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Abstrakt

Maligni lymofoproliferace zahrnuji vysoce heterogenni skupinu nddorG vychdzejicich
z lymfocyt, tj. lymfomt (Non-Hodgkinovych — NHL, i Hodgkinova), leukémifi,
mnohocetného myelomu a dalSich. V soucasnosti je zndma fada chromosomovych aberaci jak
s diagnostickym, tak prognostickym vyznamem, coZz zafadilo molekuldarné cytogenetické
analyzy genomu nddorovych bunék mezi diilezitd vySetfeni. Disertace se vénuje predevSim
chronické lymfocytdrni leukémii (CLL), kterd patii mezi periferni B lymfoproliferace a je
nejcastéjSim typem leukémie. Metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH) jsme
vySetfovali pfitomnost Ctyi nejcastéjSich aberaci (delece 13ql4, delece genu ATM a TP53
a trisomie 12), doplnénou u ¢asti pacientl o detekci aberaci genu /gH, a porovnali jsme nalezy

s dalSimi faktory a klinickymi charakteristikami.

Prace ukazuje, Ze vySetieni klasického karyotypu je relativné madlo relevantni. Metoda
FISH byla pro zéichyt aberaci u CLL mnohem piinosnéj$i. Piitomnost zadné ze Ctyft
zminénych aberaci neni pro CLL specifickd, ma vSak prognosticky vyznam, zejména delece
TP53. Detekce nékterych translokaci /gH genu je nepostradatelnd v diferencidlni diagnostice
CLL a dalsich NHL (velkobunécného, folikularniho, Burkittova lymfomu, lymfomu z bun¢k

plastové zony).

Vénovali jsme se potvrzeni vyznamu jednotlivych aberaci u CLL a naSe vysledky potvrdily
vyznam prognostickych hierarchickych skupin. Pfiznivou prognézu dle hodnoceni celkového
preziti mély normdlni ndlezy a zachyt delece 13q (bez jiné aberace), stfedni trisomie 12,

a nejhorsi prognézu delece gentt ATM a TP53.

Velka ¢ast disertace je vénovana klondlnimu vyvoji (KV) u CLL, studovand v souboru 292
nemocnych s opakovanymi vySetfenimi pomoci FISH. Byly hledany rizikové faktory pro zisk
jednotlivych aberaci a jejich vliv na pieziti. Pro deleci 13q a 11q byl nalezen jediny faktor,
ato doba mezi prvnim vySetfenim a vySetfenim zachycujicim KV. Prognosticky nejhorsi
mozny KV — zisk delece TP53 vyrazné zkrétil celkové preziti, byl spojen s nemutovanym
stavem [IgVH genl, pozitivitou exprese CD38 a ZAP-70, a s pfedchozim podidnim

chemoterapie.

Disertacni prace zahrnuje jak komentafe k vlastnim publika¢nim vystuptim bezprostfedné

souvisejici s tématem, tak vysledky rozsitenych soubor dosud nepublikovanych.



Abstract

Malignant lymphoproliferative disorders include highly heterogeneous entities, i.e.
lymphomas (Non-Hodgkin — NHL, as well Hodgkin’s lymphoma), lymphoid leukemias,
multiple myeloma and others. As currently many chromosomal aberrations with diagnostic
and prognostic significance are known, molecular cytogenetic analyses of tumor cell genome
has become a substantial examination also in lymphoproliferative disorders. This thesis
focuses primarily on chronic lymphocytic leukemia (CLL), which is one of the mature B-cell
neoplasms and represents the most common type of leukemia. We analyzed four most
frequently found aberrations (13q14 deletion, ATM and TP53 gene deletion, and trisomy 12)
by fluorescence in situ hybridization (FISH) and also IgH gene aberrations in some patients.

We compared the findings with other factors and clinical characteristics.

This work shows that the conventional G-banding is analysis relatively little relevant.
FISH was more effective in detecting aberrations in CLL. Although none of the four
aforementioned changes is specific to CLL, the prognostic impact is significant, particularly
that of TP53 deletion. Next, detection of some IgH gene translocations is essential in
differential diagnosis of CLL and other NHL (follicular, mantle cell, diffuse large B cell,
Burkitt’s lymphomas).

We attempted to confirm the impact of individual CLL aberrations. Our results verified the
prognostic relevance of hierarchical categories. According to overall survival data, the best
outcome was found in normal finding and 13q deletion subgroups, whereas it was

intermediate in trisomy 12 and an inferior in ATM and TP53 gene deletion categories.

The major part of the thesis deals with clonal evolution (CE) in CLL, studied in a cohort of
292 of patients subsequently analyzed by FISH. We investigated which risk factors relate to
each type of CE and their influence on survival. In case of CE 13q and CE 11q, the only
factor was found, namely the dutation of follow-up. Prognostically the worst possible CE, the
occurrence of TP53 deletion, significantly shortened overall survival and was associated with
unmutated IgVH gene status, positive of CD38 and ZAP-70 expression, and previous

chemotherapy.

The Ph.D. thesis comprises comments on own published papers directly related to

objectives as well as research results yet unpublished.



1. Uvod

Jako néadorové lymfoproliferace oznacCujeme v SirSim smyslu slova nadory vychdzejici
z lymfocytl. Soucasné klasifikace lymfoidnich malignit vychédzi z posledniho vydani WHO
klasifikace 2008 (Swerdlow S.H. ef al., 2008) a zdkladem je déleni na tfi hlavni kategorie:
B-lymfoidni malignity, T/NK malignity (diky spolecnym funkénim a imunofenotypovym
znakim jsou zafazeny do jedné skupiny), a Hodgkiniiv lymfom. Z historickych davodi se
pouzivé také déleni na lymfomy Hodkinovy a non-Hodkinovy (NHL). Jednotlivé typy pak
zahrnuji jak lymfom, tak lymfoidni leukémii, u kategorii B a T/NK dale rozliSujeme dvé
hlavni skupiny - prekurzorové leukémie/lymfomy a malignity ze zralych bunék (téZ periferni).
Pres 90 % NHL patii mezi periferni B lymfoproliferace a v mnoha ohledech napodobuji
stddia diferenciace normdlnich B lymfocyti. Pravé tato podobnost je zdkladem jejich
klasifikace a nomenklatury (Anon, Blood 1997; Anon, Journal of Clinical Oncology 1998).
Az 50 % NHL tvoii dva nejcastéjsi typy, a to difusni velkobunéény B-lymfom (DLBCL)
a folikularni B-lymfom (FL), napiiklad v Ceské republice jsou to aZz dvé tfetiny pacientii
(Trnény M. et al., 2007; Pytlik R. et al., 2013). Na druhou stranu, nejcastéjsi formou

diseminované neopldzie B fady je chronickd lymfocytarni leukémie (Trneny M. et al., 2011).
1.1. CLL/SLL

Chronickd lymfatickd leukémie (CLL) / lymfom z malych lymfocyti (SLL) je niddorové
onemocnéni, pro které je charakteristickd akumulace klonu morfologicky zralych lymfocyta
v kostni dfeni, periferni krvi a lymfatickych tkanich. Jde o 2 klinické formy téhoZ onemocnéni
(Jaffe E.S. et al, 2001). Medidn véku v dobé diagnézy je kolem 65 let (Rozman C.,
Montserrat E., 1995), v CR je to 70 let (Trnény M. et al., 2007).

Priib¢h onemocnéni je zna¢né€ heterogenni - od agresivni aZ po indolentni chorobu, s niz
nemocni nikdy nedospéji k potiebé antileukemické terapie (Dighiero G. et al., 1991). Lécba
chemoimunoterapii s sebou nese nezanedbatelnou toxicitu, proto rozhodnuti koho 1écit a kdy
se stdvd tim nejzdsadnéjSim (Bazargan A. et al., 2012). Pribéh lze vétSinou dopiedu
odhadnout podle prognostickych faktorii - exprese CD38 a ZAP-70 (Hamblin T.J. et al.,
2002), a zejména mutacniho stavu IgVH genli (Hamblin T.J. et al., 1999) a cytogenetickych

aberaci zjiSténych metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH) (Dohner H. et al., 2000).



2. Cile prace

1.

Urc¢it frekvenci cytogenetickych a molekuldrné cytogenetickych aberaci v souboru
nemocnych s CLL/SLL; porovnat ndlezy s vysledky prognostickych markert a
s klinickym priibéhem nemoci; urcit klinicky vyznam nélezu aberaci IgH genu;
vyhodnotit, zda ndlezy interfazni fluorescen¢ni in situ hybridizace z periferni krve
maji dostacujici vypoveédni hodnotu ve srovndni s nélezy karyotypu kostni dfené

konven¢ni cytogenetickou analyzou.

Hypotéza: Vysledky molekuldrné cytogenetické metody FISH s panelem sond
zaméefenym na Ctyfi nejCastéjsi aberace u CLL a aberace genu IgH poskytuji vice
informaci neZ konvencni cytogenetika, at’ jiz kvili kryptickému charakteru aberaci
nebo skutecnosti, Ze se buiiky nadorovych lymfoproliferaci ve standardnich

cytogenetickych kultivacich vétSinou nedé¢li.

2. Posoudit vyznam klondlniho vyvoje u CLL.

3.

4.

Hypotéza: U opakovanych odbérti nemocnych v pribéhu choroby neziidka dochazi
ke vzniku dal§ich aberaci. Néazory v literatufe se rizni, proto jsme se zabyvali
otdzkou, zda lze klondlni vyvoj ocekédvat u nemocnych s ur€itym rizikovym profilem

a jaky ma dopad na celkové preziti.
Sledovat délku telomér a aktivitu telomerdzy u CLL a posoudit jejich vyznam.

Hypotéza: Pro CLL je charakteristickd akumulace klonu morfologicky zralych
lymfocyti. V literatufe se uvadi, Ze délka telomér je ukazatel bunéného obratu a
aktivita telomerazy je ve zralych bunkéch velmi nizkd. Analyzovali jsme tudiz, zda

1ze tyto dva parametry zatradit mezi prognostické faktory u CLL.
Ov¢étit vyznam molekuldrné cytogenetickych metod u dalSich jednotek NHL.

Hypotéza: Nilezy chromosomovych aberaci maji vyznam pro diagnézu,

diferencidlni diagnostiku a prognézu.



3. Material a metodika

Soubor pacientii: Celkem bylo na naSem pracovisti vySetieno 1686 pacientil s diagnézou

suspektni CLL/B-NHL. Vcetn¢ opakovanych odbéri jsme provedli celkem 2370
cytogenetickych a/nebo molekularné cytogenetickych analyz. V predklddané prici jsme

hodnotili v pribéhu ¢asu rizné soubory nemocnych.

Klasicka cytogenetickd analyza: Vzorky kostni dfen¢ (KD) byly zpracovany podle

standardnich cytogenetickych postupti po 24 hodinové kultivaci v médiu RPMI 1640

s ptidavkem 10% fetalniho teleciho séra bez pouZiti mitogenu.

FISH: U preparatt KD byla provedena i FISH, u natért periferni krve (PK) byla
provedena pouze FISH (odbéry PK krve zpracovavame bez kultivace, v suspenzich tedy
nejsou mitosy). U NHL jsme také zavedli metodu FISH na bioptickém materidlu fixovaném
ve formalinu a zalitém do parafinu. Tenké fezy (tloustka okolo Sum) byly po pretreatmentu
natraveny protedzou. Metodou FISH za pouziti panelu komeréné€ dostupnych DNA sond
(CEP12, LSI D13S319/LSI 13q34, TP53, ATM, IgH BA, BCL6 BA, MYC BA, BCL2/IGH
DF, CCNDI1/IGH DF, MYC/IGH DF; Abbott Molecular), byla analyzovédna piitomnost
trisomie 12, delece oblasti 13q14.3 a delece genti TP53 a ATM (déle ,,CLL FISH panel®),
eventudlné zlomu genti IgH, BCL6 a MYC, a translokaci t(14;18)(q32;q21), t(11;14)(q13;q32)
a t(8;14)(q24;q32). Pti FISH analyzach jsme postupovali podle ndvodit doporuc¢enych vyrobci
DNA sond. Cut off pro pozitivni hodnoty byla stanovena na 5 % u deleci a 2,5 % u trisomii,
zloml a translokaci. Pfi hodnoceni FISH v parafinovych prepariatech je klicové najit

patologem popsany infiltrat.

Stanoveni mutace IgVH genii: bylo provadéno v Laboratofi PCR diagnostiky leukémif

UHKT. Prh 2 % mutaci byl zvolen k odliseni mutovaného a nemutovaného IgVH genu.

Analyzy délky telomér a detekce telomeriazové aktivity: byly provadény ve spolupraci

s Oddg&lenim molekuldrni genetiky UHKT.

Imunofenotypizace: byla provadéna ve FACS laboratoti ULBLD VFN a 1.LF UK. Za

pozitivni expresi CD38 byl povazovan vysledek nad 30 % a ZAP-70 nad 20 % lymfocytt.

Statistické analyzy: Pro analyzu kategorickych dat byl pouZit > nebo Fisheriiv test pro

malé Cetnosti. Pro testovani riznych prognostickych skupin byl zvolen Mann-Whitney test.
Byla provedena Kaplan-Meierova analyza pieZivani a Mantel-Coxlv test rovnosti funkci

prezivani. Pro multivariantni analyzu byl pouZit vicerozmérny Coxlv regresni model.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Molekularné biologicka a molekularné cytogeneticka analyza

u nemocnych s CLL

V retrospektivni studii zahrnujici 146 pacient s CLL byla cilem analyza chromosomovych
aberaci, vyhodnoceni jejich prognostického vyznamu a korelace s expresi ZAP-70
a muta¢nim stavem /gVH genl. Neprokdzali jsme prognosticky vyznam ndlezu trisomie 12,
pritomné u 12 % nemocnych, naopak delece gent TP53 (17 % nemocnych) a ATM (15 %
nemocnych) byly potvrzeny jako nepfiznivy prognosticky ukazatel (high-risk delece), a to
pfedevS§im ve spojeni snemutovanym stavem IgVH genl. ZnaSich vysledkii rovnéz
vyplynulo, Ze pravdépodobnost progrese onemocnéni byla vyrazné vyssi (p=0,05) u pacientl
s vyS§im Rai stadiem, s pfitomnosti delece ATM a TP53 genu, pozitivitou ZAP-70
anemutovanym stavem [IgVH genl, pfiznivym prognostickym faktorem byla naopak
pritomnost delece 13q. Vénovali jsme se i otdzce vyznamu ndlezu parcidlnich nebo tplnych
deleci variabilniho segmentu IgH genu, které jsme detekovali u 29/146 pacienti (20 %),
u nichZ jsme z muta¢ni analyzy IgVH znali i vybrany VH gen. Vzhledem k prokéazané korelaci
distalni hranice delece IgVH a mutacni analyzou zjisténé lokalizace VH segmentu v zarode¢né
linii CLL klonu se jedna o privodni ,,fyziologicky* jev provazejici somatickou rekombinaci
V-D-J tsekt bez jakéhokoli vlivu na pacientovu prognézu (Berkova A. et al., 2008).

V pribéhu doby jsme rozsitili soubor nemocnych a zaznamendvali jsme vysledky ziskané
jak konvenc¢ni cytogenetickou analyzou, tak metodou FISH. Karyotyp jsme vySetfili u 794
pacientli s diagnézou B-NHL a suspektni CLL, s opakovanymi odbéry KD jsme provedli
celkem 979 cytogenetickych analyz (zdroven bylo u vSech odbéri KD provedeno i vySetieni
CLL FISH panelem). U 18 % vzorkl nebyly nalezeny Zadné hodnotitelné mitosy. Celkem v
806 piipadech jsme ziskali informativni vysledky, z toho jsme v 85 % prokazali normalni
karyotyp. V 6,7 % karyotypt jsme nalezli stejnou aberaci jako ve FISH. Komplexni zmény
karyotypu jsme prokazali u 20 pacientl (2,5 %). V dobé cytogenetického nédlezu komplexniho
karyotypu vSak byl histologickym vysetienim diagnostikovdn sekundarni myelodysplasticky
syndrom (sMDS z ttlumu krvetvorby po 1é¢b¢€) v 7 piipadech, u jednoho pacienta Burkittiv
lymfom (BL), aujednoho nemocného nddorova duplicita s infiltraci KD agresivnim
anaplastickym velkobunéénym T-lymfomem (CLL v remisi). V souvislosti s CLL byl
prokdzan Richtertiv syndrom s transformaci do DLBCL ve 3 piipadech (jednou s deleci 7P53,
dvakrat s deleci genu TP53 i ATM). U zbylych 8 nédlezti komplexniho karyotypu s diagn6zou



CLL byla metodou FISH prokdzéana delece genu TP53 v 6 ptipadech, delece genu ATM u 1 a
delece ATM 1 TP53 také u 1 pacienta. Tedy ve vSech pifipadech souvisejicich s CLL byly
komplexni zmény karyotypu uréeny ve FISH kategorii high-risk, u vSech pacienti (kromé
jednoho) s deleci genu TP53.

Vysetteni CLL FISH panelem bylo provedeno u 1686 nemocnych s diagnézou suspektni
CLL/SLL. V¢etn¢ opakovanych odbért u jiz vySetfenych pacientl jsme provedli celkem 2370
FISH analyz. V 1700 ptipadech (72 %) byla metodou FISH detekovdna minimélné jedna ze
Ctyt nejcastéjSich aberaci u CLL. Metodou FISH jsme také detekovali nékolik pro CLL/SLL
netypickych nédlezt (celkem u 38 pacientl), tedy jinych, nez je intersticidlni mono-/bialelicka
delece 13q14.3 a trisomie 12. Konkrétn¢ §lo o monosomii chromosomu 13 u 25 pacienti,
deleci oblasti 13q34 (se zachovanim oblasti 13q14.3) u 10 pacienti a monosomii
chromosomu 12 u 3 pacienti z 1686. Diky imunohistochemické pozitivit¢ cyklinu D1
a prokazané translokaci t(11;14)(q13;q32) byla diagnéza reklasifikovana na MCL u 30/38
nemocnych. U dvou §lo o diagn6zu DLBCL, u jednoho pacienta o FL.

Pro detekci ptfitomnosti translokaci IgH genu jsme FISH se sondou IgH break-apart (kterd
umoziiuje zjistit ucast IgH v translokaci bez informace o transloka¢nim partnerském genu)
provedli celkem u 979 pacientl a translokaci IgH jsme zjistili u 89 z nich (9 %). U 24 (27 %)
se ndm nepodafilo druhy partnersky gen zahrnuty v translokaci najit (hleddny translokacni
geny CCNDI, BCL2, BCL6 a MYC). Translokaci t(8;14)(q24;q32) jsme prokazali
u 3 pacientti, avSak u jedné nemocné neslo o gen MYC (diagn6za CLL, bez aberaci v CLL
FISH panelu), u zbylych dvou ano, coZ vedlo ke zméné diagnézy na BL. U 7 z 89 (7,7 %)
jsme urCili translokaci  t(14;18)(q32;q21). V téchto pfipadech je rozhodujici
imunohistochemicky ndlez v histologickém vySetteni, ktery je hodnocen v zavislosti na poctu
typickych znaki (atypicka CLL s translokaci IgH/BCL2 versus atypicky folikuldrni lymfom -
FL). Jind situace je u lymfomu z bunék plast¢ (MCL), kde je translokace t(11;14)(q13;932)
povazovana za primarni genetickou uddlost vedouci k overexpresi cyklinu DI1. Diky
imunofenotypové 1 cytologické podobnosti s CLL byla leukemizovand varianta MCL
detekovdna az metodou FISH priikazem translokace t(11;14)(q13;q32) u 55 pacientl se
suspektni CLL (62 %). ProtoZe se 1é¢ebné postupy u MCL a CLL lisi, je odliSeni téchto dvou
onemocnéni jednim z nejdilezitéjSich cytogenetickych tkolt v diferencidlni diagnostice

B-NHL.
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4.2. Klonalni vyvoj u CLL/SLL

V roce 2009 jsme publikovali praci, v niz jsme shrnuli vysledky opakovanych analyz
u nemocnych s CLL (Berkovd A. et al., 2009). Ve studii bylo zahrnuto 97 nemocnych s CLL,
u kterych byla FISH analyza chromosomovych aberaci provedena opakované dva a vicekrat,
s minimdlnim ¢asovym odstupem 5 mésicl, coZ byl nejkratsi interval detekce nové aberace.
U 63 nemocnych (65 %) byly chromosomové aberace nalezeny pii prvnim vyseteni. Klonalni
vyvoj (KV) byl prokdzan u 25 nemocnych (26 %), nejcastéjsi noveé detekovand aberace byla
delece 13q14.3 (monoalelicka 1 bialelickd, celkem 16 nemocnych). Neprokdzali jsme
statisticky vyznamnou zavislost mezi souhrnnym klondlnim vyvojem a jednotlivymi
prognostickymi parametry s vyjimkou téch nemocnych, u nichz byly detekovany vSechny tfi
sledované faktory spojené s negativni prognézou. U nemocnych s mutovanym stavem IgVH
gent jsme v klondlnim vyvoji (kromé jednoho nemocného) vzdy prokazali pfitomnost aberace
s ptiznivou prognézou (monoalelicka/bialelicka delece 13q14.3).

V dal$im postupu jsme rozsifili soubor na celkem 292 nemocnych a podle zisku dané
aberace jsme hodnotili kazdou kategorii KV zvlast. U 79/292 pacienti (27 %) jsme
zaznamenali klondlni vyvoj (KV), medidan doby do KV byl 35 mésici. Kombinace
sledovanych ndlezti z CLL FISH panelu — monoalelicka a bialelicka delece 13q14, trisomie
12, delece ATM a delece TP53 - byla zaznamenévana podle hierarchického modelu.

Pro statistické analyzy jsme nové zavedli pojem FISH stabilni pfeziti (FSS), ktery
vystihuje dynamiku CLL klonu (tj. KV). FSS jsme tedy definovali jako 1) celkové pteziti
podle vstupni FISH, pokud nedoslo ke KV, pficemZ bod 0 na ¢asové ose bylo datum vstupni
FISH a konec urcovalo bud’ datum ukonceni sledovéni, nebo datum dmrti, 2) pii KV byla
¢asovym bodem 0 posledni zachycend zména, konec byl definovan stejné jako v bodu 1.

KV jsme hodnotili jak souhrnné, tak odd€len¢ pro jednotlivé aberace. Pro zhodnoceni
vlivu chemoterapie na selekci preexistujicich, obtiZzn¢ detekovatelnych klonti s TP53 delect,

jsme testovali také vliv terapie.
4.2.1. Zavislost KV na sledovanych parametrech

K zisku trisomie 12 doslo v naSem souboru pouze dvakrét, proto vysledky povazujeme za
nehodnotitelné. Deleci 13q14.3 ziskalo v pribeéhu onemocnéni 38/292 pacientii a ze vSech
proménnych zévisel zisk delece 13q14.3 pouze na dob¢ sledovani, stejn¢ jako v pripadé zisku

delece genu ATM (23 nemocnych). K zisku delece genu TP53 doSlo v hodnoceném souboru u
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16 pacientti. KV TP53 nezavisi na jediném parametru, a to na dobé CG sledovani. Statisticky
vyznamn¢ vSak zavisi na vSech negativnich prognostickych faktorech — na CD38 a ZAP-70

pozitivité, na nemutovaném stavu IgVH, a také na pfedchozi chemoterapii.
4.2.2. Vliv KV na celkové preziti

Statisticky vyznamny rozdil v pfezivani podle FSS byl prokdzdn u pacienti
s detekovanou deleci TP53 ve vstupni FISH (n=17, median pteZziti 65 mésicl), kteii zili déle
nez ti, co deleci TP53 ziskali v pribéhu nemoci (n=16, medidn preZiti 26 mésict). U zisku
delecel3ql4.3 a delece ATM nebyl podle doby detekce aberace (ve vstupni versus nasledné
FISH) tento rozdil prokazan.

V multivariantni analyze byly jako vyznamné negativni prediktory délky FSS v prvnim
vicerozmérném modelu identifikovany KV, nemutované IgVH, terapie a delece genu TP53

(17p13.1) ve FISH podle KV. CD38 a ZAP-70 pozitivita nebyla statisticky vyznamna.
4.3. Vyznam délky telomér u CLL

U MDS, MM a akutni myeloidni leukémie byla v literatufe popsdna souvislost mezi
poctem genetickych aberaci a délkou telomér ve smyslu ¢im vice aberaci, tim kratsi teloméry
(Wu K.D. et al., 2003; Swiggers S.J. et al., 2006; Sieglova Z. et al., 2004). Jen nékolik studii
na toto téma se vénuje CLL. Zatimco Roos G. et al. (2008) popsali u 152 nemocnych
statisticky vyznamnou korelaci kratkych telomér a delece 11g/17p (a naopak dlouhych
telomér u delece 13q), jind prace asociaci kratkych telomér a nepiiznivého cytogenetického
ndlezu neprokézala (Ricca I. et al., 2007). Ve studii publikované v roce 2010 (Bfezinova J. et
al., 2010) jsme se proto rovnéz zabyvali vztahem délky telomér a prognostickych faktorii
u nemocnych s CLL. Metodou Terminal Repeat Fragment (TRF) jsme stanovili délku telomér
v souboru 66 nemocnych s CLL bez ptedchozi 1éCby a vyhodnotili jsme zavislost mezi délkou
telomér a ostatnimi prognostickymi parametry — chromosomovymi aberacemi, telomerdzovou
aktivitou, mutacnim stavem IgVH genl, expresi ZAP-70 a CD38. Zkricené teloméry jsme
detekovali u pacientll s nemutovanym stavem IgVH (p=0,01), ZAP-70 pozitivnich (p=0,01),
CD38 pozitivnich (p=0,05) a rovnéz u pacientl s pozitivni telomerdzovou aktivitou (p=0,05).
Chromosomové aberace byly pfitomny u 48 nemocnych (73 %), ale statisticky vyznamny

rozdil v délce telomér mezi jednotlivymi skupinami nebyl prok4zan.
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4.4. Vyznam cytogenetickych analyz u NHL

V recentné publikované kazuistice (Sarova 1. et al., 2014) jsme popsali komplexni
karyotyp nemocného s Burkittovym lymfomem/leukémii (BL) s translokaci t(2;8)(p12;q24)
(IgLx/MYC), zahrnujici dva vzacné cytogenetické jevy — chromotripsis a jumping-like
translokaci. Chromotripsis a chromoanasyntesa (rozpad a znovu-seskupeni chromosomu nebo
jeho ¢asti) je hypotetické vysvétleni vzniku komplexnich prestaveb, ke kterému doslo pii
jediné katastrofické udalosti (Stephens P.J. et al., 2011; Liu G. et al., 2014). Jumping
translokace (JT) jsou nebalancované chromosomové prestavby, pii kterych je stejnd Cést
donorového chromosomu translokovana na dva a vice riznych recipientnich chromosomii v
riznych buiikkdch u stejného nemocného. Obvykle vede k duplikaci donorového
chromosomového segmentu a castecné deleci recipientniho chromosomu (Jamet D. et al.,
2005). V tomto piipad¢ Slo zaprvé o chromotripsis chromosomu 15, maskovanou zdéanlivé
balancovanou reciprokou translokaci t(11;15)(p11.2;q21). Druhou zménou je zvlasStni typ
jumping translokce, tzv. jumping translokace ,naruby®, postihujici dlouhé rameno
chromosomu 13 (recipient) a mnoZstvi riznych donorovych chromosomovych segmenti.
Vzhledem k piitomnosti translokace t(11;15)(p11.2;q21) ve vSech vySetfovanych mitosiach
pfedpokladame, Ze chromotripsis vznikla v ¢asném stddiu onemocnéni a mohla tak zdsadné
piispét k leukemické transformaci Burkittova lymfomu. Jumping translokace ,naruby®,
piitomnd pouze v nékterych vySetfovanych mitosich, velmi pravdépodobné svédci o

prohlubovani progrese nemoci.

Zabyvame se rovnéz detekci vysoce agresivnich, vzacnych double hit lymfomi — podle
klasifikace WHO 2008 spadajicich do kategorie ,,Neklasifikovatelny B-lymfom, se znaky
mezi DLBCL a Burkittovym lymfomem* a nesoucich translokaci MYC genu spolecné
s translokaci genu BCL2 nebo translokaci genu BCL6. Celkem bylo vySetieno 33 nemocnych
s podezienim na double hit lymfom a diagnézou difuzniho velkobunééného lymfomu
(DLBCL) nebo lymfomu s rysy DLBCL a Burkittova lymfomu (BL). Double hit lymfom byl
prokdzéan ve 4 ptipadech. V souboru pacienti nebyly nalezeny vyznamné klinické rozdily,
krom¢ bulky adenopatie (tumor vétsi nez 10 cm), pfitomné u vSech nemocnych s double hit
lymfomem. Rozdily ve standardnich parametrech ptezivani - preZiti bez progrese (PFS) a
celkového preziti (OS) jsou patrné z kiivek na obrazku 1. Rozdily byly statisticky hrani¢né

vyznamné vzhledem k malému poc¢tu hodnoceni.
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Obrazek 1a) analyza PFS, b) analyza OS.

V soucasné dob¢ provadime vySetfeni dalSich nemocnych a nemocnych s folikuldrnimi

lymfomy. Optimalizace 1é¢by je pfedmétem vyzkumu.

U NHL se déle vénujeme diagnéze lymfomu z bunék plast¢ (MCL), ktery podobné jako
CLL, klinicky probiha zna¢né heterogenné. Metodou FISH v interfdznich jadrech vySetiujeme
kazdého nemocného na piitomnost rekurentnich diagnostickych a potencidlné prognostickych
aberaci sondami detekujicimi translokaci t(11;14)(q13;q32) (jez vede k overexpresi cyklinu
D1 premisténim genu CCNDI pod vliv promotoru IgH genu), deleci ATM a TP53 genu,
a deleci genu pro cyklin-dependentni kindzu 2a (CDKN2A). Timto panelem sond jsme jiZ

vySetfili 95 pacienti s MCL a vysledky zpracovdvame.
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5. Zavéry

V hodnoceném souboru nemocnych s CLLPbylo celkové pieziti shodné s literaturou
ovlivnéno negativné deleci ATM a TP53, a naopak piiznivé deleci oblasti 13q14. Prokazali
jsme, Ze zatimco delece IgVH je privodni jevem monoklonality a nemd vliv na pacientovu
prognézu, translokace IgH genu zdsadné zdvisi na druhém translokacnim genu. Po vylouceni

diagnostickych translokaci lze fici, Ze translokace genu IgH se u CLL vyskytuji vzacné.

Potvrdili jsme, Ze nélezy FISH z PK i KD maji u CLL relevantni vypovidajici hodnotou

a poskytuji prognosticky dtlezité informace.

Zabyvali jsme se také vyznamem vyvoje klonu u CLL. Hodnocenim kazdé kategorie KV
zvlast jsme dosli k vysledklim zdavislosti KV na sledovanych parametrech a vyznamu pro
celkové preziti. Zisk delece 13ql14.3 a ATM vramci KV souvisi pouze s dobou trvani
choroby, ve smyslu ¢im déle pacient Zije s CLL, tim ma vétSi pravdépodobnost zisku téchto
aberaci, avSak na jeho preZiti tyto dva typy KV dopad nemaji. U zisku delece genu 7TP53
v ramci KV je situace opacnd. Tato kategorie KV zavisi jak na negativnich prognostickych
faktorech (nemutovany status IgVH, CD38 a ZAP-70 pozitivita), tak na predchozi 1écbe
a znamend pro pacienta Spatnou prognézu. V multivariantni analyze jsme prognosticky vliv

zisku delece TP53 potvrdili.

Vyznamnou souvislost délky telomér s cytogenetickymi aberacemi jsme u nemocnych
s CLL neprokdzali. Kratsi teloméry byly detekoviany unemocnych s negativnimi

prognostickymi ukazateli.

Nezastupitelnost molekularné cytogenetickych metod (zejména FISH) v diferencidlni
diagnostice a v prognostice  NHL byla dokumentovdna - vzhledem k provazanosti
problematiky, v celé praci. Zavedenim metodiky FISH na histologickych fezech v parafinu

jsme zpiistupnili FISH analyzy vSem typtim biologického materidlu vCetn¢ archivnich vzork.
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