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Souhrn

Tato prace se zabyva detekci rezidualni choroby (MRD) u pacientd s chronickou lymfocytarni
leukémii (CLL). Vzhledem k absenci specifického molekularniho markeru neni detekce MRD u

pacientti s CLL jednoducha.

U souboru 29 pacientii byl s vyuzitim ,,consensus PCR a komparativni PCR vyhodnocen
efekt (z hlediska dosazeni/ nedosazeni molekularni remise) terapie fludarabin, cyklofosfamid,
rituximab (FCR). Sestnéct pacientii nasledné podstoupilo autologni transplantaci (ASCT), ktera ziejmé
neprodlouzila délku molekularni remise t€émto pacientim ve srovnani s pacienty netransplantovanymi.
Na délku remise transplantovanych pacientli neméla vliv kontaminace progenitorovych bunck
buitkami leukemickymi, zatimco detekovatelna pritomnost malignich bunék v kostni dieni v dobé

ASCT méla vliv na délku dosaZené molekularni remise.

Vzhledem k nedostate¢né citlivosti ,,consensus® PCR pro detekci rezidualni choroby u CLL
byla za timto G¢elem analyzovana vyuzitelnost metylace DNA. Na pivodnim souboru pacienti byl
analyzovan metylacéni status 5 gentt (DLC1, SHP1, p15, p16 a lamin A/C). Metylace genu DLC1 byla
detekovana u vétSiny pacientd, proto byly pomoci PCR v realném case sledovany zmény hladiny
metylace tohoto genu v zavislosti na vyvoji choroby. Bylo zjisténo, ze DLCI je potencialnim

alternativnim markerem pro detekci rezidualni choroby u CLL.

Statisticka analyza navic prokazala korelaci mezi vy$sim klinickym stadiem CLL dle Raie a
soucasnou metylaci alespon 2 genl. Vysledky této analyzy byly ovéfeny (a potvrzeny) na souboru 82

pacientt. Dale bylo zjisténo, Ze metylace SHP1 a p15 mize hrat roli v progresi CLL.

Klicova slova: chronickd lymfocytarni leukémie, metylace DNA, minimalni rezidualni choroba,

tumor-supresorovy gen, polymerazova fetézova reakce



Summary

The detection of residual tumor cells in patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL)
was the goal of this study. Since there is no CLL-specific molecular marker, minimal residual disease

detection (MRD) is not simple.

The outcome of 29 patients treated with fludarabine, cyclophosphamide and rituximab (FCR)
was monitored using PCR with “consensus” primers and comparative PCR. 16 patients subsequently
underwent autologous stem cell transplantation (ASCT) which did not significantly prolong the length
of molecular remission reached by these patients in comparison to patients treated with FCR only.
However, it seems that the length of molecular remission of transplanted patients was not affected by
eventual contamination of progenitor cells with leukemic cells while it was affected by the presence of

detectable CLL cells in their bone marrow at the time of ASCT.

Since “consensus” PCR is not a method sufficiently sensitive for MRD detection in CLL the
usefulness of detection of DNA methylation was explored for this purpose. Methylation status of
5 genes (DLC1, SHPI, p15, pl16 and lamin A/C) was analyzed in the tested group of patients. DLCI
methylation was detected in the majority of patients so changes in its methylation levels in relation to
disease evolution were further analyzed using real time PCR. DLC1 was found to be a putative

surrogate marker for quantitative detection of CLL cells.

In addition, statistical analysis revealed a correlation between simultaneous methylation of at
least 2 genes and high Rai stage. Results of this analysis were verified (and confirmed) on a cohort of
82 patients. Furthermore, it was found that methylation of SHP1 and p15 genes might be involved in
progression of CLL.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, DNA methylation, minimal residual disease,

tumor suppressor gene, polymerase chain reaction
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1. UVOD

1.1. Chronicka lymfocytarni leukémie

1.1.1. Epidemiologie, etiologie

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je charakterizovana progresivni kumulaci
funk¢éné nekompetentnich monoklonalnich B lymfocytl, které maji specificky imunofenotyp.
Jedna se o nejCastéjsi formu leukémie dospélych v Severni Americe a v zépadni Evropé,
s incidenci 3/100 000 ro¢né. Naopak ve vychodni Asii je incidence CLL vyrazné niz$i ve
srovnani se zapadnim svétem [1,2]. CLL postihuje cCastéji muze, pomér muZzi/Zeny se
pohybuje v rozmezi 1,4 (Svycarsko) az 3,2 (Cina) [2]. CLL je velmi vzacna u mladych lidi do
tiiceti let, jeji incidence vSak strmé stoupd se vzrustajicim vékem pocinaje Ctvrtou dekadou

Zivota.

Etiologie CLL je neznamd, Zadnd z dosud provedenych studii nenalezla piimou
souvislost mezi rizikem vzniku CLL a expozici né&jaké chemické latce, zafeni C¢i
pfedchazejicim prodélani urcité nemoci. Jednotlivé prace vSak popisuji vyssi riziko CLL u
nekterych profesnich skupin, hlavng téch, u kterych dochézi k expozici elektromagnetickému
poli (napf. opravafi radii a televizi, elektrikafi, pracovnici elektraren). Z profesi vice
ohroZzenych CLL mozZno uvést jesté krej¢i, nabytkare a tiskarenské pracovniky — chybi vSak
ovefeni vét§im poctem studii [3]. Jinou profesni skupinou s vys$$im vyskytem CLL jsou
pracovnici v gumdrenském primyslu a opravafi pneumatik [4]. U farmait, alespon
v nékterych oblastech, je téz vyskyt CLL vys$i [5]. Roli mize hrat pouzivani pesticidd,
zejména fenoxy-herbicidii [3,6]. Cast&jsi mize byt CLL u farmati péstujicich sdjové boby a
chovajicich dobytek [4]. Nejsou znadmy zadné lékové vlivy na vyskyt CLL, nebyla zatim
prokdzdna ani virova etiologie. V dal§im vykladu vSak bude vysvétleno, Ze antigenni
stimulace mize hrat vyznamnou ulohu v rozvoji onemocnéni. U imunodeficitii, at jiz
vrozenych, nebo navozenych lécbou (napf. potransplantacnich), byva vyssi riziko rtiznych

malignit v¢éetné lymfom, nikoli vS§ak CLL.

Jednim z nejsilnéjsich rizikovych faktort vzniku CLL je rodinnd anamnéza s CLL ¢i
jinym lymfoproliferativnim onemocnénim [7-9]. Zajimavym jevem u CLL je anticipace, tedy

casn¢j$i nastup onemocnéni v nasledujicich generacich, a to primérné o patnact az dvacet let
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[10]. Doposud nebyl identifikovan zadny ,,CLL gen®, molekularni patogeneze této choroby je

prakticky neznama.

1.1.2. Prognostické faktory

Chronicka lymfocytarni leukémie je heterogenni onemocnéni — €ast pacientl jiz pfi
stanoveni diagndzy ¢i brzy poté progreduje k symptomatické chorobé¢ (organomegalie, anémie
¢1 B — symptomy), zatimco jini pacienti jsou dlouhodob¢ asymptomaticti a jejich doba preziti
je obdobnd jako u jejich zdravych vrstevnikt [11]. Bylo identifikovdno nékolik klinickych a
biologickych markeri, které maji prognosticky vyznam. Mezi tyto faktory patii vek, stadium
choroby, pohlavi, performance status, laboratorni parametry odrazejici naloz nadorového
postizeni ¢i aktivitu choroby (poc€et lymfocytl, hodnota laktatdehydrogenazy, typ infiltrace
kostni dfené, zdvojovaci Cas lymfocytl) [12-14], sérové parametry (rozpustny CD23, [2-
mikroglobulin, thymidinkiniza) [15,16]. Nejsiln€jsimi prediktory jsou vSak cytogenetické
aberace a mutacni stav variabilniho segmentu imunoglobulinového tézkého fetézce, ptipadné
jejich zastupujici markery (zejména ZAP-70 a CD38) [12,17-26]. Vyhodou genetickych

prognostickych faktort je jejich plisobnost jiz v inicidlnich stadiich onemocnéni.

1.1.2.1. Klinicke stadium

Vroce 1975 navrhli Rai a kolegové systém, ktery podle stupné lymfadenopatie,
organomegalie a pfitomnosti cytopenii rozliSuje 5 prognosticky riznych klinickych stadii (0
az IV —tab. 1) [27]. O n€kolik let pozd¢ji Binet et al. vypracovali tfistupiiovy systém (stadium
A, B, C) zaloZzeny na pfitomnosti cytopenii a poctu postizenych oblasti uzlin [28].
V soucasnosti se pouzivaji oba tyto systémy. Nicméné i pacienti z jedné skupiny mohou mit
riznou prognézu. Tyto systémy tak bohuzel neumoziuji predpovidat rychlost progrese
u pacienta diagnostikované¢ho v raném stadiu choroby, ani pravdépodobnost 1écebné odpoveédi

u pacienta ve vyS$im stadiu nemoci [11].

Tab. 1. Klinické stadium dle Raie [27].
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Stadium | Riziko |Charakteristika Medidn preziti (roky)
0 nizké |lymfocytoza nad 13
I sttedni | lymfocyt6za+ adenopatie 8
11 lymfocyt6za + splenomegalie 5
111 vysoké | lymfocytoza + hemoglobin pod 110g/1 2
lymfocytoza + trombocyty pod
v 100x10°/1 1

1.1.2.2. Mutacni stav variabilniho segmentu tézkého retezce imunoglobulinii

Geny kodujici tézky imunoglobulinovy fetézec se nachéazeji na 14. chromosomu
a skladaji se znékolika druhli tzv. genovych segmenti. Na 5’konci jsou lokalizované
segmenty pro variabilni doménu tézkého ftetézce a na 3’'konci se nachazeji segmenty
pro konstantni ¢ast t€Zkého fetézce. Segmenty pro variabilni doménu jsou tvofeny tfemi typy
usek, a to useky typu V (,,variable®), kratkymi useky typu D (,,diversity) a kratkymi tseky
typu J (,,joining*). Pfi diferenciaci B lymfocyti dochazi k pieskupovani téchto usekt, a to
v pfesné stanoveném potadi. Nejprve se vybere nahodny subgen D a J, ptficemz DNA lezici
mezi nimi se vystépi. Nasleduje vybér jednoho (z cca 129) subgent V a jeho spojeni s jiz
vzniklou DJ sekvenci, opét za soucasné delece V subgenu v oblasti mezi vybranym
V subgenem a DJ geny. Raznosti kombinaci VDJ genl je dana individudlni variabilita
imunoglobulinovych molekul, jeZ je potencovana vmezetenim nahodnych nukleotidi do D-J a
V-DJ spojeni. Podobné procesy probihaji pfi rekombinaci genovych segmentli pro lehky
imunoglobulinovy fetézec, které se nachdzeji na chromosomech 2 (kappa fetézec) a 22
(lambda fetézec). Imunoglobulinovy receptor B bunck (BCR) tak sestava z urcitého tézkého a
urCitého lehkého fetézce, jejichz V oblasti tvoii tzv. antigenni kapsu. Vybér 1 urcitého
tézkého a 1 lehkého fetézce dale zvySuje diverzitu BCR, cekajicich na ,,sviij“ antigen. Vyse
popsané procesy probihaji v pocatecnich fazich zrani lymfocytu v kostni dfeni. Druhy krok
diversifikace variabilni oblasti probihd v ramci tzv. somatické hypermutace, tj. procesu, ktery
je zahajen az po setkani zralého B lymfocytu santigenem na povrchu folikularnich
dendritickych bunék v lymfatickych folikulech. Ke zvySeni afinity BCR k antigenu dochézi
pfi somatické hypermutaci, kdyz vznikaji bodové mutace ve variabilnich oblastech

ptestavénych téZkych a lehkych fetézci za tvorby definitivniho receptoru na povrchu zralych
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B bungk. Po dal§im styku s antigenem dochazi k proliferaci B lymfocytt s pfislusSnym BCR.

Tyto buniky posléze dozravaji v buniky secernujici protilatky.

Na zéklad¢ kvantifikace somatickych mutaci variabilni oblasti tézkého ftetézce
imunoglobulinového (IgVH) genu exprimovaného klonem CLL bunék lze pacienty rozdélit

do dvou odlisnych skupin:
a) Pacienti s nemutovanou sekvenci IgVH;
b) Pacienti s mutovanou sekvenci [gVH.

Cut-off hodnota pro rozdéleni pacientl do téchto dvou skupin byla stanovena jako
98 % homologie s nejpodobnégjsi zarodecnou linii subgenu IgVH. Z klinického hlediska ma
toto rozdéleni prognosticky vyznam — pacienti s nemutovanou IgVH sekvenci vykazuji
agresivngj§i prubéh choroby s rychlejsi progresi, zatimco pacienti s mutovanou IgVH
sekvenci progreduji pomalu a ptezivaji déle [18,21,29]. Na zaklad¢ tohoto rozdéleni byla CLL

povazovana za dv¢ riizné choroby:

a) CLL pochazejici z naivnich pregerminalnich bunék (u pacienti s nemutovanou IgVH

sekvenci), které se jesté nesetkaly s antigenem a

b) CLL pochdzejici z postgermindlnich pamétovych bunék (u pacientli s mutovanou

IgVH sekvenci), které se jiz s antigenem setkaly.

Na zékladé nov¢jSich poznatkli se nicméné zdd, Ze nemutované piipady nelze

automaticky povazovat za pochéazejici z naivnich B bunék, a to z n¢kolika divodu:

e mutované i nemutované piipady maji stejny povrchovy fenotyp, ktery je vyznamné
aktivovan (CD23, CD25, CD69, CD71) a podobny fenotypu B bunék, jez se setkaly
s antigenem (CD27) [30]

e analyza genové exprese pomoci ¢ipu ukazala, ze oba typy CLL jsou si velmi podobné

a podobaji se navic tzv. pamétovym bunkdm [31,32]

e nemutované piipady vykazuji nerovhomérné uzivani IgVH gend, napf. naduzivani
IgVH 1-69 [21,33-35]. Tento nepomér nesouvisi se zuzenim pouzivaného repertoaru

gend v ramci starnuti [36], ale zda se byt dany touto chorobou, coZ by ukazovalo na

17



vliv specifickych antigeni nebo antigenu podobnych elementii v patogenezi také

téchto pripadi [37]

e vlastnosti receptoru B bunky (B-cell receptor, BCR) CLL bunky pfipominaji vlastnosti

receptorl v normdlnich B lymfocytech po interakci s antigenem [38,39]

e na zdklad¢ studia délky telomér naivnich B bunék se zjistilo, Ze prosly diky
opakovanému styku s antigenem nékolika desitkami bunéénych déleni — paradoxné
mnohem vétSim poctem déleni nez CLL buiky typicky postgerminalniho typu

s hypermutaci oblasti IgVH [40-42].

Na zaklad¢ téchto udajl se zda velmi pravdépodobné, Ze nezavisle na muta¢nim stavu
CLL vznikd z bunék, které se jiz setkaly s antigenem [37]. Domnénka, ze v patogenezi CLL
muze hrat roli antigen nebo antigenu podobny prvek byla navic posilena zjisténim, ze
nepiibuzni pacienti zriznych Ccasti svéta exprimuji velmi podobné BCR. Vzhledem
k obrovskému mnozstvi moznych kombinaci genid je pravdépodobnost, ze pii VDI
rekombinaci probihajici v kostni dieni u prekurzorovych B lymfocytli vzniknou dvé témét
identické sekvence, velmi nizkd. Pfitom zhruba u 20 % pacientli byly nalezeny témét shodné
sekvence BCR [33]. Tyto ,stereotypni“ sekvence byly identifikovany u mutovanych
1 nemutovanych pfipadl, z ¢ehoz vyplyva, Ze selekce antigenem miZe probihat v obou
podskupinach  této  choroby.  V nckterych  ptfipadech  vykazuji  pacienti  se
stereotypnimi kombinacemi V, D, J subgenti tézkych a lehkych fetézch agresivnéjsi prabéh
choroby s nutnosti ¢asnéj$iho zahdjeni 1écby a kratsi celkovou dobou pieziti. To plati napf.
pro pacienty uzivajici subgen IgVH3-21 [43,44]. Navic, n€které molekuly, které modifikuji
BCR signalizaci, jako je napt. ZAP-70 nebo CD38, maji dilezity prognosticky vyznam [45].
Tato skutec¢nost téz podporuje piedpoklad, Ze BCR hraje diilezitou roli v patofyziologii CLL.

1.1.2.3. Dalsi prognostické faktory: ZAP-70 a CD38

ZAP-70 je tyrosinkinaza, kterd je zapojena do pfenosu informace ptes membranu T

lymfocytu po navéazani antigenu na jeho receptor. Tento protein je aberantné exprimovan
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u nékterych pacientil s CLL a jeho zvySena exprese velmi Casto (i kdyZ ne vzdy) koinciduje
s pritomnosti dalSich rizikovych faktorti, jako je nemutovana sekvence IgVH a zvySena
exprese CD38 [46,47]. Vysokd exprese ZAP-70 v CLL bunkéch je spjata s agresivnéjsi

chorobou.

Povrchovy antigen CD38 je molekula ovlivitujici proliferaci a Zivotnost malignich
lymfocytt [48]. Vysoky podil CD38 pozitivnich CLL bunék v krvi pacientl je spojen s horsi
prognozou [12,18,49].

1.1.2.4. Cytogenetické aberace

Fluorescen¢ni in situ hybridizaci jsou u zhruba 80 % pacienti s CLL detekovany
chromosomalni aberace [20]. Mutované i nemutované piipady maji stejné typy aberaci, ale u
nemutovanych je incidence vysoce rizikovych mutaci vyssi [50]. (Nicméné v sestave pacientd
UHKT a 1. interni kliniky VEN byl u 10/12 pacientii s deleci 17p nalezen mutovany IgVH
gen (nepublikovano).)

e Delece 13ql14

Delece 13ql14 je nejcCaste)si strukturalni aberaci u pacientii s CLL, je detekovédna u
zhruba poloviny piipadii [20]. Pokud se jednd o jedinou chromosomalni aberaci, je
povazovana za prognosticky ptiznivou [20]. Deletovana oblast vzdy zahrnuje lokus kédujici

dveé mikroRNA, a to miR-15a a miR-16-1 [51].
e Delece 11g22-g23

Delece 11q22-g23 piedstavuji druhou nejCastéjsi genetickou aberaci a jsou spjaty
s pokroc¢ilym stddiem choroby (extensivni lymfadenopatie), niz§im v€kem a rychlou progresi
choroby [52-57]. Tyto delece se vyskytuji ¢astéji u pacientii s nemutovanou IgVH sekvenci
a pozitivitou ZAP-70 a CD38. V deletované oblasti se nachazi gen ATM, ktery je zapojen

v reparaci poskozené DNA.
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e Trisomie 12

Trisomie chromosomu 12 se nachdzi u 10-20 % pacientil a prognosticky znamena

stiedni riziko. Dosud nebyly identifikovany geny zapojené v patogenezi CLL s trisomii 12.
e Delece 17p13

Delece kratkého raménka chromosomu 17 se nachéazi jen u malého procenta pacientti
v dobé€ stanoveni diagndzy a mezi vSemi genetickymi 1ézemi pfedstavuje nejvétsi riziko pro
postizen¢ho pacienta [20]. V deletované oblasti se nachazi tumor-supresorovy gen TP53.
VétSina pacientil s monoalelickou deleci 17p méa mutaci TP53 v druhé alele, zatimco mutace

TP53 u pacientl bez delece 17p jsou daleko vzacné;si [58,59].

1.1.3. Monoklonalni B lymfocytdza

Klonalni populace B bun¢k s CLL imunofenotypem byly detekovany u zhruba 3,5 %
zdravych jedinct, ktefi méli normalni nebo mirné zvySeny pocet lymfocyti (= monoklonalni
B lymfocytoza, MBL) [60]. Vyskyt takovychto klonl stoupé s vékem (8 % lidi starSich 70 let)
[60]. Pi1 uziti citlivéj$i mnohobarevné pritokové cytometrie byla MBL detekovana dokonce
u 12 % zdravych jedinct starSich 40 let [61]. Ve vétsin€ piipadd maji tyto klony podobné
CLL bunkam mutované IgVH sekvence [50], coz implikuje, ze MBL s nemutovanymi IgVH
geny rychleji progreduje do CLL. Bunky s imunofenotypem CLL se vyskytuji s vyssi
frekvenci u ptibuznych pacientii s CLL, coz naznacuje spole¢nou genetickou predispozici pro
tuto klonalni expanzi [62]. Navic, MBL pifedchazi prakticky vSechny ptipady CLL [63].
MBL klony maji ¢asto genetické aberace typické pro CLL, jako je napt. delece 13q14 [64].
Z toho vyplyva, ze MBL neni jen vzristajicim vékem dana expanze normalnich B lymfocyti,
ale Ze klondlni bunky jiZz ziskaly inicialni genetickd poSkozeni, ktera jsou charakteristickym
znakem pro premaligni prekurzorovou buiiku. Navic se u jedincti s MBL vyskytuji IgVH

geny typické pro CLL [63,64].
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1.1.4. Lécba CLL

Az donedavna byli symptomati¢ti CLL pacienti 1é¢eni alkyla¢nimi latkami (zejm.
chlorambucilem), nicméné jen malé procento takto léCenych pacientii dosdhlo kompletni
remise. Po zavedeni novych lécebnych schémat, konkrétné kombinaci obsahujicich purinova
analoga (hlavn€ fludarabin) a monoklonalni protilatky (pfedevSim rituximab) se vyrazné
zvysil podil pacientli, u nichz 1écba navodila kompletni remisi, a to zcca 5 % az na 70 %
[65,66]. Volba léCebného rezimu zavisi na stavu pacienta a jeho progndze. V soucasnosti jsou
kprvni linii lécby wu dfive neléenych CLL pacientd velmi casto pouzivany
imunochemoterapeutické kombinace fludarabin, rituximab (FR), fludarabin, cyklofosfamid,
rituximab (FCR), fludarabin, cyklofosfamid, mitoxantron, rituximab (FCM-R). N¢které
z téchto rezimi jsou podavany i pacientim v dalSich liniich 1é¢by; pacientim v relapsu,
rezistentnim na fludarabin ¢i jako konsolida¢ni terapie je Casto aplikovana monoklonalni
protilatka alemtuzumab. Alogenni transplantace je jedinym zndmym kurativnim prostfedkem
pro pacienty s CLL, nicméné ji mize podstoupit jen omezeny pocet pacientd. Diivodem je
relativné indolentni charakter onemocnéni u velkého procenta pacientli, vysoky vék
nemocnych apod. [67]. Autologni transplantace pro vysokou miru relapst u ptipada

s nemutovanymi IgVH geny [68] se jiz pfestava uzivat.

1.1.5. Detekce minimalni rezidudlni choroby

Minimalni rezidualni chorobu (minimal residual disease - MRD) lze definovat jako
maly poc¢et malignich bunék ptitomnych v organismu béhem 1€cby nebo po ni, kdy je pacient
podle konvencnich kritérii v remisi onemocnéni. Hranice MRD negativity u CLL byla
skupinou laboratofi European Research Initiative on CLL stanovena konsensualné jako méné
nez jedna CLL buika v 10000 bunikéach/ul krve, jelikoz toto je hladina spolehlivé
detekovatelna nejcitlivéjSimi modernimi metodami. U ostatnich hematologickych malignit je
hladina MRD dulezitym faktorem, ktery je zohlediovan pii rozhodovani o dalSich
terapeutickych intervencich nebo je povazovan za silného prediktora celkové doby pieziti Ci
doby pfeziti bez relapsu [69,70]. U CLL je koncept eradikace MRD relativné novy, jelikoz
konvenéni terapie alkyla¢nimi latkami byla pomérné neefektivni a i pacienti odpovidajici na

1é€bu méli po jejim skonceni vyrazné mnozstvi nadorovych bunék. S pfichodem novych
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terapeutickych moznosti, jako jsou purinovd analoga ¢i monoklonalni protilatky, se vSak

eradikace MRD stala aktualni i u této diagnozy.

1.1.5.1. Metody detekce MRD

K detekci MRD u CLL se v soucasnosti pouzivaji dvé techniky, a to polymerazova

fetézova reakce (PCR) a pritokova cytometrie.

PCR identifikuje CLL buiky na =zakladé¢ jejich prestavby genu pro tézky
imunoglobulinovy fetézec. Pieskupenou variabilni oblast tézkého imunoglobulinového genu
lze podle stupné variability rozd¢lit do sedmi specifickych oblasti: na tfi vysoce variabilni
CDR1, CDR2 a CDR3 (complementarity determining region), které jsou vmezefeny mezi
Ctyfi méné variabilni FR1, FR2, FR3 a FR4 (framework region). CDR3 oblast vykazuje
nejvyssi stupeinl variability, je unikatni pro kazdé VDI preskupeni a identifikuje normalni B

buniku, nebo u CLL jeji nahromadény maligni klon.

K detekci MRD se vyuzivaji v zdsadé dvé PCR strategie: PCR s tzv. ,,consensus
primery a alelové specifickdi PCR (ASO-PCR). Principem PCR s ,consensus® primery je
amplifikace CDR3 oblasti s pouZzitim standardniho setu universalnich oligonukleotidovych
primeri: primer rozeznavajici konzervovanou sekvenci v J oblasti a primer ptisedajici k jedné
,framework region® [71,72]. ,,Consensus* PCR je kvalitativni metoda s variabilni citlivosti, je

schopna detekovat 1 CLL bunku v 10> 10* normalnich bun&k [73,74].

ASO-PCR vyZaduje navrzeni primert specifickych pro konkrétniho pacienta, resp. pro
klon jeho malignich bunék. Tento pfistup vyrazné zvySuje citlivost detekce. ASO-PCR je
v soucasnosti nejcitlivéjsi metodou pro detekci MRD u CLL, s udavanou citlivosti 1 CLL
butika v 10° leukocyti [75]. Pro ASO-PCR je v soudasnosti pouZivana technika real-time

PCR [76].

Vroce 2001 popsali Rawstron et al. mnohobarevnou priatokovou cytometrickou
techniku schopnou odlisit maligni CLL buiiky od normalnich bun¢k na zéklad¢ jejich exprese
CD19/CD5/CD20/CD79b [77]. Vyhodou této metody je jeji vysoka citlivost (I CLL buiika
v10* - 10° leukocytll) a rychlost. Posléze byly popsany i1 dalsi kombinace protilatek. Na
zéklad¢ analyzy rtiznych kombinaci protilatek a jejich srovnani s ASO-PCR u 728 parovych

vzorkil kostni dfen¢ a periferni krve navrhla European Research Initiative on CLL (ERIC)
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v roce 2007 doporuceni tykajici se efektivniho monitoringu MRD u pacientli s CLL pomoci
prutokové cytometrie, pticemz kombinaci protilatek CD5/CD19 s CD20/CD38, CD81/CD22
a CD79b/CD43 vyhodnotila jako nejlepsi panel pro detekci MRD s nizkou interlaboratorni
variabilitou, nizkym poctem falesnych detekci a s ptesnosti 95,7 % [78].

1.2. Metylace DNA

1.2.1. Epigenetické zmény chromatinu

Pojem ,.epigeneticky” se vztahuje k dédicné zméné profilu genové exprese, kterd je
zprostfedkovana mechanismy jinymi, nez jsou zmény v primarni nukleotidové sekvenci [79].

Mezi zékladni epigenetické mechanismy patii:

e Posttransla¢ni modifikace histonl — napt. acetylace, fosforylace, metylace. Acetylace
lysinovych zbytkil histonil zptsobi ztratu pozitivniho ndboje s naslednym oslabenim
vazby DNA-histon a DNA pak miZe zaujmout konformaci, vniZ je pfistupna
transkripénim faktorim. Naopak, po deacetylaci lysinovych zbytkii je chromatin

kompaktni a transkripce je inhibovana [80].

e MikroRNA. Tyto nekddujici malé molekuly RNA, 19-25 nukleotidi dlouhé, zajistuji
posttranskripéni negativni kontrolu genové exprese svych cilovych gen. MikroRNA
se vazou k 3" neptfekladané oblasti svych cilovych mRNA a inhibuji jejich translaci,

ptfipadné urychluji deadenylaci mRNA, a tim jejich ¢asné&j$i degradaci [81].

e Metylace DNA.

1.2.2. Metylace DNA

Metylace cytosinu je jedina znadmd endogenni modifikace DNA u savci a spociva
v adici metylové skupiny na 5’uhlik cytosinu za vzniku 5-metylcytosinu (SmC) [82]. VéEtSina

5mC v savéi DNA je pfitomna v ramci CpG dinukleotida [83].
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CpG dinukleotidy jsou v genomu rozmistény nerovnomérné, v 98 % genomu se
nachazeji zhruba jednou za 80 nukleotidl, zatimco v ramci tzv. CpG ostriivkil jsou pfitomny
s az peétkrat vyssi frekvenci. CpG ostrivky, které tvoti 1-2 % genomu, jsou sekvence dlouhé
0,4-5 kb a nalézaji se zejména v promotorech ¢i v jejich okoli, pfipadné v prvnich exonech
genu [84]. Odhaduje se, Ze v genomu je zhruba 45 000 CpG ostritvkl a Ze cca 50-60 % gent
obsahuje ve svych promotorech CpG ostrivky [85]. CpG dinukleotidy rozptylené v genomu
jsou vétSinou metylovany, zatimco CpG v CpG ostritvcich jsou pfevazné nemetylovany,

vyjma imprintovanych gent a genli na inaktivnim chromosomu X [86,87].

DNA metylace je dilezity proces v savei embryogenezi, metylacni profily jsou
ustanoveny v definovanych fazich vyvoje. Obecné jsou Zenské pohlavni buiky méné
metylovany nez muzské, nicméné ve fazi blastocysty dochazi k inicialni celkové demetylaci
genomu [88,89]. Po implantaci dochazi k de novo metylaci [88,89]. U dospélého Clovéka je
mnozstvi a profil metylace specificky pro jednotlivé typy bun€k a tkani, pficemZ v rdmci

starnuti organismu se metylacni profily promotort nékterych genit méni [90].

V sav€ich buinikdach byly doposud identifikovany tfi typy metyltransferaz, a to
DNMTI1, DNMT3A a DNMT3B [91,92]. VSechny tfi metyltransferazy zajistuji metylaci
DNA de novo a udrzuji ji.

1.2.3. Vyznam metylace DNA

Metylace DNA v regulacnich oblastech genli (promotory, enhancery, represory) je
dilezity mechanismus pro stalé a dédi€né umlceni genové transkripce, uplatiiuje se zejména
v ramci imprintingu, pii inaktivaci chromosomu X u Zen a jako ochrana proti parazitickym

sekvencim [93,94].

V pribéhu embryogeneze dochazi u Zen k inaktivaci jednoho X chromosomu, ziejmé
v disledku kompenzace davky. CpG ostrivky v promotorech vétSiny genl na inaktivnim

chromosomu X jsou metylovany a transkripcné neaktivni.

Metylace je také dilezitda pro expresi imprintovanych genil. VéEtSina genl je
exprimovana z paterndlni i maternalni alely, nicméné u nékolika ,,imprintovanych® genti

dochazi ke specifické expresi pouze z maternalni, nebo paternalni alely [95].
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Metylace je zfejmé také moznym mechanismem obrany genomu proti mobilnim
genetickym elementim. CpG dinukleotidy nachazejici se mimo CpG ostrivky jsou vétSinou
metyloviny a mnoho znich se nachazi uvnitf repetitivnich DNA sekvenci nebo
retrotranspozonil, jako jsou endogenni retroviry, L1 a Alu sekvence [96,97]. JelikoZ tyto
repetitivni sekvence zaujimaji skoro 40 % lidského genomu, piedpoklada se, ze DNA
metylace se vyvinula jako obranny systém genomu k potlaceni téchto sekvenci a k zabranéni
jejich rozsifeni v genomu [97]. Mobilita retrotranspozonii zavisi na expresi gend, které koduyji.
Transkripce téchto geni je potlacena metylaci promotorii retrotranspozont.. Aktivni
retrotranspozony totiz ptedstavuji vaznou hrozbu pro genom, jelikoz se mohou integrovat do

geni, a tak je narusit [97].

1.2.4. Represe transkripce metylaci DNA

Existuje nekolik mechanismd, jak metylace DNA miiZe branit transkripci:

1. Metylace DNA stericky brani vazb¢ aktivacnich transkripénich faktor na promotory

gent [98,99].

2. Kmetylované DNA se vazi tzv. metyl-CpG oblast vazajici (MBD) proteiny, které
nasledn¢ brani vazb¢ transkripénich faktori. K nékterym MBD proteinim se navic

jesté vazou transkripéni korepresory, napft. histondeacetylazy [100-102] (obr. 1).
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Obr. 1. Potlaceni genové exprese v diisledku DNA metylace. DNA metyltransferazy
zajistuji metylaci CpG dinukleotidl, coz vede k uml€eni genové exprese vazbou proteinlt
vazajicich metylované oblasti (MBD proteiny) a histondeacetylaz (HDAC) k metylované
DNA. Nasledné dochazi k deacetylaci histonil, kondenzaci chromatinu, transkripéni faktory se

nemohou vazat k promotoru a transkripce je reprimovana [103].

1.2.5. Aberantni metylace DNA

Aberantni metylace DNA je spjata s celou fadou onemocnéni. Mutace v genu, ktery
kéduje metyltransferazu DNMT3B, jsou nalézany u pacientl s ICF (Immunodeficiency,
Centromere instability and Facial anomalies) syndromem [104-106], mutace v genu pro
MeCP2 (jeden z MBD proteinil) zase u pacienti s Rettovym syndromem [107-110], poruchy
v imprintingu jsou jednou z pfi¢in Beckwith-Wiedemannova syndromu, Angelmanova c¢i
Prader-Williho syndromu [111]. Aberantni metylace mlZe hrat ziejmé& roli i v komplexnich

chorobach s nemendelovskou dédi¢nosti jako je schizofrenie ¢i afektivni poruchy [112,113].

Aberantni metylace DNA byla nalezena i v malignich buiikédch rtznych typl nadort.

V nadorovych bunikach dochazi k nasledujicim zménam metyla¢niho profilu:
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1. Globalni hypometylace genomu (ztrata metylace na béZzn¢ metylovanych sekvencich).
2. Lokalizovana hypermetylace bézn¢ nemetylovanych CpG ostravk [94,114].

Obé¢ tyto anomalie mohou byt nalezeny v jednom tumoru, nicméné celkové dochazi vétSinou

ke sniZeni miry metylace.

1.2.5.1. Hypometylace

Maligni buiikky mohou mit o 20-60 % méné 5mC neZz jejich zdravé protéjsky
[115,116]. DNA hypometylace byla detekovéna skoro v kazdém typu malignity. Ke ztraté
metylace dochdzi vétSinou v repetitivnich elementech lokalizovanych v satelitnich sekvencich
nebo centromerickych oblastech, které jsou normalné metylovany. V nékterych typech nadort
(napt. naddorech prsu, ovarialnich, cervikalnich a mozkovych nadorech) hypometylace stoupa

progresivné se vzrustajici agresivitou nadoru [111,116].
Ztrata metylace miiZe ptispét k onkogenezi n€kolika zpusoby:

e Hypometylace mize oslabit transkripéni represi téch oblasti genomu, které jsou za
normdlnich okolnosti umlceny. To v disledku mize vést k abnormalni expresi
imprintovanych genli a genil na inaktivnim chromosomu X, ale i ke zhoubn¢ aktivaci

puvodné reprimovanych transpozonti [93,96].

e Hypometylace mulze ovlivnit stabilitu chromosomi - DNA  metylace
pericentromerickych oblasti je totiz dilezita pro stabilitu a spravnou replikaci DNA
[117]. Ve zdravych somatickych buiikach jsou heterochromatinové pericentromerické
oblasti chromosomi 1 a 16 siln¢ metylovany. V prsnich adenokarcinomech,
ovaridlnich epitelidlnich tumorech a sporadickych Wilmsovych tumorech jsou tyto

oblasti vyznamné hypometylovany a Casto nestabilni [118,119].

1.2.5.2. Hypermetylace

Hypermetylace CpG ostrivkd promotorovych oblasti genl je spojend s aberantnim
umlCenim transkripce a je jednim z mechanismi inaktivace tumor-supresorovych gend.

Hypermetylace téchto promotorovych CpG ostrivkiit mize inaktivovat obé alely tumor-
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supresorového genu, nebo inaktivuje jednu alelu, zatimco exprese druhé alely je potlacena
mutaci ¢i deleci. Pocet tumor supresorovych genti inaktivovanych epigeneticky je stejny nebo

dokonce vétsi nez pocet gent inaktivovanych mutacemi [94,114,120-122].

1.2.6. Hypermetylom naddorové bunky

Profil metylace CpG tumor-supresorovych gend je vesmés tumor-specificky, 1 kdyz
nekteré geny jsou metylovany v riznych typech nadort [123,124]. Tumor-specificky zptisob
metylace promotorid byl detekovan nejen u sporadickych, ale i u dédi¢nych nadorovych
syndromt [125]. PoCet metylovanych tumor-supresorovych genl je rozdilny v zavislosti
na typu nadoru — napi. mezi nejvice metylované patfi nddory gastrointestinalniho traktu,
zatimco vyrazné méné¢ metylovanych genli bylo popsano u ovaridlnich nadorti a sarkomu
[126]. Je otazka, zda je to proto, Ze metylované geny téchto nadorti zatim nebyly popséany,
nebo proto, Ze k hypermetylaci dochédzi v prvni fad€ u tkani vice exponovanych zevnim

karcinogentim [126]. Profil metylace u riznych nadort ukazuje obr. 2.

Metylovany jsou tumor-supresorové geny ucastnici se riznych bunécnych déjt — jde
0 geny pusobici v ramci bunééného cyklu, apoptosy, oprav poskozené DNA, metabolismu

karcinogeni, bunécné adherence...(tab. 2).
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Tab. 2 Bunécné drahy naruSené metylaci tumor-supresorovych genii [126].

Bunééné drahy

Vybrané hypermetylované geny

Oprava DNA

Hormonalni odpovéd’

Metabolismus vitamin{i
Ras- signalizace
Bunécny cyklus

P53

Bunécéna adherence a
invaze

Apoptosa
Wnt-signalizace

Tyrosin- kindzové
kaskady

Transkrip¢ni faktory
Homeobox geny

Dalsi drahy

MikroRNA

hMLH1, MGMT, WRN, BRCA1

Estrogen, progesteron, androgen, receptory prolaktinu a
thyreotropinu

CRBP1, RAR2

RASSFI1A, NOREIA

pl6INK4a, p15SINK4b, Rb

pl4ARF, p73, HIC-1

E-kadherin, H-kadherin, FAT kadherin, EXT-1, SLIT2, EMP3

TMS1, DAPK1, WIF-1, SFRP1
APC, DKK-1, IGFBP-3
SOCS-1, SOCS-3, SYK

GATA-4, GATA-S, ID4
PAX6, HOXA9

GSTn, LKB1/STK11, THBS-14, COX-2, SRBC, RIZ1,
TPEF/HPP1, SLC5A8, Lamin A/C

miR-127, miR-124a

1.2.7. Metylace v hematoonkologii

Metylacni profil hematologickych malignit je jiny neZ profil solidnich nadord,
nicméné celé spektrum bunénych drah mtze byt naruSeno [127,128]. Nejcastéji
metylovanymi geny u nehodgkinskych lymfomii jsou DAPKI1 (death associated protein
kinase 1), p57, pl6, MGMT (metylguanosinmetyltransferaza), GSTr (glutathion
S transferdza), RARPB2 (retinoic acid receptor beta 2), CRBP1 (cellular retinol binding protein

1) [127,129-132]. U pacient s mnohoc¢etnym myelomem byla detekovana nejcasteji metylace
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pl6, SOCS-1 (suppressor of cytokine signaling 1), E-kadherinu, p73 a DAPK1 [133-139].
Geny pl15 a ABL jsou velmi ¢asto metylovany u chronické myeloidni leukémie [140,141],
zatimco u dalSich myeloproliferaci (myelofibroza, polycythemia vera, thrombocytémie) je to
zejména SOCS-1 [142]. U pacienti s akutni lymfoblastovou leukémii dochézi casto
k metylaci promotorti geni pro pl5, E-kadherinu, p73, DAPK-1 a MGMT [143,144],
u pacientti s akutni myeloidni leukémii jsou metylovany geny pro SOCS-1, p15, E-kadherin,
p73, DAPK1, RARB2, HIC-1 (hypermethylated in cancer 1) a CRBP1 [145-149].

1.2.8. Metylace u chronické lymfocytarni leukémie

Stejné jako u jinych typl malignit byla i u pacientii s CLL popsana aberantni metylace
DNA. V roce 1992 zjistili Wahlfors et al pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie, Ze
u pacientd s CLL dochazi k hypometylaci genomu [150]. Tato informace byla pozdé&ji
potvrzena dal$i studii, vniz autofi pomoci imunoznaceni a monoklonalnich anti-5mC
protilatek zjistili, ze v lymfocytech CLL pacientl dochdzi k vyznamné demetylaci
euchromatinu i heterochromatinu [151]. Vyraznd demetylace euchromatinu naznacuje, ze
ztrata fyziologické metylace DNA postihuje nejen nekodujici oblasti, nybrz i oblasti aktivné
se ucastnici transkripce [152]. CLL builky exprimuji ve srovndni se zdravymi B lymfocyty
1,2- az 25-ndsobné¢ vyssi hladinu antiapoptotického proteinu Bcl-2, coz ¢astecné vysvétluje
jejich rezistenci k apoptose. Bylo zjiSténo, Ze tato zvySena exprese Bcl-2 je nasledkem
hypometylace promotoru [153]. Krom¢ Bcl-2 jsou u CLL demetylovany promotory i dalSich
gent, jako je MDR1 (multidrug resistance) a TCL1 [154,155]. Postupné zvySeni exprese genu
odpovédného za rezistenci na l1é€bu cytostatiky mize CasteCné vysvétlovat, pro¢ pacienti
s CLL casto dobfe odpovidaji na inicialni l1écbu, ale po Case se stavaji k chemoterapii
rezistentni [152]. TCL1 je soucasti PI3-kinaza-dependentni AKT drahy, v niz interaguje
s AKT kinadzou a podporuje jeji translokaci do jadra [156]. Vyznam TCL1 v B lymfocytech
nicméné zatim neni zcela jasny. Transgenni mysi, u nichz B lymfocyty nadmérné exprimuji
TCL1, onemocni chorobou podobnou CLL. Fakt, ze v CLL bunikach dochazi v disledku
hypometylace ke zvySené expresi TCL1, podporuje teorii, Ze epigenetické modifikace mohou

hrat v rozvoji CLL dulezitou roli [157].
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Kromé hypometylace byla u CLL pacientli pozorovana i hypermetylace promotort
nékterych genti. V roce 2004 analyzovala Rushova et al. pomoci tzv. restriction landmark
genomic scanning (RLGS) metody vice nez 3000 CpG ostriivkli u pacientli s CLL, z nichz
pramérme 4,8 % bylo aberantné metylovanych. Kromé toho identifikovala 193 aberantné
metylovanych sekvenci, z nichz 93 % mélo charakter CpG ostriivkli a 90 % bylo homolognich
s geny nebo exprimovanymi sekvencemi [158]. Mezi aberantné metylovanymi geny byla fada
transkripCnich faktorii (napt. TWIST2, FOXEI), genti zapojenych v signaliza¢nich drahach
(PAK7, IRAK3), apoptose (GRM7, TWIST2), metabolismu 1¢ki (CYP1B1, SULT4A1l),
mezibunéné adhezi (CDH4) a regulaci mikroRNA (DGCRS) [158]. Globalni metyla¢ni
profil pacienti s CLL analyzovala i1 dalsi studie. Vyuzitim tzv. high resolution methylation
microarrays bylo zjiSténo, ze prognosticky ptfizniva skupina CLL pacientll (s mutovanym
IgVH genem) ma castecné jiny profil metylovanych gent nez skupina prognosticky
nepiiznivd (s nemutovanym IgVH genem). U pacientii s nemutovanym IgVH genem bylo
identifikovano 7 metylovanych tumor-supresorovych genti a 8 nemetylovanych genti, které se
ucastni bunécné proliferace a nadorové progrese (napi. ADORA3 a PRFI). Naopak
u pacientll s mutovanym IgVH genem byly promotory téchto proliferaci podporujicich genti
metylovany [159]. Dal$im genem metylovanym zejména u pacientd s mutovanym IgVH
genem je TWIST2, ktery reguluje pl19arf/MDM?2/p53 drahu a ma antiapoptotickou aktivitu
[160]. U pacienti s Richterovym syndromem, coz je transformace CLL do agresivnéjsiho
difuzniho velkobunééného lymfomu, kterd z neznamych divodi postihuje 5-10 % pacientd,
byla detekovana aberantni metylace genu pro reparaci DNA hMLHI a mikrosatelitova
nestabilita [161]. Dal§im casto metylovanym genem u CLL je E-kadherin [162]. E-kadherin

se Ucastni mezibunééné adheze a jeho sniZend exprese podporuje maligni transformaci [152].

Pti¢iny chybné funkce metyltransferaz u CLL (ani u jinych neoplézii) nejsou zndmy.
Exprese DNMT1 a DNMT3A je v CLL bunkéach stejna jako v lymfocytech zdravych jedincii,
zatimco exprese DNMT3B je snizend a koreluje se vzriistajici zavaznosti choroby [163].
Na druhou stranu byl pozorovan mnohonéasobny nartist exprese histonmetyltransferdz a MBD

proteint, ktery rovnéz koreloval se zdvaznosti tohoto onemocnéni.

Rovnéz neni jasné, proC jsou nékteré sekvence preferencné metylovany ve srovnani
s jinymi. Sekvencni specificita metyltransferdz zatim nebyla zjist€na. Jednim z moznych
divodli specifické metylace DNA miize byt aktivace onkogenl, které zacili DNMT

k ur¢itétmu promotoru. Pfikladem je onkogenni fizni protein PML-RARa u akutni
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promyelocytarni leukémie. Tento aberantni protein s transkripéni aktivitou nasméruje

DNMT1 a DNMT3a k promotoriim cilovych gent kyseliny retinové [164].

1.2.9. Potencialné zajimavé genvy u pacientu s CLL

DLCI

Deleted in liver cancer 1 (DLC1) byl ptivodné identifikovan jako potencidlni tumor -
supresorovy gen casto deletovany u hepatocelularniho karcinomu [165]. DLC1 je exprimovan
v raznych tkanich vcetné mozku, srdce, ledvin, jater, plic, kize, sleziny a varlat [166].
Exprese DLCI je vice ¢i méné sniZzena u riznych typt nadord, véetné nadord jater, prsu, plic,
mozku, zaludku, stiev a prostaty, a to v disledku delece ¢i aberantni DNA metylace [165,167-
177]. Obnovena exprese DLC1 v nddorovych bunécnych liniich jater, prsu a plic inhibuje rast
nadorovych bunék, coz je v souladu s pifedpokladanou tumor-supresorovou aktivitou tohoto
genu [177-181]. DLC1 ma rtizné regulac¢ni funkce, jako je regulace aktinového cytoskeletonu

¢i buné¢ného tvaru [182], navic je ziejmée zapojen v insulinové signalizaci [183].

SHP1

SHP1 gen je lokalizovan na 12. chromosomu a koduje nonreceptorovou tyrosin-
fosfatdzu [184]. SHP1 je primarn€ exprimovan specificky v hematopoetickych butikach [185].
SHP1 asociuje s mnoha signdlnimi molekulami, v¢éetné¢ ZAP-70 [186], CD3¢ [187,188], CD5
[188] a IL-2R [189] v T bunkach, s CD22 [190], BCR [191], SLP76 [192,193] a CD72
[194,195] v B buiikach a s ,killer cell inhibitory* receptorem [196] v NK bunkach. Tyto
interakce maji nasledn¢ inhibi¢ni efekt na ptisluSné signalizani kaskady [197]. Je tedy
pravdépodobné, Ze dysfunkce SHP1 v lymfocytech je spojena se vznikem lymfom, leukémii
a dalSich ptibuznych chorob [198]. Exprese SHP1 byla snizena ¢i Upln¢ absentovala
ve vétsing zkoumanych nadorovych liniich a tkdnich [185,199-203]. A naopak, rast malignich
bunék byl potlacen po vneseni SHP1 genu do pfislusné nadorové linie [204,205]. Tato fakta

potvrzuji hypotézu, Ze SHP1 ma tumor-supresorovou funkci.

pl6apl5
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pl5 a pl6 jsou dva uzce spjaté tumor-supresorové geny lokalizované na 9p2l
[206,207]. Tyto proteiny soutézi s cyklinem D o vazbu k cyklin-dependentnim kindzdm 4 a 6
s naslednym zastavenim bunécného cyklu v G;S- kontrolnim bodé¢ [208]. p16 byva casto
homozygotné deletovan v riznych solidnich naddorech, zatimco intragenni mutace jsou vzacné

[209]. p15 byva casto homozygotné deletovan spole¢né s homozygotni deleci p16.

Lamin A/C

Laminy jsou proteiny zajiStujici strukturdlni podporu pro jadernou membranu pomoci
sit¢ filament, které jsou pfipojeny k jeji vnitini vrstvé a tvofi tzv. laminu [210]. Laminy lze
rozdélit do dvou skupin, a to A typ (exprimovany ve vétsing diferencovanych somatickych
bun¢k) a typ B (exprimovany prakticky ve vSech buitkach a je nezbytny pro jejich
zivotaschopnost) [211]. Lamin A/C koduje dva laminy typu A, a to A a C, coz jsou izoformy
vzniklé alternativnim RNA sestfihem. Laminy typu A hraji dileZitou roli nejen v udrzovani
stability laminy, ale zfejm¢ maji vyznamnou ulohu i pii regulaci transkripce [211]. Mutace
v laminu A/C zpusobuji rizna dédi¢nd onemocnéni, jako je Emeryho-Dreyfussova muskularni
dystrofie, familidrni parcidlni lipodystrofie Dunniganova typu, Hutchinsonova-Gilfordova
progerie a atypické Wernerovy syndromy [212]. Navic, exprese lamint typu A je redukovana
nebo chybi v nékterych buitkkach snizkym stupném diferenciace a/nebo ve vysoce
proliferujicich buiikach [213,214], vC€etné bunc¢k malignich [211], zejména leukemickych

a lymfomovych [215,216].

1.2.10. Vyuziti metylace DNA v nadorové diagnostice

Aberantni DNA metylace mtize byt vyuzita dvéma zptsoby:

1) Pokud je aberantni metylace DNA specificky pfitomna pouze v nadorovych buiikach,
pak mtize byt vyuzita k detekci nddorovych buné¢k v bioptovanych vzorcich ¢i jako

v plazmé¢ volna cirkulujici DNA pochazejici z nadorovych bunck.

2) Pokud je aberantni metylace DNA urcitych CpG ostrivki spjata s fenotypem choroby,
jako je prognoza, 1écebna odpovéd’ nebo vyskyt nezadoucich ucinkil, miize byt pouzita

jako marker predikce fenotypu [217].
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1.2.10.1. DNA metylace jako marker nadorovych bunek

K analyze lze vyuzit rGzné zdroje DNA: mo¢, plasmu, nadorovou tkan, sliny,
bronchoalveolarni lavaz, stolici, sputum...Napf. metylace pl6, MGMT, RARP2, DAPKI,
hMLH1, E-kadherinu, APC a RASSF1A byla analyzovana ve sputu a bronchoalveolarni
lavazi k detekci plicnich nadorG [218-227], metylace GSTn byla analyzovdana v moci a
ejakulatu k detekci karcinomu prostaty [228-230], metylace cyklinu D2, RARB2, TWIST,
GSTr, pl6, pl4, RASSFIA a DAPKI1 byla analyzovana v aspiratech zprsu k detekci
karcinomu prsu [231,232], metylace SFRP2 byla analyzovana ve stolici k detekci
kolorektalniho karcinomu [233], metylace pl6, DAPK1 a MGMT byla analyzovana ve
slinach k detekci nadora hlavy a krku [234].

1.2.10.2. DNA metylace jako marker klinické odpoveédi

NejznaméjSimi metylaénimi markery klinické odpovédi na 1é€bu jsou metylace
MGMT a hMLHI1 gent [235]. MGMT je metyltransferaza wcastnici se opravy 0°-
metylguaninu. Ztrata exprese tohoto genu v ranych fazich neoplastické transformace bréani
bunkdm v obrané proti karcinogennim DNA alkylacnim latkdm, ackoli metylace MGMT
u karcinomi urcuje reakci nadorovych bunck na alkylacni ¢inidla. Metylace MGMT je
uzite¢nym prediktorem 1écebné odpovédi na alkylatory u pacientl s gliomy s delSim prezitim

a niz$im rizikem rekurence [236].

Ztrata tzv. ,,mismatch repair* hypermetylaci promotoru hMLH1 se Casto vyskytuje u
velkého poctu nadorti a je spjata s rezistenci k celé tadé klinicky dilezitych cytostatik.

Demetylace tohoto genu je spjata s citlivosti k cisplating [237].

1.2.10.3. DNA metylace jako prognosticky faktor

Metylace E-kadherinu byva spojena s ¢asnou rekurenci choroby u zalude¢nich tumort

[238], a spolu s metylaci H-kadherinu predikuje riziko relapsu u pacientek s cervikalnim
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karcinomem [239]. Negativni prognosticky vyznam ma soucasnd metylace genu APC
a E-kadherinu v séru pacientli s nadory zaludku [240]. Negativni prognosticky vyznam m¢la
také aberantni metylace laminin-5 gent, a to u pacientli s nadory prostaty [241] a moCového

méchyte [242].

Metylace pl6 a/nebo pl5 je markerem Spatné progndézy u pacientl s akutni
promyelocytarni leukémii [243]. Hypermetylace kalcitoninu byla spojena se zvySenym
rizikem relapsu [244] a hypermetylace p21 pfindSela pacientim s akutni lymfoblastickou

leukémii horsi prognozu [245].

1.2.11. Detekce DNA metylace

Existuje celd tfada kvalitativnich i1 kvantitativnich metod k analyze metylace celého
genomu 1 jednotlivych genti. Celogenomové techniky DNA analyzy ovSem vyzaduji velké
mnozstvi DNA, takze jejich vyuZiti k analyze biomarkerii neni vyhodné, nicméné tyto
techniky byly suspéchem vyuzity kodhaleni novych tumor-supresorovych gent
a k monitoraci globdlnich zmén v metylaci DNA v riznych patologickych procesech

[123,246-248].

Nejcastéji uzivanymi metodami k detekci metylace v jednotlivych genech jsou
metylacné¢ specifickd polymerdzova ftetézova reakce (MSP), bisulfitové sekvenovani,
metylaéné specifickd jednonukleotidovd extenze primerd (MS-SNuPE), polymerazova
fetézova reakce (PCR) s vyuzitim metyl-sensitivnich restrik¢nich endonukledz a kombinovana

bisulfitova restrik¢éni analyza (COBRA) [249-253].

Prvnim krokem mnoha DNA metyla¢nich technik je bisulfitova reakce. Rlizné DNA
metylacni analyzy totiz zahrnuji jeden ¢i vice PCR krokt, avSak pii klasické PCR nelze
zachytit v PCR produktu metylové skupiny pfitomné na DNA templatu. Re$enim je pravé
bisulfitova reakce, pii niz za vhodnych podminek hydrogensifi¢itan sodny indukuje deaminaci
cytosinu na uracil, zatimco 5SmC zlstava nezménén. Vysledkem reakce je DNA, v niz jsou
zachovany pouze metylované cytosiny, zatimco nemetylované jsou pfeménény na uracil.
Béhem PCR je pak za kazdy uracil pfitomny v templatu oSetieném hydrogensifi¢itanem

sodnym inkorporovan thymin a za kazdy SmC je inkorporovan cytosin. Vystupem bisulfitové
36



reakce nasledované PCR je identifikace SmC v templatu na zaklad¢ pfitomnosti nebo absence

cytosinovych zbytkli v PCR produktu [254].

Metylaéne specifickd PCR je rychla, vysoce citlivd, pomérné jednoducha, levnd a
Siroce vyuzivana metoda k analyze DNA metylace. MSP vyzaduje dva pary primert, které
jsou navrzeny k rozliSeni metylované a nemetylované sekvence (obr. 3). MSP je schopna
identifikovat s vysokou citlivosti mald mnoZzstvi metylovanych alel v klinickych vzorcich,
jako je plasma, sérum, krevni buiiky, lymfatické uzliny, biopsie a tkan¢ zalité v parafinu [255-

257].

MSP ma svou kvantitativni variantu, tzv. MethyLight [258]. Jednd se o PCR v redlném
Case vyuzivajici metylacné specifické primery v kombinaci s metyla¢né specifickymi sondami

[258-262] (obr. 4).

Princip PCR s metylaéné specifickymi primery

1. moznost: 2. moznost:

DNA Nemetylovana DNA Vetylovana
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Modifikace DNA
reakci s NaHSO;

(Sledovana sekvence:
5..GCGATACTCGCATCG.. 3)

5...GCGATACTCGCATCG...3

Reakce
s NaHSO3

=

5...GUGATAUTUGUATUG...3’

5...GC"GATACTC"GCATC"G... 3

Reakce
s NaHSO3

=

5...GC"GATAUTC"GUATC"G... 3

2.

PCR s metylaéné

specifickymi primery

Zkumavka A

Bisulfitem modifikovana DNA

+

primery

(nasedaji k nemetylované DNA

sekvenci)

Zkumavka B

Bisulfitem modifikovana DNA

+

” primery

(nasedaji k metylované DNA

sekvenci)

3.

Elektroforéza

(polyakrylamidovy gel

obarveny ethidium bromidem)

1. moznost: DNA

emetylovana

Primer

Primer

Jamky

PCR
produkty

2. moznost:

DNA Vetylovana

Primer

Primer

Jamky

PCR
produkty

Obr. 3 Princip MSP.

1.krok — Modifikace DNA reakci s NaHSO;

Pii reakci dochazi ke konverzi nemetylovanych cytosint na uracil, zatimco metylovany
cytosin ziistava cytosinem. Sekvence DNA se tedy zméni v zavislosti na piivodnim

metylacnim statutu DNA.

2. krok — PCR reakce s metyla¢né specifickymi primery

Modifikovana DNA je amplifikovana metylacné specifickou PCR (MSP), a to ve dvou
reakcich pro kazdy vzorek DNA: jedna reakce je specifickd pro DNA ptivodné metylovanou
v dané oblasti, druha je specifickd pro DNA ptivodné nemetylovanou.

3. krok — Elektroforéza
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PCR produkty jsou rozd€leny na 10 % polyakrylamidovém gelu a vizualizovany barvenim
ethidium bromidem. Pokud byl vzorek DNA pted modifikaci nemetylovany, PCR produkt
vznikne pouze v reakci s ,,N* primery. V piipad¢ ptivodné metylované DNA sekvence
vznikne amplifika¢ni produkt jen v reakci s ,,M* primery.

(http://www.millipore.com/cellbiology/cb3/cpgenome)

PCR s primery FPCR s primery
nasedajicimi k sekvenci s CpG nasedajicimi k sekvenci BEZ CpG

sonda a primerny

sanda 3 primery e :
nasadajl k sekvenc

nasedaji k metylovana

-

SEZ metylovanych

sekvenc ,
mist
—E— Rl
vysoka kontrolni reakce
specifita pro celkové

mnozstvi DNA

Obr. 4. Princip MethyLight. Pti kvantifikaci metylace DNA se pro kazdy vzorek vyuzivaji
dva typy reakci, v obou pfipadech je templatem bisulfitem oSetfena DNA. V prvni reakci jsou
primery i sonda specifické pro metylovanou a bisulfitem oSetfenou sekvenci DNA. Druha
reakce je kontrolni — méti celkové mnozZstvi bisulfitem konvertované DNA. Tato reakce neni
metylacné specifickd (sonda ani primery neobsahuji ve své sekvenci zadné CpQG), ale je

specifickd pro bisulfitem konvertovanou DNA [260].

2.CILE
Cile této prace byly nasledujici:

1. Sestavit co nejvetsi soubor pacientll 1é€enych imunochemoterapeutickou kombinaci

fludarabin, cyklofosfamid a rituximab a s vyuzitim ,,consensus* PCR a komparativni
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PCR vyhodnotit efekt této 1écby z hlediska dosaZeni a délky molekularni remise ¢i

molekuldrni regrese.

2. Vybrat geny, jejichz metylace v promotorové oblasti by mohla byt vyuzitelnd

z hlediska detekce minimalni rezidualni choroby.
3. Zavést metodu vhodnou pro detekci metylace DNA.

4. Analyzovat frekvenci metylace vybranych gen u testovaného souboru pacientd
a vyhodnotit pfipadny prognosticky vyznam a eventualni klinické souvislosti metylace

téchto genl.

5. V ptipadé nalezeni genii metylovanych u vétSiny nemocnych ovéfit jejich vhodnost

pro detekci malignich bunék.

3. MATERIAL A METODY

3.1. Pacienti

Soubor 1
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Diagnéza CLL byla stanovena dle NCI kritérii [263]. V souboru bylo 29 pacientl
s CLL (20 muzt a 9 zen, median véku 55,7 let, rozpéti 44-69 rokl). Z hlediska klinického
stadia dle Raie byli 3 pacienti (10,3 %) ve stadiu 0, 12 (41,4 %) bylo ve stadiu I, 8 (27,6 %)
ve stadiu II, 5 (17,2 %) ve stadiu III a 1 pacient (3,5 %) byl ve stadiu IV. Z 23 pacientil se
znamym mutac¢nim stavem [gVH genu mélo 22 pacientli nemutovany IgVH. Tento nepomér
v mutacnim stavu byl dédn vybérem pacientl, u kterych bylo nutné =zahgjit 1écbu
imunochemoterapii. Cytogenetické aberace byly vySetieny pomoci fluorescencni in situ
hybridizace a konvencni cytogenetiky u 26/29 nemocnych. U 15 pacientll byla detekovana
delece 13q, u 1 pacienta trisomie 12, u 3 pacient delece 17p a u 10 pacientii delece 11q.
Exprese CD38 byla pozitivni u 21 pacienta. Exprese ZAP-70 nebyla u vétSiny pacientd

vysetfovana.

Vsem pacientiim byly podany 4 cykly imunochemoterapeutické kombinace: rituximab
(375 mg/m® — den 1), fludarabin (25 mg/m? — den 2 az 4) a cyklofosfamid (300 mg/m” — den 2
az 4). Cykly byly aplikovany v zavislosti na reparaci hodnot krevniho obrazu, obvykle po 4
tydnech. Sedm pacientl dostalo cytostatickou 1é€bu jiz pfed imunochemoterapii: 6 pacientim

byl podavan chlorambucil a 1 pacientovi cyklofostamid p.o.

Soubor 2

V souboru bylo 82 pacientii (52 muzt a 30 Zen, median véku 61 let, rozpéti 32 az 78
let). Z hlediska klinického stadia dle Raie bylo 18 pacientl (22 %) ve stadiu 0, 22 pacientl
(26,8 %) ve stadiu I, 21 pacientl (25,6 %) ve stadiu I, 8 pacientt (9,8 %) ve stadiu Il a 13
pacientii (15,8 %) bylo ve stddiu IV. Cytogenetick¢ aberace byly vySetfeny u 75/82
nemocnych. U 43 pacientti (57,3 %) byla detekovana delece 13q, u 10 pacienti (13,3 %)
trisomie 12, u 11 pacientd (14,7 %) delece 17p a u 13 pacientit (17,3 %) byla detekovana
delece 11q. U 41 pacientl byla detekovana pozitivita exprese CD38 a u 36/72 pacientl byla

detekovana pozitivita exprese ZAP-70.

3.2. Izolace DNA

DNA byla izolovana vysolovaci metodou [264] z kostni dfené pacientll a z periferni
krve 30 zdravych darct. Materidl byl odebrany do KsEDTA. Nejdfive byly lyzovany cervené

krvinky neobsahujici DNA a centrifugaci oddéleny bilé krvinky. Leukocyty byly nasledné
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lyzovany pomoci anionického detergentu za soucasné denaturace proteinii proteinazou K.
Proteiny byly posléze odstranény precipitaci pomoci koncentrovaného solného roztoku (sulfat
amonny). DNA rozpuSténa v supernatantu byla vysraZena 96 % ethanolem, promyta 70 %
ethanolem, vysuSena a poté rozpusténa v pufru se stabilizdtorem DNA. Vzorky DNA byly

dlouhodobé uchovavany pii 4 °C.

Vytézek a kvalita DNA zéavisela na kvalit¢ vychoziho materidlu a mnozstvi bunck
pritomnych ve vzorku. Kvalita DNA byla posouzena na spektrofotometru Helios, kde byla
sledovana pfedevSim jeji koncentrace a Cistota (pomér absorbanci pii vinovych délkach

260/280 nm). Cista DNA bez kontaminace proteiny méla hodnotu tohoto poméru kolem 1,8.

3.3. Polymerazova retézova reakce (PCR) s ,,consensus® primery

Metoda byla pouzita kpriikazu klondlni pfestavby oblasti CDR3 tézkého
imunoglobulinového fetézce, markeru klonalni proliferace B bun¢k. DNA byla nafedéna a
pfedem zdenaturovana. PCR probihala v reakénim objemu 30 ul za pfitomnosti 5 pl DNA,
0,2 mM dNTP, 2 mM MgCl,, 300 nM kazdého primeru, 1x PCR buffer [l a 1,5 U AmpliTaq
Gold polymerazy (Applied Biosystems, Praha) v termocykleru Biometra (Biometra, Biotech,
Praha). Sekvence primeri jsou uvedeny v tabulce 3. Cyklacni podminky byly nasledujici:
denaturace 5 minut pii 95 °C, nasledovalo 35 cyklt: 30 s pii 95 °C, nasedani primera 30 s pfi
58 °C, 90 spii 72 °C, a prodluzovani primerd 5 min pifi 72 °C. VSechny reakce byly
provadény v duplikatech. Spole¢né¢ se vzorky byla v kazdé reakci amplifikovdna také
pozitivni kontrola (DNA pacienta s pozitivnim CDR3) a negativni kontrola (DNA ziskana

z periferni krve zdravych darcit).

PCR produkty byly separovany na 10 % nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu
(elektroforéza Biometra (Biometra, Biotech, Praha), 120 V) a po obarveni ethidium bromidem
vizualizovany pod UV lampou (transiluminator Ultra-Lum, Carson, USA). Byl pofizen

digitalizovany zaznam vysledkd.

Citlivost reakce byla stanovena pomoci fedici fady a byla 1x107°. Vysledky vysetieni

byly hodnoceny pouze kvalitativné jako pozitivni ¢i negativni.
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3.4. Komparativni duplexni PCR: CDR3/ras PCR

Diagnostické vzorky od téhoz pacienta z riiznych obdobi 1écby byly kvantifikovany
vzdy vramci jedné PCR. Jako referencni marker byl uZivan tsek 2. exonu Harvey ras
protoonkogenu. Do reakce bylo pouzito nékolik koncentraci kazdého diagnostického vzorku
DNA, obvykle 4 az 6. DNA byla nafed¢na a pfedem denaturovana. PCR probihala v reakénim
objemu 30 pl za pfitomnosti 5 pl DNA, 0,4 mM dNTP, 2 mM MgCl, 1 uM primerd FR3A
a Ju, 0,5 uM primeri HA-61 a HB-61, 1x PCR buffer Il a 2,5 U AmpliTaq Gold polymerazy
(Applied Biosystems, Praha) v termocykleru Biometra (Biometra, Biotech, Praha). Sekvence
primerd jsou uvedeny v tabulce 3. Cyklacni program 1 elektroforetické podminky byly
identické s podminkami pro ,,consensus* PCR. Mnozstvi PCR produkti bylo vyhodnoceno
denzitometricky pomoci softwaru pro gelovou analyzu (GelPro, Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, USA) [265]. Hodnoty ziskané ze sub-plateau faze obou amplifikaci byly dale
analyzovany: mnozstvi specifického produktu bylo vztazeno k mnoZzstvi ptislusného
kontrolniho genu a rozdily v mnoZstvi specifického markeru mezi konsekutivnimi vzorky
byly pouzity ke stanoveni molekularni regrese (pokles mnozstvi specifického markeru
ve druhém z konsekutivnich vzorkl) a molekularni progrese (zvySeni mnozstvi specifického

markeru).

3.5. Bisulfitova modifikace DNA

K modifikaci DNA byly pouzity dva komercné¢ dodavané kity: EpiTect Bisulfite
Modification Kit (Qiagen, Bio-Consult, Praha) a EZ-DNA Methylation Kit (Zymo Research,
Exbio, Praha). Modifikace byla provadéna dle instrukci vyrobce. Kromé komerénich souprav
byla pouzita i klasickd metoda modifikace [249]. DNA byla denaturovana hydroxidem
sodnym, poté byl pfiddn hydrochinon (Sigma Aldrich, Praha) a hydrogensifi¢itan sodny
(Sigma Aldrich, Praha), nasledovala inkubace (16 h). Modifikovand DNA byla preciSténa
kitem Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Eastport, Praha) dle instrukci
vyrobce a eluovana vodou. Modifikace byla zakoncena reakci s hydroxidem sodnym,
nasledovanou precipitaci etanolem. DNA byla resuspendovana ve vod¢ a uchovédvana pfti

-20 °C.
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3.6. Metyla¢né specificka polymerazova retézova reakce (MSP)

MSP nasledovala po bisulfitové modifikaci DNA. Kazdy vzorek byl amplifikovan ve
dvou oddélenych reakcich se dvéma rlznymi sety primert, které jsou specifické pro
metylovanou nebo nemetylovanou sekvenci. Primery pro MSP jsou navrZeny tak, aby odliSily
metylované a nemetylované alely po bisulfitové modifikaci a aby nasedaly jen k bisulfitem
konvertované DNA. Sekvence primerti pro testované geny (DLCI1 [175], SHPI [197], pl5
[249], p16 [249] a lamin A/C [266] ) jsou uvedeny v tabulce 3.

PCR probihala v objemu 30 pl za pfitomnosti 2 pl modifikované DNA, 0,2 mM
dNTP, 2 mM MgCl, 300 nM kazdého primeru, 1x PCR buffer Il a 1,5 U AmpliTaq Gold
polymerazy (Applied Biosystems, Praha) v termocykleru Biometra (Biometra, Biotech,
Praha). Amplifikacni podminky byly nésledujici: denaturace 5 minut pii 95 °C, nasledovalo
35 cyklt: 30 spii 95 °C, nasedani primertt 30 s (teploty specifické pro jednotlivé pary
primert jsou specifikovany v tabulce 3), 90 s pii 72 °C, a prodluzovani primerd 5 min pfi
72 °C. PCR produkty byly separovany na 10 % nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu
(elektroforéza Biometra (Biotech, Praha), 120 V) a po obarveni ethidium bromidem
vizualizovany pod UV lampou (transilumindtor Ultra-Lum, Carson, USA). Byl pofizen

digitalizovany zdznam vysledki.

Vsechny reakce byly provadény v duplikatech. Spolecné se vzorky byla v kazdé¢ MSP
reakci amplifikovana také pozitivni kontrola (in vitro metylovand DNA), negativni kontrola
(sm&€sna DNA ziskana z periferni krve 30 zdravych darci) a voda. Citlivost MSP byla
stanovena pomoci fedici fady a byla 1x10™ pro DLC1, p16 a SHP1, a 1x10™ pro p15.

3.7. PCR v realném case (MethyLight)

Metoda PCR vredlném cCase byla pouzita pro kvantitativni stanoveni metylované
DNA. Kazdy vzorek (bisulfitem modifikovand DNA) byl amplifikovan ve dvou reakcich:
v prvni reakci byly primery 1 sonda specifické pro metylovanou a bisulfitem oSetienou

sekvenci DNA, druhd reakce byla kontrolni — méfila celkové mnoZzstvi bisulfitem
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konvertované DNA. Tato reakce neni metylacné specifickd (sonda ani primery neobsahuji

ve své sekvenci zadné CpQG), ale je specifickd pro bisulfitem konvertovanou DNA [260].

Reakce probihala ve 20 pl za pfitomnosti 2 pl modifikované DNA, komeréné
doddvaného master mixu (EpiTect MethyLight PCR Kit, Qiagen, Bio-Consult, Praha),
0,4 uM kazdého primeru (Sigma Aldrich, Praha) a 0,4 uM sondy (Sigma Aldrich, Praha)
v termocykleru Stratagene Mx3000p (Stratagene, Chemos CZ, Praha). Sekvence primert a
sondy pro DLC1 (sekvence navrzeny v Sigma Aldrich, Praha) a ACTB [267] (kontrolni gen)
jsou uvedeny v tab. 4. Sondy byly dudlné¢ znaceny fluorochromy FAM-BHQI. Reakéni
podminky byly nésledujici: denaturace 5 min pti 95 °C, nasledovalo 45 cykli 15 s pii 95 °C,
60 s pii 60 °C. VSechny reakce byly provedeny v duplikatech.

Relativni zmény v mife metylace konsekutivnich vzorkid byly vyhodnoceny pomoci

softwaru Stratagene Mx3000p (Stratagene, Chemos CZ, Praha).

3.8. Priprava pozitivni kontroly - in vitro metylace DNA

In vitro metylovand DNA byla pfipravena inkubaci smésné DNA izolované z periferni
krve 30 zdravych darci se SssI metylazou (New England Biolabs, Biotech, Praha)
v pfitomnosti S-adenosylmethioninu (SAM), ktery slouzi jako donor metylové skupiny.
Inkubace probihala dle instrukci vyrobce Sssl metylazy. Smésnd DNA od zdravych darci
byla kvtli zajiSténi co nejvetsiho stupné metylace podrobena opakovanym cyklim (celkem 3

cykly) in vitro metylace.

Pro reakce MethyLight byla pouzivana komeréné dostupna 100 % metylovana DNA
(Qiagen, Bio Consult, Praha).

3.9. Analyza mutacniho stavu IgVH

Analyza muta¢niho stavu IgVH byla provedena v UHKT (Praha 2) podle publikované
metodiky [76]. Vysledky byly poskytnuty MUDr. J.Schwarzem z uvedené laboratofte.
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Mononuklearni buiiky izolované pomoci Ficoll-Paq byly lyzovany a RNA byla
extrahovana pomoci Cinidla TriZol (Invitrogen, KRD, Praha). RNA byla transkribovéana do
cDNA pomoci Superscript 1I (Invitrogen, KRD, Praha) a slouzila pak jako templat pro 6
separatnich PCR reakci (v reakcich byla pouzivana AmpliTaq Gold polymeraza, Applied
Biosystems, Praha), které slouZzily k detekci klonalni proliferace v 7 rodinach IgVH gent.
Amplifikace probihala metodou ,,touch down* RT-PCR s pouzitim degenerovanych primerd.
Produkty této reakce byly purifikovany a sekvenovany pomoci Big Dye Terminator kit v. 3
and ABI Prism 310 Genetic Analyzer (oboji od Applied Biosystems). Sekvence IgVH genil
byly srovnany s konfiguraci jejich zarodecné linie pomoci BLAST program

(www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/). Pro rozliSeni mutovanych a nemutovanych gent byla

pouzivéana hodnota cut-off 2 %.

3.10. Detekce cytogenetickych aberaci

Detekce cytogenetickych aberaci byla provedena v Centru nadorové cytogenetiky
VEN (Praha 2) podle publikovanych postupt [268]. Vysledky byly poskytnuty MUDr. A.

Berkovou z uvedeného centra.

Cytogenetické a molekuldrné cytogenetické vySetieni bylo provedeno ze vzorki kostni
diené nebo periferni krve. Vzorky kostni diené byly zpracovany podle standardnich
cytogenetickych postuplt po 24 hodinové kultivaci v médiu RPMI 1640 s ptidavkem 10 %
fetalniho teleciho séra bez pouziti mitogenu (kolcemid, hypotonie — 0.075M KClI, fixace —
metanol : kyselina octova 3:1). Vzorky periferni krve byly zpracovany bez kultivace.
Metodou interfazni fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) za pouziti kombinace
jednotlivych komeréné dodavanych DNA sond (CEP12, LSI D13S319/LSI 13q34, LSI p53,
LSI ATM; Abbott Molecular, Abbott Laboratories, Praha) byla analyzovéana ptitomnost
trisomie 12, delece chromosomové oblasti 13q14.3 a delece gent TP53 a ATM.

3.11. Prutokova cytometrie — analyza exprese ZAP-70 a CD38
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Detekce antigenit ZAP-70 a CD38 byla provedena v Laboratofi pritokové cytometrie
VEN (Praha 2) podle publikovanych metodik [25,269]. Vysledky byly poskytnuty MUDr. J.

Karbanem z uvedeného centra.

Periferni mononukledrni bunky byly znaceny pfisluSnou kombinaci monoklonalnich
protilatek s navazanymi fluorochromy: protilatkami proti CD19, CD3 a ZAP-70 v pfipadé
analyzy exprese ZAP-70 a protilatkami proti CD5, CD19 a CD38 v pfipad¢ analyzy exprese
CD38. Vzorky byly nasledn¢ promyty a analyzovany pomoci FACSCalibur flow cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) a CELLQues‘[TM software, version 3.3 (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). Hodnota cut-off pro expresi CD38 byla alespont 30 %
pozitivnich B bunék, cut-off pro expresi ZAP-70 byla alespoii 20 % pozitivnich B bungk.

3.12. Statisticka analyza

Spearmantv p test [270] byl pouzit k analyze korelace mezi metylaci jednotlivych
gent C¢i jejich kombinaci a klinicko-patologickymi charakteristikami pacientli (klinické
stadium dle Raie, v€k, pohlavi, exprese CD38) u pacientl ze Souboru 1. Chi-kvadrat test byl
pouzit k analyze statistické souvislosti mezi metylaci jednotlivych gent ¢i jejich kombinaci a
klinicko-patologickymi charakteristikami pacienti (klinické stadium dle Raie, v€k, pohlavi,
exprese CD38, exprese ZAP-70, mutacni stav IgVH, cytogenetické aberace: delece 17p,
delece 13q, trisomie 12, delece 11q) u pacientli ze Souboru 2. Doba celkového preziti (overall
survival, OS) byla analyzovana Kaplanovou - Meierovou regresni metodou a statistické
signifikance vyhodnoceny pomoci testu Mantela — Haenschelové. Mann-Whitneylv test (o
dvoustranné alternativé) non-parametrickych dat byl pouzit k vyhodnoceni statistické
vyznamnosti rozdilu v délce molekularnich remisi u nasledujicich tfi skupin pacientii: pacienti
transplantovani vs netransplantovani, pacienti MRD pozitivni vs MRD negativni v dob¢
autologni transplantace, pacienti transplantovani kontaminovanymi progenitorovymi butikami

vs pacienti transplantovani nekontaminovanymi progenitorovymi bunikami.
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Vsechny analyzy byly provedeny v intervalu spolehlivosti 95% (pokud neni v textu

uvedeno jinak), hodnoty p byly uréeny pomoci softwaru GraphPad Prism version 3.03

software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Tab. 3 Sekvence pouzitych primeri pro kvalitativni PCR.

Teplota

nasedani,
Gen Pfedni primer Reverzni primer °C
pl5-M GCGTTCGTATTTTGCGGTT CGTACAATAACCGAACGACCGA 60
pl15-U TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT CCATACAATAACCAAACAACCAA 60
pl6-M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 65
pl6-U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 60
SHP1-M GAACGTTATTATAGTATAGCGTTC TCACGCATACGAACCCAAACG 60
SHP1-U GTG AAT GTT ATT ATA GTA TAG TGT TTG G TTC ACA CAT ACA AAC CCA AAC AAT 59
DLC1-M TTT AAA GAT CGA AAC GAG GGA GCG CCC AAC GAA AAA ACC CGACTA ACG 55
DLCI1-U TTT TTT AAA GAT TGA AAT GAG GGA GTG AAA CCC AACAAA AAA ACC CAA CTA ACA 58
lamin-M TTA TTA GAG TTT TTG TTT CGG CGT C CGC CGA CCG ACT AACTCT CG 60
lamin-U AGGATT TAT TAG AGT TTT TGT TTT GGT GTT | CAA AAT ACA CCA ACC AAC TAA CTC TCA 60
Oblast CDR3 ACC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT ACA CGG CC/TG/C TGT ATT ACT GT 58

Ras

AGA CGT GCC TGT TGG ACA TC

CGC ATG TAC TGG TCC CGCAT

58

M-metylovana sekvence, U-nemetylovana sekvence
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TAB. 4 Sekvence primeri a sond pro MethyLight

Gen Sekvence
DLCI1-F CAA AAC ATA ACC ACA CCT CTC CAC
DLCI1-R TTT TCG TTA CGG TTT TAG AAA GAA AGCG
DLC1-sonda AAA CGC CGA CTC ACG AAC TTC TCG CCC AAC TCC
ACTB-F TGG TAG TGA GAG TTT TAA AGA TAG TTC GA
ACTB-R AACCAA TAA AACCTA CTC CTCCCT TAA
ACTB-sonda ACC ACC ACC CAA CAC ACA ATA ACA AACACA

F-ptedni, R-reverzni

4. VYSLEDKY
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4.1. Molekularni monitoring efektu 1écby FCR a FCR+ASCT uzitim

komparativni PCR a ,,consensus*“ PCR

Bylo sledovano celkem 29 pacientli 1écenych ¢tyimi cykly imunochemoterapeutické
kombinace fludarabin, cyklofosfamid a rituximab (FCR) (Soubor 1 — viz Metody). Kompletni
hematologickd remise byla navozena u 14 pacienti (48,3 %), 10 pacientd (34,5 %)
v kompletni remisi (CR) dosdhlo i remise molekulérni. Jedenact pacient (37,9 %) dosahlo
parcidlni hematologické remise a molekuldrni regrese (dle vysledki komparativni PCR), 4

pacienti byli po 1é¢b¢€ v nodularni parcialni remisi a zaroven v molekularni regresi (tab. 5).

Sestnact pacientl, z nichz 7 bylo v parcialni remisi, 4 byli v kompletni hematologické
remisi a molekuldrni regresi, 4 byli v kompletni remisi hematologické 1 molekularni a 1
pacient byl vnodularni parcidlni remisi, nasledné podstoupilo autologni transplantaci
(autologous stem cell transplantation, ASCT), kterd navodila molekulérni remisi u 12 z nich
(75 %), a to vcCetné CcCtyf pacientd, jejichz kostni dien byla PCR negativni jiz

po imunochemoterapii.

Ctyfi pacienti podstoupivii ASCT byli v dobé transplantace v molekularni remisi,
u dvanécti byla pied transplantaci detekovana rezidualni choroba v kostni dfeni. Pacienti,
jejichz kostni dfent byla v dobé transplantace PCR negativni, dosdhli statisticky vyznamné
delsi molekularni remise nez pacienti, ktefi méli prfed transplantaci v kostni dfeni

detekovatelné leukemické bunky (56 mésict vs 16,1 mésici, p = 0,009) (obr. 5).

Z dvanacti dostupnych vzorkt perifernich kmenovych bunék (peripheral blood stem
cells, PBSC) bylo 7 PCR-pozitivnich a 5 PCR-negativnich (tab. 6). Ze 7 pacient
transplantovanych PCR-pozitivnimi PBSC dosahlo po ASCT 6 pacientii molekularni remise.
Z t&chto pacientd 5 nasledné zrelabovalo (primérna délka remise 26,4 mésicl, rozpéti 8-37
meésicll), o jednom pacientovi nejsou po 74 mésicich v remisi dostupné informace o aktualnim
stavu. VSech 5 pacienti transplantovanych PCR-negativnimi PBSC bylo po ASCT
v molekularni remisi. Z téchto 5 pacienti 4 nasledné zrelabovali (primérnd délka remise 24
meésicl, rozpéti 21-29 meésicli), 1 pacient je stdle v remisi (84 mesicll). Rozdil délky
molekularni remise u téchto dvou skupin pacienti (PBSC PCR-pozitivni vs PBSC PCR-
negativni) nebyl statisticky vyznamny (p = 0,935).
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Ve skupiné 13 pacientt, ktefi nepodstoupili ASCT, dosahlo molekuldrni remise po
1é€bé FCR 6 pacientli (tab. 7). U 4 z téchto 6 pacienti byl pozdé€ji detekovan molekularni
relaps, o 1 pacientovi nejsou dostupné aktudlni informace a 1 pacientka je stale (jiz 94. mésic)
v molekularni remisi. Primérnd délka molekularni remise byla v této skupiné pacienti 14,6

mésici (rozpéti 6 — 94 mésicth).

Primérna délka molekularni remise ve skupiné transplantovanych pacientt byla 26,1
mésicl (rozpéti 8-84 mésicl) a je delSi neZ primérnd délka molekuldrni remise u pacientd,
ktefi nepodstoupili ASCT (p = 0,086), nicmén¢ vzhledem k velmi rozptylenym hodnotdm na

hladin€ vyznamnosti jen 0,1.

Tab. 5 Lécebna odpovéd’ na FCR (Soubor 1, n = 29).

Klinicka odpovéd’ Molekularni odpoved’
chet 0 o, chet o o,
pacientu pacientu
CR 14 433 | Molekuldmi 10 34,5
remise
PR 11 379 | Molekulami 19 65,5
regrese
nPR 4 13,8

CR, kompletni remise; PR, parcialni remise; nPR, nodularni parcialni remise
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Obr. 5 Porovnani délky dosaZené molekularni remise u pacientii po ASCT v zavislosti
na pritomnosti molekularni remise pied ASCT. Pacienti, kterym byly v kostni dieni pred
transplantaci detekovany leukemické buiiky, dosahli po ASCT statisticky vyznamné kratsi
molekularni remise ve srovnani s pacienty, u nichZz pfed transplantaci nebyl maligni klon

v kostni dfeni zachycen metodou ,,consensus* PCR.
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Tab. 6 Piehled dosazenych molekularnich remisi a regresi u pacientt lé¢enych FCR +

ASCT.
PCR status Aktualni stav
Pacient | P° po molekularni mésice od
FCR | PBSC+/- | ASCT | remise (mésice) mésice od dg ASCT
1 + + - 8 zemfela (132) 61
2 + NA - 31 zemiel (95) 86
3 + - - 21 Zije (96) 90
4 + + - 24 zemiel (106) 79
5 + + - 29 zemiela (86) 79
6 + - - 24 Zije (133) 96
7 + NA + 0 zemfel (33) 25
8 + NA + 0 zemfel (72) 64
9 + + - 34 Zije (86) 72
10 + + + 0 Zije (79) 71
11 + NA - 0 zemiel (75) 54
12 - - - 84 Zije (180) 84
13 - - - 22 Zije (203) 80
14 - + - 74 ztracen ze sledovani 60
15 - + - 37 zemiel (103) 80
16 - - - 29 zemiela (53) 47

Tab. 7 Piehled dosazenych molekularnich remisi a regresi u pacientt po 1é¢bé FCR.

Pacient | PCR status po FCR | Molekuldrni remise (mésice) Aktualni stav
17 - 18 zije (107 mésict od dg)
18 - 6 zemiel (48 mésict od dg)
19 + 0 zemiel (62 mésict od dg)
20 + 0 zemiel (133 mésict od dg)
21 + 0 zemiel (10 mé&sict od dg)
22 + 0 zije (232 mésicti od dg)
23 - 94 stale v remisi (127 mésict od dg)
24 + 0 zemiela (19 mésicli od dg)
25 + 0 zemiel (117 mésict od dg)
26 - 24 ztracen ze sledovani
27 - 39 zije (67 mesict od dg)
28 - 9 zemiel (93 mésict od dg)
29 + 0 zemiel (24 mésict od dg)
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4.2. Analyza metylace vybranych tumor-supresorovych geni

4.2.1. Optimalizace metodiky

K detekci metylace DNA byla zavedena a optimalizovana metylacné specificka
polymerazova tetézova reakce (MSP). Prvnim krokem MSP je tzv. bisulfitova modifikace
DNA. Byly pouzity tfi zpisoby modifikace DNA: klasickd metoda [249] a dva komer¢ni kity
(EZ-DNA Methylation Kit od Zymo Research a EpiTect Bisulfite Kit od Qiagen). Vzhledem
k tomu, ze EpiTect Bisulfite Kit byl z téchto tfi zpiisobli modifikace DNA jediny, kterym se

podatilo modifikovat vSechny testované vzorky, byl nasledné pouzivan ve vSech analyzach.

Druhym krokem MSP je vlastni polymerdzova ftetézova reakce (PCR). Byly
porovnany dva ptistupy amplifikace, a to klasicka PCR a tzv. touch-down PCR, kdy anela¢ni
teplota v prvnim cyklu byla vyssi, nez je teplota optimalni, a sniZovala se kazdy druhy cyklus
o 1°C az po dosaZeni urcité teploty, pfi niz probihaly zbyl¢ amplifikaéni cykly. Vysledky

obou amplifika¢nich ptistupt byly stejné, v analyzach byla pouzivana konven¢ni PCR.

4.2.2. Frekvence metylace vybranych gena

Metyla¢ni profil genti p15, pl16, SHP1, DLCI1 a lamin A/C byl analyzovan metyla¢né
specifickou PCR u 29 vzorki kostni diené odebrané stejnému poctu CLL pacientli (Soubor 1
— viz Metody) pfi stanoveni diagndzy. Spolecné se vzorky pacientli byla analyzovéna také
smésnd DNA ziskana z periferni krve od 30 zdravych darct. U této kontrolni DNA nebyla

detekovana metylace zadného ze zkoumanych gent.

Cetnost metylace jednotlivych genti byla velmi variabilni. Metylace alespoii jednoho
genu byla detekovéna u 28 z 29 vzorkl (96,6 %), maximalné byly detekovany Ctyfi soucasné
metylované geny. U 4 vzorkl byla detekovana metylace 1 genu, u 6 metylace 2 gent, u 15
metylace 3 genil a u 3 vzorkli byla detekovana metylace 4 gend. Nejcastéji metylovanym
genem byl DLC1 (89,7 % vzorkll) (obr. 6), zatimco SHP1 byl metylovan u 69 %, pl5
u 62,1 % a pl6 u 31 % vzorkd. Metylace laminu A/C nebyla detekovdna u zadného z

analyzovanych vzorkd.
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4.2.3. Korelace vysledkd metyla¢ni analyzy a klinicko-patologickych charakteristik pacientd

Byly porovnany zjisténé molekularni a klinicko-patologické charakteristiky CLL
pacientll. Byla nalezena korelace mezi metylaci geniit DLCI1, ktery byl metylovan u 26/29
(89,7 %) pacientil, a pl5, ktery byl metylovan u 18/29 (62,1 %) pacienti (p = 0,0182).
Statistickd analyza prokdzala také korelaci mezi stddiem choroby dle Raie pii stanoveni

diagno6zy a soucasnou metylaci dvou a vice gent.

Spearmanovym p testem bylo analyzovano, zda metylace nckterého z testovanych
gend ¢i jejich riznych kombinaci mize korelovat s klinickym stddiem choroby, v némz se
pacient nachazi. Bylo zjisténo, Ze mira korelace s klinickym stadiem dle Raie je nejvyssi pii
soucasné metylaci alespont dvou genti. V ptipad¢ paralelni metylace dvou genii byla nejvyssi
mira korelace s klinickym stadiem nalezena u dvojice SHP1 a pl15 (p = 0,0445), v ptipadé
soubézné metylace tii genl byla z hlediska reflexe stddia onemocnéni dle Raie optimalni
kombinace SHP1, pl5 a pl6 (p = 0,0165). Navic, kdyz byli pacienti rozdéleni podle
klinického stadia jen do dvou skupin, a to pacienti ve stadiu Rai 0-I v jedné skupiné a pacienti
ve stddiu Rai II-IV ve druhé skupiné, byla pozorovana jeste¢ siln€j$i korelace mezi
dichotomizovanym klinickym stddiem a dvojici genit SHP1 a p15 (p = 0,0153) a trojici gent
SHPI1, pl5 a pl6é (p = 0,0015) (tabulka 8). Nejsilngjsi korelace byla nalezena mezi
dichotomizovanym klinickym stadiem dle Raie a paralelni metylaci alesponl tfi genti
(p = 0,0004), tzn., Ze pacienti ve vysSim klinickém stadiu meéli vétSinou vétsi poCet soucasné

metylovanych genti (obr. 7).

Naopak nebyla nalezena zadna souvislost mezi aberantni metylaci analyzovanych
gend a dal§imi zkoumanymi klinicko-patologickymi aspekty pacientli v dobé diagndzy, jako
je vek, pohlavi a exprese CD38. Rovnéz u téchto pacientll nebyla nalezena souvislost mezi

metylaci testovanych genti a dobou celkového preziti (neni ukdzano).
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Tab. 8 Statisticka vyznamnost korelace mezi dichotomizovanym klinickym stadiem dle

Raie (Rai 0, I vs Rai II-1V) a po¢tem metylovanych geni. r- Spearmaniv koeficient.

Statisticka vyznamnost Spermanova
Metylovany gen korelac¢niho koeficientu
(kombinace genii)
r hodnota p

SHP1 (n=20) 0,350 0,0629
DLCI1 (n=26) 0,328 0,0822
pl5 (n=18) 0,329 0,0818
pl6 (n=9) 0,247 0,1967
SHP1+DLC1 (n=19) 0,424 0,0217
SHP1+pl15 (n=13) 0,446 0,0153
SHP1+pl6 (n=5) 0,429 0,0202
DLCl1+pl5 (n=18) 0,364 0,0519
DLCl+pl6 (n=28) 0,385 0,0392
pl5+pl6 (n=5) 0,439 0,0172
SHP1+DLC1+pl5 (n=13) 0,464 0,0113
SHP1+DLC1+pl6 (n = 6) 0,500 0,0058
SHP1+p15+pl6 (n=3) 0,563 0,0015
DLCl+pl5+pl6 (n=15) 0,479 0,0086
SHP1+DLC1+p15+p16 (n = 18) 0,568 0,0013
Alespon 3 geny 0,613 0,0004
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Obr. 6 Metylace genu DLC1. 1 - pozitivni vzorek, 2- negativni kontrola (smésna DNA od

zdravych darcti), 3 — DNA marker pUC18 Hae III, 4 - voda, 5 - pozitivni kontrola (in vitro
metylovand DNA).

p =0,0004

Emax. 2 geny

Pocet pacientii

B min. 3 geny

Rai 0.1 Rar IT, IIL, IV

Klinické stadium

Obr. 7 Korelace mezi dichotomizovanym stiadiem nemoci dle Raie p¥i diagnoze

a poftem metylovanych genii v Souboru 1.
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4.2.4. Ovéreni vysledkd metylaéni analyzy na vétSim souboru pacientd

Vzhledem k tomu, Ze analyza metylace vybranych tumor-supresorovych genti byla
provedena na malém souboru pacienti, byl vytvoien novy soubor o 82 pacientech, na némz
byly tyto vysledky ovéieny (Soubor 2 — viz Metody). Soubor 2 byl vybran tak, aby byli pokud
mozno rovnomérné zastoupeni pacienti s mutovanym i nemutovanym IgVH a pacienti
v riznych stadiich nemoci. Kromé muta¢niho stavu (Laboratoi PCR diagnostiky leukémii,
UHKT) byly u téchto pacientll zji§tény i cytogenetické odchylky (Centrum nadorové
cytogenetiky, VFN) a exprese CD38 a ZAP-70 (Laboratotf pratokové cytometrie, VFN)
(podrobné viz Metody). Nasledné byla provedena statistickd analyza s cilem zjistit ptipadnou
souvislost mezi vySe zminénymi prognostickymi faktory a metylaci jednotlivych geni ¢i

jejich kombinaci a s cilem ovéfit pfedchozi vysledky.

Cetnost metylace jednotlivych genii byla v tomto souboru pacientii velmi podobna
frekvenci metylace téchto gent v ptivodni skupiné pacientl. Metylace alespon jednoho genu
byla detekovana u 79 (96,3 %) pacienti. DLC1 byl metylovan u 74 (90,2 %) pacienti, SHP1
u 57 (69,5 %), pl5 u 44 (53,7 %) a pl6 u 30 (36,6 %) pacientii. Vzhledem k tomu, ze
v ptivodnim souboru pacientll nebyla metylace laminu A/C detekovéna ani u jednoho vzorku,

nebyl tento gen v Souboru 2 jiz analyzovan.

Vysledky metylacni analyzy byly ovéfeny chi-kvadrat testem, ktery potvrdil statisticky
vyznamnou souvislost mezi vy$Sim klinickym stddiem nemoci a vétSim poctem soucasné
metylovanych gent (p = 0,001, CI 99 %) (obr. 8). Krom¢ toho byla zjiSténa statisticky
vyznamna souvislost mezi metylaci genu SHP1 a vy$§im stddiem choroby (p = 0,005,
CI1 99 %), stejné tak mezi metylaci genu p15 a vysSim stadiem choroby (p = 0,004, CI 99 %).
Statisticky vyznamna souvislost byla nalezena 1 mezi metylaci genu p16 a ptitomnosti delece

13q (p = 0,045) a mezi metylaci tohoto genu a ptitomnosti delece 17p (p = 0,029).
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Obr. 8 Souvislost mezi dichotomizovanym klinickym staddiem CLL dle Raie v dobé
diagndzy a poctem soucasné metylovanych genii v souboru 82 pacientii (Soubor 2 — viz

Metody).

4.2.5. Analyza doby preziti

Pro jednotlivé analyzované geny, celkovy pocet souCasné¢ metylovanych gent,
dichotomizované klinické stddium choroby v dobé diagnézy, pohlavi a jednotlivé
prognostické faktory byly zpracovany Kaplanovy-Meierovy kiivky pteziti (tabulka 9). Do této
analyzy byli zavzati 1 pacienti z ptivodniho souboru (Soubor 1 + Soubor 2, celkem 111
pacientl). Nebyl nalezen rozdil v délce celkového preziti u muzi/Zen, ani u pacientl
v niz8§im/vys§im stadiu CLL, ani u pacientl s metylovanym/nemetylovanym SHP1, p15 (obr.
9), pl6, ani u pacientd s niz§im/vyssim poctem soucasn¢ metylovanych genti. Rozdil v délce
pieziti nebyl zjiStén ani u pacientti, u nichz byla/nebyla zjisténa ptitomnost rizikovych faktor

delece 11q a exprese ZAP-70. Statisticky vyznamné kratsi doba celkového pieziti (overall
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survival, OS) byla zjiS§téna u pacientd s nemutovanym IgVH, s deleci 17p (p = 0,0023)
a se zvySenou expresi CD38 (p = 0,0192). Median OS byl u IgVH nemutovanych pacienti
(n = 59) byl 106 mésicti, u pacientd s mutovanym IgVH (n = 42) nebyl median OS dosazen
(p = 0,0118). Median OS pacientil s deleci 17p (n = 14) byl 54 mésicti, median OS pacientil
bez delece 17p (n = 87) byl 132 mésict (p = 0,0023). Medidn OS pacientd s vysokou expresi
(hodnocenou jako pozitivitou) CD38 (n = 54) byl 103 mésici, median OS pacientii s nizkou

expresi CD38 (n =42) nebyl dosazen (p = 0,0192).

Vzhledem k tomu, ze metylace genu DLC1 byla detekovana u naprosté vétSiny

pacientll, nebyla pro tento gen analyzovana kiivka pieziti.

133 — nemetylovany p15

. 90 4 — metylovany p15
E’ % | p=0,2166
2 604
s 0
U I 1
o g | n=62
L 20 | _

10 - n=49

0 . : : ~ ,

0 50 100 150 200 250

Meésic

Obr. 9 Celkové preziti (OS) v zavislosti na metylaci p15. Nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil v celkové dobé preziti pacientli s metylovanym/nemetylovanym p15

(p=0,2166).
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Tab. 9 Prehled vysledku celkového preZiti pro jednotlivé molekularni a klinicko-

patologické charakteristiky.

Analyzovany znak Median celkového pieziti (mésice) Hodnota p
Pohlavi M (=72 F (n=39)
106 132 0,8015
Rai 0,I (n=54) II-IV (n=57)
133 93 0,062
Delece 11q neg (n= 77) POz (n=23)
133 93 0,3044
Trisomie 12 neg (n=90) poz (n=11)
117 90 0,9941
Delece 17p neg (n=_87) poz (n=14)
132 54 0,0023
Delece 13q neg (n=43) POz (n=58)
93 132 0,4947
Mutaéni stav [gVH U (n=59) M (n=42)
106 nedosazen 0,0118
CD38 neg (n=42) POz (n=54)
nedosazen 103 0,0192
ZAP-70 neg (n=41) poz (n=33)
nedosazen 132 0,7273
pocet metyl. gentl 0-2 (n=60) 3-4 n=51)
132 106 0,2471
metylace pl15 neg (n=49) POz (n=62)
133 106 0,2166
metylace SHP1 neg (n=34) poz (n=77)
132 106 0,2383
metylace p16 neg (n=72) POz (n=39)
187 106 0,7721

(U-nemutovany IgVH, M-mutovany IgVH, neg-negativni, poz-pozitivni, M-muz,

F- Zena). Tu¢nym pismem statisticky signifikantni vysledky.
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4.2.6. Analyvza metylace DNA jako potencidlniho markeru pro detekci MRD — srovnani

s ,,consensus‘ PCR

Zmény v metylaci jednotlivych genli v souvislosti s vyvojem choroby byly
analyzovany u vSech 29 pacientii (Soubor 1 — viz Metody). K analyze byly pouzity vzorky
kostni dfené ziskané v dob& diagndzy, po lécbé FCR, pfip. po transplantaci a pfii
molekularnim relapsu choroby. Vzorky byly analyzovany metylacné specifickou PCR
a vysledky byly srovnany s vysledky ziskanymi zamplifikace CDR3 oblasti pomoci
,consensus primert. Srovnani pro kazdy gen bylo provedeno pouze u konsekutivnich vzorkt
od téch pacientd, jejichZ vzorek ziskany v dobé diagnozy byl pro dany gen metylovan, tento

diagnosticky vzorek nebyl do analyzy zapocitan.

SHP1

Srovnani vysledkii obou metod bylo provedeno u 41 vzorkii od 20 pacientli. Shodnost
vysledkit MSP a ,,consensus® PCR byla prokdzana u 24 konsekutivnich vzorki (58,5 %)
(tab. 10), z toho ve 22 ptipadech Slo o shodnou pozitivitu vysledkt. U 17 vzorkl (41,5 %) byl
detekovan pozitivni metylacni signal a sou¢asné¢ CDR3 negativita, u zadného pacienta nebyla

detekovana CDR3 pozitivita a zaroven negativni vysledek MSP (tab. 11).

U Ctyt pacientl nebyla detekovana metylace SHP1 v Zadném z konsekutivnich vzorki.
U jednoho pacienta byla metylace SHP1 prvné detekovana az pti molekuldrnim relapsu CLL,
zatimco pfedchozi vzorky (diagnosticky vzorek i vzorky po FCR a po transplantaci) byly
MSP negativni. U Ctyf pacientll nebyla metylace SHP1 detekovéana piti diagnoze, ale az

ve vSech néslednych vzorcich.

DLCI

Srovnani vysledkit obou metod bylo provedeno u 53 vzorkli od 26 pacientd. U 37
vzorktll (69,8 %) byl zaznamenan shodny vysledek MSP a ,,consensus® PCR (28 ve smyslu
pozitivity a 9 v negativnim smyslu), 12 vzorkl (22,6 %) bylo MSP pozitivnich, ale CDR3
negativnich a 4 vzorky (7,6 %) byly MSP negativni a CDR3 pozitivni (tab. 10, 11).

U tfi pacientl nebyla detekovana metylace DLC1 v Zadném z konsekutivnich vzork.
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plé

Srovnani vysledkii obou metod bylo provedeno u 20 vzorkd od 9 pacienti. MSP
poskytla shodné vysledky s ,,consensus® PCR u 14 vzorkl (70 %) (z toho v 6 piipadech §lo o
shodnou pozitivitu vysledki), 1 vzorek (5 %) byl MSP pozitivni a CDR3 negativni a 5 vzorki
(25 %) bylo MSP negativni a CDR3 pozitivni (tab. 10, 11).

U 20 pacientl nebyla detekovana metylace p16 u Zadného z konsekutivnich vzorkd.

pl5

Srovnani vysledkii obou metod bylo provedeno u 36 vzorku od 18 pacientt. U 22
vzorkl (61,1 %) byly vysledky MSP a ,,consensus* PCR shodné (z toho v 18 ptipadech §lo o
shodnost pozitivnich vysledkit), 10 vzorki (27,8 %) bylo MSP pozitivnich a CDR3
negativnich a 4 vzorky (11,1 %) byly MSP negativni a CDR3 pozitivni (tab.10, 11).

U 10 pacientl nebyla detekovana metylace p15 v Zddném z konsekutivnich vzorkt. U
jednoho pacienta nebyla metylace p15 detekovana pti diagndze, ani po FCR a transplantaci,

ale prvné az pii molekularnim relapsu.

Tab. 10 Prehled shody mezi ,,consensus* PCR a MSP pro jednotlivé analyzované geny.

Gen Shodné vysledky ,,consensus“ | ,,consensus“ PCR+, | ,,consensus“ PCR -,
PCR a MSP (%) MSP - (%) MSP + (%)
SHP1 58,5 0 41,5
DLC1 69,8 7,6 22,6
pl6 70 25 5
pl15 61,1 11,1 27,8
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Tab. 11 Pocet vzorki, u nichZ byla detekovana pozitivita/negativita MSP jednotlivych

genu a pozitivita/negativita ,,consensus“ PCR.

SHP1+|SHP1- | DLC1+|DLCI1-| p16+ | p16- | p15+ | pl5-
CDR3+| 22 0 28 4 6 5 18 4

CDR3- 17 2 12 9 1 8 10 4

4.2.7. Kvantitativni MSP — MethyLight — pro gen DLC1

Vzhledem k pomérné vysokému procentu shody mezi MSP a ,,consensus® PCR pfi
analyze konsekutivnich vzorkii CLL pacienti byla nasledn¢ studovana moznost vyuziti
metylace DNA jako markeru vhodného ke kvantitativni detekci zmén mnozstvi leukemickych
bun¢k. Za timto Ui¢elem byla zavedena kvantitativni verze MSP, tzv. MethyLight. Na zaklad¢
dat ziskanych kvalitativni metylacni analyzou byl ke kvantifikaci vybran gen DLCI1, jehoz

metylace byla detekovana u naprosté vétSiny (90 %) pacientii s CLL.

K identifikaci detekéniho limitu této metody byla exponencialné natedéna komeréné
dodavana 100 % metylovana DNA, a to az do fedéni 10™. Citlivost metody byla stanovena

jako 107 (obrazek 10).

Kvantitativni zmény v metylaci DLC1 genu v zavislosti na vyvoji CLL byly
analyzovany u 87 vzorkd od 23 pacientd. Hladina metylace pro kazdého pacienta byla
stanovena jako 1 pro primarni diagnosticky vzorek. Zmény v mife DNA metylace byly
u kazdého pacienta analyzovany u stejnych typi vzorkli (po FCR, po ASCT, pfi
molekularnim relapsu) jako v pfipad¢ kvalitativni MSP a navic jeSté u vzorkli odebranych

v dobé klinické progrese.

Krom¢ jednoho pacienta, u né¢hoz zlstala hladina metylace DLC1 genu po FCR stejna,

doslo u vsech analyzovanych pacienti po 1écbé FCR k poklesu metylace DLC1. U 9 ze 12
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vzork, u nichz byl detekovéan uzitim ,,consensus* PCR molekularni relaps onemocnéni, doslo
k jednoznacnému nartstu metylace DLC1, u dalSich 8 z8 vzorkli ve shodé s klinickou
progresi nemoci doslo k dalsimu zvySeni miry metylace DLC1. U 3 ze 12 vzorkl vSak nebyl

pozorovan naruist metylace pii molekuldrnim relapsu detekovaném pomoci ,,consensus® PCR.

Fluorescence (dR)

T4 6 & 0 12 14 16 18 0 2@ 24 26 28 30 32 34 3 ¥ 4 42 44 46 48 4D

Poiet cykll

Obr. 10 Detekce citlivosti MethyLight (Fedici fada pro gen DLC1).
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4.2.8. Kazuistiky

Pacientka 1

U 52 leté pacientky byla v roce 1996 diagnostikovana CLL v klinickém stadiu I dle
Raie. Pacientka byla az do konce roku 2000 bez 1¢cby, poté doslo k vzestupu leukocytii az na
hodnotu 180x10%/1, objevila se periferni adenomegalie s hepatosplenomegalii, vy$§i hladina
2-mikroglobulinu a laktatdehydrogendzy, zdvojovaci cas lymfocyta byl 6 mésict. Pacientka
byla indikovéna k 1é¢bé chlorambucilem (2 cykly, 10 mg/den) a dosahla parcidlni remise.
Doslo k dlouhodobému poklesu leukocyti. V srpnu 2001 doslo k progresi onemocnéni do
klinického stadia III dle Raie, soucasné byly pfitomny B symptomy a rizikové faktory
(nemutovany IgVH gen a pozitivita CD38), proto byla pacientka indikovana k terapii FCR, na
podzim 2001 probehly celkem 4 cykly. Vysledek 1écby byl zhodnocen jako parcialni remise.
6.5.2002 pacientka podstoupila autologni transplantaci po piedchozi mobilizacni 1écbé
R-ESAP a vysokodavkové chemoterapii BEAM. Restaging 100 dni (zati 2002) po ASCT
potvrdil kompletni remisi, véetné remise molekuldrni. Rok po transplantaci byl metodami
PCR a pratokovou cytometrii opét zjistén klon lymfocyt v kostni dieni. Restaging po dvou

letech od transplantace ukéazal progresi infiltrace kostni diené (obr. 11).

66



14
molekularni
53 CLB ASCT relaps

e | | Pl

1

08 k /

06 + \ / =~ — komparativni PCR
' / —— MethyLight

FACS

\

0.4

Relativni potet malignich bunék

/
b
\

a2

X
Q

1.10.2002

1.10.2000
1.12.2000

1.2.2001
1.4.2001
1.6.2001 |
1.8.2001 |
1.10.2001 |
1.12.2001

1.2.2002

1.4.2002

1.6.2002

1.8.2002

1.42.2002
1.2,20038
1.4.2003
1.6.2003 |
1.8.2003 |
1.10.2003
1.12.2003 |
1.2.2004
1.4.2004
1.6.2004 |
1.8.2004 |
1.10.2004
1.12.2004
1.2.2005

Datum

Obr. 11 Kvantitativni monitorace maligniho klonu v ¢ase tfemi riznymi metodami.
Zmény v poctu malignich bunék byly sledovany pritokovou cytometrii (FACS, zelen¢),
MethyLight (¢erven¢€) a komparativni PCR (modfe), kterd byla uzivana na zacatku této prace
k monitoraci vyvoje CLL u pacienti 1éCenych FCR a FCR + ASCT. (Vysledky pratokové
cytometrie uvadéné v procentech malignich bun¢k byly pro potieby grafu pievedeny na
relativni Cisla (napt. 80% na 0,8).) CLB, chlorambucil

Pacient 2

Pacientovi byla v lednu 2002 ve véku 50 let diagnostikovana CLL v klinickém stadiu
II podle Raie s pfitomnosti rizikovych faktori: masivni diflizni infiltrace kostni dfené, vyssi
hodnota B2-mikroglobulinu a laktatdehydrogenazy a pozitivita CD38. Vzhledem k vysokému
inicidlnimu po&tu leukocytd (az 120x10%/1) prob&hla v unoru 2002 cytoredukéni l1écba
cyklofosfamidem per os, po které doilo k poklesu leukocytii na 10-20x10%1, nicméné
postupné progredoval uzlinovy syndrom. S ptihlédnutim k véku a rizikovym faktorim byl
pacient indikovéan k terapii FCR, kterd byla zahdjena v dubnu 2002. Vysledek 1écby byl
zhodnocen jako kompletni klinickd remise, zatimco pfetrvavala pozitivita MRD hodnocena
,consensus“ PCR. V fijnu 2002 pacient podstoupil autologni transplantaci po predchozi
mobilizacni 1écbé ESAP a vysokodavkové chemoterapii BEAM. Restaging 100 dni po ASCT

(Gnor 2003) potvrdil kompletni remisi, v€etné remise molekuldrni (stanovené ,,consensus‘
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PCR). Molekularni relaps onemocnéni byl detekovan v fijnu 2006. O rok pozdéji doslo

k hematologickému relapsu (obr. 12).
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monitoring zmén v poctu leukemickych bunék u pacienta
l1é¢eného FCR + ASCT uzitim prutokové cytometrie (FACS, ¢ervené) a MethyLight
(modre). (Vysledky pritokové cytometrie uvadéné v procentech malignich bun¢k byly pro
potieby grafu pievedeny na relativni ¢isla (napi. 80% na 0,8).)
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Prvnim cilem této prace bylo molekularni sledovani efektu (ve své dobé€) relativné
novych lécebnych reZimi u pacientil s chronickou lymfatickou leukémii. V dobé zahdjeni této
studie standardni pfistup na nasem pracovisti k pacientim vyzadujicim 1écbu spocival
v podani ¢ty cyklti kombinované imunochemoterapie rituximab, cyklofosfamid a fludaribin.
Pacientim, ktefi dobfe zareagovali na tuto 1éCbu, byla nasledné¢ nabidnuta autologni
transplantace. Cilem prace bylo sestavit co nejvétsi soubor takto 1éCenych pacienti a

vyhodnotit efekt této 1écby na Grovni dosaZeni ¢i nedosaZeni molekularni remise.

Nejcitlivéj§i metodou pro monitoraci minimalni reziduédlni choroby u pacientti s CLL
je alelové specifickh PCR. Vzhledem ktomu, Ze v naSi laboratofi nebyla tato technika
dostupnd, byla k detekci zbytkové nemoci uzivana téz dostate¢né citliva metoda ,,consensus
PCR*. Krom¢ této kvalitativni detekce byl vyvoj CLL v Case v zavislosti na Iécbé
monitorovan komparativni PCR, coz je duplexni PCR vyuzivajici koamplifikace
klonospecifického markeru a interniho standardu. Metoda slouzi ke zhodnoceni relativnich
kvantitativnich zmén markeru specifického pro danou chorobu (CDR3 v piipadé CLL)
v konsekutivnich vzorcich DNA. Spolehlivost této metody byla v nasi laboratofi ovétena
srovnanim s vysledky ziskanymi pomoci real time PCR [271], nicméné z dneSniho pohledu se

vsak jiz jednéd o metodu obsoletni.

Na zadklad¢ novych poznatkii se ovSem pozd¢ji terapeuticky piistup k pacientim
s CLL, vyzadujicich zah4jeni prvni linie 1écby, na naSem pracovisti zménil: byl zvySen pocet
cykli FCR ze c¢tyf na Sest a od autolognich transplantaci bylo upusténo. V disledku této
zmény léCebné strategie se podafilo sestavit pouze limitovany soubor pacientli, nicmén¢ i

v ramci omezeného poctu dat jsme ziskali vysledky, které podporovaly zavéry vétSich studii.

Ve shod¢ se zavéry, které uvetejnili Provan et al [73], se zd4, ze pro dalsi vyvoj
choroby, resp. budouci relaps, neni rozhodujici, zda byly pacientovi transplantovany
kontaminované ¢i nekontaminované progenitorové buiiky, ale dle vysledka predkladané prace
je vysoce pravdépodobné, Ze jednim z urcujicich faktorti délky dosazené molekularni remise

je stav kostni dfen¢ pted transplantaci.

Vroce 2004 publikovali Dreger et al [272] vysledky retrospektivni studie, jez
naznacovaly jednozna¢nou vyhodu pro pacienty, ktefi podstoupili ASCT, ve srovnani
s pacienty léCenymi konvencni terapii. Navzdory prvotnim optimistickym zavérim se ovSem
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na podkladé dalSich studii nepodafil prokazat kurativni efekt autolognich transplantaci, ani
vyrazné prodlouzeni doby pfeziti pro transplantované pacienty. Proti autolognim
transplantacim hovofi 1 ziejmé posttransplantaéné zvySené riziko rozvoje sekundarniho
myelodysplastického syndromu. Nas soubor transplantovanych pacientll sice vykazoval po
ASCT statisticky vyznamné del§i molekularni remisi ve srovnani s pacienty, ktefi tuto 1écbu
nepodstoupili, ale vzhledem k velmi rozptylenym hodnotdm délek téchto remisi se statisticka
vyznamnost tohoto vysledku pohybovala pouze na hladin¢€ 0,1. Navic je nutno vzit v ivahu
mozny pozitivni nepomér v selekci pacientt, ktefi podstoupili autologni transplantaci. Ritgen
et al [68] ukazali, Ze po ASCT dfive nebo pozdéji relabuji vSichni pacienti s nemutovanymi

IgVH geny — tedy ti, u kterych je indikovana vysokoddvkova chemoterapie piedevsim.

Vzhledem k tomu, Ze ,,consensus® PCR poskytuje pouze kvalitativni udaje s citlivosti
nevyhovujici standardim detekce minimalni rezidualni choroby u pacienti s CLL [74], bylo
dal$im cilem této prace pokusit se najit vhodny alternativni marker pro detekci MRD, resp.
marker pro kvantitativni vyhodnoceni zmén mnozstvi leukemickych bunék v Case. Jako
potencialné vyuzitelna v detekci malignich bunék se jevi metylace DNA. Pokud by se takovy
epigeneticky marker podafilo nalézt a zavést jeho detekci do praxe, znamenalo by to urcitou
casovou, finan¢ni a technickou Usporu ve srovnani se stavajici ASO PCR. Marker zaloZeny na
detekci metylace DNA by byl totiz univerzalni pro vSechny pacienty s CLL (pfipadné
vyuzitelny 1 u dalSich diagn6z), takze by jiz nebyla nutnd sekvenace klonu kazdého
jednotlivého pacienta a navrh pacient-specifickych primert, jak to vyzaduje alelove specificka

PCR.

Za timto ucelem bylo na zaklad¢ studia literatury vybrano pét tumor supresorovych
genidl a byla analyzovéana frekvence jejich metylace u pacientii s CLL. Navic byl statisticky
vyhodnocen 1 pfipadny prognosticky vyznam metylace téchto geni. Bylo zjisténo, Ze geny
DLC1, SHPI a pl5 jsou u pacientii s CLL velmi ¢asto metylovany, zatimco metylace genu
p16 byla detekovana s nizsi frekvenci a metylace laminu A/C nebyla detekovana u zadného ze

zkoumanych vzork.

Mezi testovanymi geny byl nejcastéji metylovan DLC1. DLC1 byl identifikovan jako
potencialni tumor supresorovy gen, jehoZ exprese byla sniZzena ¢i Upln€ potlacena u riznych
typti nddort v disledku delece ¢i aberantni metylace DNA [165,167-177]. Aberantni metylace
tohoto genu byla detekovéna také u 60-90 % rOznych typt non-hodgkinskych lymfomi

[273,274]. V soucasnosti nejsou dostupnd zadna publikovand data tykajici se metylace DLCI1
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u pacientli s CLL. V naSem souboru byla metylace tohoto genu detekovana u zhruba 90 %,

coz by mohlo implikovat jeho roli v leukemogenezi.

SHP1 byl dalsim genem, jehoz metylace byla detekovana u velkého procenta pacientd.
SniZena exprese tohoto genu byla nalezena u pacientl s riznymi typy leukémii, lymfomi a u
pacientii s mnohocetnym myelomem [197,275], nicméné zatim z4dnéd studie nesledovala
metylaci tohoto genu u CLL. V naSem pilotnim souboru pacientli byl promotor SHPI
metylovan v 70 % ptipada. Tato frekvence je srovnatelna s diive publikovanymi vysledky,
které uvadéji metylaci SHP1 u 94 % pacientl s leukémii [276] a u 75-100 % pacientl s non-
hodgkinskymi lymfomy [276,277].

pl5 a pl6 jsou dva uzce spjaté tumor supresorové geny lokalizované na 9p21
[206,207]. V nadorech je pl6 inaktivovan homozygotni deleci, bodovou mutaci ¢i metylaci
promotoru [278,279]. p15 byva €asto homozygotné deletovan spolu s homozygotni deleci p16
[280]. U hematologickych malignit byla metylace p15 ¢asto detekovana u leukémii a ziidka u
lymfom, zatimco v piipadé metylace pl16 byl pozorovan opacny jev, tedy Casta metylace u
lymfomil a sporadickd u leukémii [281]. U CLL byla metylace obou gent detekovana s nizsi
frekvenci, nez tomu bylo v nasem souboru. Metylace p15 byla nalezena u 12-35 % [282,283]
pacientll a metylace pl6 u méné nez 20 % pacientli s CLL [283-285]. V naSem pilotnim
souboru pacientil byla metylace p15 detekovana u 62 % pacienti a metylace pl6 u 31 %

z nich.

Lamin A/C koduje laminy A a C. Byla popsana snizena ¢i chybéjici exprese lamini A
v nékterych bunkéach s nizkym stupném diferenciace a ve vysoce proliferujicich buiikéch
[213,214], vcetn¢ bunék leukemickych a lymfomovych [215,216]. U pacientii s difuznim
velkobunéénym lymfomem byla metylace laminu A/C spojena se Spatnou prognézou [266].
Nicmén¢, v pilotnim souboru CLL pacientll nebyla detekovana metylace u zddného vzorku.
Nase vysledky patrné odrazeji fakt, Ze CLL buiky jsou relativné dosti diferencované a malo

proliferujici.

Ziskané vysledky aberantni metylace vySe uvedenych gent byly nasledné korelovany
s riznymi klinicko-patologickymi charakteristikami pacientli, jako je ve€k, pohlavi, exprese
CD38, klinické stadium dle Raie v dobé diagnézy a doba celkového pieziti. Byla nalezena
korelace mezi metylaci gent DLC1 a pl5. Statistickd analyza déle prokéazala, ze soucasna

metylace alespont dvou genil koreluje s klinickym stddiem CLL dle Raie v dobé stanoveni
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diagn6zy. Mezi analyzovanymi geny byla také nalezena optimalni kombinace dvojice genl
(SHP1, p15) a trojice genit (SHP1, p15 a p16) schopna tuto korelaci predikovat. Tato data tak

naznacuji, ze progrese nemoci je spojena s epigenetickou deregulaci riznych bunéénych drah.

Vzhledem k tomu, ze vySe uvedend data byla ziskdna analyzou jen malého vzorku
pacientil, bylo potfeba je ovéfit na veétsi skupiné nemocnych. Byl sestaven soubor ¢itajici 82
pacientil. Pacienti byli v ramci dostupnych moznosti vybirani tak, aby byl vysledny soubor
vyvazeny z hlediska poctu pacientll s mutovanym a nemutovanym IgVH genem 1 z hlediska
zastoupeni jednotlivych klinickych stadii dle Raie. Ve spolupréci s dalSimi laboratofemi byly
ziskany i1 dal$i udaje charakterizujici prognoézu téchto pacientl, jako jsou cytogenetické
aberace a exprese ZAP-70 a CD38. Nasledné byly vzorky tohoto souboru pacient podrobeny
stejné analyze jako vzorky souboru pilotniho. Krom¢ konfirmace ptivodnich dat poskytla tato
prace 1 nové poznatky. Statisticka analyza prokazala souvislost mezi vysSim klinickym
stddiem a metylaci p15, resp. metylaci SHP1. Zajimava je i statisticky vyznamna souvislost
mezi metylaci genu pl6 a pfitomnosti deleci 13q a 17p. Zminéné delece vSak maji opacny
prognosticky dopad [20], proto je obtizné tento nalez interpretovat. Nasledna analyza vSak
neprokazala vliv aberantni metylace kteréhokoli z testovanych genti na celkovou dobu pieziti

téchto pacientt.

Dalsim ukolem bylo ovéfit, zda by metylace nékterého ze zkoumanych gent mohla
byt vyuZzitelnd v detekci minimalni rezidualni choroby. Za timto uc¢elem byla srovnana shoda
mezi detekci pozitivity klasického markeru proliferace B bun¢k (klonélni ptestavby CDR3) a
detekci metylace testovanych gend. Piestoze citlivost obou metod byla stejna (1x107),
v detekci malignich bunék doslo ke shod€ jen ve zhruba 60 %. Nejvyssi mira shody byla
pozorovana u geni DLCI1 a p16 (70 %). Je zajimavé, Ze u dvou pacientil, u nichz inicidlné
v dobé diagndzy nebyla detekovana metylace p15 a SHP1, doslo k metylaci téchto gent az pfi
zachytu molekularniho relapsu. Zda se, Ze metylace téchto geni mtize byt markerem klonalni
progrese u téchto pacientl. Tuto domnénku podporuji 1 vySe uvedené vysledky statistické
analyzy, které potvrzuji souvislost mezi vyS$§im klinickym staddiem a metylaci téchto dvou
genl. Jsou to i tyto dva geny, které na urovni dvojic ze vSech moznych kombinaci
testovanych genii nejlépe predikuji vysSi klinické stddium dle Raie. Je tedy mozné

predpokladat, ze ztrata exprese téchto dvou gentt muze hrat roli v progresi onemocnéni.

Podobny jev pozorovali i Chim et al. [243], kteti detekovali metylaci pl16 u jednoho

pacienta s akutni promyelocytarni leukémii prvné az pti relapsu. Obdobné i v dal$ich studiich
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byla popsana spojitost mezi nové detekovanou metylaci p16 a progresi T-bunécné leukémie a
dalSich typt invazivnich ¢i metastazujicich malignit [218,286-288]. Metylace p15 byla navic

detekovana 1 v souvislosti s leukemickou transformaci myelodysplastického syndromu [289].

Pro ovéfeni hypotézy o vyuzitelnosti epigenetickych modifikaci DNA jako
molekularnich markert k detekci malignich bunék byl na podkladé vysokého procenta
metylovanych vzorkil vybran gen DLC1. Byl testovan vztah mezi zménou hladiny metylace
DLCI1 a klinickym obrazem pacienta 1 pfipadna paralela s vysledky ziskanymi jinymi
metodami. Na zaklad¢ ziskanych vysledki se tento gen zd4 byt nadéjnym adeptem pro
detekci malignich bungk, resp. sledovani zmén v jejich poctu, nicméné je nutno vzit v tivahu
nékolik pozorovanych diskrepanci. U jednoho pacienta nebyla pozorovana zména hladiny
metylace DLC1 po 1éCbe, prestoze klinicky tento pacient dosahl regrese. To muze byt
je vtomto piipadé neinformativni. U tfi pacienti nezachytila analyza metylace DLCI1
molekularni relaps. Vzhledem k tomu, Ze byly sledovany pouze relativni zmény hladiny
metylace a mira metylace jednotlivych vzorka nebyla nijak kvantifikovana, je mozné, ze u
téchto pacientii byla inicidlni troven metylace pftili§ nizkd, podobné jako u vySe zminovaného

pacienta.

Vzhledem k tomu, ze v popsaném uspotadani se citlivost MethyLight pohybovala
mezi 10° a 10™, byla analyzovana pouze schopnost metody detekovat relativni zmény v poétu
bun¢k v case, nikoliv kvantifikace maligniho klonu jako takova. Ziskané vysledky jsou
nicméné podnétem k tomu, aby byla metodika vtomto smyslu optimalizovdna, napf.

navrzenim jiného setu primerti a sondy.

V posledni dobé dochdzi k rychlému rozvoji technologii umoziujicich identifikaci
metylovanych promotorti. Tyto metody budou uzite¢né pii hledani genti s vysokou prediktivni
hodnotou pro detekci minimalni rezidualni choroby. Vzhledem k tomu, Ze metylace DNA
byla popsdna u celého spektra onkologickych onemocnéni, zd4 se, ze by po validacich
v prospektivnich studiich mohla detekce rezidualni choroby pomoci metylace DNA byt Siroce
aplikovatelna a vyuzitelnd zejména u téch diagndz, u nichz v soucasnosti nejsou dostupné

vhodné markery pro detekci rezidualni choroby.
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6. ZAVER

Tato prace se zabyva detekci rezidualni choroby u pacientt s chronickou lymfocytarni

leukémii. Vzhledem ktomu, Ze toto onemocnéni na rozdil od nékterych jinych
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hematologickych malignit nema sviyj specificky molekularni marker, je detekce MRD o néco

24

Na souboru 29 pacientli byl svyuzitim ,,consensus®“ PCR a komparativni PCR
sledovan  efekt (z hlediska dosazeni ¢i  nedosazeni molekularni  remise)
imunochemoterapeutické kombinace fludarabin, cyklofosfamid a rituximab. Sestnéct pacienti
nasledné podstoupilo autologni transplantaci. Bylo zjiSténo, Ze autologni transplantace ziejme
zasadné€ neprodlouZila dobu molekuldrni remise pacientiim, ktefi ji podstoupili, ve srovnani
s pacienty netransplantovanymi, nicmén¢ se zda, ze délka remise transplantovanych pacientti
byla ovlivnéna detekovatelnou ptitomnosti leukemickych bun€k, zatimco kontaminace
transplantovanych progenitorovych bunc¢k bunikami leukemickymi byla vtomto sméru

bezvyznamna.

Vzhledem k tomu, Ze ,,consensus* PCR neni dostatecné citlivou metodou pro detekci
zbytkové choroby, byl hledan potencidlni novy marker zaloZeny na detekci metylace DNA.
Bylo vybrano 5 gentt (DLC1, SHPI1, pl5, pl6, lamin A/C) a analyzovana frekvence jejich
metylace u testovaného souboru pacientli, navic byla statisticky vyhodnocena piipadna
korelace mezi metylaci téchto geni a vybranymi klinicko-patologickymi charakteristikami
pacientll. Bylo zjiSténo, ze ze zkoumaného panelu genii byly nejcastéji metylovany DLCI1 a
SHP1, zatimco lamin A/C nebyl metylovan u zadného vzorku. Byla nalezena korelace mezi
vyssim klinickym stadiem dle Raie a vétSim poctem soucasné metylovanych gent. Vysledky
této analyzy byly ovéfeny (a potvrzeny) na souboru 82 pacientil. Dale bylo zjiSténo, Ze
metylace genli pl5 a SHP1 mlze ziejmé hrat roli v progresi tohoto onemocnéni, nicméné
metylace Zadného z testovanych gent neméla vliv na celkovou dobu pieziti téchto pacienti.
DLCI1, ktery byl metylovan u 90 % nemocnych, byl testovan z hlediska moZného vyuziti
detekce CLL bun¢k a jejich kvantifikace. Na zdklad¢ vysledkii ziskanych pomoci PCR
v realném Case se zd4, Zze tento gen muze byt vhodnym markerem pro kvantitativni detekci

malignich bunék u pacienti s CLL.
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