznych parametr(i na ose
X, Y a jejich vyobrazeni v podobé tecky. Pomoci tzv. gatovani Ize oddélit jednotlivé populace bunék
(Ormerod 2000).
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Obrazek 13: Histogram vs. scattergram, software Kaluza Analysis 2.1

V levé ¢asti obrazku je jednoparametrovy histogram, identifikovana populace jsou CD3+ T-lymfocyty (osa x znak CD3, pouzitym
fluorochromem je APC750). V pravé ¢asti obrazku je dvouparametrovy scattergram, v kvadrantu A2 je populace pomocnych
T-lymfocytd CD3+ CD4+ (osa y znak CD4, pouzitym fluorochromem je PB; osa x znak CD3, pouzitym fluorochromem je APC750).
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6 Real-time PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR — Polymerase chain reaction, Obrazek 14) je metoda rychlé
a snadné amplifikace vybraného useku DNA. Usek DNA, ktery méa byt amplifikovan je ohraniéen primery
(oligonukleotidy DNA) a k syntéze nového viakna DNA se vyuziva termostabilni DNA polymeraza
(Maddocks et al. 2016).

6.1 Princip real-time PCR

Principem PCR je amplifikace vybraného Useku DNA. Templatova DNA je v prvnim kroku denaturovana
(denaturace pfi teploté 95 °C) a vlakna DNA se rozvoliuji, nasleduje hybridizace (dosednuti primeru pfi
teploté 50—60 °C), pfi které se kratké useky DNA (primery) vazou na zakladé komplementarity bazi
k cilové sekvenci analyzované DNA, v poslednim kroku dochazi k elongaci nového fetézce (syntéza
nového fetézce pfi teploté 65-75 °C). Tento cyklus se opakuje a mnozstvi pfesnych kopii DNA
exponencialné roste (Maddocks et al. 2016).

Real-time PCR umoziuje kvalitativni i kvantitativni analyzu. V redlném d&ase dochazi
k amplifikaci DNA a detekci fluorescenéniho signalu, ktery je v pribéhu reakce zaznamenavan.
Pro detekci PCR produktu Ize vyuzit znacené hybridizacni sondy (SYBR Green assays) nebo dvoijité
znacené hydrolyzac¢ni sondy (TagMan). TagMan sondy jsou komplementarni k cilové sekvenci DNA
a jsou velice Casto vyuzivané. V principu se jedna o navazani vybrané sekvence DNA a oligonukleotidu,
ktery je na 5 konci znaceny tzv. zafi¢em (reporter, reporter dye) a na 3" konci tzv. zhaSecem (quencher,
quencher dye). Béhem reakce se sonda na zakladé komplementarity bazi vaze mezi par primer(,
tj. pfedni (forward primer) a zadni (reverse primer). Po navazani oligonukleotidu (sondy) na templatovou
DNA je sonda hydrolyzovana 5" exonukleazovou aktivitou Taqg polymerazy, tim dochazi k separaci
zhaseCe od zafiCe. Poté ze zafiCe v podobé fluorochromu dochazi k emisi fluorescenniho zafeni.
Pokud sonda neni &innosti Taq polymerazy hydrolyzovand, k fluorescenci nedochazi (zafi€ i zhasec¢
jsou vazany na molekulu oligonukleotidu). Analyza probiha v cyklech a s pfibyvajicim mnozZstvim PCR
produktu dochazi i k postupnému zvySovani intenzity fluorescenéniho zareni (Biassoni et al. 2020).

Aplikaci metody real-time PCR v praxi muze byt detekce SNP. Cilem je rozliSit jednotlivé
nukleotidové varianty v sekvenci vySetfovaného useku DNA. Pro ziskani dat k publikaci této prace jsem
vyuzila pravé metodu molekularni genetiky, ktera je dnes jiz standardem laboratorni molekularni
diagnostiky, real-time PCR (Matsuda et al. 2017).
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7 Cile diplomové prace

1) Provést imunofenotypizaci lymfocytl periferni krve u jedincl ucastnicich se preventivniho
programu MOU a pacienttl se solidnim nadorem.

e Kategorizovat vysledky vySetfeni na normalni imunofenotyp B-bunék a imunofenotyp
B-bunék odpovidajici klonalnim B-lymfocytdm.

e Na zakladé imunofenotypu klonalnich B-lymfocytld urcit typ lymfoproliferativniho
onemocnéni.

e Zhodnotit vyskyt klonalni expanze B-lymfocytl v zavislosti na rizikovych faktorech
(pohlavi, vék, vyskyt sekundarni malignity).

e Zhodnotit progresi asymptomatického stavu (MBL) do CLL.

2) Popsat etiopatogenezi onemocnéni CLL.
e Na zakladé literatury vybranych jednonukleotidovych polymorfizm{ provést
genotypizaci v kontrolni skupiné a skupiné s onemocnénim CLL nebo MBL.
¢ Vyhodnotit zastoupeni rizikovych alel, genotypl u vy$etfovanych osob.
e Zhodnotit asociaci testovanych SNP s diagnézou CLL a MBL se zaméfenim
na pacienty sou¢asné s diagnézou solidniho tumoru.

e Porovnat vysledky vySetfovanych polymorfizma s jinymi studiemi.
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8 Material a metody

Biologicky material
Identifikace imunofenotypu lymfocytl periferni krve byla provedena z venoézni krve odebrané
do antikoagulagniho ¢inidla KsEDTA (Sarstedt Monovette, 2,7 ml).

Izolace a genotypizace DNA byla u ¢asti pacientll provedena ze vzorku venézni krve odebrané
do antikoagula¢niho €inidla KsEDTA (Sarstedt Monovette, 2,7 ml) a u ¢asti pacientd bylo pro izolaci
DNA a naslednou genotypizaci SNP pouzité sérum ziskané z odbéru vendzni krve do zkumavky
bez antikoagulaéniho ¢€inidla (Neutral Sarstedt Monovette, 7,5 ml), které je standardné
u pacientl Masarykova onkologického Ustavu v Brné archivovano v bance biologického materialu
(BBMRI — Biobanks and Biomolecular Resources Research Infrastructure).

BBMRI je Banka Klinickych vzork(l, kde ulozeny biologicky material je katalogizovan a muze byt
vyuzity pro budouci vyzkum.

Informovany souhlas s molekularné genetickym vySetfenim je ulozen v dokumentaci pacienta.

Chemikalie pro imunofenotypizaci lymfocytu:
e Monoklonalni/polyklonalni fluorochromem konjugované protilatky (Ab) (Beckman Coulter),
e Flow-Check Pro (Beckman Coulter),
e Immuno-Trol Cells (Beckman Coulter),
o Versalyse Lysing Solution (Beckman Coulter),
o PBS buffer (Beckman Coulter),

e |soFlow Sheath Fluid (Beckman Coulter).

Chemikalie pro molekularni diagnostiku:
¢ MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit | (Roche)
e FS Enzyme HybProbe; 1a (Roche)
e FS Reaction Mix HybProbe; 1b (Roche)
e H:20, PCR grade HybProbe (Roche)
e LightSNiP rs17483466 (TIB MolBiol)
e LightSNiP rs735665 (TIB MolBiol)
o LightSNiP rs872071 (TIB MolBiol)
e LightSNiP rs13397985 (TIB MolBiol)
e LightSNiP rs7176508 (TIB MolBiol)

Pristroje pro imunofenotypizaci lymfocytu:
e Laboratorni centrifuga UNIVERSAL 320 (Hettich)

e Pritokovy cytometr Navios EX (Beckman Coulter)

Pristroje pro molekularni diagnostiku:

e LightCycler 480 (Roche),
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e Magna Pure Compact (Roche),

e Laminarni box (CleanAir, Schoeller Instruments),

e Laboratorni centrifuga na mikrotitracni desticky (BIOSAN LMC-3000),
e Cooling/Heathing Block — CHB 202 (BIOER),

e  Mini centrifuga MPV-15 (MPV Medical Instruments).

8.1 Imunofenotypizace lymfocytl

Imunofenotypizace leukocytl byla provedena pomoci pritokového cytometru po inkubaci periferni krve
pacienta se smési fluorochromem konjugovanych monoklonalnich protilatek. Byly identifikovany

jednotlivé leukocytarni subpopulace a dale analyzovany — uréeni imunofenotypu a klonality B-lymfocyta.

8.1.1 Denni kontrola kvality
Kazdy den se pfred méfenim klinickych vzorku pacient(i provadi méfeni pro vyhodnoceni interni kontroly
kvality, které se skladaji z méfeni:

e Flow-Check Pro,

e Immuno-Trol Cells.

Flow-Check Pro je suspenze fluorescenénich ¢astic, ktera slouzi pro ovéfeni spravnosti
nastaveni optiky a kontrolu kontinualniho pritoku kapaliny systémem hadi¢ek cytometru pfi méfeni.
Immuno-Trol Cells je suspenze zastoupena dvéma typy stabilizovanych lidskych buné&nych
komponent, leukocyty a erytrocyty. Leukocyty maji na svém povrchu antigeny s deklarovanou mirou
exprese (od vyrobce), které jsou inkubovany s pfislusnymi monoklonalnimi protilatkami. Pfiprava vzorku
pro interni kontrolu kvality probiha stejné jako standardni zpracovani vzorku pro méfeni v priitokovém

cytometru.

8.1.2 Fluorochromem konjugované protilatky

Identifikace fenotypu lymfocytd spociva v navazani fluorochromem konjugované monoklonaini protilatky
na antigen exprimovany na membrané pfislusné populace bunék. Pro imunofenotypizaci lymfocyt( byl
pouzity panel komeréné dodavanych fluorochromem znacenych monoklonalnich/polyklonalnich

protilatek.

Mérené membranové markery bunék u bunék CLL:
e CD45 - je membranovy glykoprotein exprimovany na v8ech leukocytech (Beckman Coulter
— CD45-Krome Orange 2021).
e CD19 - je membranovy glykoprotein typu | exprimovany na vSech normalnich B-lymfocytech
(Beckman Coulter — CD19-FITC 2021).
e CD79b - je molekula exprimovana na povrchu B-lymfocytll (Beckman Coulter — CD79b-PE
2021).
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e FMCT7 - je transmembranovy glykoprotein exprimovany populaci B-lymfocytt (Beckman Coulter
— Anti-FMC7-FITC 2021).

e CD5 - je transmembranovy glykoprotein typu | exprimovany na povrchu zralych T-lymfocytd,
subpopulaci B-lymfocyta proliferujici v ramci lymfoproliferativniho onemocnéni (Beckman
Coulter — CD5-Pacific Blue 2019).

e CD23 - je transmembranovy glykoprotein primarné exprimovany na B-lymfocytech
a monocytech, dale mlze byt pfitomny na T-lymfocytech, eozinofilech (Beckman Coulter —
CD23-APC 2020).

e (CD200 - je membranovy glykoprotein exprimovany na aktivovanych T a B lymfocytech
(Beckman Coulter — CD200-APC-Alexa Fluor 750 2019).

o Kappa — je lehky polypeptidovy fetézec imunoglobulinu exprimovany na povrchu zralych
B-lymfocytl v periferni krvi (Beckman Coulter — Anti-Kappa-FITC 2021).

e Lambda - je lehky fetézec imunoglobulinu exprimovany na povrchu zralych B-lymfocytl
v periferni krvi (Beckman Coulter — Anti-Lambda-PE 2021).

e CD20 - je membranovy protein. Exprese znaku CD20 je omezena buriky B-bunééné linie
a klesa pfi terminalni diferenciaci na plazmatické buriky (Beckman Coulter — CD20-APC-Alexa
Fluor 750 2021).

8.1.3 Priprava smési monoklonalnich protilatek
Pro stanoveni imunofenotypu bun&k v periferni krvi pouzivdame na OLM MOU smési
monoklonalnich/polyklonalnich protilatek.

V pfipadé, Ze fluorochromem je FITC nebo PE, je jeho objem pipetovany do zkumavky dvakrat
vys$&i nez u ostatnich fluorochromu. Pro jeden test je podle pfibalového letaku vhodné pouzit u protilatek
konjugovanych fluorochromem FITC a PE 20 pl, u ostatnich fluorochromem konjugovanych

monoklonalnich/polyklonalnich protilatek je to 10 pl na test / 100 pl periferni krve.

Panel méfenych znakd ,,TBNK" (Obrazek 15): smés fluorochromem znaCenych monoklonalnich
protilatek ve zkumavce oznaCované TBNK slouzi pro zakladni rozliSeni populaci leukocytd, tj. T a B
lymfocytl, NK bunék.

D8

CD a5 HLA-
KRO DR
PC5.5

Obrazek 15: Smés monoklonalnich protilatek pouzivanych v panelu TBNK
Obrazek znazoriuje fluorochromem konjugované protilatky pouzivané na Oddéleni laboratorni mediciny Masarykova

onkologického Ustavu pro detekci znak(l bunék oznacovanych v panelu méreni jako TBNK.
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Panel méfrenych znak ,,B-panel (Obrazek 16, Obrazek 17): smeés fluorochromem znacenych
monoklonalnich/polyklonalnich protilatek kombinovanych v protokolu oznadovaném CLL1 a CLL2
pro detekci povrchovych znak( typickych pro bunky CLL. Pro uréeni klonality B-lymfocytl jsou
v protokolu analyzovany také povrchové fetézce kappa/lambda.

CcD 20
AF 750

cD 45
KRO

() @

Obrazek 16: Smés monoklonalnich protilatek pouzivanych v protokolu CLL1.
Smés fluorochromem znacenych monoklonalnich/polyklonalnich protilatek v protokolu CLL1 slouzi pro detekci antigent
exprimovanych na povrchu nadorovych B-lymfocyt(.
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Obrazek 17: Smés monoklonalnich protilatek pouzivanych v protokolu CLL2
Smés fluorochromem znag¢enych monoklonalnich protilatek v protokolu CLL2 slouzi pro identifikaci nékterych dalSich antigenu
exprimovanych na povrchu nadorovych B-lymfocyt(.

8.1.4 Priprava vzorku pro analyzu
Pro identifikaci imunofenotypu leukocyttl jsou na OLM MOU nastavené panely pro méfeni. Mezi
jednotlivymi pipetovacimi kroky se vzorek vifivé micha.

V prvnim kroku se pipetuje do polypropylenové zkumavky (12 x 75 mm) smés protilatek,
nasledné se pfida periferni krev (PK) a v druhém kroku pouZzitim VersalLyse Lysing Solution dojde k lyze
erytrocytd a nasledné pouzitim PBS pufru (PBS — Phosphate-Buffered Saline, fosfatem pufrovany
fyziologicky roztok) k odmyti nenavazanych protilatek.

Pfed analyzou povrchovych lehkych Fetézcl imunoglobulinu (kappa, lambda) se vzorek
periferni krve 3x promyje opakovanou centrifugaci, odsatim supernatantu a dopinénim IsoFlow Sheath
Fluid do % zkumavky. Promyti vzorku periferni krve je stéZejni pro odstranéni volnych lehkych fetézcl
kappa/lambda.
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Pipetovaci protokol TBNK:

70 yl smési Ab + 50 ul PK
Inkubace 15 minut ve tmé pfi laboratorni teploté.
500 pl VersalLyse Lysing Solution
Inkubace 15 minut ve tmé pfi laboratorni teploté.
2 ml PBS
Centrifugace (500 g, 5 min, 20 °C)
Odstranéni supernatantu.
500 ul PBS

Pipetovaci protokol CLL1:

50 pl smési Ab + 50 pl 3x promyté PK
Inkubace 15 minut ve tmé pfi laboratorni teploté.
500 pl VersalLyse Lysing Solution
Inkubace 15 minut ve tmé pfi laboratorni teploté.
2 ml PBS
Centrifugace (500 g, 5 min, 20 °C)
Odstranéni supernatantu.

500 ul PBS

Pipetovaci protokol CLL2:

45 yl smési Ab + 50 pl 3x promyté PK
Inkubace 15 minut ve tmé pfi laboratorni teploté.
150 pl VersalLyse Lysing Solution
Inkubace 15 minut ve tmé pfi laboratorni teploté.
2 ml PBS
Centrifugace (500 g, 5 min, 20 °C)
Odstranéni supernatantu.

500 ul PBS

8.1.5 Analyza priatokovym cytometrem Navios EX

V okné Acquisition Manager je zobrazeny seznam protokolU, které maiji byt u jednotlivych zkumavek

analyzovany. Pofadi protokoll odrazi fazeni zkumavek umisténych v karuselu pritokového cytometru.
U samotné analyzy je mozné si nastavit kritérium, jehoz dosazenim je analyza ukonéena.

Na Oddéleni laboratorni mediciny je pro vySe zminéné panely méfeni nastavené kritérium pro pocet

20 000 analyzovanych udalosti z jedné zkumavky v tzv. lympho gate (gate ohraniCujici populaci

lymfocyt).
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8.1.6 Nastaveni pratokového cytometru Navios EX Beckman Coulter

Pro spravné nastaveni pratokového cytometru je stézejni nastaveni napéti (voltd), zesileni
a kompenzace. Nastaveni napéti (Obrazek 18) a zesileni detektoru se pouziva k uréeni polohy
signalu pro kazdy parametr. K tomuto Ucelu se pfi nastaveni pritokového cytometru Navios EX vyuziva
set — fluorescencni Castice Flow-Set Pro od firmy Beckman Coulter. Tento set sestava z negativniho
a pozitivniho kontrolniho materialu. Diky Upravé napéti pro konkrétni detektor je mozné pik kontrolniho
materialu posunout do pozadované pozice (Obrazek 18), resp. odliSit pik negativniho a pozitivniho
vzorku. Po nastaveni napéti, odliSeni pozitivni populace od negativni, uzitim komeréné dodavanych
fluorescenénich ¢astic se pro vicebarevnou analyzu provadi kompenzace jednotlivych fluorochrom
(Obrazek 19). Pfi pouziti vice fluorochroml béhem jedné analyzy maze dojit k pfekryvani jejich emisnich
spekter, proto je nutné jejich vzajemny prekryv eliminovat. Eliminace vychazi z tzv. kompenzace
fluorochromu, tedy odeéteni procentualniho zastoupeni fluorescenéniho signalu detekovaného jednim
detektorem od fluorescenéniho signalu detekovaného jinym detektorem. Tim se koriguje prekryv
jednotlivych emisnich spekter fluorochromu. Kazdy detektor je ur€eny pro snimani jiné vinové délky

specifické pro dany fluorochrom (Beckman Coulter — Instruction For Use 2021).

o [ e v [ o= |

3 L Ge [Gopad ” o’ o {02
Sel Terws | e Acqueabie Events: 2 000,200 CD19-FITC
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Obrazek 18: Nastaveni napéti pomoci Flow-Set Pro, Pritokovy cytometr Navios EX (Beckman Coulter)
Na levé strané obrazku je zobrazeno nastaveni detektorG. V zaloZzce Acquisition Setup je mozné upravit napéti (Volts)

pro konkrétni detektor. Na pravé strané obrazku je zobrazena mira fluorescence u pouzitého fluorochromu, v tomto pfipadé FITC.
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Acquistion Setup  Compensation

FL1 | FL2 | FL3 | FL4 | FL5 | FL6 | FL7 | FL8 | FL9 [ FL10

FL1 14 00 04 10 00 00 00 0o 07

FL2 | 11.9 00 | 41 | 146 | 00 00 0o oo 0.2

FL3 0o 00 00 | 00 00 00 00 0o 0.0

FL4 | 02 | 36 | 00 09 | 00 00 0o oo 0.0

FLS 0o 00 00 | 122 00 00 06 0o 0.0

FLG 0o 0o oo 39 0.3 0.0 | 337 0.0 0.0

FL7 00 00 0o 0.0 00 00 0o 0o 0.0

FL2 0o 0o oo 6.8 | 13.3 |35 0.0 oo 0.0

FL9 00 00 0o 0.0 00 05 00 00 10

FL10 | 15 24 | 00 0.1 04 | 00 00 00 [ 184

Select the column which contains the Fluorochrome creating speciral overlap in the PMT (row).

Clear Al

Obrazek 19: Kompenzacéni matice, Pritokovy cytometr Navios EX Beckman Coulter.

Velikost kompenzaéni matice odpovida poctu fluorescenénich detektort. Pritokovy cytometr Navios EX od firmy Beckman Coulter
pouzivany na Oddéleni laboratorni mediciny Masarykova onkologického Ustavu v Brné disponuje moznosti vyuziti az 10 barev,
matice se 100 hodnotami.

8.1.7 Strategie uréeni imunofenotypu bunék

Pro zji$té&ni zastoupeni jednotlivych populaci lymfocyttd pouzivame na OLM MOU tzv. TBNK panel
(Obrazek 20). Nasledné v pfipadé zvySeného procentualniho zastoupeni B-lymfocytd provadime
urceni/vylouceni klonality lymfocytd, tzv. B-panel, ktery je tvofen 2 protokoly s nazvem CLL1 (Obrazek
21) a CLL2 (Obrazek 22). Vhodnou kombinaci fluorochromem znalenych protilatek tak ur&ime
imunofenotyp B-lymfocytd. Panel s nazvem CLL1 je urcen pro detekci antigend na povrchu bunék
typickych pro bunky CLL (CD19+ CD5+ CD23+ a snizena exprese znaku CD20). Dale je mozna
identifikace bunék jinych lymfoproliferaci, jako napf. folikularniho lymfomu (typicka je exprese znaku
CD10, CD38), vlasatobunétné leukémie (buriky CD19+ CD5- CD23-), kterym muze zjistény
imunofenotyp bunék odpovidat. Kromé& CLL je znak CD5 typicky exprimovany na povrchu bunék
lymfomu z plastovych bunék. PFi pozitivité znaku CD5 je mozné provedenim analyzy dalSich antigen(
(panel CLL2) odlisit jiné tzv. CD5+ lymfoproliferativni onemocnéni od bunék CLL. Vhodné je zafazeni
dalSich znakd, jako napf. FMC7 (snizena exprese u bunék CLL), 79b (snizena exprese u bunék CLL),
CD200 (buiky CLL typicky exprimuji znak CD200+, zatimco u bunék MCL typicky neni patrna exprese
znaku CD200). Tézké fetézce imunoglobulinl (IgD, IgM) mohou byt na burnikach lymfoproliferativniho
onemocnéni exprimovany s raznou intenzitou. Pro buriky CLL je typicka jejich snizena exprese
(Kagirkova et al. 2007).
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Obrazek 20: Strategie uréeni zakladniho imunofenotypu lymfocytii — panel TBNK

Na obrazku v ¢asti oznacené jako A jsou na ose x rozdéleny buriky umérné granularité bunék (side scatter), osa y je oznacena
jako CD45-KrO a v této Urovni jsou tedy vyobrazeny buriky exprimujici znak CD45 (hematopoetické buriky). Umisténim gatu
oznaceného jako leuko dojde k oddéleni bunék CD45+ a CD45-. V nékterych pfipadech je na uvedeném scattergramu také mozné
vidét populaci bunék CD45low (prekurzorové buriky). Pro detekci znaku CD45 je pouzita fluorochromem Krome Orange (KrO)
znac¢ena monoklonalni protilatka. Na obrazku v ¢asti oznacené jako B jsou na ose x také rozdélené burky podle granularity bunék
(side scatter). Osa y je oznaéena jako CD45-KrO a v této Urovni jsou tedy vyobrazeny buriky exprimujici znak CD45. Buriky, které
vidime v celé ¢asti B obrazku, jsou gatovany pouze z gatu leuko. Na ¢asti obrazku oznacené jako C jsou buriky uspofadany
do populaci B- a T-lymfocytti podle jejich exprese povrchového znaku CD19 (osa y, pouzity fluorochrom FITC) a CD3 (osa x,
pouzity fluorochrom APC750). Ve scattergramu je pfevaha bunék exprimujici na svém povrchu znak CD19 (86 %). Referenc¢ni
meze pro znak CD19+ na B-lymfocytech jsou 7-23 % (Reichert et al. 1991). Pfi zjiSténé patologii je analyza doplnéna o dalSi

znaky typické pro B-lymfocyty (burfiky CD19+).
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Obrazek 21: Strategie uréeni zakladniho imunofenotypu lymfocytti — protokol CLL1

Na obrazku v ¢asti A je gatovaci strategie shodna s gatovaci strategii panelu TBNK (Obrazek 20, ¢ast A). Dale si v ¢asti B pomoci
gatu s nazvem B-lympho vyznacime populaci B-lymfocyt (buriky CD19+), pouzitym fluorochromem pro detekci exprese znaku
je PC7. Zde jsou buriky rozdéleny umérné hustoté vnitini struktury bunék a na zakladé exprese znaku CD19 na povrchu
analyzovanych bunék ve vzorku periferni krve pacienta (75 % B-lymfocyt(l). Gate s oznacenim B-lympho je zdrojovym pro dalSi
ohrani¢eni populaci bunék v ¢astech C — G. Procentualni zastoupeni bunék s konkrétnim CD znakem je tedy procento bunék
z B-lymfocyth exprimujici dany znak lymfocytech (zdrojovy gate s nazvem B-lympho je taktéz uvedeny v hranatych zavorkach
nad osami). V ¢asti C jsou na ose y vyobrazeny buriky exprimujici na svém povrchu znak CD5, pouzitym fluorochromem je PB.

Na ose x jsou vyobrazeny buriky exprimujici na svém povrchu znak CD19. V €asti D jsou na ose y vyobrazeny buriky, které
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na svém povrchu exprimuji znak CD23, pouzity fluorochrom je APC. Na ose x jsou vyobrazeny buriky exprimujici na svém povrchu
znak CD19. V &asti E jsou na ose y vyobrazeny bunky, které na svém povrchu exprimuji znak CD20, pouzity fluorochrom je
APC750. Na ose x jsou vyobrazeny buriky exprimujici na svém povrchu znak CD19. Cast F je vyhrazena pro zji$téni exprese
povrchovych lehkych fetézcl kappa/lambda na B-lymfocytech. Na ose y jsou vyobrazeny buriky exprimujici na svém povrchu
lehky fetézec lambda, pouzitym fluorochromem je PE. Na ose x jsou vyobrazeny buriky, které na svém povrchu exprimuji lehky
fetézec kappa, pouzity fluorochrom je FITC. Je patrna restrikce povrchového fetézce lambda. Pomér povrchovych lehkych fetézct
kappa/lambda je patologicky (pomér k/A = 130). Dle hodnoty poméru kappa/lambda se hodnoti klonalita lymfocyt(. Normaini
pomér povrchovych lehkych Fetézcl kappal/lambda je 0,3-3 (Spicka et al. 2005). Ve scattergramy s oznadenim G je na ose y
znak CD10, pouzitym fluorochromem je PC5.5. Na ose x jsou vyobrazeny burniky exprimujici na svém povrchu znak CD19.
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Obrazek 22: Strategie uréeni zakladniho imunofenotypu lymfocyt — protokol CLL2

Na obrazku v &asti A je gatovaci strategie shodna s gatovaci strategii panelu TBNK (Obrazek 20, ¢ast A). Dale si v ¢asti B pomoci
gatu s nazvem B-lympho vyznaéime populaci B-lymfocytd (buriky CD19+). Zde jsou buriky rozdéleny Uumérné hustoté
vnitfni struktury bunék a na zakladé exprese znaku CD19 na povrchu analyzovanych bunék ve vzorku periferni krve pacienta (75
% B-lymfocyt(). V ¢astech obrazku C, D, E, F je vyobrazena exprese znakl na B-lymfocytech (zdrojovy gate s nazvem B-lympho
je taktéz uvedeny v hranatych zavorkach nad osami). V ¢asti C je vidét snizena exprese znaku FMC7 (osa v,
pouzitym fluorochromem je FITC) na B-lymfocytech (osa x), v ¢asti D sniZzena exprese znaku 79b (osa y, pouzitym fluorochromem
je PE) na B-lymfocytech (osa x) a v €asti E je vyobrazena exprese znaku CD200 (osa y, pouzitym fluorochromem je APC750)
na B-lymfocytech (osa x). Je patrna exprese znaku CD200 na burikach CLL. Cast F znazorfiuje expresi povrchovych téZkych

fetézcd imunoglobulinl IgM (osa y, pouzitym fluorochromem je PB), méné IgD (osa x, pouzitym fluorochromem je APC).
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8.2 Molekularni diagnostika pomoci PCR

8.2.1 Detekce SNP rs17483466, rs735665, rs7176508, rs872071, rs13397985

VysSetfeni genetickych jednonukleotidovych polymorfizm( (Tabulka 4) bylo provedeno pomoci metody

real-time PCR s pouzitim fluorochromem znacenych hybridizacnich sond (LightSNip, TIB Molbiol).

Tabulka 4: Charakteristika analyzovanych SNP (Sillé et al. 2015)

SNP Lokus Nejblizsi Substituce Rizikova Umisténi
gen alela
rs17483466 2913 ACOXL, A>G G Intron 10 genu
BCL2L11 ACOXL
rs735665 11924.1 GRAMD1B  G>A A ~50 kb centromeric
rs7176508 15923 - A>G A chromozom 15
rs872071 6p25.3 IRF4 A>G G 3'UTR
rs13397985 2q37.1 SP140 T>G G Intron 1

Pozn.: A (Adenine, adenin), G (Guanine, guanin), T (Thymine, thymin).

8.2.2 Hybridizaéni sondy

Pro analyzu SNP pomoci metody real-time PCR byly pouzity hybridizaéni sondy. Kazda z pouzitych
sond je komplementarni ke konkrétnimu Useku lidské DNA a na zakladé vyhodnoceni analyzy mizeme
v testovaném genu, konkrétnim useku DNA identifikovat/neidentifikovat zménu v uspofadani nukleotidd
v fetézci DNA. Nize uvadim jednotlivé sondy pro detekci zamény bazi v sekvenci nukleotidd DNA
(Obrazek 23, Obrazek 24, Obrazek 25, Obrazek 26, Obrazek 27):

o 1517483466 — je oznaceni pro sondu detekujici zménu v sekvenci nukleotidd v genu ACOXL
(Acyl-CoA oxidase like).

11,839,830 111,835,848 111,835,850 [liLas5.886 [liLazsETa |liLaE5E80 |UL.B33.690 |UL.B33,568 |11 835,518 [l.835.528 [11.835.538 |

S TGAGCTAGAAGAT TAAAGTGCACGAATCATGCAAGTAGGT TAGTCTGGAAAACATAACACAGCAGAAAAAAATGGCTTTCAAARATGT TCAGAACAGCTGTTTCTCAC

Genes, NCBI Homc sapiens Annotation Release 109.20211119 LO0%E

» » » » 3 »
Obrazek 23: Pozice zmény v genu ACOXL (NCBI - rs17483466 2021)
Oznaceni pozice zmény v genomové sekvenci DNA: GRCh38.p13 chr 2, NC_000002.12:9.111039881A>G. (NCBI —rs17483466
2021)

e rs735665 — je oznaceni pro sondu detekujici zménu v sekvenci nukleotidd v genu GRAMD1B
(GRAM domain containing 1B).

123,436,640 [123.450.650 [123.436.560 123,430,578 [123.436.550 125,430,690 [123.436.700 |123.436.718 |123.450.726 |123.436.736 |123.450
AR ATGTCCRAGGGCTTGATCATGARTTGGGTACATATGGGTGTGAGAGANGGGAGGTGTTCAGAGTTGAGTCCTAGGATTCCAGCTTGCTCAGCTAGGGGGTGCCA
TTTACAGGTccceAAcTAGTAcTTAAccCATeTATAcccACAcTcTCTTCCCTCCACAAGTCTCAACTcAeGAchTAAGGTceAAceAeTceAchcccAceeé
Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 109.20211113 100

Obrazek 24: Pozice zmény v genu GRAMD1B (NCBI - rs735665 2021)
Oznaceni pozice zmény v genomové sekvenci DNA: GRCh38.p13 chr11, NC_000011.10:9.123490689G>A. (NCBI - rs735665
2021)

e 1s7176508 — je oznaceni pro sondu detekujici zménu v sekvenci nukleotidd na chromosomu
15.

jo.26.200 59,726,618 59726626 |B9.726.658 59726546 |59.726.658 59,726,666 |59.726.678 59,726,686 |55.726.696 |59.726.708

2 CACTGTTTGTATTATTGGCCAGGTAGAATTGGTCAAGGGACATCCGGGTAAGCTCGCCCCCARGGTGCACCGTAGCGAGCTGGAATGCACAGGGCCTCCATTCA
CGTGACAAACATAATAACCGGTCCATCTTAACCAGTTCCCTGTAGGCCCATTCGAGCGGGGGTTCCACGTGGCATCGCTCGACCTTACGTGTCCCGGAGGTAAG&
enes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 109. 100

Obrazek 25: Pozice zmény na chromosomu 15 (NCBI - rs7176508 2021)
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Oznaceni pozice zmény v genomové sekvenci DNA: GRCh39.p13 chr 15, NC_000015.10:9.69726651A>G. (NCBI — rs7176508
2021)

e rs872071 — je oznaceni pro sondu detekujici zménu v sekvenci nukleotidd v genu IRF4
(Interferon regulatory factor 4).

24288 |24.258 |24.360 24318 [BEZER rse72071 & 23 |24.348 2435 24356 |24.378 [E
ve RefSNP 155 v2 I =L

T 15825097 B /6 rsI7E1685454 B B/A/T rsa72071 B A/6/T FSI7EIESRIGE I ——— = A6
S12PT452375 B B/R  rsITELGEB830 M C/6  rsiTEIS5317S M A/G =GR =R = BEC/5 rsi7BISA0B33 MEC/T rsS10341052 BN T/
reITEIEEEEAS BN A/G  rsliTOSSE4SE BN A/B rSI7EISSSE02 B 6/ re1245330450 B 6/ reSZEE0EETE BN A/G/T  redstEndsz HEA/G/T  re31S3I0TEI HE G,

reITEIES967 BR /0 rsl761689397 HR B/R re1761689540 [m /T r5l830244845 B £/T rE124TITET76 B O/T  rEI7ELE90ESL B B/R
63 B T/C/6 F5538779996 B A/G rs176I69M012 B T/A r51484363504 B G/A rs1230250198 B /T
122242348 B C/R/T FSL7EIESR35% B T

Obrazek 26: Pozice zmény v genu IRF4 (NCBI - rs872071 2021)
Oznaceni pozice zmény v genomové sekvenci DNA: IRF4 RefSeqGene, NG_027728.1:9.24326A>G. (NCBI —rs872071 2021)

e 1513397985 — je oznaceni pro sondu detekujici zménu v sekvenci nukleotidd v genu SP140.
|z5588 |z8578 |ze.580 a |26.600 |85t B |za.530

28550

100 =x
TGCTGCTTCTBET/ TG ra1252695201 B G/C rs35417I530 B A/B rs204E367187 B A/B  rsl4A7ES3IZS B AYT 52648390572 B A/B/T  rs2045394-
78 = 1 = TR =T = AT = re1B17351559 B G/A  rs20453
51467151041 B 6/R Fs1555261776 EEm——TTTTTTT/TTTTIT 513337585 [ T/C/6 reiB4136TIEZ B A6 FS1336757275 B A/
AEAG  rezpdEsTSEOl I 6/R re2B48379537 W T/R = Ae re3z4E043IS I T/C
= =

4346

s = 6T = = TR 52846393192 B 6,
36867282 HE /B rsIBG7637269 B 1/6 F577EE76155 B T/C 51352775177 B
52045376567 B T/C rs1344855554 B 5/ v
re2846377317 B B/C
regs7IZEEIs B T/C

Obrazek 27: Pozice zmény v genu SP140 (NCBI - rs13397985 2021)
Oznaceni pozice zmény v genomové sekvenci DNA: SP140 RefSeqGene, NG_051286.1:9.28585T>G. (NCBI — rs13397985
2021)

8.2.3 lzolace DNA

Izolace DNA z pIné krve nebo séra (400 pl) pacienta byla provedena v automatickém izolatoru Magna
Pure Compact. Jedna se o izolaci za pouziti magnetickych ¢astic. Vzorky jsou vystaveny plsobeni
proteinazy K v lyzaénim pufru obsahujicim chaotropni soli. Poté jsou ke vzorku pfidany magnetické
Castice. DNA ze vzorku se vaze na tyto magnetické Castice. Nasleduje odmyti nenavazanych molekul
ze vzorku a v poslednim kroku je DNA ze vzorku uvolnéna pomoci elu€niho pufru do elu¢ni zkumavky
(eluat o objemu 100 pl) (Roche — MagNA Pure 2021).

Izolovana DNA je do doby analyzy uloZena pfi -80 °C.

8.2.4 Priprava analyzy
Oligonukleotidové sondy jsou dodavany v lyofilizované podobé a pfed pouzitim je nutné je rozpustit
tzv. PCR vodou (PCR grade, specialné upravena voda zbavena deoxyribonukleaz, ribonukleaz).
Rozpusténé lyofilizované oligonukleotidové sondy LightSNIP jsou stabilni do data expirace uvedené
vyrobcem, pokud se skladuji za doporu¢enych podminek (po rozpusténi v mrazicim boxu pfi -20 °C).
Vzorky, hybridizatni sondy a zkumavky z kitu LightCycler FastStart DNA MasterPLUS
HybProbe se tfepou a centrifuguji. Pfed analyzou je nutné si pfipravit FS Mix (10 pyl obsahu zkumavky
1a pfidat do zkumavky 1b). Pro kazdou sondu se pfipravi vlastni Master Mix a smicha se s jednotlivymi
sondami. Testovana DNA a v3echny chemikalie se pipetuji do mikrotitraéni desticky, ktera je po prekryti
adhezni folii a kratké centrifugaci vioZzena do podavace LightCycleru k provedeni vlastni real-time PCR.
Pfed spusténim analyzy DNA metodou real-time PCR na analyzatoru LightCycler je nutné
jej naprogramovat (Tabulka 5). Pro pouzité oligonukleotidové sondy byla zvolena detekce signalu
pfi 465-510 nm.
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Pipetovaci protokol pro jednu reakci:

5,5 ul PCR H20 + 2 pl master mix + 0,5 yl sondy + 2 ul DNA

real-time PCR
Tabulka 5: Teplotni profil real-time PCR
Program | Denaturace Amplifikace Tani Chlazeni

Parametr

Mad analyzy - kvantifikace Kivky tani .
Pocet cykli 1 45 1 1
Teplota (°C) 95 95 60 72| 95 40 75 40

15 2
Cas 10 min 10s 10s s |30s min 0s 30s
Ramp rate (°C/s) 4.4 44 22 44| 44 15 ; 1,5
Sbér dat contin.
- - single - - - (3za“°C) -

V tabulce jsou prehledné popsané jednotlivé médy analyzy, pfislusné teploty pribéhu PCR i pocet cykld amplifikace.

8.2.5 Instrumentace
Metodu real-time PCR umoznuje provadét pfistroj LightCycler 480 od firmy Roche, ktery je rutinné
na Oddéleni laboratorni mediciny vyuzivany pro genotypizaci genu TPMT, DPYD a v sou€asné situaci
také pro detekci nukleové kyseliny viru SARS-CoV-2.

VeSkera data experimentu jsou shromazdéna, uloZzena v realném &ase a pro naslednou Upravu
dat je vyuzivan LightCycler Software.

LightCycler je tvofeny optickym systémem vybavenym xenonovou lampou, ktera vyzafuje svétlo
o urcité vinové délce. Lze dosahnout specifické excitace a emise fluorescenénich barviv. K provedeni
analyzy je nutné volit vhodnou kombinaci vestavénych filtrd. Pfistroj umoziuje vybér fluorescenéniho
kanalu, ktery ma byt analyzovan a dale barevnou kompenzaci, ktera je vZdy aplikovana ke konkrétni
kombinaci filtru. K detekci signalu slouzi monochromatickd CCD kamera. Analyza probiha v cyklech
pro 96 nebo 384 vzorku v zavislosti na pouzitém termobloku.

Pfistroj je fizeny softwarem a na z&kladé informaci definovanych v protokolu analyzy

(napf. teplota, pocet cyklu pro ohfev a ochlazeni) je provedena analyza (Roche — LightCycler 2016).

8.2.6 Interpretace analyzy genové exprese

Pro vyhodnoceni genové exprese jsem v moji praci vyuzila analytickou techniku relativni kvantifikace.
Hodnoti se zmény genové exprese v analyzovaném vzorku (DNA analyzovaného vzorku pacienta)
porovndnim s pozitivni kontrolou a tzv. wild-type sekvenci (Biassoni and Raso 2014). Stanoveni

genotypu je provedeno na zakladé analyzy kfivek teploty tani (Tm — Melting Temperature)
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hybridizaénich sond LightSNiP (TibMolBiol). Hodnoceni vysledkd analyzy se provadi pomoci softwaru
LightCycler® 480 SW UDF 2.0.0.

Po probéhnuti reakce se provede analyza kfivek tani (Melting Curve Analysis, Obrazek 28).
Vysledkem vysetfeni je genotyp pfislusného genu vyjadreny jako:
o wild-type v pfipadé, Ze nebyla detekovana zadna ze studovanych mutaci,

e mutovany (s uvedenim detekované mutace/polymorfizmu).
Kromé zobrazeni kfivek tani je mozné i pfevedeni na tzv. Melting Peaks (Obrazek 29). V grafu jsou
pak prehledné vyobrazeny piky pro wild-type sekvenci, homozygotni mutanty a heterozygotni formy.

Jednotlivé varianty od sebe Ize odlisit po¢tem a polohou pikd.

Melting Curves
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Obrazek 28: Analyza krivek tani

Graf ukazuje vztah mezi fluorescenci a teplotou pro pouzitou sondu s ohledem na sekvenci DNA. V softwaru si pracovnik nastavi
teplotu (uvedeno v pfFibalovém letaku pro kazdou sondu), pfi které je dosazeno maximalni intenzity fluorescence, nasledné
dochazi k odtavani sondy. Tato teplota je charakteristicka pro vyskyt konkrétni dusikaté baze v sekvenci DNA. Z kfivek tani je
tak mozné urcit, zda je v pfisluSné sekvenci DNA detekovan SNP, tedy zdména nukleotidu (napf. A>G). Zelena kfivka tani
znazorfiuje heterozygotni zastoupeni alel (2 riizné alely). Cervena kfivka s teplotnim maximem 57 °C je v tomto p¥ipadé (sonda
rs17483466) charakteristicka pro vyskyt dusikaté baze A v sekvenci DNA, druha Cervena kfivka s teplotnim maximem 64 °C
pro vyskyt dusikaté baze G v sekvenci DNA. Na grafu je tedy zobrazena heterozygotni forma (jedna alela se sekvenci DNA,
kde je v daném misté dusikata baze A druha alela mutovana, tj. v sekvenci DNA se v daném misté nachazi dusikata baze G),

wild-type sekvence genu (dusikata baze A v sekvenci DNA) a mutovana sekvence (dusikata baze G v sekvenci DNA).
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Obrazek 29: Melting Peaks
Pik s Tm 57,16 °C (gen ACOXL, sonda rs17483466) zobrazuje v tomto konkrétnim pfipadé dusikatou bazi A v sekvenci DNA, pik

s Tm 63,54 °C dusikatou bazi G v sekvenci DNA. Zelené zbarvené piky odpovidaji heterozygotni formé.

43



9 Vysledky

U v8ech jedincu testovaného souboru byl stanoveny krevni obraz, imunofenotyp lymfocyt a provedena
genotypizace vybranych polymorfizmi. Pro imunofenotypizaci lymfocytd a analyzu SNP byli nahodné
vybrani jednotlivci z Ceské republiky, ktefi byli na zakladé imunofenotypizace lymfocytt zarazeni
do skupiny kontrolni (Tabulka 6) a skupiny pacientd s diagnostikovanou CLL, v nékterych pfipadech
MBL. Kontrolni skupina zahrnovala vzorky periferni krve 100 osob, které byly na zakladé stanoveni
krevniho obrazu, imunofenotypu Iymfocytd vyhodnoceny jako normalni. Polovina vzork(
kontrolni skupiny byla od osob U&astnicich se preventivniho onkologického programu v MOU v Brné
(obdobi 1.-30. 3. 2021), tedy povazovanych za zdravé kontroly. Druha polovina vzork( kontrolni skupiny
byla od osob, u nichz byla sou¢asné diagnostikovana solidni malignita, avSak nebyli doposud lé¢eni
(1. navétéva v MOU, vzorky pacientd ziskany v obdobi 1.6.—22. 10. 2018). Pohlavi v kontrolni skupiné
bylo zastoupeno rovhomérné (50 % zeny, 50 % muzi), Median véku skupiny jedincd z prevence byl
59 (IQR 56, 66; IQR — Interquartile range, mezikvartilové rozpéti), skupiny jedinct se solidnim tumorem
61 (IQR 52, 74). Druhou analyzovanou skupinou vzorkl byla skupina 50 pacientl (vzorky archivovany
v letech 2005-2019), u kterych byla naplnéna diagnosticka kritéria pro diagnézu CLL nebo MBL
na zakladé zjisténé hodnoty lymfocytl pfi stanoveni krevniho obrazu a imunofenotypu lymfocytd,
tzv. CLL/MBL skupina (Tabulka 7). Pocet jedinct se solidnim tumorem a CLL nebo MBL byl 39.
11 jedincl ze skupiny CLL/MBL nemélo diagnostikovanou solidni malignitu (napfiklad pacienti
s hypertenzi, benigni hyperplazie prostaty). Ve skupiné CLL/MBL bylo vysSi zastoupeni muzu (62 %).
Median véku této skupiny byl 71 (IQR 64, 77). Vétsina jedincu v této skupiné (39 z 50) méla kromé
nalezu abnormalniho imunofenotypu lymfocytd diagnostikovany také solidni tumor. V pfipadech
solidnich tumord se jednalo nejcastéji o karcinom prsu (44 %), kolorektalni karcinom (31 %), zhoubné

novotvary mocového traktu (15 %), ¢i maligni melanom (10 %).

Tabulka 6: Profil kontrolni skupiny

Prevence Solidni tumor Celkovy pocet osob

Kontrolni skupina (pocet osob) 50 50 100
Pohlavi (pocet, %) zeny 20 (40 %) 30 (60 %) 50 (50 %)

muzi 30 (60 %) 20 (40 %) 50 (50 %)
Vék (median, rozsah) vSichni 59 (51, 75) 61 (19, 90)

zeny 59 (562, 75) 53 (32, 90)

muzi 59 (51, 71) 64 (19, 87)
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Tabulka 7: Profil skupiny CLL/MBL

CLL + MBL+  CLL, MBL Celkovy
solidni solidni  bez solidniho pocet osob
tumor tumor tumoru
CLL/MBL skupina (pocet osob) 27 12 11 50
Pohlavi Zeny 12 (44 %) 4(33%) 2(18 %) 18 (36 %)
muzi 15 (56 %) 8 (67 %) 9 (82 %) 32 (64 %)
Vék (median, rozsah) vSichni 71 (37, 85)
zeny 75 (37, 85)
muzi 70 (42, 84)

9.1 Statisticka analyza

Pro popis dat byly pouzity zakladni nastroje popisné statistiky, tj. median, mezikvartilové rozpéti
pro spojité charakteristiky a poCty a procenta pro kategorialni charakteristiky. Rovnovazné rozlozeni alel
ve studovanych skupinach, tedy Hardy-Weinbergova rovnovaha (HWE), bylo testovano pomoci
Fisherova pfesného testu. Rozdil zastoupeni genotypll mezi kontrolni a CLL/MBL skupinou byl testovan
pomoci Fisherova pfesného testu. Vliv polymorfizm{ na riziko vzniku onemocnéni MBL nebo CLL byl
analyzovan pomoci logistické regrese. Byly vypocitany poméry Sanci (OR — Odds ratio) adjustované
na vék vcetné jejich 95% intervald spolehlivosti (CI — Confidence interval). Pro vyjadfeni
pravdépodobnosti, ze se do urCitého véku nevyskytne onemocnéni CLL nebo MBL, byly pouzity metody
analyzy preziti, konkrétné KaplanGv-Meierdv odhad funkce pfeziti a log-rank test. VSechny testy byly

provedeny na hladiné vyznamnosti 5 %. Ke statistickému hodnoceni byl pouzit software R, verze 4.1.3.

9.2 Imunofenotypizace lymfocytl

Imunofenotypizace lymfocytl byla provedena u kontrolni skupiny (100 osob), CLL/MBL skupiny
(50 osob). Ve skupiné CLL/MBL byla u 37 osob stanovena diagnéza CLL, u 13 osob MBL. U vSech
pfipadi CLL nebo MBL byl stanoveny imunofenotyp typicky pro buriky CLL. V pfipadé MBL se
jedna o typ MBL ozna&ovany jako CLL-like (Strati et al. 2015).

Stavy monoklonalni B-lymfocytézy se podle poctu klonalnich B-lymfocytl kategorizuji
na skupinu s nizkym poétem klonalnich B-lymfocytt v periferni krvi (< 0,5 x 10%1) a s vysokym pocétem
klonalnich B-lymfocyta v periferni krvi (> 0,5 x 109/1) (Strati et al. 2015). VSech 13 jedincl ve skupiné
CLL/MBL s onemocnénim MBL bylo zafazeno do skupiny s vysokym poétem B-lymfocyta.

Byl zhodnoceny vyskyt CLL nebo MBL v zavislosti na véku (Obrazek 30) a pohlavi jedince.
Median véku osob kontrolni skupiny z preventivniho programu MOU je 59 let, s nové diagnostikovanym
solidnim tumorem 61 let. Median véku jedincl s onemocnénim CLL v dobé stanoveni diagndzy byl
71 let, u MBL 72 let.

V celé kontrolni skupiné bylo 50 % Zen a 50 % muzu. Ve skupiné CLL/MBL pfevazuje muzské
pohlavi, procentualni zastoupeni muzl( ve skupiné CLL/MBL je 62 %. Vice jak polovina pacientu
s diagnézou CLL i MBL byli muzi.
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Obrazek 30: Zastoupeni vékové kategorie v dobé diagnézy CLL a MBL

Vyskyt onemocnéni CLL roste tmérné véku pacientt a pfiblizné koreluje také se zachytem MBL, kde je vSak patrny posun
do mladsSich vékovych skupin. Incidence CLL ve véku < 64 je 24 %, o néco méne je to ve véku 65-70 let, a to 16 %. Vyrazny
narlst je registrovan ve vékové skupiné nad 71 let, a to 60 %. U pacientl s MBL je také nejvys$si zastoupeni registrovano

u pacientl ve véku vy$Sim nez 71 let.

9.3 Zachyt onemocnéni CLL nebo MBL u pacientt se solidnim tumorem

Vzorek pacienta na OLM MOU s hodnotami lymfocytt = 4,5 x 10%/1 v krevnim obraze, vyskytem hlaseni
hematologického analyzatoru Abn Lympho? &i morfologicky suspektnich lymfocyt( v natéru periferni
krve je dale dosetfovan. Je uréen imunofenotyp bunék pomoci pritokového cytometru. Tak je docileno
i zachytu MBL, tedy stavu, kdy nejsou napInéna pocetni ani klinicka kritéria pro stanoveni diagnézy
CLL/SLL.

Ve skupiné pacientl CLL/MBL bylo 50 osob, které byly do této skupiny zafazeny na zakladé
po¢tu a imunofenotypu lymfocytd, ktery odpovidal diagnéze CLL/MBL. Ve skupiné CLL/MBL byla
u 37 jedincl diagnostikovana CLL, u 13 jedincl byla stanovena diagn6za MBL. Pouze ve 3 pfipadech
(6 %) bylo primarné diagnostikované onemocnéni CLL, nasledné také solidni tumor (v rozmezi 2 mésicu
az 20 let). V 11 pfipadech (22 %) evidujeme pouze diagn6zu CLL nebo MBL bez dal$i malignity (Udaj
k 03/2022). Ve 36 pfipadech byl diagnostikovan solidni tumor a v nasledujicich letech doslo
k laboratornimu zachytu dal§i malignity, tj. CLL nebo asymptomatickému stavu oznaCovanému jako
MBL. Vzhledem k tomu, Ze diagnéza CLL i MBL je ¢asto zachycena nahodné a u pacientd byl vySetfeny
imunofenotyp B-lymfocytll az na podkladé lymfocytdzy, €i suspektniho hlaseni Abn Lympho?
Pfi stanoveni krevniho obrazu nelze s jistotou Fict, Ze u pacienta doSlo primarné k rozvoji solidniho
tumoru. U pacientt se solidnim tumorem je obecné popisovano vyssi riziko onemocnéni CLL nebo MBL
oproti pacientim bez solidniho tumoru, nicméné takovou souvislost nelze v ramci této prace analyzovat,
a to zejména vzhledem k vybéru hodnocené skupiny a tomu, Ze spektrum pacientd Masarykova
onkologického Ustavu tvofi pfevazné onkologicti pacienti.

PFi rozliSeni diagnézy CLL a MBL byla z50 jedinct ve skupiné CLL/MBL u 27 osob
diagnostikovana solidni malignita, v pozdé&jsi dobé také CLL. S vyjimkou jednoho pacienta (informace

o diagnéze solidniho tumoru neni k dispozici) byl solidni tumor diagnostikovany u vSech pacientl
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s onemocnénim MBL. Pramérny pocet let od doby stanoveni diagnézy solidni malignity do doby
laboratorniho zachytu CLL je v nasi CLL/MBL skupiné 5 let.

Pro zakladni zhodnoceni imunitniho stavu jedinct s CLL/MBL jsem se podivala na hodnoty
poméru CD4+/CD8+ T-lymfocytd, tzv. imunoregulaéni index (IRl pomér). Pouze u menSiny osob (28 %
jedincil) byl v dobé laboratorniho zachytu CLL/MBL zjistény patologicky pomér (hodnoty se pohybovaly
0,46—1,0) T-lymfocytll CD4+/CD8+ (Obrazek 31) (norma CD4:CD8 je pfiblizné 2:1, tj. pomér = 1,2).
(Luet al. 2015) U zadného pacienta s diagnézou CLL nebo MBL nicméné neni ve zdravotnické
dokumentaci zdznam o primarni imunodeficienci, jez by mohla byt také pfedpokladem k rozvoji

lymfoproliferativniho onemocnéni.

B CLL+|IRI pomér+solidni tumor ®MBL+|IRI pomér+solidni tumor
E CLL+|IRI pomér i Celkem

Obrazek 31: IRl pomér u pacientti s CLL nebo MBL

Pfevazna vétsina osob s diagnézou CLL nebo MBL (72 %) méla normalni pomérné zastoupeni lymfocytd CD4+/CD8+.

9.4 Genotypizace: Zastoupeni alel a genotypl v celém souboru jedincl

Analyzu vybranych jednonukleotidovych polymorfizml se UspéSné podafilo provést u vSech osob.
V nize uvedenych obrazcich (Obrazek 32, Obrazek 33, Obrazek 34, Obrazek 35, Obrazek 36) je
zobrazeno grafické znazornéni procentualniho zastoupeni jednotlivych alel a vyslednych genotypt obou
skupin, tj. kontrolni skupiny a skupiny CLL/MBL. V tabulce (Tabulka 6) je uvedené zastoupeni
jednotlivych alel a vyslednych genotypll ve vySetfovanych polymorfizmech (rs17483466, rs735665,
rs7176508, rs872071, rs13397985). Tabulka uvadi procentualni zastoupeni genotypu samostatné
v kontrolni a CLL/MBL skupiné.

maklz A wakl: G

Obrazek 32: Zastoupeni jednotlivych alel a vyslednych genotyptl, rs17483466

V levé &asti obrazku (modre zbarveny vysecovy graf) je zndzornéné zastoupeni alely A a alely G (rizikova alela). V celém souboru
jedincl je ve vySetfovaném polymorfizmu v 79,7 % zastoupena alela A, v 20,3 % alela G. V pravé casti obrazku (Eervené zbarveny
vysec€ovy graf) je znazornéné zastoupeni vyslednych genotypl testovaného souboru jedincd, tj. genotypu AA (64,7 %), AG (30 %),
GG (5,3 %).
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malela G makla A a 3G mGA s bA

0

Obrazek 33: Zastoupeni jednotlivych alel a vyslednych genotypt, rs735665
V levé Easti obrazku (modfe zbarveny vysecovy graf) je znazornéné zastoupeni alely G a alely A (rizikova alela). V celém souboru
jedinct je ve vySetfovaném polymorfizmu v 73 % zastoupena alela G, v 27 % alela A. V pravé asti obrazku (Cervené zbarveny

vysecovy graf) je znazornéné zastoupeni vyslednych genotypl testovaného souboru jedincu, tj. genotypu GG (52,7 %), GA
(40,7 %), AA (6,7 %).

makls G makla A s GG mGA nAA

©6

Obrazek 34: Zastoupeni jednotlivych alel a vyslednych genotypti, rs7176508
V levé ¢asti obrazku (modfe zbarveny vysecovy graf) je znazornéné zastoupeni alely G a alely A (rizikova alela). V celém souboru

jedinct je ve vySetfovaném polymorfizmu v 48,3 % zastoupena alela A, v 51,7 % alela G. V pravé ¢asti obrazku (Cervené zbarveny

vysecovy graf) je znazornéné zastoupeni vyslednych genotypl testovaného souboru jedincd, tj. genotypu GG (26 %), GA

(51,3 %), AA (22,7 %).

makela A makls G AA mAG mGG

26

Obrazek 35: Zastoupeni jednotlivych alel a vyslednych genotyp(, rs872071

V levé Casti obrazku (modfe zbarveny vyse€ovy graf) je znazornéné zastoupeni alely A a alely G (rizikova alela). V celém souboru
jedinct je ve vySetfovaném polymorfizmu v 50,3 % zastoupena alela A, v 49,7 % alela G. V pravé ¢asti obrazku (¢ervené zbarveny
vysec€ovy graf) je znazornéné zastoupeni vyslednych genotypl testovaného souboru jedinc, tj. genotypu AA (23,3 %), AG (54 %),

GG (22,7 %).

m3lelaT makls G =TT mTG mGGE

@ ¢

Obrazek 36: Zastoupeni jednotlivych alel a vyslednych genotypt, rs13397985

V levé &asti obrazku (modre zbarveny vysecovy graf) je znazornéné zastoupeni alely T a alely G (rizikova alela). V celém souboru
jedincu je ve vySetfovaném polymorfizmu v 75,7 % zastoupena alela T, v 24,3 % alela G. V pravé ¢asti obrazku (¢ervené zbarveny
vysecovy graf) je zndzornéné zastoupeni vyslednych genotypl testovaného souboru jedinct, tj. genotypu TT (59,3 %), TG

(32,7 %), GG (8 %).
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9.5 Zastoupeni polymorfizmU u pacientu s CLL/MBL a kontrolni skupiny

Zastoupeni alel vySetfovanych polymorfizml (rs17483466, rs735665, rs7176508, rs872071,
rs13397985) kontrolni skupiny, CLL/MBL skupiny a vysledky testovani Hardy-Weinbergovy rovnovahy
spole¢né s p-hodnotou pro ovéfeni HWE uvadi

Tabulka 8. HWE je splnéna v obou testovanych souborech. Vysledné p-hodnoty jsou pod hladinou

statistické vyznamnosti.

Tabulka 8: Zastoupeni alel u vySetfovanych polymorfizmt v kontrolni a CLL/MBL skupiné a vysledky testovani HWE

SNP Alela Soubor p-hodnota
rs17483466 A G Kontrolni skupina 0,131
A>G 79 % 21%
A G CLL/MBL skupina 0,668
81 % 19 %
rs735665 G A Kontrolni skupina 0,776
G>A 78 % 22 %
G A CLL/MBL skupina 0,765
63 % 37 %
rs872071 A G Kontrolni skupina 0,229
A>G 49 % 51 %
A G CLL/MBL skupina 0,782
47 % 53 %
rs7176508 A G Kontrolni skupina >0,999
A>G 51,5 % 48,5 %
A G CLL/MBL skupina 0,776
48 % 52 %
rs13397985 T G Kontrolni skupina 0,591
T>G 76 % 24 %
T G CLL/MBL skupina 0,118
76 % 24 %

V levém sloupci tabulky je uvedeny polymorfizmus v€etné informace, o jakou zaménu nukleotidu se ve vySetfovaném Useku DNA
jedna, napt. rs735665 G>A je oznaceni pro zaménu nukleotidu G za A v genu GRAMD1B. V pravé ¢asti jsou uvedeny p-hodnoty
vzdy pro zastoupeni alel u jednotlivych polymorfizml pro kazdou skupinu samostatné, jez prokazuji splnéni podminek
vybéru populace pro asociaéni studii (neni statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni alel u kontrolni skupiny a skupiny CLL/MBL,
tj. p-hodnota > 0,05). Platnost HWE je dulezita zejména ve skupiné kontrol. Je tak mozné predejit zkresleni asocia¢ni studie
v dusledku nesplnéni HWE (Ziegler et al. 2011).

9.6 Asociace genotypu s onemocnénim CLL/MBL

Porovnanim jednotlivych vySetfenych polymorfizm a vyslednych genotypl (Tabulka 9) byla
zhodnocena mira asociace konkrétniho polymorfizmu a onemocnéni CLL nebo MBL. Porovnanim
polymorfizm0 rs17483466, rs872071, rs7176508, rs13397985 u kontrolni a CLL/MBL skupiny nebyla
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prokazana asociace jednotlivych genotypl s vyvojem onemocnéni CLL/MBL. P¥i rozliSeni diagnézy CLL
a MBL vysledné p-hodnoty kopiruji p-hodnoty ziskané pfi analyze CLL/MBL skupiny jako celku.

U polymorfizmu rs735665 je pozorovano rozdilné zastoupeni genotypu mezi kontrolni skupinou
a skupinou CLL/MBL. U polymorfizmu rs735665 byl prokazan statisticky signifikantni rozdil zastoupeni
rizikové alely A mezi kontrolni skupinou a skupinou CLL/MBL.
Dale je pozorovan statisticky vyznamny rozdil (p = 0,036) v zastoupeni genotypU s rizikovou alelou mezi
CLL/MBL skupinou a skupinou prevence i solidni tumor, které dohromady tvofi kontrolni skupinu.

Detekovany polymorfizmus (rs735665) mlze byt povazovan za kauzalni ve vztahu k CLL nebo MBL.

Kontrolni skupina (prevence 50 CLL/MBL skupina (11 osob CLL/MBL,
osob, pouze solidni tumor 50 osob) 39 osob CLL/MBL + solidni tumor)
prevence solidni tumor CLL/MBL
4% 4%
12%
50%
uGG mGA " AA uGG mGA nAA mGG nGA 1 AA

Obrazek 37: Zastoupeni genotypt: rs735665 nejblize genu GRAMD1B

Procentualné vyssi zastoupeni genotypl s rizikovou alelou A je pozorovano u skupiny CLL/MBL (pacienti s diagnézou CLL/MBL,
v 39 pfipadech i se solidnim tumorem). U skupiny CLL/MBL klesa procento genotypu bez rizikové alely (homozygotni stav GG)
a naopak je pozorovan trend vyssiho zastoupeni genotypu AA (homozygotniho stavu s dvéma rizikovymi alelami). Tento rozdil je
patrny mezi skupinou prevence a skupinou CLL/MBL, stejné tak mezi skupinou pacientd pouze se solidnim tumorem a skupinou
CLL/MBL.
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Tabulka 9: Zastoupeni genotypt v kontrolni a CLL/MBL skupiné

SNP Genotyp Soubor p-hodnota
(pocet/procento jedinct s danym genotypem)
rs17483466 AA AG GG
A>G 65 (65 %) 28(28 %) 7 (7 %) Kontrolni skupina
32 (64 %) 17(34 %) 1(2%) CLL/MBL skupina
AA AG+GG 0,904
65 (65 %) 35 (35 %) Kontrolni skupina
32 (64 %) 18 (36 %) CLL/MBL skupina
rs735665 GG GA AA
G>A 60 (60 %) 36(36 %) 4 (4 %) Kontrolni skupina
19 (38 %) 25(50 %) 6 (12 %) CLL/MBL skupina
GG GA+AA 0,011
60 (60 %) 40 (40 %) Kontrolni skupina
19 (38 %) 31 (62 %) CLL/MBL skupina
rs872071 AA AG GG
A>G 26 (26 %) 57 (57 %) 20 (20 %) Kontrolni skupina
12 (24 %) 24 (48 %) 14 (28 %) CLL/MBL skupina
AA AG+GG 0,891
23 (23 %) 77 (77 %) Kontrolni skupina
12 (24 %) 38 (76 %) CLL/MBL skupina
rs7176508 GG AG AA
A>G 26 (26 %) 50 (50 %) 24 (24 %) Kontrolni skupina
13 (26 %) 24 (48 %) 10 (20 %) CLL/MBL skupina
GG GA+AA >0,999
26 (26 %) 74 (74 %) Kontrolni skupina
13 (26 %) 37 (74 %) CLL/MBL skupina
rs13397985 L TG GG
T>G 58 (58 %) 35(35%) 7 (7 %) Kontrolni skupina
31(62%) 14(28%) 5(10%) CLL/MBL skupina
T TG+GG 0,638
58 (58 %) 42 (42 %) Kontrolni skupina
31(62 %) 19 (38 %) CLL/MBL skupina

V levé Casti tabulky je uvedeny polymorfizmus v€etné informace, o jakou zaménu nukleotidu se ve vySetfovaném useku DNA

jedna, napf. rs735665 G>A je oznaceni pro zaménu nukleotidu G za A v genu GRAMD1B. Vysledné genotypy popisuji zastoupeni

alel vdaném misté a procentualni zastoupeni vyslednych genotypt u kontrolni skupiny (vzorky pacientt z preventivniho programu

a pacientl se solidnim tumorem) a skupiny pacientd s CLL nebo MBL, tj. CLL/MBL skupiny. U kazdého polymorfizmu je uvedeno

zastoupeni jednotlivych genotypl a dale genotypu s rizikovou alelou v porovnani zastoupeni genotypd bez rizikové alely.

Statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami vyjadfeny p-hodnotou je pozorovan u SNP rs735665 (p = 0,011).
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Porovnanim genotypu zastoupenych u kontrolni skupiny a skupiny CLL/MBL adjustovanych
také na vék jedince (vzhledem k rGznému vékovému rozlozeni v porovnavanych skupinach) byla
prokazana asociace polymorfizmu rs735665 s onemocnénim CLL nebo MBL. U nékterych polymorfizmu
je v pfipadé, kdy je rizikova alela zastoupena 2x (homozygotni stav) pozorovan trend k vySSimu riziku
rozvoje CLL: rs17483466 genotyp GG; rs735665 genotyp AA, rs7176508 genotyp AA, rs13397985
genotyp GG. Vysledna p-hodnota u zminénych genotypd ma klesajici charakter (Tabulka 10), tyto

genotypy jsou v8ak zastoupeny jen u nizkého poctu jedinct.

Tabulka 10: Asociace genotypl s onemocnénim CLL, MBL

SNP Genotyp OR 95% ClI p-hodnota
rs17483466 AA Referencni

AG 1,12 0,50-2,47 0,777

GG 0,29 0,01-1,96 0,275

AG+GG 0,96 0,44-2,06 0,926
rs735665 GG Referencni

GA 2,39 1,09-5,32 0,030

AA 9,02 1,92-50,6 0,007

GA+AA 2,81 1,34-6,11 0,007
rs872071 AA Referencni

AG 0,72 0,29-1,81 0,475

GG 1,38 0,48-4,05 0,547

AG+GG 0,88 0,37-2,13 0,770
rs7176508 GG Referengni

GA 0,95 0,40-2,31 0,908

AA 0,69 0,24-1,99 0,499

GA+AA 0,86 0,38-2,02 0,729
rs13397985 TT Referenéni

TG 0,75 0,33-1,69 0,496

GG 2,01 0,51-7,76 0,307

TG+GG 0,92 0,43-1,94 0,825

Pozn.: *OR (Odds ratio, pomér Sanci), **Cl (Confidence interval, interval spolehlivosti)

Nize uvedena statisticka analyza predikuje (Obrazek 37), vjakém véku a s jakou konkrétni
zménou v porfadi nukleotidd DNA by mohlo dojit k rozvoji CLL nebo MBL. Dale byl analyzovan vliv
pohlavi jedince na vznik onemocnéni CLL/MBL. Vék vzniku zminéného onemocnéni se mezi pohlavimi
statisticky vyznamné neliSil (p-hodnota = 0,117). Nicméné z grafického znazornéni je vidét, Ze se

onemocnéni CLL nebo MBL vyskytlo u muz{ v niz§im véku.
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Obrazek 37: Asociace genotypu adjustovanych na vék jedince
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Na obrazku je grafické znazornéni pravdépodobnosti, Zze do daného véku nevznikne onemocnéni CLL nebo MBL, v zavislosti

na pohlavi a analyzovanych SNP. Cast A znazorfiuje pravdépodobnost, Ze do daného v&ku nevznikne onemocnéni CLL nebo

MBL, vztazenou na pohlavi jedince. Zelena linie zobrazuje Zeny, oranzova linie muze. Kazdému testovanému SNP odpovida

jeden graf (¢ast B—F), ktery vyobrazuje pravdépodobnost, Ze do daného véku nevznikne onemocnéni CLL nebo MBL, u pacientd

s detekovanym/nedetekovanym konkrétnim polymorfizmem. Osa y charakterizuje pravdépodobnost vzniku onemocnéni CLL

nebo MBL, osa x vék jedincl. Zelena linie zobrazuje jedince s genotypem bez zamény nukleotidu, oranzova linie se zaménou

nukleotidu a rizikovou alelou.
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10 Diskuze

Masaryklv onkologicky uUstav v Brné je zaméfen primarné na lécbu solidnich nadort dospélych
pacientd. VySetfeni hematologickych malignit véetné lymfoproliferativnich onemocnéni je tedy na OLM
MOU provadéno nejéastdji jako reflexni test v pfipadé abnormalit v krevnim obraze (lymfocytoza,
hlaseni analyzatoru upozorriujici na suspektni abnormalni lymfocyty Abn Lympho? apod.) a ¢asto se
jedna o nahodny zachyt. U pacientt se solidnimi nadory je dle rliznych studii pozorovan zvyseny vyskyt
hematologickych malignit, a to z nékolika divodl: ¢asto v dusledku cytotoxické protinadorové terapie,
dale Ize predpokladat vliv genetické predispozice Ci deregulace imunitniho systému (Obrazek 38).
Sladkova (2019) studovala na OLM MOU frekvenci vyskytu lymfoproliferaci u pacientl se solidnim
nadorem v dobé jeho diagnézy (tedy u pacientd doposud neléCenych protinadorovou terapii)
a porovnavala ji se skupinou jedinct pfedstavujicich kontrolni skupinu (osoby U¢astnici se preventivniho
onkologického programu na MOU, bez diagnostikovaného onkologického onemocnéni). V této studii
potvrdila zvySenou prevalenci lymfoproliferaci u pacientd se solidni malignitou (zejména CLL nebo MBL
typu CLL), a to prokazatelné bez vlivu onkologické terapie. V této praci jsem se tedy v navaznosti
na predeslou studii Sladkové (2019) zaméfila na studium asociace vybranych polymorfizm( (uvadénych
v dalSich studiich — Slager et al. 2010, Crowther-Swanepoel et al. 2010, Di Bernardo et al. 2008)
s CLL/MBL u skupiny pacientl, ktera zahrnuje prevazné pacienty se soucasné diagnostikovanym

solidnim nadorem.

| IMUNITNi DOHLED |

Obrazek 38: Schématické znazornéni moznych pfi¢in asociace CLL a solidniho tumoru

MBL i CLL Ize do jisté miry oznacit za imunosupresivni stavy, které jsou spojeny se zvySenou incidenci solidniho tumoru. Je tedy
otazkou, zda se CLL, MBL vyviji v dusledku deregulace imunitniho systému u pacienti se solidnim tumorem (bez poruchy
imunitniho systému v dasledku cytotoxicky pusobici protinadorové terapie) ¢i naopak ke zvySenému riziku rozvoje solidniho
tumoru dochazi v disledku poruseni imunitniho systému chronickym onemocnénim, tj. lymfoproliferaci. Otazkou také zdstava,
do jaké miry hraji roli u pacientll se solidnimi nadory SNP ¢i jiné genetické predispozice, které mohou mit vliv na zvySené riziko
rozvoje MBL, CLL.

54



10.1 Algoritmus laboratorni detekce MBL

Monoklonalni B-lymfocytdza je definovana jako asymptomaticky stav s klonalni expanzi B-lymfocyt(,
jejichz pocCetni zastoupeni je pod mezi kritéria stanoveni diagn6zy CLL. Pfi stanoveni krevniho obrazu
na automatickém hematologickém analyzatoru nemusi byt patrné pocetni abnormality, které by vedly
k dal$i analyze periferni krve. Nicméné moderni automatické hematologické analyzatory (napf. ndmi
vyuzivany analyzator firmy Sysmex) maji funkci hlaSeni pfi podezfeni na suspektni vyskyt
abnormalnich, ve smyslu patologickych, lymfocytli, tzv. hlaSeni Abn Lympho?. Hlaseni suspektni
pritomnosti patologickych lymfocytll je zajisténo prostfednictvim specialniho WPC (WPC — White
pathological cell) kanalu hematologického analyzatoru. Analyzovany krevni obraz s takovym hlasenim
je na OLM MOU podroben dal$i analyze, a to mikroskopickému vy$etieni natéru periferni krve, pfipadné
dosetreni periferni krve metodou pratokové cytometrie. Pritokovy cytometr mize zachytit i nizky pocet
klonalnich B-lymfocytl. Na zakladé stanoveni imunofenotypu lymfocytll metodou priatokové cytometrie
Ize Fici, zda imunofenotyp klonalnich B-lymfocytd odpovida imunofenotypu bunék CLL, atypické CLL &i
je imunofenotyp B-lymfocytu blize jinému lymfoproliferativnimu onemocnéni. Data pro senzitivitu (89 %)
a specificitu (97 %) WPC kanalu, konkrétné hlaseni Abn Lympho? byla publikovana v diplomové praci
Sladkové (2019), ktera byla vypracovana na Oddéleni laboratorni mediciny Masarykova onkologického

ustavu.

10.2 Hodnoceni zavislosti onemocnéni CLL, MBL na véku a pohlavi

Chronicka lymfatickd leukémie je onemocnéni, které patfi k nejéastéjSim onemocnénim krvetvorné
tkang. V Ceské republice byla incidence CLL vletech 2014-2018 vy$8i u muz( (muzi
7/100 000 obyvatel, Zeny 5/100 000 obyvatel) (Narodni onkologicky registr — UZIS CR). Incidence
onemocnéni CLL ma pomérné stagnujici trend, zatimco prevalence onemocnéni CLL roste, meziro¢ni
zména v obdobi 2014-2018 je 3 % (hodnocena na zakladé linearniho trendu). K 31. 12. 2018 Zilo
v Ceské republice 4 878 s timto onemocnénim (46/100 000 osob).

Imunofenotypizace lymfocytl byla provedena u kontrolni skupiny (100 osob), CLL/MBL skupiny
(50 osob). Ve skupiné CLL/MBL byla u 37 osob stanovena diagnéza CLL, u 13 osob MBL. Median
véku jedincl s onemocnénim CLL v dobé stanoveni diagndzy byl 71 let (IQR 65, 76) u MBL 72 let
(IQR 64, 77). Median véku skupiny CLL/MBL pfiblizné koreluje s daty Ustavu zdravotnickych informaci
a statistiky CR (UZIS), ktery uvadi median véku pacienttl v dobé& stanoveni diagnézy CLL v obdobi
2014-2018 70 let (IQR 64, 78). U jedné pacientky bylo diagnostikovano onemocnéni CLL v jiz 37 letech
(diagnéza solidniho tumoru az o 23 let pozd&ji), coZ je hodnota vyrazné vzdalena od medianu a nejedna
se o Casty pfipad, vychazim-li zdat ziskanych pro tuto praci. U této Zeny byla z 5 testovanych
polymorfizm0 ve 4 pfipadech (rs735665, rs7176508, rs872071, rs13397985) v genotypu zastoupena
alesponi jedna rizikova alela. Ve skupiné CLL/MBL byla tedy celkové u 1 pacienta diagnostikovana CLL
ve velmi nizkém véku (pod 50 let), MBL u 1 pacienta (42 let). U pacienta s laboratornim zachytem MBL
ve véku 42 let byla zastoupena rizikova alela ve 3 pfipadech z péti testovanych SNP (rs7176508,
rs872071, rs13397985).
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Ve skupiné CLL/MBL bylo celkem 50 pacientd s diagnézou CLL (37) nebo MBL (13). U obou
zminénych diagnéz je vyraznym faktorem v dobé stanoveni diagnézy vék. Ve vékové kategorii = 71 let
je 4,9% vy8Si Sance vyskytu onemocnéni CLL nebo MBL oproti vékové kategorii < 70 let. ZvySujici
se prevalenci CLL, MBL v zavislosti na véku popisuji i jiné publikace — Shim et al. (2010). Sladkova
(2019) uvadi u osob nad 60 let je vyrazné zvySeni prevalence o vice jak 5 %. Také data za obdobi

2014-2018 z UZIS popisuiji stoupajici trend incidence CLL v zavislosti na v&ku pacienta (Obrazek 39).

Vékova struktura Vékové specificka incidence
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Obdobi: 1999-2003 2004-2008 2009-2013 2014-2018
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Median 69 let 70 let 70 et 70 let
2575, percentil G1-76 et G2-78 let G2-78 let G4—73 let
% osob pod 65 let 35,0% 32 6% 332% 27.9%

Obrazek 39: Incidence CLL v zavislosti na véku (Narodni onkologicky registr — UZIS CR)

Grafické zpracovani v levé &asti zobrazuje procentudlni zastoupeni pacientti s CLL v Ceské republice z celkového poétu
nemocnych. Graf v pravé ¢asti zobrazuje pocet pacientli s nové diagnostikovanym onemocnénim CLL na 100 000 obyvatel
v Ceské republice. Median véku se od roku 1999 piili§ neméni. Podil pacientt je vyrazné vy$$i se stoupajicim vékem, podil
pacientd po 65 let je témér 30 %.

Median délky onemocnéni CLL je u pacient(l v testovaném souboru jedinct k sou¢asnému roku
(03/2022) stanoveny na 6 let, u 4 pfipadl bylo zaznamenano umrti. U v8ech 4 pfipadu byl
diagnostikovan solidni tumor a CLL. V pfipadé soucasné diagnostikované MBL a solidniho tumoru bylo
zaznamenano umrti u jednoho pacienta (pfi€inou Umrti byla progrese onemocnéni solidnim tumorem).
Median preziti u skupiny pacientd CLL/MBL vSak nelze interpretovat ¢i porovnat s jinymi tdaji v disledku
nedostateéného poctu pfipadu CLL/MBL diagnostikovanych dfive nez pfed 10 lety anebo z divodu
ovlivnéni délky Zivota vlivem sekundarni malignity (solidni tumor). Nicméné data ¢eského CLL registru
uvadéji median pfeziti pacientt s diagnézou CLL pfiblizné 10 let (KDP 2020).

Nebyl prokazan vliv pohlavi na rozvoj CLL ve skupiné CLL/MBL. Na rozdil od Sladkové (2019),
kde byla prevalence MBL i CLL v ramci prospektivni studie (kontrolni populace a populace pacientl se

solidnim tumorem) u muz{l v obou sledovanych souborech vyssi (p = 0,0273). | v moji praci vSak bylo
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procentualni zastoupeni muzii ve skupiné CLL/MBL vySSi (62 %). Procentualni zastoupeni muzi a zen
s diagnézou CLL nebo MBL pfiblizné odpovida zastoupeni pohlavi v celém souboru CLL/MBL.
Hodnoceni zavislosti na pohlavi vSak mlze byt v mém studovaném souboru ovlivnéno spektrem
studovanych pacientt s CLL/MLB: napfiklad vétSinu skupiny tvofi pacienti s nadory, u nichz je nejcasté;ji

zastoupenou diagnézou karcinom prsu, jehoz incidence je vyznamné vyS$S$i u Zen nez u muzu apod.

10.3 CLL a solidni malignita

ZvySena vyskyt CLL nebo MBL je obecné popisovan u pacientl se solidnimi malignitami. V praci
Sladkové (2019) byl porovnavan zachyt onemocnéni CLL v populaci pacientl s diagnostikovanym
solidnim tumorem (v dobé& diagndézy solidniho tumoru bez IéCby, tj. prvni navstéva
v MOU) proti jedinctim G&astnicich se preventivniho programu MOU (referenéni skupina). Laboratorni
zachyt B-lymfoproliferace ¢i MBL byl tedy v dobé jiz rozvinuté solidni malignity (prozatim nelécené),
atim padem B-lymfoproliferace & MBL prokazatelné nevznikly v dasledku pUsobeni lécby
onkologického onemocnéni. Stejné tak nedoslo k rozvoji solidniho tumoru v disledku pusobeni 1&é¢by
B-lymfoproliferace. Byl zaznamenan vyssi vyskyt B-lymfoproliferaci u pacientd se solidnim nadorem
(7 %) i MBL (5 %) v porovnani se zachytem zminéného onemocnéni v referencni skupiné (2 %). Tyto
zavery koresponduji s vysledky také jinych studii, které potvrzuji vySSi riziko vzniku CLL u osob
s diagnostikovanou jinou solidni malignitou (Manusow et al. 1975), (Manusow and Weinerman 1975),
(Tsimberidou et al., 2009), (van den Broek et al. 2014).

V této praci byla u tfech pacientl primarni malignitou CLL, nicméné pro nizky pocet takovych
pFipady a zejména z diivodu zplisobu vybéru pacient(i (primarné pacienti MOU) nelze zhodnotit trend
u pacientl s diagnostikovanou CLL k rozvoji sekundarni, solidni malignity jako to uvedli ve své studii
napfiklad Schdllkopf et al. (2007).

10.4 Hodnoceni rizikovych faktort vyvoje MBL v CLL

MBL s vysokym poctem klonalnich B-lymfocytl v periferni krvi (> 0,5 x 10%1) obvykle progreduje do CLL.
Strati et al. (2015) uvadi, zZe progresi MBL do CLL Ize oCekavat u 1-2 % pacientl roc¢né. V naSem
pfipadé bylo vSech 13 jedincu ve skupiné CLL/MBL s onemocnénim MBL zafazeno do skupiny
s vysokym poc¢tem B-lymfocytd. U 8 pacientd doslo po uréité dobé k progresi onemocnéni MBL do CLL.
Median poctu let progrese MBL do CLL je u téchto pacientu je 2 roky. U 4 pacientd prozatim nedoslo
k progresi onemocnéni v CLL (Udaj k 03/2022, pocet let od doby diagnézy MBL se pohyboval 0,5-7).
U jednoho pacienta neni k dispozici dal$i vySetfeni periferni krve, a tak neni mozné vyvoj MBL zhodnotit.
Primérny pocet let od doby stanoveni diagnézy solidni malignity do doby laboratorniho zachytu MBL je
v nasi CLL/MBL skupiné 7-8 let. Strati et al. (2015) popisuje u pacientd s MBL s vysokym poc¢tem
klonalnich B-lymfocytll riziko rozvoje sekundarni malignity, coZ z dlivodu zpusobu vybéru pacientd
(primarné pacienti MOU) potvrdit nemtzu. AvSak ze skupiny 13 pacientd s MBL bylo u 12 dfive

diagnostikovano jiné onkologické onemocnéni.
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V ramci této prace bylo testovano zastoupeni genotypu u kontrolni skupiny a u pacientti s MBL.
Vysledky statistického vyhodnoceni byly totoZné s pacienty, u kterych bylo diagnostikovano
onemocnéni CLL. Pfi porovnani genotypu a vyskytu rizikové alely tedy nebyl rozdil ve vyslednych
genotypech ani vyskytu rizikové alely mezi pacienty s CLL a MBL statisticky vyznamny. Pfedpokladame,
i s ohledem na vysledky jinych studii jako Crowther-Swanepoel et al. (2010), ze MBL Ize oznacit jako
prekurzor CLL a u testovanych SNP tak nebude mit vliv, zda ma pacient diagnostikovanou MBL
nebo CLL. Nicméné& toto tvrzeni bude nutné jedt& doplnit dalSimi studiemi s vice
pfipady MBL. Hodnoceni zastoupeni genotypl u jedinct s MBL a skupinou referenéni popisuje také
Crowther-Swanepoel et al. (2010). Genetickou predispozici k MBL, stejné jako tomu je u CLL, prokazali
ve studii, ve které bylo vySetfovano 9 SNP, z nichz 6 SNP bylo charakterizovano také zvySenym rizikem
CLL (rs17483466, rs13397985, rs757978, rs872071, rs2456449, rs735665). V moji praci byl jako
statisticky vyznamny zhodnoceny SNP rs735665 (p = 0,007, Tabulka 11). Ostatni testované SNP se
v této praci neukazaly jako statisticky vyznamné. Do jisté miry to mUze byt zplsobeno niz§im pocétem
pfipadd CLL/MBL oproti jinym studiim.

Tabulka 11: Vliv polymorfizm{ na riziko vyvoje MBL
Vysledky MOU 2022

SNP rs17483466 rs735665 rs7176508 rs872071 rs13397985
OR 0,96 2,81 0,86 0,88 0,92
p-hodnota 0,926 0,007 0,770 0,729 0,825
Crowther-Swanepoel et al. 2010

SNP rs17483466 rs735665 rs7176508 rs872071 rs13397985
OR 1,27 1,63 nebyl 1,27 1,40
p-hodnota 0,02 6,86 x 106 testovan 7,75 x 103 1,72 x 103

10.5 Asociace polymorfizmu rs17483466, rs735665, rs7176508,
rs872071, rs13397985 s onemocnénim CLL

Chronicka lymfaticka leukémie je onemocnéni starSiho véku s odliSnym klinickym prdbéhem a také
onemocnéni, u kterého celkovy stav jedince je vyznamné ovlivnény pfidruZzenymi chorobami. Chronicka
lymfaticka leukémie je choroba, u které nebyl jednozna&né prokazan vliv zevnich faktoru, které by se
podilely na vzniku onemocnéni provazeném klonalni expanzi B-lymfocytld. Podezieni na vyskyt
onemocnéni u pacienta je Casto vysloveno na zakladé zachytu zvySeného poctu lymfocytl v periferni
krvi, zjiSténého v ramci standardni prohlidky u Iékafe pfi stanoveni krevniho obrazu. Lymfocytéza
v periferni krvi je zpusobena klonalni expanzi B-lymfocytu.

Opakované zvefejnéné vysledky studii hovofi o vzniku onemocnéni CLL na genetickém
podkladu. Na vzniku onemocnéni se pravdépodobné podileji zmény na chromozomalni urovni nebo

genetické polymorfizmy, které byly pfedmétem analyzy této prace.
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Zastoupeni jednotlivych alel, genotypu v testovaném souboru jedincl odpovida
datim uvedenym v databazi SNP NCBI (National Center for Biotechnology Information) u Evropanu
(Tabulka 12). Procentualni zastoupeni alel v kontrolni skupiné pfiblizné odpovida zastoupeni alel

ve srovnani s databazi SNP NCBI, pficemz v naSem testovaném souboru je vyrazné nizsi poc€et kontrol.

Tabulka 12: Porovnani zastoupeni alel v testovaném souboru s publikovanymi daty

SNP Zastoupeni alel Soubory Pocet n Zastoupeni alel Pocet n
(nas soubor) (Evropa)

rs17483466 A G A G
79 % 21 % Kontrolni skupina 100 9% 21% 303164
81 % 19 % CLL/MBL skupina 50

rs735665 G A G A
78 % 22 % Kontrolni skupina 100 81% 19% 299520
63 % 37 % CLL/MBL skupina 50

rs872071 A G A G
49 % 51 % Kontrolni skupina 100 50% 50 % 297880
47 % 53 % CLL/MBL skupina 50

rs7176508 A G A G
52 % 48 % Kontrolni skupina 100 39% 61% 251688
48 % 52 % CLL/MBL skupina 50

rs13397985 T G T G
76 % 24 % Kontrolni skupina 100 82% 18 % 261302
76 % 24 % CLL/MBL skupina 50

V levé Easti tabulky jsou uvedeny jednotlivé polymorfizmy, zastoupeni alel u kontrolni skupiny, skupiny CLL/MBL a v pravé €asti
zastoupeni alel u Evropanud. Procentualni zastoupeni alel kontrolni skupiny odpovida zastoupeni alel u populace v Evropé.
Pro srovnani je v tabulce uvedeno také procentualni zastoupeni alel u jedincu ze skupiny CLL/MBL. Informace k zastoupeni alel
u evropské populace je prevzato z NCBI. (NCBI — rs17483466 [online], NCBI — rs735665 [online], NCBI — rs7176508 [online],
NCBI —rs872071 [online], NCBI — rs13397985 [online])

U jedincl v obou skupinach byly studované polymorfizmy z DNA, ktera byla izolovana
z periferni krve, v nékterych pfipadech ze séra. Do kontrolni skupiny byli kromé jedincu z preventivniho
programu MOU fazeni jedinci s nové diagnostikovanym solidnim tumorem. Cilem bylo eliminovat
vysledky studie zatizené chybou v podobé nevhodné zvolené kontrolni populace, tedy s pfedpokladem,
Ze studované polymorfizmy by nemély byt asociovany s vyskytem solidni malignity nebo s jinymi
pfidruzenymi aspekty. Studovanim polymorfizmd z DNA izolované z periferni krve a jejich asociaci
s onemocnénim CLL, pfipadné MBL se zabyvala jiz v minulosti fada zahrani¢nich studii. Nékteré
publikace popisuji zvySené riziko CLL na familiarnim podkladu, zejména u prvostupnovych pfibuznych,
jak uvadi napfiklad Goldin et al. (2004) a Sellick et al. (2007). Toto tvrzeni vSak nebylo pfedmétem moji
prace. Pacienti v testovaném souboru s onemocnénim CLL nebo MBL nebyli v blizkém pfibuzenském
vztahu. Byl testovan vliv variant v DNA na vznik CLL ¢i klonalni expanzi B-lymfocyt(, avSak pod hranici
pocetnich kritérii CLL. Tyto pfipady jsou ozna€eny pod pojmem monoklonalni B-lymfocyt6za. V nékolika

asociacnich studiich byl prokazan vliv zmén v DNA na vznik onemocnéni CLL. Nékteré dalSi
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polymorfizmy, u kterych autofi prokazali asociaci mezi konkrétni variantou a CLL nebo MBL nebyly
v ramci této prace vySetfovany. Nékteré vysledky této prace se shoduji s vysledky jiz publikovanymi.
U polymorfizmu rs735665 se prokazalo zvySené riziko (OR 2,81, adjustovano na vék) k rozvoji CLL
nebo MBL. OR byla pocitana pro cely soubor CLL/MBL skupiny, nikoliv pro kazdou diagnézu
samostatné. U nékterych testovanych polymorfizm0 (rs17483466, rs735665, rs13397985, rs7176508)
se jevi riziko rozvoje CLL jako zvySené s rostoucim poc¢tem rizikovych alel, av§ak pouze u rs735665 je
riziko rozvoje CLL prokazatelné vyssi (GA: p = 0,030, AA: p = 0,007). Asociace polymorfizmu
rs735665 se zvySenym rizikem rozvoje CLL byla prokazana i v dalSich studiich. Crowther-Swanepoel
et al. 2010 popisuje také zvysujici se riziko rozvoje CLL s rostoucim poctem rizikovych alel v genotypu
a také stejné jako vysledky z MOU neprokazuji asociaci rs17483466 se zvySenym rizikem rozvoje
onemocnénim CLL. Naproti tomu vysledky jinych studii Slager et al. 2010, Di Bernardo et al. 2008 hovofi
o vztahu mezi CLL a vSemi SNP testovanymi v nasi laboratofi (rs17483466, rs735665, rs7176508,
rs872071, rs13397985). Broderick et al. (2008) dale popisuji kromé asociace rs872071
s CLL také asociaci zvySeného rizika varianty genu IRF4 (rs872071) s Hodgkinovym lymfomem
(OR 1,21, p = 0,009). Pfehled studovanych polymorfizmd u rdznych studii (véetné MOU studie) jsou

uvedeny nize (Tabulka 13).
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Tabulka 13: Vliv polymorfizmi na riziko vyvoje CLL
Vysledky MOU 2022 (soubor: 50 pfipadii, 100 kontrol)

SNP rs17483466 rs735665 rs7176508 rs872071 rs13397985
OR 0,96 2,81 0,86 0,88 0,92

95% ClI 0,44-2,06 1,34-6,1 0,38-2,02 0,37-2,13 0,43-1,94
p-hodnota 0,926 0,007 0,770 0,729 0,825
Crowther-Swanepoel et al. 2010: Spanélsko (soubor: 424 pfipad, 450 kontrol)

SNP rs17483466 rs735665 rs7176508 rs872071 rs13397985
OR 1,10 1,33 1,21 1,33 1,19

95% ClI 0,86-1,31 1,05-1,69 1,0-1,47 1,09-1,62 0,95-1,50
p-hodnota 0,58 0,02 0,06 0,01 0,13
Crowther-Swanepoel et al. 2010: Svédsko (soubor: 400 pfipadu, 400 kontrol)

SNP rs17483466 rs735665 rs7176508 rs872071 rs13397985
OR 1,09 1,91 1,34 1,51 1,40

95% ClI 0,85-1,40 1,50-2,44 1,10-1,63 1,24-1,84 1,08-1,80
p-hodnota 0,50 1,16 x 107 3,07 x 103 3,80 x 10°° 0,01
Slager et al. 2010 (soubor: 438 pripadt, 328 kontrol)

SNP rs17483466 rs735665 rs7176508 rs872071 rs13397985
OR 1,43 1,47 1,50 1,35 1,36

95% ClI 1,11-1,85 1,14-1,89 1,19-1,90 1,02-1,78 1,04-1,79
p-hodnota 6,30 x 103 2,80 x 103 6,20 x 10 3,70 x 102 2,40 x 102
Di Bernardo et al. 2008 (soubor: 1529 pripadt, 3115 kontrol)

SNP rs17483466 rs735665 rs7176508 rs872071 rs13397985
p-hodnota 2,36 x 10-10 3,78 x 102 4,54 x 1012 1,91 x 1020 5,40 x 10-1°

Vysledky studii popisuji vztah mezi polymorfizmy a rizikem vyvoje CLL. Jsou zde uvedeny
vysledky studii zohledriujici riziko vyvoje CLL u evropské populace. U jednotlivych studii je v zavorce
uvedena velikost testovaného souboru, polet vzork( pacientll s CLL, tj. pfipadd a pocet pacientl
bez diagnézy CLL, tj. kontrol. Vysledky testovanych SNP v ramci této prace, které oproti jinym studiim
nepoukazuji na vliv SNP v rozvoji CLL, mohou byt zplsobeny niz§im poctem vzorkd ve skupiné
CLL/MBL i kontrolni skupiné.

Crowther-Swanepoel et al. 2010 analyzuji samostatné Svédskou a Spanélskou populaci. Asociace
mezi genotypem a rizikem rozvoje CLL spolu pfibliZzné koreluji. Pro hodnoceni asociace mezi genotypy
testovanych rs17483466, rs13397985, rs872071, rs735665, rs7176508 a rs11083846 a rozvojem CLL
v8ak pouzili data kombinovana (populace Svédska a Spanélska), nicméné zvefejiuji je i pro kazdou
populaci zvlast. Statisticky vyznamnou asociaci s rizikem rozvoje CLL prokazali u 5 z 6 testovanych
polymorfizm, tj. rs13397985, rs872071, rs735665, rs7176508 a rs11083846. Pro rs17483466 nebyla
prokazana asociace s CLL.

Slager et al. 2010 také provedli asocia¢ni studii, jejiz vysledky téZ podporuji uplatnéni SNP

v patogenezi onemocnéni CLL. Kromé jizZ zminéné asociace mezi rs17483466, rs735665, rs7176508,
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rs872071, rs13397985 prokazali také asociaci rs9378805 (6p25). Lokus 6p25 byl spojen s rizikem
rozvoje CLL jiz pfi prvni GWAS studii (Slager et al. 2013).
Di Bernardo et al. 2008 také ve své studii potvrdili asociaci rizika CLL a SNP jiz dfive

identifikovanych (shodné se SNP testovanymi v nasi laboratofi).
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11 Zaveér

Vybrani pacienti byli na zakladé stanoveni krevniho obrazu, analyzy periferni krve pomoci priitokové
cytometrie rozfazeni do skupin s cilem jednoznacné oddélit skupinu pacientd s diagnézou CLL
nebo MBL a referenéni populaci (50 jedincu z preventivniho programu Masarykova onkologického
ustavu a 50 pacientd se solidnim tumorem s normalnim imunofenotypem bunék periferni krve
a bez predchozi protinadorové 1é¢by). Skupina CLL/MBL zahrnovala vzorky 50 pacientu, u kterych byla
naplnéna diagnosticka kritéria pro diagnézu CLL nebo MBL na zakladé zjisténé hodnoty lymfocytd
pFi stanoveni krevniho obrazu a imunofenotypu lymfocytd, tzv. CLL/MBL skupina. Ve skupiné CLL/MBL
byl pocet jedincu se solidnim tumorem a CLL nebo MBL 39. 11 Jedincl ze skupiny CLL/MBL nemélo
diagnostikovanou solidni malignitu (napfiklad pacienti s hypertenzi, benigni hyperplazie prostaty).

U pacientd v CLL/MBL skupiné (50 osob) byl u vSech pacientl stanoveny imunofenotyp bunék
odpovidajici tzv. typické CLL. Takto jsou oznaceny klonalni B-bufky s imunofenotypem
CD5+ CD23+ CD20d%m, Pacienti byli na zakladé pocetnich, klinickych kritérii rozdéleni na jedince
s diagnézou CLL nebo MBL. Pfi hodnoceni vys$siho véku jedince, jako jednoho z rizikovych faktord
pro vyvoj CLL nebo MBL, byl pozorovan vyssi vyskyt onemocnéni se zvySujicim se vékem jedince.
Procentualni zastoupeni muzd ve skupiné CLL/MBL bylo vy$Si (62 %), ale na rozdil od dfive
publikované prace vypracované na OLM MOU, Sladkova (2109), nebyla prokazana asociace
onemocnéni CLL, MBL s muzskym pohlavim. MBL je oznaCovana jako prekurzor onemocnéni CLL.
Zejména pacienti s diagnézou MBL s vysokym poétem klonalnich B-lymfocytd mohou ¢asto pfechazet
do onemocnéni CLL, coz bylo potvrzeno u vice jak poloviny pacientd zafazenych v této praci do skupiny
pacientll s MBL s vysokym poc¢tem klonalnich B-lymfocytd. Pro nizky pocet pacientd s MBL a zadnym
pacientem zafazenym do skupiny MBL s nizkym poc¢tem klonalnich B-lymfocytt v periferni krvi nelze
v8ak hodnotit &i porovnat Cetnost téchto pfipadl, které prechazeji/nepfechazeji do CLL. CLL je
chronické lymfoproliferativni onemocnéni a z dlvodu deregulace imunitniho systému mize byt
organizmus pacientt dale Casto zatizeny infekEnim onemocnénim, nebo napfiklad sekundarné se
vyvijejicim nadorovym onemocnénim. Stejné tak je solidni nadorové onemocnéni €asto provazeno
nasledné diagnostikovanou CLL. Pfesny mechanizmus zavislosti CLL/MBL a solidnich malignit vSak
neni znam.

Cilem prace bylo ziskat dalsi vysledky, které by pomohly k vyjasnéni etiologie CLL/MBL,
pfipadné poukazaly na genetickou predispozici onemocnéni a potvrdily i vyvratily tak tvrzeni ziskana
z dfivéjsich publikovanych studii. Pfidanou hodnotou bylo zafazeni pacientl se solidni malignitou,
u nichz je prevalence tohoto onemocnéni vysSi nez v bézné populaci. Na zakladé vysledku této prace
Ize poukazat, ze i zde pravdépodobné hraje vyznamnou roli geneticka predispozice (SNP) k CLL/MBL.
Bylo porovnano zastoupeni alel, genotypu a vyskyt rizikové alely u kontrolni a CLL/MBL skupiny.
Testovanim polymorfizm0 se podafilo prokazat asociaci SNP (rs735665) s onemocnénim CLL, MBL
stejné jako tomu bylo v jinych studiich — Slager et al. 2010, Crowther-Swanepoel et al. 2010, Di Bernardo
et al. 2008. U nékterych dalSich testovanych polymorfizmu by snad bylo mozné interpretovat zvySené
riziko k rozvoji CLL nebo MBL v korelaci se zvySujicim se poctem rizikovych alel (rs17483466 genotyp
GG; rs735665 genotyp AA, rs7176508 genotyp AA, rs13397985 genotyp GG). Tyto vysledky vSak
nebyly statisticky signifikantni.
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VysSetfovani genetickych polymorfizmd neni béznou soucCasti praxe pro diagnostiku
onemocnéni CLL nebo MBL. Pri ziskani dalSich vysledkd, validaci jiz publikovanych polymorfizmu bude
vSak mozné Iépe pochopit patogenezi onemocnéni CLL i MBL, pfipadné vysledky pozdéji propojit
s klinickym stavem vySetfovanych pacientl a vyuzit tak jejich identifikaci napfiklad k nastaveni novych
prognostickych faktord CLL.
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Seznam pojmu a zkratek
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Chronic Lymphotic Leukemia
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Aeoxyribonucleic acid
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NCBI National Center for Biotechnology Information
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SLL Small Lymphotic Leukemia
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SNP Single nucleotide polymorphisms
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