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Souhrn

Chronicka lymfocytarni leukémie CLL je nejcastéjSi hematologickou malignitou
V zapadnich zemich a je typickd svou klinickou heterogenitou. Pfistup k nemocnym,
volbu lécebné strategie a dobu preziti od diagndzy ovliviiuji prognostické faktory.
Krom¢ klinickych znakl (napt. zdvojovaciho ¢asu lymfocytd a dal$ich zahrnutych ve
stazovacich systémech podle Rai a Binet) se jedna o imunofenotypické markery
(expresi CD38), mutacni stav IGHV, pohlavi ¢i vék pacientti a v neposledni fadé také
chromozomové aberace. Ty Vv soucasné dob¢é detekujeme az u 82 % pacientd a jejich
vySetieni je soucasti diagnostickych doporuceni. Nejcastéji se setkavame s delecemi
oblasti 13ql14, genu ATM, TP53 a trizomii chromozomu 12, které jsou soucasti tzv.
CLL panelu vysetfovaného metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH).

Tato préace se vénuje jak teoretické charakterizaci rekurentnich cytogenetickych aberaci
v kontextu molekularné cytogenetickém a molekularné biologickém, tak konkrétnim
vysledkim analyz molekularné cytogenetickych vySetieni provedenych v Laboratofi
cytogenetiky a molekularni cytogenetiky Hemato-onkologické kliniky Fakultni
nemocnice Olomouc a Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Zaméfila
jsem se na mén¢ Casté aberace a jejich dopad na pribéh onemocnéni.

Studovali jsme vliv komplexniho karyotypu (3 a vice cytogenetickych aberaci v jednom
klonu) na celkové prezivani pacienti s CLL a souvislosti s delecemi dlouhého ramene
chromozomu 11, kratkého ramene chromozomu 17 a mutacemi genu TP53. Dale jsme
se zabyvali delecemi na dlouhém rameni chromozomu 6, u kterych jsme urcili
minimalni deletovanou oblast a vytipovali kandidatni gen FOXO3 se sniZenou relativni
expresi. Také jsme provedli analyzu zmnoZeni kratkych ramen chromozomu 2, které se
Potvrdili jsme, Ze vSechny studované aberace maji negativni prognosticky vyznam
a celkové prezivani nemocnych je s témito zménami signifikantné kratsi.

Vysledky této prace mohou pfispét k pochopeni patogeneze CLL a lepsi stratifikaci
pacientll na zaklad¢ jejich cytogenetickych aberaci, coz je v dnesni dob¢ cilené terapie
nutnosti. | s ohledem na omezené moznosti kultivace patologickych B-lymfocyti
navrhujeme zafazeni dalSich sond do klasického CLL panelu vySetfovaného metodou
interfazni FISH, popfipadé provadéni metody arrayCGH (array komparativni genomova

hybridizace), mapujici nebalancované zmény celého genomu.



Kli¢ova slova: chronickd lymfocytarni leukémie (CLL), molekularni cytogenetika,

chromozomov¢ aberace, komplexni karyotyp, delece 6q, zmnozeni 2p

Summary

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common hematological malignancy
in Western countries and is characterized by its clinical heterogeneity. Prognostic
factors affect clinical outcome, overall survival as well as treatment strategy. In addition
to clinical features, such as lymphocyte doubling time and others included in clinical
staging systems of Rai and Binet, they are mainly represented by immunophenotypical
markers (expression of CD38), mutational status of IGHV, sex or age of CLL patients,
and last but not least by chromosome aberrations. Cytogenetic changes are detected in
up to 82% of patients and their examination is part of the diagnostic recommendations.
Deletions of 13q14, ATM, TP53 genes and trisomy of chromosome 12 are the most
frequent cytogenetics aberrations and they are part of the CLL panel examined by
fluorescence in situ hybridization (FISH).

This thesis covers theoretical characterization of recurrent cytogenetic aberrations in the
context of molecular cytogenetics and molecular biology as well as real results of
cytogenetic analyses performed at the Laboratory of Cytogenetics and Molecular
Cytogenetics at the Department of Hemato-oncology, University Hospital Olomouc and
Faculty of Medicine and Dentistry Palacky University in Olomouc. | focused on less
frequent aberrations and their impact on patient’s outcome.

We studied the effect of complex karyotype (3 or more cytogenetic aberrations in one
clone) on the overall survival of CLL patients and its association with deletions of long
arm of chromosome 11, short arm of chromosome 17 and mutations of TP53 gene.
Furthermore, we focused on deletions along of the long arm of chromosome 6, we
determined the minimal deleted region and identified a candidate gene FOXO3 with
reduced relative expression. Last but not least, we performed an analysis of gains of the
short arm of chromosome 2, which often occured at the time of diagnosis of CLL and
correlated with a complex karyotype. We confirmed that all studied aberrations had
negative prognostic impact. The overall survival of patients with these changes is
significantly shorter.

The results of these studies may contribute to better understanding of the CLL

pathogenesis and better patient’s stratification based on their cytogenetic aberrations,
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which is necessary in the era of targeted therapies. Considering the limited possibilities
of cultivation of pathological B-lymphocytes, we suggest either the inclusion of
additional probes into the classical CLL panel examined by the interphase FISH, or
using the arrayCGH (array comparative genomic hybridisation) method for mapping the
unbalanced aberrations of whole genome.

Key words: chronic lymphocytic leukemia (CLL), molecular cytogenetics,
chromosomal aberrations, complex karyotype, deletion of 6q, gain of 2p
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1. UVOD

1.1 Normalni vyvoj B-lymfocyta

Krvetvorba je kontinualni regulovany proces produkce krevnich bun¢k, ktery zahrnuje
obnovu, proliferaci, diferenciaci a zrani. Vysledkem téchto procest je formace, vyvoj
a specializace vsech funkénich krevnich bungk, které jsou uvoliiovany z kostni diené do
ob¢hu [1]. VSechny krevni buiiky maji svého pfedka v hematopoetické kmenové burice
(HSC). Zté se liniové specifikuji jednotlivé krevni fady, a ztraceji tak schopnost
sebeobnovy. Tato kmenova bunika se diferencuje na dva progenitory — myeloidni
a lymfoidni. Z myeloidniho progenitoru vznikaji erytrocyty, trombocyty, granulocyty
a monocyty a z lymfoidniho progenitoru se dalsi diferenciaci rozlisuji B- a T-lymfocyty
a NK-buiky. Kazdé z téchto bunck se vyznacuje specifickymi povrchovymi markery,
coz umozhuje jejich identifikaci a charakterizaci pratokovou cytometrii [2].
Diferenciace do jednotlivych vyvojovych tfad se déje pod vlivem n€kolika vnéjSich
a vnitinich faktor. Jednd se o pilisobeni ristovych faktortt (hormont a cytokint)

a transkripénich regulatort, které iniciuji nebo zvysuji expresi potiebnych geni [3].

B-lymfocyty jsou bunky zajistujici humordlni specifickou imunitu a jejich hlavni
funkci je produkce protilatek — imunoglobulini. V embryonalnim vyvoji se B-
lymfocyty vyvijeji ve fetalnich jatrech a po narozeni se krvetvorba piesouva do kostni
dfené [4]. Z pluripotentni hematopoetické kmenové bunky vznika lymfoidni kmenova
burika, ktera se diferencuje na proB-lymfocyt. Dilezitou roli ve vyvoji B-lymfocytu ma
také B-buné&tny receptor (BCR) na povrchu samotného B-lymfocytu, jehoZ soucasti
jsou pravé imunoglobuliny. Jedna se o heterodimerni glykoproteiny tvofené tézkymi
(IgH) alehkymi fetézci (IgL), které pak maji stejnou specifitu jako BCR. Geny pro
tézké a lehké fetézce imunoglobulinii se sklddaji ze segmenti V (variable), D
(diversity), J (joining) a C (constant), které se tvoii az béhem zrani v kostni dieni
nahodnym pteskupovanim (rearrangement) nebo rekombinaci V, D aJ u tézkych
fetézci (faze proB-lymfocytu) a V a J segmentd ulehkych fetézcl (faze preB-
lymfocytu). Vysledkem téchto fazi vyvoje je naivni zraly B-lymfocyt, ktery se nasledné
pfesouva do lymfatickych wuzlin, kde se dale diferencuje v pamétovou nebo
plazmatickou bunku. Vyvoj plazmatické buriky je zavisly na priachodu B-lymfocytu

germinalnim centrem, kde dochazi k enzymaticky indukovanym somatickym
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hypermutacim variabilnich oblasti tézkych fetézcl imunoglobulinovych genii diky
pusobeni AID (activation-induced cytidine deaminase), zpusobujici vyssi afinitu
k antigentim [5]. Na zakladé toho, zda B-lymfocyt prosel germinalnim centrem a doslo
k somatickym hypermutacim, se urCuje mutacni stav IGHV, ktery je dulezitym

prognostickym markerem CLL (chronicka lymfocytarni leukémie).

1.2 Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)

1.2.1 Obecna charakteristika onemocnéni

Chronické lymfocytarni leukémie je nizce agresivni hematologické lymfoproliferativni
onemocnéni, ptedstavuje vSak nejcastéjsi typ leukémie dospélého véku v zdpadnim
sveéte, s incidenci v Evropé 6 novych pfipadii u muzi a 4 u zen na 100 000 obyvatel
arok [6]. Jedna se o velice heterogenni onemocnéni, kdy nékteti pacienti piezivaji
dlouhd Iéta bez symptomt, jini vSak umiraji velmi rychle od stanoveni diagnozy.
Vyznacuje se proliferaci klonalnich, vyzralych a maligné transformovanych B-
lymfocyti, které se nekontrolované déli a maji porusenou drahu apoptoézy. Dochazi tedy
k akumulaci téchto B-lymfocytl v krevnim ob&hu [7]. Median véku pii diagnoze je 70
let [8, 9] a postihuje Castéji muze nez zeny (v poméru téméf 2:1). VEék a pohlavi
nemocného jsou jednémi ze zakladnich prognostickych faktora CLL [10, 11].

Ke stanoveni diagnézy pacientll dochazi na zaklad¢ vysetieni krevniho obrazu, kde diky
akumulaci B-lymfocytd byvé typicka lymfocytoza (> 5 x 10%/1). Tyto lymfocyty také
mivaji atypickou morfologii, vétSinou se jednd o malé zralé lymfocyty s izkym lemem
cytoplazmy s kondenzovanym jadrem a bez jadérka [12]. Krevni obraz pacientu je
pravidelné sledovan, a pokud stoupne hladina lymfocyti v krvi na dvojndsobnou
hodnotu (tzv. zdvojovaci ¢as lymfocyti, LDT — lymphocyte doubling time) za dobu
krat§i jednoho roku, je tento faktor bran jako negativni [13]. Dal$im negativnim
faktorem ovliviiyjicim CLL jsou anémie a trombocytopenie. Dle Halleka je limitni
anémie charakterizovana hladinou hemoglobinu <100-110 g/l a trombocytopenie
mnoZstvim trombocytd < 100 x 10%1 [14]. | z hlediska klinickych staZovacich systémil
je ziejmé, ze tito pacienti pak maji horsi prognozu a celkové piezivani (viz Stazovaci

systémy, str. 16) [15, 16].
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Ke stanoveni diagnézy vyznamnym zplUsobem piispiva 1 prutokova cytometrie
(flowcytometrie), kterd stanovuje expresi specifickych antigeni na povrchu B-
lymfocytii. Mezi znaky charakteristické pro CLL patfi: pozitivni exprese CD5, CD20,
ptipadné¢ CD23, nizka exprese slg (povrchovy imunoglobulin), absence znaku FMC-7
a negativni nebo nizka exprese CD22 [12]. Krom¢ téchto antigenti se touto metodou
vySetiuje i znak CD38, ktery je Siroce exprimovan fadou krevnich bun¢k [17]. Ma
funkci jak enzymu, tak receptoru. V normalni zralé B-bufice je jeho exprese omezena
na zarodeCnd centra sekundarnich lymfoidnich folikuld. Exprese znaku CD38
u pacientu s CLL koreluje s muta¢nim stavem IGHV [18, 19].

Na zékladé mutacniho stavu IGHV, a tedy faze B-bunécné diferenciace, kdy byly buniky
transformovany, se CLL rozdéluje na dvé podskupiny: s a bez VH somatickych
hypermutaci, které maji rizné klinické znaky. Pacienti s > 98% homologii S germinalni
sekvenci maji nemutovany stav IGHV, u pacientd s < 98% homologii hovoiime
0 mutovaném stavu [18, 20]. Pacienti s nemutovanymi geny IGHV maji vyssi
pravdépodobnost vyskytu CD38+ B-lymfocytl, Spatné reaguji na 1éCbu a maji kratsi
prezivani. Také bylo zjisténo, ze mutovany stav IGHV se vyskytuje rovnomémeé jak
uzen, tak umuzi. AvSak nemutovany stav IGHV apozitivita znaku CD38 jasné
prevazuje u muzi [18]. Nicméné v praci Jain a kol. bylo prokazano, ze mutaéni stav
nedéli pacienty pouze na dvé podskupiny, ale jedna se spiSe o kontinudlni proménnou.
V zavislosti na procentudlni homologii s germinalni sekvenci byla kontinuadlné
ovlivitovana doba do progrese i celkové ptezivani nemocnych [21].

Az u 30 % pacientil byva detekovan tzv. stereotypni B-buné¢ny receptor. Tito pacienti
sdili vysoce homologni (stereotypni) sekvenci CDR3 (complementarity-determining
region 3) imunoglobulinovych gend [22]. Nejcastéji se jedna o subsety #1 (IGHV1-5-
7/IGHD6-19/1IGHJ4), #2 (IGHV3-21/IGLV3-21), #4 (IGHV4-34/IGKV2-30), #8
(IGHV4-39/IGHD6-13/IGHJ5) a #10 (IGHV4-39 a IGHV2-5/IGHD2-2/IGHJ6) [23].
Ptipady s urcitymi subsety vykazuji specifické biologické 1 klinické charakteristiky.
Naptiklad pacienti se subsetem #4 jsou mladsi s indolentnim prubéhem nemoci,
pacienti exprimujici IGHV3-21 maji agresivni pribéh nemoci, a to i bez ohledu na
mutacni status IGHV [22, 24]. U pacienti se subsetem #1 byla prokazana asociace
s deleci 119 [25], deleci 17p, pozitivitou bun¢k na znaky ZAP-70 a CD38, kratsi dobou

do prvni 1é¢by i celkovym piezivanim [23], a to i v porovnani s pacienty vykazujici
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stejné negativni prognostické znaky. Subset #2 byl silné asociovan s deleci 13q,

subsety #8 a #10 s trizomii chromozomu 12 [23, 25].

1.2.2 BCR signalizace

B-bunécny receptor (BCR, B-cell receptor) je transmembranovy proteinovy komplex,
ktery je propojen s celou fadou kinadz a fosfataz, jejichz aktivaci dochazi k pfenosu
signalu. BCR je tvofen imunoglobuliny (IgA, IgD, IgE, IgG nebo IgM), které jsou
nekovalentné¢ vazany k CD79A a CD79B proteinim zajistujicich jejich kindzovou
funkci. Po antigenem stimulované aktivaci dochazi k agregaci BCR receptordi, zméné
jejich konformace a aktivaci kinazy LYN. Po vazbé LYN k heterodimeru CD79A/B
dochazi k fosforylaci ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif)
regulacnich proteinii a zméné jejich konformace, ktera umoznuje vazbu a naslednou
fosforylaci kinazy SYK (spleen tyrosine kinase) [26, 27]. SYK nasledné spousti
aktivaci Brutonovy kinazy (BTK), AKT, fosfoinositol-3 kinazy (P13K), fosfolipazy Cy2
(PLCy2), BLNK (B-cell linker protein) a dalsich. Ko-receptorem v celé signaliza¢ni
kaskad¢ je transmembranovy protein CD19, ktery je nezbytny k aktivaci PI3K. K té
dochazi po fosforylaci kindzou SYK. PI3K pak aktivuje PLCy2, BTK a AKT a ¢aste¢né
inhibuje GSK3A, B a FOXO1. Prostfednictvim diacylglycerolu (DAG), inositol-1,4,5-
trifosfatu (IP3) a Ca?* jsou pak aktivovany signalizatni drahy ERK (MEK-extracellular
signal-regulated kinase) a NFxB [27, 28]. Zjednodusené schéma BCR signalizace Vviz
Obrazek 1.

BCR je zasadni komponentou pro pieziti B-lymfocytu i jeho diferenciaci a zrani.
U CLL dochazi ke konstitutivni aktivaci BCR diky vazb¢ autoantigenu k povrchovému
imunoglobulinu [29]. U pacientii s nemutovanym IGHV je BCR signalizace obvykle
zesilena abunky tak snadngji proliferuji. U pacienti s mutovanym IGHV castéji
dochazi ke stavu tzv. anergie. Anergické bunky maji posSkozenou drahu BCR
signalizace zfejm¢ diky konstitutivni fosforylaci SHIP1 (Src homology-2 (SH2)-
containing inositol-5-phosphatase) a jeho adaptoru Dok-1 [30], coz by mohlo
vysvétlovat rozdilnou progndézu a piezivani u pacientl s mutovanym/nemutovanym
stavem IGHV. Stav anergie neni nevratny a je jednou z drah uml¢ovani autoreaktivnich
B-lymfocytd. Dalsimi mechanizmy, které pomahaji branit organizmus proti

autoimunitnim reakcim je klonalni delece a editace receptoru [31-34].
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Obrazek 1: Zjednodusené schéma BCR signalizace

1.2.3 Role mikroprostiedi

Krom¢ BCR signalizace jsou nadorové B-lymfocyty také zavislé na mikroprostiedi.
V prolifera¢nich centrech lymfatickych uzlin pfichdzi do kontaktu s nenddorovymi
burikami — stromalnimi bunikami, T-lymfocyty, nurse-like buitkami a mezenchymalnimi
stromalnimi bunikami. Ty uvoliuji chemokiny, cytokiny, integriny a ¢leny rodiny TNF
(tumor necrosis factor) nutné k preziti CLL bunék, napf. BAFF (B-cell activating
factor) a APRIL (a proliferation-inducing ligand) aktivujici kanonickou drahu NFxB
[28, 35].

CLL bunky po stimulaci BCR uvoliuji chemokiny, napt. CCL22, kterymi mohou
ptitahovat podptirné bunky jako T-lymfocyty [36]. Ty produkuji cytokin IL4
(interleukin 4), ktery diky zvysené regulaci povrchového IgM muze usnadnit stimulaci
BCR autoantigenem, zejména u pacientll s nemutovanym IGHV [37]. Kromé IL4
uvoliiuji T-buniky 1 TNFa, ktery také stimuluje rist CLL bun€k a jejich piezivani.
V proliferacnich centrech vyznamna ¢ast T-lymfocyti exprimuje CD40L (CD154, ¢len
TNF rodiny), ktery se miize vazat na CD40 pozitivni CLL bunky, a tim je chrani ptfed
apoptozou [38].

Chemokiny jsou molekuly usnadiiujici ,,uhnizdéni“ CLL bunc¢k v mikroprostfedi.
Chemokin uvoliovany stromalnimi buiitkami SDF-1 (stromal cell-derived factor-1,
nebo také CXCL12, CXC-chemokine ligand 12), ktery sniZuje expresi receptoru
CXCR4, aktivuje drahu ERK a chrani leukemické bunky pted apoptdézou. Buiiky, které
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opustily lymfatickou uzlinu, maji vSeobecn& nizkou expresi CXCR4 (CXCR4%™)
a vysokou expresi CD5 (CD5”"9™) [28, 39, 40]. Také bylo prokézéno, ze buiiky, které
,cerstveé™ opustily lymfatickou uzlinu a jeji mikroprostredi, maji i vyssi expresi CD20
[41].

Dalsi vyznamnou signalni drahou ovliviiovanou mikroprostiedim je WNT kanonicka
i nekanonicka signalni draha. Ligand Wnt5a se vaze na ROR1 receptor (Receptor
tyrosin kinase-like orphan receptor 1), aktivuje RhoA a RAC1/2, ¢imz zesiluje

chemotaxi, buné¢nou migraci a proliferaci [42-45].

1.2.4 Klinické staZovani
V soucasné dob¢ se pouzivaji dva hlavni zpisoby klinického stazovani CLL. Prvni
podle Raie a kol. (1975) a druhy dle Bineta a kol. (1981) [15, 16].

1. Rai a kol. [15] navrhli klasifikaci zaloZzenou na piedpokladu, ze CLL je

onemocnéni progresivni akumulace nefunkénich lymfocytt. Rozlisuji 5 stadii:

Stadium Ptiznaky

I pouze lymfocytdza v krvi a kostni dfeni

1 lymfocyt6za s lymfadenopatii

1 lymfocytoza se splenomegalii a/nebo hepatomegalii

v lymfocytdza s anémii (Hb méné nez 110 g/1)
V lymfocytdza s trombocytopenii (trombocyti méné nez
100 x 10°/1)

2. Bineta kol. [16] navrhli klasifikaci sestavajici ze tii stadii:

Stadium Piiznaky
A Méné nez tii postizend mista*, bez anémie a trombocytopenie
B Tii nebo vice postizenych mist*, bez anémie a trombocytopenie
C anémie (Hb méné¢ nez 100 g/l) a/nebo trombocytopenie (pocet
trombocytii méné nez 100 x 10%/1)

* Postizend mista — pocitd se jako jeden kazdy z téchto: axildrni, kréni, ingvinalni,
mizni uzliny, at jednostranné nebo oboustranné, slezina a jatra
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1.2.5 Cytogenetické a molekularné-cytogenetické prognostické faktory

CLL je onemocnéni s velmi heterogennim prubéhem, u nékterych nemocnych je mirny,
zatimco u jinych se chova velmi agresivn€. Snahy o stanoveni prognézy u jednotlivych
pacienti se opiraji o klasické rizikové faktory, jakymi jsou: klinické stadium,
zdvojovaci ¢as lymfocytd, morfologie nddorovych B-lymfocytt, vek, pohlavi a fyzicky
stav pacienta v dobé¢ diagnozy apod. V poslednich letech vSak doslo k velkému pokroku
Vv oblasti cytogenetické a molekularné-cytogenetické diagnostiky CLL, kdy byly
definovany nové spolehlivé molekularni markery tohoto onemocnéni (mutace,
chromozomov¢ aberace).

Jiz od 70. let minulého stoleti bylo u CLL pacienti riznymi cytogenetickymi
a molekularn¢  cytogenetickymi  technikami  detekovdno  Siroké  spektrum
chromozomovych zmén. Nejcastéji se jednalo o parcialni delece chromozomu 13, 11
a 17, méné Casto o zisk celych chromozomd, napf. chromozomu 12 [46, 47]. Nicméné
detekce cytogenetickych zmén znaéné¢ omezend a komplikovana. Ke zvySeni zachytu
chromozomovych aberaci metodou klasické cytogenetiky vedla kultivace CLL bun¢k
s CpG oligonukleotidy a interleukinem 2 (IL2) zavedena do rutinni praxe v posledni
dekad¢ 20. stoleti, ktera se ukazala byti spolehlivou a uzite¢nou metodou v urcovani
cytogenetickych zmén [48]. Diky fluorescen¢ni in situ hybridizaci (FISH) se zachyt
vybranych genomovych aberaci u pacientti s CLL jesté zvysil a tato metoda umoznila
detekci chromozomovych aberaci az u 82 % CLL pacientii. Nejcastéji detekovanymi
zménami jsou delece 13q (55 %), delece 11q (18 %), trizomie 12 (16 %), delece 17p

(7 %) a delece 6q (6 %), které se zasadné 1i8i medidnem pieZiti pacientt [10].

Delece TP53

I prediktivni faktor u CLL. Protein p53 je kodovan genem TPS53, ktery lezi na kratkych
ramenech chromozomu 17 (17p13). Jedna se o nejvyznamngéjsi tumor supresorovy gen
téz nazyvany strazce genomu. Ma vyznamnou roli pii opravach DNA a obrané¢ bunék
proti genotoxickému/onkogennimu stresu, hypoxii a dalSim kritickym zménam.
Funguje také jako transkripcni faktor, ktery spousti transkripci genli zapojenych do
mnoha bunécnych procest. Pfi stresu je stabilizovan kindzou ATM, zastavuje bunécny
cyklus a spousti opravy DNA, popt. apoptozu [49].
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Delece TP53 je asociovana s velmi Spatnou progndézou a rezistenci na
chemoimunoterapii. Pacienti s deleci TP53 maji nejkrat$i median pfeziti a jsou u nich
vétsSinou detekovany dalsi negativni prognostické markery — nemutovany IGHV status,
pozitivni exprese CD38 [50]. V mnohorozmérné analyze autoii Mayr a kolektiv (2006)
potvrdili, ze komplexni zmény karyotypu, delece/translokace 17p, exprese CD38 jsou
prognostickymi faktory s nejvy$$im nepiiznivym dopadem na klinické vysledky [51].
Diskutuje se vyznam deleci/mutaci v piipadé mutovaného IGHV [52], nicméné k této
situaci nedochazi velmi Casto a je tfeba dalSich studii.

Frekvence vyskytu deleci/mutaci TP53 se liSi v zéavislosti na stadiu onemocnéni.
V dob¢ diagnézy CLL se vyskytuje jen u 5—7 % nemocnych. Delece 17p je az u 90 %
pacientl doprovazena mutaci druhé alely genu TP53 [53, 54]. Samostatna mutace genu
TP53 bez delece 17p se v dobé diagndzy vyskytuje pouze u 1 % piipada [55]. V dobé
zahdjeni 1écby  frekvence abnormalit narGsta na 15-20 %  pfipadd
a u refrakternich/relabovanych (R/R) pacientl tuto aberaci nachazime az u poloviny
z nich [10, 56]. Stava se tak jednou z nejcastéjSich aberaci ziskanych v dobé 1é¢by.
Dicker a kol. zjistili, ze mutace TP53 jsou signifikantné spojeny s deleci 17p
a komplexnimi cytogenetickymi abnormalitami. Pacienti s abnormalitami TP53 mayji
vyznamneé kratsi ¢as do 1é¢by ve srovnani s pacienty bez aberaci TP53 [54]. U pacienti
S deleci jedné alely TP53 se Casto vyskytuje i mutace zbyvajici alely [57]. Kromé
klasické cytogenetiky a FISH ke zjisténi deleci na 17p by tedy méla byt rutinné
vySetfovana 1 mutace genu TP53. V recentnich studiich se hodnoti vyznam
procentudlniho zastoupeni danych deleci nebo mutaci. Existuji prace, dle kterych je
vyznamné i malé procento [58-60], nicméné i prace prokazujici, Ze pacienti
s delecemi/mutacemi do 20 % maji delsi dobu do prvni 1é¢by i celkové prezivani [61,
62]. O této problematice se také intenzivné diskutuje v ramci skupiny ERIC (European

Research Initiative on Chronic Lymphocytic Leukemia) [63].

Delece ATM

Gen ATM (ataxia telangiectasia mutated) se nachazi na chromozomu 11 v pruhu q22.3,
sklada se z 66 exonll a ma 146 kbp. Gen koduje 370kD jaderny fosfoprotein homologni
s fosfatidylinositol-3-kinazou (PI3K). PI3K ptibuzné bilkoviny hraji roli v  DNA
opravach, DNA rekombinaci a kontrole bunétného cyklu. Gen je zodpovédny za
autozomalné recesivni onemocnéni ataxia telangiectasia (A-T). A-T je charakterizovano
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jako onemocnéni zpusobujici neurologickou degeneraci, imunodeficit, neplodnost,
radia¢ni citlivost a vyraznou nachylnost k nadorovym onemocnénim [64, 65]. Nejcastéji
se jedna o nadory lymfatické soustavy, vCetné nador B- a T-bunék [66]. Pacienti
s deleci ATM maji pfiblizn€ 70krat vyssi riziko vzniku leukémie nez bézna populace.
Bialelické mutace genu ATM byly zjistény také u pacientd s T-prolymfocytarni
leukémii [67]. Dochazi jak k delecim jedné alely genu ATM a mutacim druhé alely
(vede Kk aberantnimu piepisu, sestiihu a tedy zméné nebo zkraceni proteinu), tak
k mutacim obou alel genu [68]. Delece ATM zptisobuje u pacientl rozsahla postizeni
lymfatickych uzlin a je spojena se Spatnym piezivanim pacientli. Kromé vysokeé
nachylnosti K rozvoji leukémie a lymfomu maji pacienti s deleci ATM predispozici ke
tvorbé dvojitych zlomt DNA (DSBs — double strand breaks) — ATM je soucasti
biochemickych drah spojujicich opravy DSBs, regulaci bunécného cyklu
a programovanou buné¢nou smrt. Nékteré z biologickych funkci ATM jsou regulovany
prostfednictvim p53 fosforylace a aktivace dréhy p53. Mutované nebo deletované ATM
tedy zptsobuje aberace v p53 draze [69].
Inaktivace genu ATM piedstavuje molekularni udalost, ktera vede ke vzniku samostatné
podskupiny CLL. ATM mutace jsou omezeny na CLL s pregerminalni charakteristikou
bunék. Zde pak k inaktivaci ATM dochézi nezavisle na zmé&nach TP53 genu a funk¢ni
ztrata ATM urcuje odlisné bunééné odpovedi na poskozeni DNA. Nestava se Casto, ze
by pacienti nesli aberace geni ATM a TP53 zaroven, avSak delece na 17p nebo 11q
preduréuji agresivni formu CLL. Delece 11q jsou celkem casté a vétSinou spojené
S mutaci zbyvajici alely, coZ ma za nasledek ztratu p53-dependentni apoptotické
odpoveédi na 1éc¢bu ¢inidly poskozujicimi DNA [53, 70].
Delece 11q, resp. genu ATM je stale povazovana za jeden z vyznamnych negativnich
prognostickych faktori pro pacienty s CLL, ktefi maji vyrazné€ krat$i dobu do prvni
1é¢by i celkové piezivani [10, 61, 71]. Dle Marasca a kol. vSak také zalezi na
procentualnim zastoupeni delece 11q [72]. Ve své praci prokazali, Ze pacienti s méné
nez 25 % bunék s deleci 11q maji delsi dobu do prvni 1éEby a také 1épe na piipadnou
1écbu odpovidaji. Podle Jain a kol. ovliviiuje vyssi procento deleci 11q (nad 58 %)
I celkové piezivani [71]. Nicméné Van Dyke a kol. ani jednu z téchto skute¢nosti ve své
studii nepotvrdili [61]. Kipps a kol. s ohledem na vysledky ze tfi randomizovanych
studii prokazali, Ze pfi 1écbé ibrutinibem jiZ delece 11q nema negativni prognosticky
dopad [73].
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Soucasti delece 11q také Casto byva také gen BIRC3 (baculoviral 1AP repeat-containing
3), ktery koduje negativni regulator NF-kB proteinu. Az 83 % pacienti s deleci 11q ma
krom¢ genu ATM deletovany i gen BIRC3 lezici v pruhu 11922.2 [74]. Celkem 40 %
pacientii s deletovanym genem BIRC3 ma zarovenn mutaci i deleci ATM. K mutacim
genu BIRC3 muze také dochazet, ty jsou ale v dobé diagndzy vzacné. Vyskytuji se
u pacientu s deleci BIRC3 a funkéni rezidualni alelou ATM [74] a u pacienti fludarabin-
refrakternich s absenci TP53 delece/mutace [75]. Podle Rose-Zerilli a kol. vsak
delece/mutace BIRC3 nemaji vliv na celkové ptezivani ani na dobu do progrese, tyto

parametry spiSe ovliviiuje u 11q deletovanych pacienti gen ATM [74].

Delece 13g14

Delece 13q14 je nejéastéjsi cytogenetickou zménou u pacientti s CLL, vyskytuje se u 55
% nemocnych a jako solo aberace je spojovana s dobrou prognézou [10]. Klinicky
dopad dalsich variant delece na 13q je stale kontroverzni a studie se tak zamétuji na
vyznam velikosti delece 13q, procentualniho zastoupeni delece 13q a vyznam bialelické
delece [76-78].

V ramci minimalni deletované oblasti (minimal deleted region — MDR) je deletovan
gen DLEU2 (deleted in leukemia-2), jehoz funkce je diky nekodujici RNA stale
neznama. Nicméné obsahuje intronné uloZzené miR-15a a miR-16-1, které maji vliv na
regulaci genu BCL2 a podileji se tak na patogenezi CLL [79-81]. MiRNA patfi do ttidy
nekodujich RNA s funkci regulace genové exprese na trovni transkripce nebo translace.
V zévislosti na regulovanych genech mohou plisobit jako tumor supresory i jako
onkogeny [82].

BCL2 (B-Cell Lymphoma 2) je antiapoptoticky gen, jehoz exprese byva zvySena u fady
onkologickych onemocnéni (leukémie, lymfomy, karcinomy) [83]. MiR-15a i miR-16-1
jsou castecné homologni s mRNA BCL2 genu a diky degradaci nebo ovlivnéni stability
této mRNA snizuji jeho expresi. V bunkach s deleci je tak exprese genu BCL2 zvySena
[84]. Dle Degheidy a kol. Ize dokonce na =zakladé exprese Bcl2 urcené
flowcytometricky rozlisit pacienty s monoalelickou a bialelickou deleci 13q [85]. Pocty
kopii 13q pak pozitivné koreluji s hladinami miR-15a a miR-16-1 [86]. MiR-15a a miR-
16-1 tedy reguluji bunéény cyklus a diky schopnosti indukce apoptoézy a inhibice

proliferace maji tumor supresorovou aktivitu [84].
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Byla také prokazana snizena exprese miR-143 a naopak zvySend exprese miR-155
U pacientll s deleci 13q nad 80 %, coz krom& gent drahy apoptézy (BCL2, MDM2,
TP53INP1) ovliviiuje také drahu proliferace (KRAS, PI3K-AKT signaling) [87].
U téchto pacientd byly taktéz deregulovany miR-29a a miR-223 [88]. Dal Bo a kol.
uvadi, ze pacienti s deleci 13q14 v < 70 % bun¢k nezahrnujici gen RB1 maji delsi dobu
do 1é¢by onemocnéni nez pacienti s deleci 13q14 ve> 70 % [89]. I kdyz se hladiny
procent patologickych bunék ovliviiujici prognézu pacientli mezi jednotlivymi pracemi
lisi (65-90 %), coz muze byt také zplsobeno rozdilnymi zpiisoby kultivace
patologickych bunék [90], vysSi procenta v multivariantnich analyzach ovliviuji
biologickou charakteristiku a dobu do prvni 1é€by pacientu [78, 89, 91, 92].

Delece mize také zahrnovat gen RB1 (Retinoblastoma-1), ktery je uz soucasti tzv. velké
delece, kterd je asociovana s krat§Sim pfezivanim a mlize byt znakem genomické
nestability vedouci ke komplexnim piestavbam karyotypu [77, 93]. RB1 gen je tumor-
supresorovy gen souvisejici s hereditarnim  nadorovym = onemocnénim < —
retinoblastomem. Kromé role vramci nadorového vyvoje ma vyznamnou funkci
I v normalnim vyvoji bunky, kde reguluje specifické proteinové komplexy v reakci na
ruzné signalni drahy. Tyto proteinové komplexy se ucastni fady molekularnich procest
souvisejicich s DNA, vcetné genové transkripce, replikace DNA, opravy DNA a déleni
bunky [94]. Prostiednictvim regulace téchto procesit hraje RB1 jedine¢né vyznamnou
roli jak v normalnim bunééném vyvoji, tak v nadorovém onemocnéni. Lia a kol. zjistili,
ze ke zvysené proliferaci dochazi signifikantné diive u deleci 13q14 o velikosti CDR
(common deleted region — casto deletovana oblast telomericky k MDR, celkem
o velikosti 0,80 Mb) v porovnani s delecemi 13914 o velikosti MDR (minimal deleted
region — nejmensi deletovana oblast zahrnujici klastr DLEU2/miR-15a/miR-16-1
o velikosti 0,11 Mb) [95]. Existuji vSak prace, ve kterych se vliv vétsi delece 13q
neprokazal [96], podle Yi a kol. ovliviiuje velikost delece 13q spiSe jind B-bunécna
chronicka lymfoproliferativni onemocnéni, ne ptimo CLL [97].

Kromé¢ varianty monoalelické delece se u pacienti s CLL vyskytuje také bialelicka
delece 13q14, popi. ob¢ varianty zaroven [98]. Bialelicka delece byva mensiho rozsahu
a vétsinou nezahrnuje gen RB1 [76]. Byl prokazan signifikantni rozdil v expresi obou
MIRNA u pacientt s bialelickou deleci 13q14 v 77 % bunék a vice [99]. Dle Garg a kol.
byly rozdily mezi monoalelickou a bialelickou deleci 13q14 pouze v hladinach

albuminu a expresi ZAP-70 [100]. Puiggros a kol. popsali, ze vyssi incidenci vyskytu
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bialelické delece 13q maji pacienti s translokaci t(13q), u kterych také Castéji dochazi
k delecim TP53 [101]. Klinicky vyznamny rozdil mezi monoalelickou a bialelickou
deleci vSak neprokézali, i kdyz ptipustili, ze bialelickd delece u klonalniho vyvoje mtze

byt sekundarni udalosti [78].

Trizomie chromozomu 12

U pacientll s CLL se jako jedna z nejCastéjSich numerickych zmén vyskytuje praveé
trizomie chromozomu 12 (+12). Tato zména byla zjisténa jako prvni geneticka zména
uCLL vubec. Ipfesto neni znam piesny prognosticky vyznam. VEtSina pacientd
nesoucich tuto aberaci je vSak zafazena do stfednich ¢i vysSSich klinickych stadii.
Trizomie 12 byla pozorovana jak u typické, tak u atypické formy CLL [102]. Dle
»Kklasické”“ Dohnerovy klasifikace jsou pacienti s +12 zafazeni do stfedniho
prognostického rizika, tzn. s pribéhem onemocnéni hor§im nez pacienti se solo deleci
13q nebo normalnim karyotypem, ale lep$im nez pacienti s deleci 11q nebo 17p [10].
Ke stejnym zavérim dosla skupina autort Van Dyke a kol., nicméné doba do prvni
1é¢by byla u pacient s +12 srovnatelna s pacienty s deleci 17p. Nutno vSak dodat, ze
OS (overall survival — celkové piezivani) je vyrazné kratsi u pacientt s deleci 17p [61].

Jednim z kandidatnich gent lokalizovanych na chromozomu 12 je onkogen MDM2
(12913-14), dalsimi naptiklad KRAS-2, INT-1, CCND2, avsak ani zde nebyla potvrzena
asociace s CLL. Mdm2 je v autoregula¢ni zpétné vazbé s nadorovym supresorem p53.
Z tohoto dtivodu by mohla hrat intracelularni hladina téchto dvou proteint dalezitou
roli v bun&tné proliferaci a nddorech. Nicméné statisticky vyznamna korelace mezi
expresi Mdm2 proteinu a klinickou etapou onemocnéni Se nepotvrdila [103].
V nékterych piipadech se s trizomii 12 zaroven objevuje trizomie 19 [47]. Dle studie
Ibbotson a kol. se trizomie 12 a 19 vyskytuje v 2,1 % ze vSech pacientl s trizomii 12
[104].

Také byla prokazana asociace +12 s mutacemi genu NOTCHL, coz souvisi s pozitivni
regulaci bunécného cyklu, proliferaci a soucasné horsi prognézou [105]. NOTCH1
koduje transmembranovy protein, ktery ma roli ligandem-aktivovaného transkripéniho
faktoru. K mutacim dochazi v PEST doméng, ta je soucasti intracelularni domény, ktera
je také cilem pro ubiquitinylaci a degradaci [106]. Dle Balatti a kol. (2013) je NOTCH1
mutace zodpovédna za progresi CLL vedouci k agresivnéjsi formé onemocnéni
S horsim ptezivanim [107] a zhorSuje tak intermedialni prognézu pacientt s +12 [105].
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Podle autora Mittal a kol. maji pacienti s deleci 11q nebo +12 overexpresi genu ATF5
a naopak snizenou expresi geni CDC16, PCDH8, SLAM, MNDA a ATF2 [108]. Gen
ATFS je clen rodiny aktivacnich transkripénich faktorid, ktery reguluje diferenciaci
a inhibuje apoptozu [109, 110]. Hraje tedy dilezitou roli v bunééném cyklu a jeho
ovlivnéna exprese muze hrat dilezitou roli v kancerogenezi [110]. Mezi
downregulované geny patii také dalsi tumorsupresorové nebo proapoptotické geny:
cFOS, FOSB, FOSL2, CDKN1A (p53 dependentni inhibitor bunééného cyklu) a NR4A3
[107].

Zucchetto a kol. ve své studii prokazali, ze pacienti s +12 téméf univerzalné exprimuji
znak CDA49d, ktery je povazovan za negativni prognosticky faktor, a jsou
charakterizovani nejvys$simi hladinami exprese tohoto znaku ze vSech CD49d+ CLL
[111]. Vysoka exprese CD49d také asociuje s NOTCH1 mutacemi. Diky NOTCHI1-
dependentni aktivaci NFkB dochazi k pozitivni CD49d regulaci exprese [112]. Dle
Athanasiadou byla u pacientli s +12 prokazana také signifikantni pozitivita FMC-7
[113]. Bunky CLL s +12 maji zvySenou expresi integrini CD11b, CD18, CD29
a ITGB7 a adhezni molekuly CD323. Naopak snizenou expresi znakii CD11a, CD11b
a CDI18 maji pacienti CLL s +12 se soufasnou mutaci genu NOTCH1 [114]. Strati
a kol. prokazali, Ze pacienti s +12 maji kromé oc¢ekavané zvysené miry pozitivity CD38
a atypického imunofenotypu vyssi incidenci trombocytopenii, Richterovy transformace

a sekundarnich malignich neoplazii [115].

Duplikace MYC (8924)

Gen MYC (8q24) je onkogenni transkripéni faktor, ktery reguluje 10-15 % gent
v genomu a kontroluje mnoho aspekti bunééného cyklu (DNA replikace, syntéza
proteint, regulace metabolizmu, déleni bunék) [116]. V piipadé ptestavby genu MYC
dochazi diky translokaci ke konstitutivné zvysené expresi, vétSinou v disledku vlivu
napfiklad imunoglobulinovych enhancerd. Pfestavba genu MYC s IGH v translokaci
t(8;14)(q24;q32) je primarni zménou u Burkittova lymfomu a muize se taktéz
vyskytovat u DLBCL (difuzni velkobunéény B-lymfom), kde soucasné s piestavbou
genu BCL2 odliSuje podskupinu double-hit lymfomi (popf. triple-hit lymfomi se
soucasnou piestavbou genu BCL6) s velmi nepiiznivou prognozou [117].

U nemocnych s CLL se nej¢astéji vyskytuje varianta duplikace MYC. Bylo zji§téno, Ze
indukce MYC je zavisla na MEK/ERK signalni draze. Je tedy pravdépodobné, Ze hraje

24



dulezitou roli v antigenem indukované proliferaci bunék u pacienta s CLL [118].
Prestavba genu MYC se vyskytuje zfidka a byla pozorovana pfevazné u pacientii
pokrocilého v€ku a muzského pohlavi. Prestavba MYC souvisi se zvySenymi pocty
prolymfocytii a nepfiznivou prognézou [119] a mlize znamenat progresi onemocnéni
nebo transformaci CLL do Richterova syndromu [120]. MYC translokace byly casto
pozorovany zaroven s neptiznivymi cytogenetickymi markery jako je napiiklad delece
11q, 17p nebo monozomie 17 [121, 122]. Podle autorti Chapiro a kol. je vliv delece 17p
azmnozeni 8q na prezivani synergicky a jedna se o tzv. double hit CLL [123].
Abnormality chromozomu 8 (duplikace/piestavba 8q, popi. delece 8p) soucasné
S deleci/mutaci TP53 byvaji ¢asto soucasti komplexniho karyotypu, coz vede k vyrazné
hor§imu pfezivani [122]. Kromé& aberaci genu TP53 a stereotypniho B-bunécného
receptoru jsou abnormality genu MYC dalSim rizikovym faktorem pro transformaci
CLL do DLBCL [124].

Delece 6921

Delece postihujici dlouhé rameno chromozomu 6 (6q) patii mezi nej€astéji pozorované
chromozomové aberace lymfoidnich malignit a byly identifikovany jako negativni
prognosticky faktor. Co se tyka CLL, delece v oblasti 6921 se vyskytuje u 7-10 %
pacientti [125, 126]. Neni znamo, které konkrétni geny na 6q jsou zodpovédné za
lymfoproliferaci, ale jednim z kandidatnich gent je FOXO3 [127], ktery ma zéasadni
vyznam ve spontannim i chemokin-indukovaném ptezivani bun¢k CLL. To podporuje
myslenku, Ze homeostatické chemokiny pfispivaji k rezistenci CLL bunék k bunécné
smrti diky inaktivaci transkripéniho faktoru FOXO3, ktery miize pfedstavovat novy
terapeuticky cil [128]. Jarosova a kol. identifikovali MDR v pruhu 6q21, kde se nachazi
geny SCML1, SEC63, OSTM1, NR2E1, SNX3, LACE1 a FOXO3. Byla prokazana nizsi
mRNA exprese geni FOXO3, LACE1, SNX3 a SCML4 u pacientd s deleci 6q [126].
FOXO3 je kandidatni tumor-supresorovy gen pattici do rodiny FOXO transkrip¢nich
faktorii (forkhead box O). Pfezivani bun¢k (at’ uz normélnich nebo malignich) je zavislé
na signalni draze PI3K-Akt-FOXO, navic FOXO3 ma stejné vazebné misto jako
FOXP1 (antiapoptoticky transkripéni faktor) [129]. FOXP1 funguje jako pozitivni
regulator BCR-signalizace, jehoz vysSi exprese je asociovana s horSim pfezivanim.
Cerna a kol. identifikovali miR-34a, ktera je indukovana v odpovédi na DNA poskozeni
a reprimuje FOXP1 (diky vazbé na 3"UTR vazebné misto) [130]. Musilova a kol. dale
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identifikovali miR-150, jejiz vyssi exprese snizuje expresi gent kodujicich proteiny
zesilujici BCR signalizaci. Buiiky s nizkou hladinou miR-150 maji vys$i expresi
FOXP1 a GABL1 (geny s 3"'UTR konzervovanym vazebnym mistem pro miR-150) [131].
Delece 6921 se jako primarni zména u pacientl s CLL téméf nevyskytuje. Je to
charakteristicka sekundarni zména spojend s progresi onemocnéni. Pacienti s touto
abnormalitou maji vyznamné sniZeny interval pieziti ve srovnani s ostatnimi pacienty
[132]. Analyzy klinickych charakteristik a laboratornich parametr ukazaly, ze pacienti
s deleci 6q méli vyssi pocet bilych krvinek a rozsahlejsi lymfadenopatii [125] a nalez
této delece je spojen i s dalSimi negativnimi zménami: atypickou morfologii lymfocyti,

Castou splenomegalii, CD38+ a kratkym ptezivanim [133].

Piestavba IGH

Gen pro tézky fetézec imunoglobulinii je dal$i oblasti, kterd se zapojuje do
chromozomovych ptestaveb u pacienti s CLL. Nachazi se na chromozomu 14 v pruhu
14q32.33. Translokace tohoto genu neni u pacientd s CLL tak Casta, je vSak rekurentni ¢
7%) [10, 134-136]. Dle Cavazzini a kol. se pfestavba IGH muze vyskytnout v ramci
klonalni evoluce [137]. Obecné ma piestavba IGH negativni prognézu diky translokaci
do blizkosti onkogenu, ¢imz spousti jeho transkripci [138]. Kromé piestaveb IGH se
u CLL mohou také vyskytnout piestavby IGK nebo IGL. Nejcastéjsimi transloka¢nimi
partnery byvaji BCL2 (18g21), BCL3 (19g13), CCND1 (11q13), MYC (8q24). CLL
s pfestavbami IG lokust jsou spojeny s atypickou morfologii bunék a geny vstupujici
do translokaci s témito lokusy se uplatiiuji v kontrole bunééného cyklu nebo apoptozy
[139].

Autofi Cavazzini a kol. prokazali kratsi dobu do 1écby, pokrocilejsi stadium
onemocnéni, pozitivitu bunék na CD38 znak a hor§im ptrezivanim. Pfezivani bylo
srovnatelné se skupinou pacientil s komplexnimi karyotypy, 1 kdyz z hodnoceni byli
vylouceni pacienti S translokaci t(11;14)(q13;q32) a také t(14;19)(q32;q13.2), kteti maji
Casto atypickou formu CLL s rysy leukemizovaného B-NHL [136].

Jednou z nejcastéjsich prestaveb je translokace t(14;18)(q32;q21) s pfestavbou genti
IGH/BCL2 [136]. BCL2 je antiapoptoticky gen, jehoz translokaci s IGH dochazi k jeho
konstitutivni expresi. Tato translokace je Casto asociovana s folikuldrnim lymfomem

a koreluje s vyskytem trizomie chromozomu 12 [140, 141].
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Translokace t(14;19)(q32;913.2) s piestavbou IGH/BCL3 asociuje s pozitivitou znaku
CD38, nemutovanym IGHV a taktéz negativni progndzou [142-145]. Velmi ¢asto byva
doprovazena dalsimi cytogenetickymi aberacemi, napft. trizomii 12 nebo komplexnimi
karyotypy [144, 146]. Translokace genu BCL3 vzdy usti v overexpresi bcl3 proteinu
[147, 148], takze dochazi k ovlivnéni exprese NF-kB-dependentnich gend.

Piestavba genu BCL2 ve srovnani s pfestavbou BCL3 neni tak agresivni. Pacienti
S prestavbou t(14;18) maji nizsi lymfocytdozu, méné Casto splenomegalii a také méné
Gasto exprimuji CD38. Cast&ji se prestavba genu BCL2 vyskytuje jako solo aberace,
popt. zaroven s deleci oblasti 13914 a mutovanym IGHV [149]. Pacienti s IGH/BCL3
ptestavbou mivaji vysoké nebo velmi vysoké CLL-IPI skore, maji kratsi TTFT (time to
first tretament, doba do prvni 1écby) i OS (overall survival, celkové piezivani) [150] .
Translokace t(2;14)(p16;932) zahrnuje geny IGH a BCL11A. Jednd se o vzacnou
ptestavbu, ktera asociuje s atypickymi morfologickymi znaky, pozitivitou na ZAP-70
anemutovanym IGHV [151]. BCL11A (diive EVI9) je myeloidni nebo B-buné&ny
protoonkogen. Ugastni se postnatalniho vyvoje a normalni lymfopoézy a miize fungovat
I jako tumor-supresorovy gen u T-bunéénych malignit [152]. K lymfoidnim malignitam
muze vést diky translokaci nebo také amplifikaci BCL11A [153].

Translokace t(11;14)(q13;932) je velmi ¢astou aberaci u lymfomu plastové zony, popi
u mnohocetného myelomu. U CLL je velmi vzacna [154]. Dochazi k fizi genit CCND1
aIGH. CLL pacienti s prestavbou t(11;14) maji atypicky imunofenotyp s CD19-,
CD5+, CD23-/low, CD79b/slgM(D)++, and FMC7+ a jsou charakterizovani $patnou
progndzou [155].

Dale se spiSe sporadicky vyskytuje translokace s geny CCND3 (6p21) a CDK6 (7921)
[136]. Krom¢ translokaci genu IGH se setkavame i s jinymi variantami — napt. s deleci
3’konce IGH, coz ma negativni prognosticky dopad [138], nebo s deleci 5'konce IGH
genu, kterd souvisi s fyziologickymi procesy pii piestavbach a rekombinacich V, D, J
segmentt [156], vyskytuje se dokonce az u 82 % pacientd [157] a nema vliv na

progndzu pacientd.

ZmnoZeni krdatkého ramene chromozomu 2

Zmnozeni kratkého ramene chromozomu 2 (2p+) neni ¢astou zménou vyskytujici se
u pacientll s CLL, avSak jedna se o aberaci zhorSujici pacientovu prognézu. Vyskytuje
se u 2 az 8 % nemocnych [158, 159] a v ramci minimalniho rozsahu zmnozeni (2p13—
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2p25, 64 Mbp) jsou lokalizovany 3 znamé onkogeny: REL (2p16), ALK (2p23) a MYCN
(2p24). Gen REL koéduje transkripéni faktor NF-kB rodiny a jeho zmnoZeni je Casté
ufady B-lymfomu [160]. NMYC koéduje transkripéni faktor MYC rodiny a reguluje
cyklus proliferace cerebralnich bunék, Casto byva zmnozen u neuroblastomt [161].
Samostatn¢ se tato zména vyskytuje vzacné, provazi dals§i chromozomové zmény —
deleci 13q, 11q, 18p, 17p a 6q. Zmnozeni 2p se mize vyskytovat v mnoha formach jako
razné derivované chromozomy, popfi. ¢astecné trizomie. Duplicitni 2p sekvence byva
také zapojena do nebalancovanych translokaci s dal§imi chromozomy. Zmnozeni 2p je
tedy soucasti dalSich, casto komplexnich chromozomovych zmén, souvisejicich
s progresi onemocnéni [158, 159]. Casta je soucasna pfitomnost mutace genu SF3B1
a zahrnuti zmnozeného kratkého ramene chromozomu 2 do komplexniho karyotypu.
Gen NMYC byva zmnozen u pacientd s transformaci do Richterova syndromu [162]
Celkové je zmnoZeni 2p mnohem castéj$i u nemocnych s nalezem nepiiznivych
cytogenetickych deleci (ATM, TP53), nemutovanym stavem IGHV, expresi znakl
CD38 a ZAP-70. Exprese ZAP-70 koreluje se zmnozenim ACP1 (2p25.3). Také byla
prokazana zvysena exprese geni NCOAL a ROCK2 lokalizovanych na 2p, které hraji
rozhodujici roli v progresi CLL [163, 164].

Komplexni karyotyp

U 10-20 % nové diagnostikovanych pacienti se vyskytuje komplexni karyotyp [46, 48,
135, 165, 166]. Je charakterizovan jako pfitomnost 3 a vice klonalnich
chromozomovych aberaci v karyotypu a je povazovan za silny nezavisly prognosticky
marker rychlé progrese onemocnéni a velmi kratké doby remise u CLL [166]. V celé
fad¢ studii komplexni karyotypy asociuji s progresivnim onemocnénim, negativni
prognozou, rezistenci vici terapii a kratS8im ptrezivanim pacientt [46, 51, 134, 167-171].
Pfitomnost komplexniho karyotypu koreluje jednak s nemutovanym IGHV, pozitivitou
bunék na znak CD38 a ZAP-70 [48], ale také chromozomovymi translokacemi [51]
a nefunk¢énimi telomerami, které vedou k defektim v opravach poskozené DNA
a zarovenl v apoptoze. Komplexni karyotyp se muze vyskytovat jak v dob& diagnozy
CLL, tak v dobé¢ relapsu nebo progrese onemocnéni, kdy vznikd v ramci klonalniho
vyvoje (CE) [172]. U CE se vyrazn¢ uplatiuje vyznam ptedchozi 1é¢by, avsak bylo také
zjisténo, ze se dané zmény dominujici v komplexnim karyotypu v dobé relapsu
nachazeji u pacientd i v dob¢ pied terapii. Uvadi se, Ze nasledkem mutace TP53 byvaji
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soucasti komplexnich karyotypt velmi slozité patologické klony, které se v dobé¢
relapsu stavaji dominantnimi [166]. Studiem vlivu komplexniho karyotypu (CK)
a deleci geni ATM a TP53 byl prokazan vliv CK a deleci genti TP53 na OS, ale rozdil
mezi témito skupinami jiz signifikantni nebyl [173, 174]. 1 kdyz byla pozorovana
tendence Kk horSimu pfezivani u pacientt s CK a zaroven deleci/mutaci genu TP53 v éfe
imunochemoterapie [174], Thompson a kol. uvadi CK jako silngjsi prediktor
u refrakternich/relabovanych pacienti 1éenych ibrutinibem [175]. Dle recentni studie
Baliakas a kol. bylo doporuceno rozliseni pacienti s komplexnim karyotypem do
nékolika skupin: 1. pacienti s CK a soucasné trizomii chromozomu 12 a 19 (maji velmi
indolentni prib&h nemoci), 2. — 3. pacienti se tfemi, resp. ¢tyfmi zménami v karyotypu
bez delece/mutace genu TP53 (taktéz delsi prezivani), 4. pacienti s > 5 aberacemi (ktefi
méli uniformné velmi agresivni prubéh nezavisle na ostatnich prognostickych

markerech jako napt. muta¢ni stav IGHV nebo mutace/delece TP53) [176].

1.2.6 Lécba

Klasické cytogenetika (G-pruhovani) a FISH jsou v dnesni dob¢ jiZ rutinné vyuZivané
metody K detekci cytogenetickych a molekularné-cytogenetickych aberaci. Vyznam
téchto zmén je nepopiratelny a jednotlivé abnormality maji jak prognosticky, tak
i prediktivni vyznam. Pacienti s deleci 11q nebo 17p se fadi do skupiny s nejvyssim
prognostickym rizikem, kam spadaji i pacienti s komplexnim karyotypem, ktefi
nereaguji na lécbu standardnimi reZimy nebo brzy po ukonceni 1écby relabuji. VySetieni
chromozomovych zmén metodou FISH (delece 11q, 13q, 17p a trizomie chromozomu
12) pted zahajenim prvni linie 1écby a také pied kazdou novou linii 1écby se stalo
soucasti diagnostickych doporuéeni Ceské skupiny pro chronickou lymfocytarni
leukémii (CSCLL) [177].

Lécba CLL byla dfive postavena na zakladé spiSe neucinnych pfistupd, jako je
radioterapie nebo 1é¢ba alkylaénimi agens (napt. chlorambucil). Nicméné v poslednich
dvou dekadach jsme svédky revoluce v 1é¢bé CLL. Prvnim pfevratnym objevem byla
na konci minulého stoleti purinova analoga (nejcastéji pouzivany fludarabin), zejména
pak kombinace s rituximabem (chimerickou monoklonalni anti CD20 protilatkou) [170,
178]. Kombinace fludarabin + cyklofosfamid + rituximab (FCR) je standardni prvni

linii 1é¢by u mladsich a,fit“ pacienti dodnes. U star§ich nemocnych je moZnou
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variantou 1é¢ba bendamustin + rituximab, ktera neni tolik toxicka [179]. Uvedené
kombinace navodily vysoké procento odpovédi na 1é¢bu i kompletnich remisi. Nicméné
u pacientl s deleci kratkého ramene chromozomu 17, popf. mutaci genu TP53, deleci
dlouhého ramene chromozomu 11 nebo komplexnim karyotypem byla ucinnost této
1é¢by velmi omezena.

Pochopenim molekularnich drah a patogeneze CLL doSlo v poslednim desetileti
k objevu hned né¢kolika cilenych 1¢kt, které se zdaji byt efektivni i u pacientd
S nepfiznivymi cytogenetickymi zménami. Jednd se o inhibitory Brutonovy kindzy
(BTK) — ibrutinib, delta izoformy fosfatidyl-inozitol-3-kinazy (PI3K3) — idelalisib
a BH3 mimetikum — venetoklax.

Ibrutinib je inhibitor Brutonovy kinazy, ktera je soucasti signalni drahy B-bunééného
receptoru. Diky inhibici fosforylace BTK dochdzi i k pferuSeni néaslednych
molekularnich drah vedoucich k piezivani patologickych B-lymfocytd (ERK1/2, PI3K,
NF«kB). Zaroven dochazi k zamezeni proliferace CLL buné€k, blokadé signalu
Z mikroprostiedi a kontaktu CLL buné€k se stromalnimi buiikami, ¢imz zabranuje CLL
bunkam v uhnizdéni v mikroprostiedi kostni dfené nebo lymfatickych uzlinach [180].
Diky tomu po zahajeni terapie ibrutinibem migruji buniky z kostni diené a lymfatickych
uzlin do periferni krve a pfechodné se tak zvySuje lymfocytéza v krevnim obraze
pacientu [181].

Idelalisib je inhibitor delta izoformy fosfatidyl-inozitol-3-kinazy (PI3KJd), ktera funguje
jako prenase¢ signalu z povrchovych receptortt B-lymfocytu. Jeji inhibici tak dochazi
Kk inhibici chemotaxe a uhnizdéni CLL bun€k v mikroprostiedi, sniZzeni sekrece
chemokinl stromalnimi buiikami a redukci ,,pro-survival® signali z BCR nebo NK
bunék [182, 183].

Venetoklax funguje jako inhibitor bcl2 proteinu, ktery se vaze na jeho BH3 doménu
(BH3 mimetikum). Bcl2 je antiapoptoticky protein, jehoz exprese je zvySena u vsech
CLL pacienti a zpusobuje tak rezistenci vii¢i apoptdze a akumulaci bunék zpisobujici
lymfocytozu [84, 184]. Diky venetoklaxu dochazi k permeabilizaci membrany
mitochondrii, aktivaci kaspaz a indukci apoptozy [185].

V bézné praxi se lécba pacientil ihned po stanoveni diagnézy nezahajuje. VéEtSinou se
¢eka na progresi onemocnéni €i jeho symptomy. Nicméné pacienti v pokrocilém stadiu
onemocnéni (C dle Bineta, III-IV dle Raie) jsou indikovani k 1é¢bé témétr vzdy,

U pacientll ve stiednim stadiu (B dle Bineta, I-II dle Raie) se 1é¢ba zahajuje az po
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prokazané klinické manifestaci onemocnéni. VSeobecné se indikace k 1é¢b¢ CLL fidi
mezinarodné uznavanymi kritérii iwCLL 2018 [186, 187].

K zahdjeni 1écby je nutné splnit nejméné jedno z nasledujicich kritérii:

1. selhani kostni dfené (zhorseni nebo rozvoj anémie a/nebo trombocytopenie);
2 masivni, progresivni nebo symptomaticka splenomegalie;

3. masivni, progresivni nebo symptomatickd lymfadenopatie;

4 progresivni lymfocytéza (vzestup nejméné 0 50 % behem 2 mésici nebo

LDT kratsi nez 6 mésicu);

o

autoimunitni anémie a/nebo trombocytopenie Spatn¢ odpovidajici na 1écbu;

6. nejméné jeden znasledujicich systémovych pfiznakii souvisejicich
S onemocnénim:

a) nechtény ubytek hmotnosti 0 > 10 % v prub&hu piedchozich 6 mésict,

b) vyznamna unava,

c) horecky nad 38 °C po dobu nejméné 2 tydnu (bez prikazu infekce),

d) nocni poceni po dobu delsi nez 1 mésic (bez prikazu infekce).

Prvni linii 1é¢by u pacienti v dobrém stavu stale zdstava rezim FCR [177, 188]. Dalsi
lé¢ebnou moznosti je podani alemtuzumabu (anti-CD52 protilatka), kombinace
bendamustin + rituximab (BR), poptipadé rituximab + cyklofosfamid + dexametazon
(RCD) ¢i obdobny rezim s vysokodavkovanymi kortikoidy. U pacientt s pridruzenymi
chorobami, a tudiz nevhodnymi k 1é¢bé rezimem FCR, jsou hlavnimi moznostmi 1é¢by
kombinace chlorambucilu s antiCD20 protilatkou (obinutuzumab, ofatumumab nebo
rituximab), popt. BR. Alternativou jsou opét alemtuzumab, bendamustin +
ofatumumab, nizkoddvkované FCR, RCD ¢&i obdobny rezim s vysokodavkovanymi
kortikoidy nebo také ibrutinib. U pacientil s deleci/mutaci genu TP53 je hlavni 1é€ebnou
moznosti ibrutinib nebo idelalisib + rituximab, a to jak u pacientll v dobrém stavu, tak
u pacientd s komorbiditami. Schématické znazornéni prvni linie 1é¢by je uvedeno na str.
33 [177, 187].

V piipad¢ refrakterniho nebo relabovaného (R/R) onemocnéni se 1é¢ba odviji zejména
od doby relapsu od ukonceni ptedchozi linie 1é¢by. Pokud k relapsu dochdzi po vice nez
2-3 letech, je mozné zopakovani puvodni 1écby nebo je vhodné zvazit 1écbu
kombinacemi BR, FCR, popf. nizkodavkovaného FCR. Pokud se jednad o refrakterni

CLL ¢i k relapsu dochazi diive nez po 2—3 letech, nabizi se tyto moznosti: ibrutinib,
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idelalisib + rituximab, venetoklax, popf. alemtuzumab, BR, FCR (v pfipade
komorbidnich pacientli nizkoddvkované FCR), ofatumumab nebo RCD ¢i obdobny
rezim s vysokodavkovanymi kortikoidy. V piipadé ,,fit“ pacientl je jesté¢ mozné zvazit
lécbu platinovymi rezimy ¢i alogenni transplantaci krvetvornych bunék. Alogenni
transplantace by méla byt zvazovana zejména u pacientl s rizikovym onemocnénim
a nepiiznivym klinickym pribéhem (pacienti s deleci/mutaci TP53, nemocni refrakterni
na purinova analoga nebo s brzkym relapsem po chemoimunoterapii). Schéma

l1écebnych doporuceni pro pacienty s R/R CLL je uvedeno na str. 34 [177, 187].
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Schéma 1é&ebného postupu v 1. linii 16¢by, vypracovano dle CSCLL doporuéeni [177]:
Lécba CLL v 1. linii

>l b

Mladi a fit pacienti Nemocni s Vyra;nymi komorbiditami
Bez delece/mutace TP53 S deleci/mutaci TP53 Bez delece/mutace TP53 S deleci/mutaci TP53
Hlavni FCR Ibrutinib Obinutuzumab + chlorambucil Ibrutinib
1ééebna
mozZnost Idelalisib + rituximab Ofatumumab + chlorambucil Idelalisib + rituximab
BR
Rituximab + chlorambucil
Dalsi Alemtuzumab Alemtuzumab Alemtuzumab
moznosti
BR RCD ¢i obdobny rezim Bendamustin + ofatumumab
s vysokodavkovanymi
RCD ¢i obdobny rezim kortikoidy Ibrutinib
s vysokodavkovanymi
kortikoidy nizkodavkovany FCR
RCD ¢i obdobny rezim
S vysokodavkovanymi
kortikoidy
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Schéma lIé¢ebného postupu v piipadé refrakterni/relabované CLL, vypracovano dle CSCLL doporudeni [1771:

Lécba v pripadé refrakterni CLL nebo relapsu onemocnéni

Relaps po vice nez 23 letech Refrakterni CLL, relap; do 2-3 let nebo relaps s deleci/mutaci TP53

/\t

Fit nemocni
Zopakovani piivodni 1éCby

Ibrutinib Ibrutinib
Hlavni
lé¢ebna Idelalisib + rituximab Idelalisib + rituximab
moznost
Alogenni transplantace Venetoklax*,**
Venetoklax™,**
Alemtuzumab Alemtuzumab
Dalsi BR
moznosti BR BR
FCR
FCR Nizkodavkovany FCR
Nizkodavkovany FCR
Ofatumumab nebo Ofatumumab
platinové rezimy
RCD ¢i obdobny rezim

RCD ¢i obdobny
rezim s vysokodavkovanymi
kortikoidy

*U pacientii s deleci/mutaci TP53 po selhdni ¢i pri nemoznosti 1écby inhibitorem BCR.
**U pacientii bez delece/mutace TP53 po selhani chemoimunoterapie i lecby BCR inhibitorem.
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1.2.7 Richterova transformace (Richtertiv syndrom)

Richteriv syndrom (RS) je vzacna transformace CLL, ktera se vyskytuje u 5-10 %
pacientli. VétSinou se jedna o transformaci do DLBCL, vzacnéji do Hodgkinova
lymfomu (HL) [189-191]. Vyjime¢né muze CLL také transformovat do lymfomu
plastovych bunék [192], imunoblastického [193] nebo plazmablastického lymfomu ¢i
se dokonce transdiferencovat do hystiocytarniho sarkomu [194]. Prognéza RS je velmi
nepiizniva a je charakterizovana velmi kratkym celkovym piezivanim [189, 190]. RS
mize vzniknout de novo (,unrelated RS — klonalné nepiibuzny) nebo transformaci
puvodniho CLL bunééného klonu (S totoznou IGHV sekvenci, ,,related RS* — klonalné
ptibuzny) [191].

Transformace CLL do HL je vétSinou spjata s EBV infekci (Epstein-Baar virus), IGHV
byva utéchto pacienti ve vé&tSiné piipadi mutované ave srovnani s variantou
transformované CLL do DLBCL vznika ¢asté&ji de novo [191, 195].

Vseobecné maji pacienti srizikem RS pfi diagnoéze pokrocilé stadium nemoci,
lymfadenopatii (> 3 cm), vys§i hladinu laktat-dehydrogendzy, nemutované IGHV
a stereotypni BCR receptor (subset #8, nejcastéji IGHV4-39/IGHD6-13/IGHJ5),
pozitivni expresi CD38 a ZAP-70, absenci delece oblasti 13q14 [190, 196] a kratsi
telomery (< 5000 bp) [197].

Kromé& samotné exprese CD38 [190] je rizikovym faktorem i geneticky polymorfizmus
v jeho sekvenci (C>G v regulaénim regionu intronu 1). Pacienti s nejvyssi frekvenci
G alely maji horsi progndzu a vysokou pravdépodobnost rozvoje RS [198].

Zhruba 60-80 % pacienti s RS ma aberaci TP53, zejména pacienti S klonalné
ptibuznym RS. U klonalné¢ nepiibuznych DLBCL se delece/mutace TP53 vyskytuji jen
ve 20-25 % ptipadl. Druhou nejcastéjsi zmeénou u pacientt s klonalné piibuznym RS je
mutace v genu NOTCHL1 (az 40 % pacientt) [199]. Ve studii autort Fabbri a kol. byla
mutace genu NOTCH1 prokazana u 8 % pacientd v dobé stanoveni diagnézy CLL,
béhem progrese do RS toto procento vzrostlo na 30 % [200]. Za zmény vyskytujici se
uCLL pacienti vyhradné¢ v dobé transformace jsou povazovany aberace geni
CDKNZ2A/B, které byly prokazany u cca 30 % piipadt [201]. CDKN2A (9p21) koduje 2
proteiny: 1. pl6INK4A, ktery funguje jako negativni regulator bunééného cyklu [202],
a 2. ARF, inhibitor MDM2, ktery negativné reguluje p53 [203]. Dalsimi castymi
cytogenetickymi aberacemi jsou abnormality genu MYC (duplikace/piestavby) [124,
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204], trizomie chromozomu 12 [205], dale zmnoZeni v oblasti kratkych ramen
chromozomu 2 (geny NMYC, REL) a ztraty v oblasti kratkych ramen chromozomu 8
(8p23.1-8p21.2, 8p21.2) [206].
Aberace geni TP53, CDKN2A/B a MYC se ¢asto vyskytuji spole¢n€, nicméné trizomie
12 pfitomna az u 30 % pacientl s RS se vzajemné s t€émito zménami vylucuji. Aberace
genu TP53 je Casto doprovazena deleci oblasti 13q14 a genu RB1. Kromé¢ jiz diive
uvedenych aberaci, dal§imi zménami v poctech kopii u RS byvaji delece v oblastech
dlouhych ramen chromozomu 7 (7q31.31-7936.3) a 14 (14923.2-14q32.33)
a amplifikace v oblasti dlouhych ramen chromozomu 11, 13 a 18 [201].
Pacienti s RS jsou charakterizovani komplexnim karyotypem a na zakladé spole¢ného
vyskytu jednotlivych aberaci urcili autofi Chigrinova a kol. [207] 2 hlavni linie vzniku
RS:

1. hlavni linie charakterizovana deregulaci buné¢ného cyklu diky inaktivaci TP53

a CDKN2A, doprovéazena amplifikacemi/piestavbami genu MYC;
2. linie charakterizovana trizomii chromozomu 12 s mutaci NOTCH1 az u 71 %
pacientt,

3. linie se zna¢nou heterogenitou v genetickych zménach.
Pacienti s klonaln¢ neptibuznym DLBCL maji TP53 deleci/mutaci jen ve 20-25 %
ptipadd [124], nemaji mutace v genu NOTCH1 ani aberace genu MYC. Celkové se
klonaln¢ neptibuzny RS chova stejné jako de novo vznikly DLBCL. Ma jiné genetické

aberace a taktéz lepsi prognozu [199].
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2. CILE DIZERTACNI PRACE

1.

3.

Vypracovat literarni reSerSi na téma chronické lymfocytarni leukémie se

zamétenim na molekularné-cytogenetické aberace.

U pacientt s komplexnim karyotypem urcit:

a) incidenci a vliv na celkové piezivani,

b) frekvenci zasazenych chromozomi a typy nejcastéjSich zmén zahrnutych
Vv detekovanych komplexnich karyotypech, soucasn¢ uréit také vliv
jednotlivych zmén na celkové prezivani,

c) souvislost s delecemi 11q a/nebo 17p, popi. mutacemi TP53 a posoudit,
zda tyto aberace dale zhorSuji prezivani pacientd s komplexnim
karyotypem,

d) asociace sdalSimi prognostickymi charakteristikami (mutaéni stav

IGHV, pohlavi a vék pacientit).

U pacientl s deleci 6q stanovit:

a) incidenci a vliv na celkové piezivani,

b) minimalni deletovanou oblast (MDR) pomoci arrayCGH,

c) kandidatni geny vramci MDR, u téchto dale urcit jejich relativni

expresi.

U pacientl se zmnozenim kratkych ramen chromozomu 2 vyhodnotit:
a) incidenci a vliv na celkové ptezivani,
b) jeho rozsah pomoci arrayCGH,

C) nejcastéji pfidruzené cytogenetické zmény.
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3. SOUBOR PACIENTU A METODY

3.1 Pacienti

Vsichni pacienti se stanovenou diagnézou CLL dle kritérii iwCLL 1996 a 2008 [12,
208] byli vysetieni metodami konvenc¢ni a molekularni cytogenetiky v Laboratofi
cytogenetiky a molekularni cytogenetiky Hemato-onkologické kliniky LF UP
v Olomouci a FN Olomouc béhem let 1996 a 2018 a poskytli informované souhlasy
schvéalené etickou komisi. Bliz§i charakteristika souborii pacienti je uvedena
Vv jednotlivych podkapitolach vysledki. U pacientt CLL byla pro cytogenetické
vySetfeni nejcastéji odebrana periferni krev (PK), popf. kostni dien (KD) nebo

lymfatickd uzlina (LU).

3.2 Metody

3.2.1 Kultivace biologického materialu

Periferni krev (PK) a kostni dfen (KD) se odebird do odbérové zkumavky
s protisrazlivym ¢inidlem (heparinem). Buiniky periferni krve byly kultivovany v RPMI
1640 mediu nebo BM mediu (Gibco, Life technologies, Carlsbad, Kalifornie, USA;
Biological Industries, Cromwell, Connecticut, USA) bez stimulace, popt. za pfitomnosti
DSP30 (TIBMolbiol, Berlin, Némecko) nebo ECAMPO10 (EuroClone, Pero, Italie)
a interleukinu 2 (Sigma Aldrich, Darmstadt, Némecko) po dobu 72 hodin. Bunky kostni
dfené nebo lymfatickych uzlin byly kultivovany v RPMI 1640 nebo BM mediu 24
hodin. Kultivace PK, KD nebo LU probihala pii 37 °C za piitomnosti CO,. Na
poslednich 24 hodin byl do kultiva¢nich nadob pfidan colcemid (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

3.2.2 Konvenéni cytogenetika (G-pruhovani)

Vysetfeni bylo provedeno na metafazich biologického materialu vSech pacientt.
K pruhovani chromozomi byly pouzity standardni metody G-pruhovani [209, 210].
Hodnoceno bylo nejméné 10 metafazi, méné nez 10 hodnotitelnych mitéz bylo
povazovano za neuspeSné vysetieni. Karyotypy byly nasledné sestaveny pomoci

softwaru lkaros (MetaSystems, Altlussheim, Némecko) a =zapsany dle platné
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cytogenetické nomenklatury (ISCN), aktualni verze ISCN 2016 (International System

for Human Cytogenetic Nomenclature) [211].

3.2.3 Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Vsichni pacienti byli vySetfeni metodou FISH k detekci deleci genit ATM, TP53, oblasti
13q14 (D13S319 nebo DLEU1, DLEU?2), 13934 (LAMP1), 6921, trizomie chromozomu
12, duplikace genu MYC a piestavby genu IGH pomoci komeréné dostupnych sond
(Abbott Molecular, Des Plaines, Illinois, USA; Kreatech Diagnostics, Vlierweg,
Nizozemi; MetaSystems). Pro urceni dalSich numerickych aberaci, piestaveb, piipadné
komplexnich karyotypti byly pouzity dalSi lokusové specifické, centromerické,
celochromozomové nebo BAC sondy (Cambio, Cambridge, Velka Britanie; Abbott
Molecular; Dako, Glostrup, Dansko; MetaSystems; BlueGnome, Cambridge, Velka
Britanie), popt. mnohobarevna FISH (mFISH, 24XCyte DNA probe Kit, MetaSystems).
Ve vsech pfipadech bylo postupovano dle ndvodu vyrobce dané sondy. Vysledky
hybridizace byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX60
asoftwaru ISIS (MetaSystems). Pii hodnoceni interfaznich jader bylo zpravidla
hodnoceno 300 bun¢k, hodnota cut off pro patologicky nalez byla stanovena pod 5 %

hodnocenych bunék.

3.2.4 Array komparativni genomova hybridizace (arrayCGH)

DNA izolovana z PK, KD nebo LU byla vySetfena metodou arrayCGH pomoci
nasledujicich platforem: 1Mb 3 K platforma (Leiden University Medical Center,
Leiden, Nizozemi; Department of Human Genetics, Catholic University Leuven,
Leuven, Belgie), CytoChip ISCA 4 x 44 K (BlueGnome), Human Genome CGH
Microarray Kit, 4 x 44 K (Agilent, Santa Clara, Kalifornie, USA) a SurePrint G3 Hmn
CGH + SNP 4 x 180 K Microarray Kit (Agilent). Ve vSech pfipadech byly nasledovany
postupy vyrobce jednotlivych ¢ipli. Vysledky byly hodnoceny pomoci softwaru
BlueFuse Multi software (BlueGnome), Agilent Genomic Workbench nebo Agilent
CytoGenomics (Agilent).

3.2.5 Statistické metody

Kaplan-Meierovy kiivky piezivani (u souboru nemocnych se zmnozenim kratkého

ramene chromozomu 2) byly konstruovany pomoci statistického softwaru GraphPad

Prism (verze 8.2.0). Celkové piezivani bylo definovano jako doba od stanoveni
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diagnozy do data posledniho sledovani nebo data umrti pacienta z jakékoliv pfiCiny.
Jako statisticky vyznamna byla povazovana p hodnota < 0,05. Statistické vysledky
dalsich studii byly vypracovany externimi pracovisti a konkrétni informace o pouzitém

softwaru a metodach jsou uvedeny v ptislusnych publikacich.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Komplexni karyotyp (CK)

Vysledky této studie jsou uvedeny v publikaci Kruzova L, Schneiderova P, Holzerova
M, Vatolikova M, Divoka M, Turcsanyi P, Urbanova R, Kudelka M, Radvansky M,
Kriegova E, Papajik T, Urbankova H: Complex karyotype as a predictor of high-risk
chronic lymphocytic leukemia: A single center experience over 12 years. Leukemia
Research, 2019; 85; viz Ptiloha ¢. 1.

4.1.1 Soubor pacienti

Celkem 644 nelécenych CLL pacientt (diagnostikovanych dle iwCLL doporuceni z let
1996 a 2008 [12, 208]) bylo vysetieno v naSem centru béhem let 1996 az 2017.
Komplexni karyotyp (> 3 chromozomové abnormality v jednom patologickém klonu)
byl detekovan u 79/644 pacientu (12,3 %). Do studie bylo zafazeno i 11 pacientl
S netspésnou nebo neinformativni konvenéni cytogenetikou, u kterych byl prokazan
komplexni karyotyp pomoci interfazni FISH. U 4 z téchto pacientli byly prokazany
minimalné¢ 3 abnormality v nejméné 70 % bunék a u 7 pacientli byl vyskyt aberaci
Vv jednom klonu prokézan dal§im vySetfenim FISH s prikaznou kombinaci sond.

Soubor tvofilo 57 muzi a 22 Zen s medianem véku v dobé diagnozy 64 let (rozmezi 34—
87 let). Komplexni karyotyp byl prokazan u 59 pacientt (75 %) v dobé diagndzy a u 20
pacienti (25 %) ptfed zahajenim terapie (s rozmezim 6-128 meésicli). Mutacni stav
IGHV byl vysetien u 76/79 pacienti, 16 pacientt (20,3 %) mélo mutovany IGHV stav,
ztoho 6 pacienti (7,6 %) neslo subgen IGHV3-21, a 60 pacienti (75,9 %) mélo
nemutovany stav IGHV. Zakladni charakteristika pacientti je uvedena v tabulce 1 (Tab.
1).
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Tab. 1: Zakladni charakteristika pacientti s komplexnim karyotypem

Pohlavi N (%)
Muzi 57 (72)
Zeny 22 (28)
Vék v dobé diagnézy Median (rozmezi)
64 (34-87)
Stadium dle Bineta N (%)
A 24 (30,4)
B 28 (35,4)
C 23(29,1)
Neuréeno 4 (5,1)
IGHYV stav N (%)
Mutovany 10 (13)
Mutovany (VH3-21) 6 (8)
Nemutovany 60 (76)
Nevysetfeno 34)
Piitomnost CK N (%)
V dobé diagnozy 59 (75)
Pied 1é¢bou 20 (25)

*N = pocet pacientii

Léceno bylo celkem 69 pacientii S medianem doby do prvni 1é¢by 197 dni (tedy 6,5
mésice). Imunochemoterapii s kurabilnim potencidlem (jejiz soucasti byl fludarabin
nebo bendamustin) bylo 1é¢eno 51 pacientd. Pét pacientli obdrzelo pouze chemoterapii
(v dobé, kdy nebyla imunoterapie rutinni zalezitosti), 4 pacienti BCR inhibitory v prvni
linii 1é¢by (3x R-idelalisib, 1x ibrutinib) a 9 pacientti bylo 1é¢eno pouze paliativné (5x
monoterapie leukeranem, 3x kortikosteroidy, 1x monoterapie alemtuzumabem). Deset
pacientil nebylo 1é€eno — 6 pacientll z diivodu velmi Spatného celkového zdravotniho

stavu a 4 pacienti zatim k 1é¢bé nebyli indikovani.

4.1.2 Vysledky

Cytogenetické vysledky

Nejcastéji detekovanou rekurentni aberaci u pacientii s komplexnim karyotypem byla
delece oblasti 13q14 (68 %), dale delece oblasti 11922 (43 %), 17p13 (35 %)
a duplikace 8924 (27 %). Dalsimi cCastymi cytogenetickymi abnormalitami byly
duplikace kratkého ramene chromozomu 2 (33 %), delece 6921 (14 %), trizomie
chromozomu 12 (10 %) a piestavba genu IGH (2,5 %). Vysledky metod konvenéni
cytogenetiky, FISH a arrayCGH jsou uvedeny v tabulkach 2 (str. 48) a 3 (str. 55).
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Nejcastéji  postizené chromozomy a soucasny vyskyt detekovanych abnormalit

Vv jednotlivych klonech jsou uvedeny v obrazku 2.

Postizené chromozomy
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Obrdazek 2: A) Schéma nejcastéji postizenych chromozomii v komplexnich karyotypech
a zobrazeni spolecného vyskytu (¢im vétsi zobrazeni chromozomu, tim castejsi jeho
zmeéna v ramci CK; silnéjsi linka zobrazuje castéjsi spolecny vyskyt aberaci prislusnych
chromozomii; nejcastéji postizenymi chromozomy jsou chromozomy 17, 13 a 11,
aberace chromozomu 13 jsou casto doprovazeny aberacemi chromozomii 11 nebo 17,
naopak aberace chromozomii 11 a 17 se spolecné témér nevyskytuji; B) Grafické
zobrazeni nejcastéji postizenych chromozomii

Statistickd analyza prokazala krat§Si OS u pacientli s komplexnim karyotypem ve
srovnani s pacienty bez komplexniho karyotypu (median OS u pacienti s CK byl 77
mésict, median OS pacientll bez CK, kam bylo zahrnuto 565 nemocnych, bylo 115
mésicti; p<0,0001; viz Obrazek 3). Translokace, numerické zmény a dicentrické
chromozomy jako soucast CK jiz na OS vliv nemély (p=0,5, p=0,35 a p=0,62; viz
Obrazky 4-6). Nebyla prokazana ani souvislost mezi po¢tem aberaci (3—4 zmény vs. 5

a vice zmén) a celkovym piezivanim pacientt (p=0,35).
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Obrazek 3: Celkové prezivani u pacientii s komplexnim karyotypem vs. bez komplexniho
karyotypu
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Obrazek 4: Celkové prezivani pacientit s komplexnim karyotypem s translokacemi vs.
bez translokact
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Obrazek 5: Celkové prezivani pacientii s komplexnim karyotypem s pocetnimi zmenami
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Obrazek 6: Celkové prezivani pacientit s komplexnim karyotypem s dicentrickymi

chromozomy vs. bez dicentrickych chromozomii

Celkem u 32 pacientll byly prokdzany aberace (delece a/nebo mutace) genu TP53.

Delece TP53 byla prokazana u 28 pacienti s CK (35 %) ve srovnani s 18 pacienty

(3 %) v kontrolni skupin¢ pacienti bez CK. Mutace genu TP53 byly detekovany u 24

pacientit z 69 vySettenych (35 %); 19 pacientl z téchto 69 pacientli (28 %) mélo

soucasn¢ deleci 1 mutaci genu. Gen ATM byl deletovan u 34 pacientli s CK (43 %)

oproti 79 pacientim bez CK (14 %). U 5 pacientd pak byla prokazana delece obou gent

soucasne.
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Piezivani pacientt s CK, jejichZ soucasti byla aberace genu ATM nebo TP53 nebyla
horsi ve srovnani s pacienty s CK bez téchto abnormalit (48 mésici/68 mésicu vs. 87
mesici/84 mésica; p=0,076/p=0,49). Avsak pacienti bez CK s delecemi genu ATM
nebo TP53 (79 pacientt/33 pacientt) méli srovnatelné OS s pacienty s CK
(p=0,37/p=0,78). Pacienti s CK soucasné¢ s deleci/mutaci TP53 méli hor§i OS ve
srovnani s pacienty bez CK s deleci TP53 (48 mésicu vs. 137 mésica; p=0,0084; viz
Obrazek 7).
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Obrazek 7: Celkové prezivani u pacientii s/bez komplexnich karyotypii rozdelenych do
podskupin dle: A) pritomnosti/nepritomnosti delece/mutace TP53 (MD)*;

B) pritomnosti/nepritomnosti delece ATM (D)**
* Do analyzy byli zarazeni pacienti vySetreni metodami FISH ke stanoveni delece 17p a NGS k urceni mutace TP53
** Do analyzy zarazeni pacienti vySetieni metodou FISH K urceni delece 11q
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Vliv pohlavi a véku pacientit na celkové pieZivani

Taktéz byla provedena analyza celkového prezivani u pacienti s CK s ohledem na

pohlavi a veék. Nejkratsi piezivani bylo prokazano u zen s CK (ve srovnani s Zenami bez

CK: 37 mésicu vs. 154 mésici; p<0,0001), rozdil mezi muzi s CK a muzi bez CK nebyl

tak markantni (84 mésica vs. 106 mésict; p=0,0049). Nicméné statisticky signifikantni

rozdil v celkovém prezivani mezi muzi a Zenami s CK prokazan nebyl (37 mésict vs.

84 mésicu; p=0,14; viz Obrazek 8A). Kratsi ptrezivani ale bylo prokazano u pacientl

s CK starsich 60 let (pacienti s CK starsi 60 let vs. pacienti s CK mladsi 60 let:

68 mésicu vs. 123 mésict; p=0,0075; viz Obrazek 8B).
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Obrazek 8: Celkové prezivani u pacientii s/bez komplexnich karyotypii rozdelenych do

podskupin dle: A) pohlavi (muzi/zeny); B) véku (<60 let/>60 let)
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Tab. 2: Vysledky FISH a zavére¢né karyotypy

Pacient €. | Vék vdobé | Mutace Mutacni Vysledek iFISH Zavérecny karyotyp
diagndzy TP53 stav IGHV (panel CLL)

M/1t 65 ne UNM del(13q),+12 46,XY,der(4)t(3;4)(?;9?),?del(13)(q14.2914.3),del(15)(q14q15.1)[7]/
47,XY,+12,del(13)(q14.2q14.3)[5]/
47,XY,?del(13)(q14.2q14.3),+19[2)/
46,XY[5]

M/2+ 64 ne MU dup(8q),del(13qg)* 46,XY,der(Y)t(Y;8)(9?12;9?23)dup(8)(q22.2924.3),del(13)(q14.2q14.3)[11]/

(VH3-21) 46,XY,dic(2;18)(q?12;p?18),+2[4]/
46,XY[2]

M/3% 34 ne UNM del(11q),del(13q) 46,XY,der(11)del(11)(q14.1925)t(2;11)(q14.1;p?15)dup(2)(p25.3p21)dup(2)(2p16.3p15),del(13)(q14.11q14.3)[5]/
46,XY[5]

M/4 44 ne UNM +12 47,XY,+12[2]/
47,XY,der(3)del(3)(p26.3p25.3)t(3;3)(g21.2;p25.3)dup(3)(q21.2929),+12,der(15)del(15)(q26.1926.3)t(2;15)(p14;G26.1)dup(2)(p25.3p14)[52]/
46,XY[2]

M/5t 73 ano UNM del(13q), 46,XY,der(3),der(7),del(9)(q22.33g34.3),del(14)(q24.1932.33),del(17)(p13.1)[6]/

del(14q),del(17p) 46,XY[5]

M/6 65 ne UNM del(11q),+12 47, XY,der(3)t(3;5)(p?26;q?),del(11)(q22.3),+12,der(13)t(4;13)(q?;p?)dup(13)(g21.2921.32),dup(18)(g23),dup(19)(q13.12q13.2)[11]/
46,XY[2]

M/7 52 ne UNM amp(8q),del(13q), 44,XY,dic(6;17)(p?21;p?12),dic(8;15)(q?24;p?11),del(13)(q14),del(17)(p13)[15]

del(17p)

M/8 43 ne UNM Zadné aberace 47 XY,+i(2)(p11),der(22)t(15;9;22)(q?15;q?11;p?11)[6]/
46,XY[4]

Z/9t 71 ne UNM del(11q) 45,XX,dic(4;8)(q?11;p?11),del(11)(q?22),der(12)t(9;12)(q?22;p?13),der(17)t(4;17)(q?21;p?13)[12]/
45,XX,dic(4;8)(q?11;p?11),del(11)(q?22),der(17)t(4;17)(q?21;p?13)[3]/

46,XX[3]
M/10t 82 ne UNM del(6q),dup(8q), 46,XY,del(6)(q14.3925.1),del(11)(q14.1923.3)[26]/
del(11q),del(13q) 47,XY,del(6)(q14.3925.1),t(7;17)(p?22;q?22),+8,del(11)(q14.1923.3),der(?)ins(?;13)(?;9?32)del(13)(q14.13914.3)[8]
/11t 58 ano UNM dup(11q),del(13q), dup(11q),del(13q), del(17p)=
del(17p)
Z/12t 61 ne MU dup(8q),del(13q)* 46,XX,+2,dic(2;18)(q11.2;p11.2),der(3)dup(3)(g26.2929)t(3;3)(p?;926.2),del(6)(p21p12),del(13)(q14),del(13)(q14)[4]/
(VH3-21) 46,XX,idem,der(9)t(8;9)(924;q9?)[2]
46,XX[25]
Z/13 56 ano UNM dup(8q),del(11q), dup(8q),del(11q),del(13q),del(17p) =
del(13q),del(17p)

48




Pacient €. | Vék vdobé | Mutace Mutacni Vysledek iFISH Zavérecny karyotyp
diagndzy TP53 stav IGHV (panel CLL)
Z/14t 65 ano UNM dup(8q),del(17p) 44,XX,dic(4;17)(p11.2;p11.2),-9[8]/
43,XX,dic(4;17)(p11.2;p11.2),?dic(8;18)(p11.2;p11.2),?dic(12;21)(p11.2;?p11.2)[2]/
46,XY[24]
M/15 60 ne UNM del(11q),del(13qg)* 47,XY,+i(2)(p10),del(11)(q14.1923.3),del(13)(q?14),del(13)(q14)[49]/
46,XY,trp(2)(pterpl11),del(11)(q14.1923.3),del(13)(q?14),del(13)(q14)([5]/
47 XY, +der(2)del(2)(q10?qter)t(2;?)(q11;?),del(11)(q14.1923.3),del(13)(q?14),del(13)(q14)[4]/
46,XY[20]
M/16t 57 ne UNM t(14q),del(17p) 46,XY,del(2)(p24),t(6;14)(p25;932),del(17)(p13)[15]/
46,XY[5]
M/17t 66 ne UNM dup(8q),del(11q), 43,XY,der(9)t(9;21)(p?21;9?11)del(9)(p24.3p21.1),der(11)t(13;3;11)(q?14;q?13;q?14)del(11)(q14.3923.3),-13,del(13)(q14),-15,
del(13q) der(18)t(8;18)(q?22;q?12)del(8)(p23.3p11.1)dup(8)(gq21.22q24.3),-21[5]/
42,XY,-8,der(11)t(13;3;11)(q?14;9?13;9?14)del(11)(q14.3923.3),-13,del(13)(q14),-15,der(18)t(8;18)(q?22;q?12),-21[2]/
46,XY,der(12)t(2;12)(q?21;9?32),del(13)(q14)[2]/
46,XY,del(13)(q14)[2]
7/18 73 ne UNM del(6q),del(13q), del(6q),del(13q),del(17p) =
del(17p)
M/19+ 70 ne UNM del(11q), dup(2p),del(11q),del(13q) =
del(13q)
M/20t 56 ne UNM dup(8q),del(11q) 46,XY,i(8)(q10),del(9)(p24.1p21.1),del(11)(q22.3924.3),del(14)(q11.2922.3),dup(15)(926.2q26.3),der(18)t(2;18)(p?12;p11)dup(2)(25.3p12)[2]/
45,X,-Y,i(8)(q10),del(9)(p24.1p21.1),del(11)(q22.3924.3),del(14)(g11.2922.3),dup(15)(g26.2¢26.3),der(18)t(2;18)(p?12;p11)dup(2)(25.3p12)[6]/
46,XX[2]
M/21 64 ne UNM del(11q),+12,del(13q) | 47,XY,del(11)(q14.1q23.3),+12[9]/
47,XY,del(11)(q14.1923.3),der(13)del(13)(q14.11)del(13)(q14.2q14.3),+12[3]/
46,XY[1]
M/22 60 ano UNM del(11q),del(17p) 44,XY,der(4)del(4)(p16.3p15.1)t(15;10;9;4)(922.3;9?11;?;p?14),-8,del(11)(g21q24.2),-15,
t(17;20)(q21.31g23.1;?p)del(17)(p13.3p11.2)del(20)(p13p12.2)del(20)(p12.1)dup(20)(p12.2p12.1)dup(20)(p11.23p11.22)[7]/
44 XY,idem,der(21)t(8;21)(?;?p)[5]/
46,XY[3]
M/23 52 ne MU del(13qg)* 46,XY,der(6)t(6;15)(p?24;9?26)del(6)(p25.1p24.3),der(13)del(13)(q14.3q14.3)ins(13;15)(q?14;9?25q?26)del(15)(gq24.3g25.1)del(15)q26.1)[90]
M/24t 59 ano UNM dup(8q),del(13q), 44 XY,der(X)t(X;8)(?;q24),der(6)t(6;7)(p?24;9?21)ins(6;Y)(p?24;q?11),-7,dic(17;18)(p?11.2;p?11.2),der(20)t(7;20)(?;q?23)[8]/
del(17p) 43,XY,der(X)t(X;8)(?;924),der(6)t(6;7)(p?24;9?21)ins(6;Y)(p?24;9?11),-7,?dic(15;22)(p?11.2;p?11.2),dic(17;18)(p?11.2;p?11.2),
der(20)t(7;20)(?;9?23)[2]
M/25% 49 ano UNM del(13q),del(17p) 44,XY,+i(2)(p10),der(3)t(3;8)(?p;q?23),-8,del(13)(q14),?dic(13;17)(p11.2;p11.2)del(13)(q14),?dic(18;19)(?p11.2;7q11.2)[15]/

46,XY[5]
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Pacient €. | Vék vdobé | Mutace Mutacni Vysledek iFISH Zavérecny karyotyp
diagndzy TP53 stav IGHV (panel CLL)
M/26% 57 ano MU del(11q),del(13q) 46,XY,del(11)(q14.3923.3),der(22)t(2;22)(p?;p13)dup(2)(p25.34p11.2)[6]/
(VH3-21) 46,XY,der(8)t(2;8)(p?;p?)dup(2)(p25.34p11.2),del(11)(q14.3¢23.3)[2]/
46,XY[5]
M/27t 77 ano MU del(13q),del(17p) 44-45,XY,r(12)(p13qg24.3),del(13)(q14.2),del(17)(p13.3p11.2),inc[cp3]/
46,XY[4]
M/28t 61 ano MU dup(8q),del(13q), del(2p),dup(8q),del(13q),del(17p) =
del(17p)
M/29 68 nd UNM del(13q),del(17p) 44-45,XY,?-9,-12,-13,-17,-22,+3-4mar[cp7]/
46,XY,-12,-13,-17,-22,+4mar[cp3]/
46,XY[2]
M30+t 68 ne UNM del(6q),del(11q) 46,XY,del(6)(q14.1927),t(11;13)(q?23;G?22)del(11)(q22.1q23.3)[24]
7/31 72 nd UNM del(11q),del(13q), 43,XX,-3,-4,-5,der(6)t(3;6)(q?25;9?27),del(9)(q?21),del(11)(q?21),del(14)(q?24),-
del(17p) 15,der(17)t(4;17)(?q?22;p?11)ins(17;5)(p?11;?q?21)del(17)(p?11),
+der(?)(4p?16>4p?14::2::5?p?13>5?p?15::3?p?25>3?p?21::15q?15>5q726)[14]/
43,X,-X,der(2)t(2;9)(p?25;2q?32),del(6)(q?21),1(9;11;17)(p?22;q?21;q?25)del(17)(p?11),-9,-13,del(14)(q?24),
der(15)t(3;15)(?9?21;p?11)ins(3;15)(?q?25;9?21)[3]/
46,XX[1]
Z/32% 65 nd UNM del(11q),del(13q) 44,XX,-8,der(11)del(11)(p15.5)del(11)(p15.4)del(11)(p14.3p12)del(11)(q14.1925),-13,der(13)t(2;13)(p?12;p?12)dup(2)(p25.3p14),
der(17)del(17)(p13.3p13.2)t(X;17)(p?11;p?13)dup(X)(22.33p11.3),der(18)t(8;18)(q?11;p?11)[28]/
46,XX[2]
M/33 51 ne MU del(13q)*,t(14q) 46,XX,t(14;18)(932;q21)[3]/
46,XX,t(12;17)(q?21;9?23),t(14;18)(q32;q21)[6]/
46,XX,t(6;13)(p?12;q?14)del(13)(q14.13q14.3),t(14;18)(q32;G21)[3]/
46,XX,der(3)t(3;11)(q?;97?),t(12;13)(q?15;9?14)del(13)(q14.13q14.3),der(14)t(14;18)(q32;921)t(8;1;14)(9?22;q?31;q?24)[3]
7/34 63 ne nd del(13q),+12 47,XX,+12,der(16)t(13;16)(q?13;p?13)del(13)(q?14)[6]/
47,XX,t(2;14)(q?21;9?22),+12[2]/
46,XX[13]
M/35 67 ne MU del(11q),del(13q) 46,XY,dic(2;18)(q?11.2;p?11.2),+2,der(11)del(11)(q14.1g21)del(11)(g22.2q23.3),del(13)(q14.13¢21.32)[20]/
(VH3-21) 46,XY[10]
7/36 67 ne UNM del(11q) 46,XX,del(11)(q13.5923.3),del(17)(g25.125.3),der(20)t(2;20)(p14;q?33)dup(2)(p25.3p14)[12]/
46,XX[8]
7/37t 74 nd nd del(11q),del(13q), del(11q),del(13)(q14),dup(13)(q34) =

dup(13q)
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Pacient €. | Vék vdobé | Mutace Mutacni Vysledek iFISH Zavérecny karyotyp
diagndzy TP53 stav IGHV (panel CLL)

M/38% 58 ano UNM del(17p) 45,XY,der(2)dup(2)(p13)ins(2;13)(p?;?q),der(11)t(11;17)(q?24;?p),der(13)t(2;13)(p?;9?13),?dic(17;22)(p11.2;p11.2)[5])/
45,X,der(Y)t(Y;15)(q?11;g9?21)der(2)dup(2)(p13)ins(2;13)(p?;q?),der(11)t(11;17)(q?24;?p),der(13)t(2;13)(p?;q?13),?dic(17;22)(p11.2;p11.2)[11]

M/39t 57 nd UNM del(11q),del(13q) dup(2p),del(11q),del(13q) =

M/40 64 ano MU del(17p) 45,XY,dic(2;10)(p?23;9?26),t(7;8)(9?31;9?21),i(17)(q10)[3]/
46,XY[11]

M/41 56 ne UNM del(13q) 46,XY,+2,dic(2;18)(q?11.2;p?11.2),t(2;13)(q?33;q?14)del(13)(q14.2q14.3)[12]/
46,XY,der(20)t(13;20)(q?14;p?12)del(20)(20p13p12.3)del(20)(p12.3)del(13)(q14.2q14.3)[6]/
46,XY,t(2;13)(q?33;q?14)del(13)(q14.2q14.3)[3]

M/42 60 ne UNM del(13q) 46,XY,der(1)del(1)(g24.3925.1)del(1)(gq25.1g25.1)del(1)(g25.3931.1)del(1)(q31.2931.3)del(1)(g42.12)del(1)(q42.2q42.3),ins(2;13)(9?32;9?)
del(13)(q14.2q14.3)[23]/
46,XY,idem,der(18)t(2;18)(?;p?12)[3]/
46,XY,idem,t(2;14)(q?36;9?31)[2]/
46,XY,idem,der(13)t(2;13)(q?;p?12)[2]/

7/43 64 ano UNM del(6q),del(17p) 45,XX,inv(3)(p?11.29?26),dic(13;17)(p?11.2;p?11.2)ins(13;15)(q?14;?)[19]/
45,XX,idem,der(9)t(9;18)(q?21;q?21)[9]/
45,XX,idem,del(6)(q21qg25.1),del(9)(g21.11934.3)[3]/
45,XX,idem,del(9)(q21.11934.3),del(18)(p11.32p11.21)[3]/
45,XX,idem,del(9)(g21.11q34.3),-18[2]/
45,XX,idem,t(1;9)(q?23;9?21)ins(9;18)(q?21;?)[2]/

46,XX[2]

M/44 78 ne UNM del(11q),del(13q)* 46,XY,del(11)(q14.3925),del(13)(q14.2q14.3),t(13;14)(q?12;q?)del(13)(q14.222.2)[10]/
46,XY[8]

M/45t 56 ne UNM del(6q),dup(11), 46,XY,der(4)del(4)(g34.1qter)t(4;11)(9?33;922)dup(11)(g23.2qter),del(6)(q14qter),del(13)(q14.2)[16]/

del(13q) 46,XY[4]

Z/46% 63 nd MU del(13q),del(14q), 85-86<4n>,XXXX,-2,-4,-4,+6,-7,-8,-8,-12,-13,-15,-15,-17,+3-4mar[cp8]/

del(17p) 46,XX[5]

7/47t 64 nd UNM del(13q),+12,del(14q) | 47,XX,+12,del(14)(q24.1g32.33)[5]/
47,XX,+12,del(13)(q?14),del(14)(q24.1q32.33)[2]/
46,XX[7]

M/48t 67 ano UNM del(17p) 45,XY,der(2;13)(q?34;?p?13),i(17)(q10),-15,+mar,inc[20]/
46,XY[2]

M/49t 71 ano UNM del(13q),del(17p) 45,XY,-8,del(13)(q14.2q14.3),der(17)del(17)(p13.3p13.1)t(8;17)(q?11;p?12)dup(17)(p13.1p12)[8]/
46,XY[2]
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Pacient €. | Vék vdobé | Mutace Mutacni Vysledek iFISH Zavérecny karyotyp
diagndzy TP53 stav IGHV (panel CLL)
M/50 56 nd UNM zadné aberace 46,XY,der(1)t(11;9;1)(p?12;9?22;?942)dup(1)(g21.2g42.12)del(1)(g42.12qgter)del(9)(g22.13g34.1)dup(11)(p12pter)[8]/
46,XY[2]
Z/51% 83 ano nd del(11q),del(13qg)* 43-44,XX,der(2),der(5),del(11)(q22.1923.3),del(13)(q14.11g21.33)[12]/
46,XX[3]
M/52 64 ne UNM del(11q),+12 47,XY,der(3)del(3)(p24.3pter)t(8;4;3)(q?12;9?22;p?24)del(8)(q12.1q12.3),del(11)(q22.1922.3),+12[12]/
46,XY[3]
M/53 57 ne UNM dup(8q),del(11q), 46,XY,der(11)del(11)(g22.3923.3)dup(11)(g23.3)del(11)(g25)t(2;11)(p?12;q?13)dup(2)(p25.p12),der(11)del(11)(p15.1p14.3)t(8;11)(q?21;p?14)
del(13q) dup(8)(g13.3924.3),der(13)del(13)(q14.11)del(13)(q14.2q14.3),der(18)del(18)(p11.31p11.23)del(18)(g22.3923)[15]
7/54% 71 ne UNM del(11q) 46,XX,der(11)del(11)(g?)t(11;20)(q?;?),der(16)t(16;19)(?;p?),del(19)(p?),der(20)t(17;20)(?q;?)[20]/
46,XY[2]
M/55+ 61 ne UNM dup(8q),del(11q) 45,XY,der(5)t(5;8)(p?13;q?21),-8,del(11)(q13.5923.2),der(17)del(17)(p13.3p11.2)t(8;17)(q?22;q?21)dup(8)(gq21.3q24.3)[8]/
46,XY[3]
M/56 64 ano UNM del(13q) 46,XY,+2,dic(2;20)(q?11.2;p?11.2),del(13)(q14.13q14.3)[15]/
46,XY[5]
M/57t 65 ano UNM del(13q),del(17p) 46,XY,dic(2;18)(q?11.2;p?11.2),del(13)(q?14),del(17)(p?11p?13)[10]/
45,XY,dic(2;18)(q?11.2;p?11.2),del(13)(q?14),-17[5]/
46,XY[5]
7/58 59 ano UNM del(6q),dup(8q), 46,XX,del(6)(g?11qg?ter),der(17)del(17)(p?11)t(6;17)(p?12;p?11)[3]/
del(11q), 45,XX,-6,der(17) del(17)(p?11)t(6;17)(p?12;p?11)[5]/
del(13q)*,del(17p) 46,XX,del(13)(q14.11q?14.3)[7)/
45,XX,dic(17;22)(q?11;p?11)[7)/
46,XX,del(11)(q13.5023.3),del(13)(q14.11q?14.3)[4]/
46,XX,der(11)del(11)(q13.5q23.3)t(8;11)(q?22;q?25)dup(8)(q22.324.3)[4]/
46,XX[5]
M/59t 63 nd MU dup(8q),del(13q) 46,XY,der(3)del(3)(p26.3p25.3)t(3;8)(p?25;9?22)dup(8)(q22.1q24.3),der(8)del(8)(p23.3p12)t(3;8)(p?25;9?22)dup(3)(g25.31929),
del(13)(q14.2q14.3)[8]/
46,XY[7]
M/60% 71 nd UNM del(6q),del(11q), 46,XY,t(5;11)(p14;q24)del(11)(q?22),del(6)(q?21),del(13)(q?14)[8]/
del(13q) 46,XY[3]
M/61t 73 e MU del(11q),del(13q)* 46,XY,del(11)(q14.1923.1),del(13)(q14.2q14.3)[23]/
(VH3-21) 46,XY,t(9;13)(p22;q12)?inv(9)(p?22;q?22)del(13)(q14.2q14.3),del(11)(q14.1G23.1),del(13)(q14.2q14.3)[5]/

46,XY[2]
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Pacient €. | Vék vdobé | Mutace Mutacni Vysledek iFISH Zavérecny karyotyp
diagndzy TP53 stav IGHV (panel CLL)

M/62 39 ne UNM del(13q) 46,XY,t(13;14;15;17)(q?13;q724;9721;q?21)ins(14;6)(q?24;p?21)del(13)(q14.13q14.3)[9]/
46,XY,der(18)t(2;18)(p?12;p?11)dup(2)(p?12)[3]/
46,XY[32]

M/63 60 ano UNM del(13q),del(17p) 46,XY,t(12;17)(q?13;p?13)del(12)(913.12q13.13)del(17)(p13.2p13.1),del(13)(g?14),der(21)t(2;21)(p?21;p?12)dup(2)(p25.3p21)[8]/
46,XY[41]

7/64 64 ne MU del(13q)* 46,XX,del(13)(q14.2q14.3),del(13)(q14.2q14.3)[15]/
46,XX,der(7)t(2;7)(p?13;9?36)dup(2)(p?11.2p?25),del(13)(q14.2q14.3),del(13)(q14.2q14.3)[3]/

46,XX[2]

M/65 75 ne UNM dup(8q) 46,XY,1(8;18)(q24;0?23)dup(8)(q?24)[13]/
46,XY,der(4)(4pter4q?13::7931>79?::4q?21>4q?35::6p?13>6p?21::6q?25>6qter),der(6)(4qter>q?35::6p?13>q?25::6p?2 1> 6pter)[7]/
46,XY[5]

7/66 69 ne UNM del(6q),dup(8q) 46,XX,del(6)(916.1¢26),del(13)(q14.11921.31),del(13)(q14.2914.3),der(19)t(8;19)(q?23;?q13.3)dup(8)(q23.1924.3)[14]/

46,XX[3]

M/67 58 ne UNM del(13q) 46,XY,der(3)t(3;17)(q?29;9?),del(13)(q14),der(17)t(13;17)(q?;q?)ins(17;20)(q?;?)[16]/
46,XY[4]

M/68t 70 ano MU del(13q),del(17p) del(7q),del(13q),del(17p) =

M/69t 67 ne UNM dup(8q),del(11q) 43,XY,trc(3;18;21)(18qter>18q?12::39?728>3p11::18q?12>18p11::21p11>21qter),dic(8;13)(p11;p11),der(11)del(11)(g22.3)t(11;14)(q?21;q?11)[20]

M/70% 60 ne UNM dup(8q),del(11q) 45,XY,dup(8)(g24.21),del(11)(q?22),-15,der(17)t(15;17)(q?15;?)[15]/
46,XY[5]

M/71 75 ne UNM del(6q),dup(8q), del(6q),dup(8q),del(13q)*=

del(13q)*
Z/72% 66 ano UNM dup(2p),del(11q), 44,X,-X,t(2;3)(?922;?p21),der(4)t(4;13)(?935;?p11)del(13)(q12.13921.31),dic(9;11)(q?21;p?11.2),del(13)(q12.13921.31)[4]/
del(13qg)* 43,X,-X,?dic(2;3)(q?11.2;?9)t(2;3)(?q;?q)t(2;8)(?p;?q),der(4)t(4;13)(?935;?p11)del(13)(q12.13921.31),
der(8)t(3;8)(?q;?q)ins(8;2)(?q;?q),dic(9;11)(q?21;p?11.2),del(13)(q12.13g21.31)[3]
M/73 65 ne UNM dup(8q),del(11q), 46,XX,dup(6)(p25.3p23),dup(8)(g22.1924.3),del(11)(q22.3925),der(13)del(13)(q14.11)del(13)(q14.11921.1)[12]/
del(13q) 46,XY[8]
/74 59 ano UNM del(6q),dup(8q), 45,XX,der(6)del(6)(q14.1925.1)t(6;16)(q?25;q?21),der(10)t(10;17)(p?14;?q?21)del(17)(p13.3p11.2),der(14)t(8;14)(q?21;9?32)dup(8)(q21.13923.3)
del(17p) ,
-16[21]/
44,XX,der(5)t(5;8)(9?35;9?21)dup(8)(q21.13923.3),der(6)del(6)(q14.1925.1)t(6;16)(q?25;q?21),der(10)t(10;17)(p?14;?q?21)del(17)(p13.3p11.2),
der(15)t(15;18)(p?11;9?11),-16,-18,der(22)t(8;22)(q?21;p?12))dup(8)(q21.13923.3)[6]
M/75 48 ne MU +12,del(13q)* del(5q),+12,del(13q)*=
M/76 58 ne UNM del(11q),del(13q)*, del(11q),del(17p),del(13q)*=

del(17p)
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Pacient €. | Vék vdobé | Mutace Mutacni Vysledek iFISH Zavérecny karyotyp
diagndzy TP53 stav IGHV (panel CLL)

M/77% 87 ano UNM del(6q),del(17p) 45,XY,der(3)del(3)(p26.3p12.3)t(3;15)(p?12;q?11)del(15)(q11.2q13.1)del(15)(q14q15.3),del(6)(g21),-15,del(17)(p13.3p11.2)[14]/
46,XY[6]

M/78 51 ne UNM del(11q),del(13q)* 46,XY,+idic(2)(p11.2),-8,del(11)(q13.5q24.2),del(13)(q14.11q14.3),der(21)t(8;13;21)(q?13;q?14;q?22)[7]/
46,XY[3]

Z/79t 67 ne MU dup(11q),del(17p) 48,XX,der(1)dup(1)(g?),t(3;21)(9?27;q9?),+3,der(12)t(11;12)(g?21;9?23)dup(11)(g?22),der(17)del(17)(p?13)t(16;17)(p?11;p?)del(16)(p?),+18[7]/

(VH3-21) 49,X,-X,der(1)dup(1)(g?),t(3;21)(q?27;q9?),+3,+3,+7,der(12)t(11;12)(q?21;9?23)dup(11)(q?22),

der(17)del(17)(p?13)t(16;17)(p?11;p?)del(16)(p?),+18[12]/
46,XX[1]

Legenda: panel CLL (ATM, TP53, 13ql4, cep 12, 6g21, 8q24),

M (muz), Z (Zena), T (pacient zemfrel), MU (mutovany), UNM (nemutovany), nd (nevysetieno), *(kombinace monoalelické a bialelické delece),
=zaloZeno na iFISH (interfdzni FISH; 270 % jednotlivych aberaci nebo spolecny vyskyt v jednom klonu prokdzany dodatecnym vysetifenim FISH)
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Tab. 3: Vysledky arrayCGH

Pacient €. | Vék v dobé | ISCN zapis vysledku arrayCGH
diagndzy
M/1t 65 arr[GRCh37] (12)x3,13q14.2q14.3(48557360_51814353)x1,713¢21.32931.3(68130362_91859415)x3,15q14q15.1(39572546_42367673)x1
Mm/2t 64 arr[GRCh37] 13q14.2q14.3(48941714_51637034)x1,8G22.2q24.3(100829780_146294098)x3
Mm/3t 34 arr[GRCh37] 2p25.3p21(17019_44533462)x3,2p16.3p15(48086274_63985228)x3,8q11.21q11.23(51210232_54306826)x2 hmz,11q14.1q25(79992712_134934196)x1,
13q14.11q14.3(41264453_54490011)x1
M/4 44 arr[GRCh37] 2p25.3p14(17019_67294799)x3,3p26.3p25.3(62199_11712047)x1,3¢21.2929(124267110_197837049)x3,(12)x3,15¢26.1q26.3(93143013_102399819)x1
M/5+ 73 arr[GRCh37] 3p26p21.31(212817_50018329)x1,7p22p15.1(94136_28636921)x1,9q22.33¢34.3(101849491_140997194)x1,14924.1932.33(69340601_104313141)x1,
17p13.1(7495272_7741642)x1,18721.2(53348598_56877019)x1,18q21.2921.32(57912614_69890646)x3
M/6 65 arr[GRCh37] 11g22.3(103461090_108886109)x1,(12)x3,13¢21.2q21.32(61823181_65943137)x3,18q23(73359922_77875127)x3,19913.12q13.2(38161572_42940785)x3
M/7 52 nd
M/8 43 arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92072301)x3
Z/9t 71 arr[GRCh37] (1-22,X)x2
M/10% 82 arr[GRCh37] 6q14.3925.1(87178844_152275781)x1,(8)x3,11914.1923.3(76924259_115950970)x1,13914.13q14.3(46381681_52920261)x1
Z/11t 58 arr[GRCh37] 1p22.3p22.2(85974030_90597198)x2 hmz,1q25.3q44(181233840_249197762)x1,4G26(115648592_118842308)x2 hmz,6p25.3(206749_307998)x4,
6p25.3p25.2(462432_2794740)x1,6p25.2p24.3(2840191_8233339)x4,6p24.3p12.3(8255787_49461318)x1,6p24.1(12805213_12974652)x3,6p22.3(16410757_16819710)x3,
6p21.1(43666168_43754101)x4,6p12.3p11.1(49656904_58774324)x4,6q23.3927(137660467_170921089)x1,9q13¢34.3(66151746_140999928)x4,
1023.2G24.32(88359279_104586249)x1,11p15.5p11.2(196966_44316985)x1,11q14.122.3(79674459_107692122)x1,12p13.33p12.3(192511_18592680)x1,
12p11.22p11.1(28131139_34827047)x1,13q13.3q14.3(36667248_52461674)x1,15q21.3926.3(57799648_102465355)x3,16q11.2q24.3(46467474_90148393)x1,
17p13.3p11.2(13051_21433444)x1,17922q25.3(57512844_81044553)x3,18p11.32p11.21(2840441_14158122)x1,18¢21.2923(51761148_78012829)x4,
19p13.3(2438967_5106054)x1,22913.1913.33(38238643_51177360)x1
Z/121 61 arr[GRCh37] 2p25.p11.2(61060_90133447)x3,3026.2929(168063809_197674706)x3,6p21.31p12.3(34810649_48348091)x1,13q14.3(50368875_50546925)x0,
18p11.32p11.21(179428_11054527)x1
7/13 56 arr[GRCh37] 8921.13g23.1(84544461_108671148)x3,8723.1924.13(108815704_126511295)x1,8924.21q24.3(127770332_146230967)x3,
9033.2934.11(123835380_131704317)x1,11914.1(79877962_82443066)x1,11922.3923.3(105103502_115743086)x1,17p13.3p11.2(29169_22154574)x1,
18p11.32p11.21(148963_15072794)x1
2/14% 65 nd
M/15 60 arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(17019_88432864)x3,11914.1923.3(82749186_121316489)x1
M/16t 57 nd
M/17+ 66 arr[GRCh37] 6p25.3p21.1(132043_42372170)x2~3,6023.3927(136959359_171005496)x1~2,8p23.3p11.1(61774_43529733)x1,8021.22024.3(79438326_146280020)x3,

9p24.3p21.1(79158_28082725)x1,11q14.3923.3(90022515_121061508)x1,13q14.2q14.3(50470122_51971784)x1,(15)x1,18921.2q21.31(52387092_53887416)x1,
19p13.3p12(259395_20382674)x1
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Pacient €. | Vék vdobé | ISCN zapis vysledku arrayCGH
diagndzy

7/18 73 arr[GRCh37] Xp11.23p11.21(47840399_57999932)x2 hmz,Xq11.1q13.1(62850896_68761102)x2 hmz,Xq28(147864249 155158531)x2 hmz,
1921.3(151379687_152031445)x1,1q23.1¢23.3(158684003_161748409)x1,125.3q31.1(185315816_186415916)x1,1¢31.231.3(193104226_195426190)x1,
1931.3(195932301_196471448)x1,1q32.2932.3(208470193_212761063)x1,142.12g42.13(225707290_228729428)x1,1q42.2q42.3(234073110_235577846)x1,
6013022.31(71601629_121899646)x1,78q21.12(78872330_79056502)x1,8G24.12924.13(120459991_122805832)x1

M/19+ 70 arr[GRCh37] 2p25.3p12(235263_77340292)x3,11q14.1623.2(78965050_115751183)x1,13q13.1(32231813_33944539)x1

M/20t 56 arr[GRCh37] (Y)x0,2p25.3p12(17019_79180898)x3,8p23.3p11.1(191530_43541986)x1,8q11.1q13.2(47229005_68343898)x1,8q13.2(68832961_70498318)x1~2,
8(13.3(71238938_73440693)x1~2,8q13.3q24.3(73635634_146121090)x3,9p24.1p21.1(8352705_30767166)x1,11q22.3q24.3(102936356_127970238)x1,
14011.2q22.3(24328784_56729135)x1,15026.2q26.3(95368273_99010585)x3,18p11.32p11.21(148963_15072794)x1

M/21 64 arr[GRCh37] 11q14.1g23.3(80965983_115743086)x1,(12)x3,13q14.11(40124661_41981572)x1,13q14.2q14.3(48557360_52439022)x1

M/22 60 arr[GRCh37] 4p16.3p15.1(41400_35117991)x1,11G21q24.2(95086389_125625763)x1,15q14¢22.31(31652957_62007310)x1,17p13.3p11.2(66136_18177382)x1,
17921.31923.1(41610162_55575105)x3,20p13q12.2(1670013_11145496)x1,20p12.2p12.1(11841700_12243624)x3,20p12.1(14747128_17504577)x1,
20p11.23p11.22(19335135_21715861)x3

M/23 52 arr[GRCh37] 6p25.1p24.3(5616078_8296158)x1,13q14.2q14.3(48740515_51841299)x1,15¢24.3G25.1(78007277_78637448)x1,15026.1(90893631_91836385)x1

M/24t 59 nd

M/25+ 49 arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92262019)x3,3p26.3p21.31(117735_49926729)x1,3p14.1p12.3(68927704_75279055)x1,3p12.2p12.1(81523854_85098226)x1,
3p12.1p11.1(85896326_90400870)x3,8p23.3p23.1(191530_8221982)x1,8p23.1p22(12404003_17984875)x1,8p12p11.21(29000703_40886605)x1,
8011.1911.21(46924418_50207451)x1,10q24.2¢25.2(99895278_112105252)x1,13q13.3(36698309_38460730)x1,13¢14.2¢21.32(49122864_66982944)x1,
17p13.3p11.2(84287_22003066)x1,18p11.32p11.21(184254 14103971)x1,719p12(20216230_24376837)x3,?19913.42q13.43(56167796_59063507)x1

M/26+ 57 arr[GRCh37] 2p25.34p11.2(17019_84801042)x3,8q11.21q11.23(50265769_54910006)x2 hmz,11q14.3q23.3(89346772_116149746)x1

M/27+ 77 arr[GRCh37] 13q14.2(50368875_50952073)x1,17p13.3p11.2(2990938_17304683)x1

M/28% 61 arr[GRCh37] Xp22.33(60701_2685674)x0,Xq21.31(88512785_90085154)x0,(Y)x0,2p25.3p21(30341_47715127)x1,2p16.1p14(60932053_64790014)x3,
2p14p13.3(66842948_69936266)x1,2p12(76891511_78537044)x1,2q11.1913(95529039_113291495)x1,2q13q14.2(113331042_120099217)x3,
2q14.2(120123060_120405084)x1,2q21.3(135837264_136147960)x1,6p22.3p21.1(15250020_43069406)x1,8q21.11q24.3(76258615_146280020)x3,
13914.13914.3(45966109_52064658)x1,17p13.3p11.2(24457_18899368)x1,17p11.2(19143173_20675339)x3,17p11.2p11.1(21336799_22225638)x1

M/29 68 arr[GRCh37]
12p13.33(369140_1826058)x1,12p13.32(4865832_5184697)x3~4,12p13.31(7029407_7558868)x1,12p13.31(9637323_9693948)x0,12p13.31(9735469_9779154)x3,
12p13.31p12.2(9819968_20610831)x1,12p12.2p12.1(20635952_23123827)x3,12p12.1(23147358_25944355)x1,12p11.23p11.1(28018178_34063934)x1,
13914.2922.2(48125673_75498285)x1,17p13.3p11.2(44684_22183006)x1,17921.2921.31(40259418_42599870)x1

M30t 68 arr[GRCh37]6q14.1927(80400218_166065639)x1,11922.1g23.3(100196082_114387117)x1

Z/31 72 arr[GRCh37] 3p26.3p21.31(62199_49745159)x1,3p14.1p13(57394988 70391876)x1,3p13¢12.2(71685677_100360751)x1,3913.31921.1(115069433_123584190)x1,

3022.1q22.2(130403586_135458567)x1, 325.3128(156266931_188858290)x3,4p14q22.3(40267180_96887095)x1,4934.3q35.1(180614795_183807072)x1,
5q11.1921.3(49478288_106701371)x1,6G21G23.3(111901323_136318125)x3,9p22.1p21.1(19521081_28063806)x1,9933.2q34.3(123426252_140622821)x1,
11¢21923.3(95915588_117055331)x1,14g24.1q32.33(69260718_106923660)x1, 15q11.2q15.2(22698522_43427709)x1,17p13.3p11.2(20132_20923442)x1,
17924.3q25.3(68379640_81044553)x3
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Pacient €. | Vék vdobé | ISCN zapis vysledku arrayCGH
diagndzy
7/32t 65 arr[GRCh37] Xp22.33p11.3(60701_44036619)x3,2p25.3p14(17019_68100221)x3,8p23.3q11.22(61774_52320614)x1,8q12.1q13.2(60733056_69978446)x1,
11p15.5(196966_1996800)x1,11p15.4(3645310_5574014)x1,11p14.3p12(24616945_39271543)x1,11q14.125(82413892_134934196)x1,13q11q12.12(19024748_25301612)
x1,
13913.2G34(34263793_115092648)x1,17p13.3p13.2(1693_5935643)x1
M/33 51 arr[GRCh37] 8921.12G21.13(78665561_82521070)x2 hmz,13q14.13q14.3(46706237_51841299)x1
2/34 63 arr[GRCh37] (1-22,X)x2
M/35 67 arr[GRCh37] 2p16.3p16.2(50792617_53685611)x3,2p12p11.2(76316196_83844907)x3,11q14.1q21(77386791_92950877)x1,11q22.2923.3(102147226_116093284)x1,
13q14.13¢21.32(47091739_68059049)x1
/36 67 arr[GRCh37] 2p25.3p14(17019_65551510)x3,11q13.5q23.3(75870291_117965282)x1,17q25.1925.3(74404855_75413830)x1
2/37t 74 nd
M/38+ 58 nd
M/39t 57 arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(61060_90133447)x3,11q14.123.3(83344386_118714084)x1,13014.2(50368875_50546925)x1, 17q22¢23.2(50511537_60118579)x3,
17925.1925.3(72366509_80215871)x3
M/40 64 arr[GRCh37] 1q21.3q44(152453240_249166593)x2 hmz,2p21(43142825_44637779)x3,2p21p16.3(45739484 _50823100)x3,2p16.1p14(57692648_66033455)x3,
2p13.1p12(74099992_75729253)x1,2p12(78970764_79706557)x1,20914.2q14.3(121334064_126722063)x1,2¢932.1933.1(187922705_200676541)x3,
2033.3935(207210462_216748567)x3,2937.1937.3(234832485_239093573)x3,8022.2922.3(100990011_101970085)x3,11913.1(64775062_65727456)x3,
17p13.3p11.2(48539_22183006)x1,17q11.1625.3(25343175_81044553)x3,17q11.1q12(25468600_32739642)x3 hmz,17q22q24.2(57455620_64387069)x3 hmz
M/41 56 arr[GRCh37] 13q14.2q14.3(47374693_52138508)x1,20p13p12.3(4709272_5224997)x1,20p12.3(7103757_7508659)x1
M/42 60 arr[GRCh37]
1924.3925.1(171632442_174553313)x1,1925.1925.1(174577841_175817246)x1,1925.3931.1(184363119_186549823)x1,1931.2931.3(193460554_194618428)x1,
1g42.12(225394432_226141756)x1,1q42.2q42.3(232329944 235476995)x1,13q14.2q14.3(48601120_51541846)x1
2/43 64 arr[GRCh37] Xp22.2p22.11(16912703_23128647)x2 hm,2q11.2q12.3(101161798_108812123)x2 hmz,9q21.11934.3(70984481_141018984)x1,
15915.1915.2(40373869_43482026)x1,15022.2(59610602_60573879)x1,15022.31(63799795_65514304)x1,15025.2(83229665_83619766)x1,
17p13.3p11.2(36617_19143232)x1,18p11.32p11.21(155478_11693469)x1,18q11.2921.2(23537187_49485890)x2
M/44 78 arr[GRCh37]11q14.3925(89837484_131822094)x1,13q13.1q14.2(32797551_50470181)x1,13q14.2q14.3(50500134_51625488)x0,13q14.3922.2(51672708_76184863)x1
M/45+ 56 arr[GRCh37] 4g34.1qter(176616536_191121344)x1,6q14qter(80772303_1707734227)x1,11q23.2qter(116439392_133951370)x3,13G14.2(49473507_51932389)x1
Z/46t 63 nd
7/47t 64 arr[GRCh37] (12)x3,14924.1932.33(68750616_106009354)x1
M/48t 67 nd
M/49t 71 arr[GRCh37] 8p12q11.21(32314965_51543228)x1,13q14.2q14.3(46851293_53630550)x1,17p13.3p13.1(44684_8524604)x1,17p13.1p12(8595039_13677421)x3
M/50 56 arr[GRCh37] 1q21.1q41(142617943_223016450)x3,1q41q44(223038710_249212668)x1,9921.11G22.33(70901814 _99448446)x3,9922.33¢34.12(99640198 133614751)x1,
9934.12934.3(133680765_141012423)x3,11p15.5p13(196966_35563192)x3
Z/51t 83 arr[GRCh37] 2p13.3p11.1(70424665_91794601)x1,5q12.1q15(62130429_97151705)x1,11q22.1q23.3(97671578_116497405)x1,13q14.11g21.33(41373641_70455479)x1
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Pacient €. | Vék vdobé | ISCN zapis vysledku arrayCGH
diagndzy
M/52 64 arr[GRCh37] 3p24.3pter(17097664_224727)x1,8q12.1q12.3(59223394_666677367)x1,11G22.122.3(100505885_155832136)x1,(12)x3
M/53 57 arr[GRCh37] 2p25.p12(10702_83248070)x3,8q13.3q24.3(72972750_146293435)x3,11p15.1p14.3(17782804_23983072)x1,11q22.3q23.3(107391362_116629101)x1,
11¢23.3923.3(116672303_120308128)x3,11q25q25(133305633_134934196)x1,12p13.32p13.31(4260747_7853479)x2 hmz,13q14.11q14.11(42218165_42660542)x1,
13q14.2q14.3(49581965_51672767)x1,18p11.31p11.23(4390986_7112200)x1,18922.3G23(70130064_78010032)x1
2/54t 71 nd
M/55+ 61 arr[GRCh37] 8p23.3p11.1(191530_43613304)x1,8q11.1q11.21(47123709_50539940)x1,8g21.3G24.3(91909986_146230967)x3,11q13.5923.2(77035710_114352609)x1,
17p13.3p13.2(29169_6256034),17p12p11.2(11057405-19757817)x1
M/56 64 arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_922632019)x3,13q14.13q14.3(47091739_51229962)x1,20p13p11.1(607407_26312663)x1,718q12.1q12.3(24807314_41068920)x3
M/57t 65 nd
/58 59 arr[GRCh37] 6p21.1q27(41193309_171005496)x1,8¢22.3q24.3(104813948_146280020)x3,11q13.5q23.3(75415121_117221727)x1,13q14.11q14.2(41912104_50500193)x1,
13q14.2q14.3(50516570_51462302)x0,17p13.3p11.2(995913_21094771)x1,17q11.2(27217713_29667527)x1,?18(22.1(62786494_65934581)x3,
220q11.21q13.33(29948315_62949149)x1
M/59t 63 arr[GRCh37] 3p26.3p25.3(62199_10742366)x1,30925.31929(155406126_197861598)x3,8p23.3p12(119720_33791636)x1,8722.1q24.3(94543197_146128791)x3,
13914.2914.3(50516570_51764796)x1,17p12(12495048_13549498)x3
M/60t 71 nd
M/61t 73 nd
M/62 39 arr[GRCh37] 13q14.13914.3(46908948_51581347)x1
M/63 60 arr[GRCh37]
2p25.3p21(23938_45171162)x3,2p12(76316196_83090093)x3,17p13.2p13.1(4633908_7578257)x1,717q11.2(27245882_29667527)x1,17925.1(72976958_73713052)x1
2/64 64 arr[GRCh37] 11q14.3g25(90738575_134772654)x2 hmz,13q12.11q34(20286064_115064542)x2 hmz,13q14.2q14.3(48879210_51322014)x0
M/65 75 arr[GRCh37] (1-22)x2,(X,Y)x1
7/66 69 arr[GRCh37] 6916.1926(97422368_164387954)x1,8723.1924.3(107025536_146230967)x3,13914.11921.31(45196648_63390155)x1,13q14.2q14.3(48879210_51394051)x0
M/67 58 arr[GRCh37]3g29929(193979121_195915168)x1,50913.2q13.2(68791272_70636824)x1,10911.22911.22(46699464_49262406)x1,13914.13q14.3(46833667_51814353)x1,
17921.31921.33(43706886_47730031)x1,20q11.23q11.23(34641351_ 35813504)x1,20q13.13q13.13(47715319_49578560)x1
M/68+ 70 arr[GRCh37] 7q31.1q34(107641872_141079377)x1,13q14.2q14.3(48015276_51573841)x1,17p13.3p11.2(622586_20289789)x1,18921.31923(54518395_77875127)x3
M/69t 67 arr[GRCh37] 3p26.3p25.3(62199_9263553)x1,3p24.3p22.2(20950951_37826203)x1,3p21.31(45339591_48041998)x1,3p13p12.2(72350409_82248644)x1,
3g11.1912.1(93538467_98574494)x1,3913.2(111500694_112152659)x1,3923724(142779378_146177964)x1,6p24.3p24.2(8927157_10746647)x1,
6p22.2p22.1(25790377_27449456)x1,8p23.3p11.23(191530_37024831)x1,11922.3(106622103_108805577)x1,18p11.32p11.22(64847_9095679)x1,
18p11.21(13049521_15072794)x1,18G11.2q12.3(21019954_39966950)x1
M/70t 60 arr[GRCh37] 8924.21(127495432_130681202)x3,15911.2q15.1(25185927_41157098)x1
M/71 75 arr[GRCh37] 6g21(105958229 109401651)x1,13q13.1q14.3(32478658_52646227)x1,13q14.2q14.3(50572617_51462302)x0
7/72t 66 arr[GRCh37] (X)x1,9921.13q34.2(74235750_136431359)x1,11q13.5923.3(75547969_120395006)x1,13q12.13¢921.31(25739332_61860451)x0
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Pacient €. | Vék vdobé | ISCN zapis vysledku arrayCGH
diagndzy

M/73 65 arr[GRCh37] 6p25.3p23(206749_14124227)x3,8G22.1q24.3(97371415_146280020)x3,10022.1923.31(72424312_89630424)x2 hmz,
11¢22.3g25(105103502_134934196)x1,13q14.11(41431155_41808727)x1,13q14.11q21.1(42341412_57834135)x1,18q21.2921.31(49201670_56105868)x2 hmz

2/74 59 arr[GRCh37] 2g33.1q36.1(198405960_223179791)x1,6q14.1925.1(76840215_149848997)x1,821.13q23.3(81825880_114430348)x3,8q23.3(114459489 146280020)x4,
16p11.2p11.1(29592783_35177478)x1,16q11.2q21(46500741_65471663)x1,17p13.3p11.2(29169_18921097)x1

M/75 48 arr[GRCh37] 5q13.2q13.2(68975303_70636824)x1,(12)x3,13q13.3q13.3(36729959_37487612)x1,13q14.11q14.11(40061757_42604957)x1,
13q14.2q14.2(48367407_50323723)x1,13q14.2q14.3(50353487_51764796)x0,14024.1q24.3(69638216_76477107)x1,(18)x3,(19)x3

M/76 58 arr[GRCh37] 4921.21g21.23(78838805_84344173)x1,11q14.1q24.2(81341265_124290701)x1,13¢14.2q14.3(50500134_51423054)x0,17p13.3p13.2(3515739_5560010)x1,
17p13.1p13.1(6255975_8053441)x1

M/77t 87 arr[GRCh37] 3p26.3p12.3(62199_77054662)x1,60q21(106029325_109752239)x1,8p23.1(7239491_8079920)x1,15q11.2q13.1(24833323_29482233)x1,
15q14q15.3(38105175_43637970)x1,17p13.3p11.2(141652_20649165)x1

M/78 51 arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(17019_89160192)x3,11q13.5q24.2(77014699_124810014)x1,13q14.11q14.3(41184150_53215470)x1,13q14.2q14.3(50544724_51501609)x0,
13912.3913.1(29049784_32893791)x2 hmz,13g13.1q13.3(33277086_36154966)x2 hmz,13913.3(36783312_39948767)x2 hmz,13921.31921.33(64191061_69644972)x2 hmz,
13921.33931.1(70007016_80399492)x2 hmz,13931.1931.2(81434585_89241406)x2 hmz,13931.2931.3(89362784_94284016)x2 hmz,13933.2934(105928571_113581291)x2
hmz

2/79t 67 nd

Legenda: M (muz), Z (Zena), * (pacient zemrel), nd (nevysetfeno)
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4.1.3 Diskuze

Komplexni karyotyp jsme v nasem souboru nalezli u 79 nelécenych pacienti (12,3 %).
TaktéZ jsme prokazali i jeho negativni prognosticky vyznam, coz je v souladu s dosud
publikovanymi daty [46, 48, 51, 134, 135, 167, 171, 173, 212]. Do studie byli zafazeni
I pacienti s netspésnou kultivaci bun¢k pro cytogenetické vySetfeni, u kterych byl
vyskyt minimalné¢ tii aberaci v jednom klonu prokdzadn pomoci FISH (prokazujici
kombinace FISH sond nebo soucasny vyskyt 3 aberaci ve vice nez 70 % intefaznich
jader). V ramci komplexniho karyotypu bylo detekovano velké mnozstvi riznych zmén,
nicméné nejcastéjSimi byly delece oblasti 13q14 (68 %), 11922 (43 %), 17p13 (3 %),
duplikace 2p (33 %), 8924 (27 %) a delece 6921 (14 %), coz bylo také prokazano

autorl jsme neprokézali vliv jednotlivych typl zmén (translokaci, numerickych zmén
ani dicentrickych chromozomii) ani jejich poétu (3—4 nebo 5avice zmén v jednom
klonu) v ramci komplexniho karyotypu na celkové piezivani pacientt [176, 214].
V recentni multicentrické studii [176] byli pacienti s CK rozdéleni do né¢kolika
prognostickych podskupin. Pacienti s trizomiemi chromozomu 12 a 19 byli zatazeni do
skupiny s nejlepsi prognozou, horsi prognézu méli pacienti se 3, resp. 4 abnormalitami
anejhorsi podskupinu tvofili pacienti s 5 a vice cytogenetickymi abnormalitami.
Vzhledem k limitovanému poctu pacientd v nasi skupiné vSak nebylo mozné tyto
analyzy provést, do prvni podskupiny pacienti bychom mohli zatadit pouze jednoho
pacienta. Také jsme zaznamenali vyssi incidenci TP53 aberaci U pacientd s vice nez
5 zménami v CK ve srovnani s pacienty se 3—4 zménami v CK (48 % vs. 27 % ve
skupiné se 3 nebo 4 zménami), nicméné vliv na OS prokazan nebyl. Autofi Baliakas
a kol. vliv aberaci genu TP53 u pacientt s 5 a vice zménami v CK (tzv. high-CK) také
neprokazali [176]. Na rozdil od jejich studie jsme neprokazali vliv vyssiho poctu zmén
v CK na OS, coz mize byt zplisobeno vyrazné niz§im poctem pacientli a zaroven
skute¢nosti, Ze v nasi studii byly kombinovany vysledky konvencni cytogenetiky
i FISH a arrayCGH, byly-li kdispozici, atyto dalsi metody pfinesly dalsi informaci
0 zavérecném karyotypu. To mohlo ovlivnit zavérecny pocet abnormalit v jednotlivych
patologickych klonech.

Déle nas zajimalo, zda celkové pfezivani pacientli s CK ovliviiuji vysoce rizikove
abnormality, jakymi jsou delece 11q a 17p, popt. mutace TP53. Pacienti a aberacemi
genll TP53 a ATM, at’ uz byly souc¢ésti CK ¢i nikoliv, méli hor$i progndzu ve srovnani
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S pacienty bez téchto abnormalit (bez CK). Pacienti bez CK s delecemi TP53 nebo ATM
méli celkové prezivani srovnatelné s prezivanim pacientd s CK (p=0,37/p=0,75). Avsak
pacienti s CK a zarovenn mutacemi/delecemi genu TP53 méli hor$i OS ve srovnani
s pacienty s mutacemi/delecemi genu TP53 bez CK (p=0,0084). V ramci CK pak
statisticky vyznamny rozdil v piezivani pacienti s/bez aberaci TP53 a/nebo ATM,
navzdory jejich vys$i incidenci, prokazan nebyl, coz je v souladu s vysledky studie
Thompson a kol. [175]. Byl vSak patrny trend k hor§imu piezivani u pacientd s CK
a zaroven mutacemi/delecemi genu TP53 (p=0,076).

Vseobecné je mezi pacienty s CLL vyssi zastoupeni muzi neZz Zen (v poméru téméf
2:1), mivaji také krat$i celkové piezivani [215]. V nasi kohorté pacientii s CK bylo
celkem 57 muzt a 22 zen (2,6:1). Celkem logicky bylo OS vyrazné kratsi u zen s CK
VvV porovnani s zenami bez CK (p<0,0001), tento rozdil byl vSak v porovnani s muzi
veétsi. Nicméné rozdil v OS mezi muzi a zenami v rdmci CK (84 mésict u muza a 37
mésic u Zen) nebyl prokazan jako statisticky vyznamny (p=0,14). Moznym
vysvétlenim by mohlo byt vyssi zastoupeni aberaci genu TP53 (55 % u Zen, 35 %
umuza). Vzhledem k limitujicimu poctu pacienti v naSi praci by bylo zajimavé
potvrdit tyto vysledky ve vétSich mezinarodnich studiich, kde zatim porovnani OS mezi
jednotlivymi pohlavimi provedeno nebylo.

Dal$im vSeobecné zndmym a uznavanym prognostickym faktorem je vek pacientl
[216]. Median véku pii diagnoze pacienti v nasi CK kohorté byl 64 let (s rozmezim 34—
87 let), horsi piezivani pak bylo prokazano u pacienti starSich 60 let (p=0,0075).

Bylo tedy prokazano, ze pro stratifikaci pacientll do jednotlivych prognostickych skupin
je zésadni kombinace metod konven¢ni a molekuldrni cytogenetiky s metodami
molekularni genetiky (Sangerovo sekvenovani/sekvenovani nové generace). Jednim
z vyraznych nezavislych prognostickych faktorti je komplexni karyotyp, ktery bez
ohledu na své sloZeni negativné ovliviiuje celkové pieZivani pacientid. Vysledky
probihajich klinickych studii pak mohou urcit efektivni strategii 1écby téchto pacienti,
popt. nemocnych s dalsimi prognosticky negativnimi aberacemi (delecemi geni ATM
a TP53).
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4.2 Delece dlouhych ramen chromozomu 6

Vysledky této studie jsou uvedeny v publikaci Jarosova M, Hruba M, Oltova A,
Plevova K, Kruzova L, Kriegova E, Fillerova R, Koritakova E, Doubek M, Lysak D,
Prochazka V, Mraz M, Indrak K, Papajik T: Chromosome 6q deletion correlates with
poor prognosis and low relative expression of FOXO3 in chronic lymphocytic leukemia
patients. American Journal of Hematology, 2017;92(10):E604-E607; viz Ptiloha ¢. 3.

4.2.1 Soubor pacienti

Celkovy soubor tvofilo 1158 pacienti diagnostikovanych dle iwCLL doporuceni [12,
208] asledovanych ve tfech ¢eskych hematologickych centrech (Olomouc, Plzen
aBrno) v letech 2000 az 2014. Vsichni pacienti byli vySetfeni jak klasickou
cytogenetikou, tak metodou FISH. Delece v oblasti dlouhych ramen chromozomu 6
byla prokazana u 91 pacientt (7,8 %). Celkem 70 pacientu s deleci 6q bylo nasledné
vysetieno metodou arrayCGH k uréeni rozsahu delece a stanoveni kandidatnich gend
zapojenych do patogeneze CLL.

V blize studovaném souboru bylo 53 muzii a 17 Zen s medianem veéku v dob¢ diagndzy
63 let (rozmezi 34-87 let). Celkem 42 pacientli bylo vysetfeno pied zahajenim terapie,
28 pacientll bylo jiz léceno. Mutaéni stav IGHV byl vySetfen u vSech pacienti, 4
pacienti (5,7 %) méli mutované IGHV, 65 pacientii (92,9 %) mélo nemutovany stav
IGHV a u 1 pacienta (1,4 %) byly prokdzany obé varianty. Zakladni charakteristika
pacientt s deleci 6q je uvedena v tabulce 4 (Tab. 4).

Tab. 4: Zakladni charakteristika pacientt s deleci 6q

Pohlavi N* (%)
Muzi 53 (75,7)
Zeny 17 (24,3)
Vék v dobé diagnézy Median (rozmezi)
63 (34-87)
Stiadium dle Bineta N (%)
A 24 (34,3)
B 23 (32,9)
C 19 (27,1)
Neurceno 4 (5,7)
IGHV stav N (%)
Mutovany 4 (5,7)
Nemutovany 65 (92,9)
Nevysetieno 1(1,4)

*N = pocet pacientii
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4.2.2 Vysledky

Cytogenetické vysledky

Delece v oblasti dlouhych ramen chromozomu 6 byla prokazana u 91 pacientd (7,8 %)
a nasledné vySetreni metodou arrayCGH bylo provedeno u 70 pacientii s deleci 6q.
Delece 6q jako samostatna aberace byla prokazana pouze u 10 pacienti (14,3 %),
u zbyvajicich 60 pacienti (85,7 %) byla kromé delece 6q prokdzéna i jind zména.
Komplexni karyotyp byl prokazan u 39 pacientt (55,7 %), dalSich 21 pacientl (30 %)

m¢élo jen jednu piidatnou zménu, nej€astéji se jednalo o deleci 13q (7 pacienti), deleci

ATM (5 pacientl), deleci TP53 (4 pacienti). Trizomie chromozomu 12 byla pfitomna

S

pouze u 2 pacientl (viz Obrazek 9).

= del(6q) + del(13q)

= del(6q) + del({11q)
del(6q) + del({17p)

w del(6q) + trizomie 12

= del(6q) + jiné

= solo del(6q) = komplexni karyotyp

= del(6q) + 1 pfidatnd zména

Obrazek 9: Procentualni zastoupeni pacientii s deleci 6q jako samostatnou aberaci,
pacientii s deleci 6q a jednou pridatnou zménou a pacientii s deleci 6q jako soucasti
komplexniho karyotypu

Bez ohledu na pocet pridatnych zmén, delece 13q byla opét nejCastéjsi pridatnou

aberaci (30 pacientd, 42,9 %), delece TP53 byla prokazana u 17 pacienti (24,3 %), déle
delece ATM u 14 pacientti (20 %) a trizomie 12 u 2 pacientd (2,9 %), (viz Obrazek 10).
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Obrazek 10: Pridatné zmeny u pacientii s deleci 6q a jejich procentualni zastoupeni

Stastistickou analyzou bylo prokazano, Ze pacienti s deleci 6q maji kratSi celkové
prezivani a spadaji do prognosticky rizikové skupiny, stejn€ jako pacienti s deleci ATM
(viz Obrazek 11), ato bez ohledu na pocet pfidatnych zmén vyskytujicich se
v karyotypu spole¢né s deleci 6q. Porovnanim skupin bez a s pfidatnymi zménami
nebyly prokazany signifikantni rozdily v Zadném ze sledovanych znaki (stddium
onemocnéni dle Bineta, v€k pfi diagndze, procentualni zastoupeni muZzi/Zen, mutacni
status IGHV, doba sledovani ani celkové ptezivani). Bylo vSak prokazano horsi celkové
prezivani u pacientt s deleci 6q ve srovnani s pacienty bez této delece (viz Obrazek 12).
[
1.0—¢h,
ing del(13q) jako solo aberace (N=280)
delece ATM (N=163)
delece TP53 (N=53)
trizomie 12 (N=108)

del(6q) (N=70)
normalni nalez (N=166)

0.8

0.6

podil Zijicich pacientl

0.2

0.0
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[roky]

Obrazek 11: Porovnani celkového prezivani pacientii s rekurentnimi cytogenetickymi
aberacemi
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Obrazek 12: Celkové prezivani pacientii s a bez delece 6q.

Vysledky arrayCGH a stanoveni relativni exprese kandiddtnich genii

Metodou arrayCGH byla stanovena minimalni deletovana oblast (MDR, viz Obrazek
13) v pruhu 6921 s 8 kandidatnimi geny: SOBP, SCML4, SEC63, OSTM1, NR2EL,
LACE1, FOXO3 a ARMC2. Pomoci metody RT-PCR byla stanovena relativni exprese
mRNA (vySetieni bylo provedeno u 17 pacientt s deleci 6q, 30 CLL pacienti bez
prokazané delece 6q a 19 zdravych kontrol). U pacientu s deleci 6q byla ve srovnani
s CLL pacienty bez delece 6gq a/nebo zdravymi kontrolami prokazana nizsi exprese
geni SOBP, SCML4, SNX3, LACE1 a FOXO3. Exprese genu FOXO3 byla snizena
u vS§ech CLL pacientll ve srovnani se zdravymi kontrolami, nicméné u pacientd s deleci
6q byla exprese nejnizsi (CLL s deleci 6q vs. CLL bez delece 6q: p=0,03; CLL s deleci
6q vs. zdravé kontroly: p=<0,0001). FOXO3 je negativni regulator bunééného cyklu
a apoptozy [217], proto byla stanovena relativni exprese také jeho cilového genu NFkB,
ktera byla signifikantn¢ vyssi (viz Obrazek 14). Bylo také prokézano kratsi prezivani
U pacienti s nizkou expresi FOXO3 (> median) oproti pacientim s vysokou expresi

FOXO03 (< median) s hladinou vyznamnosti p=0,01 (viz Obrazek 15).
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MDR = 6q21(107,7 - 108,7)

Obrazek 13: Grafické zobrazeni rozsahu deleci na dlouhém rameni chromozomu 6 (6q)
a znazorneéni minimalni deletované oblasti (Cervend linie)
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Obrazek 14: Vysledky analyzy relativni exprese mRNA genii LACE 1, SCML4, SOBP,
SNX3, FOXO3 a NFxB u pacientii s deleci 6q (CLL del(6q)), pacientii bez delece 6q
(CLL) a zdravych kontrol.
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Obrazek 15: Celkové prezivani pacientii s nizkou/vysokou expresi genu FOXO3.

4.2.3 Diskuze

Delece na dlouhém rameni chromozomu 6 je jednou z nej€astéjSich chromozomovych
aberaci u lymfoidnich malignit a vétSinou se jednd o sekundéarni udalost souvisejici
s progresi onemocnéni [132]. VSeobecné je tato zména povazovana za negativni
prognosticky faktor [106,107]. V nasi studii jsme prokazali delece v oblasti 6q u 7,8 %
CLL pacientti, coz odpovida publikovanym datiim, kde se tato delece vyskytuje u 7-10
% pacienti [125, 126].

Pfevazna vétSina pacientlt (téméf 93 %) méla nemutovany stav IGHV. Kromé
nemutovaného IGHV mivaji tito pacienti také vyssi leukocytdzu s atypickou morfologii
lymfocytt a pozitivitou znaku CD38, rozsahlejsi lymfadenopatii a splenomegalii [133].
| s ohledem na tento fakt bylo zfejmé zafazeni téchto pacientli do horsi prognostické
skupiny. Celkové piezivani odpovidalo skupiné pacientli s deleci ATM a ve srovnani se
skupinou pacientl bez delece 6q bylo vyznamné kratsi (p=0,01).

U 86 % pacientu byla prokazana pfidatna chromozomova zména a 56 % pacienti mélo
deleci 6q jakou soucast komplexniho karyotypu. Nejcastéjsimi pridatnymi aberacemi
byly delece 13q, 17p a 11q. Delece genu TP53 byla vyznamné vyssi u pacienti s deleci
60, nez je bézné u CLL (24 % vs. 7 %) [125]. Naopak trizomie chromozomu 12 byla

prokdzéna pouze u dvou pacientli (3 %), coz je ve srovnani s 20 % CLL pacienta
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vyrazné niz$i [10]. Rozdily v OS vSak mezi skupinami pacientt s deleci 6q bez
pridatnych zmén a s pfidatnymi zménami prokazany nebyly. Taktéz nebyly prokazany
statisticky vyznamné rozdily v ostatnich sledovanych charakteristikdch pacienti
(stadium onemocnéni dle Bineta, vk pii diagndze, procentualni zastoupeni muzi/zen,
mutacni stav IGHV, doba sledovani ani celkové prezivani).

Casto deletovana oblast na chromozomu 6 v pruhu 21 o velikosti 4-5 Mb jiz byla
prokazana v praci Zhang a kol. [218]. Jednalo se o pacienty s B- a T-bunéénymi
lymfomy a akutni lymfoblastickou leukémii. Pomoci arrayCGH jsme byli schopni
stanovit minimalni deletovanou oblast v pruhu 6921 o velikosti 1,1 Mb. Z 8
kandidatnich gend byla u pacientl s deleci 6q prokazana nizsi exprese gentu SOBP,
SCML4, SNX3, LACE1 a FOXO3 (ve srovnani s CLL pacienty bez delece 6q a/nebo
zdravymi kontrolami). Gen FOXO3 je tumor-supresorovy gen patiici do rodiny FOXO
transkripénich faktori s konzervovanou DNA vazebnou doménou, které jsou
regulovany drahou PI3K. Transkrip¢ni faktory FOXO v lymfocytech negativné reguluji
bunéény cyklus a indukuji bunéénou smrt [219]. FOXO3 aktivuje expresi
transkripénich represori Mad/Mxd rodiny, ktera je nezbytna k inhibici proliferace,
i diky regulaci aktivity Myc [220]. Pacienti s nizkou expresi FOXO3 (> median) méli
oproti pacientim s vysokou expresi FOXO3 (< median) vyrazné kratsi OS (13,1 vs.
19,8 let; p=0,01). Vzhledem kvySe uvedenému a faktu, Ze chemokiny mohou
ovlivitovat aktivitu tohoto transkripéniho faktoru, FOXO3 by mohl byt vhodnym

terapeutickym cilem.

Muij podil prace:
Osobn¢ jsem provadéla vétSinu vySetfeni FISH wu pacienti olomouckého
hematologického centra a také vétSinu arrayCGH vySetfeni u vySetfovanych pacientl

S deleci 6q.
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4.3 ZmnoZeni dlouhych ramen chromozomu 2

Vysledky této studie jsou &asteéné uvedeny v diplomové praci Mgr. Barbory Stefkové:
Cytogenetika a molekularni cytogenetika u pacientli s chronickou lymfocytarni
leukémii (CLL) se zaméfenim na zmnozeni kratkého ramene chromozomu 2 (2p).
Univerzita Palackého v Olomouci, Pfirodovédecka fakulta. Vedouci prace Mgr. Lenka

Krizova. Olomouc, 2019. Dostupné na: https://theses.cz/id/98gad8.

4.3.1 Soubor pacientii

Béhem let 2000 az 2018 bylo v naSem centru vySetieno celkem 604 CLL pacientt
(diagnostikovanych dle iwCLL doporuceni z let 1996 a 2008 [12, 208]). Vsichni byli
vySetieni jak klasickou cytogenetikou, tak metodou FISH. ZmnozZeni kratkého ramene
chromozomu 2 bylo prokazano u 52 z nich (8,6 %), u kterych pak bylo doplnéno
vySetteni arrayCGH.

Soubor tvoftilo 42 muzl a 10 Zen s medidanem véku v dob¢ diagnozy 61 let (rozmezi 34—
92 let). Mutacni stav IGHV byl vySetfen u 47/52 pacienti: 6 pacientt mélo mutovany
IGHV stav, z toho 3 pacienti (5,8 %) nesli subgeny IGHV3-21, 39 pacienti (75 %) mélo
nemutované IGHV a u 2 pacientii byla sekvence na hranici 98 % (hrani¢ni homologie,
3,8 %). Ctrnact pacientii (27 %) bylo v klinickém stadiu onemocnéni dle Bineta A, 20
pacienti (38 %) ve stadiu B a 16 pacientd (31 %) ve stadiu C. U dvou nemocnych
nebylo stddium dle Bineta stanoveno. Zakladni charakteristika pacientll se zmnoZenim

2p je uvedena v tabulce 5.
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Tab. 5: Zakladni charakteristika pacientii se zmnozenim 2p

Pohlavi N* (%)
Muzi 42 (81)
Zeny 10 (19)
Vék v dobé diagnozy Median (rozmezi)
61 (34-92)
Stadium dle Bineta N* (%)
A 14 (27)
B 20 (38)
Cc 16 (31)
Neuvedeno 24
IGHV stav N* (%)
Mutovany 3 (5,8 %)
Mutovany (IGHV3-21) 3(5,8%)
Nemutovany 39 (75 %)
Hrani¢ni homologie 2 (3,8 %)
Nevysetieno 5 (9,6 %)

*N = pocet pacientii

4.3.2 Vysledky

Zmnozeni oblasti kratkého ramene bylo prokazano u 52 pacienti (8,6 %). Nejcastéj$imi
pfidatnymi zménami byla delece 13q (35 pacientli, 67 %) nasledovand deleci 11q (26
pacienti, 50 %). Duplikace 8q byla prokdzédna u 9 pacientd (17 %), delece 17p
u 8 pacientti (15 %), delece 6q u 4 pacientd (8 %) a trizomie chromozomu 12, ztrata 1
kopie IGH a ptestavba genu IGH, kazda pouze u jednoho pacienta. V pfevazné vétsing
(81 %) bylo zmnoZeni 2p soucasti komplexnich karyotypi (43 pacientli, z toho 7
pacientll s prokdzanym vyskytem min. 3 chromozomovych aberaci, vcetné 2p,
v jednom klonu i navzdory neusp&$nému cytogenetickému vysetfeni). Ctyii pacienti
pak komplexni karyotyp vyvinuli v dal$im pribéhu onemocnéni. U 5 pacientll byly
prokazany jumping translokace duplikované ¢asti kratkych ramen chromozomu 2 na
rizné, zfejmeé nahodné chromozomy (3 pacienti méli mezi recipientnimi chromozomy
chromozom 13, chromozomy 3, 4, 10, 15, 20, 21, 22 byly zahrnuty v jumping
translokacich dvakrat). Osm pacientd mélo dicentrické chromozomy, nejcastéji (celkem
4x) se jednalo o dicentricky chromozom dic(2;18)(p?10;p?10), u dvou pacientt
0 dic(2;20)(p?10;p?10). Osmnact pacientti pak mélo translokaci duplikované ¢asti 2p na
jiny chromozom, nejvice do vzajemnych piestaveb vstupovaly chromozomy 11 (3x), 18
(3x) a 13 (2x). U jednoho pacienta nebyla prokazana zadna dal§i zména pomoci FISH
ani arrayCGH (kromé ztrat heterozygozity na dlouhych ramenech chromozom 8 a 13).
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Cytogenetické vySetieni vSak bylo netispésné a nelze s jistotou fici, zda se v karyotypu
nenachdzi pfipadné balancované translokace. Zbyvajici pacienti méli prokazanu jen
jednu ptidatnou zménu (deleci 11q, 13q nebo translokaci). Vysledky cytogenetického

vySetieni (zavérecné karyotypy) jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tab. 6: Vysledky FISH a zavére¢né karyotypy u pacientli se zmnozenim 2p

Pacient €. | Mutacni Zavérecny karyotyp

stav IGHV

M/1t MU 46,X,der(Y)t(Y;8)(q?12;q?723)dup(8)(g22.2q24.3),del(13)(q14.2q14.3)[11]/

(VH3-21) | 46,XY,+2,dic(2;18)(q?12;p?18),del(13)(q14.2q14.3)[4]/
46,XY[2]

M/2+t UNM 46,XY,der(11)del(11)(q14.1925)t(2;11)(p?12;9?13)dup(2)(p25.3p21),del(13)(q14.11q14.3)[7]/
46,XY[7]

M/3 UNM 47,XY,+12[2]/
47,XY,der(3)dup(3)(q21.2929)t(3;3)(g21.2;p25.3)del(3)(p26.3p25.3),+12,der(15)t(2;15)(p14;926.1)[52]/
46,XY[2]

M/4 UNM | 47,XY,i(2)(p11.1)[12]/46,XY[2]

Z/5+ UNM 46,XX,der(1)t(2;10;9;1)(p14;926;p?23;q?42)dup(2)(p25.3p14),del(10)(q26.2926.3),del(11)(q22.1923.3)[12]/
46,XX,del(11)(g22.1¢23.3)[5]

M/6 UNM *dup(2p),del(11q),del(13q)

M/7t ND *dup(2p),del(11q),del(13q),del(17p)

M/8 UNM 47 ,XY,+i(2)(p11.2),del(11q)(q14.1923.3),del(13)(q?14.2q?14.3)[49]/
46,XY,trp(2)(p?25.3p?11.2),del(11q)(q14.1923.3),del(13)(q?14.2q?14.3)[5]/
47,XY,+der(2)del(2)(q10?qter)t(2;?)(q11;?),del(11q)(q14.1923.3),del(13)(q?14.2q?14.3)[4]/
46,XY,del(11g)(q14.123.3),del(13)(q?14.29?14.3)[4]/
46,XY[20]

M/9t UNM *dup(2),del(11),del(13)

M/10 UNM | 46,XY,dic(2;20)(q?11;p?11),+2[27]/
46,XY[76]

M/11t UNM *dup(2),del(11),del(13)

M/121 UNM | 46,XY,i(8)(q10),del(9)(p21),del(11)(q22),der(18)t(2;18)(p?11;p11)[2]/
45,X,-Y,i(8)(q10),del(9)(p21),del(11)(q22),der(18)t(2;18)(p?11;p11)[6]/

46,XX[2]
M/141 UNM | 44,XY,+i(2)(p10),der(3)t(3;8)(?p;q?23),-8,del(13)(q14),2dic(13;17)(p11;p11)del(13)(q14),?dic(18;19)(?p11;?q)[12]/

46,XY[3]
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Pacient €. | Mutacni Zavérecny karyotyp
stav IGHV
M/15+1 MU 46,XY,der(22)t(2;22)(p?;p13)[6]/
(VH3-21) | 46,XY,der(8)t(2;8)(p?;p?)[21/
46,XY,der(3)t(2;3)(p?;?)[1]/
46,XY,der(16)t(2;16)(p?;?q)[1]/
46,XY,der(20)t(2;20)(p?;?)[1]/
46,XY,der(21)t(2;21)(p?;p13)[1]/
46,XY,der(Y)t(2;Y)(p?;p?)[1]/
46,XY[5]/
M/16t ND *dup(2p),del(13q), del(17p)
M/17t hr. 46,XY,dic(2;18)(p?10;p?11),+2,i(8)(q?10),del(11)(q14.2922.3),del(13)(q14.2)[9]/
homol. | 46,XY,del(11)(q14.2922.3),del(13)(q14.2)[2]
7/18 UNM | *dup(2p),del(13q)
M/19t UNM 46,XY,der(1)dup(2p)(p25.3p14)t(1;2)(q?;p13),i(5)(p?14),der(17)t(5;17)(q?23;p13)del(17)(p13.3p12),der(18)del(18)(p11.32p11.21)t(18;21)(p11;922)dup(21)(g21.31922.3)[8]/
46,XY[4]
M/20 UNM *dup(2p)
7211 UNM | 44,XX,-8,der(11)del(11)(p15.5p15.5)del(p15.4p15.4)del(p14.3p12)del(q14.1g25),-13,
der(13)t(2;13)(p?12;p?12)dup(2)(p25.3p14),der(17)del(17)(p13.3p13.2)t(X;17)(q?;p?13)dup(X)(p22.33p11.3),der(18)t(8;18)(q?11;p?11)[28]/
46,XX[2]
M/22 MU 46,XY,del(11)(q14.1921;922.223.3),del(13)(q14.13921.32)[7]/
(VH3-21) | 46,XY,dic(2;18)(q?10;p?10),+2,del(11)(q14.1921;922.2923.3),del(13)(q14.13q21.32)[5]/
46,XY[2]
7/23 UNM 46,XX,del(11)(q13.5g23.3),del(17)(g25.1925.3),der(20)t(2;20)(p14;9?33)dup(2)(p25.3p14)[23]/
46,XX,der(20)t(2;20)(p14;9?33)dup(2)(p25.3p14)[3]/
46,XX[3]
M/24+ UNM 45,XY,der(2)t(2;4)(p?25;?)ins(2;13)(p?;9?),?dic(17;22)(p12;p11)t(11;17)(q?24;p?),der(13)(p24)t(2;13)(p24;q?13)[4]/
45,XY,der(2)t(2;15)(p?25;q7?),der(13)t(2;13)(p24;G?13),t(2;?)(?;?)[3]/
46,XY[5]
M/25 MU *dup(2p),del(13q),del(17p)
M/261 UNM *dup(2p),del(11q),del(13q)
M/271 MU 45,XY,dic(2;10)(p?23;q?26)cth(2),t(7;8)(q?31;q?21)dup(8)(q22.222.3),del(11)(q13.1),del(14)(q32.33),i(17)(q11.1)[3]/

46,XY[11]
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Pacient €.

Mutacni
stav IGHV

Zavérecny karyotyp

M/28

UNM

46,XY,+2,dic(2;18)(q?11;p?11),t(2;13)(q?33;q?13),del(13)(q14.2q14.3)[12]/
46,XY,der(20)del(20)(p13p12.3)t(13;20)(q?13;p?11)del(13)(q14.2q14.3)[6)/
46,XY,1(2;13)(q?33;q?13),del(13)(q14.2q14.3)[3]

M/29t

ND

44-46,XY,del(6)(q16.3¢25.3),dic(2;14)(q11;p11.2),+2,der(17)t(8;17)(q?23;p?12)dup(8)(q22.324.3)[10)/
46,XY[2]

M/30t

UNM

48,XY,+7,ins(9;3)(p?21;9?25q?28),ins(9;3)(p?21;9?25q?28),t(11;14)(q13;932),+18[9]/
49,XY,+7,ins(9;3)(p?21;9?250?28),ins(9;3)(p?21;9?25q?28),t(11;14)(q13;q32),+13,+18[2]/
46,XY,t(1;21;11;2)(p?21;9?22;q?13;p?12),ins(9;3)(p?21;0?25q?28),ins(9;3)(p?21;q?25q?28),t(11;14)(q13;932)[4]/
46,XY[5]

M/31

UNM

46,XY,del(11)(q?22q?25),22ps+[22]/
46,XY,dup(2)(p?21pter),del(11)(q?22q?25),22ps+[4]/
46,XY,del(11)(g?22q?25),der(19)t(2;19)(p?21;p?13)dup(2)(p?21pter),22ps+[2]/
46,XY,del(11)(g?22q?25),der(20)t(2;20)(p?21;p?13)dup(2)(p?21pter),22ps+[2]/
46,XY,der(10)t(2;10)(p?21;p?15)dup(2)(p?21pter),del(11)(q?22q?25),22ps+[1]/
46,XY,22ps+[1]

7/32

UNM

46,XX,add(2)(p25.3p11.1),del(11)(q14.1g23.3)[9]/
46,XX,add(2)(p25.3p11.1),del(11)(q14.1923.3),del(13)(q?14)[2]/
46,XX[1]

7/33t

UNM

46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21),t(9;13)(q?21;9?13),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[8]/
46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21)t(9;22)(?;4?12),1(9;13)(q?21;q?13),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[3]/
46,XX,der(5)t(9;5)(p?21;q?34),der(9)t(X;9)(q?25;p?21),t(9;13)(q?21;q?13),der(16)t(11;16)(q?;q7?),der(18)t(9;18)(?;p?11.2)[3]/
46,XX[3]

M/34+

UNM

*dup(2p),del(11q)

M/35

UNM

46,XY,t(3;14)(?q?25;q?24),der(12)t(2;12)(p14;924)dup(2)(p25.3p14)[13]/
46,XY[2]

M/36

MU

46,XY,der(18)t(2;18)(q?14;92?)[5]/
46,XY[5]

M/37

UNM

46,XY,der(11)del(11)(g22.3g23.3)del(q25025)t(2;11)(p?12;q?13)dup(2)(p25.p12),der(11)(p15.1p14.3)t(8;11)(g?13;p?14)dup(8)(q13.3q24.3),del(13)(q14.11q14.11)(q14.2914.3),
del(18)(p11.31p11.23)(g22.3923)[10]

M/38

UNM

46,XY,+2,dic(2;20)(p11.1;p11.1),del(13)(q14.13q14.3)[6]/
46,XY[2]

M/39

UNM

*dup(2p),del(11q),del(13q)
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Pacient €. | Mutacni Zavérecny karyotyp

stav IGHV

M/40t ND 46,XY,der(3)del(3)(p26.3p25.3)t(3;8)(p?25;q?22)dup(8)(q22.1q24.3),der(8)del(8)(p23.3p12)t(3;8)(p?25;9?22)dup(3)(q25.31g29),del(13)(q14.2q14.3)[10]/
46,XY[8]

M/41 UNM 46,XY,der(11)dup(2)(p25.3p13.2)t(2;11)(p13.2;q14.3)del(11)(q14.3g25)[49]/
46,XY[1]

M/42 UNM | 46,XY,t(13;14;15;17)(q?13;q?24;9?21;G?21)ins(14;6)(q?24;p?21)del(13)(q14.13q14.3)[9]/
46,XY,der(18)t(2;18)(p?12;p?11)[3]/
46,XY[32]

M/431 UNM *dup(2p),del(11q)

M/44+t UNM 44-45 XY,der(1)(p),t(2;21),der(3),der(4),-?8,-?9,t(12;17),?del(19)(q),+1-2mar[cp13]/
46,XY[1]

7/45 hr. 46,XX,der(7)t(2;7)(p?13;9?36)dup(2)(p?13p?ter),del(13)(q14),del(13)(q14)/

homol. | 46,XX[8]

M/46t UNM *dup(2p),del(6q),del(11q),del(13q)

7/47 UNM | 46,XX,del(13)(q14.2q14.3),der(18)t(2;18)(p14;q21)dup(2)(p25.3p14)[2]/
46,XX,del(13)(q14.2914.3),der(9)t(2;9)(p14;q?32)dup(2)(p25.3p14)[2]

7/48+ UNM 43 X,-X,t(2;3)(?922;?p21)dup(2)(p?),der(4)t(4;13)(?q35;?p11)del(13)(g12.13g21.31),dic(9;11)(q21;q13)[4]/

42,X,-X,?dic(2;3)(?9;?9)t(2;3)(?q;?q)t(2;8)(?p;?q)dup(2p?),der(4)t(4;13)(?q35;?p11),der(8)t(3;8)(?q;?q)ins(8;2)(?q;?q),dic(9;11)(g21;913)[3]

M/49 UNM | 47,XY,i(2)(p11.1),+2,del(13)(q?14)[30]

M/50t UNM | 46,XY,t(2;3)(?;?)dup(2)(p25.3p11.2),del(11)(q14.1923.3),del(13)(q14.2q14.3)[2]/
46,XY,del(11)(q14.1923.3),del(13)(q14.2q14.3),der(18)t(2;18)(?;?)dup(2)(p25.3p11.2)[2]/
46,XY,der(7)t(2;7)(?;?)dup(2)(p25.3p11.2),del(11)(q14.1923.3),del(13)(q14.2q14.3)[1]/
46,XY,del(11)(q14.1923.3),der(13)del(13)(q14.2q14.3)t(2;13)(?;?)dup(2)(p25.3p11.2)[1])/
46,XY,der(9)t(2;9)(?;?)dup(2)(p25.3p11.2),del(13)(q14.2q14.3),der(18)t(11;18)(?;?)del(11)(q14.123.3)[1]

Z/51 ND 47,XX,+i(2)(p10)[7]/
47,XX,+i(2)(p10),t(3;13)(p22;q14)del(3)(p23p22.3)del(13)(q14.2q14.3)[13]/
46,XX,der(15)dup(2)(p25.3p11.2)t(2;15)(p?11;9?26)[5]/
46,XX,der(10)dup(2)(p25.3p11.2)t(2;10)(p?11;p?15)[3]/
46,XX,der(13)del(13)(q14.2914.3)t(2;13)(p?11;p?11)dup(2)(p25.3p11.2)[3]/
46,XX,der(21)dup(2)(p25.3p11.2)t(2;21)(p?11;p?11)[3]/
46,XX,der(22)dup(2)(p25.3p11.2)t(2;22)(p?11;p?11)[1]/
46,XX,der(X)dup(2)(p25.3p11.2)t(X;2)(p?22;p?11)[1)/

46,XX[4]
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Pacient €. | Mutacni Zavérecny karyotyp
stav IGHV
M/52 UNM 46,XY,+i(2)(p11.2),-8,del(11)(q13.5924.2),der(21)t(8;13;21)(q?21;q?14;?)dup(8)(q21.11q24.3)del(13)(q14.11914.3)[5]/
46,XY[5]
M/53+ UNM *dup(2p),del(6q),del(11q),del(13q),dup(8q)

Legenda: M (mu3), Z (#ena), * (pacient zemrel), MU (mutovany), UNM (nemutovany), hr. homol. (hrani¢ni homologie s germindini sekvenci IGHV — 98 %), nd (nevysetreno),
uns (neuspésné)
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Metodou arrayCGH bylo vySetieno 51 pacientii (1 pacient nebyl vySetfen z divodu
nedostatku materialu). Ctyfi pacienti v8ak méli nizké procentualni zastoupeni
patologickych bunék a dalSich 9 pacienti mélo nizké zastoupeni patologického klonu
bun¢k se zmnozenim 2p, u téchto pacientii tak nebylo mozné urcit rozsah zmnozeni na
chromozomu 2. Rozsah zmnozeni u zbyvajicich pacienti byl zna¢né heterogenni,
vétsinou se jednalo o duplikaci celého kratkého ramene chromozomu 2. Nebylo proto
mozné urcit minimalni zmnozenou oblast, i s ohledem na limitovany pocet pacientt
a dostupnych vysledki arrayCGH. Diky tomu také bylo ustoupeno od plvodné
planované analyzy exprese potencialnich kandidatnich gent v této oblasti. Grafické
znazornéni zmnoZeni na 2p je uvedeno na obrazku 16 a souhrnné vysledky arrayCGH

pak v tabulce 7.

» (I METHN BN NI Q0

MYCN ALK REL

Obrazek 16: Grafické zndazornéni zmnozenych oblasti na kratkém rameni chromozomu

2

77



Tab. 7: Vysledky arrayCGH

Pacient €. Vysledek arrayCGH

M/1t arr[GRCh37]13q14.2q14.3(48941714_51637034)x1,8922.2q24.3(100829780_146294098)x3

M/2t arr[GRCh37] 2p25.3p21(17019_44533462)x3,2p16.3p15(48086274_63985228)x3,8q11.21q11.23(51210232_54306826)x2 hmz,
11q14.1925(79992712_134934196)x1,13q14.11q14.3(41264453_54490011)x1

M/3 arr[GRCh37] 2p25.3p14(17019_67294799)x3,3p26.3p25.3(62199_11712047)x1,3¢21.229(124267110_197837049)x3,(12)x3,
15026.1926.3(93143013_102399819)x1

M/4 arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92072301)x3

7/5t arr[GRCh37] 2p25.3p14(44504_68524945)x3,10G26.2q26.3(129913184 135434178)x1,1122.1¢23.3(99121796_116973483)x1,
?15q11.1q11.2(20481702_22558756)x3

M/6 arr[GRCh37] 1p33p32.3(48482986_53589419)x2 hmz,?2p12p11.2(76510135_83844907)x3,
6p25.3p25.1(439231_4269759)x3,11q14.1924.2(84477029_127297143)x1,13914.2914.3(50781612_51462302)x1

M/7t arr[GRCh37] 1p36.33p34.3(846680_39806604)x1,1p34.3p33(39826419_47090908)x4,1p21.2p21.1(100892469_105737173)x2 hmz,
1921.1q23.1(142727196_157652563)x3,1923.1g44(157670441_249212668)x1,2p25.3p14(17019_66995748)x3,2q12.2q13(106719606_113754754)x2 hmz,
6016.1927(96061693_170911240)x1,7931.32931.33(122355640_125364853)x2 hmz,
10p15.3p11.1(102539_38789665)x1,10911.21922.3(42864605_81249841)x1,10924.32926.2(103424874_128613207)x1,10926.3(130842118_135110353)x1,
11g13.5923.3(75562624_116644398)x1,13q13.3921.1(38627949_57793413)x1,13q21.1q34(59567078_115092648)x3,15¢11.1922.31(20055137_65298512)x1,
16p13.3p13.2(96766_9051815)x1,16p13.2p13.13(9141438_10777887)x4,16p13.13(10813122_11820119)x8,16p13.13p12.2(12117673_21574967)x3,
17p13.3p11.2(44684_22183006)x1,17q11.1921.31(25300199_42960557)x1,17925.1q25.3(71374894_80270154)x3,1725.3(80294080_81036106)x1,20p12.1(14629123_15219086)x1

M/8 arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(17019_884328643)x3,11q14.1q23.3(83038154_121585073)x1

M/9t arr[GRCh37] 2p25.3p12(235263_77340292)x3,11q14.123.2(78965050_115751183)x1,13q13.1(32231813_33944539)x1

M/10 pod hranici detekce

M/11t pod hranici detekce

M/12+ arr[GRCh37] (Y)x0,2p25.3p12(17019_79180898)x3,8p23.3p11.1(191530_43541986)x1,8q11.1q13.2(47229005_68343898)x1,
?8013.2(68832961_70498318)x1~2,?8713.3(71238938_73440693)x1~2,87q13.3924.3(73635634_146121090)x3,
9p24.1p21.1(8352705_30767166)x1~2,11G22.3q24.3(102936356_127970238)x1,?14q11.2q22.3(24328784_56729135)x1~2,
215026.2026.3(95368273_99010585)x2~3,18p11.32p11.21(148963_15072794)x1,(Y)x0

M/13+ arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92262019)x3,3p26.3p21.31(117735_49926729)x1,3p14.1p12.3(68927704_75279055)x1,

3p12.2p12.1(81523854_85098226)x1,3p12.1p11.1(85896326_90400870)x3,8p23.3p23.1(191530_8221982)x1,
8p23.1p22(12404003_17984875)x1,8p12p11.21(29000703_40886605)x1,8q11.1q11.21(46924418_50207451)x1,
10024.2q25.2(99895278_112105252)x1,13q13.3(36698309_38460730)x1,13q14.2921.32(49122864_66982944)x1,
17p13.3p11.2(84287_22003066)x1,18p11.32p11.21(184254_14103971)x1,719p12(20216230_24376837)x3,219q13.42q13.43(56167796_59063507)x1
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Pacient €. Vysledek arrayCGH

M/14+ arr[GRCh37] 2p25.3p15(17019_61866471)x3,2932.3933.1(193286938_200763224)x2 hmz,4p16.3p15.1(72447_32548772)x1,5p14.3(18866362_23226235)x2 hmz,
5q31.1935.3(134365423_180691052)x3,8q11.21q11.23(50204476_54910006)x2 hmz,10q21.121.2(58391568_61785973)x2 hmz,11q14.3q23.3(89308592_116149746)x1

M/15+ arr[GRCh37] Xp22.33(60701_2685674)x0,Xq21.31(88512785_90085154)x0,(Y)x0,2p25.3p21(30341_47715127)x1,2p16.1p14(60932053_64790014)x3,2p14p13.3(66842948 69936266)x1,
2p12(76891511_78537044)x1,2q11.1q13(95529039_113291495)x1,2q13q14.2(113331042_120099217)x3,2G14.2(120123060_120405084)x1,2q21.3(135837264_136147960)x1,
6p22.3p21.1(15250020_43069406)x1,8q21.11g24.3(76258615_146280020)x3,13q14.13q14.3(45966109_52064658)x1,17p13.3p11.2(24457_18899368)x1,
17p11.2(19143173_20675339)x3,17p11.2p11.1(21336799_22225638)x1

M/16+ arr [GRCh37] 11q14.2q22.3(87531917_109017352)x1,13q14.2(49794639_50377937)x1

2/17 arr[GRCh37] 2p25.3p11(?17019_89075755)x3,13q14.2q14.3(49829567_51764796)x1

M/18t arr[GRCh37]
2p25.3p14(17019_67073554)x3,5p15.33p14.1(2517569_26504031x3),17p13.3p12(950505_15591491)x1,18p11.32p11.21(967553_15008646)x1,21921.31922.3(29332807_46269181)x3

M/19 arr[GRCh37] 2p25.3p13.3(17019_70488472)x3,8q11.2124.3(48217908_146152184)x2 hmz,(13)x2 hmz

7/20t arr[GRCh37]Xp22.33p11.3(60701_44036619)x3,2p25.3p14(17019_68100221)x3,8p23.3q11.22(61774_52320614)x1,8q12.1q13.2(60733056_69978446)x1,
11p15.5p15.5(196966_1996800)x1,11p15.4p15.4(3645310_5574014)x1,11p14.3p12(24616945_39271543)x1,11q14.1925(82413892_134934196)x1,
13q11g12.12(19024748_25301612)x1,13913.2q34(34263793_115092648)x1,17p13.3p13.2(1693_5935643)x1

M/21 arr[GRCh37] ?2p16.3p16.2(50792617_53685611)x3,?2p12p11.2(76316196_83844907)x3,11q14.1921(77386791_92950877)x1,
11922.2023.3(102147226_116093284)x1,12¢21.2921.31(78964958_83019188)x2 hmz,13q14.13021.32(47091739_68059049)x1

7/22 arr[GRCh37] 2p25.3p14(17019_65574538)x3,11q13.5¢23.3(75870291_117965282)x1,17¢25.1q25.3(74404855_75413830)x1

M/23t pod hranici detekce

M/24 arr[GRCh37] (1-4,6-17,21,22,X,Y)cx

M/25t | arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(61060_90133447)x3,11q14.1q23.3(83344386_118714084)x1,13q14.2(50368875_50546925)x1,17922¢23.2(50511537_60118579)x3,
17925.125.3(72366509_80215871)x3

M/26+ arr[GRCh37] 1921.3q44(152453240_249166593)x2 hmz,2p21(43142825_44637779)x3,2p21(44664433_45685787)x1,2p21p16.3(45739484_50823100)x3,
2p16.1p14(57692648_66033455)x3,2p13.1p12(74099992_75729253)x1,2p12(78970764_79706557)x1,2q14.2q14.3(121334064_126722063)x1,2932.1933.1(187922705_200676541)x3,
2G32.3933.1(193127346_199052600)x2 hmz,2q33.335(207210462_216748567)x3,2937.1937.3(234832485_239093573)x3,8922.2922.3(100990011_101970085)x3,
11g13.1(64775062_65727456)x3,17p13.3p11.2(48539_22183006)x1, 17911.1925.3(25343175_81044553)x3,17911.1q12(25468600_32739642)x2 hmz,
17922q24.2(57455620_64387069)x2 hmz

M/27 arr[GRCh37] 13q14.2q14.3(47374693_52138508)x1,20p13p12.3(4709272_5224997)x1,20p12.3(7103757_7508659)x1

M/28+ arr [GRCh37] 2p25p11.2(17019_34777748)x3,6016.3q25.3(102886426_158513393)x1,8¢22.3924.3(102720865_98080970)x3
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Pacient €. Vysledek arrayCGH

M/29+ | arr[GRCh37] 2p21p16.3(44518307_48733620)x3,2p16.1(56345448_56502361)x1,2p16.1(57398346_57906726)x1,2p16.1p15(58803074_62137798)x3,2p12(77312793_77968695)x1,
3425.1(150308796_150670902)x1,3G25.1(150699987_151560019)x3,3925.1925.2(151598781_152160975)x1,3925.2q28(152203378_190896823)x3,3G28(190930274_192292314)x1,
5923.3931.1(130143669_132219037)x1,(7)x3,8p23.1p21.3(6502461_23283299)x1,8p23.1(7239491_8079920)x0,9p24.3p13.2(207454_37125911)x2 hmz,
9p22.3(14429257_14949084)x0,9p21.3(21920518_22707857)x0,9p21.3(22733912_25067482)x1,9p21.3(24262251_24313081)x0,9p12p11.2(43469486_43841603)x1,
?10q11.22(46949255_48124262)x1,13q14.2q14.3(50500134_51523074)x1,717q12¢21.2(32783987_39596611)x2 hmz,(18)x3,20p11.23(18331035_21077435)x2 hmz,
20q11.23q13.31(35318605_55988288)x1,22q11.21(18706001_21505417)x3

M/30 pod hranici detekce

7/31 arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92072301)x3,11q14.1q23.3(79324026_118940294)x1

7/32% arr[GRCh37] Xq25q26.3(127944087_135002573)x2 hmz,1q31.1q31.3(190073382_193883256)x2 hmz,2p16.1p15(58288588_62563218)x4~5,
3926.31G26.32(173810957_176937896)x2 hmz,5¢35.3(177630094_179019853)x1,9p21.3(21200740_22733971)x0~1,9p21.3p21.2(22756866_26743237)x1,
9g21.11921.12(71046033_72561425)x1,9921.13(74030565_75252288)x1,9021.13(75679946_75987507)x1,9921.13(76698529_77396698)x1,9021.33(87019109_88989739)x1,
90g22.1922.31(91143188 _94125339)x1,9922.31(95590065_96481219)x1,9922.33¢931.1(99711576_106212127)x1,9931.2931.3(110078757_111518899)x1,
9931.3(114543420_114828492)x1,932(115899868_116536428)x1,9q33.2(123374564_123835439)x1,9q33.2933.3(124897767_127480985)x1,9934.3(139665148_140309179)x1,
13q14.11(42949750_43008771)x1,13q14.11(43455232_43987235)x1,13914.11q14.1(44311991_46197695)x1,13q14.1q21.32(46566052_68359448)x1,1321.33(70126170_70286551)x1,
13¢21.3322.2(70639188_75849409)x1,13G22.2(76169404_76927740)x1,13922.3(77244646_78641831)x1

M/33t | arr[GRCh37] 2p25.3p14(17019_109900976)x3,11922.2¢25(101871767_134331081)x1

M/34 arr[GRCh37] 2p25.3p14(20777_66898803)x3

M/35 arr[GRCh37] 21g21.2g22.3(25036672_48090317)x3

M/36 arr[GRCh37] 2p25.p12(10702_83248070)x3,8913.3924.3(72972750_146293435)x3,11p15.1p14.3(17782804_23983072)x1,11922.3923.3(107391362_116629101)x1,
11923.323.3(116672303_120308128)x3,11G25¢25(133305633_134934196)x1,12p13.32p13.31(4260747_7853479)x2 hmz,13q14.11q14.11(42218165_42660542)x1,
13q14.2q14.3(49581965_51672767)x1,18p11.31p11.23(4390986_7112200)x1,18G22.3q23(70130064_78010032)x1

M/37 arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_922632019)x3,13q14.13q14.3(47091739_51229962)x1,20p13p11.1(607407_26312663)x1,?18q12.1q12.3(24807314_41068920)x3

M/38 arr[GRCh37] 2p25.3p25.2(44504_6354309)x3,2p12p11.2(76510135_83911001)x3,13q14.2q14.3(48886744_51541846)x1,13q22.3931.1(77402506_80608912)x2 hmz

M/39t arr[GRCh37] 3p26.3p25.3(62199_10742366)x1,3925.31929(155406126_197861598)x3,8p23.3p12(119720_33791636)x1,80922.1924.3(94543197_146128791)x3,
?11p13p12(35643941_40558241)x2 hmz,212q15q21.2(71054305_77544170)x2 hmz,13q14.2q14.3(50516570_51764796)x1,17p12(12495048_13549498)x3

M/40 arr[GRCh37] 2p25.3p13.2(17019_72236601)x3,6p24.3p22.1(9062312_27713299)x2 hmz,11q14.3925(91319752_134934196)x1

M/41 pod hranici detekce

M/42+ arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92072301)x3,6p25.3p24.3(132043_8040808)x3,11922.3923.3(106560095_117646858)x1,18p11.32p11.21(64847_14158122)x1

M/43t | arr[GRCh37] 1p36.11p35.3(26342222_29262561)x1,1q21.1921.3(145601454_152894510)x3,1924.3925.2(172759624_177852133)x3,1q31.3q44(196854206_249176203)x1,

2p25.3p21(23938_45171162)x3,2p12(76316196_83090093)x3,6G22.31(122284521_125596650)x3,10q26.2G26.3(127728185_132748502)x3,12q13.12q13.13(50061704_52440336)x1,
14¢21.2q21.3(45941038_48593068)x3,16p13.3(5435829_6796905)x3,16q12.2(53779703_55544163)x3,17p13.2p13.1(4633908_7578257)x1,17q11.2(27245882_29667527)x1,
17¢25.1(72976958_73713052)x1

80




Pacient ¢.

Vysledek arrayCGH

Z/44

pod hranici detekce

M/4a5t | arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(17019_85035961)x3,2p22.3(33703730_35956680)x4,5G33.1935.3(151697176_180696806)x3,26q14.1¢27(82549233_167705549)x1,
7p22.3p12.3(54185_46889809)x3,8p23.3p11.1(428130_43394163)x1,8q11.1q13.2(47456485_70006435)x1,11q14.3923.3(90337751_117844666)x1,12q24.33(131310205_133773528)x1,
13q14.11934(42604898_115092648)x1,17p13.2p11.2(5849357_16260198)x2 hmz,?17q21.3322(50067819_51146049)x3,17¢22025.3(56739829_81044553)x3

/46 arr[GRCh37] 2p25.3p14(17019_67703600)x2~3,13q14.2q14.3(50572617_51501609)x1,20q11.21q13.33(31521185_62829958)x2 hmz

/47t arr[GRCh37] (X)x1,9q21.13q34.2(74235750_136431359)x1,11q13.5G23.3(75547969_120395006)x1,13q12.1321.31(25739332_61860451)x0

M/48 arr[GRCh37] 2p25.3p11.1(17019_92072301)x3

M/49t | arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(17019_89109964)x3,1021.1(55970290_58826684)x2 hmz,11q14.1q23.3(78364494_116304026)x1,13q14.2q14.3(50516570_51711408)x1

7/50 arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(17019_89160192)x3,3p23p22.3(31644716_32365048)x1~2,13q14.2q14.3(50500134_51841299)x1~2

M/51 arr[GRCh37] 2p25.3p11.2(17019_89160192)x3,8q21.11q24.3(76372418_141070902)x3,11q13.5q24.2(77014699_124810014)x1,13q14.11q14.3(41184150_53215470)x1,
13q14.2914.3(50544724_51501609)x0,13q12.3q13.1(29049784_32893791)x2 hmz,13q13.1q13.3(33277086_36154966)x2 hmz,13q13.3(36783312_39948767)x2 hmz,
1321.31921.33(64191061_69644972)x2 hmz,13¢21.3331.1(70007016_80399492)x2 hmz,13q31.1931.2(81434585_89241406)x2 hmz,13q31.2931.3(89362784_94284016)x2 hmz,
13¢33.2934(105928571_113581291)x2 hmz

M/52t | arr[GRCh37] 6q21(107598545_108219131)x1,8q21.2q24.3(64738426_63741905)x3,11q11q13.1(47574004_64485122)x1,11022.3925(46798326_133016325)x1,

13912.11912.12(20360697_23584048)x1,13914.2q14.3(48425685_51940068)x1

Legenda: M (muz), Z (Zena), * (pacient zemrel), nd (nevysetieno)
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Stastistickou analyzou bylo prokazano, Ze pacienti se zmnozZenim 2p maji kratsi celkové
prezivani, a tudiz horsi prognézu. Median piezivani u pacientti se zmnozenim 2p byl 97
mésict Ve srovnani s kontrolni skupinou pacientii bez zmnozeni 2p a bez komplexnich
karyotypt (552 pacientdl) s medianem OS 115 mésict (p=0,0307; viz Obrazek 17).
U vétSiny pacientd (43 pacientli, 83 %) bylo zmnozeni 2p prokazano jiz v dobé
diagnozy, u dalsSich 9 pacientli az v priitbé¢hu onemocnéni (z toho u 3 pacientt vSak bylo
vySetfeni v dobé diagnézy neuspésné). Rozdil v prezivani meézi témito dvéma
skupinami byl vSak zna¢ny. Pacienti se zmnozenim 2p pii diagnéze méli medidn OS 71
mésicd, z nich 24 pacientl jiz zemielo (56 %). U pacienti Se zmnozenim 2p b&éhem
klonalniho vyvoje byl median OS 193 mésicti (p=0,0041, viz Obrazek 18) a v této

skuping¢ stale zije 7 pacientd (78 %).

pravdépodobnost prezivani [%)]

—L kontrolni soubor (median OS 115 mésica)
-L pacienti s 2p+ {median OS 97 mésic()

[mésice]

Obrazek 17: Celkové prezivani u pacientii se zmnozenim 2p vs. bez zmnoZeni 2p

a komplexniho karyotypu
*2p+ (zmnoZeni 2p)
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—L_doba dg (median 71 mésict)

—L_prabéh CLL (medidn 193 mésich]

pravdépodobnost pieZivani [%]
[4.]

p=0,041

c TTIrTrToerTrrTyry I TTITrTTrTrTrTrory I LI L L L I LELELEL] LEL LI I L] LELBLEL L L] I
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[mésice]

Obrazek 18: Celkové prezivani u pacientii se zmnozenim 2p v dobé diagnozy vs.
V pritbéhu onemocnéni

4.3.3 Diskuze

Metodami konvenéni 1 molekuldrni cytogenetiky bylo prokdzadno zmnozeni kratkych
ramen chromozomu 2 u 52 pacientt (8,6 %), 42 muzu a 10 zen s medianem véku pii
diagnoze 61 let (rozmezi 34-92 let). I kdyz se procentualni zastoupeni této aberace
Vv jednotlivych studiich lisi, vétSinou je postizeno 2-8 % nemocnych [158, 159], coz
souhlasi s naSimi vysledky. Vys§i zastoupeni zmnozeni 2p by mohlo byt zplisobeno
nendhodnym vybérem pacientd v jednotlivych studiich. V praci Chapiro a kol. bylo
zmnozeni 2p zastizeno u 28 % neléCenych pacientli, nicméné jednalo se o soubor
nemocnych s pokro¢ilym stadiem onemocnéni (B nebo C dle Bineta) [221]. V nasem
souboru pacientl bylo v pokroc¢ilém stadiu onemocnéni 36 pacientt (69 %).

Celkem 75 % pacienti mélo nemutovany stav IGHV, 6 % pacientd mutovany stav
IGHV (subgen IGVH3-21), jehoz negativni prognosticky vliv byl prokazan jiz n¢kolika
studiemi [24, 222], a 2 pacienti m¢li homologii s germinalni sekvenci na hranici 98 %.
| kdyz se u nich tedy nedal urcit mutacni stav IGHV se 100% jistotou, je mozné,
vzhledem K praci Jain a kol., tyto pacienty zaradit také do skupiny s hor$i prognézou.
Celkem tedy 44 pacienti ze 47 vysetifenych (94 %) spadalo z hlediska muta¢niho stavu
IGHV do horsi prognostické skupiny. To je v souladu s publikovanymi daty hned
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nékolika praci, kdy zmnoZeni na 2p jednoznacné koreluje s nemutovanym stavem
IGHV [163, 164].

Zmnozeni oblasti kratkého ramene chromozomu 2 bylo souc¢asti abnormalnich, vétsinou
komplexnich karyotypti (81 %). Pouze u jednoho pacienta nebyla prokazana zadna
piidatna zména. U zbyvajicich pacienti byly nejcastéjSimi ptidatnymi zménami delece
13q (67 %), delece 11q (50 %), duplikace 8q (17 %), delece 17p (15 %) a delece 6q (8
%). To je vsouladu s publikovanymi daty, kde se dale uvadi, Ze je zmnoZeni 2p
soucasti ruznych derivovanych chromozomt a dalSich, c¢asto komplexnich
chromozomovych zmén, které souviseji s progresi onemocnéni [158, 159]. O tom
svéd¢i i fakt, Ze 4 pacienti bez komplexnich zmén v karyotypu nakonec Vv pribéhu
onemocnéni komplexni karyotyp vyvinuli.

Soucasti komplexnich karyotypti byly krom¢é nebalancovanych translokaci S riznymi
chromozomy také dicentrické chromozomy, nejéastéji dicentricky chromozom
dic(2;18)(p?10;p?10), coz popsala jiz Jarosova a kol. ve své praci v roce 2010 [158],
a jJumping translokace duplikované ¢asti 2p na rizné chromozomy. Jumping translokace
jsou charakterizovany jako translokace casti jednoho chromozomu na dva ¢i vice
recipientnich chromozomu [223]. Jejich vznik je pravdépodobné nékolikastuptiovy
proces, ke kterému piispivaji jak zkrdcené telomery, tak dekondenzace
pericentromerického  heterochromatinu, nestabilita ~ chromozomut, nelegitimni
rekombinace, popi. virova infekce [224-227]. U recipientnich chromozomi dochazi
Casto ke zlomu v centromerické ¢i pericentromerické oblasti, malokdy v oblasti
telomerické. Bez ohledu na typ malignity vedou nadpocetné kopie ¢asti darcovskych
chromozoml ke klondlni progresi onemocnéni diky onkogenlim ve zmnoZenych
oblastech [228, 229]. Vyskytuji se u celé fady hematologickych ¢i jinych malignit [224,
228-231] a byvaji asociovany s agresivnim prubéhem onemocnéni a $patnou prognézou
[231-233].

Metodou arrayCGH jsme se snazili urit minimalné¢ zmnoZenou oblast na 2p
s kandidatnimi geny, u nichZ by byla nasledné dovySetfena exprese. Nicméné u vétSiny
pacientll dochéazelo ke zmnozeni celych kratkych ramen chromozomu 2 a u zbyvajicich
pacientii byl rozsah zmnozeni zna¢né heterogenni, coz urCeni minimalné¢ zmnoZzené
oblasti apotencidlnich genti zapojenych do patogeneze CLL znemoznovalo.
Z publikovanych dat vyplyva pravdépodobnost ovlivnéni exprese onkogeni REL (2p16,
transkrip¢ni faktor NF-kB rodiny), ALK (2p23, receptor tyrozin kinazy anaplastického
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lymfomu) a MYCN (2p24, transkrip¢ni faktor MYC rodiny), které jsou zapojeny do
regulace buné¢ného cyklu a proliferace [158, 160, 161, 234, 235].

Median celkového piezivani pacientd se zmnozenim 2p byl 97 mésict, coz bylo ve
srovnani s kontrolni skupinou pacienti bez zmnozeni 2p a komplexnich karyotypt
signifikantné nizsi (p=0,0307). U vétsiny pacienttl (83 %) bylo zmnoZeni 2p prokazano
jiz v dobé diagnozy, coz je v rozporu s publikovanymi daty, které uvadi, ze je zmnozeni
2p spiSe sekundarni udélosti spojenou s klondlnim vyvojem a progresi onemocnéni
[159]. Priklanime se tedy k vysledkim prace Fabris a kol., kde bylo prokazano, ze
zmnozeni 2p muze byt pfitomno jiz v ranych fazich onemocnéni, zejména u pacientii
s dal$imi negativnimi prognostickymi znaky [164].

V pribéhu onemocnéni ziskalo zmnozeni 2p 9 pacientti. Porovnanim celkového
pfezivani pacientli se zmnozenim 2p pii diagnoéze a Vv pribéhu onemocnéni bylo
prokazano vyrazné¢ horsi pfezivani u pacientll se zmnozenim 2p jiz v dobé diagnozy (71
mésict vs. 193 mésict, p=0,0041). U pacientl se ziskem 2p V priabéhu onemocnéni
tedy ziejme zalezi kromé doby ub&hlé od stanoveni diagnoézy i na predchozich liniich

16¢by.

Muij podil prace:

Tuto studii jsem navrhla jako téma diplomové prace své studentky Mgr. Barbory
Stefkové, provedla jsem vétSinu molekuldrng-cytogenetickych vysetfeni metodou FISH,
spolupracovala na vySetfeni arrayCGH a podilela se na vyhodnoceni a celkové

interpretaci vysledkd.
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4.4Komentare k dalS§im publikacim

4.4.1 Improving risk-stratification of patients with chronic lymphocytic leukemia
using multivariate patient similarity networks

Turcsanyi, P., E. Kriegova, M. Kudelka, M. Radvansky, L. Kruzova, R. Urbanova,
P. Schneiderova, H. Urbankova, and T. Papajik. 2019. Leukemia Research 79:60-68.
Viz Priloha ¢. 2.

Jak uz bylo uvedeno vySe, u CLL pacienti je popsano nckolik vysoce rizikovych
cytogenetickych faktorti. Jedna se zejména o delece 11q, 17p (popf. mutace TP53)
a komplexni karyotyp. Vzhledem k dostupnym novym Iékim, inhibitorim BCR
signalizace, bylo naSim cilem identifikovat nové podskupiny rizikovych pacientl, kteti
by se lisili prognézou a klinickym pribéhem onemocnéni, a urcit klicové prognostické
faktory (klinické, laboratorni nebo demografické).
V celkovém souboru bylo 116 rizikovych pacientli (diagnostikovanych v souladu
s iwCLL kritérii) s deleci 11q, 17p/mutaci TP53 a/nebo komplexnim karyotypem
prokazanymi V dobé diagnozy. V souboru se nachazelo 36 muzl a 80 Zen s medidnem
véku pii diagnoze 63 let (s rozmezim 34-87 let). Kromé cytogenetickych aberaci
a mutacniho stavu TP53 a IGHV byly urc¢eny dal$i parametry: vék, pohlavi, stadium dle
Bineta, krevni obraz, hladina beta-2-mikroglobulinu, thymidin kinazy (TK) a laktat
dehydrogenazy (LDH), pfitomnost splenomegalie, lymfadenomegalie (> 5 cm)
a indikace a odpoveéd’ na lécbu. Pro hodnoceni a vizualizaci podobnosti a vztahli mezi
klinickymi, demografickymi a laboratornimi daty u jednotlivych pacient byla pouZita
metoda sitovych konstrukci na bazi analyzy nejblizSiho souseda.
K rozdéleni jednotlivych podskupin doSlo na zaklad€é genetickych aberaci, ptfitomné
lymfadenomegalie, splenomegalie a pohlavi. Dal§i parametry se neukéazaly byt
vyznamnymi v ramci ¢lenéni vysoce rizikovych pacientl na podskupiny. Na zakladé
sitovych dat tak byly stanoveny tfi podskupiny:
1) P-I
Do skupiny spadalo celkem 34 pacientli (muzi i zeny) s CK a soucasné
deleci 11q, s celkovym piezivanim 71 mésicu.
2) P-ll

Do skupiny spadalo celkem 47 pacientl (pfedevsim muzi) s deleci 11q,
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s celkovym prezivanim 73 mésicu.
3) P-lI
Do skupiny spadalo celkem 35 pacientd (muzi/Zeny s deleci 17p/mutaci
TP53), s celkovym piezivanim 52 mésicu.
V ramci této skupiny byly také identifikovany dalsi tfi podskupiny:
a) piredev§im muzi s CK soucasné s mutaci TP53 nebo izolovanou mutaci
TP53, OS 31 mésict;
b) Zeny s izolovanou mutaci TP53, s OS 119 mésici;

€) piedevsim Zzeny s CK a soucasné mutaci TP53, OS 71 mésica.

Nejvétsi rozdil mezi OS ve studovanych podskupinach byl pozorovan v prvnich 36
meésicich s nejkratsim OS u P-I, umrti v P-I doséhlo 25 % pacienti v prvnich 12
mésicich po stanoveni diagndzy s vzestupem na 40 % po 36 mésicich. Skupina pacientt
P-IIIb (Zeny s izolovanou TP53 mutaci) m¢li lepsi OS nez pacienti ve skupiné P-lllc
(zeny s TP53 mutaci + CK) a P-Illa (muzi s TP53 bez ohledu na pfitomnost CK).
Pacienti ve skupinach P-llla a P-Illc zmirali do 3 let od stanoveni diagndzy.

Pacienti s indikaci 1é¢by do 3 mésicti od stanoveni diagnézy méli kratsi OS (48 mésice)
nez pacienti s pozd€jsi indikaci (OS 84 mésicti), p=0,037. Pfidani rituximabu nezlepsilo
prezivani pacientti v zZadné z uvedenych podskupin, nicméné pozorovali jsme rozdily
V odpovédi na fludarabin. V P-I skupiné bylo 29 % pacienti refrakternich na fludarabin,
ve skupiné P-Il 40 % a v P-III skupin€¢ dokonce 83 %. Fludarabin-refrakterni pacienti
méli horsi prezivani (OS 58 mésicti) ve srovnani s pacienty fludarabin-senzitivnimi (OS

101 mésicir), p=0,003.

Diky této studii byly identifikovany 3 hlavni podskupiny pacientii s rozdilnou
prognézou a celkovym piezivanim v piipadé 1é€by standardni chemoimunoterapii.
NejrizikovejsSimi skupinami byly podskupiny P-Illa (muzi s CK a soucasnou, popf.
izolovanou deleci/mutaci TP53) a P-Illc (zeny s CK a sou¢asnou deleci/mutaci TP53).
Dalsi rizikovd skupina pacientd byla skupina P-I s CK a soucasnou deleci ATM.
Identifikace téchto podskupin by tak mohla pomoci pti rozhodovani o 1écbé a zvazeni

indikace novych lé¢ebnych modalit, jakymi jsou inhibitory BCR signalizace.
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Muj podil prace:
U vétSiny pacientll jsem provadéla molekularné-cytogenetické vysSetieni, hodnoceni

cytogenetickych vysledkl a urcila tak pacienty v celkovém souboru této studie.

4.4.2 Biological and clinical characteristics of patients with chronic lymphocytic

leukemia with the IGHV3-21 and IGHV1-69; analysis of data from a single center

Urbanova, R., L. Humplikova, H. Drimalova, V. Prochazka, P. Turcsanyi, Z. Pikalova,
M. Holzerova, L. Kruzova, M. Jarosova, J. Urban, J. Vrbkova, K. Indrak, and T.
Papajik. 2015. Neoplasma 62 (4):618-626. Viz Priloha ¢. 4.

Jednim z vyznamnych prognostickych faktord jsou mutacni stavy IGHV a subsety
stereotypnich receptort. Cilem této retrospektivni prace bylo analyzovat prognostické
faktory, jakymi jsou sérové markery, vysledky cytogenetického, molekularné
biologického a imunofenotypizaéniho vySetfeni ve vztahu k celkovému piezivani
pacienti. U pacientti s exprimovanymi subgeny IGHV3-21 (Caste¢né se subsetem #2
stereotypniho BCR) a IGHV1-69 jsme posuzovali jejich prognosticky vyznam.

V celkovém souboru se nachazelo 417 pacientii (270 muzt a 147 Zen) s medidnem véku
pii diagnéze 61 let (v rozmezi 27-87 let). Mutaéni stav IGHV byl vysetfen u vSech
pacientil, nejcastéji byla zastoupena VH3 rodina a VH1 rodina. V celkovém souboru
pacientl pak bylo 7 % pacient se subgenem IGHV3-21 a 12 % se subgenem IGHV1-
69. Subgen IGHV3-21 byl v 55 % piipadi mutovany, nicméné IGHV1-69 téméf
vyhradné nemutovan.

V multivariantni analyze byly pro OS jako statisticky vyznamné veék (> 65 let),
nemutovany stav IGHV, delece 17p a podet lymfocytd (> 50 x 10%1). U pacientd ve
stadiu Binet A pak byla vyznamna i pfitomnost subgenu IGHV3-21. Univariantni
analyzou nebyl prokazan rozdil v OS u pacientd s nebo bez subgenu IGHV3-21, nebyl
vsak ani prokazan rozdil v OS u pacientii se subgenem IGHV3-21 s ohledem na jeho
mutac¢ni stav ani mezi pacienty se subgenem IGHV3-21 a subgenem IGHV1-69.
V univariantni analyze vsSak byl subgen IGHV1-69 identifikovan jako statisticky
vyznamny pro OS. U pacienti se subgenem IGHV3-21 hraji roli dals$i prognostické
faktory jako v€k (> 65 let), pocet lymfocyti (> 50 X 10/1), hranién& i hladina sTK
(sérové thymidin kindzy; > 9 U/l). Vyznam hladiny B2M a deleci 11q a 17p nebylo

mozné spolehlivé urcit.
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Median doby do progrese (PFS, progression free survival) byl u pacientli se subgenem
IGHV3-21 i IGHV1-69 9 mésict. U pacienti se subgenem IGHV3-21 a zaroven
subsetem #2 stereotypniho BCR v porovnani s pacienty se subgenem IGHV3-21 bez
stereotypniho receptoru rozdil v PFS ani OS prokdzan nebyl. U pacienti se
stereotypnim BCR (subset #2 IGHV3-21) bylo prokazano vyssi zastoupeni delece 13q
a 11q, zadny z pacientli nemé¢l deleci 17p. Vyssi procento pacientl s deleci 11q bylo
prokazano i u pacienti se subgenem IGHV1-69. Delece oblasti 11q a 17p korelovaly
s nemutovanym IGHV a nevyskytovaly se spole¢n¢.

Pacienti s deleci 11q a subgeny IGHV3-21 a IGHV1-69 méli nejvyssi hodnoty medianu
poctu lymfocytli, u pacienti s deleci 17p byly tyto hodnoty naopak nizké. Pacienti
s deleci 17p méli také vysoké hladiny p2M a sTK, nizké pocty trombocytii a hladinu
hemoglobinu, ktera byla niz§i i u pacienti se subgenem IGHV3-21. U pacienti
s nemutovanym IGHV a subgeny IGHV3-21 byly prokazany vyssi hladiny f2M a také
sTK.

Na zékladé této studie byl prokdzan vyznam jednotlivych prognostickych faktori (véku,
poctu lymfocytl, klinického stddia onemocnéni dle Bineta, hladin p2M a sTK,
mutacniho stavu IGHV a deleci oblasti 11q a 17p). Byla prokazana negativni prognoza
pro pacienty s pritomnosti subgeni IGHV3-21 a IGHV1-69. S ohledem na tyto vysledky

byla na naSem pracovisti aktualizovana doporuceni vysetfovani jednotlivych ukazatelt.
Muj podil prace:

Provadéla jsem cCast cytogenetickych a molekularné-cytogenetickych analyz, v té dobé

jesté jako studentka magisterského studia na HOK FNOL a LF UP v Olomouci.
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5. ZAVER

Chronicka lymfocytarni leukémie je nejcastéjSi hematologickou malignitou u starSich
pacientll a ma znacné heterogenni klinicky prab¢h. Dilezitou roli hraji cytogenetické
aberace, které¢ detekujeme az u 82 % pacientl a které maji také velky vyznam nejen
Z hlediska urc¢ovani progndzy, ale v dnesni dob¢ také z hlediska volby lé¢ebné strategie.
Kromé vSeobecné uznavanych prognosticky vyznamnych rekurentnich aberaci
vySetfovanych u vSech CLL pacientd, jakymi jsou delece oblasti 13q, 11q, 17p
a trizomie chromozomu 12, existuje celd fada dalSich zmén, se kterymi se v rutinni
praxi cytogenetické laboratote u téchto pacientl setkavdme. V ramci této prace jsme se
zamétili na bliz$i analyzu nékolika téchto zmén, konkrétné na vyznam komplexnich
karyotypt, deleci v oblasti 6q a zmnozeni v oblasti 2p.

Komplexni karyotyp (CK) jsme v nasem souboru detekovali u 79 nelééenych pacienti
(12,3 %) a prokazali jsme i jeho negativni prognosticky vyznam. V ramci komplexniho
karyotypu byly nejcastéjsimi aberacemi delece oblasti 13q, 11q, 17p, duplikace 2p, 8q
a delece 6g. Pacienti s aberacemi gentt ATM a TP53 méli horsi prognézu ve srovnani
S pacienty bez téchto abnormalit, nicméné v ramci pacientl s CK jiz tyto aberace
vyznam Z hlediska OS nemély. Neprokdzali jsme ani vyznam poctu aberaci zahrnutych
v CK, které jsou v recentnich studiich diskutovany. Piekvapivé jsme pozorovali vétsi
zhorSeni v pfezivani u zen s CK nez u muzi, nicméné tento rozdil v OS nebyl prokazan
jako statisticky vyznamny. U Zen bylo prokazano vyss$i zastoupeni aberaci genu TP53,
které by toto zajimavé pozorovani mohlo vysvétlit.

Deleci v oblasti dlouhych ramen chromozomu 6 jsme prokazali u 7,8 % pacientu.
Pozorovali jsme horsi pfezivani u téchto pacientl, srovnatelné s pacienty s delecemi
ATM. Vétsinou byly soucasti karyotypu i dalS§i chromozomové aberace (nejCastéji
delece 13qg, 17p a 11qg) a 56 % pacienti melo dokonce komplexni karyotyp. Pomoci
arrayCGH jsme urc¢ili minimalni deletovanou oblast v pruhu 6921 o velikosti 1,1 Mb
a nizsi expresi n¢kolika genti (SOBP, SCML4, SNX3, LACE1 a FOX03). Gen FOXO3
je tumor-supresorovy gen kodujici transkripéni faktor negativné regulujici bunéény
cyklus a indukujici bunécnou smrt. Pacienti s nizkou expresi FOXO3 m¢éli ve srovnani
s pacienty s vysokou expresi FOXO3 kratsi celkové prezivani.

Zmnozeni kratkych ramen chromozomu 2 bylo prokazdno u 8,6 % pacientl

a korelovalo s vyskytem nemutovaného IGHV. U vétSiny pacientdt dochazelo ke
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zmnozeni celych kratkych ramen chromozomu 2, které bylo ¢asto soucasti komplexnich
karyotypu S nejcastéjsimi piidatnymi zménami: delece 13q, 11q, duplikace 8q, delece
17p a 69. Soucasti komplexnich karyotypl byly nebalancované translokace, dicentrické
chromozomy ataké jumping translokace, které byvaji asociovany s agresivnim
prubéhem onemocnéni a Spatnou progndzou. Celkové piezivani pacientli se zmnozenim
2p bylo vyrazné horsi ve srovnani s pacienty bez této aberace. Také bylo OS vyrazné
kratsi u pacientt se ziskem 2p jiz v dob¢ diagnozy. V dob¢ diagndzy bylo zmnozeni 2p

prokazano u vétSiny pacientd.

Vysledky této prace tedy prokazaly negativni prognosticky vyznam jak komplexnich
karyotypu, tak i deleci dlouhych ramen chromozomu 6 a zmnozeni kratkych ramen
chromozomu 2, které byvaji ¢asto soucasti pravé komplexnich karyotypti. Tim také
potvrzuji vyznam cytogenetického i molekuldrné-cytogenetického vysetieni v soucasné
rutinni diagnostické a lé€ebné praxi. Nezbytnou podminkou kvalitniho cytogenetického
vysetieni je ziskani délicich se nadorovych bunék vhodnych ke karyotypovani. I kdyz
se kultivace patologickych B-lymfocytti u pacientli s CLL Vv poslednich letech velmi
zlepsila, stadle u malé C¢asti pacientl neni UspéSnd. Vzhledem k prognostickému
vyznamu vySe uvedenych zmén by tedy bylo vhodné zafazeni dalSich sond do
klasick¢ého CLL panelu vySetfovaného metodou interfazni FISH, kterd neni zavislad na
poctu a kvalité delicich se buné€k, popifipadé by nebalancované genomické zmény
mohly byt sledovany metodou arrayCGH. To by zaroven s rozsifenim spektra
sledovanych markerti o mutace v kandidatnich genech sekvena¢nimi technikami mohlo
do budoucna vést ke zlepSeni prognostické stratifikace pacientli s CLL. Tato rozsifena
prognosticka stratifikace by ve svém disledku dale mohla ovlivnit vybér vhodné
individudlni 1écebné strategie, a potencidlné by tak mohla zlepsit osud pacientil s timto

onemocnénim.
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Seznam pouzitych zkratek

A

AID
AKT
APRIL
arrayCGH
A-T
ATM
BAFF
BCL2
BCL3
BCL6
BCL11A
BCR
BIRC3
BLNK
BM
B-NHL
bp

BR
BTK

C

CCD

CCND1
CCND3
CD
CDK6
CDKN2A
CDKN2B
CDR

adenin

activation-induced cytidine deaminase

v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1

a proliferaion-inducing ligand

array komparativni genomicka hybridizace

ataxia telangiectasia

ataxia telangiectasia mutated

B-cell activating faktor

B-cell leukemia/lymphoma 2

B-cell CLL/lymphoma 3

B-cell lymphoma 6

B-cell leukemia/lymphoma 11A

B-cell receptor; B-bunéény receptor

baculoviral 1AP repeat-containing 3

B-cell linker protein

médium bone marrow medium; médium pro kostni dfent
B-nonhodgkin lymphoma; B-buné¢ny nonhodgkinsky lymfom
base pair - pary bazi (kbp - kilobaze, Mbp - megabaze)
bendamustin + rituximab

Brutonova kinaza

cytosin

kamera charge-coupled device camera; kamera s technologii
snimani obrazu

cyklin D1 (BCL1; B -cell leukemia/lymphoma 1)
cyklin D3

cluster of differentiation; diferencia¢ni antigen
cyklin-dependentni kinaza 6

cyklin-dependentni kinaza 2A (p16)

inhibitor cyklin-dependentni kinazy 2B (p15)

common deleted region; ¢asto deletovana oblast
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CE clonal evolution; klonalni evoluce

CEP centromericka sonda

CGH komparativni genomova hybridizace

CK complex karyotype; komplexni karyotyp

CLL chronickd lymfocytarni leukémie

cp composite karyotype

DAG diacylglycerol

DAPI 4',6-diamidino-2-fenylindol

del delece

der derivovany chromozom

dic dicentricky chromozom

DLBCL difuzni velkobuné&ény B-lymfom

DLEU1/2 deleted in leukemia 1/2

DNA deoxyribonukleova kyselina

dup duplikace

DSBs double strand breaks

EBSS Earle’s balanced salt solution; Earliv oplachovaci roztok
EBV Epstein-Baar virus

ERIC European Research Initiative on Chronic lymphocytic leukemia
ERK MEK-extracellular signal-regulated kinase

FCR fludarabin + cyklofosfamid + rituximab

FISH fluorescenéni in situ hybridizace

FOXO forkhead box O

G guanin

Hb hemoglobin

HL Hodgkinliv lymfom

HSCs Hematopoetic Stem Cells - hematopoetické kmenové bunky
i izochromozom

idem oznaceni pro pfitomnost zmén ptivodniho klonu v subklonech
iFISH interfazni FISH

IL2/4 interleukin 2/4

in situ ,,na miste*
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ITAM
in vitro
inc

ins

inv

IP3
ISCN
iwCLL
kD
K24
KD
LDT
LSI

mar
MCL
MDR
MDS
MEK
M-FISH
MRNA
miRNA
MU

N

ND
NGS
NK
NK-bunky
0S

p

PI3K
PK
PLCY?2

immunoreceptor tyrosin-based activation motif

,,ve zkumavce*

incomplete; nekompletni

inzerce

inverze

inositol-1,4,5-trifosfat

International systém for human nomenclature
international workshop on CLL

kiloDalton

kultivace 24 hodin

kostni dfent

lymphocyte doubling time; zdvojovaci ¢as lymfocyti
lokus-specificka sonda

muz

marker

mantle cell lymphom - lymfom z bun¢k plastové zony
minimal deleted region

myelodysplasticky syndrom

mitogen-activated protein kinase kinase 7 (MAP2K7)
multicolor FISH; mnohobarevna FISH

mediitorovd RNA

micro RNA

mutovany status IGHV

normalni nalez

not done (neprovedeno)

next generation sequencing; sekvenovani nové generace
normalni karyotyp

natural killer buniky

overall survival; celkové prezivani

kratké rameno chromozomu
fosfatidylinositol-3-kinaza

periferni krev

fosfolipaza CY2
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pter telomera kratkého ramene

q dlouhé rameno chromozomu

qter telomera dlouhého ramene

r ring chromozom

RB1 retinoblastoma 1

RCD rituximab + cyklofosfamid + dexametazon

RNA ribonukleova kyselina

ROR1 receptor tyrosin kinase-like orphan receptor 1

rpm rounds per minute; otacky za minutu

RT room temperature; pokojova teplota

RT-PCR polymerazova fetézova reakce v redlném cCase

RS Richtertiv syndrom

sp2M sérovy B2-mikroglobulin

SG spectrum green; zelené spektrum

SHIP1 Src homology 2 (SH2)-containing inositol 5-phosphatase

SNP single nucleotide polymorphism; jednonukleotidovy
polymorfizmus

SO spectrum orange; oranzové spektrum

SYK spleen tyrosin kinase

T thymin

t translokace

ter telomera

TK thymidin kin4za

TNF/TNFa tumor necrosis factor/tumor necrosis factor a

trp triplikace

TTFT time to first treatment; doba do prvni 1écby

UNM nemutovany status IGHV

UNS unsuccesful (netspésné)

WCP celochromozomové sonda

WHO World Health Organization — Svétova zdravotnicka organizace
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