Univerzita Palackého v Olomouci

Prirodovédecka fakulta

Bakalarska prace

Olomouc 2017 Martina Onderkova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Molekularni cytogenetika nehodgkinskych

lymfomu

Bakalarska prace

Martina Onderkova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunécna biologie

Forma studia: Prezenc¢ni

Olomouc 2017 Vedouci prace: prof. RNDr. Mgr. Marie JaroSova, CSc.



ProhlaSuji, Ze jsem uvedenou bakalafskou praci na téma “Molekuldrni cytogenetika
nehodgkinskych lymfomia “ vypracovala samostatné, pouze za uziti literatury uvedené v

ptehledu pouzité literatury.

V Olomouct dNeE .......ooooee

Martina Onderkova



SOUHRN

Predkladanda  bakalafska  prdce  snazvem  ,Molekularni  cytogenetika
nehodgkinskych lymfomt*“ se zabyva studiem chromosomovych zmén a jejich klinickém
vyznamu u pacientli s nehodgkinskym lymfomem vysetfovanych na Hemato-onkologické

klinice Fakultni nemocnice a Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

V teoretické casti je shrnuta problematika nehodgkinskych lymfomd, jejich
soucasna klasifikace, dale zékladni poznatky a informace o hematopoéze a o metodach
cytogenetiky a molekuldrni cytogenetiky.

V ramci praktické C¢asti bakalarské prace byla provedena molekularné
cytogeneticka analyza FISH u souboru 24 pacienti. Soubor pacienti byl rozdélen do 4
skupin na zakladé diagnézy jednotlivych subtypl. Jednalo se o pacienty s difiznim
B velkobunéénym lymfomem (DLBCL), folikularnim lymfomem (FL), lymfomem
z plastovych bunék (MCL) a lymfomem marginalni zony (MZL). VySetfovanymi
zménami u pacienti s DLBCL a FL byla piestavba genu BCL2 a nasledna fize genu BCL2
a IgH. U DLBCL dale nadpocetné kopie genu MYC a BCL6. U pacienti s MCL byla
vySetfovana translokace t(11;14)(q13;q32) a fize genu BCL1 a IgH a u pacientii s MZL
byla studovana piestavba genu MALT1.

Bakalarskd prace potvrdila vyznam molekuldrné cytogenetické analyzy u

nemocnych s NHL.



SUMMARY

The presented bachelor thesis entitled “Molecular cytogenetics of non-Hodgkin’s
lymphomas™ deals with the study of chromosomal abnormalities and their prognostic
factors in patients with non-Hodgkin’s lymphoma tasted on Hemato-Oncology, University
Hospital and Medical and Medical Faculty of Palacky University in Olomouc.

The theoretical part summarizes the issue of non-Hodgkin’s lymphomas, their
current classification, basic knowledge and information on hematopoiesis and methods of
cytogenetics and molecular cytogenetics.

In the practical part of thesis was examined molecular cytogenetic analysis FISH in
a group of 24 patients. The patients group was divided into 4 groups based on the diagnosis
of individual subtypes. These were patients with diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL),
follicular lymphoma (FL), mantle cell lymphoma (MCL) and marginal zone lymphoma
(MZL). The conversion of the gene BCL2 and subsequent fusion of the gene BCL2 and
IgH were detected in the patients with DLBCL and FL. Furthermore redundant copies of
the gene MYC and BCL6 were detected in the DLBCL patients. The translocation
t(11;14)(g13;932) fusion of genes BCL1 and IgH was diagnosed in the patients with MCL
and the conversion of MALT1 gene was studied in patients with MZL.

This thesis confirmed important of molecular cytogenetic method in the patients
with NHL.
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1. Uvod
Nehodgkinské lymfomy (NHL) jsou heterogenni skupinou hematologickych

malignit vznikajicich z lymfatické tkan¢ (Syrova et al., 2010). Jedna se o nadorova
onemocnéni se stoupajici incidenci, soucasn¢ vsak jde o jedny znejlépe lécitelnych
malignit. Diagnostika a zjiStovani rozsahu onemocnéni se v soucasné dob¢ zpiesnily diky
pouzivani imunohistochemickych vysetfeni molekularné genetickych metod a pozitronové
emisni tomografie (Pytlik, 2013). Median v€ku pacientll v dobé diagnosy je 65 let. Tyto
nadory byvaji ¢ast&j$i u muzd a to v poméru M:Z asi 1,8:1 (Indrak, 2006/2007). Soudasti
vySetfovacich metod je také cytogenetické vysetfeni nadorové tkadné pro urceni
rekurentnich genetickych zmén. Bylo potvrzeno, ze genetické zmény charakterizuji rizné

podtypy NHL a maji klinicky vyznam.



2. Cile prace
1. Vypracovani reSerSe bakalaiské prace na téma molekuldrni cytogenetika
nehodgkinskych lymfoma (NHL).
2. Shrnuti zakladnich informaci o NHL, molekularné cytogenetickych metodéach a
cytogenetickych zménach u pacientti s NHL.
3. Sledovani chromosomovych zmén pomoci metody FISH (fluorescencni in situ

hybridizace) u vybraného souboru pacientti s NHL.



3. Soucasny stav reSené problematiky

3.1. Hematopoéza

Hematopoéza, téz krvetvorba, je proces tvorby krevnich bun¢k v krvetvornych
organech. Jedna se o nesmirn¢ komplikovany a komplexné¢ fizeny proces. Krvetvorba
probiha v prubéhu zivota ve dvou fazich: prenatalni a postnatalni (Pecka, 2002). Prenatélni
krvetvorba zaina jiz v raném obdobi t€hotenstvi a d¢li se na tfi obdobi: mezoblastové,
hepatolienalni (jaterni) a medularni (dienové) (Rodak et al., 2007).

Mezoblastové obdobi, kde prvni krvinky vznikaji z mezodermu zloutkového vaku,
zacina jiz 3. tyden zarode¢ného Zivota. V ostrivcich mezoblastu se vytvaii zaklady cév. V
tomto obdobi se také tvofi zaklad thymu, ktery osidluje kmenovymi buitkkami, ze kterych
se postupné tvoii mateiské buiiky lymfocytu.

V hepatoline4dlnim obdobi, které zacina po 6. tydnu zarode¢ného Zivota, se zacinaji
tvofit krvetvorné buiiky z mezenchymu ulozené¢ho mezi jaternimi bunikami, takze hlavnim
mistem krvetvorby tohoto obdobi jsou jatra. Lymfocyty vznikaji z pluripotentnich
kmenovych bun¢k, které¢ jsou v krevnim fecisti jiz od 12. tydne vyvoje plodu a jsou
zaneseny do primarnich lymfatickych organti (thymus a kostni dfeft). V 3. mésici vyvoje
dochazi také k vyvoji sekundarnich lymfatickych orgdnd. (Zvarova, Celerova, 2011).

V posledni fazi prenatalniho vyvoje, tedy od 20. tydne, se krvetvorba soustied’uje
do kostni dfen¢. Mimodfenova (extrameduldrni) krvetvorba zanika ve 2. — 3. tydnu po
porodu za soucasného zvySeni diefiové krvetvorby. Po narozeni tedy dochazi k ptechodu
na postnatalni (poporodni) krvetvorbu. Ta za normalnich podminek probih4 pouze v kostni
dreni, kterd je zasobarnou vSech druht krvinek. Extramedularni krvetvorba se v§ak miize
obnovit za stavu vétsi potieby tvorby krevnich bun€k jako je napt. krvaceni, nadmérny
rozpad krvinek a u nemoci krvetvorby (Zvarova, Celerova 2011).

Zralé krevni bunky pfestupuji z parenchymu kostni dien¢ skrze tenkou vrstvu
endotelovych bun€k — sinusoid (Pecka, 2002). Pfechod krve je zajiStovan rdznymi
mechanizmy. Bilé krvinky prostupuji do krve diapedézou (aktivni pohyb), Cervené
krvinky, po vypuzeni jadra, prochazeji diky schopnosti ménit svtj tvar, kdy po vstupu do
cévy svilj ptvodni tvar obnovi a trombocyty jsou uvoliiovany do nitra cév proudem krve,
ktery uvoliiuje tyto zralé trombocyty z vyb&zkid megakaryocyti mezi endotelovymi

bunkami.



3.2. Vyvoj krevnich bunék
VSechny krevni buniky se vyviji z pluripotentni kmenové buiky (HSC -

Hematopoetic stem cells). Tyto kmenové buiky, jejiz zdkladni vlastnosti je schopnost
sebeobnovy, se nachdzeji v malém mnozstvi v kostni dfeni a vytvari a udrzuji krevni
systém (Orkin, 2008). Hematopoetické kmenové buiiky vedou na zékladé schopnosti
proliferace a diferenciace ke vzniku dvou progenitorovych bun€k — myeloidniho
progenitoru a lymfoidniho progenitoru. Tyto progenitory se dale diferencuji do jedné nebo
vice krevnich fad za vzniku erytrocyti, trombocytli, granulocytii a monocytd, které
vznikaji z myeloidniho progenitoru tzv. myelopoézou. Z lymfoidniho progenitoru cestou
lymfopoézy se dalsi diferenciaci vyviji T- a B- lymfocyty a NK-bunky (obr.1) (Pecka,
2002).

Obrazek 1: Schéma vyvoje krevnich bunék (pfevzato z Fellnerova et Bezdic¢ek, 2014)
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3.2.1. Lymfopoéza

<

Lymfocyty se tvoii z matetfskych hematopoetickych kmenovych bunék, které davaji
vznik lymfocytim, ale 1 jinym elementim, jeZ jsou soucasti napi. podpirnych tkani
(Cooper, 1987). V primarnich lymfoidnich tkdnich se z HSC v kostni dfeni vyviji
B-lymfocyty nebo prothymocyty, které ptestupuji do thymu (brzlik) a dozravaji v
T-lymfocyty. Nasledné¢ oba typy lymfocytl ptechdzi do krve a poté do sekundarnich
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lymfatickych organt (lymfatické uzliny, slezina, lymfatické tkané ve slezinach, tonzily)
(Pecka, 2002).

3.2.2. Vyvoj B-lymfocytu

B-lymfocyty jsou bunky, které se podileji na spravné funkci imunitniho systému,
jsou zodpovédné za specifickou imunitni odpovéd’. Imunitni systém je pozoruhodny pro
svou schopnost reagovat s obrovskym mnozstvim antigenti. Tato schopnost vychazi z
velké diverzity vytvafenych protilatek, kterou zajist'uje jak jedine¢né usporadani genetické
informace pro imunoglobuliny, tak genetické a somatické mutace.

Vyvoj B-lymfocytu za¢ina v kostni dieni, kde tyto buniky prochézeji n€kolika stadii
nezralych prekurzort a postupné diferencuji ve zralé, plné diferencované B-lymfocyty,
které exprimuji membranovou formu imunoglobulinu v podobé¢ specifického B bunééného
receptoru (BCR) (Cambier et al., 2007).

V lidském genomu jsou tii geny pro imunoglobulinové fetézce. Gen IgH na
chromosomu 14 (14q32) kodujici tézky tetézec p, IgK na chromosomu 2 (2p12) kodujici
lehky fetézec K a gen IgL na chromosomu 22 (22ql1), ktery koduje lehky fetézec A.
Vyzravani B-lymfocytu zacind ve stadiu pro-B-lymfocytu, kdy dochazi k ptreskupovani
genovych segmentt — V(D)J rekombinaci. Nejprve dochazi k preskupeni segmentu D a J u
tézkého fetézce a nasleduje druhy presmyk, ktery ptipojuje V segment k jiz vzniklému
komplexu DJ. Tato rekombinace je aktivovana geny RAGl a RAG2 (Recombination-
activating gene). Funkéni pfeskupovani genovych segmentt z tézkého fetézce otevie vstup
do dalsi faze, faze pre-B-lymfocytu (Smardova et al., 2013, Piper et al., 2013).

Ve stadiu pre-B-lymfocytu dochazi k tvorbé pre-BcR, kde je lehky fetézec prozatim
nahrazen fetézci AS a VpreB. V pre- B-lymfocytech dochdzi také k dalsi expresi RAG
gentl, které zahdji V-J pfesmyk u lehkych fetézcli. Po uspofddani gend se tento fetézec
priklada k fetézci t¢Zkému, spoji se pomoci disulfidickych mistki a nekovalentnich vazeb
a vytvori se bunéény receptor IgM a pozdéji IgD (Piper et al., 2013; Mokry, 1997). Bunky
majici na svém povrchu exprimované IgM a IgD molekuly se oznacuji jako nezralé
B-lymfocyty, opousti kostni dfeni, jsou vyplavovany do krve a krvi se dale dostavaji do
perifernich lymfatickych organd (Piper et al., 2013). Nezralé B-lymfocyty vstupuji do
sleziny, kde osidluji primarni lymfoidni folikuly (uzlina nebo tonzila) a zacind druha faze
vyvoje. Bcéhem této faze se B-lymfocyty setkavaji prostiednictvim folikularnich
dendritickych bun¢k (FCD - follicular dendritic cell) s antigeny a jsou pomocnymi
T-bunikami aktivovany. Po aktivaci B-lymfocyty intenzivné proliferuji a tvofi germinalni
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centra (GC). V germindlnich centrech dochazi k somatickym hypermutacim (SHM -
somatic hypermutation) ve variabilnich oblastech imunoglobulinu procesem fizenym
antigenem a také k izotypovemu piepnuti (CSR — class-swich-recambination), béhem
kterého dochazi ke zméné tiidy imunoglobulinu z IgM a IgD na IgG, IgA a IgE (Smardova
et al., 2013). Vyvoj B-lymfocytu kon¢i jejich diferenciaci v efektorové plazmatické bunky
(plazmocyty), které produkuji a extracelularné uvoliuji velké mnozstvi imunoglobulint
stejné specificity. B-lymfocyty ale také mohou diferenciovat v pamét'ové bunky (Mokry,

1997).
Obrazek 2: Vyvoj B-lymfocytu (pievzato z Smardova et. al., 2013)
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3.3. Cytogenetika a molekularni cytogenetika

Cytogenetika je v&dni obor zabyvajici se studiem bunécnych struktur nesoucich
genetickou informaci chromosomi. Pomoci cytogenetickych metod je umoznéno studium
struktury, vlastnosti, po¢tu chromosomu a také jejich chovani v pribé¢hu bunééného deleni
somatickych bunék, jejich rlstu a vyvoji (mitoza), ale také v pribéhu déleni zarodecnych
bun¢k beéhem reprodukce (meidza). Cytogenetika také umoziluje studium faktori
zpusobujicich chromosomové zmény (Kannan et Zilfalil, 2009). Z pocatku bylo velmi
obtizné stanovit diploidni po¢et chromosomil, protoze chromosomy se v metafazi tisnili k
sobé. V roce 1950 doslo ke zlepSeni techniky kultivace bunék a to pfiddnim kolchicinu,
ktery rusi funkci déliciho vieténka, a tak vyvolava nahromadéni bun€k ve stadiu metafaze.
Dal$im pfinosem bylo v roce 1960 objeveni fytohemaglutininu (extrakt z fazole, Phaseolus
vulgaris) a jeho néslednym pifidanim ke kulturdm lymfocyti v krvi bylo zjisténo, Ze

stimuluje bunééné déleni a zlepSuje jejich spiralizaci. Tyto nové objevy zlepsily techniku



analyzy lidskych chromosomil a vedly k poznatklim, ze analyza chromosomu je nezbytna
ke studiu lidskych nemoci (Kannan et Zilfalil, 2009; McNeil et Ried, 2000).

Do 70. let 20. stoleti byly chromosomy rozliSovany pouze na zaklad¢ velikosti a
polohy centromér. Velky piinos piisel az s objevem pruhovacich technik, diky kterym
mohly byt jednotlivé chromosomy piesné¢ charakterizovany. Objevitelem prvni techniky
pruhovani chromosomti byl Caspersen, ktery k barveni chromosoml pouzival
fluorescencni derivaty quinakrinu a pro vyhodnocovani fluorescen¢ni mikroskop. Nicmén¢
tato technika nebyla pfili§ optimalni pro rutinni studie, a tak dochazelo k vyvoji novych
pruhovacich technik, jako jsou G, R, C a NOR pruhovani. V soucasné dob¢ se stala
nejpouzivanéjsi barvici metoda pomoci G pruhovani (G-banding). G pruhovani vyuziva k
denaturaci proteinii chromosomu trypsin a nasledné¢ jsou chromosomy barveny
Giemsovym barvivem. Tato metoda se stala nejpouzivanéjsi diky faktu, Ze k vyhodnoceni
neni zapotfebi fluorescencni mikroskop a také z moznosti piipravy trvalych preparati
(Rowley, 1973). Na zéklad¢ pruhd, které jsou charakteristické pro kazdy chromosomovy
par, se sestavuje karyotyp zndzornujici celkovy pocet chromosoml (normalni karyotyp
zeny je 46, XX a muze 46, XY). Pomoci pfesné analyzy téchto pruhovanych karyotypi
byla sestavena soucasné¢ mezinarodné platnd cytogenetickd nomenklatura a standardizace
(ISCN — An International System for Human Cytogenetic Nomenclature), kde kazdy
chromosom je rozd€len na oblasti Cislované smérem od centromery k telomerdm.
Standardizované zapisy pocetnich a strukturnich zmén chromosoml umoZiiuji rychlou
orientaci v cytogenetickych nalezech (Michalova et Zemanova, 2005). V nadorovych
buiikach nachazime cetné chromosomalni zmény. Mnohé z téchto zmén jsou sekundarni,
vzniklé v disledku genomové nestability v nddorové buiice. U jinych piestaveb miize
dochéazet ke zméné pozice protoonkogenil nebo zmeéné, kterd vyradi z funkce alelu tumor
supresorového genu. Tyto zmény patii mezi zmény primarni a jsou piicinou maligniho
procesu. VétSina zmén, které¢ nachdzime v nadorovych buiikach, jsou klonalni. Dle
mezinarodné uznavané definice povazujeme za klondlni zménu nalez dvou mitéz se
stejnou odchylkou ve smyslu chromosomové piestavby (translokace, inverze, inzerce,
amplifikace) nebo stejnym nadpocetnym chromosomem, nebo tii mitdz, ve kterych stejny
chromosom chybi (Heim et Mitelman, 1987; ISCN, 1991).

Chromosomové¢ abnormality se d€li na zmény strukturni a zmény numerické.
Strukturni zmény vznikaji nasledkem chromosomovych zlomt, které vyvozuji ztraty

segmentu, zdvojeni segmentu nebo piestavby. Strukturni zmeéna je povazovana za



balancovanou, pokud je stale pfitomna kompletni sada chromosomu a nebalancovanou v
ptipad¢, ze ¢ast genetického materidlu chybi ¢i prebyva. Nebalancované zmény zahrnuji
delece, duplikace, inzerce, izochromosomy nebo kruhové (ring) chromosomy. Pfi deleci
dochazi ke ztraté ¢asti chromosomu a to tak, ze mize dojit bud'to k jednomu zlomu, v
tomto pfipadé se jednd o termindlni deleci, dojde-li ke dvéma zlomim, tak se jedna o
deleci intersticialni. Ke vzniku inzerce jsou nezbytné zlomy nejméné tii a zasazen muze
byt jeden nebo dva chromosomy (Michalova, 1999). Pfi vzniku izochromosomu dojde k
deleci jednoho raménka chromosomu a druhé je duplikovano.

Balancované prestavby zahrnuji aberace, jako jsou translokace a inverze. Pfi
translokaci dochazi ke vzijemné vymeéné dvou nebo vice casti nehomolognich
chromosomi. Vyméni-li segment z jednoho chromosomu se segmentem chromosomu
druhého, jedna se o reciprokou translokaci (Griffiths et al., 2000). Druhym moznym typem
translokace je translokace robertsonovska, ktera vznikd mezi dvéma akrocentrickymi
chromosomy. Pfi tomto typu translokace se chromosom lame v misté centromery, kratka
ramena se ztraci a dochazi k centrické fiizi obou chromosomt (Michalova, 1999). Dalsi typ
strukturni chromosomové zmény predstavuje inverze. Pfi inverzi dochazi ke dvéma
zlomiim na témze chromosomu, pietoceni segmentu mezi zlomy a naslednému spojeni s
distalnimi segmenty (Griffiths et al., 2000). Inverze mize byt dvojiho typu, pericentricka,
pfi které se méni poloha centromery a paracentrickd, kterd nemusi ménit pomér ramen a
polohu centromery ((Michalové, 1999). Pokud ovSsem ve vzorku dojde k nalezeni vice jak
tfi chromosomovych abnormalit, jedna se o komplexni karyotyp.

Nicméné existuje mnoho chromosomovych abnormalit, které nejsou metodami
klasické cytogenetiky detekovatelné. Na piekondni téchto omezeni byly zavedeny v roce
1980 nové metody, metody molekularni cytogenetiky. Zakladni metoda fadici se do této
kategorie je fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Dale se z této techniky vyviji dalsi
metody, zaloZené na stejném principu a hlavnim velkym pfinosem bylo zavedeni metody

mnohobarevné FISH (m-FISH) (Liehr et al., 2004).



3.3.1. Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a metoda mnohobarevné FISH
(mFISH)

Metoda FISH zahrnuje pouziti fluorescencné znacené DNA sondy, které hybridizuji
ke genomové DNA sekvenci a umoznuji studium specifického mista na chromosomu. Z
pocatku bylo pro znaeni DNA sond pouzivdno radioaktivnich izotopl, nicméné pouziti
(McNeil et Ried, 2000). Metoda FISH umoznuje studium celého genomu ale i specifickych
genomovych oblasti jak v metafazi, tak 1 v interfazi. Tato metoda je vyuzivana k ur¢ovani
pocetnich a strukturnich chromosomovych odchylek, urceni zda se jedna o maligni proces,
klonalni evoluci nebo benigni proliferaci a také uréeni chromosomového vybaveni jader v
interfazi. Princip metody spoc¢iva v zahtfivani dvousroubovicové molekuly DNA, dochézi k
zaniku vodikovych miistkli a rozvolnéni dvousSroubovice. Za snizujici se teploty muze dojit
ke zpétnému navédzani dvousroubovice DNA. Je-1i komplementarnim vlaknem specificky
znaCena DNA sonda, dojde k jejimu navazani na specifickou oblast chromosomu a
nasledné vizualizaci této oblasti pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (Michalova, 1999).

DNA sondy jsou v ramci klinické praxe rozdéleny do 3 zékladnich kategorii. Jedna
se o sondy genov¢ specifické, které znaci specifické sekvence v cilové DNA. Sondy
opakujicich se sekvenci (repetitivnich sekvenci) zahrnujici centomerické sondy, které se
uplatituji pfi identifikaci markeri a chromosomovych numerickych abnormalit a
telomerové sondy. Posledni skupinou jsou celochromosomové sondy, kdy je fluorescencné
znacen cely chromosom (McNeil et Ried, 2000).

Z metody FISH se dale vyvijely dal$i molekularn€ cytogenetické metody a jednou z
nich je metoda mnohobarevné (multicolor) FISH (mFISH). Metoda mFISH vyuziva
celochromosomovych sond a jejim principem je kombina¢ni znaceni jednotlivych
celochromosomovych sond rozdilnymi fluorochromy. Kombinaci podle vzorce 2 na N
minus 1 (ZN'l), kde N je pocet fluorochromt, Ize kombinaci 5 fluorochromii urcit vSech 24
chromosomil v jediné hybridizacni reakci. Nabarvené chromosomy jsou hodnoceny ve
fluorescenénim mikroskopu a pomoci vytvofeného digitdlniho obrazu je kazdd z
kombinaci barev analyzovana pomoci softwarovém programu, ktery dané kombinaci barev
pfifadi pseudobarvu (Kearney, 2005). V jedné hybridizacni reakci Ize béhem 24 hodin
obarvit a vyhodnotit vSech 22 autozomu a chromosomy X a Y, tedy cely genom. Metoda
mFISH se pouzivéd predevsim pro urceni komplexnich karyotypili (az 30% nemocnych s

leukémiemi a lymfomy) a komplexnich strukturnich piestaveb (Kannan et Zilfalil, 2009).



3.4. Nehodgkinské lymfomy (NHL)

Nehodgkinské lymfomy (NHL) ptfedstavuji paty nejcastéjsi zhoubny nador zépadni
polokoule. V Ceské republice je kazdoroéné diagnostikovano kolem 15 novych pacienttl na
100 000 obyvatel a tento pocet se kazdoro¢né zvysuje o 3-4 % (Pytlik, 2013). Jedna se o
heterogenni skupinu nadort riizného bunécného piivodu, odlisné morfologie, genetického
profilu a klinickych charakteristik. NHL vznikaji nddorovou transformaci a naslednou
klonalni expanzi B- nebo T- lymfocytl, vzacné i NK-bunék (asi 85 % kategorii NHL
vznikaji transformaci B-lymfocytii a ostatni typy jsou odvozeny od T-lymfocyti a NK-
bungk). Jedna se tedy o maligni nddory bunék imunitniho systému (Indrak, 2006/2007).

NHL miize vzniknout ve spojeni s chronickymi zanétlivymi procesy (Helicobacter
pylori, chlamidie), v souvislosti s imunosupresi (vrozené a ziskané poruchy imunity), s
virovou infekci (HIV, EBV) nebo také s dédi¢nou zatézi. Ptibuzni prvni linie maji 2-3krat

vétsi riziko vzniku lymfomu (Syrova et al., 2010).

3.4.1. Patogeneze

Proces lymfomageneze je vicestupniovy proces, béhem kterého dochéazi k akumulaci
genetickych zmén, které buitkdm poskytuji selekéni rlistovou vyhodu. Nejprve dochazi k
primarnim genetickym zméndm v uréitém lymfatickém prekurzoru. V prabéhu
jednotlivych kroka diferenciace B-bunck dochéazi ke kumulaci dalSich zmén, které jsou
Casto prvnim krokem maligni transformace (obr.c.3). Diky probihajicim somatickym
mutacim v genech pro tézké fetézce imunoglobulini nebo v genech pro T-bunécné
receptory dochazi k tvorbé klonu, ktery dale expanduje a akumuluje dal$i somatické
mutace, vedouci k agresivnéjSimu chovani klonu. Sekundarni genetické zmény postihuji
nekteré¢ dualezité onkogeny nebo nadorové supresory (TSG). Tyto onkogeny a TSG se
podileji na regulaci proliferace, pfezivani nebo diferenciaci buné€k, builka nasledné¢ méni
své chovani a transformuje v buniku maligni (Blombery at al., 2015). Sekundarni zmény
prispivaji k nestabilité¢ genomu a podileji se na progresi lymfomu a také ovlivituji prognézu
(Bea & Campo, 2008).

Prikladem primarni zmény v lymfomagenezi je translokace t(14;18)(q32;q21), ke
které dochéazi v prubéhu rané¢ho vyvoje B-lymfocytu, pravdépodobné v priibéhu piestaveb
imunoglobulinovych gent (tzv. V(D)J rekombinace). Translokace vede k pfemisténi genu
BCL2 z chromosomu 18q21 pod kontrolu zesilovace transkripce genti t€zkého fetézce
imunoglobulinu (IgH) na chromosomu 14q32, coz ve svém disledku vede k nadmérné
expresi BCL2 genu.
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Ptikladem sekundarnich zmény je delece nebo mutace TP53 genu. Gen TP53 se
nachdzi na kratkych ramenech chromosomu 17 v pruhu p13. Inaktivace v disledku mutace
¢1 delece jedné nebo obou alel genu umoznuje nadorové buiice prochizet bunéénym
cyklem 1 pfes poSkozenou DNA. V disledku toho dochézi ke zvySené nestabilité a progresi

nadorového klonu v agresivnéjsi formu lymfomu (Indrék, 2006/2007).

Obrazek 3: Piehled onkogeneze vedouci k B - bunéénym nehodgkinskym lymfomim (pievzato z

Blombery at al., 2015)
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3.4.2. Diagnostika
Diagnosa NHL je stanovena na zdklad¢ biopsie a histopatologie reprezentativni
tkdn€. Pro urCeni specifického podtypu NHL jsou pouzivany dale metody
imunohistochemické, imunofenotypizacni, cytogenetické a molekuldrné genetické, které
jsou doplnény klinickymi nélezy.
Klinické stadium, ve kterém se pacienti pti diagnose NHL nachézi, se stanovuje dle

rozsahu onemocnéni na zakladé diagnostickych vysetfeni podle Ann Arbor Klasifikace
(Tabulka 1).
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Tabulka 1: Ann Arbor klasifikace NHL (Syrova et. al., 2010)

Stadium PostiZeni
Stadium | postizeni 1 oblasti LU nebo 1 oblasti extralymfatického organu
Stadium 11 postizeni 2 nebo vice skupin LU na téZe strané branice nebo lokalizované postizeni

1 extralymfatického organu, véetné postiZzeni 1 nebo vice skupin LU na téZe strané branice

Stadium 11 postizeni LU nebo lymfatickych organi na obou stranach branice, které miize byt provazeno

lokalizovanym postizenim 1 extralymfatického organu nebo tkané, sleziny nebo obojiho

Stadium IV | difuzni nebo diseminované postizeni 1 nebo vice extralymfatickych organt ¢i tkani s nebo

bez soucasného postizeni LU

Legenda: LU — lymfatické uzliny

Ptesné urCeni rozsahu choroby je nezbytné pro spravné stanoveni 1é¢by kazdého
pacienta. K zakladnim vySetfenim patii analyza krevniho obrazu, histologické vySetieni
kostni dfen¢ a CT hrudniku, bficha a malé panve. Pfed lécbou jsou také provadéna
doplikova vysetfeni zakladnich organi (EKG, echokardiografie, spirometrie, vySetieni
Stitné zlazy). Dalsi vySetfeni se provadi na zaklad¢ klinické situace (Pytlik, 2013).

Pro NHL je charakteristické odlisné biologické i1 klinické chovani a na tomto
zakladé¢ lze rozdélit NHL na indolentni a agresivni. Agresivni lymfomy, mezi které patii
naptiklad difuzni B velkobunéény lymfom (DLBCL), lymfom plastové zony — mantle cell
lymphoma (MCL), Burkitiiv lymfom (BL) rychle rostou a §iii se, naopak indolentni typy,
jako folikularni lymfom (FL) nebo lymfom marginalni zény (MZL), se vyznacuji

pomalej$im pribéhem nemoci.

3.4.3. Lécba

Zpisob 1écby se odviji od stanoveni piesné diagndzy a nésledna 1écba je stanovena
podle typu NHL dle biologického a klinického chovani. Pfi terapii indolentnich lymfomu
se u pocatecnich stadii indukuje cilena radioterapie. Pti pokrocilejSim stupni onemocnéni
se voli kombinovana chemoterapie pomoci COP (cyklofosfamid, vincristin, prednison) a u
agresivnéjsich forem s horS$i prognoézou se obvykle zatazuje i CHOP (cyklofosfamid,
adriablastin, vincristin, prednison). Chemoterapie CHOP se uzivana jiz od 70. let, nicméné
v posledni dobé je doplnéna zafazenim protilatky proti antigenu CD20 (anti-CD20 —
Rituximab). Pfi terapii agresivnich lymfoma s lokalizovanou chorobou a pfiznivymi

prognostickymi rysy je indukovéana polychemoterapie (Pytlik, 2013).
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3.5. Klasifikace NHL

Soucasna klasifikace lymfoma vychazi z posledniho vydani klasifikace
hematologickych malignit svétové zdravotnické organizace (WHO z angl.. World Health
Organisation) z roku 2016. WHO Kklasifikace zahrnuje velké mnozstvi jednotek
definovanych na zakladé¢ kombinace morfologickych, imunologickych, molekularné
biologickych a klinickych znakt. Zakladni rozdéleni B-bunéénych malignit je uvedeno v
tabulce (Tabulka 2).

Tabulka 2: ZjednoduSena klasifikace WHO B-bunéénych malignit

B-lymfoidni malignity

Prekurzorové

e B-akutni lymfoblastové leukemie/lymfom

Periférni

e Chronicka lymfocitarni leukemie/lymfom z malych lymfocyti
(CLL/SLL)

e Splenicky B-lymfom z marginalnich bun¢k

Vlasatobunécna leukémie

Lymfoplazmocytovy lymfom

Plazmocelularni myelom

Extranodalni lymfom z bunék marginalni zony typu MALT

Nodalni lymfom z bun€k marginélni zony

Folikuldrni lymfom

Lymfom z bunék plasté

Difuzni velkobunéény B-lymfom

Primérni mediastinalni velkobunéény lymfom

Intravaskularni velkobunéény B-lymfom

Burkittlv lymfom

Neklasifikovatelny B-lymfom, se znaky mezi DLBCL a

Burkittovym lymfomem

e Neklasifikovatelny B-lymfom, se znaky mezi DLBCL a
Hodgkinovym lymfomem
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3.5.1. Folikularni lymfom (FL)

Folikularni lymfom tvofi pfiblizné 20 % vsech malignich lymfomut (Nogai et al.,
2011). Klinicky prabéh FL miize byt velmi variabilni s celkovym piezitim vice nez 20 let.
FL je odvozen z B-lymfocytu germinalniho centra (GCB), jedna se o skupinu stfedné
velkych lymfocyti (centrocyty a centroblasty) postihujici folikuly uzliny. Dle histologie se
FL déli na dva stupné - stupenn 1 (malé buniky, nebo smisené malé¢ a velké builky) a
stupen 2 (pievazné velké folikularni bunky) (Indrak, 2006-2007).

Primarni chromosomovou zménou, vyskytujici se u 80-90 % ptipadi FL, je
translokace t(14;18)(g32;921) (Obrazek 4). Translokace vede k pfemisténi genu BCL2 z
chromosomu 18q21 na chromosom 14q32, pod kontrolu zesilovaée transkripce tézkého
fetézce imunoglobulinového genu (IgH). V dusledku této translokace je gen BCL2
nadmérné exprimovan. Protein Bcl2 funguje jako blokdtor apoptézy (programované
bunééné smrti). Pfitomnost D oblasti genu IgH na derivovaném chromosomu 18 a oblasti
J oblasti na derivovaném chromosomu 14 u t(14;18)(q32;921) vede k ptedpokladu, ze ke
zlomu dochazi v prabéhu ,,pfesmyku imunoglobulinovych gend* pti normalni ontogenezi
(Blombery et al., 2015). V 50 — 70 % ptipadua t(14;18)(q32;q21) dochazi ke zlomu BCL2 v
oblasti ozna¢ené MBR — major breakpoint region. Ve zbytku pfipadi dochazi ke zlomu v
pfechodném bodé¢ (ICR — intermediate cluster region) nebo v oblasti mcr (minor cluster
region). Translokace t(14;18)(q32;q21) je pozorovana také u cca 20% difuzniho
velkobunééného B-lymfomu (DLBCL), ptesnéji u jeho podtypu GCB-DLBCL (Nogai
et al., 2011; Blombery et al., 2015). Ptestoze je translokace primarni zménou, samotna
zména neni pro vznik lymfomu dostate¢na. Ke vzniku néadoru jsou zapotiebi dalsi
genetické nebo epigenetické zmény (Indrak, 2006/2007).

Jako variantni translokace byly vzacné popsany t(2;18)(p12;021) a
t(18;22)(g21;911) (Compagno et al., 2009). Pouze 20 % nemocnych s FL. ma t(14;18) jako
jedinou zménu karyotypu, ostatni maji v dob¢ diagnostiky dalsi sekundarni chromosomové
zmény. Nejcastéjsi sekundarni zménou jsou trisomie chromosomu 7, 12 nebo 12q a 18
nebo 18q, duplikace derivovaného chromosomu 18, der(18) t(14;18) a ptitomnost
nadpocetného chromosomu X. K ¢astym sekundarnim zménam patii i zmény strukturni,
zahrnujici chromosomy 1, 6q a 10g22q24, nebo ptestavba genu BCL6 (3q27) vyskytujici
se u 9-14 % piipada (Schmidlin et al., 2008). U 60-80 % pacientt s FL mtze dojit k jeho
transformaci do agresivnino DLBCL. Progrese je obvykle spojena s akumulaci

sekundarnich genetickych zmén. Molekularni analyzy identifikovaly u 73 % ptipada s FL
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deleci 9p, coz naznaCuje ze, del(9p) by mohla byt dilezitou sekundarni udalosti v

histologické progresi FL (Elenitoba-Johnson et al., 1998).

Obrazek 4: Parcialni karyotyp translokace t(14;18)(q32;q21) u FL
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Prevzato a upraveno z: http://atlasgeneticsoncology.org/Anomalies/t14181D2006.html

3.5.2. Diftizni velkobunéény B lymfom (DLBCL)

Difuzni velkobunéény B lymfom piedstavuje nejcastéjsi typ maligniho lymfomu a
zahrnuje piiblizné 30-40 % vSech ptipadt lymfomu dospélého véku (Nogai et al., 2011).
DLBCL je agresivni onemocnéni, které vznika bud’ de novo, nebo se mize vyvinout z
mén¢ agresivnich typll lymfomd, jako je chronickd lymfocytarni leukemie (CLL)/lymfom
z malych lymfocytd (SLL) a FL. DLBCL je lymfom s vysokou klinickou i biologickou
heterogenitou (Chastain et Duncavage, 2015). Na zaklad¢ ¢ipovych analyz genové exprese
(GEP — gene expression profiling) se ukdzalo, ze rozdilna genova exprese muze
subklasifikovat nemocné do prognostickych podskupin (Alizadeh et al., 2000; Rosenvald
et al.,, 2003). Na zakladé expresnich profild muze byt DLBCL Kklasifikovan do tfi
molekularnich podtypt, které jsou oznacovany jako GCB DLBCL (vychazi z germinélniho
centra), ABC DLBCL (vychazi z aktivovanych B-buné€k) a primarni mediastindlni B
lymfom (PMBL) (Alizadeh et al., 2000). GEP téchto podtypt naznacuje, ze jednotlivé typy
vznikaji v riznych fazich diferenciace B-lymfocytu. GCB DLBCL jsou odvozeny z
lymfocyti ze zarode¢nych (germindlnich) center B-lymfocytl, protoze se vyznacuji
expresi gent charakteristickych pro normalni B-buiiky germindlnich center. Podskupina

ABC DLBCL exprimuje geny charakteristické pro in vitro aktivované periférni
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B-lymfocyty (Rosenwald et al., 2002). Tietim typem DLBCL je PMBL, ktery se objevuje
typicky u mladych zen s primérnym vékem 30-35 let a dnes je povazovan za samostatnou
podskupinu NHL. Na zakladé GEP se ukazuje, ze PMBL vychazi z B-bunécnych
subpopulaci, které¢ jsou umistény v brzliku. Zajimavy je podstatny piekryv unikatniho
profilu genové exprese tohoto PMBL s bunéénymi liniemi Hodgkinova lymfomu, coz
naznacuje, ze tyto dvé onemocnéni spolu sdili uré¢ité biologické vlastnosti (Rosenwald et
al., 2002; Savage et al., 2003).

Mezi nejCastéjsi  chromosomové zmeény patfi translokace postihujici
imunoglobulinové geny: IgH (14932), IgL (22q11) a IgK (2p12), které byly prokazany
pfiblizn€ u poloviny ptipadd DLBCL. Tyto zmény zahrnuji translokace t(14;18)(q32;q21),
t(8;14)(q24;q32) nebo t(8;22)(q24;q11), t(3;14)(q27;q932), t(3,22)(q27;q32) a dalsi zmeny
zahrnujici oblast 14q32 (Campbell et al., 2005).

U 20 % ptipadi DLBCL byla popsana translokace t(14;18)(q32;q21) (viz vyse
odstavec FL). Nicméné tato translokace je typickd pro FL, takze se predpoklada, ze
ptestavba genu BCL2 u DLBCL miiZe znamenat transformaci z FL, ale mlze pfedstavovat
i de novo proces. Tato zména byla prokazana u 45 % piipadt spadajicich pravdépodobné
do podtypu GCB DLBCL, u ABC DLBCL detekovana nebyla (Nogai et al., 2011). ABC
DLBCL se naopak vyznacuje piestavbou genu BCL6 (3927) (obr. 5), ktera se vyskytuje
ptiblizné u 25-57 % piipadd nemocnych s DLBCL (Igbal et al., 2007; Tibiletti et al.,
2009).

Bea et al. v roce 2005 popsali nejcastéji zmnozenou oblast u GCB podskupiny, a to
oblast chromosomu 12q12. Nadpocetné kopie byly prokdzany az u 21 % pacientli s GCB
DLBCL, v porovnani s podskupinami ABC a PMBL, kde byla frekvence vyskytu pouze
kolem 5 %.

Dalsi velmi casto se opakujici cytogenetickou zménou u pacienti s DLBCL je
zmnozeni oblasti 2p14-p16. U nemocnych stratifikovanych do prognostické podskupiny
GCB DLBCL byla tato aberace prokazana az u 17 % piipadd. V porovnani s podskupinou
PMBL kde je frekvence zmnoZeni az v 47 %, je nutné zminit, Ze duplikace této oblasti je
spiSe charakteristickym markerem pro stratifikaci pacienti do podskupiny primarniho
mediastinalntho B lymfomu, ackoli se jedna o jednu z nejfrekventovanégjSich aberaci u

GCB DLBCL (Bea et al, 2005).
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Obrazek 5: Parcialni karyotyp translokace t(3;22)(q27;q11) u ABC DLBCL
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Prevzato z: http://atlasgeneticsoncology.org/Anomalies/3g271D2081.html

Dalsi zména, ktera je detekovatelna u DLBCL, je piestavba genu MYC (8g24). Tato
zmena je charakteristickd pro Burkittiv lymfom (BL), ale byla popséna i u 2-10 % ptipadi
DLBCL. Ptestavba genu MYC je spojena s horsi progndzou (Kramer et al., 1998; Vitalo et
al., 1998).

Opakujici se zménou detekovanou u 11 % pacientl s diagnosou GCB DLBCL je
delece tumor supresorového genu PTEN (10923.3) (Lenz et al., 2008). Ve stejné frekvenci
vyskytu byva prokazana amplifikace mikroRNA, miR17-92 na dlouhych ramenech
chromosomu 13, ktera se podili na potlaceni fyziologické funkce genu PTEN. Ob& uvedené
aberace jsou spojovany s prognostickou podskupinou GCB. Tyto zmény nikdy nebyly
prokazany u subtypu ABC DLBCL nebo PMBL (Lenz et al., 2008)

Nejcastéji identifikovanou zménou, detekovanou az u 57 % pacienti s DLBCL je
translokace zahrnujici gen BCL6 (3927) (Tibiletti et al., 2009). BCL6 je protoonkogen
kodujici transkripéni represor exprimovany vyhradné b&hem diferenciace B bun€k v
germindlnim centru (GC), kde se ucastni samotné tvorby GC. Naopak jeho snizena exprese
je nutna k terminalni diferenciaci B bunék do pamétovych nebo plazmatickych bunék.
Zaroven BCL6 potlacuje aktivitu nddorového supresorového genu TP53 navozujiciho
apoptotickou smrt bunék. V piipadé deregulace genu BCL6 u pacientd s DLBCL dochazi k
neomezené expresi tohoto genu a zamezeni programované bunééné smrti v disledku
poSkozeni DNA behem somatické hypermutace. NejCastéji byla u pacienti s DLBCL
prokazana translokace t(3;14)(q27;932). Translokacnim partnerem vSak nemusi byt pouze
geny pro tézké fetézce imunoglobulini (IGH/14q32). Byly popsany dalsi dvé variantni

translokace a identifikovano vice nez 20 nonlG transloka¢nich partnerd zapojenych do
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signalnich drah, kontroly bunéného cyklu a genomické stability. Nejcastéjsi lokusy
vstupujici do translokace byly prokdzany na chromosomech 3 (3925, 3q26.33, 3q27.3,
3029), 6 (6p21, 60g21.1, 6g15) a 12 (12p13.31, 12q12.1, 12923-g24.1) (Jardin et al., 2007).
Pacienti, u nichz byla nalezena pfestavba genu BCL6 spojend s translokaci gent pro
imunoglobulin tézkych nebo lehkych fetézcl, méli lepSi progndézu onemocnéni, nez
pacienti s translokaci gent typu nonlG (Akasaka et al., 2000). Ptikladem hor$i prognézy
nonlG reciproké translokace genu BCL6 je t(1;3)(p34;927), ktera je spojena s vysokou
proliferacni aktivitou nadorovych bunék. Bliz§i analyza zatim nezndmého genu v lokusu
1q34 zapojeného do translokace je predmétem dalsi studie, kterd by méla objasnit jeho
ulohu béhem lymfomageneze (Niitsu et al., 2008). Piestavba genu BCL6 nebo jeho pocetni
zmény jsou rutinng prokazovany pomoci metody FISH na interfdznich jadrech nebo
metafaznich chromosomech.

Dalsi velmi casto se vyskytujic aberaci je zmnoZeni oblasti 18q21-q22 zahrnujici
gen BCL2 (18g21). V dusledku duplikace/amplifikace dlouhych ramen chromosomu 18
dochazi k deregulaci exprese gent, které jsou lokalizovany v oblasti 18q. Mezi dva
nejcastéji upregulované geny patii BCL2 (18921) a NFATC1 (18923). Pro ABC DLBCL je
typicka vysoka uroven exprese BCL2 v disledku zmnozeni lokusu 18q21, které poukazuje
na alternativni mechanismus upregulace genu. Nadmérna exprese BCL2 je spojena se
Spatnou progndzou u pacientit v podskupiné ABC, ale ne u subtypu GCB DLBC (Igbal
etal., 2011).

Prognostickd podskupina ABC DLBCL je odvozena z B bunék, které se diferencuji
a prechazi do stadia plazmatické bunky. Spravny pribéh diferenciace tidi gen PRDM1
(6g21), transkripcni represor, jehoz delece nebo inaktivujici mutace byla pozorovana az u
40 % pacientd s ABC DLBCL. Mimo gen PRDML1 je do patogeneze zapojeno vice genti
lokalizovanych na dlouhych ramenech chromosomu 6. Minimalni oblast ztraty byla
vymezena Vv rozsahu 67921922 a 6g25qter. Thelander et al. (2008) uvadi u DLBCL dv¢
oblasti minimdlni delece, a to 6ql4.1g24.1 a 6q23.3qter. Proximéalni delece 6q byla
pozorovana spiSe u pacientd po transformaci, zatimco distalni delece je spojovédna s
de novo DLBCL.

Az u 18 % vSech pacientl s diagnosou ABC DLBCL byva prokazana delece tumor
supresorového genu TP53 (17p13). Inaktivace TP53 vede k nekontrolovatelné bunéc¢né
proliferaci a nésledné k nestabilit¢ naddorového genomu. Mutace a/nebo delece TPS3

snizuje celkové preziti u vSech pacientii s DLBCL (Stefancikova et al., 2011).
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3.5.3. Lymfom z plastovych bunék (Mantle cell lymphoma - MCL)

Lymfom z plastovych bunék (MCL) tvoii 5-10 % vsSech pfipadi lymfomt u
dospélych osob (Nogai et al., 2011). Jedna se o agresivni lymfom, ktery je odvozen od
naivnich B-bun€k nachézejicich se v primarnich folikulech nebo v plastovych zdénach
sekundarnich folikuld.

MCL je charakterizovan chromosomalni translokaci t(11;14)(q13;q32) (Obrazek
6), ktera je piitomna ve vétSin¢ piipadu (Leroux et al., 1991). V dusledku translokace
dochazi k premisténi genu pro cyklin D1 (CCND1) na chromosomu 11 pod zesilovac
transkripce genti IgH na chromosom 14. Translokace (11;14)(q13;932) se nachazi v
95-99 % ptipadt lymfomu z plastovych bunék (MCL — mantle cell lymphoma). V
dusledku této zmény dochazi k nadmérné expresi cyklinu D1 (gen CCND1). Cyklin D1
tvoii komplex s cyklin-dependentni kindzou CDK4 a CDK6 a hraje dilezitou roli v
bunééném cyklu, kde piisobi jako regulacni jednotka pti pirechodu z Gl faze do S faze
(Sherr et McCormick, 2002). Tento komplex fosforyluje a inaktivuje tumor supresorovy
retinoblastomovy protein (Rb). Retinoblastomovy protein hraje vyznamnou roli v regulaci
transkripénich faktorii a diky této funkci je schopen tlumit bunécné déleni a tedy i
rakovinné bujeni. Stejné dilezitou roli hraje cyklin D1/CDK4/6 komplex vazici p27kipl
inhibujici cyklin E/CDK2 komplex. Toto odlouceni p27kipl umoziuje komplexu cyklin
E/CDK2 vstup do S-faze prostiednictvim fosforylace Rb (Sherr et McCormick, 2002).

Detailngj$i cytogenetické studie také prokazaly, ze MCL je lymfom s nejvétSim
poctem piidatnych chromosomovych abnormalit, které postihuji regulaci bunééného cyklu
a iniciuji dalsi progresi nadoru (Papajik et al., 2007). Pomoci analyzy genové exprese
(GEP) byly prokazany ptipady MCL, které postradaji cyklin D1 mRNA expresi. Tyto
cyklin D1 negativni MCL vykazovaly charakteristické morfologické, imunohistochemické
a klinické ptiznaky cyklin D1 pozitivni MCL (Gesk et al., 2006). U piipadt cyklin D1
negativni byla prokdzéana ptitomnost cyklinu D2 nebo D3, coz naznacuje, ze tyto cykliny
mohou funkéné nahradit cyklin D1 u MCL (Fu et al., 2005).

Dalsi genetickou zménou ovliviujici regulaci bunééného cyklu jsou homozygotni

6“2 a p14""F lezici na chromosomu 9 (9p21). Tyto zmény byly

delece zahrnujici pl
popsany u zna¢ného podilu agresivnich ptipadi MCL (Pinyol et al., 1997). Protein
p16/NK4

inaktivace Rb (Rosenwald et al., 2003). U nékterych ptipadi s MCL dochazi k amplifikaci
6'NKda

inhibuje interakci mezi CDK4, CDK 6 a cyklinu D1 a tim kontrolu fosforylace a

nebo nadmérné expresi BMI1, ktery piisobi jako transkripéni represor pl (Bea et al.,
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2001). Déle bylo zjisténo, ze u pacientll s vysoce agresivni MCL dochazi k amplifikaci a
nadmérné expresi CDK4 (Hernandez et al., 2005).

Dalsim patogenetickym znakem vyskytujicim se u agresivnich ptipadi MCL je
deregulace bunécné odpovédi na poskozenou DNA, coz je dokdzadno vyskytem
chromosomovych zmén a tetraploidnich karyotypti (Ott et al., 1997). K dalsim zménam
vyskytujicim se u piipadi MCL patii mutace a delece genu ATM (ataxia-telangiectasia
mutated), ktery hraje dilezitou roli v bunécné odpovédi na poskozenou DNA (Schaffner
et al., 2000). Piiblizn¢ u 15 % piipadi MCL byly zjistény delece TP53, které jsou

spojovany se Spatnou prognozou (Greiner et al., 1996).

Obrazek 6: Parcialni karyotyp translokace t(11;14)(q13;q32) u MCL
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Prevzato a upraveno z: http://atlasgeneticsoncology.org/Anomalies/t11141D2021.html

3.5.4. Lymfom marginalni zény (MZL)

V soucasné dobé€ jsou popsany tii rizné klinicko-patologické formy marginalni
zony B-bunééného lymfomu (MZBCL): extranodalni, vyviji se napfiklad
Vv gastrointersticialnim traktu, kiizi a je oznacovan jako (MALT), splenicky MZBCL (jinak
také zndmy jako slezinovy lymfom z viléznich lymfocyti) a lymfom vyvijejici se primarné
v lymfatickych uzlinach je oznaCovan jako noddlni MZL. VSechny tyto tfi podtypy
vykazuji odlisné nalezy chromosomovych abnormalit (Campbell et al., 2005).

Pro MALT lymfom jsou charakteristické trisomie chromosomt 3, 12 nebo 18 a
série reciprokych translokaci. U 30-50 % MALT lymfomu je popséna translokace

t(11;18)(q21;g21), ale tato zména neni pifitomna u splenického a uzlinového lymfomu.

Geny zapojené do této translokace jsou apoptotické inhibitory genu AP12 (11g21) a genu

MALT1 (18qg21), ktery tvoii hybridni gen AP12/MALT1 na derivovaném chromosomu 11
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(Campbell et al., 2005). Dalsi translokaci, kter¢é se muze gen MALTL ucastnit je
translokace t(14;18)(q32;q21) (Obrazek 7). Tato zména ma shodny vysledek v ramci
konven¢ni cytogenetiky s translokaci t(14;18)(q32;q21) typickou pro FL, nicméné pfii
translokaci u MALT lymfomu dochazi k fazi genti IgH a MALT1 spiSe nez s genem BCL2,
ktery lezi v jeho tésné blizkosti (Streubel et al., 2003). Dalsi mén¢ castou translokaci
popsanou u MALT lymfomu je t(1;14)(p22;q32), pfi které dochazi k premisténi genu
BCL10 z chromosomu 1 pod zesilova¢ transkripce genu IgH na chromosomu 14.
Nejbéznéjsi cytogenetické zmény popsané u lymfomu sleziny jsou delece 7q a 17p
(genu TP53) a trisomie chromosomu 3 a 12. Alelické ztraty 7q byly prokazany ptiblizné u
40 % pripadd. U lymfomu uzlin MZBCL byla pozorovana opakujici se trisomie
chromosomu 3, nicméné tato zména je nejcastéjsi pocetni zménou objevujici se u jinych
lymfoproliferativnich onemocnéni a tak nemuize byt povazovana za specifickou pro tento

typ lymfomu (Campbell et al., 2005).

Obrazek 7: Parcialni karyotyp t(14;18)(q32;q21) u MZL

-
on *»
14 t(14;18)(q32;921) 18

Prevzato a upraveno z: http://atlasgeneticsoncology.org/Anomalies/t1418932g211D1350.html

3.5.5. Burkittiiv lymfom (BL)

Burkittiv lymfom je agresivni typ nddoru vyskytujici se nejcastéji u déti v
oblastech s holoendemickou a hyperendemickou malarii, ale také v mensi mife ve vSech
ostatnich ¢astech svéta (God et Haque, 2010). Prvni pozorovani bylo popsano v roce 1958
a proved| ho na 38 détech afrického ptivodu Dennis Burkitt (Burkitt, 1958). BL je rozdélen
na zakladé epidemiologickych pozorovani na: endemicky BL (eBL) a sporadicky BL
(sBL). Kromé geografického rozdéleni se tyto subtypy eBL a sBL lisi podle své asociace s
infekci Epstein-Barr virem (EBV). EBV infekce byla ptvodné objevena u eBL a je

prakticky ptfitomna u vSech eBL. U nemocnych s BL je pfitomna pouze v 10-20%. Tento
typ BL se bézné vyskytuje v rovnikové Africe a Papuy-Nové Guinei, kde je velmi
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rozsifend nemoc maldrie, kterd pravdépodobné podporuje transformacni schopnost EBV
infekce (Bornkamm, 2009). Po celém svéte je v ur¢itém okamziku svého Zivota nakazeno
virem EBV vice nez 90 % lidi. Ackoli vétSina infikovanych jedinct zlstava zdrava, EBV
muze vést k patologickym staviim spojenym s fadou riznych lidskych onemocnéni a
malignit. EBV ma rovnéz schopnost transformovat normélni B-lymfocyty do neustile
rostoucich a nesmrtelnych bun¢k vedoucich ke vzniku BL a B-lymfoblastickych bunék
(Williams et Crawford, 2006; Pietersma et al., 2008). S objevem viru HIV (human
immunodeficiency virus) bylo zjiSt€no, Ze tito nemocni jsou nachylni k vyvoji
nehodgkinskych lymfomt, véetné BL. Tato pozorovani vedla ve svém dusledku k urceni
tieti podskupiny BL ve WHO Kklasifikaci a to: immunodeficiency-related BL. V roce 1975
byla v bunkach BL objevena charakteristickd chromosomova translokace, zahrnujici
dlouhé rameno chromosomu 14 a dlouhé rameno chromosomu 8, t(8;14)(q24;932) (Zech
et al., 1976). Za n¢kolik let pozdéji byl v misté zlomu na chromosomu 8 identifikovan gen
MYC a bylo potvrzeno, ze translokaci dochazi k premisténi genu MYC (8924) na
chromosom 14, pod kontrolu zesilovace transkripce tézkych fetézcii imunoglobulinovych
geni (IgH) (Obréazek 8), coz ve svém disledku vede ke konstitutivni transkripéni
deregulaci genu MYC (Dalla-Favera et al., 1982). Translokace t(8;14) je markrem vSech ti
subtyptt BL. U BL mtizeme také pozorovat variantni translokace zahrnujici lehké fetézce
imunoglobulinovych gend IgK t(2;8)(p11;024) a IgL t(8;22)(g24;q11) (Blombery
et al.,, 2015). Tyto variantni translokace se vyskytuji u pfiblizné u 15-20 % ptipada
(Campbell et al., 2005). Kromé¢ specifické translokace t(8;14) mizeme u nemocnych s BL
pozorovat piidatné chromosomové zmény a to az v 70%, predevsim u détskych BL. K
nejcastéj$im piidatnym chromosomovym zméndm pozorovanych u BL, patii duplikace
oblasti 1q21-25, delece 13q, 6g11-14, delece 17p a trisomie 7, 8, 12 a 18. Delece 139 a
¢astecna duplikace 1q jsou Castéji pozorovany u détskych BL a jejich vyskyt je spojovén s

nepiiznivou prognozou (Lones et al., 2004).
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Obrazek 8: Parcialni karyotyp t(8;14)(q24;q32) u BL

8 1814 14

Prevzato a upraveno z: http://atlasgeneticsoncology.org/Anomalies/t08141D1050.htm
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4. Metody a material

4.1. Biologicky material

Pro cytogenetické a molekularné cytogenetické vysetfeni byly pouzity buniky kostni
diené (KD) infiltrované nadorem a nebo uzliny (U) od pacientl vySetifovanych pro NHL na
Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice Olomouc a Lékaiské fakulty UP v letech
2014-2015.

Vzorky KD byly odebirdany do zkumavky s protisrazlivym c¢inidlem (lithium
heparin), vzorky uzliny do zkumavky s 10 ml BM media (bone marrow medium) a
nasledné byly transportovany do laboratofe Cytogenetiky a molekularni cytogenetiky k

dalSimu zpracovani.

4.1.1. Kultivace biologického materialu
Piistroje:

- centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA), Flowbox HERAsafe®
(Heraeus Holding, Hanau, Némecko), inkubator na cca 37 °C Function Line (Heraeus
Holding, Hanau, Némecko), stolni minicentrifuga Labnet (Labnet International, Edison,
NJ, USA), tfepacka Heidolph Real top (Heidolph, Schwabach, Némecko), lednicka,

mraznicka

Spotiebni material:
- pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie), centrifugacni zkumavky Falcon
15ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), plastové kultivaéni nadoby 40ml
(Nunclon TM A Surface), Petriho miska (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Chemikalie a roztoky:
- heparin (Zentiva, Praha, CR), BM médium (Bone marrow karyotyping medium)
(Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Izrael), Colcemid (Gibco®, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA)

Kultivace bunék kostni diené:
1. Kostni dfeii se pfenese do kultivacni nddobky a ptida se 12 ml BM média (bone

marrow medium).

24



2. Do kultiva¢ni nadobky se ptida 12 pl Colcemidu.
3. Vzorek s Colcemidem se kultivuje v inkubatoru pii 37 °C a 5% koncentraci CO, po

dobu 24 hodin a nasledné je material dale zpracovavan (viz kapitola 4.1.2.)

Kultivace bunék uzliny:

1. Na Petriho misku se pfenese cely obsah z odbérové zkumavky se vzorkem a vzorek
se pomoci skalpelu rozmélni, aby doslo k uvolnéni bunék z uzliny.

2. Rozmélnény vzorek uzliny se pomoci pasteurovy pipety prenese do plastové
kultiva¢ni naddoby s kultivatnim médiem.

3. Do kultiva¢ni nadoby se nasledné piida 12 pl Colcemidu a kultivuje se v termostatu
pti 37 °C 24 hodin.

4. Druhy den se material dale zpracovava (viz kapitola 7.1.2.)

4.1.2. Zpracovani biologického materialu
Piistroje:
- tfepacka Heidolph Real top (Heidolph, Schwabach, Némecko), mraznicka,
lednicka (oboji Labnet International, Edison, NJ, USA), centrifuga Rotina 420R
(Hettich, Beverly, MA, USA), inkubator Function Line (Heraeus Holding,

Hanau, Némecko), laboratorni sklo

Spoti'ebni material:
- centrifugaéni zkumavky Falcon 15ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA), pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie)

Chemikalie a roztoky:
- metanol (Lach-Ner, Neratovice, CR), ledovad kyselina octova (Lach-Ner,
Neratovice, CR), chlorid draselny (Iékarna FNOL)

Pracovni postup:
1. Kultivovany materidl se pfenese do 15ml centrifuga¢ni zkumavky a centrifuguje 10
minut pti 37 °C a 1000 rpm.
2. Po centrifugaci se ze zkumavky odsaje supernatant, zvortexuje a k peletu se piida
10 — 12 ml 0,075M roztoku KCl na 25 minut (inkubace pii 37 °C).
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10.

4.2,

Po inkubaci se pfida 1 kapka fixa¢niho roztoku (Carnoy — methanol:kyselina
octova, 3:1), promicha se a centrifuguje 10 minut pti 1000 rpm pfi teploté 37 °C.

Po centrifugaci se odsaje supernatant a k peletu bunék se po kapkach piidava cca 1
ml ledové vychlazeného fixacniho roztoku, jemné promicha a poté se zkumavka se
vzorkem doplni fixaci (cca 10 ml).

Materidl se opét promiché a nechd 30 minut odstat pfi laboratorni teploté.

Nasledn¢ se material centrifuguje po dobu 10 minut pfi 1000 rpm a 4 °C.

Po cetrifugaci se odsaje supernatant a piida se cca 10 ml fixace a promicha pomoci
vortexu.

Opét nasleduje centrifugace 10 minut pti 4 °C a 1000 rpm

Cely postup — krok 7. a 8. se opakuje do dosaZeni mlécného zbarveni suspenze.
Vyslednd suspenze bunck se uchovéava v chladni¢ce, nebo se hned pftipravi

preparaty pro obarveni popt. se suspenze zamrazi na -20 °C.

Molekularni cytogenetika

Piistroje:

- svételny mikroskop Olympus BX41 (Olympus, Tokyo, Japonsko), CCD kamera
(MetaSystems, Altlussheim, Némecko), Centrifuga Rotina 420R (Hettich,
Beverly, MA, USA), Flowbox HERAsafe® (Heraeus Holding, Hanau,
Némecko), fluorescenéni lampa U-RFL-T (oboji Olympus, Tokyo, Japonsko),
ledni¢ka, mraznic¢ka, pipety (Gilson, Middleton, WI, USA), Software ISIS
(MetaSystems, Altlussheim, Némecko), stolni centrifuga Labnet (Labnet
International, Edison, NJ, USA), plotynka Medax (Nagel, Kiel, Némecko),
vodni lazet Thermomix BM (B. Braun Biotech International, Melsungen,
Némecko), hybridizaéni komtrka Grant Boeckel 1S020 (Boeckel Grant,
Shepreth, UK), pocitac, ptistroj pro pfipravu cytogenetickych preparatti (Hanabi
Metaphase spreader), TermoBrite (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA)

Spotiebni material:

- laboratorni sklo, centrifuga¢ni zkumavky Falcon (15ml), (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), centrifuga¢ni zkumavky Falcon (50 ml),
(TPP®, Trasadingen, SV}'/carsko), fixogum Rubber Cement (Marabu, Tamm,
Némecko), imerzni olej (Olympus, Tokyo, Japonsko), kryci skla (18x18 mm,
22x22 mm), (Menzel-Glaser, Braunschweig, Némecko), pasteurovy pipety (10
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ml), (Biosigma, Benatky, Italie), plastové mikrozkumavky (1,5 ml; 2 ml),
(Eppendorf, Hamburg, Némecko), podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), Spicky (Gilson, Middleton, WI, USA)

Chemikalie a roztoky:

deionizovana H,O (HOK), zasobni roztok 20xSSC (Abbott Molecular, Des
Plaines, IL, USA), NP40 (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA),
Counterstain Diluent (Kreatech, Amsterdam, Nizozemi), etanol 70%, 80% a
96% (Fagron, Nieuwerkerk a/d IJssel, Nizozemi), metanol, kyselina octova

(oboji Lach-Ner, Neratovice, CR), Tween20 (Serva, Heidelberg, SRN)

Pouzité sondy a priprava:

Sondy byly pfipraveny a nasledné denaturovany dle pfiloZzenych postupt od

konkrétniho vyrobce.

XL MYC - Break Apart Probe (MetaSystems, Altlussheim, Némecko)

XL BCL6 - Break Apart Probe (MetaSystems, Altlussheim, Némecko)

XL t(11;14) - Translocation, Dual Fusion Probe (MetaSystems, Altlussheim,
Némecko)

Vysis LSI IGH/BCL2 - Dual Color, Dual Fusion, Translocation Probe (Abbott
Molecular, Des Plaines, IL, USA)

Vysis LSI MALTL1 (18921) - Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe
(Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA)

4.2.1. FISH (Fluorescen¢ni in situ hybridizace)

Pracovni postup:

1. Suspenze bunck se nejprve centrifuguje 10 minut pii 1000 rpm a 37 °C. Nasledné

3.

se stdhne supernatant a doplni se novym fixaénim roztokem (metanol:kyselina

octova, 3:1).

Opét se centrifuguje (10 minut, 37 °C, 1000 rpm). Supernatant se stahne a k peletu

se prida takové mnozstvi fixacniho roztoku, aby suspenze méla svétle mlécnou az

¢irou barvu.

Pro naneseni vzorku na podlozni sklo se pouZzije pfistroj pro pfipravu

cytogenetickych preparati — metaphase spreader (pro optimalni rozloZzeni bunék a

chromosomil v mitézach). Objem kapaného vzorku je asi 20-40 pl.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Nakapnuty vzorek se ususi v pfistroji pti 37 °C po dobu 1 minuty. Hustota bun¢k
na nakapaném podloznim skli¢ku se kontroluje pomoci svételného mikroskopu.
Sklo se vlozi do roztoku 2x SSC na 20 minut pii laboratorni teploté.

Mezi tim se piipravi sonda — ptiprava sondy se fidi doporuc¢enim vyrobce.

Po inkubaci v roztoku 2x SSC se sklo odvodnuje ve vzestupné fadé ledovych
alkohold po dobu 2 minut (70%, 80%, 96% etanol).

Nasledn¢ se sklo ususi na predehiaté plotynce (45 °C). Mezitim se na kryci skla
(18x18 mm) pipetuje 5 pl ptislusné sondy. Kryci sklo se sondou se pfilozi na
podlozni sklo s pfipravenou bunéénou suspenzi.

Kryci sklo se zalepi nanesenim ruber cementu kolem skla tak, aby bé&hem
24hodinové hybridizace pti 37°C nedoslo k odpateni sondy.

Takto pfipravené preparaty se vkladaji k denaturaci pfi 75 °C do ThermoBrite na
dobu 5 minut.

Po denaturaci se vzorek dava hybridizovat do vlhké hybridiza¢ni komutrky na 24
hodin pti 37 °C.

Dalsi den se odstrani ruber cement spolu s krycim skli¢kem. Sklo s bunikami se
promyva 2 minuty v 0,4x SSC + 0,3% NP40 pii 73 °C ve vodni lazni a dale ve
2x SSC + 0,1% NP40 pii laboratorni teploté.

Sklo se necha ususit (plotynka, 45 °C). Na kryci skla (22x22 mm) se napipetuje 8
ul DAPI a vzorek je pfipraven k hodnoceni.

Vysledek hybridizace je hodnocen ve fluorescenénim mikroskopu se
sadou fluorescen¢nich ~ filtri  propoustéjicimi  fluorescenci  pfislusnych
fluorochromil, kterymi byly naznac¢eny pouzité sondy.

Hodnoceny obraz je pomoci digitadlni CCD kamery a softwaru ISIS (MetaSystems)
sniman a nasledné ulozen v pocitaci.

Pti hodnoceni interfaznich jader se vyhodnocuje 300 bunék. Za patologicky nalez
se povazuje hodnota nad 10 % patologickych bun¢k v jednotlivém preparatu (do

10 % se jedna o hodnotu cut-of pouzité sondy).
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5. Vysledky

V praktické Casti bakalaiské prace jsem provadéla molekularné cytogenetické
vySetfeni bunc¢k kostni diené a uzliny metodou FISH u souboru 24 pacientd s
diagnostikovanym nehodgkinskym lymfomem. Soubor pacientli byl vySetfovan v obdobi
od dubna roku 2014 do prosince roku 2015 a jednalo se o 20 pacienti nové
diagnostikovanych a 4 pacienty v relapsu onemocnéni. VE€kovy median u celého souboru
pacientii byl 60 let (40-74 let). V ramci souboru bylo vySetfovano 16 zen (67 %) a 8 muzl

(33 %). Jednalo se o 4 nemocné s diagnostikou DLBCL, 11 nemocnych s FL, 3
pacienty s MCL a 6 s MZL. Celkem 5 nemocnych bylo vySetieno z uzliny, zbytek
nemocnych z bun¢k kostni diené.

Zakladni udaje o vysetfovanych pacientech jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 3).

Zastoupeni jednotlivych subtypli NHL v rdmci celého souboru pacientli je znazornéno v

grafu (Graf 1).

Graf 1: Zastoupeni jednotlivych subtypi NHL ve vySetfovaném souboru

m DLBCL

mFL

m MCL
MzZL
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Tabulka 3: Zakladni iidaje vySetfovanych pacienti

Pacient | Rok Veék pri | VySetiovany |
7Z/M Zije/nezije Diagnosa
¢. narozeni | diagnose material

HM63 Z 1963 52 Zije U DLBCL
HD60 Z 1960 55 Zije U DLBCL
SM56 Z 1956 59 Zije U DLBCL
KB51 M 1951 64 Zije U DLCBL
HJ75 Z 1975 40 Zije KD FL
KJ54 Z 1954 61 Zije KD FL
KL63 Z 1963 52 Zije KD FL
KJ47 M 1947 68 Zije KD FL
MS52 M 1952 59 Zije KD FL
PJ59 M 1959 56 Zije KD FL
PJ50 M 1950 65 Zije KD FL
RJ60 Z 1960 55 Zije KD FL
SA52 Z 1952 63 Zije KD FL
VJ49 M 1949 66 Zije KD FL
VM51 M 1951 64 Zije KD FL
KE53 Z 1953 61 Zije KD MCL
SA73 Vi 1973 42 Zije KD MCL
SD45 7 1945 69 Zije KD MCL
CM43 Z 1943 72 Zije KD MZL
KL45 M 1945 70 nezije KD MZL
RM53 7 1953 43 Zije KD MZL
SA41 Z 1941 74 Zije KD MZL
THA48 7 1948 67 Zije KD MZL
UM47 Z 1947 68 Zije U MZL

Legenda: 7 — Zena, M — muz, KD — kostni dien, U — uzlina, DLBCL — difuzni B velkobunécny lymfom,
FL — folikularni lymfom, MCL — lymfom z plastovych bunék, MZL — lymfom margindini zony
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5.1. Vysledky vstupniho cytogenetického vySetieni

Cytogenetické vysetieni bylo provedeno u vSech 24 pacientii. U 5 pacientd (21 %)
bylo vySetfeni neuspésné, 10 pacientd (42 %) mélo normdlni karyotyp a u 9 pacienti

(37 %) byly prokazany komplexni zmény karyotypu (Graf 2; Tabulka 4).

Graf 2: Vysledky konvenéni cytogenetiky u souboru 24 pacienti s NHL

M neuUspésné vysetreni
® normalni karyotyp

1 komplexni zmény

31



Tabulka 4: Vysledky konven¢ni cytogenetiky u souboru 24 pacienti s NHL

Pacient | Diagnosa Vysledek KC Nalez
46,XX,add(1p),?der(11),?der(12),add(14q),der(18)[26]/46, X X[6]/47XX,

HM63 DLBCL | add(1p),?der(11),?der(12),add(14q),der(18),+mar[1]46,XX,add(1p),?der Kz
(3),?der(11),?der(12),add(14q),der(18),-21,+mar[1]
46-47,XX,der(1),?der(2),?+der(3),?der(7),?der(9),der(11),-13,-14,-

HD60 | DLBCL | 15,2del(17p),?+18,-22,+1-3mar[cp11]/45,XX,der(1),?+der(3),?-4,-9,-11,- | KZ
12,-13,-14,-15,2del(17p),?+18,-20,-21,-22,+7mar[cp9]

§M56 | DLBCL | 50,XX,?7+6,7+8,2+9,7+12, 2der(14),?der(17),?der(18)[28] KZ

«B5L DLCBL | 47-48,XY,der(1),2der(2),?der(3),2-9,-14,2der(17),+3- <z
4mar[cpl8]/46,XY[2]

HJ75 FL 46,XX[20] N

KJ54 FL Nelze hodnotit 0

KL63 FL 48,XX,add(1p),?der(3),?der(6),?der(11),?der(13),?der(14),+2mar[cp4]/ Kz
46,XX[26]

KJ47 FL 46,XY[19] N

MS5D FL 46,XY,1(14;18)(q32;911)[8]/46,XY,?5,t(14;18)(q32;911), K7
+mar[2]/46,XY[5]

PJ59 FL 46,XY[20] N
PJ50 FL 46,XY[24] N

RJ60 FL 46,XX[24] N

SAT73 FL 46,XX[30] N

\VJ49 FL 46,XY[29] N

VM51 FL Nelze hodnotit 0

KE53 MCL 46,XX[24] N

SA73 MCL 46,XX[13] N

SD45 MCL 46,XX[10] N

CM43 MZL Nelze hodnotit 0

KL45 MZL Nelze hodnotit 0

RMS3 MZL 43-44,X,-X,der(1),?der(3),?-9,der(11),?der(12),-13,-14,- K7
15,7der(18),+23mar[cp8]/46,XX[12]

SA41 MZL 47-48, XX, 2+der(3),?-7,-9,add(11q),?+18,-19,+2-3mar[cp3]/46, X X[27] KZ

TH48 MZL Nelze hodnotit 0

UM47 MZL 47-48,XX,?der(3),?der(7),+1-2mar[cp10]/46,XX[4] KZ

Legenda: KD — kostni dren, U — uzlina, DLBCL — difiizni B velkobunécny lymfom, FL — folikuldrni lymfom,
MCL — lymfom z plastovych bunék, MZL — lymfom margindlni zony, 0 — neuispésné vySetreni, N — normdlni

nalez, KZ — komplexni zmény, [cp] — kompozitni karyotyp podle ISCN, mar- marker chromosom podle ISCN
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5.2. Vyhodnoceni souboru pacientii metodou FISH
Pro dalsi vyhodnoceni metodou FISH byl cely soubor pacientli rozdélen do Ctyt

skupin dle stanovené diagnosy do jednotlivych subtypi NHL.

5.2.1. Soubor pacientii s difiznim B velkobunéénym lymfomem (DLBCL)

Soubor byl tvofen 4 pacienty, u kterych byl na zéklad¢ vstupnich vySetieni
diagnostikovéan difizni B velkobunéény lymfom. Jednalo se o 3 Zeny a 1 muZe. K datu
25.1.2016 vsichni pacienti zili. V€kovy median pacienti vySettovanych pro DLBCL byl 58
let (52-64 let). U vSech pacienti byla vySetfovanym materialem lymfaticka uzlina a
vySetfeni bylo provadéno v dobé diagnosy onemocnéni.

Pomoci FISH byly u DLBCL sledovany tii geny: BCL2, MYC a BCL6. Piestavba
genu BCL2 a zaroven fuze genti BCL2 a IgH odpovidajici translokaci t(14;18)(q32;q21)
byla prokazana u 2 pacientl. U dalSich dvou pacientl pfestavba prokazana nebyla, ale byly
prokazany nadpocetné kopie genu BCL2. Piestavba genu MYC v souboru prokazana
nebyla, u tii pacientll byly prok4dzany nadpocetné kopie genu MYC. Piestavba genu BCL6
také prokdzana nebyla, u dvou pacientli byly prokazany nadpocetné kopie genu BCL6
(Tabulka 5).

Tabulka 5: Prehled vysledki FISH u DLBCL

Pocet
Pacient patologickych BCL2 MYC BCL6
bunék
HD60 90 % 3 signaly Normalni nélez 3 signaly
HMG63 60 % t(14;18)(g32;921) 3 signaly | Normalni nalez
KB51 80 % 3 signaly 3 signaly 3 signaly
SM56 90 % t(14;18)(932;921) 3 signaly | Normalni nalez
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Obrazek 9 : Vysledek metody FISH na interfaznich jadrech se sondou LSI IGH/BCL2 u DLBCL
(pfevzato z HOK FNOL)
A) ptestavba genu BCL2 (fiize s genem IgH vytvari fiizni signal na obou chromosomech, na interfaznim jadre

pozorujeme jeden zeleny, jeden cerveny a dva fiizni signaly-1R1G2F); B) normalni nalez pro gen BCL2 (dva

Cervené a dva zelené signaly-2R2G)

5.2.2. Soubor pacienti s folikularnim lymfomem (FL)

V souboru pacientli s diagnostikovanym FL bylo vySetfeno celkem 11 pacientd, z
toho 6 muzl (55 %) a 5 zen (45 %). VEkovy median vySetfovanych osob byl 59 let (40-68
let). VySetfeni bylo provedeno u 8 pacienti v dobé diagnosy a u 3 v dobé& relapsu.
VysSetfovanym materialem byla u vSech pacientii kostni dien.

Pomoci metody FISH byly sledovany zmény genu BCL2. Piestavba genu BCL2 a
zaroven fuze geni BCL2 a IgH odpovidajici translokaci t(14;18)(q32;q921) byla prok4zéana
u 4 pacientl. U 7 pacientli nebyly pozorovany zadné pocetni ani strukturni zmény genu

BCL2, byl u nich pozorovan normalni nalez pro gen BCL2 (Tabulka 6; Graf 3).
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Graf 3: Vysledky vySetfeni FISH u FL

B normalni nalez

M t(14;18)(g32;921)

Tabulka 6: Pfehled vysledki FISH u FL

HJ75 X Normalni nalez
KJ54 X Normalni nélez
KL63 65 % t(14,18)(932;921)
KJ47 X Normalni nalez
MS52 26 % t(14,18)(932;921)
PJ59 X Normalni nalez
PJ50 7% t(14,18)(932;921)
RJ60 5% t(14;18)(932;921)
SAS52 X Normalni nélez
VJ49 X Normalni nalez
VM51 X Normalni nélez

Legenda: X — nepritomnost patologickych bunék
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Obrazek 10: Interfaznich FISH sondou LSI IGH/BCL2 u FL
(pfevzato z HOK FNOL)
A) piestavba genu BCL2(1R1G2F); B) normalni nalez pro gen BCL2 (2R2G)

5.2.3. Soubor pacienti pro s lymfomem z plastovych bunék (MCL — Mantle cell
lymphoma)

Byly vySetieny 3 pacientky s diagnosou MCL. Medidn véku vySetfovanych
pacientek byl 57 let (42-69 let). Vysetfovanym materialem byla kostni dfen a vySetfeni
bylo provedeno v dob¢ diagnosy.

Pomoci FISH byla sledovana ptitomnost piestavby t(11;14)(q13;q32) a fuze geni
BCL1 a IgH. U dvou ze tfi vySetiovanych pacientl byla prokazana fuze geni BCL1 a IgH
odpovidajici translokaci t(11;14)(q13;932) (Tabulka 7).

Tabulka 7: Pi‘ehled vysledku FISH u MCL

Pocet
Pacient patologickych 1(11;14)(q13;032)
bunék
KE53 21% t(11;14)(913;932)
SAT73 X Normalni nalez
SD45 17 % t(11;14)(q13;032)

Legenda: X — nepritomnost patologickych bunék
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Obrazek 11: Vysledek metody FISH na interfaznich buiikach kostni difené se sondou XL t(11;14)
(ptevzato z HOK FNOL)
A) translokace t(11;14) (1R1G2F); B) normalni nalez (2R2G)

5.2.4. Soubor pacienti s lymfomem marginalni zony - MALT (MZL)

Soubor tvofilo 6 pacientidl s diagnostikovanym MZL. K datu 25.1.2016 jeden z
pacienti nezije (KL45). Ostatnich 5 pacientli Zilo a jednd se o Zeny. VySetfovanym
materidlem byla u 1 pacienta uzlina, u ostatnich pacienti kostni dfen. VySetfeni bylo
provadeéno jak v dob¢ diagnosy u 5 pacientl, tak u 1 pacienta v dobé relapsu (RM53).
Median véku vySetiovanych pacientti byl 66 let (43-72 let).

Pomoci FISH byly sledovany zmény genu MALTL1. Pfestavba genu MALT1 v
nasSem souboru prokdzana nebyla. U 1 pacienta byly prokdzany nadpocetné kopie genu
MALT1 (prokdzany 3 fuze genu MALT1). U ostatnich pacientli byl prokdzdn normalni
nalez pro gen MALT1 (Tabulka 8).

37



Tabulka 8: Prehled vysledkia FISH u MZL

Pocet
Pacient patologickych MALT1
bunék
CM43 X Normalni nalez
KL45 X Normalni nélez
RMS53 X Normalni nélez
SA41 12 % 3 faze
TH48 X Normalni nélez
uM47 X Normadlni nélez

Legenda: X — nepritomnost patologickych bunék

Obrazek 12: Vysledek FISH na interfaznich buiikach se sondou LSI MALT1 (18q21)
(ptevzato z HOK FNOL)
A) normalni nalez pro gen MALT1(2F); B) nadpocetné kopie genu MALT1(2F)

5.2.5. Celkové vyhodnoceni vysledkii vySetfovaného souboru
Metodou FISH se specifickymi sondami bylo vySetfeno celkem 24 nemocnych s
diagn6zou NHL. Abnormalni nalez pro vySetiené sondy byl pozorovan u 11 pacientl

(46%) zatim co normalni nélez byl pozorovan u 13 pacientl (54%)(graf 4).
g
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Graf 4: Celkové zhodnoceni vysledkit metody FISH u souboru pacienti s NHL

B normalni nalez

Hzmény
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6. Diskuze

NHL jsou heterogenni skupinou hematologickych malignit. Na zaklad¢ vysledkt
imunohistochemie, imunofenotypizace, cytogenetiky, molekularni cytogenetiky a
molekularni genetiky je mozné NHL rozdé¢lit do specifickych subtypl. Tato prace byla
zaméefena na studium primarnich zmén vyskytujicich se u vybranych subtypii NHL s
vyuzitim molekularné cytogenetické metody FISH.

Vysetfovanym materidlem u souboru pacientii byly bunky kostni dfen¢ nebo bunky
lymfatické uzliny. Cytogenetické vySetfeni KD u pacientli s diagnostikovanym NHL patii
k doporuc¢enym vysetienim pro detekci infiltrace KD nddorem. Dle stdzovaciho systému se
pacienti s infiltraci KD tadi do vys$iho klinického stddia a maji vyrazné hor$i prognosu
nez pacienti, kteti nemaji KD infiltrovanou nadorem (Kumar et al., 2009). Z naseho
souboru 19 vySetfenych pacienti z KD jsme pomoci konven¢ni cytogenetiky a FISH
prokdzali zmény pouze u 8 (42 %) pacientl. Divodem nizkého zachytu cytogenetickych
zmén byla velmi nizkéd infiltrace KD bunikami nadoru. Pres velky vyznam pouziti metody
FISH pro detekci primarnich zmén, ma tato metoda i své limitace. Jednou z nich je cut-off
sondy, hranice, kterd urcuje citlivost sondy. Pro genové sondy se obvykle pohybuje v
rozmezi 5-10%, podle typu sondy a vyrobce. Proto takova nizka infiltrace kostni dfené
bunikami nadoru je pro metodu FISH limitaci (Wolff et al., 2007). Median véku
vySetfovanych osob byl 60 let (40-74 let). Tato hodnota se blizi hodnotdam uvadénych v
literatute, kde se uvadi median v€ku nové diagnostikovanych osob pod 65 let (Indrak,
2006-2007).

U pacientti s diagnosou FL byla sledovana piestavba genu BCL2 a pfitomnost
translokace t(14;18)(q32;g21). Tato primarni zména se u FL vyskytuje u 80-90 % piipad
(Campbell et al., 2005). V naSem souboru 11 pacientt s FL byla translokace detekovana
pouze u 4 pacientli (36 %). U zbylych 7 pacientll byl prokazdn normalni nalez pro gen
BCL2. Tento nizky vyskyt primarni zmény je ovlivnén malym poctem vySetienych
pacientll v souboru a nizkou infiltraci KD buiikami nadoru.

U pacientt s DLBCL byly sledovany zmény v genech BCL2, BCL6 a MYC.
Prestavba genu BCL2 je jednou z nejcastéji pozorovanych zmén u DLBCL, nicméné jeji
prognosticky vyznam neni zatim jednozna¢né urcen. Piesto nekteré studie ukazuji, Ze by
mohl byt spojen s prognosticky priznivéjsi podskupinou GCB DLBCL (Nogai et al.,
2011). V nasem souboru byla piestavba genu BCL2 a t(14;18) pozorovdna u 2 ze 4

pacientd.
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Prestavba genu BCL6 (3g27) je v literatufe popisovana u ptiblizn€ 25 % pacientli s
DLBCL. Rada cytogenetickych studii prokazala, Ze pacienti s prestavbou genu BCL6 maji
vyrazné hor$i prognézu, nez pacienti bez piestavby genu BCL6 (Campbell et al., 2005).
Navic nékteré studie naznacuji, ze piestavba genu BCL6 se vyskytuje castéji u
prognosticky horsiho podtypu ABC DLBCL ur¢eného pomoci GEP (Igbal et al., 2007).
Naopak zmnozeni oblasti 3q nebo trisomie chromosomu 3 byla pozorovana castéji u
prognosticky ptiznivéjsi skupiny GCB DLBCL. V nasem souboru 4 DLBCL pacienti
nebyla prestavba genu BCL6 detekovana. U 2 pacientl byly detekovany nadpocetné kopie
genu BCL6, které se mohou projevit v rdmci polysomii chromosomu 3 nebo jako zmnozeni
dlouhého raménka chromosomu 3 (Campbell et al., 2005).

Piestavba genu MYC je pozorovana piiblizné u 2-10 % pacientt s DLBCL (Kramer
et al., 1998; Vitalo et al., 1998). Urceni piestavby ma prognosticky vyznam, jelikoz je
spojovana s agresivnéjsi formou lymfomu (Kramer et al., 1998; Vitalo et al., 1998). V
piipadé prokazani ptrestavby genu MYC a dalSich onkogent (napt. BCL2, BCL6, BCL1) v
rdmci jednoho onemocnéni se jedna o tzv. lymfom se dvéma zasahy (double hit
lymphoma), ktery se vyznacuji vysokou agresivitou onemocnéni a kratkym ptezitim
pacient (Chastain et al., 2015). V naSem souboru pacienti piestavba genu MYC
prokazana nebyla. U 3 ze 4 pacientli byly pozorovany pouze nadpocetné kopie genu MYC.

MCL je agresivni onemocnéni vyzadujici v€asnou lécbu. Vzhledem k tomu, Ze
prevazna vétsina MCL nese translokaci t(11;14), ktera se u jinych typt lymfomu téméf
nevyskytuje, tak se jedna o zménu vyznamné specifickou pro toto onemocnéni. Ze souboru
3 pacientli byla translokace t(11;14) prokazana u dvou z nich. Divodem, pro¢ jsme u
pacientky neprokazali t(11;14) muize byt pfitomnost variantni translokace t(2;11) nebo
t(11;22), kterou jsme u této nemocné nevysetiovali (Blombery et al., 2015). Soubor téchto
MCL pacientli tvofily pouze zeny, nicméné literatura uvadi, Ze pievazna vétSina
postizenych osob timto lymfomem jsou muzi (M:Z = 2-4:1) (Papajik et al., 2007).

Soubor pacientii s MZL zahrnoval 6 pacientii. Sledovanou zménou u daného
lymfomu byla prestavba genu MALTIL, ktera je specifickd pro toto onemocnéni, ale
nevyskytuje se u vSech typit MALT lymfomt. Pfestavba genu MALT1, kdy dochazi k
translokaci t(11;18)(q21;g21) je pozorovana u 30-50 % (Campbell et al., 2005). V naSem
souboru pacientli tato zména nebyla prokézéana, pouze u jednoho pacienta byly prokazany

nadpocetné kopie genu MALT1 v kombinaci s komplexnimi zménami karyotypu v
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konvenéni cytogenetice. Konvenéni cytogenetika odhalila zmény také u dalSich 2 pacientd,

kteti méli normalni nalez pro gen MALT1.
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(. Zavér

Cilem bakalatské prace byla reSerSe literarnich udaji o vybranych typech
nehodgkinskych lymfomt, jeho klasifikaci a o chromosomovych zménach vyskytujicich se
u jednotlivych vybranych subtypti NHL, které byly vySetfovany pomoci cytogenetickych
metod. Detekovanymi zménami u souboru pacientti byly u DLBCL a FL pfestavba genu
BCL2 a nasledné fuze genu BCL2 a IgH. U DLBCL dale nadpocetné kopie genu MYC a
BCL6. U pacienti s MCL byla vySetiovana translokace t(11;14)(q13;q32) a fize genu
BCL1 a IgH a u pacienti s MZL byla studovana piestavba genu MALT1. V prib¢hu
feSeni bakalafské prace jsem se seznamila s chodem laboratofe, s rutinnim pouzivanim
pfedevsim metody FISH a jejim piinosem pro kazdodenni klinickou praxi. Vysledky
bakalaiské prace na prikladech vybranych subtypt NHL ukazaly, ze uréovani
chromosomovych zmén pomoci cytogenetiky a metody FISH jsou soucasti rutinni

diagnostiky a uréovani prognézy u NHL.
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9. Seznam pouzitych zkratek

BCR

BL

BM medium
CCD kamera
COP

DAPI
DLBCL
DNA

EBV

FCD

FISH

FL

FNOL

GC

GCB

GEP

HIV

HOK

HSC

CHOP
ICR
IgH
ISCN

KD
LSI
MBR
MCL
mcr
mFISH

B bunécny receptor

Burkittiv lymfom

bone marrow medium

charge-coupled device camera

cyklofosfamid, vincristin, prednison
4'6-diamidino-2-fenylindol

difazni velkobunéény B lymfom
deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
Epstein-Barr virus

folliculardendritic cell

fluorescen¢ni in situ hybridizace

folikularni lymfom

Fakultni nemocnice Olomouc

germinalni centra

germinal centre of B-lymphocyte

gene expression profiling

Human Immunodeficiency Virus
Hemato-onkologicka klinika

hematopoetic stem cells — hematopoeticka kmenova
burka

cyklofosfamid, adriablastin, vincristin, prednison
intermediate cluster region

gen pro tézky fetézec imunoglobulinu
International System for Human Chromosome
Nomenclature

kostni drenl

oznaceni pro lokusové specifickou sondu

major breakpoint region

mantle cell lymphom, lymfom z plastovych bunck
minor cluster region

multicolor FISH; mnohobarevna fluorescen¢ni in

situ hybridizace
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MZL
NHL
NK-bunky
NP40
PMBL
RAG
Rb
rpm
SHM
SSC
TSG

U
WHO

lymfom marginalni zony

nehodgkinské lymfomy

natural killer buniky; druh lymfocytu

nonyl phenoxypolyethoxylethanol

primarni mediastinalni B lymfom
recombination-activating gene

retinoblastomovy protein

rounds per minute; otacky za minutu

Somatic hypermutation — somaticka hypermutace
saline-sodium citrate buffer; citratovy solny pufr
tumor suppresor genes — nadorovy supresorovy gen
uzlina

World Health Organization - Svétova zdravotnicka

organizace
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