Ptirodovédecka fakulta Jihoceské Univerzity

v Ceskych Budgjovicich

Magisterska prace

Analyza mutacniho stavu [gVh genu u pacientl s chronickou

lymfatickou leukémii

Bc. Daniela Santova

2010

vedouci prace: Mgr. Ondfej Scheinost



Santova, D. (2010). Analyza muta¢niho stavu IgVh genu u pacientd s chronickou
lymfatickou leukémii [Analysis of the mutational status [gVh genes in patients with
chronic lymphocytic leukemia. Mgr. Thesis, in Czech] Faculty of Sciences, University of

South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech Republic

Anotation:

The thesis is focused on diagnostics of chronic lymphocytic leukemia emphasising
predictive factors determination, concretely mutation status of rearranged IgVH gene. The
lymphocyte clonality is defined first from blood (bone marrow) sample of CLL patients,

subsequently the IlgVH family and hypermutation rate are determined.

ProhlaSuji, Ze svoji diplomovou praci jsem vypracovala samostatné pouze s

pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zékona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim
se zvefejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve
vefejné piistupné &asti databaze STAG provozované Jihogeskou univerzitou v Ceskych

Budé¢jovicich na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budgjovicich dne 28. 4. 2010

Na tomto misté¢ bych rada podékovala svému skoliteli Ondrovi Scheinostovi za
pomoc pii tvorbé prace. Mé velké dik patii Pette DuSkové, kterd mé zasvétila do
problematiky a vzdy, kdyz jsem potiebovala, pfispéla radou a Jarce Zvonikové. Dékuji
vSem Clenlim nasi laboratofe za podporu a vytvoreni piijemného a ptatelského prostiedi. V
neposledni fadé bych rada pod¢kovala svym rodicim za trpélivost a podporu. Specialni
podékovani patii LukaSi Valentovi, protoze nebyt jeho, tahle prace vibec nevznikla.

Dékuji.



Obsah:

1.1. Chronicka lymfaticka leukémie ......

1.1.1. Klinicky obraz chronické lymfatické leukémie .......

1.2.Vyvoj zdravého lymfocytu ............

1.2.1. Vyvojova fada krevnich bunék

1.2.2. Morfologické rozliseni lymfoidnich bun¢k .............

1.2.2.1. Lymfoblast ................
1.2.2.2. Prolymfocyt ...............
1.2.2.3. Lymfocyt ..................

1.3. Piestavba imunoglobulinovych geni

1.4. Rodiny Vygent ........................

1.5. Diagnosticka kritéria ..................

1.6. Prognostické faktory ...................

1.6.1. Klasické prognostické markery

1.6.1.1. Stazovaci systémy podle Raie a Bineta .............

1.6.1.2. Zdvojoaci ¢as lymfocytt
1.6.1.3. Morfologické zmény ....

1.6.2. Biologické prognostické markery .........................

1.6.2.1.Cytogenetické markery ..

1.6.2.1.1. Delece 13q .........
1.6.2.1.2. Trisomie 12 ........
1.6.2.1.3. Delece 17p .........
1.6.2.1.4. Delece 11q .........

1.6.2.1.5. Vyznam cytogenetickych markerd ............

1.6.2.2. Sérové prognostické markery ......................
1.6.2.2.1. Beta-2-mikroglobulin ...........................

1.6.2.2.2. Sérova CD23 ......
1.6.2.2.3. Thymidin kinaza ..

1.6.2.3. Molekularni prognostické markery .....................

1.6.2.3.1. ZAP-70 .............
1.6.2.3.2. Mutadni status .....

1.6.2.3.2.1.V1-69, V3-21

O© o0 0 0 0 N 9 O O

|\ T NS T NG T NS T e e S T e T e T e T e S = S e e S e S e S N = T e U =
N I e N N e e e A e = e e R N B B N V. RV, LV, BV ) I E S N



1.6.2.3.3. Exprese CD38 ..o, 23

1.6.2.3.4. Bel-2 oo 23

1.6.2.3.5. MicroRNA .. ..., 24
1.7.L8CDA oo 25
1.7.1. Indikace k zahdjeni [éCby .............cooiiiiiiiiinnl. 25
1.7.2. Lécba nemocnych s pokro¢ilym onemocnénim ........... 25
1.7.2.1. LéCebna strategie ............ovviieriirinriianinninnnn, 25
1.7.2.2. Kortikosteroidy .........ccovviviiiiiiiiiiiiiiiaiiannenn.n. 25
1.7.2.3. Alkylacni cytostatika ............ccooveviiiiiiiiiinn. 25
1.7.2.4. Radioterapie ...........c.ooivriieiiiiiiiniiiiiiiiinannn 25
1.7.2.5. Purinova analoga ................coceiiiiiiiiiiiie, 26
1.7.2.6. Monoklonalni protilatky ....................ocoeeiennan. 26
1.7.2.7. Transplantace ...........ccoeviiiiiiiiiniiiiiniineninenn, 26
1.7.2.8. Podpirna Iécba ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiea, 26

1.8. Prakticky vyznam prognostickych faktord .......................... 27
1.8.1. Klasické prognostické markery ............................l. 27
1.8.2. Cytogenetika ...........ooiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiieieeane, 27
1.8.3. Molekularni prognostické markery .......................... 27
1.9.Vice klonalni pfestavby ..........ccoviiiiiiiiiiiiiiii 28
110, CHle PIACE . .nveiniie et 29
2. Materidl ametody .......c.eiiiiiii e 30
2.1, Ziskavani vzorkll .........oiiiiii 30

2.2. Metodika stanoveni muta¢niho statusu variabilniho segmentu tézkého fetézce

imunoglobulinll ... 30
2.2.1. Izolace RNA z periferni krve ...........coooviiiiiiiiiinn.... 31
2.2.2. Reverzni transkripCe  ........cceviiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeaeenns 32
2.2 3. PCR 33
2.2.4. Elektroforéza ...........coooiiiiiiiiiiii 34
2.2.5. Fragmentaéni analyza .............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiannnn, 34
2.2.6. Precisténi PCR produktu ... 34
2.2.7. Ptiprava vzorku na sekvenci ................ccoveiiiiiiinnnnn.. 35
3. VYSIEAKY o 37

3.1. Stanoveni klonality ............cooiiiiiiiiii 37



3.2. Stanoveni rodiny piestavéného IgVh genu ........................

3.3. Stanoveni rozsahu hypermutaci ...............coooiiiiiiiiiiin...

3.4. Klinick€ vysledKy ......oooeiiiiii

DISKUZE oo

Ptilohy ...
Ptiloha 1
Ptiloha 2
Ptiloha 3

39
42
44
45
50
51
58
58
59
61



1. Uvod

1.1. Chronicka lymfaticka leukemie

Chronickd B-lymfatickd leukemie je nizce agresivni lymfoproliferativni
onemocnéni, jehoz podstatou je proliferace a akumulace klonalnich, maligné
transformovanych vyzralych B-lymfocytl s charakteristickym imunofenotypem (Chen et
McMillan, 2008). Tyto lymfocyty nepodléhaji apoptotické smrti tak rychle jako zdravé
buiiky, takze postupny vzrist poctu lymfocytl je zptisoben nejen nekontrolovanou klonalni
proliferaci, ale také poruchou jejich zaniku a jejich dlouhovékosti (Chen et McMillan,
2008).

B-CLL je nejcastéjsi leukemii dospélych v Evropé¢ a Severni Americe, kde tvoti 25-
30% vsSech leukemii. Jeji incidence je v Evropé 3/100000. B-CLL se jen zfidka objevuje u
lidi mladSich padesati let, obvykla je az u starsi populace, je dvakrat ¢astéj$i u muzi nez u
zen a nepostihuje déti. Zarovenn maji muzi horsi prognozu. Familiarni vyskyt chronické
lymfatické leukémie je vzacny, piimi piibuzni pacienti s B-CLL vSak maji oproti
pramérné populaci tfikrat vysSi pravdépodobnost ziskat tuto chorobu nebo jiné
lymfoproliferativni onemocnéni. U piibuznych pacienti s B-CLL jsou také castéjsi
autoimunitni nemoci nez v prumérné populaci.

1. 1.1. Klinicky obraz chronické lymfatické leukemie

Choroba mé dlouhé, roky az desetileti trvajici bezptiznakové obdobi, kdy jedinym
znakem nemoci je lymfocytéza jak v perifernim krevnim obraze, tak i v kostni dieni.
Diagnodza je u velké ¢asti nemocnych stanovena pii ndhodném zjisténi lymfocytozy pii
vySetieni krevniho obrazu.

Klinické ptfiznaky se objevuji az pii pokrocilejSim stadiu onemocnéni, pii vétsi
mase malignich bunék. Jsou zplsobeny cytokiny produkovanymi buitkami B-CLL nebo
autoimunitnim mechanismem. Typickymi pfiznaky jsou teploty neinfekéniho plvodu,
zvysené nocni poceni, ubytek na vdze, anémie a trombocytopenie s krvacivymi pfiznaky.
Pro B-CLL je typické zvétSeni uzlin a sleziny, v pokro€ilejsim stadiu pak infiltrace
nelymfatickych organl, nejcastéjsi je infiltrace prostaty. Pro ureni vhodné 1écby je
potieba urcit etiologii anémie a trombocytopenie.

Pacienti s B-CLL maji uz v po€ate¢nim stadiu deficit T bunécné imunity a tim
zvysenou nachylnost k €astéj$im virovym infekcim, obzvlasté k infekcim plic. Komplikace

zpisobené virovymi onemocnénimi jsou nejcastéjSi piic¢inou umrti pacientd s CLL.



Vzhledem k vy$$imu véku pacientli umira vétSina nemocnych z jinych primérnich pficin
nez B-CLL.
1.2. Vyvoj zdravého lymfocytu

1. 2. 1. Vyvojova rada krevnich bunék

Vyvojova tada krevnich bunék zacind pluripotentni hematopoetickou kmenovou
buiikou, ktera se muze délit, ma samoobnovovaci schopnost, miize pln¢ obnovit
krvetborbu a mize se diferencovat do vSech typt krevnich bun¢k. DalSim stupném je
multipotentni buiika, kterd se stdle mize délit. Multipotentni bunky jsou dvojiho druhu:
lymfoidni a myeloidni. Cast populace lymfoidnich multipotentnich bunék opousti kostni
dren a migruje do brzliku, kde se dale diferencuji na T-lymfocyty. Z bunék lymfoidni linie,
které ziistaly v kostni dfeni, vzniknou B-lymfocyty. Diferenciaci multipotentnich bunck
vznika dasi generace bun¢k — buiiky progenitorové, které jsou stale schopny se mnozit. Na
povrchu jejich membran jsou receptory pro ristové faktory, které spousti diferenciaci
bunck a jejich vlivem vznikaji prekursorové buiiky. Prekursorové buiiky svym délenim
vytvareji jen linii vedouci ke zralému krevnimu elementu. Pro kazdy typ krvinky existuje
jedna prekursorova burika. (ptiloha 1)

Na povrchu vSech krevnich bunék se nachédzi skupina molekul — diferenciaéni
skupina (CD, cluster of diferentiation), které maji na svém povrchu stejnou antigenni
determinantu — epitop. Tyto epitopy, a tim i celé¢ buiky, lze identifikovat stejnou
monoklonalni protilatkou. CD nejsou pouze ,,znacky* na povrchu buiiky, ale vétsina z nich
poskytuje dulezité vlastnosti buiitkam, které je nesou.

Bila krvinka je krevni bumka, ktera ma schopnost nicit viry, bakterie, plisn¢,
cizorodé Castice, nddoroveé zméneéné bunky a vilbec vSechny organismu cizi materidly. Bilé
krvinky jsou vykonnymi butikami imunitniho systému. Bil4 krevni slozka ma4, na rozdil od
cervené, n€kolik druhli bunck, takze jeji vyvojova fada neni jednotnd. Rozeznidvame tii
hlavni tvary bilych krvinek: granulocyty, lymfocyty a monocyty. Podle tohoto rozde€leni
rozliSujeme vyvojovou fadu bilé krvinky na fadu myeloidni, lymfocytarni a monocytarni.
Celkovy podil téchto bun€k v kostni deni ¢ini 50-75%.

V lymfocytarni vyvojové fadé je prekursorovou buiikou lymfoblast, z n€hoZ se
diferencuji prolymfocyty, které se jiz dale nedéli a dozravaji v lymfocyty. Lymfocyty se
tvoti v kostni dfeni, thymu, v miznich uzlindch, v mizni tkani zazivaciho Ustroji, sleziny,

mandli a hltanu.



1.2.2. Morfologické rozliSeni lymfoidnich bunék

Prvotni diagnostika B bunétné lymfatické leukemie se stdle provadi podle
morfologie a po¢tu lymfocyti a molekuldrni a geneticka diagndéza se pouziva az pro
potvrzeni prvotni diagnézy a k uptesnéni stadia a zpusobu 1écby. Morfologii krevnich

bunék miizeme pozorovat v krevnich roztérech obarvenych podle Giemsy. (pfiloha 2)

1.2.2.1 Lymfoblast

Velikost 10-14 um, celkem kulaty tvar. Ma velké kulaté nebo vejCité jadro, fidké
struktury, slabé se barvici. Chromatin je jemnéji uspofddan nez ve zralém lymfocytu, ale
hrubé&ji nezZ v myeloblastu. Jadro je obaleno pomérné silnou jadernou membranou a mé ve
srovnani s jadrem lymfocytu mnohem svétlejsi odstin. Nachdzeji se zde jedno az dv¢ ostie
ohranicena jadérka. Pomér velikosti jadra k plazmé je 6:1. Pii barveni je plazma stfedné

modra, bez granul, rizné Sirokd, ne zcela jasna.

1.2.2.2 Prolvmmfocyt

Velikost 13—15 pm. Tvofi plynuly pfechod mezi lymfoblastem a lymfocytem. Je
zpravidla vétsi nez lymfoblast. Pomér velikosti jadra k plazmé ¢ini 4,5:1. Jadérko neni jiz
patrné a plazma je vetsi nez u lymfoblastu. V nékterych prolymfocytech pozorujeme

prechod v hrudkovity vzhled chromatinu, jaky maji zralejsi lymfocyty.

1.2.2.3 Lymfocyt

Velikost 9-12 um. VétSina lymfocytd méa rozmér jen o néco vétsi nez cervena
krvinka. Je to nejmensi bild krvinka kolujici v periferni krvi. Nékdy najdeme lymfocyty
mnohem veétsi nez 20 um, takze rozezndvame lymfocyty malé, stiedni a velké. Tvar
lymfocytu je zhruba okrouhly nebo jen lehce nepravidelny. U vétSich lymfocytit byvaji
okraje mirn€ vlnité, zplostélé nebo vtlacené, takze vytvaieji rizné velké zahyby. Jadro je
pomérné velké a kulaté, ovalné nebo na jedné strané vpacené, ziidka ledvinovité, nékdy
dokonce zaSkrcené. Je ostie ohrani¢eno od plazmy, nebyva ulozeno ve stfedu, nybrz skoro
vzdy excentricky, takze plazmaticky lem na okraji bunky je nestejné Siroky. Pomeér
velikosti jadra k plazmé ¢ini 1,2 az 1,5:1. Dokonale vyzraly lymfocyt mé hrubou strukturu
jadra. Jadro je neobycejn¢ bohaté na chromatin, ktery je stocen v hustou splet’ vldken a
uzl. Proto miZeme nékdy zjistit zfetelné hrudky chromatinu, mezi nimiz je chromatinu

méng. Plazma je svétle modrd. V nékterych lymfocytech je plazma skoro bezbarva.



Mnozstvi plazmy je rtizné. V malych lymfocytech je omezena na uzky lem nebo srpek
kolem jadra, u vétSich je plazmy hojné. U nékterych lymfocytl byvaji v plazmé ostte
ohraniena cervenofialova, hruba nebo jemnd granula. V kostni dieni byva 3-10% a v
obvodové krvi 15 az 40% lymfocyti.

Normalni tvar lymfocyti miize byt za patologickych stavli znaéné zménén. U
nékterych tvari lymfatické leukémie nalézame lymfocyty, které maji téméf jen jadro bez
plazmy, chromatin jadra je jemné;jsi.

Lymfocyt typu B se tvoii u ¢lovéka ve fetalnim obdobi v jatrech a v dospélosti v
kostni dfeni. Nalézaji se prevazné v povrchové vrstvé ve folikularnich centrech
lymfatickych uzlin a sleziny, v lamina propria zazivaciho Gstroji, rozptylené jsou 1 v kostni

dfeni.

1.3. Pfestavba imunoglobulinovych geni

Kone¢nym diferenciatnim stadiem B lymfocytl jsou plazmatické bunky, které
produkuji protilatky. Antigenné specifickymi receptory B lymfocyti (BCR) jsou
povrchové imunoglobuliny, které¢ se sklddaji ze dvou tézkych (H) a dvou lehkych (L)
fetézcl (typ « a A). Domény na N-konci tézkého i lehkého fetézce jsou variabilni (Vi a
V.). Detaily jejich struktury se 1i$i individualné mezi molekulami produkovanymi riznymi
klony B lymfocytl. Ostatni domény jsou u fetézcii téhoz typu shodné.

Geny koédujici fetézce imunoglobulint se skladaji z vétsiho poctu nékolika druht
genovych segmentll, které pii vyvoji lymfocytd podléhaji prestavbé. Geny kodujici H-
fetézce imunoglobulinii se nachazeji v genovém komplexu na lidském chromozomu 14.
Tento komplex obsahuje na 5° konci skupinu nékolika set sekvenéné podobnych useki V,
dale nasleduje skupina asi 50 kratkych usekti D, pak skupina 9 kratkych useki J a na 3°
konci jsou tandemové usporadany geny kddujici konstantni ¢asti (C) tézkého fetézce (typ
a, 0, & 7Y, W. Genové segmenty V koduji aminokyseliny €. 1-101, segmenty D
aminokyseliny 102-106 a segmenty J aminokyseliny 107-123 variabilni domény H-
fetézcl, segmenty C koduji celou konstantni ¢ast imunoglobulinového fetézce. Struktura
genovych komplext kédujicich L-fetézce k a A je podobnd, ale jednodussi (neobsahuji
segmenty D a sklddaji se z mensiho poctu usekli V a J). Existuje pouze jeden segment
kodujici konstantni ¢ast fetézce «, ale nékolik segmentli kodujici velmi podobné subtypy

konstantnich ¢asti fetezce A.



Hlavni ¢ast komplexu genii V tézkého fetézce na chromozoému 14 je tvofena z vice
nez sta funkénich segmentl rozd€lenych do 7 rodin. Rodiny segmenti Vy nejsou v
imunoglobulinech zastoupeny rovnomérné (Fais et al., 1998).

Na koncich V, D a J usekli se nachdzeji charakteristické kratké sekvence
nukleotidll, které jsou rozeznavany enzymy, které provadéji preskupovani téchto gend. V
progenitorech B-lymfocytl (pro-B) dochdzi nejprve k vystépeni tseku IgH genového
komplexu mezi ndhodnym D segmentem a nékterym J segmentem (D-J preskupeni). D-J
pfeskupovani muiize probihat i opakované, dokud jsou k dispozici nevystépené D a J
segmenty. Tento d& probiha v jedné bunce paralelné na obou chromozémech. Poté
nasleduje vystépovani rozsdhlého useku mezi nékterym V segmentem a DJ segmentem (V-
D pteskupeni). Pokud je ptreskupeni produktivni a z odpovidajici mRNA mtize vzniknout
kompletni H polypeptid, je dalsi pfeskupovani na druhém chromozému zastaveno, takze
kazdy B lymfocyt produkuje jen jeden H polypeptid (totéZ se stane pozdéji i s geny pro L-
fetézce).

Po pieskupovani segmentii pro variabilni ¢ast imunoglobulinového fetézce dochéazi
k tvorbé konstantni casti. Nejprve dochdzi k tvorbé H polypeptidi pn. V okamziku, kdy
buiika uspésné prosla preskupovanim IgH gent a prokdzala to tvorbou p-fetézct, stava se z
ni pre-B lymfocyt. Retézec p syntetizovany v pre-B buiice se nemiize asociovat s L-fetdzci,
protoze jeste¢ nedoSlo k preskupeni jejich genl. Misto L-fetézce vSak pre-B buiky
syntetizuji ndhradni L-fetézce. Komplex membranového H-tfetézce s ndhradnim L-
fetézcem se objevuje na povrchu pre-B lymfocytu a jeho povrchova exprese rozhoduje o
dalSim osudu buiiky. Pokud neni tento pre-B receptor funkéni a nedojde k navazani
antigenu, bunka hyne, v opacném ptipad¢ se zahaji preskupovani genti pro L-ietézce.

Nejprve za¢ne preskupovani genli kodujicich L-fetézce k. Vystépuji se opakované
velké useky DNA mezi nékterym V segmentem a nékterym J segmentem (soubézné na
obou chromozémech), dokud néktery pokus nevede k produktu poskytujicimu funkéni L-
fetézec schopny vytvorit s H-fetézcem kompletni povrchovy IgM. Jestlize je preskupovani
K genu na jednom chromozému uspésné, zastavi se dalsi pokusy na druhém chromozému.
Neni-li preskupeni k genii uspé$né ani na jednom z chromozému, zahdji se obdobné
pieskupovani genii A. Neni-li ani to UspéSné, pre-B lymfocyt hyne. V ptipadech, kdy v
dasledku nekompability H-a L-fetézcl nemlze vzniknout stabilni povrchovy Ig, dana
bunka také hyne.

DalSim dulezitym jevem souvisejicim s diferenciaci B-lymfocyti a preskupenim
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Ig-gent je tzv. izotypovy presmyk. Béhem termindlni diferenciace po aktivaci antigenem
dochazi k vystépovani rozsahlych tseka IgH genii kddujicich konstantni ¢asti H-fetézce,
takze jsou nezvratn¢ ztraceny nckteré segmenty C. Pfitom se ovSem nic nedéje s
preskupenou ¢asti genli kodujici variabilni ¢ast H-fetézce. Po eliminaci ¢asti C oblasti IgH
genu je pak do mRNA prepsan ten C segment, ktery je v pfeskupeném genu 3" nejblize
VDJ segmentu a po sestfihu a translaci vznika ptislusny izotyp tézkého fetézce odlisny od

ptvodniho p.

Germline configuration
V segments D segments J segments Constant region exons

D to J recombination \/

V to DJ recombination

" EE .

transcription, splicing

translation, assembly

Obr. 1: VD] pteskupovani (podle Janeway 2001)

Individudlni vyriabilita molekul Ig na povrchu zralych B lymfoctl je dana hlavné
riznorodosti kombinaci V(D)J genovych segmenti. Druhym mechanismem vyrazné
zvySujicim pocet riznych vyslednych struktur variabilnich domén je tzv. spojovaci
variabilita — po vysStépeni genovych usekti béhem DJ a VD, respektive VJ pieskupeni
nejsou zbyvajici konce odstiizeny zcela pfesné definovanym zplisobem a jejich spojenim
tedy mohou vzniknout nové varianty. Kromé& toho pisobenim enzymu termindlni
transferdzy dochazi k prodluZovani odstfiZzenych konct o kratké ndhodné tzv. N-sekvence,
coz opét zvySuje variabilitu.

Pokud dojde ke styku zralého B-lymfocytu s antigenem, je soucasti primarni

aktivace B-lymfocytu iniciace intenzivnich mutaci V segmentli pfeskupenych gent, coz

11


http://8e.devbio.com/image.php?id=118

vede k dal§imu vzristu poctu variant. Tyto ndhodné mutace V segmentl maji velky vliv na
prognoézu pacienti s B-CLL a celkovy pribéh nemoci. Na principu odhalovani
pfitomnosti/neptitomnosti téchto mutaci je zaloZen jeden z nejlepSich prognostickych

markerd — analyza mutacniho stavu tézkych fetézcti imunoglobulinovych gend.

Vznik variability molekul imunoglobulinii — souhrn
1.VDIJ prestavba — dochazi k ndhodnym kombinacim genovych segment
2.spojovaci variabilita — po vyStépeni genovych useki béhem VDI ptestavby nejsou
konce odstfizeny vzdy stejné a jejich spojovanim vznikaji nové varianty
3.odsttizené konce jsou prodluzovany kratkymi ndhodnymi sekvencemi
4.po styku B-lymfocytu s antigenem dochazi k ndhodnym mutacim ve V segmentu

preskupenych genii

ﬁ‘-'}'

/
Light chain
Disulfide linkage

Heavy chain - Effector site

HOOC COOH

Obr. 2: Struktura imunoglobulinu (http:/8e.devbio.com)
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1.4. Rodiny Vy genti

Komlexy genid kodujicich V oblast tézkého fetézce imunoglobulini jsou
lokalizovany na nékolika chromozdémech. Hlavni komplex se nachazi n€kolik kilobazi od
konce dlouhého raménka chromozomu 14, dalSi segmenty jsou lokalizovany na
chromozoému 15 a 16. Hlavni Vh lokus je 1100 kilobazi dlouhy a obsahuje pfiblizn¢ 95 Vh
segmentl. Lidské Vh segmenty jsou rozdéleny do sedmi rodin, kde ¢lenové jedné rodiny
maji minimaln¢ 80% homologii v nukleotidové sekvenci, zatimco ¢lenové jiné rodiny jsou
vice rozdilni (Cook et Tomlinson, 1995).

Vh segmenty jsou funkéni, pokud obsahuji otevieny cteci rdmec (ORF) a jsou
prestavény ve funkéni imunoglobulinové geny. Pokud jde o pocet funkénich Vh segmentt,
neni pocet Clent jednotlivych rodin stejny. U pacient s B-CLL je, co se poctu ¢lent tyce,
nejveétsi rodina Vh4 (38,6% vsech funkénich Vh segmentt), nasleduje rodina Vh3 (30,1%)
a Vhl (24,1%). Rodiny Vh2 (1,2%), Vh5 (2,4%), Vh6 (2,4%) a Vh7 (1,2%) maji jen malé
mnozstvi funkénich cleni (Fais et al., 1998, Cook et Tomlinson, 1995).

Nejcastéji nalezeny segment je Vh4-34, ktery reprezentuje 18,1% vSech
detekovanych segmentll. DalSi dva nejcastéjsi segmenty jsou Vh3-07 (12,1%) a Vh1-69
(7,2%) (Fais et al., 1998). Segmenty z rodiny 3 jsou také Castéji mutované (66,7% Vh3
segmentll vykazuje <98% homologii ke své odpovidajici zarode¢né linii), zatimco
segmenty z rodiny 1 jsou Castéji nemutované (jen 33,3% Vhl segmentli je mutovanych —
viz. 7.2.3.2) (Fais et al., 1998).

Zastoupeni jednotlivych rodin Vh segmentii u pacientli s B-CLL je rozdilné nez u
zdravych lidi. U nemocnych jedinct je vyssi pravdépodobnost nalezeni Vhl segmentd a
niz$i pravdépodobnost vyskytu Vh3 segmentt (Fais et al., 1998), zatimco u zdravych
jedinct dochazi ke zcela nahodnému vybéru segmenti a ¢lenové vsSech rodin jsou ve
zdravé populaci zastoupeni rovnomérné (Stevenson et Caligaris-Cappio, 2004, Chiorazzi

et al., 2005, Papajik et al., ¢ast I, 2006).

1.5. Diagnosticka Kkritéria

Vétsina nemocnych s chronickou lymfatickou leukemii je diagnostikovana ndhodné
pfi jiném Iékaiském vySetfeni (pravidelnd preventivni prohlidka, pfedoperacni
vySetieni,...), kdy se jeSté nevyskytuji symptomy typické pro B-CLL a proto se dafi

diagnostikovat rann¢jsi stadia nemoci.
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Pro stanoveni zakladni diagn6zy B-CLL je poZzadovano nejméné 5x109/1 lymfocyti
v periferni krvi, které maji morfologii malych uniformnich vyzralych lymfocyth. V kostni
dfeni musi lymfocyty tvoftit vice nez 30% vSech jadernych bunck. Pokud se imunofenotyp,
ktery odliSuje B-CLL od jinych typl lymfoidnich onemocnéni, a morfologie téchto
lymfocyt shoduji s diagndézou B-CLL, neni nutné vysSetiovani kostni diené pro potvrzeni
diagnozy.

Bézné je, ze Cast lymfocyt byva atypickych, vétSich, s naStipnutym jadrem nebo
lymfocytii s morfologii prolymfocytl. Na zakladé poméru typickych a atypickych bunék se
déli B-CLL na subtypy. V diferencialni diagnéze je nutno odlisit jiné typy lymfomi s
lymfocytozou, coz lze predev§sim metodou prutokové cytometrie.

Pro buniky B-CLL je typicka pfitomnost povrchového imunoglobulinu, intenzita
jeho exprese je ale slaba. Druhym typickym znakem bun¢k B-CLL je pfitomnost antigenu
CD23. Téméf vzdy je pfitomen na buitkdch B-CLL a je nalézan i na jinych malignich B-
lymfocytech. CD23 antigen je Casto odstépen a vyskytuje se jako solubilni molekula
(sCD23) v séru. Dals$imi charakteristickymi antigeny na povrchu bunék B-CLL jsou CDS5,
CD38, CD22, CD19 a CD20.

Histologicka vySetteni kostni dfen¢ piinasi diagnostické i prognostické informace.
Infiltraci kostni dfené u B-CLL lze histologicky klasifikovat do ¢tyt skupin:intersticialni,
modularni, smiSend modularni a intersticialni, difuzni. Intersticialni infiltrace zachovava
architekturu kostni dfené, je pfitomna u tfetiny pacientii ve stadiu A podle Bineta (viz.
7.1.1.). Modularni infiltrace je nalézana u 10%, smiSena u 30%pacientt. Pti difuzni formé
(20%) husta infiltrace lymfocyty nahrazuje fyziologickou kostni dien a je zcela vytlacena
normalni krvetvorba.

Chronickou lymfatickou leukemii c¢asto provazeji cytogenetické odchylky.
Nejcastéjsi chromozomalni aberaci je trisomie 12. chromozému (+12q) — vyskytuje se
zhruba u 18% nemocnych. Strukturdlni zmény dlouhého raménka 13. a 14. chromozému
jsou mén¢ Casté. Popisovany jsou i dal§i chromozomalni aberace, z nichZ mnohé maji
prognostickou vypoved.

Nekteré virové infekce mohou zpulsobit vzestup poctu lymfocyti na hodnoty
shodné s pocinajici formou B-CLL (napt. E-B virozu, HIV, hepatitidy...). Nejen B-CLL,
ale 1 jiné B-lymfoprolyferativni onemocnéni mohou piejit do faze se zvySenym poctem
patologickych lymfocytl v periferni krvi. Morfologicky se mohou bunikdm B-CLL podobat

bunky nékteré formy T-lymfatické leukémie.
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Diagnosticka kritéria pro stanoveni diagnézy B-CLL-souhrn (podle Mayer, 2002)
1. absolutni pocet lymfocytil v periferni krvi
«> 5x10%/1 podle kritérii National Cancer Institut Working Group (1996)
«> 10x10%/1 podle kritérii International Workshop on CLL (1986)
2. morfologicka kritéria
vétSina lymfocytd musi odpovidat malym, zralym lymfocytim, jsou rozliSovany
tyto morfologické podtypy:
«typicka B-CLL ma < 10% atypickych lymfocyta
-smiSend B-CLL/B-PLL s po¢tem prolymfocyti mezi 11-54%
-atypickd B-CLL s variabilnim zastoupenim atypickych lymfocyt v
periferni krvi, ale s < 10% prolymfocyti
3. imunofenotyp: CD5+, CD19+, CD20+, CD23+, CD22-/+

4. pocet lymfocytil v kostni deni: vétsi nez 30%

1.6. Prognostické faktory
1. 6. 1. Klasické prognostické markery

1.6.1.1. StaZzovaci svstémy podle Raie a Bineta

Progno6za pacienta zalezi na tumordzni mase, rychlosti progrese onemocnéni a
senzitivité na chemoterapii.

Pro klasifikaci stupné pokrocilosti choroby a velikosti masy malignich bunék se
pouzivaji kritéria, ktera definovali Rai (tab. 1) a Binet (tab. 2) (Rai et al., 1975, Binet et al.,
1981). Stanoveni klinického stadia podle uvedenych kritérii mé prognosticky vyznam. Oba
systému rozd¢€luji pacienty do tii skupin s rozdilnymi ptiznaky (klasifikace podle Raie byla
zjednodusSena). Tyto klasifikaéni systémy jsou jednoduché, financné nenarocné a daji se

aplikovat v riznych podminkach po celém svéte.
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Tab.1: Klinicka klasifikace B-CLL podle Raie

stadium znaky median preziti (roky)
0 pouze lymfocytdza v periferni knvi a kostni dfeni 12-15
I lymfocytoéza a lymfadenopatie 9
I lymfocytéza a splenomegalie nebo hepatomegalie 5
1] lymfocytdza a anémie, koncentrace hemoglobinu <110g/I <1-2
v lymfocytdza a trombocytopenie, pocet trombocytt <100x10%I <1-2

Tab. 2: Klinicka klasifikace B-CLL podle Bineta

stadium

znaky

median pfeziti (roky)

A

jsou spinény podminky 1,2,3

1. pocet postizenych oblasti < 3

2. koncentrace hemoglobinu = 100 g/l
3. pocet trombocytd = 100x 1071

8

jsou spinény podminky 1,2,3

1. poCet postizenych oblasti = 3

2. koncentrace hemoglobinu = 100 g/l
3. pocet trombocytt = 100x 109/l

bez ohledu na organomegalii je splnéna jedna nebo obé podminky

1. koncentrace hemoglobinu < 100 g/l
2. pocet trombocytd < 100x109/1

definice postizenych oblasti

-uzliny hlawy a krku a lymfaticka tkan Waldeyerova okruhu
-unilateralni nebo bilateralni postizeni axilamich uzlin
-unilateralni nebo bilateralni postiZeni tfiselnych a powchowych femoralnich uzlin
-hmatna zv&tSena slezina
-hmatna zw&tSena jatra

1.6.1.2. Zdvojovaci ¢as lvmfocvtia

Cas potiebny ke zdvojnisobeni poétu lymfocyti v periferni krvi (LDT —

lymphocyte doubling time) je jednoduchy a klinicky vyznamny prognosticky ukazatel.

Hodnoty pod 6 mésicti byvaji charakteristické pro Spatnou prognézu a celkové kratké

pfezivani pacientl, naopak hodnoty nad 12 mésicti ukazuji na lepSi pribéh nemoci

(Montserrat et al., 1986, Molica et Alberti, 1987, Hallek et al., 1999, Hamblin et al., 2002,

Del Principe et al., 2006, Papajik et al., ¢ast I, 2006, Hallek, 2008,)

Vysoké hodnoty LDT nachazime casto u pacientll ve stadiu Binet A, zatimco ve

stadiu B a C je LDT kratsi. LDT < 12 mésici je Casto spojeno s difuzni infitraci kostni

diené (Montserrat et al., 1986, Papajik et al., ¢ast I, 2006).
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1.6.1.3. Morfologické zmény

Pocet lymfocytii odrazi masu tumoru, proto je primérné pieziti pacientlin s poctem
lymfocyti na 50x10°/1 krat$i neZ u pacientd s poétem lymfocyti pod 50x10°/1.

Difuzni postizeni kostni diené ma horsi prognoézu nez nedifiizni infiltrace. Jeho
vyskyt souhlasi s pokrocilej§im stadiem nemoci a vysokou agresivitou leukemickych
bunék. Prezivani pacientll s timto typem infiltrace kostni diené je kratké. Prognosticka
hodnota urceni typu infiltrace kostni difené¢ vSak neni vysoka a vzhledem k naroc¢nosti
odbéru se ptilis nepouziva (Papajik et al., ¢ast 11, 2006).

Pocet prolymfocytd vyssi nez 5% zhorsuje prognézu.

1.6.2. Biologické prognostické markery
1.6.2.1. Cytogenetické markery

U pacientii s chronickou lymfatickou leukemii lze casto nalézt 1 rizné
cytogenetické odchylky, jejichz pfitomnost mé vliv na prognoézu, lécbu a pribch

onemocnéni.(Hallek, 2008, Chen et McMillan, 2008)

1.6.2.1.1. Delece 13q

Jednou z nejcastéjSich chromozomalnich abnormalit je ztrata ¢i translokace casti
dlouhého raménka chromozému 13, na které se nachazi nckolik gent pro mikro RNA
(miR15a, miR16-1) (viz.7.2.3.5.), které ovliviiuji expresy anti apoptotického proteinu
BCL-2 (Oscier et al., 1997, Dohner et al., 2000, Calin et al., 2005, Chen et McMillan,
2008). Pouze tato delece (del 13q) jako jedind cytogenetickda zmé&na a normalni karyotyp je
spojena s piiznivou prognézou (Oscier et al., 1997, Dohner et al., 2000, Krober et al.,
2002, Wiestner et al., 2003, Del Principe et al., 2006, Hallek, 2008, Moreno et Montserrat,
2008,). Tato dobra prognoza pacientd s del 13q souhlasi s tim, Ze se tato abnormalita
vyskytuje u pacientd a [gVh mutovanymi geny (viz. 2.3.2.) (Oscier et al., 1997, Hamblin et
al., 1999, Krober et al., 2002), choroba ziistava dlouho stabilni a neaktivni a potieba 1éCby

se objevuje az po delsi dobé¢.

1.6.2.1.2. Trisomie 12

Dal$im velmi Castym nalezem je trisomie 12 (Oscier et al., 1997, Dohner et al.,
2000, Hallek, 2008). Trisomie chromozému 12 je spojovana s pokrocilejSim stadiem
nemoci a muze slouzit jako marker Spatné prognozy (Oscier et al., 1997). Je Casto spojena

s atypickou morfologii lymfocytii a tim 1 Spatnou prognézou (Oscier et al., 1997) Tato
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abnormalita je ¢astd u pacientll s nemutovanymi imunoglobulinovymi geny (Oscier et al.,
1997, Hamblin et al., 1999, Hamblin et al., 2002) a vysokou hladinou exprese ZAP-70
(Wiestner et al., 2003).

1.6.2.1.3. Delece 17p

Nejhorsi klinicky vystup ma delece kratkého raménka chromozému 17 (del 17p),
ktera je charakterizovana velmi rychlou progresi nemoci, kratkou dobou piezivani pacientti
a Spatnou odpovédi na 1écbu (Dohner et al., 2000, Krober et al., 2002, Wiestner et al.,
2003, Del Principe et al., 2006, Hallek, 2008, Chen et McMillan, 2008, Ure et al., 2009,).
Tato delece je velmi Castd a vyskytuje se téméf vyhradné u pacienti s nemutovanymi
imunoglobulinovymi geny (Krober et al., 2002, Montserrat et Moreno, 2008) a vysokou
hladinou exprese ZAP-70 (Montserrat et Moreno, 2008, Moreno et Montserrat, 2008). Na
kratkém raménku chromozému 17 se nachazi diilezity tumor supresorovy gen 7P53, ktery
koduje proteiny rodiny p53 (Dohner et al., 2000, Krober et al., 2002, Chen et McMillan,
2008). Gen p53 hraje dulezitou roli v regulaci bunééného cyklu a indukci apoptdzy, kterou
spousti po identifikaci poSkozeni struktury DNA (Cordone et al., 1998). Delece lokusu p53
(17p13) je jednim z nejsilnéjSich ukazateli agresivniho prib€hu nemoci, rezistenci na

chemoterapii a Casné smrti (Moreno et Montserrat, 2008, Ure et al., 2009).

1.6.2.1.4. Delece 11q

Dalsi ¢astou chromozomalni aberaci je delece na dlouhém raménku chromozému
11 (del 11q), ktera je také spojena s nepfiznivym vyvojem nemoci a Spatnou progndzou
(Dohner et al., 2000, Wiestner et al., 2003, Del Principe et al., 2006, Hallek, 2008, Chen et
McMillan, 2008, Montserrat et Moreno, 2008, Ure et al., 2009). Tato delece je spojena se
zménami v signalnich drahach zprostfedkovanymi p53 (Chen et McMillan, 2008) a jinymi
tumor supresorovymi geny (A7M — ataxia teleangiectasia mutated) (Papajik et al., Cast I,
2006, Chen et McMillan, 2008). U pacientl se Casto vyskytuji nemutované IgVh geny a
vysoka exprese ZAP-70 (Montserrat et Moreno, 2008, Moreno et Montserrat, 2008).
Nemocni s touto abnormalitou byvaji vétSinou mladsiho véku a stadium choroby byva
pokrocilé, choroba rychle progreduje a je potieba zah4jit 1écbu velmi brzy (Dohner et al.,

2000, Papajik et al., cast I, 2006).
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1.6.2.1.5. Vyznam cytogenetickych markeri

Identifikace chromozomalnich abnormalit a traslokaci mlize pomoci urcit stadium
nemoci, prognézu a délku prezivani pacienti a mize pomoci ur¢it vhodnou 1é¢bu. U
vétSiny nemocnych vedou genetické zmény ke vzniku a rozvoji agresivnéjsiho typu

choroby a tim k celkovému zhorSeni klinického obrazu a ptezivani pacienti.

1.6.2.2. Sérové prognostické markery
1.6.2.2.1. beta-2-mikroglobulin

B-2-mikroblobulin je protein o nizké molekularni hmotnosti spojeny s HLA
komplexem. Jeho hladina je ukazatel progrese nemoci. Vysoka hladina s-B2M je spojena s
velkou tumor6zni masou a ukazuje na nepfiznivou prognozu, zvIlast¢ v ranném stadiu

nemoci (Constantinides et al., 1985).

1.6.2.2.2. Sérova CD23

Vysoka koncentrace s-CD23 souhlasi s celkovou tumordzni masou, difiizni infiltaci
kostni dfené, kratkym LDT s rychlejSi progresi nemoci a ma vliv na délku ptezivani
pacientti.(Moreno et Montserrat, 2008). Jako hrani¢ni hodnota se bere 2700U/ml. Pacienti,
ktefi maji hladinu sérového CD23 markeru vyssi, maji rychleji progredujici nemoc a je u
nich potieba brzy zahajit 1écbu (Molica et al., 1996, Hallek, 2008). ZvysSend hladina
s-CD23 je vyznamny prognosticky marker rychlé progrese zvlast¢ v ranych stadiich

nemoci (Hallek et al., 1999).

1.6.2.2.3. Thymidin kinaza

Sérova thymidin kindza (s-TK) poskytuje prognostické informace nezavislé na
Binetové staZovacim systému. Zda se, Ze hladina s-TK odraZi prolifera¢ni aktivitu tumoru
a souhlasi s kratSim LDT a difazni infiltraci kostni dfené (Hallek et al., 1999, Magnac et
al., 2003). Hladina s-TK ptfedpovida progresi nemoci hlavné u pacinetli v ranném stadiu

(Moreno et Montserrat, 2008).
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1.6.2.3. Molekularni prognostiké markery
1.6.2.3.1. ZAP-70

Malé mnozstvi genti umoziuje rozliSit mutovanou a nemutovanou CLL. Nejvice
specificky z téchto genli kdduje ZAP-70 (70kDa zeta-associated protein). ZAP-70 je
normdln¢ vyjadieny na T a NK buinikdch a ma rozhodujici roli ve vyvoji a diferenciaci
téchto typt bunck (Crespo et al., 2003, Wiestner et al., 2003, Chen et McMillan, 2008,
Moreno et Montserrat, 2008, Ure et al., 2009,). Normalni B lymfocyty neexprimuji zadny
ZAP-70, ale da se detekovat u B-CLL bun¢k (Hus et al., 2006, Moreno et Montserrat,
2008).

Hladina exprese ZAP-70 se podle nékterych autorti (Crespo et al., 2003, Del
Principe et al., 2006, Ure et al., 2009) neméni béhem celé doby onemocnéni a ukazuje se
jako velmi dilezity prognosticky marker, ktery mé sam o sob¢é prognostickou hodnotu.
Nejnovéjsi studie vSak ukazuji, ze exprese ZAP-70 se mize ménit v pritbéhu onemocnéni a
v ranném stadiu nemoci mohou CLL buniky produkovat méné¢ ZAP-70 (Morabito et al.,
2009). Nékteré studie neukazali spojitost exprese ZAP-70 s klasickou klinickou klasifikaci,
vcetné klinickych stadii podle Raie a Bineta, poctu lymfocyti ¢i zdvojovaciho Casu
lymfocytii (Crespo et al., 2003), jiné naopak prokazali vyznamny vztah vyssi exprese
ZAP-70 k pokrocilejSimu stadiu podle Raie, k vétsi lymfadenopatii, splenomegalii a
kratSimu LDT (Durig et al., 2003, Wiestner et al., 2003, Del Principe et al., 2006, Hus et
al., 2006, Ure et al., 2009). Ptesto je zcela prokazatelnd souvislost mezi vyssi hladinou
exprese ZAP-70 a rychlejsi progresi nemoci a krat$i dobou piezivani pacientd (Durig et al.,
2003, Fernandez et al., 2008, Ure et al., 2009). Leukemické buitky bez IgVh mutaci u
pacientli s CLL produkuji vysokou hladinu ZAP-70, zatimco leukemické buiky s IgVh
mutacemi maji velmi nizko a Spatné detekovatelnou hladinu ZAP-70. Exprese ZAP-70 ma
vztah s CD38 antigenem. Oba tyto markery jsou siln¢ vyjadifeny u nemutované CLL a
souhlasi s pokrocilejsim stadiem nemoci (Stevenson et Caligaris-Capio, 2004).

ZAP-70 pozitivita je vyrazné spojena s nepiiznivym klinickym pribéhem. Jiz
samotnd pfitomnost ZAP-70 je dulezitd pro definovani Spatné progndzy. Riizni autofi se
vSak nemohou shodnout na jednotné hranici ZAP-70 pozitivity (30 % (Crespo et al., 2003,
Hus et al., 2006, Morabito et al., 2009), 20% (Durig et al., 2003, Crespo et al., 2003)).
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1.6.2.3.2. Mutacni status

B-CLL lze rozdélit do dvou rtiznych, klinickym pribéhem rozdiln€¢ zavaznych
skupin. Skupina pfipadli s nemutovanymi Vh segmenty znamenajici vznik leukemického
CLL klonu z naivnich bunék, které neprosli germindlnim centrem, s nepiiznivou
prognoézou a tedy s agresivngjSim typem nemoci a soucasn¢ vyrazn¢ krat§i dobou preziti a
skupina pfipadi s mutovanymi Vh segmenty znamenajici vznik maligniho klonu z
pamétovych B bunék, které prosly aktivaci v germindlnim centru, vykazujici pomalejsi
progresi nemoci a del§i dobu pteziti.( Damle et al., 1999, Hamblin et al., 1999, Del Poeta
et al., 2001, Hamblin et al., 2002, Ghia et al., 2003, Kuhrova et al., 2004, Chiorazzi et al.,
2005, Thorselius et al., 2006, Chen et McMillan, 2008, Fernandez et al., 2008, Moreno et
Montserrat, 2008).

Mutacni stav variabilniho segmentu tézkych fetézcii imunoglobulinovych gent se
béhem onemocnéni neméni a proto je vhodnym prognostickym markerem. Lze ho ur€it jiz
v ranych stadiich onemocnéni a je vhodnym znakem umoziujicim jednozna¢né rozdéleni
pacientti do dvou prognostickych skupin a nasledné ureni vhodné 1écby (Kuhrova et al.,
2006, Moreno et Montserrat, 2008).

Mutace Vh genii jsou detekovany porovnanim DNA sekvence genli v B buiice a
odpovidajicimi geny v zarodecné linii. Sekvence, ktera se liSi od své analogické zarodecné
linie o 2 ¢i vice % je definovdna jako mutovana (Damle et al., 1999, Kuhrova et al., 2004,
Chiorazzi et al., 2005, Chen et McMillan, 2008). Nékdo povazuje za vhodnéj$i hranici
97% homologie (Krober et al., 2002).

Népadny rozdil v klinické odezvé mutovanych a nemutovanych forem
imunoglobulinovych gent u pacientii s B-CLL je s velikou pravdépodobnosti zptisobeny
modifikaci vazebnych vlastnosti BCR s fadou signalnich kompetenci (Kuhrova et al.,
2006, Chen et McMillan, 2008). Ferrarini et al. (2006) vysvétluje horsi klinicky pribéh
nemutované¢ B-CLL tim, Ze tento subtyp vaZe n€ktery ptirozené se vyskytujici antigen a
uchovava si schopnost expanze po jeho stimulaci a naproti tomu mutovany subtyp ztraci
schopnost vazby na tento antigen a rovnéZz nevykazuje signdlni transdukci z B-bunééného

receptoru a jeho schopnost klonalni expanze je vyrazné snizena (Kuhrova et al., 2006).
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1.6.2.32.1. V1-69, V3-21

Mutaéni status imunoglobulinovych genli urcuje progndézu pacientli a celkovou
dobu pfezivani, ale existuje n€kolik vyjimek, kdy pritomnost urcitého Vh segmentu ma
Spatny prognosticky vliv na pacienty a to bez ohledu na mutac¢ni status. Témito vyjimkami
jsou Vh3-21 a Vh1-69 (Tobin et al., 2002, Thorselius et al., 2006, Panovska-Stavridis et
al., 2007, Moreno et Montserrat, 2008).

Pacienti, u kterych je pfitomen gen Vh3-21 maji celkové kratsi dobu pieziti, ktera
je srovnatelna s celkovou dobou pfeZivani pacientll s nemutovanymi imunoglobulinovymi
geny a to i pfesto, Ze tento gen byva Casto mutovany (63% piipadt) (Tobin et al., 2003,
Thorselius te al., 2006, Panovska-Stavridis et al., 2007, Chen et McMillan, 2008,
Montserrat et Moreno, 2008). Studiem dalSich prognostickych markerti bylo objeveno, ze
Vh3-21+ pacienti vykazuji vysokou expresi CD38 a ZAP-70 a to jak v mutovaném, tak
nemutovaném piipad¢ (Thorselius et al., 2006, Moreno et Montserrat, 2008). Zaroven tito
pacienti vykazovali castéj$i pritomnost cytogenetické aberace 11g- oproti ostatnim
pacientiim s B-CLL (Thorselius et al., 2006).

Pacienti, u kterych je pfitomen gen Vh1-69 vyzaduji ¢asné&jsi 1é€bu a celkova doba
pfezivani je srovnatelnd s pacienty, ktefi maji jiné nemutované Vh geny (Panovska-
Stavridis et al., 2007). Porovnani pfipadi Vh1-69 s jinymi nemutovanymi Vh geny
neukazuje rozdil, co se tyce veku, pohlavi, poctu lymfocytl a celkové tumordzni masy v

dobé diagnozy a celkovy €as bez 1é¢by neni rozdilny (Panovska-Stavridis et al., 2007).

1.6.2.3.3. Exprese CD38

CD38 je transmembranovy glykoprotein, ktery funguje jako receptorova molekula
zpusobujici zvySenou signalizaci BCR (Huttmann et al., 2006). ZvySena stimulace BCR
zpusobuje rostouci pocet mitdz a tim narust poctu bunék.

Hladina exprese CD38 na povrchu B-CLL bunék je snadno detekovatelnd pomoci
pratokové cytometrie a mnoho studii se zabyvalo jejim vztahem k progndze pacientl a
celkovou dobou piezivani.

Podle poc¢tu CD38" bunék lze pacienty s B-CLL jednoznaéné rozdé¢lit do dvou
skupin. Velké mnozstvi CD38" bunék je spojeno s horsi progndzou a celkové krat$im

casem prezivani (Damle et al., 1999, Del Poeta et al., 2001, Ibrahim et al., 2001, Krober et
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al., 2002, Hamblin et al., 2002, Durig et al., 2002, Abousarma et al., 2009). Zaroven je
exprese CD38 spojena s pfitomnosti mutovanych/nemutovanych Ig Vu genii. Vysoka
exprese CD38 souhlasi s pfitomnosti nemutovanych IgVy genl s naopak nizka exprese s
pifitomnosti mutovanych IgVy gent (Damle et al., 1999, Ibrahim et al., 2001, Krober et al.,
2002, Ghia et al., 2003).

Podobné mizeme objevit vztah 1 mezi expresi CD38 a ZAP-70. Nizka hladina
exprese CD38 souhlasi s nizkou hladinou exprese ZAP-70, zatimco vysoka hladina ZAP-
70 byla pozorovana u pacienti s vysokym poctem CD38" bunék (Boonstra et al., 2006,
Hus et al., 2006).

Porovnanim téchto tii parametri lze tedy pacienty rozd¢lit do dvou odlisnych
skupin podle progndzy a celkové doby piezivani. Vysoka hladina exprese ZAP-70, CD38 a
pfitomnost nemutovanych IgVy geni pifedpovida Spatnou prognézu a krat§si délku
ptrezivani pacienti (Hallek, 2008).

Nicméné prognostickd hodnota samotné exprese CD38 leukemickymi buiikami je
znacné nejista. Nejen, ze autofi studii navrhuji rizné hrani¢ni hodnoty pro urc¢eni CD38
pozitivity (50% (Tinhofer et al., 2006), 30% (Damle et al., 1999, Del Poeta et al., 2001),
28% (Abousarma et al., 2009), 20% (Ibrahim et al., 2001, Durig et al., 2002, Hus et al.,
2006), 7% (Krober et al., 2002, Wiesner et al., 2003)), ale také se nemohou shodnout na
vhodnosti pouziti exprese CD38 jako prognostického markeru (Oscier et al., 2002, Ghia et
al., 2003, Bilous et al., 2005 tikd ne, Damle et al., 1999, Ibrahim et al., 2001, Durig et al.,
2002 tiké ano) Nejnovejsi studie ukazuji, ze hladina exprese CD38 se mulze v prubchu
onemocnéni menit (Moreno et Montserrat, 2008, Morabito et al., 2009, Ure et al., 2009).
Nejvice jsou zmény v expresi spojeny s léCbou CLL, coz ukazuje, ze chemoterapie
selektivné zabiji CD38 buiiky (Ibrahim et al., 2001, Hamblin et al., 2002).
1.6.2.3.4 Bcl-2

Gen bcl-2 se uplatiuje v patogenezi choroby. Buiiky B-CLL maji zvySenou expresi
tohoto genu, coz vede k inhibici apoptotické smrti a tim k dlouhovékosti patologickych
lymfocyti a zvySovani celkového poctu lymbocytlh v krevnim obrazu (Del Poeta et al.,

2001, Danilov et al., 2006, Carlucci et al., 2009).
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1.6.2.3.5 Micro RNA

Micro RNA umisténé na chromozému 13 jsou kratké sekvence 19-25 nukleotidd,
které puasobi pfes ovlivnéni RNA cesty zeslabenim cilovych genii pomoci inhibice
translace proteinli nebo pomoci degradace cilové mRNA (Chen et McMillan, 2008)
MiRNAs znamé jako miR154 a miR16-1 jsou deletovany u 66% pacientli s B-CLL. Delece
téchto geni zplisobuje nartast Bcl-2, inhibitoru apoptdzy, a tim funguje jako silny faktor
podporujici piezivani buné¢k (Chen et McMillan, 2008) a je spojena s nepiiznivou

prognoézou a hor§im priibéhem CLL (Moreno et Montserrat, 2008).

1.7. Lécba
1. 7. 1. Indikace k zahajeni 1écby

U pacientil v pocatecnich stadiich nemoci, ktefi jsou bez klinickych ptiznak, se
doporucuje nemocné pouze sledovat (,,watch and wait*), naopak neodkladné je potieba
zahgjit 1écbu u pacientli s pokrocilej$i chorobou. U pacientd se stfednim rizikem se
doporucuje zahajit 1écbu jen tehdy, kdyz nemoc progreduje ¢i se objevi zvétseni uzlin a

sleziny a jiné pfiznaky nemoci.

Kritéria pro zahgjeni 1é¢by B-CLL — souhrn (podle Adam et Vorlic¢ek, 2001)
1. Je pfitomen minimalné jeden z nasledujicich klinickych symptomti:
a) ubytek hmotnosti 10% za pil roku
b) znacna malatnost a slabost, zabranujici ve vykonavani bézné denni ¢innosti a
prace
¢) neinfekéni teploty trvajici déle nez 2 tydny
d) noc¢ni poceni bez ptitomnosti infekce
2. Postupné zhorSovani krvetvorby, rozvoj nebo zhorSovani anémie nebo
trompocytopenie
Autoimunitni anémie nebo trombocytopenie netspésne 1écend kortikosteroidy
Masivni splenomegalie nebo progrese splenomegalie

Masivni pakety uzlin nebo progrese lymfadenopatie

A

Progrese lymfocytdzy se vzestupem poctu lymfocytd o >50% za 2 mésice nebo

predpokladany zdvojovaci ¢as krats$i nez 6 mésict
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1. 7. 2. Lécba nemocnych s pokrocilym onemocnénim

1.7.2.1. Lécebna strategie

Klasickymi Iéky jsou chlorambucil a kortikosteroidy nebo polychemoterapeutické
reZimy a purinova analoga. U pacienti mlad$ich 60 let by se mélo zvazit pouziti
agresivnéjsSich postupil zahrnujici 1é¢bu purinovymi analogy, monoklondlnimi protilatkami

a vysokodavkovanou chemoterapii s transplantaci krvetvorné tkané.

1.7.2.2. Kortikosteroidy

Kortikosteroidy indukuji v jadie lymfocytl apoptotickou smrt buiiky, ale jejich
ucinnost je u B-CLL omezend. Vysoké davky kortikosteroidii jsou pouzivany v
termindlnich fazich nemoci, kdy je fyziologicka krvetvorba snizena lymfoidni infiltraci

(Papajik et al., ¢ast 111, 2006).

1.7.2.3. Alkylacni cytostatika

Klasickym a jiz dlouhd léta pouzivanym Iékem pro chronickou lymfatickou
leukemii je chlorambucil. Lécebné cykly se opakuji az do dosazeni maximalni 1écebné
odpovédi, obvykle 8-12 mésict. Lék se pouziva predevsim k 1éCbe starSich pacientl s
progredujici chorobou (Papajik et al., ¢ast 111, 2006).

Lécebnd kombinace CHOP (cyklofosfamid, adriamycin, vinkristin a prednison)
dosahuje 1écebné odpoveédi rychleji a také pocet 1é€ebnych odpovedi je pii této 1€cbeé vyssi

nez dosahuje 1écba chlorambucilem (Papajik et al., ¢ast I11, 2006).

1.7.2.4. Radioterapie

Cast nemocnych ma potize zplisobené splenomegalii. Standardnim postupem k
odstranéni téchto potizi je cilend radioterapie na slezinu. Méné Casto pouZivanou

alternativou ozafovani sleziny je splenektomie (Papajik et al., ¢ast III, 2006).

1.7.2.5. Purinova analoga

Novymi Iéky pro 1é¢bu chronické lymfatické leukemie jsou purinova analoga, ktera
maji schopnost navodit remisi pfi rezistenci na alkylaéni cytostatika, musi vSak byt podany

pii prvnich znamkach rezistence, nebot v opacném piipad¢ muize dlouhodobad 1écba
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alkyla¢nimi cytostatiky poskodit zbyvajici funkéni kmenové hematopoetické buiky
(Papajik et al., ¢ast 111, 2006).

Na rozdil od konvencnich cytostatik jsou purinova analoga ucinna jak na
proliferujici bunky, tak i na elementy v klidové fazi bunééného cyklu. Fludarabin je v

v

soucasnosti nejucinngjsi latkou v 1é€bé B-CLL (Papajik et al., ¢ast 111, 2006).

1.7.2.6. Monoklonalni protilatky
Monoklonélni protildtky alemtuzumab (anti-CD52) a rituximab (anti-CD20

protilatka) 1ze pouzit i u pacientt, kteti nebyli dosud 1é¢eni, a v kombinaci s purinovymi
analogy lze prodlouzit pteziti nemocnych (Papajik et al., ¢ast IV, 2007).

Antigen CD52 se vyskytuje na povrchu vsech fyziologickych B-lymfocyti,
nenachdzi se na kmenovych butikach krvetvorby, ale ziistdva na nadorovych B bunkach.
Alemtuzumab se specificky vaze na nadorové B-builky, coz umozni jejich naslednou
eliminaci a sniZeni poctu fyziologickych lymfocytl v periferni krvi (Papajik et al., ¢ast 1V,
2007).

Antigen CD20 se vyskytuje na povrchu B-lymfocyti ve vSech stupnich jeho vyvoje
krom& plazmocytli, ale neni pfitomen na kmenovych buiikdch krvetvorby. Dobrych
vysledki v 1é¢bé se dosahuje pii kombinaci chemoterapie s rituximabem (Papajik et al.,

cast 1V, 2007).

1.7.2.7. Transplantace

Alogenni transplantace se povazuje za vhodnou 1é€bu pro pacienty s pokrocilejsi
chorobou, Spatnou prognoézou, u nichz se nepiedpokladé uspéch 1écby vysokodavkovanou
chemoterapii s autologni transplantaci. Alogenni transplantace pfedstavuje zatim jedinou
metodu, kterd za optimalnich podminek mtze B-CLL tpln¢ vylécit.

Autologni transplantace u B-CLL ptinaseji nejlepsi vysledky, jsou-li provadény po

piedchozi 16¢beé ve fazi minimalni nddorové masy (Papajik et al, ¢ast V, 2007).

1.7.2.8. Podpiirna lécba

K podplrné 1écbé patii presna diagnostika a aktivni 1éceni infekénich komplikaci

antibiotiky, antimykotiky a antivirotiky.
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1.8. Prakticky vyznam prognostickych faktoru
1. 8. 1. Klasické prognostické markery

Oba stdzovaci systémy podle Raie a Bineta vychdzeji z velmi jednoduchych a
snadno dostupnych klinickych a laboratornich parametri a vypovidaji o piezivani
pacienti. Krom¢ zakladnich klinickych prognostickych faktor je tada dalSich
jednoduchych faktord spojenych se Spatnou prognézou (pokrocily vek, muzské pohlavi,
vysokd koncentrace lymfocytl, difuzni infiltrace kostni dfené,....). Dlouhou dobu pro
béznou klinickou praxi u pacienti s CLL postacovalo zakladni klinické¢ a laboratorni

vySetieni (Mayer et al., 2007).

1. 8. 2. Cytogenetika

Dnes je cytogenetické vySetfeni pomoci FISH sond soucéasti hodnoceni rizika
nemocnych s CLL. Patologické cytogenetické nalezy jsou velmi Casté jiz u novée
diagnostikovanych pacientli a s piibyvajici dobou od stanoveni diagndézy se mohou
objevovat dal$i cytogenetické zmény. Pfitomnost cytogenetickych zmén ma vliv na
celkoveé pfeZiti pacienta a na piezZiti bez progrese choroby. Pro vyuziti cytogenetickych
zmén pro klinické ucely je potifeba dobfe vyhodnotit, v kolika procentech bunék se zmény
vyskytuji, zdali jsou jen na jednom ¢i na obou chromozdémech a jaky to ma pro pacienta

vyznam (Mayer et al., 2007).

1. 8. 3. Molekularni prognostické markery

Mutaéni stav je vyznamny prognosticky ukazatel, ktery je nezavisly na klinickém
stadiu choroby.

U proteinu ZAP-70 pifedstavuje nejveétsi prakticky problém metodika jeho
stanoveni, protoze ZAP-70 je krom¢ B-CLL bungk siln¢ exprimovan také na T-buiikach a
proto se muze vyskytovat falesna pozitivita. Nicméné ho lze z hlediska urceni 1éCby, stejné
jako expresi CD38, brat jako dopliujici informaci k muta¢nimu stavu imunoglobulinovych

genu (Mayer et al., 2007).
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1. 9. Vice klonalni prestavby

Béhem zrani lymfocyti dochazi k prestavbé VDJ genli pro tézky fetézec
imunoglobulinu. V pfipadé, ze je prvni alela pro téZky imunoglobulinovy fetézec
piestavena mimo cCteci rdmec a z odpovidajici mRNA nemize vzniknout kompletni
polypeptid, proces piestavby se pfesune na druhou alelu. Pokud je prvni pfestavba
produktivni, proces alelické exkluzi znemozni zahajeni prestavby na druhé alele.

V nékterych piipadech vsak bylo detekovano 2 a vice bunéénych klonil u jednoho
pacienta s B bunéénym lymfoproliferativnim onemocnénim. Tyto pfipady lze rozdélit na
n¢kolik situaci (Cerny et al., 2004, Chang et al., 2006):

3. pacienti s CLL mohou mit buné¢ny klon produkujici na bunééném povrchu 2
rozdilné imunoglobulinové molekuly (nedoslo k alelické exkluzi a doslo

k ptestavbé imunoglobulinovych genii na obou alelach), tento jev je ¢astéjsi u CLL

bunék neZ u bun¢k normalnich

3. pacienti maji dvé IgH pfestavby, ale pouze jedna pfestavba je produktivni a je
translatovana ve funk¢éni imunoglobulinovy protein

3. lymfomy dvoji morfologie a biklonalni leukemie representuji situaci, kdy pacienti
maji dva maligni klony a oba klony produkuji rozdilnou imunoglobulinovou
molekulu

Biklonalni CLL jeSt€¢ neni dobie charakterizovana, protoze jen méné nez 5%
chronickych B bunécnych lymfoprolyferativnich onemocnéni v leukemické fazi ma vice
nez jeden klon (Chang et al., 2006). K malignim transformacim miZze dochézet u dvou
nezavislych B bun¢k béhem nebo az po vyvoji v zdrodecném centru. V ptipadé biklonalni
lymfoproliferativni poruchy je potieba si polozit otazku, zda se jedna opravdu o biklonalni
prubéh nebo jestli jeden klon representuje subklon druhého.

U pacientli s CLL s dvéma B bunécnymi klony miZe byt onemocnéni rozdéleno do
dvou podskupin — CLL+CLL a CLL+non-CLL, kdy bylo uk4zano, ze pacienti s CLL a
non-CLL populaci B bunécnych klonli vyzaduji 1€€bu béhem prvnim 18 mésicii vyrazné
castéji, nez pacienti s pouze CLL nebo CLL+CLL (Chang et al., 2006).

Cerny et al. (2004) se zajimali, zda pacienti, ktefi maji dvé IgH pfestavby maji
stejné klinické charakteristiky a pribéh nemoci jako pacienti s pouze jednou ptestavbou,
nezjistili vSak vyrazné rozdily mezi mono- a bilgH pacienty. Odhadovana doba progrese
monolgH pacientli nebyla vyrazné rozdilna od bilgH pacienti a ani celkové doba piezivani

nebyla u obou skupin rozdilna. Zaznamenali pouze vétsi mnoZzstvi dal§ich onemocnéni u
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bialelickych pacientl nez u pacientd monoalelickych (Cerny et al., 2004).
Zda se tedy, Ze ptitomnost bialelické IgH ptestavby nema zadny vliv na prognozu

nemoci, nicmén¢ tyto zaveéry by staly za dalsi diskuzi a prozkoumani.

1. 10. Cile prace

-u pacientll s diagnézou CLL stanovit klonalitu populace lymfocytu (ovéteni diagnozy)
-u vzorku s malignim klonem urcit konkrétni rodinu piestavené¢ho IgVh genu

-stanovit rozsah hypermutaci

«v ptipadé, ze budou k dispozici relevantni klinicka data, pokusit se urcit vztah

mutacniho statusu a dalSiho klinického vyvoje pacienta
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2. Material a metody

2. 1. Ziskavani vzorki

Vzorky periferni krve odebrané pacientim s diagnostikovanou B-buné¢nou
chronickou lymfatickou leukemii jsou zasilany na nase pracovisté (Laboratof molekularni
biologie a genetiky, Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s.) z hematologickych pracovist ze
spadové oblasti Jiznich Cech, kde jsou vysetieny a je u nich stanoven mutaéni status gent
pro tézké fetézce imunoglobulind.

Soubor nasich vzorki zahrnuje pacienty od roku 2006 do tnora 2010 (ptiloha 3).
V tomto obdobi bylo celkem pfijato k vysetfeni mutacniho statusu 230 vzorkl, u 172
vzorkd byla provedena fragmentacni analyza a v pfipadé monoklonality ¢i biklonality
vySetien mutacni status. U zbylych vzorkti nebylo po domluvé s Iékatem ¢i pro nedostatek
materialu vySetfeni provadéno.

Celkem bylo vySetfeno 88 muzi a 56 Zen v rizném stadiu onemocnéni, primérny

vek vySettenych pacientd byl 70 let.

2.2. Metodika stanoveni mutacniho statusu variabilniho segmentu

tézkého retézce imunoglobulini
Izolovanou RNA nejprve piepiSeme reverzni transkripci do odpovidajici cDNA, z
té¢ specifickou amplifikaci namnozime useky pfestavéného tézkého fetézce
imunoglobulinovych gent. Fragment DNA vytvofi po elektroforetické separaci v
agarozovém gelu prouzek identickych molekul na slabém pozadi fragmenti DNA ze
zdravé bunécné populace. Tento specificky produkt preistime a poté sekvenujeme.
Nésledné porovname sekvenci s databdzemi a vyhodnotime mutac¢ni stav pro ucely urceni

progndzy pacienta.
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2.2.1. 1zolace RNA z periferni krve

- material: kit QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen) — obsahuje pufry EL, RTL, RW1,
RPE, RNAase free water
centrifuga
70% ethanol
14,3 M B-mercaptoethanol

Periferni krev byla centirfugovana (500 g/ 10 min/ 4°C), poté byla opatrn& odsata
peleta leukocytll na rozhrani plasmy a ¢ervené slozky krve a pfenesena do nové zkumavky.
Pokud je peleta leukocytl pfili§ tenkd nebo nezietelnd, je mozné odebrat celou Cervenou
slozku krve a pracovat s ni. K odebranym leukocytim bylo pfidano péti nasobné mnozstvi
EL pufru, zkumavka byla opatrné promichédna a inkubovéna 15min pfi 4°C. B&hem
inkubace byl obsah zkumavky dvakrat kratce vortexovan. Po lyzi erytrocyti zkumavku
opét centrifuguvat (500 g/ 10 min/ 4°C), odsat supernatant a sediment leukocyti jesté
jednou promyt 2 ml EL pufru. Zkumavku centrifugovat (500 g/ 10 min/ 4°C) a zcela odsat
supernatant.

Po lyzi erytrocytd a jejich odmyti pfidat k sedimentu leukocytti 600 pl RTL pufru
s mercaptoethanolem a zlyzovat leukocyty. Pokud je lyzat ptili§ vyskozni, ptidat dalSich
600 ul RTL pufru s mercaptoethanolem.

Napipetovat 600 pl lyzatu do QIAshredder kolonky a centrifugaci (13000 g/ 2min)
homogenizovat. Do sbérné zkumavky s homogenizovanym lyzatem ptidat 600 ul 70%
ethanolu a promichat opakovanym pipetovanim cca 30 sekund.

Lyzat s ethanolem pfenést na QIAamp kolonku a centrifugovat (12000 g/ 1 min).
Nyni mame RNA navézanou na kolonce a je potfeba ji promyt. V prvnim kroce ptidat 700
ul pufru RW1 a centrifugovat (12000 g/ 1 min), nasledné ptidat 500 pl pufru RPE a opét
centrifugovat (12000 g/ 1 min). Promyti RPE pufrem opakovat a nakonec suchou kolonku
centrifugovat (13000 g/ 1 min) aby doslo k uplnému odstranéni vSech promyvacich puftt.

Pro uvolnéni izolované¢ RNA ze suchého filtru kolonky pozit 50 pl vody bez

RNAase (napipetovat ptimo na filtr) a nasledné kolonku centifugovat (13000 g/ 1 min).
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2.2.2. Reverzni transkripce

- material: kit SuperScript III First Strand (Invitrogen)

cycler

Nejprve pripravit master mix 1 na denaturaci, ptidat ho ke vzorku (1,5 pl RNA) a

nechat ho denaturovat pti 65°C 5Smin. Po denaturaci vzorku namichat master mix 2.

Master Mix 1

dNTPs (10mM) 1l
random hexamers (50n ng/pl) I ul
H>O 6,5 ul
Master Mix 2
10xRT pufr 2ul
25mM MgCl, 4 ul
0,1 M DTT 2ul
RnaseOUT™ 40U/ ul 1wl
SuperScript™ I1I RT 200U/ pl 1l

Master mix 2 ptidat ke zdenaturované RNA s nukleotidy a primery a v cycleru

nechat prob&hnout reverzni transkripci a vytvorit cDNA.

reakéni schéma:
1.25°C 10 min
2.50°C 50 min
3.85°C5 min

Po dobéhnuti reakce ptidat ke vzorku 1 ul RNase H (2U/pl) a inkubovat 20min. pfi
37°C.
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2.2.3. PCR
- material: PPP master mix (75mM Tris-HCI ph 8,8, 20mM (NH4).SO4, 0,01% Tween 20,
2,5mM MgCl,, 200uM dATP, 200uM dGTP, 200uM dTTP, 200uM dCTP,
2,5U Tag purple DNA polymeraza) (TopBio)
primery (Invitrogen)

cycler

Vh geny jsou rozdéleny do sedmi rodin, jejichZ ¢lenové maji znacnou sekvencni
homologii. Pro ur€eni sekvence Vh segmentu a tim i muta¢niho statusu u vysetfovaného
pacienta je v prvnim kroku potieba identifikovat, do jaké rodiny Vh segment patii. Proto
musime pro kazdy vzorek ptipravit 7xPCR reakci s pouzitim rtznych primert (primer
Vh1,7; Vh2; Vh3A; Vh3B, Vh4; Vh5; Vh6). Rodiny 1 a 7 jsou znacné podobné a
pouzivame pro né¢ jen jeden spolecny primer, naopak rodina 3 je velmi rozsahla s nizsi
sekvencni homologii a proto je tfeba pouzit dva rozdilné primery. Pro kazdy vzorek jesté
namichat jednu PCR reakci s pouzitim znacen¢ho Jh primeru (Jh primer je spole¢ny vSem
rodindm) — produkt této PCR reakce se pouziva na fragmentacni analyzu. K pfipravenému

master mixu ptidat 1ul cDNA a nechat v cycleru probéhnout program.

Master Mix 3
PPP master mix 12,5 ul
primer Vh 10uM 1yl
primer Jh 10puM 1 ul
H,O 9,5 ul

Master Mix na fragmentac¢ni analyzu

PPP master mix 12,5 ul
primer Frc 10pM 1l
primer Jh znaceny 10uM 1 ul
H,O 9,5ul
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reakéni schéma
l.denaturace 94°C 3min
2.denaturace 94°C 45s
3.annealing  64°C 30s
4.elongace  72°C 30s

5.extenze 72°C  10min
6.chlazeni 4°C
kroky 2—4 opakovat 24x

2.2.4. Elektroforéza
- material: TBE pufr (5,4g Tris, 2,75 g kyselina borita, 2ml 0,5M EDTA pH 8,0,

destilovana voda do 1000 ml)
ethidium bromid (0,625mg/ml)

Po specifickém namnozeni DNA provést identifikaci produktii na 2% agar6zovém
gelu (2% agardzy v TBE pufru) obsahujicim 2 pl ethidium bromidu. Elektroforézu nechat
probihat po dobu 90—120 min pti 120V.

2.2.5. Fragmentacni analyza

- materidl: HiDi formamid (Applied Biosystems)
LIZ standard (Applied Biosystems)
sekvenator ABI PRISM 310

Fragmentacni analyza se provadi pro stanoveni klonality populace lymfocytu metodou
kapilarni elekroforézy na pfistroji ABI 310. Na fragmentacni analyzu pouzit znaceny
produkt PCR reakce a podle intenzity tento produkt natedit. Vhodného mnozstvi DNA pro
fragmentacni analyzu lze také dosdhnout zménou doby néstfiku. 1ul nafedéného
znaceného produktu smichat s 20 pl HiDi formamidu a 0,2 pl LIZ standartu a denaturovat

pti 95°C/ 3 min. Poté pustit fragmentacni analyzu na ABI 310.

34



2.2.6. Precisténi PCR produktu
- material: kit MinElute PCR Purification (Qiagen)

centrifuga
Pred sekvenaci genu je potfeba vybrany PCR produkt piecistit od zbytkl primert a

nukleotidi nespotifebovanych pii reverzni transkripci. PfeciSténi probiha pies MinElute

kolonky podle protokolu vyrobce.

2.2.7. Priprava vzorku na sekvenaci

- material: kit Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
kolonky SigmaSpin Post-reaction Clean-Up (Sigma-Aldrich)
primery
HiDi formamid (Applied biosystems)
centrifuga
cycler

sekvenator ABI PRISM 310

Pro kazdy vrozek pftipravit 2 sekvenacni reakce obsahujici deoxynukleotidy a
pfisluSny primer. Gen sekvenujeme z obou stran, proto kromé Vh primeru, uréeného podle
vyhodnoceni vysledku elektroforézy pouzijeme do druhé reakce Jh primer. Poté nechat

v cycleru prob&hnout program.

Master Mix sekvenace

Ready Reaction Premix 4 ul
BigDye Sequencing Buffer 2l
primer 0,75 ul
H,O 12,7 wl
DNA 1 ul
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reakéni schéma
l.denaturace 96°C 2min
2.denaturace 96°C 10s
3.annealing  62°C 10s
4.elongace  60°C 4min

5.extenze 60°C 10min
6.chlazeni 4°C
kroky 2—4 opakovat 30x

Po probéhnuti sekvenacni reakce je potfeba znaCenou DNA zbavit zbytki
chemikalii nepouzitych pro reakci pomoci kolonek Sigma podle protokolu vyrobce.

Cely objem piecisténé reakce denaturovat s 20 pl HiDi formamidu pti 95°C/ 3 min.
Pustit sekvenaci na ABI 310. Z zanalyzovanych sekvenci slozit contig pomoci

SeqAssem.exe a porovnat s databazemi.

IMGT (http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest?livret=0&Option=humanlg)
IgBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/)
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3. Vysledky

3. 1. Stanoveni klonality lymfocyti

Stanoveni diagnézy B-CLL neni vzdy jednozna¢né a proto je prvnim krokem po
zpracovani vzorku krve pacienta potvrzeni této diagnézy pomoci fragmentacni analyzy. Na
zéklad¢ vysledkl fragmentacni analyzy lze prvotni diagnozu potvrdit ¢i vyvratit. B-CLL je
zpusobena akumulaci a proliferaci jednoho jediného klonu B-lymfocytt. V piipadé, ze se
pravdépodobné opravdu jedna o B-CLL, vzorek obsahuje pouze jeden klon bun¢k (obr. 3)
a my dale pokratujeme ve zpracovani a urCovani mutatniho stavu. V pfipadé, ze
fragmentacni analyza vychazi polyklondlni (obr. 5), nejednd se pravdépodobné o B-CLL,
ale jiné lymfoprolyferativni onemocnéni. V tomto ptipadé nemizeme stanovit mutacni
status, protoze ve vzorku neni pfitomen pouze jeden klon bun¢k. OSetiujicimu 1ékati vSak
doporucujeme pozd¢€jsi opakovany odbér vzorku pro véasné zachyceni vznikajici B-CLL.

Specialni ptipady zahrnuji biklonalitu (obr. 4) kdy na fragmetacni analyze vidime
dva vyrazné izolované klony bunck. V téchto ptipadech postupujeme jako u
monoklonélniho pacienta a pro kazdy klon zvIast’ ur€ujeme jeho mutacni status.

Aby se jednalo o jeden maligné zvrhly klon bunék, je potieba, aby na
elektroforetogramu byl videt jeden uzky pik, ktery pfevySuje ostatni piky minimélné

tikrat.
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Obr. 3: Vysledek fragmenta¢ni analyzy — monoklonalita. Na elektoforetogramu vidime

jeden izolovany pik vyrazné ptevySujici ostatni piky.
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Obr. 4: vysledek fragmentaéni analyzy — biklonalita. Na elektroforetogramu vidime dva

izolované piky vyrazné pievysujici ostatni.
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Obr. 5: Vysledek fragmentacni analyzy — polyklonalita. Na elektroforetogramu nelze

identifikovat jeden izolovany pik pfevysujici ostatni piky alespon tfikrat.

VétsSina pacientll vySetfend v nasi laboratofi je monoklondlni. Jen v 17 ptipadech
jsme urc€ili polyklonalitu a doporucili nové vySetfeni (obr. 6). U tii z téchto opakované
vySetfenych pacientll jsme pii druhém vySetieni zjistili monoklonalitu a urcili mutacni
status. U téchto pacienti mohla byt polyklonalita zplsobena infekci ¢i jinym

onemocnénim zvysSujicim pocet lymfocyti.
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Obr.6: Vysledky fragmentaéni analyzy. Srovnani poctu pacientl s 1, 2 a vice klony

bun¢k

3. 2. Stanoveni rodiny prestavéného IgVh genu

Po specifickém namnozeni DNA s primery pro jednotlivé rodiny a provedeni
identifikace produkti pomoci -elektroforézy mizeme stanovit konkrétni rodinu
prestavénych IgVh segementt. Pokud se jednd o monoklondlniho pacienta (obr. 7, obr. 8),
na gelu vidime pouze jeden specificky produkt PCR (v ptipad¢ rodiny 3 mohou prouzky
dva diky pouziti dvou rGznych primert). Pfi biklonalité¢ (obr. 9) se DNA amplifikuje se
dvéma primery a vzniknou dva produkty PCR a pii polyklonalité¢ (obr. 10), kdy je ve

vzorku obsazeno mnoho rtiznych klont bunék vznika nékolik PCR produktu.
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CLL 16-3-2010 1224
Vh1 Fric

Obr. 7: Vysledky elektroforézy — monoklonalita. Pacient produkuje pouze jeden klon
bun¢k produkujici funkéni imunoglobuliny, ptestavéné geny patii do rodiny Vhl. Frlc —

specificky produkt PCR vznikly pouzitim zna¢eného Jh primeru.

Vh3A Vh3B

Obr. 8: Vysledky elektroforézy — monoklonalita. Pacient produkuje pouze jeden klon

bunék produkujici funkéni imunoglobuliny, pfestavéné geny patii do rodiny Vh3.
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Vi Vh4 Fric
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Obr. 9: Vysledky elektorforézy — biklonalita. Pacient produkuje dva klon bun¢k
produkujici imunoglobuliny, pfestavéné geny patii do rodiny Vh1 a Vh4. Biklonalitu
potrvrzuje i produkt PCR se znacenym primerem (oznacen Frlc), ktery se na gelu

rozdé€luje na dva razné velké fragmenty.

Vh1  Vh2 Vvh3a Vh3B V4 oo 16

Obr.10: Vysledky elektroforézy — polyklonalita. Pacient produkuje né¢kolik klont bunék,

které tvoti specifické produkty s primery pro nékolik rodin najednou

Nejcastéji zastoupenou rodinou ve skupiné nasich vzorki je rodina Vh3 (67
pfipadl) a rodina Vhl (42 ptipadil). Rodina Vh2, VhS a Vho6 je zastoupena pouze ojedinéle
(Vh2 — 2 ptipady, VhS — 4 ptipady a Vh6 — 1 ptipad) (obr. 11).
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Obr.11: Cetnost vyskytu jednotlivich rodin u pacienti s vySetfenym mutanim

statusem

3. 3. Stanoveni rozsahu hypermutaci

Po zanalyzovani a upraveni sekvenci pfestavénych imunoglobulinovych genti jsem
tyto sekvence porovnavali s databazemi IMGT/V-QUEST
(http://imgt.cines.ft/IMGT_vquest/vquest?livret=0&Option=humanlg) a IgBlast

imunoglobulinovych genii se jednd a jeho homologii se zdrode¢nou linii a tim mutacni

status. Ziskanou sekvenci porovnavame s obéma databazemi, protoze nékdy se vysledna
sekvencni homologie u databazi 1isi.

Vystupem z databaze urc¢ime, zda se jednd o produktivni pfestavbu a klon bunék
tvofi funkéni imunoglobuliny, uré¢ime kteréd je odpovidajici zarode¢na linie I[gVh segmenti
pro nas vzorek a sekven¢ni homologii naSeho vzorku se zarode¢nou linii (obr.12, obr. 13).
Zaroven vidime sekvenci, kterou s databazi porovnavame a zmény, které nase sekvence
oproti zarode¢né linii obsahuje.

Porovnanim s databazi muzeme odhalit 1 delSi delece/inzerce, které sekvence
obsahuje. Pti porovnavani jsou tyto delece/inzerce odstranény a urcena homologie bez této

delece/inzerce.
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Sequence numbl-'!_J H_VH4

Sequence compared with the human IG set from the IMGT reference directory

>5377_JH_VH4

ttgctccccaaatggggtectgtoccagttccaactgeageagtggggegcaggactgtt
gaagcctteggagacectgteccteacctgegetgtgtatgttoggtecttcaatgaata
ttactggagctggatccgecagtecccagggaaggggetggagtggattggggaaatcac
tcatcgtggaaccgecaactacageccgtecctecaagagtegagtgtecatateegtgga
cacgtccaagaaccagttctocctgaggetgagetetgteaccgecgeggacacggetgt
atatttetgtgecgagaggeccegeggtetecegactacggtgactacgeccactattacta
tgggatggacgtctggggecaggggaccacggteacegtetecttcaggta

Result summary:

Productive IGH rearranged sequence (no stop codon and in-frame junction)

Y-GENE and allele IGHV4-34701. or IGHV4-34712 | score = 1204 | identity = 91.58% (261/285 nt)
J-GENE and allele 1GHJE*02 score = 220 | identity = 83.87% (52/62 nt)
D-GENE and allele by IMGT/JunctionAnalysis IGHD4-17701 \ D-REGION is in reading frame 2
[COR1-IMGT.CDR2-MGT.CDR3-IMGT] lengths and AA JUNCTION | [8.7.21] CARGPRSPDYGDYAHYYYGMDVW

Obr. 12: Vystup z databaze. Pro urceni progndzy pacienta je diilezita

produktivita/neproduktivita piestavby a jeji sekvencni homologie se zarode¢nou linii (zluté

pismo), ptipadné piisluSna zarodecna linie (oznacena Sipkou)
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Obr. 13: Procento homologie s odpovidajici zarode¢nou linii
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3. 4. Klinické vysledky

V nasi laboratofi jsme vySetfili 172 pacientl s diagndzou B-CLL (pfiloha 3). Pomér
muzii a zen byl 3:2, vékové rozpéti bylo 50-90 (obr. 14). U pacientld s vySetifenym
mutacnim statusem byla v 78 piipadek diagnostikovana nemutovand forma CLL a v 63
pfipadech mutovand forma CLL (obr. 15). V 17 pfipadech jsme diagnostikovali

polyklonalitu a oSetiujicimu Iékati doporucili opakovany odbér vzorku pozdéji (obr. 6).

Vékoveé rozlozeni
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Obr. 14: VEkové rozloZeni pacientii prijatych k vySetieni mutaéniho statusu

Mutadni status

Il mutovani
I nemutovani

pocet ptipadu

Obr. 15: Porovnani poctu pripadi nemutované a mutované CLL
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4. Diskuze

Chronickd lymfatickd leukemie je onemocnéni velmi rGznorodé a urceni jeji
diagnozy a nasledné progndzy pacienti neni jednoduché. Nekteti pacienti nevyzaduji 1écbu
dlouhou dobu po stanoveni diagnézy B-CLL, u jinych naopak nemoc velmi rychle
progreduje a je potfeba zahgjit 1écbu co nejdiive. V dnesni dobé se dafi pacienty
diagnostikovat ve stale CasnéjSich stadiich, a proto je dilezité stanovit nejen diagnozu, ale i
prognoézu. Na zakladé prognostickych markeri 1ze ptedpovidat vyvoj onemocnéni a urcit
vhodnou 1é¢bu ¢i zabranit podédvani nevhodné, pomérné agresivni 1écby pacientim.

V soucasné dob¢ je B-CLL nevylécCitelné onemocnéni, ale volbou vhodné terapie
lze Zivot pacientd prodlouzit a zkvalitnit. Jedinou moZnosti vyléeni je alogenni
transplantace krvetvornych bunék, to je vSak spojeno s vysokou umrtnosti pacientil a je
limitovana vys§im vékem pacientt.

Pro urceni progndzy stale zlstava jako prvotni a nejjednodussi zptisob vyuziti
stdzovacich systémi. Ty ndm vSak poskytuji prognostické informace az v piipadé
pokrocilejSiho stadia nemoci. A protoZze se mnoho pacientli diagnostikuje jiz v ranném
stadiu onemocnéni, nabyvaji v dne$ni dobé na vyznamu biologické prognostické markery,
které¢ jsou u pacienta po celou dobu onemocnéni neménné a piitomné uz od zacatku
onemocnéni.

Celosvétove probéhlo mnoho studii, které se zabyvaly praveé témito prognostickymi
markery. Mezi ty nejcastéji zkoumané a povazované za nejdilezitéjsi patii cytogenetické
odchylky a molekularni markery — mutacni status IgVh, ZAP-70 a CD38.

Cytogenetické zmény ovliviluji prognézu pacienta velmi vyrazné. Az u 80%
pacientll miizeme najit jednu ze Ctyf nejcastéjSich zmeén — delece 13q, trisomie 12, delece
17p, delece 11q. Pouze prvni jmenovana znamena pro pacienta lepsi prognozu. Je vSak
zvlastni, ze tato delece se vyskytuje 1 u jinych hematoonkologickych onemocnéni
(mnohocetny myelom, myeloproliferativni onemocnéni, lymfomy) a tumori
(retinoblastom, karcinom plic), ale pro tato onemocnéni neni dobrym prognostickym
markerem, pravé naopak.

Prvnim z vySe jmenovanych molekularnich prognostickych markert je urceni
mutacniho stavu variabilnich segmentl téZkych fetézcli imunoglobulinovych genii. Jeho
prognosticka hodnota je vysoka a jako jediny ho lze samostatné povazovat za postacujici k
urceni prognézy pacientd. Bézné pouzivani mutac¢niho statusu v diagnostice a urcovani

prognézy u nemocnych s B-CLL nardzi na ¢asovou a technickou naro¢nost provedeni
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tohoto vySetteni. Proto se stale hledaji zastupné prognostické markery, jejichz vysetieni je
snadno proveditelné a maji dobrou prognostickou hodnotu.

Jednim z potencidlné dobrych prognostickych markerti je protein ZAP-70. Jeho
detekce je velmi jednoduchd, Casové nendrocna (pritokova cytometrie) a proto se
zkoumala jeho prognostickd hodnota. Autofi studii se vSak nemohou shodnout ani v tom,
zda se hladina jeho exprese béhem nemoci méni ¢i neméni. Crespo et al. (2003), Del
Principe et al. (2006) a Ure et al. (2009) tvrdi, Ze hladina exprese ZAP-70 se béhem celého
onemocnéni nemeéni a 1ze ho tedy pouzit jako prognosticky marker. Jejich studie dokonce
ukazuji na velmi vysokou prognostickou hodnotu tohoto markeru. Naopak Moralito et al.
(2009) ve své studii zjistil, ze ZAP-70 je u CLL bun¢k v ranném stadiu onemocnéni
produkovan mén¢ a proto ho nelze pro urceni prognézy vyuzivat. Nejasna je 1 hranice pro
ureni pozitivity. Nicméné je prokazatelna spojitost mezi vys$i hladinou ZAP-70 a
rychlejsi progresi nemoci (Durig et al., 2003, Fernandez et al., 2008, Ure et al., 2009).

Druhym velmi diskutovanym potencidlnim prognostickym markerem je exprese
CD38. I hladina exprese CD38 na povrchu buiky je snadno detekovatelnd pomoci
pritokové cytometrie a mnoho studii se zabyvalo vztahem hladiny exprese a prognozy
pacientdl. Zcela prokazatelné lze pacienty rozdélit do dvou skupin s rozdilnou prognoézou.
Skupina s vysokou hladinou exprese (skupina CD38") ma celkové hor$i progndzu oproti
skupin¢ s nizkou hladinou (skupina CD38"). Problémem vsak zlstava hranice pro urceni
CD38 pozitivity. Riizni autofi navrhuji rizné hrani¢ni hodnoty, nejvice se vSak ve studiich
vyuzivala hranice 30% (pokud >30% vSech bunék exprimovalo na svém povrchu CD38,
patfil pacient do skupiny CD38"). Hus et al. (2006) dokonce vypracoval studii, kde
porovnaval vysledky s pouzitim jak hranice 30% pro ur€eni pozitivity, tak 20% (druha
nejcastéji navrhovand hranice) a nezjistil vyrazné rozdily. Vzhledem k mozZzné zméné
exprese CD38 béhem onemocnéni se nedoporucuje tento marker pouzivat jako nezavisly
prognosticky marker, ale spiSe mize podat dodate¢né informace (Hus et al., 2006, Oscier
et al., 2002).

I pouziti kombinace exprese ZAP-70 a CD38 k urceni progndézy nam poskytuje
prognostické¢ informace. Pacienty lze rozdé¢lit do tfi skupin. Skupina, kterd vykazuje
expresi obou markerti ma nejhorsi prognozu, naopak skupina, ktera neexprimuje ani jeden
marker mé& prognézu dobrou a tieti skupina pacientli, u které mizeme detekovat expresi
bud’ ZAP-70 nebo CD38, patii do kategorie se stfednim rizikem (Moreno et Montserrat,
2008, Durig et al., 2003, Del Principe et al., 2006). Lze také pozorovat, Ze u CD38"
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pacientd je procento leukemickych bun¢k produkujicich ZAP-70 vyssi nez u CD38
negativnich pacienti (Hus et al., 2006, Boonstra et al., 2006). Nicmén¢ tento vztah neni
absolutni (Hallek, 2008).

Nejlepsi vysledky v ureni prognézy se ukazuji pfi kombinaci nékolika
molekularnich prognostickych markerti. Bylo provedeno mnoho studii zkoumajicich
vzajemny vztah mutacniho stavu IgVh gent, exprese ZAP-70 a exprese CD38. Bylo
potvrzeno, ze vysoka hladina ZAP-70 je exprimovana u pacientii s nemutovanou formou
CLL a naopak u mutované CLL je exprese ZAP-70 velmi nizka (obr. 3) (Hallek, 2008,
Montserrat et Moreno, 2008, Del Principe et al., 2006). Podobny vztah byl objeven i mezi
expresi CD38 a mutanim statusem. Vysokou expresi CD38 vykazovali pacienti, u nichz
byla potvrzena pritomnost nemutovanych IgVh genti, naopak nizka exprese CD38 souhlasi
s pritomnosti mutovanych IgVh genli (obr. 4) (Krober et al., 2002, Damle et al., 1999,
Ibrahim et al., 2001, Ghia et al., 2003, Del Principe et al., 2006). Vzhledem k tomu, Ze jak
vysoka exprese ZAP-70, tak vysokd exprese CD38 i pfitomnost nemutovanych IgVh genii

je spojena s nepiiznivou prognozou, lze tyto vztahy piedpokladat.
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Obr. 3: Srovnani exprese ZAP-70 s mutacnim stavem IgVy (podle Orchard et al., 2004)
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Obr. 4: Korelace Vh mutaci a CD38+ (¢ nemutovana B-CLL) (podle Damle et al. 1999)

Ze vSech dostupnych studii vSak vyplyva, Ze mutacni status je stile nejlepSim a
jedinym zcela nezavislym a neménnym prognostickym markerem a ostatni molekularni
prognostické markery pouze prognézu uréenou na zakladé muta¢niho statusu potvrdi.

Stale vSak kolem muta¢niho statusu zlistdva mnoho otazek, které je potieba vyftesit.
Nejvice otdzek vyvolava hranice 98% pro rozdé€leni pacientll na dv€ skupiny (pfipadné
97% podle doporuceni nékterych autorti (Krober et al., 2002)). Tato dvé procenta
znamenaji zménu ve 4-5 nukleotidech. Protoze tak mald zména mize byt zplisobena i
nepiesnosti sekvenovani, nepovazuje se za nemutovanou CLL 100% homologie. Jako
zména v jednom nukleotidu je bréna i inzerce/delece. Podle naSich vysledkid ma vSak
vétSina nemutovanych pacientid 100% shodu s odpovidajici zdrode¢nou linii. Na posouzeni
l¢kate pak zalezi, jak 1é¢it pacienty s hrani¢nimi vysledky.

NaSe statisticky zhodnocené vysledky se shoduji se vSemi ostatnimi dostupnymi
daty. Potvrzuji, ze se B-CLL vyskytuje Castéji u muzl (88 pacientli s vyhodnocenym
muta¢nim statusem, 61%) nez u zen (56 pacientii s vyhodnocenym muta¢nim statusem,
39%), Zze nemoc postihuje starSi pacienty. Nas nejmladsi pacient s vySetfenym mutacnim
statusem byl stary 40 let, ovSem homologie se zarode¢nou linii nebyla ptili§ velka a da se
tedy predpokladat, Ze tento pacient nejspiS vibec nemél B-CLL, ale néjaké jiné
lymfoproliferativni onemocnéni. Pfevdzna vétSina naSich pacientd se pohybovala ve
vekovém rozmezi 62-85 let. Pocet pacientli s mutovanou formou CLL mirné¢ ptevazuje

nad pacienty s mutovanou (55% mutovani, 45% nemutovani). U pfipadii nemutované CLL
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nejCastéji zjistujeme 100% homologii se zéarodecnou linii. Co se tyce zastoupeni
jednotlivych rodin, nej¢astéj§im nalezem je rodina Vh3 a Vhl, rodiny Vh2, Vh5 a Vho6 se
vyskytuji jen ojedinéle. Velmi cCasty je nalez segmentu Vh 1-69 (22 pacienti s
analyzovanym muta¢nim statusem, 15,3%) a to téméf vzdy v nemutovaném stavu (pouze
jeden pacient mél homologii <98%). U vétSiny pacientll nachdzime jen jeden klon, pouze u
deseti pacientl byla potvrzena biklonalita. Sedmnéict pacienti jsme uzavieli jako
polyklonalni a doporucili vySetfeni po Case opakovat. Tii z téchto pacienti byli jiz
opakované vySetfeni a bylo u nich mozno mutacéni status urcit, Ize u nich tedy usuzovat
rozvoj onemocnéni.

Nevysvétlenou stale ziistava biklonalita. Neni zcela jasné, jak se stane, Ze v buiice
selzou kontrolni mechanismy a bunka vytvaii dva rizné funkéni imunoglobulinové fetézce
a jaky je vliv této abnormality na vyvoj nemoci. Dostupné studie (Cerny et al., 2004,
Chang et al., 2006) se zmifuji pouze o piipadech, kdy jeden z kloni bun¢k produkuje
nefunkéni imunoglobulin. V naSich vysledcich vSak nékteti pacienti zcela proti vSem
ocekavanim vytvareji dva funkcni klony bunék. Cerny ve své studii vyslovil nazor, ze
biklonalita nema na prib&éh nemoci zadny vliv. Jednalo se vSak o ojedinélou studii na toto
téma a bylo by potieba jesté dalsiho zkoumani.

Z medicinského hlediska by bylo pro ur€eni diagnozy a progndzy nejlepsi, pokud
by existoval jeden univerzalni marker, ktery by nam o nemoci fekl vse. Urceni diagnozy B-
CLL neni jednozna¢né a nasledna prognoza je zavisla na mnoha aspektech. Pro kazdého
1ékate by bylo nejvyhodnéjsi, kdyby existovala definované sada markert urcujici prognozu
a nejlepsi zpusob 1écby. Mutacni stav genll pro tézké fetézce imunoglobulinil se po celou
dobu onemocnéni neméni. To jsme v nasSi laboratofi potvrdili opakovanym kontrolnim
vySetfenim jiz jednou vyhodnocenych pacientli. Zaroveit méa velmi silnou prognostickou
hodnotu. Zdalo by se tedy, ze mutacni status by mohl byt jednim z téchto dlouho
hledanych ,,univerzalnich* markert.

Vysetfovani muta¢niho statusu bylo do praxe zavedeno v roce 2004, v nasi
laboratofi se vySetfuje od roku 2006. Na§ soubor vice nez 200 pacienti piijatych k
vySetfeni muta¢niho statusu je jeden z nejvétsich, ktery byl ve studiich zhodnocen. Je vSak
tteba zdlraznit, ze tato metoda je stidle velmi mladd a je brzy zhodnotit vSechny jeji
aspekty. Nasim cilem do budoucna je dal$i sledovani pacienti s B-CLL a korelace

mutacniho statusu s pribéhem onemocnéni.
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5. Souhrn

vvvvvv

mutacni status variabilniho segmentu tézkych fetézci imunoglobulinovych genti. Ve své
praci jsem zhodnotila 172 pacientli s ptvodni diagnézou CLL. V 17 pfipadech jsem
pomoci fragmentacni analyzy CLL vyloudila a u ostatnich byl stanoven mutacni status.
Stanoveny mutacéni status rozd¢lil pacienty do dvou skupin, ptipady s pfiznivou a piipady
s nepfiznivou prognoézou. V tomto bod¢ jsme postupovali s ohledem na jiz publikované
prace o analyze mutacniho stavu. Vlastni hodnoceni zavislosti prognézy a nasledné 1écby
pacienta na muta¢nim stavu jsem nemohla provést, nebot’ nebylo k dispozici dostatecné
mnozstvi klinickych dat. V této praci vSak budu jest€¢ pokraovat v ramci své prace

v Laboratofi molekularni biologie a genetiky Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s..
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Ptiloha 3: Tabulka pacientl

rodina

pacient ro¢nik | pohlavi IgVh mut. Status druhy klon
014/07 1942 M IgVh 1-69 100,00%
1029/08 1940 F IgVh 1-24 99,30%
1037/06 1952 M IgVh 1-69 99,70%
1042/06 1959 F IgVh 1-69 99,70%
1159/06 1952 F IgVh 1-46 93,90%
1195/07 1931 F IgVh 1-3 88,88%/87%
1238/09 1944 M IgVh 1-2 99,65%
1299/07 1946 F IgVh 1-2 | 94,09%/94,2%
132/07 1934 M IgVh 1-69 | 93,05%/92,9%
1460/09 1938 M IgVh 1-2 100,00%
1482/09 1946 M IgVh 1-18 99,60%
1523/09 1931 M IgVh 1-69 100,00%
1702/07 1925 M IgVh 1-69 100,00%
1789/06 1933 M IgVh 1-46 100,00%
1818/07 1926 F IgVh 1-2 | 92,71%/92,9%
1839/06 1950 M IgVh 1-69 100,00%
1907/07 M IgVh 1-3 99,65%
1973/07 1953 F IgVh 1-69 100,00%
2021/07 1930 F IgVh 1-69 100,00%
210/08 1944 M IgVh 1-3 100,00%
2187/07 1946 M IgVh 1-69 100,00%
2144/08 1952 M IgVh 1-69 100,00%
2252/08 = 463/08 1937 M IgVh 1-69 100,00%
2340/09 1933 F IgVh 1-69 100,00%
2449/08 1927 M IgVh 1-69 100,00%
2493/07 1935 F IgVh 1-69 100,00%
330/08 1938 M IgVh 1-2 99,70%
334/08 1944 F IgVh 1-46 100,00%
3444/09 1934 M IgVh 1-69 100,00%
429/08 1945 F IgVh 1-69 100,00%
2783/09 1932 F IgVh 1-8 | 84,38%/84,8%
496/06 1940 F IgVh 1-69 100,00%
5079/09 1931 F IgVh 1-69 100,00%
003/09 1948 M IgVh 4-61 93,13%
1008/07 1942 F IgVh 4-39 98,62%
5396/09 1935 M IgVh 1-46 100,00%
580/06 1926 F IgVh 1-8 93,00%
599/08 1932 M IgVh 1-69 100,00%
608/07 1931 M IgVh 1-2 96,87%
693/07 1941 M IgvVh 1-69 | 100%/99,3%
695/06 1941 F IgVh 1-2 93,50%
734/07 1942 M IgVh 1-18 100,00%
853/07 1936 F IgVh 1-3 87,84%
880/09 = 166/09 1930 M IgvVh 1-46 | 100%/100%
887/07 1940 M IgVh 1-69 100,00%
908/07 1941 F IgVh 1-2 100,00%
970/08 1936 M IgVh 1-69 | 99,65%/99,7%
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2327/08 1930 | M |igvh2-26]  100,00%
2365/06 1943 | M | Igvh 25 95,18%
3775109 1959 | M | IgVh 2-5 | 96.6%/96.7%
1009/07 1956 | M |IgVh 3-15| 95.,57%195,7%

1022/08 = 1170/07 | 1940 | F__ |IgVh 3-21| 97.5%197.0%
1057/08 1952 | M |igvh3-30|  100,00%
1079/08 1960 | F_ |Igvh 3-30| 99,0%/98.9%

1125/08 = 634/08 | 1946 | M | 1gvh 3-30 | 93.8%/93.9%
1129/08 1944 | M |IgVh3-21 97.57%
1142/08 1932 | M | IgVh 3-7 | 92.01%92.2%

1170/07 = 1022/08 | 1940 | F_ |1gVh3-21| 9543%/97%

172 22; 4%3;/ 08= | 1955 | M |Igvh3-30|  91,70%

122/09 1940 | M |igvh3-21| 97.9%/98%
124/07 1932 | F_ |Igvh 3-15| 98,29%/98%
128/09 1952 | F | Igvh3-7 94,70%
1294106 1943 | F_ |lgvh3-23|  91,20%

1323/06 = 147207 | 1937 | M _ |igVh 3-53|  99,00%
1363/09 1944 | M | Igvh3-9 | 100,00%
1396/07 1950 | M |igvh3-33|  100,00%
1404/06 1929 | M |lgvh3-30|  99,00%
1412/08 1935 | F_ |igvh3-23|  98,26%
1419/07 1938 | F_ |igvh3-66|  97,89%

1472/07 = 1323/06 | 1937 | M _ |igvh 3-53|  98,95%
1473/07 1955 | M |1gvh3-30 | 89,24%
1482/07 1930 | M |IgVh 3-33 | 95,49%795,6%

1514/07 = 648/07 | 1939 | M | IgVh 3-11 99,31%
1532/09 1946 | F_ |IgVh 3-23 | 89,24%789,5%
1580/08 1934 | M |lgvh3-15|  98,30%
1596/09 1939 | F_ |Igvh 3-53| 92.6%/90,9%

1650/08 = 5475/09 | 1947 | M |IgVh 3-49|  100,00%

168/10 1956 | M |igvh3-30|  100,00%
1685/08 1946 | F | Igvh3-7 | 91.2%/92,0%
1727/08 1934 | F_ | IgVh 3-7 | 952%/95,14%
1875/07 1925 | F_ |igvh3-30|  100,00%
1926/07 1933 | M | Igvh3-9 | 100,00%
1940/09 1945 | M |lgvh3-21|  100,00%
1952/09 1928 | M |igvh3-30|  100,00%
1967/09 1937 | F_ |igvh3-72|  96,00%
2036/07 1948 | M |Igvh3-74|  93,40%
2065/07 1950 | F_ |lgVh 3-23 | 89.68%/89.8%
2100/08 1942 | F_ |IgVh 3-30 | 94,99%1/94,79%
2131/06 1953 | M |Igvh3-11| _ 100,00%
2143/08 1927 | M |igVh 3-48| 95,5%/95,6%
2178106 1946 | F_ |Igvh3-74|  94,09%
2184107 1937 | F_ |IgVh 3-74 | 90,97%790,8%
2290106 1938 | F_ |Igvh3-33|  96,52%
2302/08 1927 | M |Igvh 3-23 | 90,28%790,4%
2404106 1952 | M | Igvh3-9 | 100,00%
2509/07 1927 | M |IgVh 3-11 99.31%
2534109 = 684/08 = | 1955 | M |1gvh3-30|  91,80%
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2534/09

2631/09 1927 F IgVh 3-72 96,60%
2909/09 1934 M IgVh 3-48 100,00%
357/08 1937 F IgVh 3-30 91,30%
430/08 1951 M IgVh 3-66 98,25%
4425/09 1937 M IgVh 3-48 98,26%
4695/09 1933 M IgVh 3-30 100,00%
4751/09 1949 M IgVh 3-11 | 99,31%/99,3%
5197/09 1923 F IgVh 3-23 91,20%
542/07 1928 M IgVh 3-9 100,00%
544/09 1946 F IgVh 3-21| 97,57%/97,3%
5475/09 = 1650/08 | 1947 M IgVh 3-49 100,00%
5493/09 1940 M Igvh 3-30 | 100%/100%
59/07 1936 F IgVh 3-74 | 94,44%/94.5%
634/08 = 1125/08 1946 M IgVh 3-30
645/08 1925 F IgVh 3-66 98,25%
648/07 = 1514/07 1939 M IgVh 3-11 99,30%
697/07 1927 F IgVh 3-30 | 94,79%/94,9%
718/09 1941 F IgVh 3-30 | 100%/100%
755/06 1942 M IgVh 3-9 97,60%
871/06 1952 M IgVh 3-72 94,60%
873/06 1935 M IgVh 3-74 95,50%
881/06 1951 M IgVh 3-21 98,60%
903/09 1946 F IgVh 3-15| 94,56%/94,9%
907/07 1936 F IgVh 3-30 100,00%
1070/08 1942 M IgVh 4-31| 93,5%/93,8%
1106/09 1940 F IgVh 4-39 100,00%
1158/08 1936 M IgVh 4-61 97,25%
1176/08 1941 F IgVh 4-34 | 92,9%/93,2%
1310/08 1939 F IgVh 4-34 | 94,2%/94,0%
1522/09 1931 M IgVh 4-61| 94,85%/94,3%
1584/06 1921 F IgVh 4-39 100,00%
1624/08 1951 M IgVh 4-34 100,00%
178/07 1938 M IgVh 4-59 87,00%
2031/06 1934 F IgVh 4-61 97,93%
2058/08 1951 M IgVh 4-b 99,70%
2096/06 1947 M IgVh 4-61 93,47%
2097/08 1932 M IgVh 4-59 | 89,82%/89,9%
2276/06 1954 M IgVh 4-39 98,62%
2279/08 1935 M IgVh 4-59 | 98,58%/95,6%
2393/07 1962 M IgVh 4-34 95,79%
2426/07 1947 F IgVh 4-59 96,49%
3394/09 1939 M IgVh 4-59 100,00%
345/08 1933 F IgVh 4 100,00%
3959/09 1970 M IgVh 4-34 | 93,7%/93,5%
4147/09 1948 M IgVh 4-59 | 92,28%/91,93%
5332/09 1941 M IgVh 4-39 100,00%
5377/09 1947 M IgVh 4-34 91,60%
481/09 1943 F IgVh 4-39 | 90,88%/90,8%
73/10 1945 F IgVh 4-39 | 99,6%/99,7%
855/06 1938 M IgVh 4-34 100,00%
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930/08 1944 M IgVh 4-39 | 95,19%/95,0%
1838/08 = 510/08 1951 M IgVh 5 99,30%
1549/06 1926 M IgVh 5-51 99,70%
142/10 1948 F IgVh 5-51 89,9%/90%
465/09 1943 M IgVh 5-a 100%/100%
4817/09 1917 M IgVh 5-a 94,79%
2803/09 1932 M IgVh 6-1 99,66%
166/09 = 880/09 1930 M IgVh 1-46 100,00% IgVh 3-48, 100%, produk.
194/08 1930 M IgVh 1-69 100,00% IgVh 3-33, 100%, neprod.
2640/09 1943 M IgVh 1-69 100,00% IgVh 4-b, 100%
2662/09 1957 M IgVh 1-69 100,00% IgVh 4-39, 100%
435/07 1929 M IgVh 1-2 100,00% Igvh 3-30, 100%, produk
4919/09 1948 M IgVh 1-3 100,00% IgVh 3-7,99,7%
681/06 1940 F IgVh 1-69 100,00% IgVh3-30, 100%
1011/07 1928 | M | Igvh3-7 99,70% lgVh 4-34, 99,3%/100%,
neprod.
147/08 1937 F IgVh 3-7 95,49% IgVh 4-55, 94,44%, neprod.
1908/09 1941 F IgVh 3-13 100,00% IgVh 4-30, 100%, neprod.
960/06 1940 M IgVh 3-21 98,30% IgVh 4-39, 98,7%
3048/09 1926 F IgVh 3-9 92,70% IgVh 1-24, 97,92%, prod.
607/08 = 2337/07 1932 M  |fragment. Anal. - polyklonalita
94/08 1948 M |fragment. Anal. - polyklonalita
85/08 = 2754/09 1941 M  [fragment. Anal. - polyklonalita
2507/07 1943 F fragment. Anal. - polyklonalita
2518/08 1953 M  |fragment. Anal. - polyklonalita
2599/09 1945 M |fragment. Anal. - polyklonalita
2683/09 1944 F |fragment. Anal. - polyklonalita
2720/09 1932 M |fragment. Anal. - polyklonalita
2754/09 = 85/08 1941 M  |fragment. Anal. - polyklonalita
288/08 1938 M |fragment. Anal. - polyklonalita
3287/09 1923 F |fragment. Anal. - polyklonalita
3527/09 1947 M |fragment. Anal. - polyklonalita
3684/09 1931 M  |fragment. Anal. - polyklonalita
463/08 = 2252/08 1937 M |fragment. Anal. - polyklonalita
510/08 = 1838/08 1951 M  [fragment. Anal. - polyklonalita
684/02521/107; /09 = 1955 M |fragment. Anal. - polyklonalita
2337/07 = 607/08 1932 M  [fragment. Anal. - polyklonalita
2115/07 1943 M  [fragment. Anal. - polyklonalita
1451/09 1956 F |fragment. Anal. - polyklonalita
1934/09 1934 F |fragment. Anal. - polyklonalita
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