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SOUHRN

Pouziti inhibitord BCR signalizace znamenalo obrovsky pokrok v [é¢bé pacientd s relabovanou/refrakterni (R/R)
chronickou lymfocytarni leukemii (CLL), zejména s prognosticky negativnimi cytogenetickymi zménami. Navzdory
tomu vsak stale dochazi u ¢asti pacientl k transformaci do agresivnéjsino lymfoproliferativnino onemocnéni, tzv.
Richterova syndromu (RS). U&innd 1é¢ba pacientll s RS v souc¢asné dobé neni k dispozici. Pochopeni molekuldrni
podstaty transformace je kritické pro vyvoj novych IéCiv a jejich kombinaci.
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SUMMARY
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Chromosomal aberrations and their role in the transformation of chronic lymphocytic leukaemia in the era of
BCR inhibitors treatment

The use of BCR signalling inhibitors has meant substantial progress in the treatment of relapsed/refractory (R/R)
chronic lymphocytic leukaemia (CLL), especially with prognostically negative cytogenetic aberrations. However,
there is still a subset of patients who transform to a more aggressive lymphoproliferative disease, so called Richter
syndrome (RS). Effective treatment of RS patients is currently not available. Understanding the molecular nature
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of transformation is critical for developing new drugs and their combinations.
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Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je one-
mocnéni s vysoce variabilnim klinickym prabéhem.
U 2-10 % pacientl dochazi k tzv. Richterovu syndromu
(RS), transformaci onemocnéni do agresivnéjsiho typu
lymfoproliferativniho onemocnéni s medianem preziti
pouze 2,6-3,5 mésice [1, 2]. Tento problém pietrvava
ivmoderni éfe 16¢by inhibitory BCR signalizace (BCRi),
kdy onemocnéni pfechazi do RS u tfetiny aZ poloviny
progredujicich pacientfi [3-5].

Nejcastéji se jedna o transformaci do difuzniho
velkobunécného lymfomu (DLBCL) [6, 7], méné Castéji
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(<1%)dochazi k transformaci do klasického Hodgkinova
lymfomu (HL) [8, 9]. Vzacné byly také popsany piipady
transformace do plazmablastického lymfomu a jinych
typi lymfom1 nebo transdiferenciace do histiocytar-
niho sarkomu [10].

Vétsina pripadli RS-DLBCL je klonalné ptibuzna
s ptedchézejici CLL, tzn. detekujeme u nich stejnou
klonalni prestavbu tézkych fetézcli imunoglobulinu
(IGH) jako u ptivodniho onemocnéni a nejcastéji vyka-
zuji nemutovany stav variabilni oblasti genu IGH (IGHV)
[6, 9]. Median preziti u této skupiny pacientdi je kratsi
nez1rok. Priblizné u70 % téchto klonalné piibuznych
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RS se pfedpoklada linearni evoluce z ptivodniho CLL
klonu akumulaci dalsich aberaci [11, 12]. VétSina
aberaci (60 %) ziskanych béhem transformace je de-
le¢niho typu, jedna se o ztraty poctu kopii urcitych
oblasti genomu. V priiméru pfipada na jednoho paci-
enta pres 12 zmén poctu kopii a buriky RS predstavuji
v tomto modelu konecné stadium evoluce. Zbyvajici
piipady klonalné pifibuznych RS se vyvijeji ze spo-
lecné prekurzorové bunky, potom se ale jejich vyvoj
rozvétvi a bunky RS a CLL prochdzi svym vlastnim
klonalnim vyvojem, dale akumuluji rozdilné abe-
race a existuji paralelné vedle sebe [12]. U pacientl
s klonalné nepfibuznou transformaci pozorujeme
nejcastéji mutovany stavIGHV a nizky vyskyt deleci/
mutaci genu TP53. Prognéza téchto pacientl je po-
dobna jako u denovo DLBCL [13, 14].

Pro vét§inu pfipadi transformace do HL (RS-HL)
je charakteristicky mutovany stav IGHV, pozitivita
viru Epsteina-Barrové (EBV) a klonalni nepfibuznost
s pivodni CLL. Pfipominaji tedy spise de novo EBV-
-pozitivni lymfomy vyvinuté u CLL pacientdi, avSak
o biologické podstaté momentalné neni zndmo nic.
-DLBCL [15].

Mechanismus transformace do RS zatim zlistava
neznamy. Pfedpoklada se, Ze rtizné typy transformace
by mély byt doprovazeny specifickymi genetickymi
udalostmi a mély by se liSit pfitomnosti riznych pre-
diktivnich a prognostickych faktord.

PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI
FAKTORY TRANSFORMACE

Klinické rizikové faktory zahrnuji pokrocilé (III-
IV) Rai/Binet stadium v dobé diagnézy, pritomnost
lymfatickych uzlin o velikosti 3 cm a vice a hladinu
sérové thymidinkinazy vyssi nez 10 U/1 [16]. Dalsi
markery asociované s progresi CLL, jako jsou napf.
zvySena hladina f2-mikroglobulinu, krats$izdvojovaci
Cas lymfocytil a typ infiltrace v kostni dfeni, nejsou
nutné s RS spojeny. Typicky je ndlez nemutovaného
stavu IGHV fetézcil a zkraceni telomer (< 5000 parti ba-
jevi klonalni pfibuznost mezi ptivodni CLL a bunikami
RS, kdy klonalné nepfibuzné onemocnéni predsta-
vuje lep§i prognoézu [14]. Kli¢ovou roli pro stanoveni
prognézy u CLL maji chromozomové aberace, mezi
které patti delece oblasti 13q, 11q, 17p a 6q a trizomie
chromozomu 12. Tento skérovaci systém vSak nezahr-
nuje riziko transformace [18]. Proto v soucasné dobé
intenzivneé probiha hledani prognostickych markert
transformace na cytogenetické a molekularné cyto-
genetické trovni.

REKURENTNi CHROMOZOMOVE ABERACE

Mezi nejcastéjsi nenahodné cytogenetické aberace
pozorované u RS-DLBCL patii delece genu TP53, delece
genli CDKN2A/B a abnormality genu MYC. Tyto aberace
obecné spocivaji vinaktivaci funkce p53 a aktivaci dra-
hy MYC a hraji tedy zasadni roli v opravach poskozeni
DNA, kontrole bunécného cyklu a proliferaci [12, 19,
20]. U RS-DLBCL ¢asto pozorujeme dalsi cytogenetické
abnormality, typicka je pfitomnost komplexniho ka-
ryotypu (tfi a vice klondlnich chromozomovych aberaci)
a klonalni vyvoj. Pfedpoklada se, Ze kromé delece oblas-
ti13ql4, aberace TP53 a trizomie chromozomu 12 vznika
véts§ina zmén az v dobé transformace [21].

Delece kratkych ramen chromozomu 17

Delece kratkého ramene chromozomu 17 (17p) pfed-
stavuji jednu z nejcastéjSich chromozomovych zmén
vyskytujicich se aZ u 40 % nemocnych s RS, zatimco
v dobé diagnézy CLL je nachazime pouze u 5-7 % pa-
cientd [12, 16, 18]. Ve vétSiné pripadl zasahuji oblast
17p13.1, kde je lokalizovan gen TP53, tUmor Supresorovy
gen, ktery je zodpovédny za opravy poSkozené DNA.
Jeho aberace vede k nestabilité genomu a hromadéni
dalsich aberaci [22]. Casto jsou u téchto pacientll na-
1ézany intrachromozomové prestavby a chromotripse
chromozomu 17 [23]. Monoalelické delece byvaji u vice
nez 40 % pacienti spojeny s bodovymi mutacemi druhé
alely, popt. se ztratou heterozygozity [19].

Delece kratkych ramen chromozomu 9

Dalsi Castou cytogenetickou aberaci spojenou spe-
cificky s transformaci je delece na kratkych ramenech
chromozomu 9 (9p), ktera se vyskytuje u vice nez 30 %
pripadi RS a u CLL pacientf se jinak bézné nevyskytuje.
Mono- ¢i bialelicka delece nejcastéji postihuje oblast
9p21, kde je lokalizovan gen CDKN2A/B (inhibitor cyk-
lin-dependentni kinazy 2A/2B). Tento gen kéduje ne-
gativni regulator bunécného cyklu p15INK4B a protein
ARF, ktery plisobi jako inhibitor MDM2, negativniho
regulatoru p53. Delece CDKNA/B proto ve svém dlsled-
ku uvolniuje represi cyklinu D3, CDK1 a CDK2 a vede
k down-regulaci TP53. Delece 9p21 byvaji az u 50 % pfti-
padii RS asociovany s deleci/mutaci genu TP53 a aktivaci
genu MYC, zatimco spolec¢né s trizomii chromozomu 12
se nevyskytuji téméf nikdy [21].

Trizomie chromozomu 12

Trizomie 12 je jednou z dalSich velmi castych chro-
mozomovych aberaci pozorovanych azu 30 % RS, zatim-
cou CLLv dobé diagndzy nalézame trizomii 12 jen v cca
14 % pripadd [18]. Velmi casto se vyskytuje soucasné
s mutacemi v genu NOTCHI [21].
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Dalsi rekurentni chromozomové aberace

Zbylych cca 20 % pripad{i RS ma heterogenni pro-
fil genetickych zmén odliSnych od vySe uvedenych
skupin. Nejcastéji se u téchto pripadd vyskytuji de-
lece oblasti 7q31, 8p a 14q a zmnozeni 8q21, 18q a 13q
[21]. Delece dlouhych ramen chromozomu 13 v oblasti
13ql4.3 zahrnuje u RS ve srovnani s CLL ¢astéji kromé
MIRI5/MIRI6 i vice centromericky umistény gen RBI.
Dale byly u RS ve srovnani s CLL mnohem c¢astéji po-
zorovany ztraty kopii oblasti 7q31.31-36.3, 8p, 14q23.2
az q32.3 a 15q a zmnozeni oblasti 8q, 11q, 13q a 18q.
Mezi geny postiZené témito aberacemi patfi napt. gen
POT1 (7g31.33), ktery je diilezity pro udrzovani délky
telomer, gen TRAF3 (14q32.32) - negativni regulator
nekanonické drahy NFkB, gen MGA (15q15.1) - nega-
tivni regulator MYC, onkogeny MYC (8q24.21), ETSI
(11924.3), MIRI7HG (13q31.3) a BCL2 (18921.33). V Zadném
z téchto vySe uvedenych gentu ale nebyly nalezeny
bodové mutace [12].

CETNOST KVANTITATIVNICH
GENOMICKYCH ABERACI

PocCet kvantitativnich genomickych aberaci se
zvySuje béhem progrese CLL az k transformaci do
RS-DLBCL [19]. Podle Chigrinova et al. se nejvice
zmén nachazi u pacientt s de novo DLBCL, jedna
se zejména o prestavby gen@ BCL6 a BCL2, které se
naopak nevyskytuji u RS-DLBCL. Tyto odli§né mole-
kularné genetické profily svédci pro rozdilnost obou
entit. Pacienti s RS-DLBCL se na arovni komplexnosti
genomickych zmén pohybuji mezi pacienty pfed
transformaci CLL a de novo DLBCL. Nejcastéjsi typic-
ké aberace u RS-DLBCL jsou jiz zmiriované delece
oblasti 17p13 a 9p21 (delece CDKN2A/2B se vyskytuje
vyhradné u RS-DLBCL a DLBCL, a je tak povazovana
a trizomie chromozomu 12. Kromé téchto zmén pozo-
rovali autofi také zmnozeni oblasti 8q, 13q, 159 a 18q,
ve kterych dochazelo k amplifikacim znadmych onko-
genti: JAK2 (9p24.1), MIRI7HG (13q31.3), MYC (8q24.1)
a BCL2(18q21.3). Mezi oblasti s nejcastéji pozorovany-
mi delecemi patfily napfiklad regiony 13q14.2-q14.3
(DLEU2/MIRISA/MIRI16-1) a 14q24.2-q32.33, 6q a 9q.
Nékteré aberace se vyskytovaly se stejnou frekven-
ci u pacientdi ve fazi CLL i RS-DLBCL, napf. dele-
ce 13q14.3 (DLEU2/MIRISA/MIRI16), delece 17pl3 (TP53)
a 11q21-q23 (ATM), 8p, ale i trizomie chromozomu 12
a zmnozeni 2p25.3-p12 (REL, MYCN). Pokud ale autofi
ze skupiny CLL vybrali pacienty, u kterych se posléze
vyvinul RS, vykazovali tito vyS$si frekvenci uréitych
specifickych genomickych aberaci ve srovnani s pa-
cienty CLL bez transformace.
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GENETICKE RIZIKOVE FAKTORY
V ERE TERAPIE BCR INHIBITORY

Lécba CLL pacientdl se béhem poslednich let vel-
mi dramaticky zménila, nastoupily nové cilené 1éky,
které inhibuji klicové B-bunécné signalni drahy [24].
V soucasnosti se u prognosticky neptiznivych R/R CLL
pouzivaji k 1é¢bé inhibitory BCR signalizace (BCRi),
jako je napft. ibrutinib nebo idelalisib, nebo inhibitor
BCL2 proteinu venetoclax. Nicméné ani tato moderni
1é¢ba nedokaze u pacientli zabranit vzniku rezistence,
progresi onemocnéni a pfipadné jeho transformaci.
Molekuldrni podstata transformace CLL pfi1é¢bé BCRi
vSak zatim zlistava nejasna. Objevuji se prvni publikace
tykajici se této problematiky, napriklad autori Miller
etal. [25] se domnivaji, Ze by potencidlnim prognostic-
kym faktorem transformace CLL na 1é¢bé ibrutinibem
mohla byt near-tetraploidie. Near-tetraploidie, tedy
pritomnost ¢tyf Kopii vétSiny chromozomi v jedné
burice (pocet chromozom 81-103), je cytogeneticka
abnormalita, kterd uz byla popsana u rtiznych typt
lymfomd. U CLL se vSak témét nevyskytuje. Autori
popsali near-tetraploidii u 9z 297 pacientli s CLL, u Sesti
pacient(i z téchto deviti se pozdéji na 1é¢bé ibrutinibem
vyvinul RS. Near-tetraploidie vSak byla doprovazena
deleci genu TP53 a u vSech pripadi také komplexnim
karyotypem. Nelze tedy s jistotou fici, zda mlzeme
near-tetraploidii povazovat za nezavisly prognosticky
faktor, nebo zda hlavni roli sehrava pritomnost kom-
plexniho karyotypu. U dal$ich 12 pacientti, ktefi v této
studii transformovali do RS, nebyla near-tetraploidie
popsana, ale byl zachycen komplexni karyotyp. Autori
nemeéli k dispozici sériové vzorky, takze nebylo mozné
urcit, kdy se presné near-tetraploidie objevily, zda pred
1é¢bou ibrutinibem, v pribéhu 1écby nebo aZ v dobé
transformace. V naSem centru jsme sledovali 5 pa-
cientli s R/R CLL, ktefi vyvinuli RS pii1é¢bé ibrutinibem
a kteti byli cytogeneticky vysSetfeni, avSak u zadného
z nich nebyla near-tetraploidie prokazana. U jedné
pacientky jsme prokazali pfitomnost hypertriploidni-
ho klonu (71-76 chromozomil). Hypertriploidie nebyla
zachycena pred 1écbou ibrutinibem, detekovali jsme
ji az v dobé transformace. U vSech pacientd vSak byl
jiz v dobé zahajeni 1é¢by BCRi detekovan komplexni
karyotyp, jehoz soucasti byly aberace chromozomu 9,
13a17 [26].

Cytogeneticka data o CLL pacientech transformu-
jicich na 1éc¢bé idelalisibem nebo venetoclaxem zatim
nejsou k dispozici.

Mutace v genu BTK (Brutonova tyrozinkinaza), které
jsou zodpovédné za rezistenci vici ibrutinibu [27], byly
u pacientti s rezistenci zachyceny pouze v CLL klo-
nu, v burikach RS se nevyskytovaly. Tento fakt svédci
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pro rozvétveny klonalni vyvoj z paivodni prekurzorové
buriky. Jedinou rekurentni novou aberaci, ktera se
objevila pfi paralelnim klonalnim vyvoji v bunkach
RS ve srovnani s CLL, bylo zmnoZeni 8q [19]. Podstata
transformace tak zistava stale neznama. Role terapie
jako spoustéce RS je nejasnd a stale diskutovana. Ackoli
je vyskyt RS u pacientli 1é¢enych BCRi vyssi, je za to
zfejmeé zodpovédna spise vysoka predlécenost nemoc-
nych, pritomnost vysoce rizikovych chromozomovych
aberaci a agresivnich subklonii.

Mozné indikace k novym terapeutickym cilim
u RS vychazeji z pozorovanych amplifikaci genfi JAK2
a JMJD2C (9p24.1), MIRI7HG (13g31.3) a BCL2 (18q21.33),
které jsou primo zapojeny v pozitivni regulaci onko-
genu MYC. Vyznamnou roli genu MYCv patogenezi RS
dale potvrzuji nalezy jeho amplifikace. MIRI7HG se také
podili na aktivaci PI3K/AKT/mTOR drahy. Tyto aberace se
zdaji byt vhodnym cilem terapii JAK2, MYC, BCL2 a PI3K
inhibitory [19].

ZAVER

Heterogenni priibéh onemocnéni CLL Ize vysvétlit
variabilitou mnoha rtiznych faktori, mezi jinymii cy-
togenetickych a molekularné cytogenetickych zmeén,
které tuto diagnézu doprovazeji. V soucasné dobé ale
neni znama zadna specificka chromozomova aberace
ani kombinace vice aberaci, které by byly samy o sobé
spoustécem transformace CLL. U rznych pfipadd se
lisi jak nalezené zmény, tak i jejich pocet. Obecné se
vSak da fict, Ze pro 90 % pacientd je typicky klonalni
vyvoj a pfitomnost komplexniho karyotypu, ktery zahr-
nuje kombinaci aberaci TP53, NOTCHI, MYC a CDKN2A/B.
Zda se tedy, Ze se u RS nejednd primarné o postizeni
specifickych B-bunécnych signalnich drah, jako je
tomu u progrese a chemorezistence CLL, ale klicovymi
udalostmi transformace budou spiSe obecné deregulace
protinadorovych drah, kontroly bunécného cyklu a pro-
liferace. Sviij podil na patogenezi RS mohou mit také
dosud neidentifikované somatické mutace nebo epige-
netické zmény, jako napft. specifické metylace. Sériova
cytogeneticka a molekularné cytogeneticka data jsou
zatim u pacientd s RS na BCRi pomérné vzacna a pro po-
chopeni ptic¢iny transformace je nutné dalsi studium.
Pro pfesné urceni zmén probihajicich v nadorové burice
je nezbytna kombinace dostupnych cytogenetickych,
molekuldrné cytogenetickych a genomickych metod.
Kromeé Kklasické cytogenetiky k vySetfeni chromozomo-
vych aberaci a pfitomnosti komplexniho karyotypu je
u pacientli s podezfenim na RS vhodné bohatit klasicky
FISH CLL panel o sondy mapujici oblasti 8q24 (MYC),
9p21 (CDKNZ2A/B) a 2p. Dalsi nebalancované chromozo-
mové aberace 1ze urcit také pomoci arrayCGH a v pfi-

padé prokazané transformace se jevi jako prognosticky
vyznamné urceni mutac¢niho stavu IGHV pro stanoveni
klonalni pfibuznosti CLL a RS.
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