Univerzita Karlova v Praze

Lékarska fakulta v Hradci Kralové

Doktorsky studijni program

Lékarska biologie

Studium novych prognostickych faktori u pacientii

s chronickou lymfocytarni leukémii

Study of new prognostic markers in patients with chronic

lymphocytic leukemia

Mgr. Filip Vrbacky

Skolitel: prof. MUDr. RNDr. Miroslav Cervinka, CSc.
Skolitel konzultant: doc. MUDr. Pavel Zak, Ph.D.

Hradec Kralové, 2016 Obhajoba dne: .......cccccvvvveirnne

(doplni studijni odd.)



Prohlaseni:

Prohlasuji timto, ze jsem doktorskou diserta¢ni praci zpracoval samostatné a ze jsem
uvedl vSechny pouzit¢ informacni zdroje. Prace byla schvalena etickou komisi Fakulni
nemocnice Hradec Kralové a vznikala s podporou grantu IGA NT 13412-4/2012 Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky, projektu koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace 00179906
Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky a programu PRVOUK P37 Lékaiské fakulty UK
v Hradci Kralové.

Déavam souhlas k tomu, aby tato prace byla ulozena v Lékaiské knihovné Lékarské
fakulty UK v Hradci Kralové a zde uzivana ke studijnim ucelim za ptedpokladu, ze kazdy,
kdo tuto praci pouzije pro svou publikac¢ni nebo prednasSkovou Cinnost, se zavazuje, ze bude
tento zdroj informaci fadné citovat.

Souhlasim se zpfistupnénim elektronické verze mé prace v informacnim systému

Univerzity Karlovy v Praze.

Hradec Kralové, 1. 4. 2016



Podékovani:

Dékuji svému $koliteli prof. MUDr. RNDr. Miroslavu Cervinkovi, CSc. a $koliteli
konzultantovi doc. MUDr. Pavlu Zakovi, Ph.D. za odborné vedeni a pomoc pii tvorbé
této prace. Rad bych téz podekoval doc. MUDr. LukaSi Smolejovi, Ph.D. za spolupraci
pfi ziskavani klinickych vzorkt a dat a za cenné rady, které mi v prubéhu studia poskytl.
Dé&kuji 1 vSem kolegynim a kolegtim ze IV. interni hematologické kliniky Fakultni nemocnice
Hradec Kralové a Ustavu lékatské biologie a genetiky Lékatské fakulty UK v Hradci Kralové,
kteti me v prub&hu studia podporovali.

V neposledni fad¢ dekuji i své manzelce a détem za trpé€livost po cely Cas, kdy tato

prace vznikala @ méstu Polné za poskytnuti zazemi pro jeji sepsani.






Obsah

1.
2.

POUZITE ZKRATKY .....cooovrmiriiiiiiiiieeisesssesesesssssssssssssssssssss s 5
CHRONICKA LYMFOCYTARNI LEUKEMIE...........ccccouvunnirnnniinn, 9
725 T 61 Y PO 9
2.2. Epidemiologie a etiologie onemoCnEni. .............ocoieiiiiiinieieice e 9
2.2.1.  PUvOd BUNEK CLL ..ot 10
2.3.  Laboratorni diagnostiKa .................ccoco i 11
2.3.1. Krevni obraz a diferencialni pocet leukocytll .........cccovvvviiiiiiiiiiiiicicn, 12
2.3.2.  IMUNOTENOLYPIZACE ..ot 13
2.3.3.  VySetieni KOStNT dIeNE..........cocveiiiiiiiieiiiii e 14
2.4, KHnicky Priabéh..........ccooooiiii 14
2.5. Komplikace pri 0nemoOCNENI............cccoeiiiiiiiiiiiiii e 14
2.6, LECEDA ..ot 15
2.6.1.  AIKYLACHT TAIKY .ooveieiiiiiiie s 15
2.6.2.  PurinOVA analoga ........coooviiiiiiiiiiic e 16
2.6.3. Kombinovand Chemoterapi€..........cccoouriiiiiiiiiiiiiiiiiieiic e 16
2.6.4.  Monoklonalni protilatky - IMUNOTEIaPIe .......cceviriiiiieieee s 16
2.6.5. Kombinace chemoterapie a imUNOLErapie ..........ccovrereerierierienienese e 17
2.6.6.  Inhibitory bun€ené signalizace............cccevuiiiiiiiiiiiiiiic s 19
2.6.7.  Imunomodulacni I€CDA ........ccciiiiiiiiiiiii e 20
2.6.8. Transplantace krvetvornych bun€k ...........ccocooiviiiiiiiiiiiiieec 20
2.6.9. Pouziti lymfocyti s chimerickym antigennim receptorem............ccocvevvervennnes 21
2.7. Stanoveni prognozy a biologie CLL .................ccocoiiiiiiiiiii 22
2.7.1. PORIAVI..ciiiiiiiicic e 24
2.7.2.  Klinické StAZOVACT SYSIEMY ....vveviiviiiiieiiieiesiiesie et 24
2.7.3.  Zdvojovaci €as IymIOCYLU ......coorviiiiiiiiiiieiie e 25
2.7.4.  SErove UKAZAEIE.......cceiiiiiiie e 25
2.7.5. Chromozomalni @DEIaCe..........cueeruiriiieiiiiiie e 26
2.7.6.  Mutacni Stav IGHV .....oooiiiiiice e e 29
2.7.7.  EXPreSe CD38 ...ttt 30
2.7.8.  ZAP-TO e 32

2.7.9.  CLLUL e 33



2.7.10. NOTCHL ..o 33

2.7.11. Sestiihovy faktor 3b, podjednotka 1 ..........cccooiiiiiiiiiiiiiien 34
2.7.12. BIRC S e 35
2.7.13. MULBCE TPB3 ... 35
2.7.14. Role MIKIORNA ..o 36
2.7.15. Epigenetické zmeny u CLL ......cccccviiiiiiiiiiiiiciee e 37
2.7.16. Role MIKIOProStIedi.......veiviiiiiieiiiiiicic e 39
2.7.17. ANGIOGENEZE ...ttt ettt et e et e et e e e be et e sreesteeneeareeteans 44
CILE DIZERTACNI PRACE..........coooiiiiiriinnineisenneissesssissennens 52
SOUBOR NEMOCNYCH A POUZITE METODIKY .........c.coocuvunnee. 53
4.1, Soubor nemMOCHYCh ..........cocoiiiiiii 53
4.2. Priprava kalibra¢nich standardii pro PCR ................ccoooiiiiiii 95
4.2.1. Amplifikace Standardu ............ccccveiiiieiicic e 55
4.2.2. Extrakce DNA Z agar0zoveého gelU.....ccouieiiiiiiiiisiinicieiesie e 56
4.2.3.  Klonovani Standardul ...........cceeieeiiiiiiniiieiie e 57
4.2.4.  1zolace Plazmidll ..........ccooiiiiiiiiiiie s 60
4.3. Separace mononuklearnich bun@k ..., 61
4.3.1.  POUZILE PIISIIOJC...cviiiiiiiieiiiiei it 61
4.3.2.  PoOUZItY MALEIIAL.....oiiiiiiiiiiicieeee s 61
4.3.3.  POPIS MELOUY ...c.viiiiiiiieiiee ettt 61
4.4. Izolace RNA pomoci silikatovych Kolon...............cccccoooiiiiiiiii, 63
441, POUZILE PIISIIOJC..ccviiiiiiiiiiiiiii it 63
4.4.2.  PoOUZItY MAEIIAL.....eiiiiiiiiieiieieee s 63
4.4.3.  POPIS MELOUY ...c.viiiiiiiieiieie ettt 63
4.5. Reverzni transkripce celkové RNA pomoci Transcriptor First Strand cDNA
SYNTNESIS K. e e et e et e e e e aaeenree s 65
4.5.1.  POUZILE PIISIIOJC...eeveeiueieieeieie ettt 65
4.5.2.  POUZILY MALEIIAL.....eiiiiiiiiiiii i 65
4.5.3.  POPIS MELOUY ...oviiiiieiie ettt e et et e e e e e beenrae s 65
4.6. Kvantifika¢ni PCR pomoci univerzalni knihovny sond ..................cccooeiinnnn, 67
4.6.1.  POUZILE PIISIIOJC..ccuviiiiiiiieiiiiiiiieitee s 67
4.6.2.  POUZILY MALEIIAL.....eiiiiiiiiiiiiieeee s 67

e TR oo o 3 14 1=1 (oo | SRR 67



4.7. Separace CD19" bunék z pIné krve a piiprava bunéénych lyzati..................... 69

4.7.1.  POUZILE PIISIIOJC..ecuviiuriiiieiieti ittt 69
4.7.2.  PoUZity MAtEIIal.......ccviiiiiiiiiiiicic s 69
G T oo o 3 14 1=1 (oo | SRS 69
4.8. Izolace celkove RNA..........ccoooiiiiiiiiiii s 71
4.8.1.  POUZILE PIISIIOJC. eeuviiuriiiieiieii ittt 71
4.8.2.  PoUZIty MAtEIIAl......cccviiiiiiiiiiiieec s 71
G TR oo o 3 14 1=1 (oo | SR 71
4.9. Reverzni transkripce celkové RNA pomoci SuperScript III First-Strand
SYNTNESIS SYSTEIM ...t b bt e e 73
4.9.1.  POUZILE PIISIIOJC. eeuviiuriiiieiiieei ittt 73
4.9.2.  PoOUZItY MAtETTIAl......eiiiiiiiiiiii e 73
e G TR oo o Sl 14 1=1 (oo | SRS 73
4.10. Kvantitativni PCR v termocykleru RotorGene 6000............cccoocevinvinnienne 75
4.10.1. POUZILE PIISLIOJ. . eeveiieiiiieticeeiie it 75
4.10.2. PouzZity Materil........ccoooviiiiiiiiicece e 75
4.10.3. POPIS MELOAY ...ttt sae s 75
4.11. Stanoveni exprese molekuly CD38...............coooiiiiie 77
4.11.1. POUZILE PIISLIOJC. ... veireeieieiee e 77
411.2. Pouzity material.........cccoeiiiiiiiiii 77
4.11.3. POPIS MELOAY ...ttt sae s 77
4.12. Stanoveni exprese molekuly ZAP-70 ............cccocooiiiiiiiiiicee s 78
412.1. POUZILE PIISEIOJC....vveireeieieiee e 78
4.12.2. Pouzity material.........ccooviiiiiiiiiii 78
4.12.3. POPIS MELOAY ...ttt be e 78
4.13. Vysetieni mutaéniho stavu IGHYV ..., 80
4.14. Statistické vyhodnoceni..................ccooiiiiiiii 81
VYSLEDKY ....ooooiiiiimiineessessessssessesssssssssessssesssssssesssassssssssasssssssssssnees 82
5.1.  Vybér vhodnych kandidatnich genti.................c.ccoooiiiiiiiiiiiii e 82
5.2, Pilotni StUAIE ........oooiiiiiiiiie s 83
5.2.1.  PHIPrava CDINA ......oooiiie 83
5.2.2.  Pfiprava kvantifikanich reakci.........ccooviiiiiiiiiiiii s 83

5.2.3. Ptiprava standarda pro pilotni Studii........ccccveeiiieiiiiiniiieie e 84



5.2.4. Kvantifikace transkripce pomoci PCR v redlném €ase ..........ccccveviveviiiiieniinnns 85

5.2.5.  Analyza vysledkil pilotni StUAI€ ........c.ccovviiiiiiiiiii s 88
5.2.6. ZAVEry Pllotnd STUAIC. ....coiviiiiiiiiiiic i 92
9.3, HIAVIL StUIC ......oooiiiiii s 93
5.3.1.  PHPraVaA CDNA ... bbb abee s 93
5.3.2.  Pfiprava kvantifikanich reakci.........cccovviiiiiiiiiiiiic 93
5.3.3.  Kuvantifikace pomoci PCR v redlném €ase.........ccoovrveiiiiiiiiiiiiiniccseies 94
5.3.4. Analyza vysledkl hlavni StUdI€.........ccoviviiiiiiiiiiiiiiiii e 94
DISKUZE ... 104
ZAVERY ..ottt 108

SEZNAM POUZITE LITERATURY (ABECEDNE)...........ccccc........ 109



1. Pouzité zkratky

Abl1
ADAM
ADP
ALK
ALL
Ang-2
APRIL
ATM
B2M
BAFF
BAX
BCA-1
Bcl-2
BCR
bFGF
BCL3
BIRC3
BMSC
BR
BTK
CAR
CBF1
CCL
CCR
CD
CD105
CDR3
CGH
CLL
CLLUl
CRY1

Tyrozinova kinaza (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1)
Rodina metaloproteinaz (a desintegrin and metaloproteinase)
Adenosindifosfat (adenosine diphosphate)

Rodina proteinovych kinaz (Anaplastic lymphoma kinase)

Akutni lymfoblasticka leukémie

Angiopoetin-2

Ligand tumor nekrotizujiciho faktoru (a proliferation-inducing ligand)
Serin/threoninové kinéaza (ataxia telangiectasia mutated)
B2-mikroglobulin

Clen rodiny cytokini TNF (B-cell activating factor)

Pozitivni regulator apoptozy (¢len rodiny Bcl-2)

Chemokin kodovany genem CXCL13 (B-cell-attracting chemokine 1)
Rodina proteini regulujicich apoptozu (B-cell lymphoma 2)

receptor B-lymfocyta (B-cell receptor)

Bazicky fibroblastovy rustovy faktor (basic fibroblast growth factor)
Transkripéni koaktivator (B-cell lymphoma 3-encoded protein)

Inhibitor apopt6zy (Baculoviral IAP Repeat Containing 3)

Stromalni buniky kostni dfen¢ (Bone Marrow Stromal Cells)
Bendamustine v kombinaci s rituximabem

Brutonova tyrozinova kinaza

Chimericky antigenni receptor

Faktor vazajici DNA (C-repeat-binding factor)

Ligand receptorit CCR

Rodina chemokinovych receptorti (CC chemokine receptor)
Diferencia¢ni skupina (Cluster of Differentiation)

Endoglin

Oblast urcujici komplementaritu 3 (complementarity determining region 3)
Komparativni genomova hybridizace (comparative genome hybridization)
Chronické lymfocytarni leukémie

Gen se zvysenou expresi u CLL 1 (CLL upregulated gene 1)

Gen kodujici protein Ucastnici se regulace cirkadidlnich cykld (cryptochrome

circadial clock 1)



CXCL
CXCR
DAP10
DAPK1
DEPC
DNA
DTT
FA
FBS
FC
FCA
FCR
FGF-2
FISH
FMC7
FN HK
G-CSF

GM-CSF

GvL
Hb
HOXA
HPRT1

Hsp90
ICOS

Chemokin, ligand receptort CXCR

Receptor ligandl rodiny CXC

Povrchovy adaptorovy protein (DNAX-activation protein)

Serin/threoninova kinaza (death-associated protein kinase 1)
Diethylpyrokarbonat (diethylpyrocarbonate)

Deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

Dithiothreitol

Kombinace fludarabinu s alemtuzumabem

Fetalni bovinni sérum

Kombinace fludarabinu s cyklofosfamidem

Kombinace fludarabinu s cyklofosfamidem a alemtuzumabem

Kombinace fludarabinu s cyklofosfamidem a rituximabem

Fibroblastovy rastovy faktor 2 (fibroblast growth factor 2)

Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Antigen exprimovany na povrchu B-lymfocytt

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Faktor stimulujici rust kolonii granulocytii (granulogyte colony-stimulating
factor)

Faktor stimulujici rust kolonii granulocyti a makrofagl
(granulogyte-macrophage colony-stimulating factor)

Stép proti leukémii (graft-versus-leukemia)

Hemoglobin

Skupina homeotickych genti A (homeobox A cluster)

Enzym castnici se syntézy purinovych nukleotidi (hypoxanthine
phosphoribolyltransferase 1)

Molekularni chaperon (heat shock protein 90)

Indukovatelny kostimulator T-lymfocytu (inducible T-cell costimulator)
Imunoglobulin izotypu A

Imunoglobulin izotypu D

Imunoglobulin izotypu G

Imunoglobulin izotypu M

Inhibitor vazby DNA 1 (Inhibitor of DNA binding 1)

Variabilni oblast téZkého fetézce imunoglobulinu (immunoglobulin heavy

chain variable region)



IL
IWCLL

LAT
Lck,

LDH
LDT
LPL
MAP kinaza
MBL
Mcl-1
MDM2
MDR
MHC
mMiRNA
MMP-9
mTOR

MYC
MYCN
NCI-WG

NF-xB
NUDT6
NGS

NK

PBS
PDGF
PECAM-1

PI3K

Interleukin

Mezinarodni workshop pro chronickou lymfocytarni leukémii (International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia)

Adaptorovy protein (Linker for activation of T-cells)

Proteinova kinaza specifickd pro lymfocyty (lymphocyte-specific protein
Kinase)

Laktat dehydrogenaza

Zdvojovaci ¢as lymfocyta (lymphocyte doubling time)

Lipoproteinova lipaza

Mitogenem aktivovana proteinova kindza (mitogen-activated protein kinase)
Monoklonalni B-lymfocytoza

Antiapoptoticky protein, ¢len rodiny Bel-2 (myeloid cell leukemia 1)

Ubiquitin ligdza (Mouse double minute 2 homolog)

Mnohocetna 1ékova rezistence (multidrug resistence)

Hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
MikroRNA

Matrix-metaloproteinaza 9

Serin/threoninova kindza - sav¢i cil rapamycinu (mammalian target
of rapamycin)

Proto-onkogen

Proto-onkogen (téz znamy jako N-MYC)

Mezinarodni skupina pro CLL sponzorovand Narodnim centem pro vyzkum
rakoviny v USA (National Cancer Institute sponsored Working Group
on Chronic Lymphocytic Leukemia)

Nuklearni faktor kappa B

Gen na vlaknu komplementarnim s genem pro FGF-2 (nudix-type motif 6)
Sekvenovani nové generace (next generation sequencing)

Ptirozeny zabije¢ (natural killer)

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (phosphate-buffered saline)

Rustovy faktor derivovany z destic¢ek (platelet derived growth factor)
Adhezivni molekula desticek a endotelii 1 (platelet endothelial cell adhesion
molecule 1)

Fosfatidylinositol-3-kinaza (phosphoinositide 3-kinase)



PIGF

PKC

PLT
pre-miRNA
pri-miRNA
Rb

RISC

RNA
sCD105
sCD23
SCF
SDF-1
SF3B1
slg
SLIT2
SLL
Smad
SYK
STAT

TCL1
TCR
TGFp
TK
TNF
TP53
UPL
VEGF
VLA-4
WHO
Wnt
ZAP-70

Gen koédujici protein ucastnici se syntézy glykosylfosfatidylové kotvy
(phospahatidylinositol-glycan biosynthesis class F)

Proteinkinaza C

Krevni desticky (platelets)

Prekurzorova mikroRNA

Primarni mikroRNA

Tumor supresorovy gen

Komplex tlumici translaci prostiednictvim  komplementarni RNA
(RNA-induced silencing complex)

Ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

Solubilni endoglin

Solubilni CD23

Faktor kmenovych bun¢k (stem cell factor)

Faktor 1 odvozeny od stromalnich bun¢k (stromal cell-derived factor-1)
Sestiihovy faktor 3b, podjednotka 1 (splicing factor 3b, subunit 1)
Povrchovy imunoglobulin (surface immunoglobulin)

Gen kodujici protein tcastnici se bunééné migrace

Lymfom z malych lymfocytt (small lymphocytic lymphoma)

Rodina proteini Gi€astnicich se intracelularni signalizace

Tyrozinova kinaza (spleen tyrosine kinase)

PfenaSe¢ signalu a aktivator transkripce (signal transducer and activator
of transcription)

Leukémie/lymfom z T-lymfocytd 1 (T-cell leukemia/lymphoma 1).
Receptor T-lymfocyti (T-cell receptor)

Transformujici rastovy faktor beta (transforming growth factor beta)
Thymidinkindza

Faktor nadorové nekrdzy (tumor necrosis factor)

Tumorovy protein 53 — gen kodujici protein p53

Univerzalni knihovna sond (universal probe library)

Vaskularni endotelialni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)
Velmi pozdni antigen 4 (very late antigen-4), a4p1 integrin

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

Rodina signéalnich glykoprotein (Wingless/Intl)

70kDa C-asociovany protein (70kDa zeta-chain associated protein)



2. Chronicka lymfocytarni leukémie

2.1. Uvod

Onemocnéni, které je v dnesni dob& nazyvano leukémii, bylo jako samostatna choroba
popsano V literatufe poprvé v roce 1845 nezavisle na sobé dvéma Iékati, Johnem Bennettem
a Rudolfem Virchowem. Samotny nazev leukémie byl vSak pouzit druhym jmenovanym
az v roce 1847. Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL), jeji prabeh a klinické projevy byly
poprvé podrobné zminény Vv roce 1924 Georgem Minotem a Raphaelem Isaacsem (Minot and
Isaacs 1924). Vroce 1966 pak byly popsany dva typy tohoto onemocnéni s rozdilnym
dopadem na progndézu nemocnych — pomalu a rychle progredujici varianty (Galton 1966).
O rok pozdgji bylo publikovano, ze buiiky CLL jsou zralé, funkéné nekompetentni lymfocyty
(Dameshek 1967). Ze se jedna o B-lymfocyty, bylo prokazano sobjevem povrchovych
imunoglobulint az v roce 1972 (Aisenberg and Bloch 1972).

V dnes$ni dobé je CLL povaZovana za indolentni lymfoproliferativni onemocnéni,
pro které je charakteristickd akumulace klondlnich B-lymfocytl s typickym imunofenotypem
v periferni krvi, kostni dfeni a lymfatickych organech. Zatimco morfologicky je toto
onemocnéni pomérné homogenni, prognéza a vyvoj jednotlivych ptipadi se mize vyrazné
lisit a zatim co ¢ast pacientu pieziva desitky let a jejich preziti se nelisi od zdravé populace,
¢ast nemocnych umird na CLL jiz v pribéhu né€kolika let. Z tohoto diivodu je velmi dilezité
nalézt vhodné prognostické ukazatele, které umozni Stanovit prognézu kazdého nemocného
co nejdiive po urceni diagndzy, aby bylo mozné zvolit adekvatni individualni pfistup a bylo

mozné zahdjit 1écbu u nemocnych s neptiznivou prognédzou co nejdiive.

2.2. Epidemiologie a etiologie onemocnéni

CLL postihuje pfedevsim starsi populaci a je nej€asteji se vyskytujicim typem leukémie
dospélych v euroamerické populaci, nebot’ tvoii 25 — 30 % vSech leukémii v Evropé
a Spojenych statech americkych (Siegel et al. 2014). Primérny vék stanoveni diagnozy
se pohybuje kolem 70 let, jen vzacné se objevuji pacienti mladsi 40 let. Incidence nemoci je
ptiblizné 5 novych piipadi na 100 000 obyvatel za rok a vyrazné stoupa s vékem (Sant et al.
2010). Postihuje Castéji muze nez Zeny a to v poméru 1,8:1 (Hernandez et al. 1995).



Pfi¢ina onemocnéni je dodnes neznama. CLL vSak vykazuje ze vSech leukémii nejvyssi
familiarni vyskyt a riziko vzniku onemocnéni u piibuznych 1. stupné je 7x vyssi nez v bézné
populaci. V této souvislosti se téz podarilo objevit i nekolik genetickych a epigenetickych
zmén vrodinach se zvySenym vyskytem CLL, jako jsou zarodeCné mutace v genu
pro mikroRNA miR-16-1 (Calin et al. 2005) ¢i zarode¢né zmény v blizkosti genu DAPK1
(Death-associated protein kinase 1), jehoz zvySend metylace vede k naruseni regulace
apoptozy a k rozvoji leukémie (Raval et al. 2007).

V poslednich letech bylo nalezeno nékolik polymorfizmi, které zvySuji riziko
familiarniho vyskytu CLL a mohou tak ptispét k dédi¢nosti CLL (Crowther-Swanepoel et al.
2010; Slager et al. 2010). Piestoze je jejich relativni riziko velmi nizké (1,2 — 1,6) a vyskytuji
se pouze v malém poctu pripadi CLL, ukazuji, Ze stejn¢ jako u fady jinych onemocnéni,
je dédi¢nost CLL zpusobena kombinaci vét§iho mnozstvi méné vyznamnych zmén. Pouzita
metoda genomovych asociaénich studii vSak umoznuje detekci pouze alel s vyskytem vyssim
nez 5%. S nastupem modernich citlivéjSich technologii (jako je sekvenovani nové generace)
je velmi pravdépodobné, ze se podaii objevit dalsi, méné¢ Cetné varianty, které ptispivaji
k rozvoji tohoto onemocnéni.

Incidence CLL se nezvysuje vlivem alkyla¢nich latek ¢i ptisobenim magnetického pole.
Nebyla jednoznac¢né prokazana ani souvislost s virovymi infekcemi. Vyjimkou je vyssi vyskyt
u pracovniki v zemédé@lstvi ¢i gumarenském prumyslu a u lidi, ktefi pfichazeji do styku
s azbestem a organickymi rozpoustédly. Statisticky vyznamné vyssi vyskyt CLL byl prokazan
i u lidi vystavenych ionizujicimu zafeni (Zablotska et al. 2013). Vzhledem k vyznamné roli
antigenu pro vznik CLL se pfedpokladd, ze maligni transformace je spojena s opakovanymi
antigennimi stimuly a naslednou replikaci DNA a klonalni expanzi, coz mtze vést k vySe
zminovanému hromadéni genovych mutaci a chromozomélnich aberaci. Zda se jedna
0 setkani s nahodnym antigenem ¢i jde o tizky okruh antigenti, neni dosud zcela objasnéno.
Vzhledem k omezenému repertoaru genovych segmentt, které se pii VDI piestavbé uplatiuji
(napt. VH 1-69, VH 3-07, VH 4-34), lze vsak usuzovat, ze se nejedna o aktivaci nahodnou

a relevantni antigeny jsou pomérné specifické (Kienle et al. 2006).

2.2.1. Pavod bunék CLL

Pivod bunék CLL také neni dosud zcela objasnén. Leukemické lymfocyty maji
zvySenou expresi aktivacnich znaki CD23, CD25, CD69 a zaroven sniZzenou expresi znakil

CD22, CD79 a IgD. Typickym znakem pro buitky CLL je pozitivni exprese znaku CDS5,
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coz podporuje teorii, ze se jedna o B-lymfocyty, které prosly aktivaci (Bertilaccio et al. 2010),
nebot’ tato molekula je u zdravych lymfocytli exprimovana pouze na buiikach v perifernich
lymfatickych organech a tuto expresi Ize navodit aktivaci prostfednictvim stimulace
protilatkami proti IgM (Wortis et al. 1995). Rozdilna mira somatickych hypermutaci tézkych
fetézcti imunoglobulinovych gent (IGHV) u riznych piipadi CLL ukazuje, Ze tato choroba
mize pochazet zrizné vyzralych B-lymfocyti (Chiorazzi and Ferrarini 2011). Velmi
podobné expresni profily malignich lymfocytd s mutovanym i1 nemutovanym IGHV
v n¢kterych studiich vSak naopak naznacuji, Ze oba typy pochazeji z jednoho bunééného typu
(Klein et al. 2001). Z novéjsich epigenetickych studii ovSem vyplyva, ze metylace DNA
v malignich bunkach s nemutovanym IGHV piipomina spiSe naivni B-lymfocyty s fenotypem
IgD*, CD27 ¢&i zralé pregerminalni B-lymfocyty (CD5', IgD*, CD27). B-lymfocyty
s mutovanym IGHV jsou podobné spise pamétovym buiikam (IgM/D", IgA/G*, CD27%).
Pii téchto experimentech byl navic objeven tieti typ lymfocytl, jejichz metylace DNA
odpovida casteCné¢ obéma vySe zminovanyma skupinam. Tyto buniky maji sice vétSinou
mutovany IGHV, mira hypermutace je vSak spiSe nizka (Kulis et al. 2012). Nasledna analyza
transkripénich profild bunék CLL potvrdila, ze builkky s nemutovanym IGHV pochdzeji
nejspise z pregerminalnich zralych B-lymfocyti. Pivodcem bunék s mutovanym IGHV jsou
patrné postgerminalni buiiky (CD5*, CD27%) (Seifert et al. 2012). Velmi zajimavé jsou
i vysledky experimentti s xenogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék.
Po transplantaci doSlo opét k rozvoji fenotypu CLL byt sjinym typem VDI piestavby,
nez byla u ptivodniho klonu, takZe tyto buiiky jiZ patrn€ nesou zakladni epigenetické zmény

vedouci k transformaci malignich lymfocytd (Kikushige et al. 2011).

2.3. Laboratorni diagnostika

Diagnosticka kritéria pro CLL vychazeji z doporuceni National Cancer Institute
Sponsored Working Group on Chronic Lymphocytic leukemia (NCI-WG) (Cheson et al.
1996) anovéjsich International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (IWCLL)
publikovanych vroce 2008 (Hallek et al. 2008). Zakladnimi laboratornimi vySetfenimi
pro uréeni diagnézy CLL jsou krevni obraz, diferencialni pocet leukocytu, jejich morfologie

a imunofenotypizace.
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2.3.1. Krevni obraz a diferencialni pocet leukocyti

Pro stanoveni diagnézy CLL je nezbytné prokazat piitomnost alespon
5 x 10° B-lymfocytii/l v periferni krvi nemocného s prokazanou klonalitou téchto lymfocyta
pomoci pritokové cytometrie. Leukemické builky nalezené v natéru periferni krve jsou
vétsinou malé zralé lymfocyty suzkym lemem cytoplazmy kolem denzniho jadra
s agregovanym chromatinem bez patrnych jadérek (Obr. 1). Vyskytovat se vSak mohou
I vetsi, atypické, bunky, buiiky se zafezy v jadie ¢i prolymfocyty, které vSak nesméji tvorit
vice nez 55 % veskerych lymfocytli, nebot’ by tak onemocnéni splnilo zakladni diagnostické
kritérium prolymfocytarni leukémie (Melo et al. 1986). V natérech periferni krve nemocnych
s CLL se také cCasto vyskytuji tzv. Gumprechtovy stiny, coz jsou zbytky jader z bunck
prasklych pii ptipravé natéru (viz Obr. 1).
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Obr. 1: Panopticky obarveny natér periferni krve nemocného s CLL. Zvétseni: 1000x.

Foto: autor

Diagnoéze CLL je velmi blizky lymfom z malych lymfocytd (SLL - Small Lymphocytic
Lymphoma), jehoZz buniky maji shodny imunofenotyp, ale nespliuji kritérium lymfocytozy
pfi pfitomnosti lymfadenopatie ¢i organomegalie. SLL a CLL jsou vSak v podstaté totozna
onemocnéni s jinou tkanovou lokalizaci, takze aktudlni klasifikace Svétové zdravotnické
organizace (WHO) z roku 2008 fadi obé¢ nemoci do spole¢né jednotky CLL/SLL (Hallek, et
al. 2008). V pripadé absence lymfadenopatie ¢i organomegalie se onemocnéni popisuje jako
tzv. monoklonalni B-lymfocyt6za (MBL), ktera byla nalezena u pfiblizné 3,5 % zdravych lidi
(Rawstron et al. 2002). U ptiblizn€ 1 — 2 % z nich dochazi ro¢n¢ k progresi do CLL a MBL
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je proto povazovana za prekancerézu k CLL a CLL pravdépodobné vzdy piedchazi (Landgren
et al. 2009).

2.3.2. Imunofenotypizace

Typické maligni lymfocyty CLL spliuji imunofenotyp CD5", CD19", CD20", CD23"
se slabou expresi povrchového imunoglobulinu (slg). Molekula CD20 (stejn¢ jako molekula
CD79b) je vSak exprimovana vyrazn¢ méné, nez na povrchu zdravych B-lymfocyti
¢i B-lymfocytl ostatnich lymfoproliferativnich onemocnéni. Lymfocyty CLL na svém
povrchu typicky neexprimuji molekulu FMC7. Na zaklad¢ téchto poznatkd Ize
pro diagnostiku CLL pouzit skérovaci systém dle Royal Marsden (viz Tab. 1) (Moreau et al.
1997).

Znak CD5, jehoz ptitomnost je pro CLL charakteristicka, se fyziologicky nachazi
pouze na povrchu T-lymfocyti. Kromé CLL je vSak tento znak pfitomny i na povrchu bunék
lymfomu z plastové zony. Tyto bunky vsak na svém povrchu vétSinou nenesou znak CD23.
Maligni klon exprimuje vyhradné jeden typ lehkych fetézct, tzn. pouze lehké fetézce kappa

nebo pouze lambda (Hallek, et al. 2008).

Tab. 1: Skérovaci systém pro stanoveni diagnozy dle Royal Marsden. Vétsina piipada

CLL ma skore 4-5, ostatni lymfoproliferace naopak 0-2 (Moreau, et al. 1997).

Znak 1 bod 0 bodii
CD5 Pozitivni Negativni
CD23 Pozitivni Negativni
slg Slab¢ pozitivni Silné pozitivni
CD79Db Slabé pozitivni Siln€ pozitivni
FMC7 Negativni Pozitivni
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2.3.3. Vysetreni kostni drené

Cytologické a histologické vysSetfeni kostni dfené neni nezbytné pro stanoveni diagnézy
CLL a od jejich pouzivani se tedy opousti. Toto vySetfeni muze byt doporuceno pouze
ve vybranych ptipadech, jako je napt. rozliSeni ptivodu pfetrvavajici cytopenie po 1écbé

zpusobené terapii od cytopenie zpisobené pretrvavajicim onemocnénim (Hallek, et al. 2008).

2.4. Klinicky prubéh

Klinicky pribéh onemocnéni je u pacientt s CLL, jak jiz bylo zminéno, velmi
riznorody. Zatimco mala ¢ast nemocnych vyzaduje zahajeni 1é¢by kratce po stanoveni
diagnézy (nebo dokonce jiz v dobé jejiho stanoveni), jini s indolentni variantou nevyzaduji
1é¢bu po tadu let. Mezi klinické projevy CLL patii zvétSeni miznich uzlin a splenomegalie.
V pozdéjsich stadiich onemocnéni dochazi k postizeni krvetvorby infiltraci kostni dfené
malignimi lymfocyty a muze tak dojit ke vzniku anémie ¢i trombocytopenie. Zpravidla
pri vétsi nadorové mase se mohou objevit 1 systémové priznaky, jako napf. no¢ni poceni,

horecky, opakujici se infekce ¢i ibytek hmotnosti.

2.5. Komplikace pfi onemocnéni

Nejcastéjsi komplikaci provazejici CLL jsou infekce. Jednd se o infekce jak
bakterialniho, virového, tak mykotického charakteru a jsou zpusobené pifevazné poruchou
imunity vedouci k hypogamaglobulinémii. Postizeni imunitniho systému u nemocnych s CLL
je komplexni a netykd se pouze B-lymfocytii. Maligni lymfocyty prostfednictvim piimého
kontaktu i ptisobenim riznych cytokind, jako je napf. I1-6, 11-10 ¢i TGF-pB, negativné ovliviuji
funkci CD4" i CD8" T-lymfocytia (Gorgun et al. 2005). Poskozen4 je i funkce NK bunék,
u kterych je mozné pozorovat snizené mnozstvi azurofilnich granuli v cytoplazmé (Kay and
Zarling 1984).

S vyssi incidenci se u pacienti s CLL objevuji autoimunitni onemocnéni, jako napf.
autoimunitni hemolytickd anémie ¢i autoimunitni trombocytopenie. Diky sniZzené funkci
imunitniho systému jsou ale nemocni s CLL ohrozeni i dal§imi sekundarnimi malignitami.
U5-10 % nemocnych navic dochazi ktransformaci CLL do agresivnéjsiho
lymfoproliferativniho onemocnéni (tzv. Richterova syndromu), jako je napf. diftzni

velkobunéény lymfom (Jain and O'Brien 2012).
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2.6. Lécba

Ackoli lécba CLL zaznamenala v poslednich desetiletich velky pokrok,
je nejvhodnéjsim piistupem k nemocnym Vv ¢asnych ¢i intermediarnich stadiich (Binet A/B
aRai 0-11) bez pfiznaku stale peClivé sledovani pii pravidelnych lékatrskych kontrolach,
nebot’ se nepodatilo prokédzat pozitivni dopad cCasného zahdjeni 1écby téchto nemocnych.

Lécba je zahajovana pouze v piipadé prikazu aktivity onemocnéni splnénim alespon jednoho

z nasledujicich kritérii (Hallek, et al. 2008):

1) Rozvoj nebo zhorSeni anémie a/nebo trombocytopenie z divodu selhavani kostni diené.

2) Masivni, progredujici nebo symptomaticka splenomegalie.

3) Masivni, progredujici nebo symptomaticka lymfadenopatie.

4) Rozvijejici se lymfocytoza se vzestupem o vice nez 50 % do 2 mésici nebo zdvojeni
poctu lymfocyt do 6 mésicti pii vylouceni jinych vlivi, jako je napft. infekce.

5) Autoimunitni anémie a/nebo trombocytopenie Spatné odpovidajici na kortikosteroidy
¢i jinou standardni 1écbu.

6) Symptomy spojené s onemocnénim, mezi které patii nechtény ubytek hmotnosti vétsi
nez 10 % za 6 mésictli, Vyrazna tnava, horeCka vyssi nez 38 °C po dobu alesponi 2 tydnt
bez priikazu infekce a no¢ni poceni po dobu alespont 1 mésice bez pritkkazu infekce.

Samotna leukocytdza neni indikaci k zahajeni 1éCby, nebot’ piipady leukostazy jsou
upacienti s CLL velmi vzacné. Vysoké riziko (Binet C, Rai Il — 1V) sanémii

¢1 trombocytémii se obecné€ povazuje za indikaci k zahajeni 1écby.

2.6.1. Alkylacni latky

Jednim z nejstarSich 1€kt pouzivanych na 1é¢bu CLL je alkyla¢ni cytostatikum
chlorambucil. Pro svou nizkou toxicitu a cenu je ve vybranych pfipadech
(napf. U nemocnych s vyznamnymi pfidruZzenymi chorobami) stale pouzivan. Jeho ucinnost
je vsak velmi nizka - kompletnich remisi dosahuje jen velmi ziidka (< 5 %) (Rai et al. 2000).
Pii dlouhodobém wuzivani tohoto I€ku byly prokdzany vedlejsi ucinky, jako jsou
napft. cytopenie, myelodysplazie ¢i akutni leukémie (Dighiero et al. 1998). Statisticky
vyznamné lepsi 1écebny efekt byl prokdzan u novéjSiho alkylacniho cytostatika,
bendamustinu. Ve srovnavaci studii dosahlo celkové odpovédi pii monoterapii
bendamustinu 59 % nemocnych oproti 30 % u chlorambucilu a del$i byl i median pieziti

do progrese (22 oproti 8 mésicim) (Knauf et al. 2009). V soucasné dob¢ je bendamustin
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registrovan pro 1é¢bu nemocnych, kterym nemuze byt podana 1é¢ba fludarabinem (Knauf, et
al. 2009).

2.6.2. Purinova analoga

Nejrozsifenéj§im a nejlépe prostudovanym purinovym analogem, které se pouziva
pro 1écbu CLL, je fludarabin. Pfi srovnani uc¢inku monoterapie fludarabinem s alkyla¢nimi
latkami a kortikosteroidy bylo prokdzano, ze doslo ke zvySeni poctu celkovych odpoveédi
na lé¢bu (Anaissie et al. 1998; Plunkett et al. 1993; Rai, et al. 2000). Ve srovnani s dal§imi
konven¢nimi chemoterapiemi dosahuje tento typ 1écby vyssiho poctu kompletnich remisi.
Prodlouzeni celkového preziti vSak pii 1écbé samotnym fludarabinem prokazano nebylo (Rali,

et al. 2000; Steurer et al. 2006).

2.6.3. Kombinovana chemoterapie

Alkyla¢ni latky a purinova analoga plisobi prostiednictvim odlisSnych cytotoxickych
ucinkl a soucasné podavani obou typt latek vede ke zvySenému efektu na maligni lymfocyty
(Bellosillo et al. 1999). Ptidani chlorambucilu k fludarabinu vedlo u pacientd s CLL
ke zvyseni hematologické toxicity a celkové odpovédi terapie (Rai, et al. 2000). V soucasné
dob¢ nejrozsifenc)si kombinaci je vSak kombinace fludarabinu s alkylacnim cytostatikem
cyklofosfamidem (FC), ktera ve srovnani s monoterapii fludarabinem dosahla vyssiho poctu
celkovych odpovédi, kompletnich remisi i doby do progrese (Catovsky et al. 2007; Eichhorst
et al. 2006).

2.6.4. Monoklonalni protilatky - imunoterapie

Nastup biologické 1écby pomoci monoklondlnich protildtek znamenal vyznamnou
zménu v lécebném pfistupu nejen k CLL, ale i1 dalS$im nizce 1 vysoce malignim
lymfoproliferativnim onemocnénim. Prvni molekulou schvalenou pro 1écbu CLL byla
chiméricka mysi/lidska protilatka proti povrchovému znaku CD20 rituximab. Ackoli je
pro buiikky CLL typicky snizeny vyskyt CD20 na povrchu, pfitomné mnoZzstvi staci k tomu,
aby navézana protildtka aktivovala komplement a efektorové buiiky imunitniho systému.
To vede ke zniCeni malignich lymfocytl. Samostatné tato protilatka neni pfili§ Gc¢inna.

Vyssiho ucinku 1ze dosahnout pouze zvySenim davky ¢i Castéj$§im podavanim, coz je financné
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velmi naro¢né. Rituximab vSak potencuje Géinnost cytostatické 1é¢by a je proto pouzivan
v kombinaci s jiz dtive pouzivanym rezimem fludarabinu s cyklofosfamidem (viz dale).

Dalsi protilatkou, ktera je pouzivand v 1é¢bé CLL je humanizovana potkani protilatka
anti-CD52 alemtuzumab. Povrchovy znak CD52 se vyskytuje pouze na zralych lymfocytech,
monocytech a makrofazich, takze alemtuzumab neposkozuje krvetvorné kmenové bunky.
Vzhledem k deplecim zdravych B- i T-lymfocytl vSak vede k ¢astym oportunnim, zejména
mykotickym, infekcim a je tudiz nutné jej podavat v kombinaci s profylaktickou lécbou.
Castou komplikaci je i reaktivace cytomegalovirové infekce, doporuéuje se proto provadst
pravidelny monitoring na jeji pfitomnost. V soucasné dobé je schvélen pro pouziti i v prvni
linii 1écby CLL, jeho hlavni vyuziti je vSak u relabujicich nemocnych, ptipadd CLL
refrakternich na fludarabinové rezimy (napt. nemocnych s deleci 17p) ¢i téch, kde fludarabin
byt pouzit nemize (Mauro et al. 2012).

Spektrum protilatek, které lze vyuzit pii 1écbé CLL, se Vv poslednich letech rozrista.
Mezi nova léCiva patii napf. ofatumumab, coz je pIné lidska anti-CD20 protilatka,
ktera rozpoznava odlisny epitop nez rituximab a pfi stejné toxicité vice aktivuje komplement
(Teeling et al. 2006). Pouziti ofatumumabu jiz bylo schvaleno regula¢nimi ufady v Evropé
i Spojenych statech pii 1écbé CLL refrakterni na fludarabin a alemtuzumab a nové téz
v kombinaci s chlorambucilem ¢i bendamustinem v prvni linii 1é¢by u nemocnych
nevhodnych na fludarabinovy rezim.

Dalsi protilatkou proti CD20 je obinutuzumab. U této protilatky Il. typu byla
ve srovnani s rituximabem in vitro prokazana vyssi cytotoxicita zprostiedkovana protilatkami,
vy$$§i mira bunééné smrti zprostfedkovana mechanizmy nezavislymi na apoptdze 1 apoptozy
(Patz et al. 2011). V klinickych studiich 1. faze obinutuzumab prokazal ucinek u nemocnych
SCLL iunemocnych s CLL s dal$imi komorbiditami (Goede et al. 2013). V kombinaci
S chlorambucilem zvysil vyznamné lécebné vysledky u starSich/komorbidnich nemocnych
v 1. linii ve smyslu zvySeni po¢tu kompletnich remisi, prodlouzeni obdobi bez progrese
i celkového pieziti vii¢i monoterapii chlorambucilem ¢i kombinaci chlorambucil + rituximab

(Goede et al. 2014; Goede et al. 2015).

2.6.5. Kombinace chemoterapie a imunoterapie

Vysledky preklinickych a naslednych klinickych studii testujicich pfidani monoklonélni
protilatky rituximab ke klasické chemoterapii ukazaly, Ze synergistické plisobeni téchto 1é¢iv

vede ke zlepSeni odpovédi, prodlouzenému pieziti bez progrese a prodlouzeni celkového
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preziti (Tam et al. 2008). Tyto vysledky byly nasledné potvrzeny v rozsahlé prospektivni
mezinarodni multicentrické randomizované¢ studii faze III CLL8 (817 pacientl),
ktera porovnavala do té pouzivanou 1é¢bu fludarabinem a cyklofosfamidem (FC)
s fludarabinem, cyklofosfamidem a rituximabem (FCR). Studie prokazala, Ze pacienti s FCR
maji celkové vyssi pocet odpoveédi, maji vice kompletnich remisi, delS§i dobu preziti
do progrese i celkové preziti (Hallek et al. 2010). Analyza cytogenetickych prognostickych
znakll navic ukézala, ze FCR je 0Cinngj$i napii¢ vSemi skupinami s vyjimkou del(17p).
Podobné vysledky byly posléze prokazany pii porovnani téchto dvou lécebnych protokola
ujiz predlééenych pacientd s CLL (Robak et al. 2010). Na zaklad¢ vysledku této studie
je rezim FCR v soucasné dobé povazovan za standard 1é¢by nemocnych s CLL, ktefi jsou
Vv dobrém stavu a nemaji zavazna pridruzena onemocnéni. U starSich ¢i komorbidnich
nemocnych s CLL, pro které je rezim FCR pfili§ toxicky, je mozné pouzit redukovany rezim
nizkodavkovany FCR (Smolej 2012).

U nemocnych s CLL byla zkousSena i 1é¢ba kombinaci rituximabu s bendamustinem
(BR). Pii pouziti v 1é¢bé prvni linie u fit nemocnych v rdmci randomizované studie CLL10
byl rezim BR vyznamné méné ucinny ve smyslu niz§iho poctu kompletnich remisi i obdobi
do progrese viici protokolu FCR, zaroven vsak byl rezim BR vyrazné¢ méné toxicky (zadvazné
neutropenie, zavazné infekce). Rezim BR lze povazovat za alternativu k FCR u starSich fit
nemocnych s vysokym rizikem infekce (Eichhorst et al. 2014). Na zakladé ptredbéznych
vysledkd randomizované studie MABLE, ve které kombinace BR dosédhla vyznamné vyssiho
poc¢tu kompletnich remisi 1 prodlouzeni pieZiti vici kombinaci rituximab + chlorambucil
unemocnych nevhodnych pro kombinovany fludarabinovy reZim, je BR v soucasné dobé
pouzivan 1 u starSich / komorbidnich nemocnych v ramci 1é€by 1. linie. Je moZné jej také
pouzit u nemocnych s relapsem/refrakterni CLL (Fischer et al. 2012).

Studie porovnavajici uc¢innost kombinace FC s jinou protilatkou, alemtuzumabem,
(FCA) ve srovnani s FCR musela byt pifedcasné ukoncena pro vysokou toxicitu a mortalitu
spojenou s 1écbou FCA (Lepretre et al. 2012). V jiné studii zabyvajici se mozZnosti vyuzit
alemtuzumab pfi terapii CLL byla porovnavana kombinace fludarabinu s alemtuzumabem
(FA) a fludarabin v monoterapii u relabujicich pacientd s refrakterni CLL. V této studii
byl prokazan ptinos pridani alemtuzumabu, nebot’ nemocni léceni FA dosahovali delsi doby
do progrese a celkového pieziti pii vyssi toxicité FA, ale podobné Cetnosti umrti zptisobeného
1é¢bou (Elter et al. 2011).

Kombinace vysokodavkovanych kortikoidi a monoklonalnich protilatek je uZzite¢nou

moznosti 1écby relabujici/refrakterni CLL, zejména u starSich nemocnych ¢i pii vyskytu
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zavaznych cytopenii v duisledku pfedchozi cytostatické 1éCby. Nejpouzivanéj$im rezimem
vramci Ceské republiky je kombinace rituximabu a dexametazonu (Smolej et al. 2012),
obdobné vysledky byly dosazeny pfi pouziti kombinace ofatumumab + dexametazon (Doubek
et al. 2015).

2.6.6. Inhibitory bunécné signalizace

Objev zasadni role mikroprostedi a bunécné signalizace v rozvoji CLL vedl k zaméfeni
pozornosti vyvoje novych léciv proti CLL na oblast inhibitort signalnich drah dulezitych
pro rozvoj onemocnéni. Jednou znejlépe prozkoumanych drah je signalizace pomoci
B-bunééného receptoru (BCR), které se podrobné&ji vénuje kapitola 2.7.1.2. B-bunecny
receptor (BCR). Signalizace BCR je zprostfedkovana pomoci kindz asociovanych s timto
receptorem, mezi které patii 1 kindza Syk, jejiz aktivace spousti dalsi bunécné dé&je vedouci
k proliferaci bung¢k a jejich rezistenci na signaly spoustéjici apoptozu. Fostamatinib, inhibitor
kindzy Syk, skute¢né navozuje u malignich lymfocytl apoptézu prostiednictvim inhibice
signalizace BCR. Klinicka studie 2. faze prokazala u nemocnych s CLL slibny pocet
celkovych odpovédi (Friedberg et al. 2010).

Ibrutinib je oralné podavany ireverzibilni inhibitor Brutonovy kinazy, dalsi vyznamné
molekuly ptenasejici signal od BCR do nitra bunky. Na rozdil od klasickych protokolt
chemo- a chemoimunoterapie je tento 1ék podavan dlouhodobé az do nasledné progrese
onemocnéni nebo nepfiijatelné toxicity, kdy je zapotiebi 1écbu ukoncit. Prvni studie ukézaly,
Ze ibrutinib je velmi dobie snasen a je G¢inny pfi terapii nemocnych s relabujici refrakterni
CLL (Byrd et al. 2013). Ibrutinib také prokazal vyssi uc¢innost ve smyslu celkovych odpovédi,
pieziti bez progrese i celkového preziti nemocnych s relabujici/refrakterni CLL v porovnani
s ofatumumabem (Byrd et al. 2014). V soucasné dobé probihaji studie kombinujici ibrutinib
S rituximabem ¢i chemoimunoterapii. Kromé zvySeni apoptdzy malignich lymfocyti vSak
inhibice BTK ovliviiuje i fadu dalSich fyziologickych procesu, jako je napt. funkce krevnich
desti¢ek ¢i funkce imunitniho systému, coz mize vést k nezadoucim uCinklim, jako je
krvaceni ¢i infekce (Herman et al. 2011).

Idelalisib umoznuje spusténi apoptézy u malignich lymfocyti CLL bez ovlivnéni
T-lymfocyti a NK bunék prostiednictvim selektivni inhibice fosfatidylinositol-3-kinazy &
(PI3K9) (Hoellenriegel et al. 2011). V klinické studii 1. faze, pfi které byl podavan idelalisib
nemocnym s refrakterni relabujici CLL, byla prokazana aktivita proti malignim lymfocytim

pfi pfijatelné toxicité (Brown et al. 2014). VV kombinaci s rituximabem byl idelalisib schvalen
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pro 1écbu relabujici/refrakterni CLL, nebot’ ve dvojité slepé, placebem kontrolované studii
faze 11 prokdzal lepsi dosazeni 1écebné odpovédi a delsi obdobi do progrese i celkové preziti
V porovnani s kombinaci rituximab + placebo (Furman et al. 2014).

Jednim z mechanizml prodlouzeného pieziti malignich lymfocyti CLL je zvySena
exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2 v téchto buiikach. Jako mozna ucinna terapie se tedy
nabizi 1 inhibice tohoto proteinu. V poslednich letech bylo syntetizovano nékolik
molekularnich inhibitortt proteinti rodiny Bcl-2. U nemocnych s CLL Vv soucasné dobé
probihaji studie zjistujici ucinek venetoclaxu (ABT-199, GDC-0199), coz je peroralni
specificky inhibitor Bcl-2, jehoz podavani ve studii 1. faze vedlo k velmi rychlému poklesu
lymfocytt jiz béhem 24 hodin (Souers et al. 2013). Vysledky studie faze I/II jsou také velice
povzbudivé (Roberts et al. 2014). V soucasné dobé dobé probiha randomizovana studie faze
III porovnavajici kombinaci venetoclax + rituximab viaci rezimu BR (studie MURANO;

NCT02005471).

2.6.7. Imunomodulacni lécba

Lécebné odpovédi u nemocnych s relabujici refrakterni CLL bylo dosaZeno 1 pomoci
imunomodulaéni 1é¢by lenalidomidem, derivatem thalidomidu (Ferrajoli et al. 2008),
ktery zpusobuje zvySenou expresi kostimula¢nich signali na malignich lymfocytech
(napt. CD40, CD95), jejichz antigen prezentujici funkce je u CLL jinak snizena (Chen et al.
2011). Lenalidomid zaroven pusobi na T-lymfocyty a prostfednictvim zvySené exprese
CD154 (CD40L) zvysuje tendenci malignich lymfocytli zah4jit procesy vedouci k apoptoze.
Zaroven stimuluje zdravé B-lymfocyty k produkci protilatek (Lapalombella et al. 2010).
Lenalidomid také zvySuje expresi molekuly CD20 na povrchu malignich lymfocyta,
¢imz zvySuje jejich citlivost k anti-CD20 protilatkdm. Synergické plsobeni lenalidomidu
a rituximabu bylo prokazano in vitro (Acebes-Huerta et al. 2014). V soucasné dob¢ se studuje

mozné vyuziti této kombinace pfi 1é¢bé nemocnych s CLL (James et al. 2014).

2.6.8. Transplantace krvetvornych bunék

Prestoze bézné terapeutické pristupy zvySuji poCty remisi a délku lé¢ebné odpovédi,
je jedinym zptisobem, jak lze CLL trvale vylécit, alogenni transplantace krvetvornych
kmenovych bun¢k. Nerelapsova mortalita je vSak u klasickych myeloablativnich rezima velmi
vysoka (dle evropského transplanta¢niho registru az 46 %), a proto se u CLL prakticky

nepouziva. Vyrazného poklesu mortality pfi zachovani Gcinné reakce §tépu proti leukémii
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bylo dosazeno snizenim radiacni zatéze a cytostatik u tzv. nemyeloablativnich rezimd,
které vedou k imunosupresi umoznujici piihojeni darcovského $tépu, ale nezni¢i kompletné
krvetvorbu piijemce. Pti vyuziti efektu reakce $té€pu proti leukémii (GvL) je mozné dosahnou
kompletniho zniceni leukemického klonu pii vyrazné nizSi potransplantacni mortalité,
ktera se pohybuje pouze kolem 26 % a je mozné ji provést i u starSich nemocnych (65 let).
Tato metoda je proto VvsouCasné dobé vyrazné upiednostnovana pied klasickym
myeloablativnim rezimem. Problémem zistdva chronickd extensivni reakce Stépu proti
hostiteli a relapsy po alogenni transplantaci. Autologni transplantace ma nizkou
potransplanta¢ni mortalitu - randomizované studie 3. faze vSak neprokazaly ptiznivy vliv této

1écebné modality (Michallet et al. 2011) a u CLL byla proto opusténa.

2.6.9. Pouziti lymfocytd s chimerickym antigennim
receptorem

Jednim z dalezitych kroki pii transformaci malignich bunék je aktivace ochrannych
mechanizmii pfed plisobenim imunitniho systému, ktery by nadorové buiiky jinak odstranil.
Tyto mechanizmy mohou byt pasivni (napf. ztrata specifickych antigenti na povrchu bunék
(\Vago et al. 2009)) ¢i aktivni (zmé&na mikroprostiedi a parakrinniho ptisobeni prostiednictvim
fady mediatord, jako je napf. TGFP (Zou 2005)). Stejné jako v piipadé reakce §tépu
proti leukémii je tak duleZzité najit zptisob, jak tuto obranu malignich lymfocytt obejit. Jednou
z metod, jejiz mozné vyuziti se v poslednich letech vyznamné studuje, je pouziti T-lymfocytd
S chimerickym antigennim receptorem (tzv. CAR lymfocyt).

CAR lymfocyty jsou geneticky modifikované T-lymfocyty samotného pacienta
produkujici receptory rozpoznavajici specifické antigeny na povrchu malignich bunék.
V piipadé CLL tedy B-lymfocyti. Mezi nejéastéji vyuzivané antigeny u CLL patii molekula
CD19 (Wang et al. 2007). Vyuzivaji se vsak i antigeny na molekule CD20, lehké tetézce
imunoglobulint ¢i antigen ROR1 (Hudecek et al. 2010). Navazani antigenu na extracelularni
cast receptoru vede k aktivaci intracelularni ¢asti této molekuly a naslednému spusténi
signalnich drah, které staci pro kompletni aktivaci T-lymfocytu. Vzhledem k vyssi ucinnosti
byly v pripadé CLL testovany pievazné¢ CAR lymfocyty druhé generace, jejichz intracelularni
oblast je odvozena nej¢astéji od molekul CD28, CD134, CDI137, Lck, ICOS a DAPI10
(Sadelain et al. 2009; Wang, et al. 2007; Yvon et al. 2009; Zhao et al. 2009).

Pilotni studie testujici CAR molekuly specifické proti molekule CD19 prokazaly,
ze vyuziti CAR lymfocyti bylo u pacienti U¢inné a to i v ptfipadé¢ pokrocilych stadii
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chemorefrakterniho onemocnéni (Brentjens et al. 2010; Kalos et al. 2011). Usp&sné pouiti
CAR lymfocyti bylo prokdzano i v piipadé pouziti receptorti proti dal§im antigentim
na povrchu B-lymfocytt (Till et al. 2012; Vera et al. 2006). Velmi zajimavé je piedevsim
pouziti receptoru proti povrchovym molekulam CD23 a RORI1, které se nevyskytuji
na zdravych B-lymfocytech a 1écba je tedy specificka proti malignim buiikdm CLL. V malych
studiich byl 1é¢ebny ucinek pii pouziti receptorit proti obéma antigenim prokazan (Giordano
Attianese et al. 2011; Hudecek, et al. 2010). V soucasné dobé probihaji studie, které maji
za cil stanovit vhodné slozeni intracelularni oblasti receptoru s optimalni skladbou domén
aktivujicich rizné signalni drahy, studuje se moznost prodlouZeni pieziti modifikovanych
lymfocytt v krvi pacientii, nebot’ i ta ma vliv na klinicky vysledek 1écby.

CAR mohou byt napadany imunitnim systémem piijemce, coz je mozné CasteCné
vyfeSit pouzitim pln€¢ humanizovanych receptori vnaSenych pomoci elektroporace,
aby se piedeslo produkci virovych antigeni exprimovanych pfi pouziti retrovirovych,
resp. lentivirovych vektord (Lamers et al. 2011). Vzhledem K problémiim spojenym
s pouzitim CAR lymfocyti u jinych onemocnéni (Lamers et al. 2006; Morgan et al. 2006;
Morgan et al. 2010) jsou velmi podrobné analyzovany nezadouci ucinky spojené s pouzitim
tohoto typu 1é¢by u CLL. Jak jiz bylo zminéno dfive, pouziti receptort proti antigenu CD19
vedlo keliminaci zdravych B-lymfocyti a u téchto nemocnych je tedy tieba pocitat
s intraven6znim podavanim imunoglobulinii (Kochenderfer et al. 2012; Kochenderfer et al.
2010).

Velka pozornost je vénovana i moznym problémim spojenym s pouzitym vektorem
ajim zptusobenou mutagenezi (Baum et al. 2006; Hacein-Bey-Abina et al. 2008).
Komplikované je i zjisténi optimalniho poctu podanych T-lymfocyt. Na rozdil od bézného
1é¢iva se totiz mohou v téle nemocného dale mnozit a to v zavislosti na fad€ faktort, jako je
napft. variabilni koncentrace cytokini (Restifo et al. 2012) nebo pocet malignich lymfocytt
(Brentjens et al. 2011). Po analyze vysledku studii zabyvajicich se t€mito problémy by se
vyuziti lymfocytli s chimerickym antigennim receptorem mohlo stat dalSim 1écebnym
pfistupem s kurativnim potencidlem a vysokou selekci proti malignim lymfocytim

u nemocnych s CLL a to vcetné refrakternich a relabujicich ptipadi.

2.7. Stanoveni progndzy a biologie CLL

Chronickd lymfocytarni leukémie je indolentni lymfoproliferativni onemocnéni,

jehoz priibéh je mimotadné heterogenni. Zatimco fada nemocnych vibec nevyzaduje 1écbu
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a dozivaji se s dobrou kvalitou Zivota stejného véku jako lidé bez této choroby, existuje
skupina nemocnych, kteti rychle progreduji a pfes intenzivni 1é¢bu umiraji za nékolik let
od stanoveni diagnozy. VEasné zahajeni vhodné 1€¢by je pro né tedy velmi dilezité. Vyzkum
CLL v poslednich letech je tak ve velké mife zaméfen na hledani tzv. prognostickych
ukazatelt CLL, které by umoznily co nejdiive identifikovat, zda se jednd o CLL s pomalym
pribéhem nebo agresivngjsi, rychle progredujici variantu. Stale pouzivané klasické znaky
zalozené na stanoveni stadia onemocnéni dle Bineta a Raie, zdvojovacim case lymfocytl
¢i infiltraci kostni dfené¢ ukazuji spiSe na aktudlni stav onemocnéni a nejsou tedy vhodné
pro stanoveni prognézy V c¢asném stadiu, kdy je vdne$ni dobé vétSina ptipadd
diagnostikovana. Diky intenzivnimu vyzkumu V poslednich letech se podafilo objevit fadu
znaki novych. Jejich efekt je vSak stale intenzivné zkouman a pii 1é¢bé CLL se k nim
pro nedostatek ditkazl ¢i nizkou miru standardizace nepiihlizi.

Hledani prognostickych ukazatelli je velmi tzce spojeno se stile se rozvijejicim
poznanim biologie onemocnéni a lze je od sebe jen velmi tézko oddélit. Nové biologické
poznatky jsou casto hodnoceny z pohledu mozného prognostického vyuziti a jejich
prognosticky u¢inek ndm naopak umoziiuje je zasadit do SirSiho rdmce pisobeni samotného
onemocnéni. To také pfispélo k obrovskému rozmachu poznani CLL v poslednich
desetiletich. Zatimco diive byla CLL povaZovdna za onemocnéni pochdzejici ze zralych,
imunologicky nekompetentnich lymfocytl, které se kumuluji pouze z divodu poskozeni
signdlnich drah, kter¢é vedou buiku kapoptéze (jako je mnapf. zvySend exprese
antiapoptotického genu Bcl-2), v poslednich letech se pohled na toto onemocnéni vyrazné
zménil a na CLL je pohlizeno spiSe jako na heterogenni chorobu pochazejici z B-lymfocytii,
které se mohou liSit stupném aktivace, zralosti nebo bunéénym podtypem. CLL je tak brana
spiSe jako onemocnéni, pro které je typickd dynamicka rovnovédha mezi aktivné se délicimi
buiikami v zarodecnych centrech lymfatickych orgdni a klidovymi bunkami, které jsou
odolné vuci apoptdze a cirkuluji v periferni krvi (Messmer et al. 2005). Aktivni proliferace
navic mize vést ke vzniku a hromadéni genovych mutaci a chromozomalnich aberaci, z nichz
nekteré dale ovliviiuji biologii i klinicky vyvoj CLL. Intenzivni studium biologie CLL s sebou
pfineslo i fadu dalSich poznatkt, které jiz naSly ¢i pravé nachazeji své uplatnéni ve stanoveni

progndzy ¢i 1écbe této nemoci.
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2.7.1. Pohlavi

Pohlavi a v¢k také ovliviuji prognézu pacientd s CLL. Toto onemocnéni je nejen
Castéj$i Umuzii nez u Zen, jak jiz bylo zminéno v Gvodu, muzi maji 1 hor§i prognodzu
(Catovsky et al. 1989). Podstata tohoto rozdilu v$ak neni dosud znama. Pti rozhodovani

0 zahajeni 1écby se k pohlavi nepfihlizi.

2.7.2. Klinické stazovaci systémy

Jiz vice nez ticet let se pro stanoveni rizika a zahdjeni 1écby u pacientti s CLL pouzivaji
klinické stazovaci systémy dle Raie a Bineta (viz Tab. 2 a Tab. 3) (Binet et al. 1981; Rai et al.
1975). Oba jsou zalozeny na stanoveni prognézy na zaklad¢ fyzikalniho a laboratorniho
vySetfeni a spiSe nez budouci vyvoj onemocnéni popisuji jeho soucasny stav. Nejsou tudiz
schopné rozeznat pacienty, ktefi budou brzy rychle progredovat jiz v ¢asném stadiu choroby.

Oba tyto systémy jsou velmi jednoduché a stratifikuji nemocné do 3 skupin podle rizika.

Tab. 2: Stazovaci systém dle Raie

Stadium Riziko dle Klinicky nélez Median preziti
(Rai) modifikovaného stagingu y (mésice)™*
0 nizké Lymfocytoza > 150
I stiedni Lymfocytéza, lymfadenopatie 101
w1 Lymfocytdza, splenomegalie
. stfedni a/nebo hepatomegalie n
i vvsoké Lymfocyt6za, anémie 19
y (Hb < 110 g/l)
. Lymfocytdza, trombocytopenie
v vysoke (PLT < 100 x 109) 19

PK - periferni krev, KD - kostni dfefi, Hb - hemoglobin, PLT — trombocyty
*V ptvodni publikaci (Rali, et al. 1975).
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Tab. 3: Stazovaci systém dle Bineta

Stadium .. < e v o Median preziti
(Binet) Riziko Klinicky nalez (mésice)*
A nizké postizeni méné nez 3 oblasti nedosazen
B stiedni postizeni 3 a vice oblasti 84
. | anémie a/nebo trombocytopenie (Hb < 100 g/1,
¢ vysoke PLT < 100 x 10%/1) 24

Postizené oblasti jsou definovany pfitomnosti zvétSenych lymfatickych uzlin vétSich nez
lem v priméru nebo organomegalii

Oblasti: 1 - hlava a krk v¢etné Waldeyerova okruhu, 2 - axily, 3 - tfisla véetné povrchové
femoralni oblasti, 4 - hmatna slezina, 5 - hmatn4 jatra (klinicky zvétSend)

Hb - hemoglobin, PLT — trombocyty
*V puvodni publikaci (Binet, et al. 1981).

2.7.3. Zdvojovaci ¢as lymfocytl

Zdvojovaci ¢as lymfocytt (LDT - Lymphocyte Doubling Time) je definovan jako doba,
za kterou se zvysi absolutni pocet lymfocytl v periferni krvi na dvojnasobek. Hodnoty kratsi
nez 12 mésichh znamenaji 1 u nemocnych S nizkym a sttednim rizikem dle Raie a nizkym
rizikem dle Bineta hor$i prognozu a kratsi dobu pieziti pfi porovnani s pacienty s LDT del$im
nez 12 mésict. LDT lze brat v tvahu 1 pii posuzovani potteby lécby CLL, nebot’ pii LDT
krat§im nez 6 mésicli by se mélo uvazovat o jejim zahajeni. Vzdy je vSak zapotiebi posuzovat
toto kritérium opatrné a predem vyloucit mozné jiné pticiny, nezZ samotné onemocnéni, jako je

napt. infekce (Hallek, et al. 2008).

2.7.4. Sérové ukazatele

Prognosticky vliv u CLL byl prokazén i u fady molekul, které je mozné detekovat v séru
nemocnych. Sérova aktivita laktat dehydrogenazy (LDH) je povazovana za ukazatel
bunécného obratu a jeji zvySeni ukazuje na vyssi aktivitu fady hematologickych malignit.
U CLL bylo zjisténo, Ze pacienti se zvySenou LDH maji horsi prognozu, krat§i dobu preziti

a vyssi riziko transformace do Richterova syndromu (Fasola et al. 1984; Lee et al. 1987).
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Navic bylo prokazano jeji spojeni i sftadou dalSich neptfiznivych ukazatelt, jako je
napt. delece 17p ¢i vysoka exprese CD38 a ZAP-70 (Van Bockstaele et al. 2009).

Thymidinkinaza (TK) je enzym, ktery hraje dilezitou roli pii syntéze DNA. TK
se vyskytuje i v séru a jeji koncentrace se zvySuje pii pokrocilejsSich stadiich CLL a progresi
onemocnéni. Vysoka koncentrace TK byla prokazana u nemocnych s nemutovanym tézkym
fetézcem imunoglobulinu (Magnac et al. 2003). Nizkou koncentraci TK v séru lze pouzit
I jako prediktivni ukazatel, nebot’ tato skupina nemocnych s CLL reaguje dobie na 1é¢bu
fludarabinem (Di Raimondo et al. 2001).

Zvyseny sérovy Bp-mikroglobulin  (B2M), ktery tvofi soucast hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC) 1. tfidy, ukazuje na pokrocily stav CLL s vyraznou
lymfadenopatii a pokroc¢ilé onemocnéni. Nemocni ve stddiu A dle Bineta s vysokou
koncentraci B2M maji navic kratS$i dobu do progrese, coZ potvrzuje moznost vyuziti B2M
jako jednoho z prognostickych ukazatela (Gentile et al. 2009).

Kratsi doba pieziti byla prokdzana i u nemocnych ve stddiu A dle Bineta s vysokou

koncentraci solubilniho CD23 (sCD23) v séru (Sarfati et al. 1996).

2.7.5. Chromozomalni aberace

U vice nez 80 % nemocnych s CLL je ptfitomna alesponi jedna ¢i vice cytogenetickych
poruch, které Ize detekovat pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) (Stilgenbauer et
al. 2000). Na rozdil od jinych malignit jsou u CLL velmi vzacné vyvazené translokace
a mnohem Ccastéji se objevuji zmény nevyvazené. Mezi nejCastéji se opakujici patii delece
13q14, trizomie chromozomu 12, delece 11g22-23 a delece 17pl13. Stanoveni téchto
abnormalit ma klinicky vyznam, nebot’ u fady z nich byl prokazan dopad na projev choroby
a celkové pieziti nemocnych (Dohner et al. 2000). Standardné pouzivana metoda interfazni
FISH, diky které neni zapotiebi vyuzivat bunky v metafazi, umoziuje detekci pouze nékolika
vybranych (vySe zminénych) chromozomalnich aberaci, coz zna¢né omezuje pohled na velmi
komplexni oblast genomovych aberaci u CLL. Tento problém miize byt odstranén s vyuzitim
novych technologii, jako je napf. komparativni genomova hybridizace (CGH), ktera s sebou
pfinesla objev dalSich nevyvazenych abnormalit, jako napf. trizomie chromozomu 19
zahrnujici oblast s geny dualezitymi pro regulaci bunécného cyklu a regulaci apoptdzy
(jJako jsou napt. Cyklin E, BCL3 a BAX) ¢i amplifikace oblasti 2p24, ktera obsahuje gen
pro onkogen MYCN (Schwaenen et al. 2004). Velky ptinos pfineslo i vyuziti tzv. DNA ¢ipt.

Diky jejich vyuziti se podafilo objevit dalSi abnormality a to nejen pocetni, ale i ztratu
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heterozygozyty v uréitych oblastech (Pfeifer et al. 2007). DNA c¢ipy navic umoznily
detailngj$i prozkoumadani jiz zndmych aberaci, coz piineslo dikazy o vysoké heterogenité

nékterych z nich.

2.7.5.1. Delece 13q

Delece 13914 se vyskytuje u 40 — 60 % piipadi CLL a vétSinou se vyskytuje jako
samostatnd aberace. Nemocni, u kterych se delece 13q objevuje samostatné, maji lepsi
progndzu nez pacienti bez ni ¢i s vétsSim poctem chromozomalnich ptestaveb. Nov¢jsi studie
ovSem ukazuji, ze i v této skupiné se vyskytuji jedinci se Spatnou progndzou. Pacienti s vice
S niz$im zastoupenim té€chto bunék (Van Dyke et al. 2010). Vyznam hraje i rozsah delece.
Délka deletované oblasti je totiz velmi variabilni a dosahuje rozpéti od nékolika set tisic para
bazi az k desitkam miliont (Mosca et al. 2010; OQuillette et al. 2008a). V piipadé kratSich
variant dochazi k deleci ¢i alespon sniZeni exprese mikroRNA miR-15a a miR-16-1 (Calin et
al. 2002), které ovliviuji rust, regulaci buné¢ného cyklu i apoptézu prostfednictvim naruseni
regulace exprese fady gend véetné Bcl-2 (Cimmino et al. 2005). V piipadé delsi delece
je v8ak zasazen i gen Rb, ¢imz dochazi ke zvySeni nestability genomu a prognéza téchto

nemocnych je neptizniva (Dal Bo et al. 2011; Ouillette et al. 2008Db).

2.7.5.2. Trizomie 12

Trizomie 12. chromozému se vyskytuje v 10 — 20 % piipadd CLL a je spojovana
s krat§i dobou do progrese. Vysledky analyz z poslednich let vSak ukazuji, Ze tito nemocni
maji delsi celkové preziti (Hallek, et al. 2010). U nemocnych s trizomii 12. chromozomu
se Casto vyskytuje atypickd morfologie a imunofenotyp malignich lymfocytd S vys$Sim
zastoupenim prolymfocytii a vyssi expresi povrchovych imunoglobulini a FMC7 (Matutes et
al. 1996). Jaké geny jsou zodpovédné za tyto projevy je stale pfedmétem intenzivniho
zkoumani. Vzhledem k rozsahu aberace je velmi obtizné nalézt relevantni geny. Nékolik
kandidatnich genti vSak jiz nalezeno bylo. Prvnim z nich je gen MDM-2, ktery lezi v oblasti
12q15 a u CLL je zvySen¢ exprimovan (Merup et al. 1997). Dalsim je CLLU1 (12qg22),
jehoz zvysena exprese byla zjisténa u nemocnych s kratsim celkovym piezitim (Josefsson et
al. 2007). Tato zvySena exprese se vyskytuje i u nemocnych, u kterych nebyla trizomie 12

prokazana a je patrné zpusobena jinymi mechanizmy (Buhl et al. 2006b).
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2.7.5.3. Delece 11q

U pftiblizné¢ 10 % nemocnych s CLL lze nalézt deleci ¢asti dlouhého raménka 11.
chromozému. Tato prestavba je statisticky vyznamné spojena s vyraznou lymfadenopatii,
rychlej$i progresi a krat§im celkovym piezitim (Dohner et al. 1997). Nové&jsi prace
vSak ukazuji, Ze prubéh onemocnéni u téchto nemocnych miize byt pomérné variabilni a lisi
se podle poctu bunék maligniho klonu s touto aberaci. Nemocni, kteti maji deleci 11q ve vice
nez 25 % bunék maji kratsi dobu do zahajeni 1é¢by (Marasca et al. 2013). Na molekularni
urovni bylo prokazano, ze deletovana oblast obsahuje gen ATM. Produkt tohoto genu je
jednou zklicovych molekul v reparaénich mechanizmech bunék v piipadé vyskytu
dvouvlaknovych zlomi DNA a reguluje pripadné spusténi apoptotickych procest v buiice,

jejiz nukleova kyselina je takto poskozena (Lavin 2008).

2.7.5.4. Delece 17p

U pftiblizné¢ 5 % neléenych nemocnych s CLL byla prokadzana delece Casti kratkého
raménka 17. chromozomu. Progndza u pacientd, u kterych je tato aberace nalezena ve vice
nez 25 % bungk je velmi $patna a pribeh onemocnéni je vétSinou agresivni, ¢as do progrese
i celkové preziti jsou zkracené a onemocnéni hife reaguje na 1écbu (Tam et al. 2009). Delece
je velmi rozsahla a ve vétsing€ piipadl zahrnuje témét celé kratké raménko. Vzdy zahrnuje
lokus TP53 kodujici protein p53, ktery je velmi dulezity pro spravnou regulaci bunééného
cyklu, odpovéd buiiky na poskozeni DNA a ptipadné zah4ajeni procest vedoucich k apoptdze.
Pomoci této drahy pusobi i fada cytostatickych 1éCiv, jako fludarabin ¢i alkylacni latky
apravé poskozeni p53 je patrné divodem Spatné odpovédi téchto nemocnych na 1écbu
(Gonzalez et al. 2011). Samotna delece je navic velmi ¢asto doprovazena mutacemi v této
oblasti na druhém chromozomu 17, coz vede k poSkozeni obou alel a prohloubeni negativniho

efektu (viz. kap. 2.7.13. Mutace TP53) (Dicker et al. 2009; Rossi et al. 2009).

2.7.5.5. Translokace

Translokace jsou u CLL vzacné a maji obecné (obzvlasté jsou-li nebalancované)
negativni dopad na progndézu onemocnéni. NejCastéji se opakuji prestavby zahrnujici
imunoglobulinové geny, které vSak tvoii méné nez 5 % piipadi CLL. Mezi nejcasteji
nalezené partnery v téchto pfestavbach lze nalézt geny BCL2, BCL3, BCL11A a c-MYC.

V tadé¢ piipadl se vSak nepodatilo partnera nalézt (Cavazzini et al. 2008).
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2.7.5.6. Komplexni karyotyp

Progndéza nemocnych s komplexnim karyotypem (alesponn 3 chromozomalni aberace)
je velmi nepiizniva se Spatnou odpovédi na lécbu a kratkou dobou pieziti. Ke kumulaci
aberaci dochazi v pribéhu onemocnéni a maligni klon tak prochédzi vyvojem, ktery miize vést
k evoluci fenotypu bunék (Dewald et al. 2003). Je tedy nezbytné sledovat, jak se onemocnéni
vyviji nejen vdobé zichytu, ale i pfed zahdjenim terapie, nebot nékteré aberace

(napt. del(17p)) mohou ovlivnit nasledujici 1écbu.

2.7.5.7. Chromotripse

Sekvenovani nové generace (NGS — Next Generation Sequencing) objevilo novy druh
komplexnich zmén na urovni chromozomd, tzv. chromotripsi (Stephens et al. 2011). Pti tomto
typu poskozeni DNA dochazi zatim nezndmym procesem k rozsdhlym katastrofickym
ptestavbam jediné chromozomadlni oblasti. U CLL byla popsana u pfiblizné¢ 2 % ptipadi
a je spojovana s nemutovanym IGHV, poskozenim TP53 a $patnou prognézou (Edelmann et
al. 2012).

2.7.6. Mutacni stav IGHV

Receptor pro antigen na povrchu B-lymfocytt je zodpovédny za rozpoznavani Siroké
palety antigent, se kterymi se mohou tyto bunky ve své existenci setkat. Tato variabilita,
nezbytna pro spravnou funkci imunitni odpovédi, je zplsobena fadou mechanizml. Geny
pro tézké 1lehké fetézce receptoru vznikaji ndhodnou kombinaci z Sirokého repertoaru
genovych segmentd V, D a J, ze kterych je vysledna molekula slozena. Po setkani receptoru
s antigenem dojde v bunice navic K aktivaci mechanizmi, které zpisobi hromadéni mutaci
ve variabilni (V) oblasti receptorového genu. Tyto mutace (tzv. somatické hypermutace) dale
zvySuji variabilitu BCR a kvalitu odpovédi prostfednictvim selekce mutantt, ktefi maji vyssi
specifitu receptoru vaci antigenu. Cely tento proces probihd v germindlnich centrech
lymfatickych folikuld pod ptimou kontrolou mikroprostiedi (Krejsek and Kopecky 2004).

Nemocné s CLL je mozné rozdélit na dvé skupiny podle miry somatickych hypermutaci
tézkych fetézcli imunoglobulinového genu. U ¢asti nemocnych vykazuje sekvence tézkého
fetézce imunoglobulinu minimalné 98% homologii se zdrodecnou DNA (tzv. nemutované
IGHV). Tyto bunky patrné pochéazeji znaivnich B-lymfocyti a prognéza takovych
nemocnych se vyznamné liSi od nemocnych, ktefi maji homologii niz8i nez 98 %

(tzv. mutované IGHV) a jejichz maligni lymfocyty pochéazeji patrné z pamétovych
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B-lymfocytd. (Schroeder and Dighiero 1994) Bylo prokazano, ze lymfocyty s nemutovanym
IGHV maji Castéji atypickou morfologii, onemocnéni ma agresivnéjsi prubch a nemocni maji
vyznamn¢ krat$i dobu pieziti ve srovnani s nemocnymi s mutovanym IGHV (Damle et al.
1999; Hamblin et al. 1999). U nemocnych s nemutovanym IGHV se navic Castéji vyskytuji
nepfiznivé chromozomalni aberace, jako je del(17p), del(11q). U nemocnych s mutovanym
IGHV byl naopak pozorovan vyssi vyskyt spise ptiznivé delece 13q (Oscier et al. 1997).

Rozd¢leni podle miry mutaci v genu pro IGHV ma vsak své vyjimky. Napt. progndza
pacientd s piestavbou VH3-21 je podobna jako u skupiny s nemutovanym IGHV bez ohledu
na miru mutaci, takZze nemocni s mutovanym IGHV maji $patnou prognézu (Tobin et al.
2002), jak potvrdily i dalsi studie (Bomben et al. 2007; Ghia et al. 2008; Thorselius et al.
2006). Priblizn¢ polovina nemocnych Stouto pfestavbou navic pouzivala stejnou oblast
urCujici komplementaritu 3 (complementarity determining region 3, CDR3) a stejnou
prestavbu lehkého fetézce VL3-21 (Thorselius, et al. 2006; Tobin et al. 2003; Tobin et al.
2004). Tato zjisténi vedla k zasadnimu objevu, ze velkd ¢ast nemocnych exprimuje pouze
omezeny repertoar tzv. stereotypt BCR a k rozvoji CLL je patrné dulezité setkani pouze
s nékterymi antigeny (Chiorazzi et al. 2005; Rosen et al. 2010). V soucasné dobé existuje
19 definovanych skupin CLL zaloZenych na stereotypii BCR. Pfiblizné 30 % nemocnych
s CLL spada do nékteré z téchto skupin (Agathangelidis et al. 2012). Clenové stejné skupiny
maji i podobnou prognézu. Napt. ¢lenové skupiny 2 (mezi které patii i prestavba VH3-21)
maji v8ichni $patnou prognozu bez ohledu na mutacni stav IGHV (Bomben et al. 2009; Ghia,
et al. 2008; Ghia et al. 2005; Stamatopoulos et al. 2007; Thorselius, et al. 2006).

vvvvvv

vvvvvv

popsany dale v textu.

2.7.7. Exprese CD38

CD38 je transmembranovy glykoprotein lokalizovany na cytoplazmatické membrang
riznych typd bunék, jako jsou napi. lymfocyty, myeloidni buniky, NK buiiky, ale i krevni
desticky, erytrocyty, fada bunék nehematologického pivodu v mozku, osteoblasty
a osteoklasty (Malavasi et al. 2008). CD38 hraje dulezitou roli v fadé procest, jako je sekrece
insulinu pankreatickymi bunikami (Johnson et al. 2006) nebo resorpce kosti (Sun et al. 2003).

Intracelularné jsou signaly z CD38 pienaseny predevSim prostfednictvim intracelularniho
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vapniku, jehoz uvolnéni neni spousténo prostfednictvim klasické drahy vyuZzivajici inositol
trifosfat, ale ADP-ribozu (Partida-Sanchez et al. 2001; Sano et al. 2001). Spravna funkce
CD38 je nezbytna v nekterych imunologickych procesech a jeho plsobeni je dilezité pro
spravnou aktivaci T-lymfocytd (Magnone et al. 2012), chemotaxi neutrofilnich granulocyti
(Partida-Sanchez, et al. 2001) a produkci chemokini monocyty (Yamamoto et al. 2008).
Agonistické pasobeni protilatek proti CD38 na povrchu nezralych prekurzorti B-lymfocyti
indukovalo u téchto bun€k apoptozu, coz vedlo ke snizeni tvorby B-lymfocyti (Kumagai et
al. 1995). Aktivace na povrchu zralych B-lymfocytti naopak vedla ke zvySeni prolifera¢ni
aktivity asnizeni apoptozy prostiednictvim zvySené exprese fady molekul véetné Bcl-2
(Funaro et al. 1997; Zupo et al. 1994).

Na povrchu lymfocytd je CD38 organizovany v signalizacnich komplexech
oznacovanych jako lipidové rafty, ve kterych interaguje s TCR na povrchu T-lymfocyti
a s komplexem BCR/CD19 v piipadé B-lymfocyta (Malavasi, et al. 2008). Piitomnost CD38
na povrchu ovlivituje komunikaci malignich lymfocytti s mikroprostfedim, nebot’ pfitomnost
CD38 zvySuje intenzitu signalizace prostiednictvim CXCL12 (Vaisitti et al. 2010). Kromé
signaliza¢ni funkce se CD38 patrné ucastni i zvySeni sily fyzické interakce. Jedinym dosud
znamym ligandem CD38 je molekula CD31 (PECAM-1), ktera je exprimovana na povrchu
endotelialnich bun¢k a CD38 tak miize ptsobit jako selektin (Deaglio et al. 1998).

MozZnost prognostického vyuziti CD38 u nemocnych s CLL byla objevena pii studiu
imunofenotypovych rozdili malignich lymfocyti rozdélenych podle v té dobé jiz zndmého
mutacniho stavu IGHV (Damle, et al. 1999). U nemocnych s vysokym poctem CD38
pozitivnich malignich lymfocytii byla prokdzéana krat$i doba celkového pieziti, pokrocilejsi
stadium onemocnéni a snizena odpovéd’ na 1écbu (Damle, et al. 1999; Durig et al. 2002).
Velmi diskutovanou problematikou tykajici se wvyuziti CD38 je mnoZstvi bunék,
u kterych musi byt exprese této molekuly pozitivni. Rada praci pouziva 30 % (Damle, et al.
1999; Hamblin et al. 2002), jiné ale zminuji 20 % (Durig, et al. 2002; Ibrahim et al. 2001),
nékteré dokonce 7 % (Krober et al. 2002; Thornton et al. 2004). Rozpory panuji i ohledné
stability exprese CD38 v pribéhu onemocnéni. Nékteré prace uvadéji, ze exprese CD38
se v souvislosti s progresi ani zahajenim lécby CLL neméni (Durig, et al. 2002; Thornton, et
al. 2004). V jinych se naopak ukazalo, ze mira exprese CD38 roste po zahdjeni terapie
(Hamblin, et al. 2002; Ibrahim, et al. 2001). Expresi CD38 mohou navic ménit i dalsi vlivy,
jako jsou dalsi soubéZzné probihajici onemocnéni ¢i postizeni imunitniho systému. Tyto
nejasnosti brani Sirsimu vyuziti CD38 jako prognostického znaku u nemocnych s CLL a jeho

rutinni stanoveni se tedy nedoporucuje.
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2.7.8. ZAP-70

ZAP-70 (C-asociovany protein o molekulové hmotnosti 70 kDa) je nitrobunécna
tyrozinova kinaza, ktera se vyskytuje v T-lymfocytech a NK bunkach (Chan et al. 1992),
kde zprostfedkovava signalizaci prostfednictvim receptoru T-lymfocyti vedouci k aktivaci
bunek, zméné jejich pohyblivosti a bunééné smrti. Po aktivaci TCR ligandem dojde
ve spolupraci s kostimulaénimi  signdly poskytovanymi molekulami CD4 a CDS
prostiednictvim komplexit MHC 1. a II. tfidy k fosforylaci intracelularnich oblasti CD3.
Nasledna fosforylace ZAP-70 a dalSich proteint, jako je napf. adaptorovy protein LAT
(Linker for activation of T-cells), vede k vytvofeni komplikovanych komplexti propagujicich
signdl dal do bunky. Vrozené imunitni defekty spojené s poskozenim signalizace
prostfednictvim ZAP-70 u T-lymfocytl, resp. NK bunék ukazuji, Ze jeho role v tomto procesu
je velmi dulezita (Bene 2006).

Ackoli se puvodné predpokladalo, ze ZAP-70 je exprimovany pouze v téchto typech
bun¢k (Chan, et al. 1992), byla jeho exprese nasledné prokazana jak v malignich buiikach
CLL, tak normalnich B-lymfocytech (Rosenwald et al. 2001; Scielzo et al. 2006).
V B-lymfocytech se ZAP-70 ucastni signalizace prosttednictvim BCR podobné jako piibuzna
kinaza Syk (Chen et al. 2002) a svou ptitomnosti zvySuje citlivost odpovédi na aktivaci CCR7
a CXCR4 (Calpe et al. 2011; Messmer et al. 2011). Podobn¢ jako v T-lymfocytech hraje
ZAP-70 v malignich lymfocytech roli v komunikaci bun¢k s mikroprosttedim a schopnosti
migrace lymfocyt do sekundarnich lymfatickych organt (Richardson et al. 2006).

Stejné jako v pripadé CD38 byla prognosticka hodnota variabilni exprese ZAP-70
v malignich lymfocytech CLL objevena pii analyze bunék nemocnych rozdélenych podle
rozdilného mutacniho stavu IGHV. ZAP-70 z ni vySel jako jeden z nejlépe odpovidajicich
geni (Rosenwald, et al. 2001). Vysledky nasledujiciho vyzkumu ukazaly, Ze nemocni
s vysokou expresi ZAP-70 maji skute¢né agresivnéjsi formu CLL a kratsi pieziti (Crespo et
al. 2003; Chen et al. 2005; Chen, et al. 2002).

V soucasné¢ dobé je pro stanoveni ZAP-70 pouzivdna metoda pritokové cytometrie,
ktera ma vsak né€kolik uskali zabranujicich jejimu Sir§imu pouziti v klinické praxi. Exprese
ZAP-70 v malignich bunkach neni uniformni (Boelens et al. 2007; Sheridan et al. 2006)
aneexistuje standardni metodika zpracovani bunék, coz je vpiipadé¢ ZAP-70
0 to komplikovanéjsi, Ze se jednd o intracelularni molekulu a vysledek je velmi zavisly
na zpasobu permeabilizace membran, ktera je nezbytna pro obarveni vnitinich struktur bunky

(Shankey et al. 2006). Ruizné klony protilatek navic poskytuji rizné vysledky, coz situaci dale

32



komplikuje (Shankey, et al. 2006). Nejednotna je i hranice ur€ujici pozitivitu. Nejéastéji
vyuzivana je 20 %, kterd dobie odliSuje pacienty nejen podle muta¢niho stavu IGHV,
ale i casu do zahajeni 1écby (Rassenti et al. 2004). Moznym feSenim téchto problémui by
mohlo byt vyuziti stanoveni exprese mRNA ZAP-70 pomoci PCR vrealném Ccase,
tato metoda vSak neni bézn¢ vyuzivéna. Stanoveni exprese ZAP-70 tedy neni (stejné¢ jako

CD38) doporucovano k rutinnimu vysetfovani.

2.7.9. CLLU1

V roce 2006 byl objeven gen, jehoZ exprese byla prokazana pouze v bunikdich CLL
a byl proto nazvan CLLU1 (CLL upregulated gene 1) (Buhl, et al. 2006b). Ackoli se CLLU1
nachazi na dlouhém raménku chromozomu 12, mira exprese nebyla zdvisla na pfitomnosti
trizomie této oblasti, jak se ptivodné piedpokladalo (Buhl, et al. 2006b). Tato pivodni prace
prokézala, Ze CLLUI je vysoce exprimovan v buiikdch nemocnych s nemutovanym IGHV,
coz nasledné prokéazaly prace spojujici navic vysokou expresi CLLUI s agresivngjSim
pribéhem onemocnéni, krat§im casem do zahajeni 1éc¢by, kratSim celkovym pfezitim,
vyskytem nepiiznivych chromozomalnich aberaci a vysokou expresi ZAP-70 (Buhl et al.
2006a; Josefsson, et al. 2007; Kaderi et al. 2011). Korelace s nemutovanym IGHV a vysokou
expresi ZAP-70 a CD38 byla potvrzena i v nedavné studii hodnotici 515 nemocnych s CLL.
Tato studie v$ak nepotvrdila rozdil v délce celkového pieziti a odpovédi na 1écbu (Gonzalez
et al. 2013). Nejslibngjsi oblasti vyuziti CLLUI1 je tak detekce nemocnych, kteti budou
pottebovat 1é€bu, ackoli ostatni prognostické znaky ukazuji, Ze maji dobrou progndzu
(Josefsson, et al. 2007) a velmi citlivé sledovani minimalni zbytkové choroby u nemocnych
s CLL, které nebude ovlivnéno ostatnimi buitkami, nebot’ jiné nez maligni lymfocyty CLL

tento protein neexprimuji (Buhl et al. 2011).

2.7.10. NOTCH1

Velky rozmach metod paralelniho sekvenovani v poslednich letech umoznil sekvenaci
mnoha genomil malignich lymfocytl a porovnani jejich sekvenci se zdrodeCnym genomem.
To vedlo k nalezu tfady mutaci relevantnich z hlediska biologie i prognézy CLL. Jednim
z prvnich gent, ktery byl takto objeven, je NOTCH1 (Puente et al. 2011; Rosati et al. 2009;
Sportoletti et al. 2010). Signalizace prostiednictvim receptord Notch probiha nejéastéji mezi
sousednimi buiikami a ucastni se regulace fady déju véetné bunécné proliferace, diferenciace

a apoptozy. Molekuly této rodiny tvoii heterodimerni receptory. Kazda z podjednotek
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se skladd z extracelularni domény, ktera vaze ligand, transmembranové domény
a intracelularni domény, ktera je dilezitd pro signalizaci. Na rozdil od jinych receptort,
jejichz signalizace je vétSinou reverzibilni (napi. fosforylace) a vyuziva dalSich molekul
pro pienos signalu do cytoplazmy a jadra, je aktivace receptorii z rodiny Notch nevratna
a samotny receptor funguje jako transkripni faktor. Po navazani ligandu dojde
k proteolytickému odstépeni ¢asti receptoru metaloproteazou ADAM, coz vytvoii misto
Stépené y-sektretdzovym komplexem. Uvolnénd intracelularni doména pak putuje do jadra,
kde se vaze na DNA-vazebné proteiny (napi. CBF1) a funguje jako aktivator transkripce.
Krom¢ této drahy mize intracelularni doména aktivovat i jiné signaliza¢ni molekuly,
jako je napf. protein mTOR.

Jiz diive byly mutace NOTCHI1 objeveny u vice nez 50 % nemocnych s T-ALL (Weng
et al. 2004). U CLL byly nalezeny ptiblizné v 10 % piipadi v dobé diagnozy (Fabbri et al.
2011; Puente, et al. 2011). VétSina mutaci nalezenych v lymfocytech CLL vede
k pfed¢asnému ukonceni translace proteinu, kterému tak chybi C-koncova doména nezbytna
pro inaktivaci signalizace. V bunkach CLL, které normalné konstitutivné produkuji NOTCH1
se tak hromadi mutovana aktivngj$i forma NOTCHI1 (Rosati, et al. 2009). Nalez mutaci
v genu NOTCHI1 je prognosticky nepfiznivy a je asociovany s nemutovanym IGHV,
vyskytem mutaci ¢i deleci genu TP53, krat§$i dobou do progrese 1 do zahajeni lécby
a celkového preziti. Tito nemocni maji témét 6 krat vyssi riziko transformace do Richteova
syndromu (Rossi et al. 2012b) a jejich CLL je Castéji refrakterni na fludarabin (Fabbri, et al.
2011). Mutace genu NOTCHI jsou vyznamné asociované s trizomii chromozomu 12,
ktera je sice Casto brana jako znak stfedniho rizika, ale v kombinaci s mutacemi NOTCH1 ma
tato skupina nemocnych nepfiznivou prognézu. Buiky S trizomii chromozému 12
a mutovanym NOTCHI maji navic odliSny expresni profil se zvySenou expresi genil

regulujicich bunécny cyklus (Del Giudice et al. 2012).

2.7.11. Sestrihovy faktor 3b, podjednotka 1

Dalsi mutace, které hraji roli pfi rozvoji a progresi CLL byly nalezeny v sestfihovém
faktoru SF3B1, ktery je soucasti malého jaderného ribonukleoproteinového komplexu U2,
ktery tvofi soucast jadra spliceozomu a tcastni se rozpoznani mista vétveni pii sestfihovém
procesu. Zasah do tohoto faktoru nevede k poskozeni sestfihu, které by postihlo plosné
vSechny nebo alesponl vétSinu bunécnych proteintl, ale postihuje spise jejich tizkou skupinu.

Ve studiich s inhibitory SF3B1 bylo prokazano, ze se jedna hlavné o proteiny ucastnici se
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regulace bunécného cyklu, regulace apoptézy a angiogeneze (Wang et al. 2011). Spravna
funkce spliceozomu neni navic nezbytna pouze pro sesttih, ale hraje dilezitou roli i pii oprave
poskozené DNA v sav¢ich bunikach (Paulsen et al. 2009). Poskozeni tohoto faktoru tak muze
vyznamnou mérou prispét K nestabilité genomu, ktera je u leukemickych bunék bézna.
Mutace v tomto faktoru byly nalezeny u ptiblizn€ 15 % nemocnych s CLL a jejich vyskyt byl
vyznamné¢ vys$i u nemocnych s deleci 11q. Je tedy mozné, Ze tyto mutace maji synergicky
efekt sdeleci nebo poskozenim genu ATM, ktery je v této oblasti lokalizovan. Mutace
v SF3B1 byly navic nalezeny i u n¢kterych nemocnych, kteii méli gen ATM mutovany
bez piitomnosti del(11q). Na rozdil od mutaci v NOTCH1 nema tato mutace vliv na riziko

transformace do Richterova syndomu (Rossi, et al. 2012b).

2.7.12. BIRC3

Sekvenovani druhé generace odhalilo mutace i u proteinu BIRC3 (Baculoviral IAP
repeat containing 3), ktery se nachdzi na dlouhém raménku 11. chromozému. Hlavni funkci
BIRC3 je regulace apoptdézy prostiednictvim inhibice kindzy MAP3K14, kterd aktivacné
pusobi na signalizaci NF-xB. Inhibice BIRC3 prostfednictvim mutace, popi. delece, ma tak
zanasledek zvySeni signalu MAP3K14 a nasledné zesileni signalizace NF-xB vedouci
ke zvysenému prezivani bun¢k (Rossi et al. 2012a).

Poskozeni BIRC3 bylo nalezeno u 4 % nemocnych s CLL, vyrazné vyssi vSak bylo
pfi analyze skupiny nemocnych refrakternich na lécbu fludarabinem, kde incidence doséhla
24 %. U nemocnych, jejichz choroba na 1é¢bu reagovala, nebylo poskozeni BIRC3 nalezeno
vubec. Prestoze poruchy BIRC3 byly nalezeny pouze u nemocnych bez poskozeni TP53, maji
tito pacienti $patnou progndzu onemocnéni. Analyza poskozeni tohoto proteinu by tedy mohla
vysvétlit podstatu Spatné 1écebné odpovédi fady nemocnych bez postizeni TP53 s moZnosti

prognostického i prediktivniho vyuziti (Rossi, et al. 2012a; Rossi et al. 2013).

2.7.13. Mutace TP53

Ve vice nez 75 % ptipadd nemocnych s CLL s deleci 17p je druha alela poskozena
prostfednictvim mutaci mensiho rozsahu (Zenz et al. 2008), které se vyskytuji prevazné
ve 4-9 exonu a ovliviuji tak vazbu proteinu p53 na molekulu DNA (Zenz et al. 2010).
U nemocnych bez del(17p) se tyto mutace detekované klasickymi sekvena¢nimi metodami
témét nevyskytuji. Nemocni s poskozenim obou alel maji krat$i celkové preziti i obdobi

do progrese nez nemocni, ktefi maji pouze jedno z téchto poskozeni. | nemocni S jednim
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poskozenim vSak maji hors$i prognézu nez nemocni bez poskozeni genu TP53 (Zenz, et al.
2010).

Citlivé analyzy pomoci sekvenovanim nové generace (NGS), které nejsou v soucasné
dobé¢ standardné vyuzivany, vSak ukazuji, ze pro horsi prognézu postacuje pritomnost malych
klonti (tzv. subklonll) obsahujicich mutaci genu TP53, které standardni metoda Sangerova
sekvenovanim neni schopna detekovat. Vzhledem k nartstu dostupnosti NGS se tedy uvazuje

0 jeho mozném vyuziti pii stanoveni progndzy nemocnych s CLL (Rossi et al. 2014).

2.7.14. Role mikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou kratké (pfiblizné 22 nukleotidii) jednovlaknové RNA
regulujici expresi fady gend na postranskripéni Urovni pomoci ovliviiovani stability
transkriptu a represe translace. miRNA jsou syntetizovany v jadie pomoci DNA polymerazy
Il v podobé primarnich miRNA (pri-miRNA) s velmi komplikovanou sekundarni strukturou
(Borchert et al. 2006; Lee et al. 2004a). Pri-miRNA jsou dale zpracovany pomoci RNA
endonukledzového komplexu Drosha, ktery pri-miRNA na zaklad¢ sekundarnich struktur
rozstépi v oblasti RNA vldsenek a vytvoii tak ptiblizn€ 60 bazi dlouhé Useky prekurzorové
mMIRNA (pre-miRNA) tvofici dvouvlaknové struktury (Zeng et al. 2005). Pre-miRNA je
pomoci exportinu 5 exportovana zjadra do cytoplazmy, kde je déale zpracovana RNA
endonukleazovym komplexem Dicer. Ten odstépi terminalni smycku z vlasenky pre-miRNA
a vytvofi tak dvouvldknovou miRNA, kterd je navazdna na efektorovy komplex RISC
(RNA-induced silencing complex). Komplementarni vlakno cilové miRNA je pomoci tohoto
komplexu uvolnéno a nasledné¢ velmi rychle degradovano v cytoplazmé (Lee et al. 2002).
Vysledny funkéni komplex RISC vyuziva navazanou miRNA jako templat, ktery ho navadi
na komplementarni cilové mRNA, jejichz miru proteosyntézy reguluje (Pratt and MacRae
2009).

Prvni praci pfinéasejicich informace o roli miRNA u malignich onemocnéni vysla jiz
Vv roce 2002 a popisovala rozdilnou expresi miRNA u nemocnych s CLL. Mimo jiné ukazala,
ze U 68 % nemocnych doslo ke snizeni exprese oblasti obsahujici miR-15a/miR-16-1,
a ze tato oblast je lokalizovana na 13. chromozomu v misté 13q14 (Calin, et al. 2002). Pozdé&ji
bylo zjisténo, Ze tyto miRNA umoZnuji indukci apoptézy prostiednictvim inhibice
proteosyntézy Bel-2 (Cimmino, et al. 2005).

Vysledky dalsi prace potvrdily, Ze u nemocnych s CLL rozdélenych do skupin podle
prognozy (mutacniho stavu IGHV a exprese ZAP-70) skute¢né dochazi k rozdilim v expresi

36



téchto molekul a panel slozeny ze 13 znich (miR-15a, miR-16-1, miR-16-2, miR-195,
miR-221, miR-23b, miR-155, miR-223, miR-29a-2, miR-29b-2, miR-29¢c, miR-24-1
a miR-146) umoznuje rozliSeni obou skupiny (Calin, et al. 2005). Prognosticky a biologicky
efekt nékterych z nich byl nasledné popsan v samostatnych studiich.

Jako prognosticky vyznamné byly popsany i1 dalsi miRNA, napt. miR-21, jejiz exprese
je zvysena U nemocnych Sdeleci 17p akratkym celkovym piezitim. Exprese miR-181b
je sniZzena u nemocnych $patné reagujicich na 1é¢bu a ptisobi patrné prosttednictvim modulace
exprese genu BCL-2. Snizena exprese miR-181b tak zplsobuje zvySenou produkci tohoto
antiapoptotického proteinu (Rossi et al. 2010Db).

U nemocnych s deleci 17p a mutacemi p53 byla objevena snizend produkce miR-34a.
Tato miRNA je pfimym cilem proteinu p53 a sniZeni jeji exprese vede ke zvySené rezistenci
onemocnéni na fludarabin (Zenz et al. 2009).

Mozné prognostické vyuziti bylo detailnéji popsano i u molekuly miR-223, jejiZ snizena
exprese byla v kombinaci s expresi miR-29¢ vyznamné spojena s krat$i dobou do zahajeni
1é¢by, kratsi dobou do progrese i krat§im celkovym piezitim (Stamatopoulos et al. 2009).

NaruSeni regulace nékterych kli€ovych signalnich drah, jako je signalizace pomoci
PI3K a STAT proteinti, je zplsobena zvySenou expresi miR-155, kterd byla v malignich
lymfocytech CLL pfii srovnani s normalnimi B-lymfocyty potvrzena (di lasio et al. 2012;
Fulci et al. 2007; Zhu et al. 2012).

Agresivnéjsi pribéh CLL byl potvrzen i u nemocnych se snizenou expresi miR-29
amiR-181 vedouci ke zvySené expresi onkogenu TCLI1 (T-Cell Leukemia/Lymphoma 1)
(Pekarsky et al. 2006).

MikroRNA se tak jevi jako velmi slibné prognostické ukazatele, které by bylo mozné
vyuzit iV klinické praxi. Jejich exprese v ase je vSak velmi variabilni a metodicky pfistup
jejich kvantifikace (v€etné vybéru vhodného referenéniho genu pro srovnani vysledka
riznych analyz) zatim neni jednotny a neumoZiiuje masivnéjsi rozsifeni analyz tohoto typu
molekul. Vyznamna role miRNA u malignich onemocnéni véetné¢ CLL navic ukazuje, Ze

by se v budoucnosti mohly uplatnit i v ¢inné terapii téchto chorob (Di Leva et al. 2012).

2.7.15.  Epigenetické zmény u CLL

Genetické zmény v bunkach CLL hraji vyznamnou roli ve vzniku a rozvoji tohoto

onemocnéni. Nemohou vSak vysvétlit veskerou variabilitu v jeho projevech a chovani
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malignich bun¢k. Tyto zmény mohou byt alespon zcasti vysvétleny plsobenim
epigenetickych zmén, které neméni primarni sekvenci DNA.

Nejlépe prostudovanou epigenetickou zménou u CLL je metylace DNA. Pii ni je
pusobenim DNA metyl-transferaz piidan na 5. uhlik cytosinového cyklu v CpG dinukleotidu
metylovy zbytek (Baylin and Herman 2000; Bird 2002; Cedar and Bergman 2009). Oblasti
CpG dinukleotidii se nevyskytuji v lidském genomu ndhodné. Vyskytuji se v rozsahlych
repetitivnich sekvencich, které jsou obvykle metylované nebo mensich oblastech (tzv. CpG
ostriiveich), které se nachazeji v regulacnich oblastech fady geni a metylované obvykle
nejsou. Vyjimku tvoii geny regulované pomoci imprintingu a geny, jejichZ exprese je v dané
tkani standardné epigeneticky regulovana.

Analyzou rozsahlych c¢asti genomu nemocnych s CLL bylo zjisténo, Ze nemocni
s nemutovanym IGHV maji vyss§i miru metylace CpG ostrivku (Lyko et al. 2004). Nemocni
s odliSnym mutacnim stavem IGHV se lisi 1 repertoarem metylovanych gentl. Jedna se o fadu
znamych prognostickych faktorti, jako jsou napt. CLLUI, LPL, ZAP-70 a NOTCHL1.
Rozdilné¢ metylované jsou i geny pro histon deacetylazy, které jsou odpovédné za dalsi
epigenetickou regulaci genové exprese ¢i geny signalnich drah TGF-B a NF-xB (Cahill et al.
2013). Nemocni s vys$§i mirou metylace maji i vyssi pravdépodobnost, Ze jejich onemocnéni
bude vyzadovat 1é¢bu (Yu et al. 2007). Rizné metylaéni profily maji i typy CLL rozdélené
podle stereotypi BCR (véetné piestavby VH3-21) (Kanduri et al. 2010). Metylace DNA
by tedy mohla ptispivat ke $patné prognéze nemocnych bez ohledu na mutaéni stav IGHV
(Kanduri, et al. 2010). Mechanizmus, jakym je to zpusobeno, neni dosud znam. Metylace
DNA je ovlivnéna 1 signaly z mikroprostfedi, ve kterém se maligni lymfocyty nachazeji,
nebot’ po indukci malignich lymfocyti prostiednictvim CD40L, IL4 a anti-IgM protilatek
doSlo u téchto bun€k ke zvySeni exprese LPL prostfednictvim snizeni metylace DNA
(Moreno et al. 2013).

Snizend metylace repetitivnich sekvenci u CLL je nejcastéji spojovana s aktivaci
protoonkogenti, genomickou nestabilitou a hor§i prognézou onemocnéni. Bylo prokazano,
ze DNA repetitivnich sekvenci ALU, LINE a SATa byla hypometylovand u onemocnéni
S poSkozenim TP53 a agresivnim pribéhem. Demetylace SATa byla dokonce potvrzena jako
nezavisly prognosticky znak doby do zahajeni 1écby (Fabris et al. 2011). Kromé jiz diive
objevené demetylace ornitin dekarboxylazy vedouci k aktivaci onkogenu MYC (Lipsanen et
al. 1988) umoznily moderni metody sekvenovani nové generace odhalit snizenou metylaci
I v regulacnich oblastech fady dalSich genl. Mezi takto objevené geny patii antiapoptoticky

gen BCL-2, gen MDR-1 zodpovédny za rezistenci na fadu 1é¢iv a TCL1 - aktivator signalni
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drahy NF-xB (Hanada et al. 1993; Kantharidis et al. 1997; Yuille et al. 2001). SniZena
metylace promotoru byla objevena i u genu pro angiopoetin-2 (Martinelli et al. 2013).

Aktivace onkogenti pomoci demetylace neni vSak u CLL pfili§ ¢astd. Mnohem CastéjSim
jevem je inaktivace onkosupresorovych genti pomoci metylace jejich regulacnich oblasti.
Jednim z prvnich gentl, jehoz deregulace byla u CLL objevena je E-Cadherin, znamy
prevazné jako inhibitor tvorby metastaz u solidnich nadord (Melki et al. 2000). V buiikach
CLL byly odhaleny i dal$i hypermetylované geny znamé spise ze solidnich nadori. Z jejich
funkce u jinych malignit Ize usuzovat, ze jsou patrn¢ zodpovédné za leukemogenezi u CLL.
Patii mezi né€ napt. aberantné metylovany SLIT2 ¢i CRY1 (Dunwell et al. 2009; Hanoun et al.
2012). U druhého jmenovaného byla pozorovana aberantni metylace u nemocnych se Spatnou
prognézou CLL (Hanoun, et al. 2012). ZvySena metylace byla popsana i U proapoptotického
genu DAPKI, jehoZ mutace jsou spojovany s familiarnim vyskytem CLL. Hypermetylace
DAPKI1 byla pozorovana témét u vSech ptipadi CLL (Fulop et al. 2003; Raval, et al. 2007).
Hypermatylované jsou i nékteré geny inhibujici signaliza¢ni drdhu proteini Wnt, ktera
je v malignich lymfocytech CLL konstitutivné aktivovana (Moskalev et al. 2012).

Metylace promotoru byla pozorovana u genu HOXA4, soucasti komplexu
transkripénich faktorit HOXA, jejichz aberantni exprese je Castd u lymfoidnich malignit
(Strathdee et al. 2007). Hypermatylace HOXA4 je cast&j$i u nemocnych S neptiznivou
prognézou CLL (Strathdee, et al. 2007).

Metylace DNA byla objevena i v regulac¢nich oblastech gent, jejichz inhibice vede
klepsi prognéze nemocnych sCLL. U nemocnych Smutovanym IGHV byla
napt. pozorovana metylace genu TWIST2, ktery koduje transkripéni faktor inhibujici syntézu
p53 (Raval et al. 2005).

Studie metylace DNA z poslednich let odhalily kromé postizeni regula¢nich oblasti
geni kodujich proteiny i oblasti, které reguluji geny regulacnich RNA, mikroRNA. Jedna
zZ nejrozsahlejSich praci v této oblasti objevila skupinu 128 mikroRNA, které jsou aberantné
metylované¢ Vv malignich lymfocytech CLL, coz vede ke zméné exprese ftady gent

zodpovédnych za transformaci B-lymfocyta i pribéh CLL (Baer et al. 2012).

2.7.16. Role mikroprostredi

Kontakt s buitkami v kostni dieni ¢i sekundarnich lymfatickych organech hraje zasadni
roli pfi proliferaci i1 pfezivani malignich lymfocytd. Pravé v téchto mistech se maligni

lymfocyty setkavaji s antigeny, T-lymfocyty a dal$imi podptrnymi bunkami (jako jsou napft.
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mezenchymalni bunky kostni dien€, folikularni dendritické buiikky nebo z monocytti odvozené
podptrné, tzv. nurse-like, buiiky) a molekulami, jako je napt. CD154 (ligand receptoru
CD40), BAFF ¢i APRIL. In vitro provedené studie potvrdily, ze maligni lymfocyty
kultivované bez ptidani podpiirnych bun€k a cytokinl podléhaji apoptoze a jejich kultivace je
bez dalsiho zasahu, jako je napf. pfidani viru Epstein-Barové nemozna (Hwang et al. 2012).
Ochranna role mikroprostfedi je patrné zodpovédna i za nevylécitelnost CLL pomoci béznych
lécebnych metod. Nové terapeutické pfistupy zalozené na naruSeni signdlnich drah
aktivovanych touto komunikaci se Vv soucasné dobé jevi jako velmi nadé&jné a mohly by

Vv blizké budoucnosti znamenat dal$i pokrok smérem k U¢innéjsi a specifictéjsi terapii CLL.

2.7.16.1. Bunky mikroprostredi

Mikroprosttedi v kostni dfeni a sekundarnich lymfatickych organech je tvofeno
n¢kolika typy bun€k. Prvni, u kterych bylo prokazano, ze podporuji maligni lymfocyty CLL,
jsou stromalni buiiky kostni diené (BMSC — Bone Marrow Stromal Cells) (Panayiotidis et
al. 1996). Tyto bunky, zodpovédné i za podporu normalni krvetvorby, vytvareji bunkam CLL
vhodné prostiedi, ve kterém jsou dostate¢né vyzivovany a chranény pied pisobenim vnéjSich
i vnitinich cytotoxickych signali. Pisobeni BMSC na maligni lymfocyty je zprostiedkovano
pfedevsim prostiednictvim receptoru CXCR4 a adhezivni molekuly VLA-4 a je tedy zavislé
na blizkosti a pfimém kontaktu téchto dvou typt bun€k (Burger et al. 1999; Lagneaux et al.
1998).

DalSim typem bun€k nezbytnym pro vyvoj malignich lymfocyti jsou podpilirné,
tzv. ,,nurse-like* bunky diferencované z monocytl, které se nachdzeji v sekundarnich
lymfatickych organech a opét prostfednictvim piimého kontaktu chrani bunky CLL
pied bunécnou smrti. Tuto funkci zprostiedkovava tada ligandii pro receptory malignich
lymfocytl exprimovand na povrchu podplrnych bunc€k, mezi néz patii napt. CXCL12,
CXCL13, CD31, plexin B1, BAFF, APRIL a vimentin (Burger et al. 2000; Burkle et al. 2007,
Deaglio et al. 2005; Nishio et al. 2005). Signalni drahy zodpovédné za pienos signalt
v malignich buikach jsou v poslednich letech velmi intenzivné studovany a vysledky téchto
studii jsou jiz aplikovany pfi navrhovani novych 1écebnych preparatt, z nichz nékteré jsou
zminény Vv Kapitole 2.6. Lécha.

Prolifera¢ni centra v kostni dieni a lymfatickych uzlinach nemocnych s CLL jsou
z velké ¢&asti tvofena T-lymfocyty (prevazné CD4") (Pizzolo et al. 1983). Tyto buiiky na svém
povrchu exprimuji molekulu CD154, ktera stimuluje receptor CD40 na povrchu malignich
lymfocytt, ¢imz aktivuje vstup téchto bun¢k do bunééného cyklu (Fluckiger et al. 1992).
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Diky expresi tfady antiapoptotickych molekul jsou navic maligni lymfocyty chranény
pted bunéénou smrti (Furman et al. 2000; Romano et al. 1998). Zvyseni exprese téchto
molekul je zprostfedkovano pomoci signalnich kaskad zahrnujicich PI3K, MAP kinazy a NF-
kB (Cuni et al. 2004). Pii vzajemném kontaktu T-lymfocyti s malignimi B-lymfocyty navic
nedojde k vytvofeni plnohodnotné imunosynapse, ktera je nezbytna pro spravnou imunitni
funkci T-lymfocytl, coz ptispiva k celkové dysfunkci imunitniho systému u nemocnych s
CLL. Pasobeni malignich bun¢k na T-lymfocyty je vSak mnohem vyraznéjsi. Pfi studiu
genové exprese T-lymfocyti nemocnych s CLL bylo zjisténo, Ze v téchto bunikach dochazi
k aberantni expresi celé fady geni zodpovédnych za cytotoxické puisobeni, diferenciaci,
tvorbu a ptsobeni bunéénych vezikull i cytoskeletu (Gorgun, et al. 2005). Za tuto zménu
je zodpovédna tada proteinii produkovanych malignimi lymfocyty, jako je napi. CD200,
CD274 ¢i CD276 (Ramsay and Gribben 2010).

2.7.16.2. B-bunécny receptor

Kli¢ovou roli pii pteziti a proliferaci malignich lymfocyti hraje aktivace receptoru
B-lymfocyti (BCR) a néaslednych intracelularnich signalnich kaskad. BCR muze byt
u malignich lymfocytd aktivovan prostfednictvim navazani ligandu (Stevenson et al. 2011)
nebo pomoci drah na ligandu nezavislych (Duhren-von Minden et al. 2012). Oligomerizace
BCR vedouci k fosforylaci tyrozinovych zbytkl na téchto receptorech zptsobuje fosforylaci
a aktivaci dalSich molekul, jako jsou napft. kinazy SYK, BTK a PI3K. Nasledné signalni drahy
vedou k aktivaci MAP kinaz, expresi protoonkogenu MYC, mobilizaci intracelularniho
vapniku (prostiednictvim fosfolipazy C), aktivaci NF-kB a dalsich (Shaffer et al. 2012).

Nereceptorova tyrozinova kinaza SYK hraje velmi dulezitou roli v preziti jak
normalnich, tak malignich B-lymfocytii a Gc€astni se regulace bunééné adheze a chemotaxe
(Ganju et al. 2000; Zarbock et al. 2007). Pii analyze exprese MRNA i proteini
bylo prokazano, Zzev malignich lymfocytech je tato kindza exprimovana vice,
nez vV normalnich B-lymfocytech. V malignich lymfocytech je kindza SYK navic
konstitutivné aktivovana fosforylaci specifickych tyrozinovych zbytkt (Buchner et al. 2009).

Brutonova tyrozinova kinaza (BTK) je primarné exprimovana hematopoetickymi
bunkami a B-lymfocyty (T-lymfocyty a plazmatickymi bunkami exprimovana neni)
(Genevier et al. 1994) a hraje klicovou roli v signalizaci téchto bunék. Po aktivaci jinymi
tyrozinovymi kindzami, jako je napf. Lyn ¢i SYK totiz prostfednictvim dalSich signdlnich
molekul zprostfedkovava aktivaci transkripénich faktord dulezitych pro proliferaci

a diferenciaci B-lymfocyti. Kromé aktivace molekul aktivovanych prostiednictvim BCR
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zprostiedkovava i signaly z dalSich receptort dilezitych pro adhezi a migraci bunék, jako jsou
napt. receptory pro CXCR4 a CXCRS ¢i integriny (de Gorter et al. 2007; Ortolano et al. 2006;
Spaargaren et al. 2003).

Vyznamnou molekulou v bunééné signalizaci, ktera spojuje signaly z riznych receptort
je i PI3K, ktera se ucastni nejen regulace signalizace prostfednictvim BCR, ale i dalSich
receptort a reguluje fadu bunéénych déjua véetné adheze, migrace a prezivani (Okkenhaug and
Vanhaesebroeck 2003; Woyach et al. 2012). Pro regulaci dé&ju v B-lymfocytech je
nejdualezitéjsi isoforma PI3KO, jejiz inhibice vede k naruSeni imunitni funkce a defektni
signalizaci prostiednictvim BCR a CD40 (Jou et al. 2002). Zvysena exprese PI3K byla
pozorovana v malignich lymfocytech pacientt s nemutovanym IGHV (Kienle, et al. 2006).
Jeji aktivace byla v malignich lymfocytech pozorovana jako nasledek kontaktu
s mikroprostiedim (Burger, et al. 1999; Edelmann et al. 2008; Longo et al. 2008).

2.7.16.3. Ostatni receptory cytokint

Jednim z hlavnich cytokind ovlivitujicich chemotaxi malignich lymfocytt je CXCL12
(oznacovany téz SDF-1 — Stromal cell-Derived Factor-1) produkovany stromalnimi bunikami
kostni dfené¢ (Mohle et al. 1999). Receptor CXCLI12, nazyvany CXCR4, se nachazi
na povrchu malignich lymfocytd kolujicich v periferni krvi. Po navazani ligandu
je internalizovan pomoci endocytézy, coz ma za nasledek sniZeni intenzity signalu a pocétu
receptorovych molekul na membrané bunék nachazejicich se ve tkanich (Burger, et al. 1999).
Uvnitf buiiky je signél pfendSen pomoci drah vyuZivajicich SYK, BTK, PI3K, MAP kinaz
a STATS3 (Burger, et al. 1999; Burger, et al. 2000; Burger et al. 2005), coz ¢ini buriky citlivé
vi¢i inhibitorim téchto molekul. Signalizace pomoci cytokinu CXCL12 je tedy
zprostiedkovana stejnymi signalnimi drahami jako signalizace prostiednictvim BCR a 1é¢iva
ovlivilyjici signalizaci prostfednictvim BCR kromé bunécné proliferace ovliviiuji i migraci
bun¢k CLL (Niedermeier et al. 2009; Ponader et al. 2012; Quiroga et al. 2009). Aktivace BCR
zvySuje senzitivitu bunék k CXCL12 a =zesiluje chemotaktickou odpovéd malignich
lymfocyta (Quiroga, et al. 2009).

CXCRS5 je membranovy receptor exprimovany zralymi B-lymfocyty, nékterymi
T-lymfocyty a z pokozky derivovanymi dendritickymi bunkami (Muller et al. 2003). Vysoka
exprese tohoto receptoru byla zaznamenana i na malignich lymfocytech CLL (Lopez-Giral et
al. 2004). Ligand tohoto receptoru CXCLI13 (dfive nazyvany BCA-1 — B-cell-attracting
chemokine 1) produkuji stromalni bunky folikulti sekundarnich lymfatickych organi. CXCR5

je tedy zodpovédny za chemotaxi normalnich i malignich B-lymfocyti do tohoto prostiedi,
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kde se bunky setkavaji s antigenem (Mueller and Germain 2009) a piesné umisténi téchto
bun¢k v germinalnich centrech (Allen et al. 2007). Po aktivaci CXCRS5 dojde stejné jako
v ptipadé CXCR4 k internalizaci receptoru, ktera vede k desenzitizaci bunék k CXCL13.
Intracelularni signalizace probiha prostiednictvim malych G-proteini a podobné jako
Vv piipadé CXCLA4 prostiednictvim PI3K a MAP kinazovych drah (Burkle, et al. 2007).

Maligni lymfocyty na svém povrchu exprimuji i receptor CCR7 (CD197), jehoz ligandy
jsou molekuly CCL19 a CCL21 (Lopez-Giral, et al. 2004). Tento receptor, jehoz exprese byla
prokazana i na zdravych B-lymfocytech, T-lymfocytech, thymocytech a dendritickych
bunikach (Forster et al. 2008), je patrné zodpovédny za spravné nasmérovani malignich
lymfocytii do lymfatickych tkani. Intracelularni signalizace probihd prostfednictvim MAP
kinazovych drah (Redondo-Munoz et al. 2008), PI3K a G-proteinu Rho (Cuesta-Mateos et al.
2010).

2.7.16.4. Velmi pozdni antigen 4

Integrinové membranové receptory jsou tvoieny nekovaletné vazanymi heterodimery o
a B podjednotek. Jednim ze ¢lenti podrodiny integrinovych receptorti a je molekula CD49d,
ktera vytvaii dimery s integrinem B1 (CD29) nebo integrinem 7 (Berlin et al. 1993; Hemler
et al. 1990). Receptor vytvofeny vazbou s integrinem B7 rozpoznava pievazné adhezivni
molekulu 1 mukozy tenkého stieva a je tedy zodpovédny za pohyb bunék mezi stievem
a lymfoidnimi orgéany stievni stény (Berlin et al. 1995; Rose et al. 2002). Kombinaci
s molekulou CD29 dojde k vytvofeni molekuly velmi pozdniho antigenu 4 (Very Late
Antigen 4, VLA-4), ktery je exprimovany na hematopoetickych kmenovych
a progenitorovych bunkach a T- i B-lymfocytech (Hemler, et al. 1990). VLA-4 byl nalezen
i na malignich lymfocytech CLL a vytvafi hlavni misto vyskytu CD49d na membrané
cirkulujicich lymfocyti (Hartmann et al. 2009). VLA-4 ma dva hlavni ligandy. VCAM-1
exprimovany na epitelialnich bunkach a stromalnich bunkach kostni diené (Elices et al. 1990)
a fibronektin, ktery tvofi soucast extracelularni matrix (Guan and Hynes 1990).

Na rozdil od fady jinych integrint je afinita VLA-4 regulovatelna pomoci konformac¢ni
zmeény receptoru. Kromé pevné vazby lymfocytl na endotelidlni buiiky tak VLA-4 umoZziuje
i tzv. rolling, kdy se lymfocyt pohybuje po wvnitini strané cév, ale neni pevné zachycen
na jednom misté. Mira intenzity interakce je regulovana mimo jiné chemokinem CXCL12,
ktery produkuji bunky kostni dfené. ZvySend afinita VLA-4 v pfipadé¢ vySsi koncentrace

CXCLI12 je velmi dilezitym mechanizmem pro putovani lymfocytt do kostni dien¢ (Peled et
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al. 2000) a naruseni této signalizace vede k rychlému uvolnéni hematopoetickych bunék
do periferni krve (Rettig et al. 2012).

Prvni prace tykajici se mozného prognostického vyuziti CD49d u CLL se objevila jiz
VvV roce 1996, kdy bylo prokézano, ze exprese CD49d je u pacientli s touto chorobou variabilni
a je vys§i u nemocnych s pokrocilejsimi stadii choroby (Rai III — V) (Eksioglu-Demiralp et
al. 1996). Gattei et al. v roce 2008 prokazali, ze nemocni s CLL s pozitivni expresi CD49d
na povrchu alespot 30 % malignich bunék méli vyznamné krat$i dobu do zahdjeni 1écby
a celkové preziti nez nemocni, kde byla tato molekula exprimovana méné (Gattei et al. 2008).
Tyto vysledky byly nasledné se stejnou hranici prokazany v dalSich studiich (Brachtl et al.
2011; Rossi et al. 2010a; Rossi et al. 2008), ptestoze Shanafelt et al. ve své praci ukazali,
ze hranice 45 % muze byt lepsi, nez 30 % (Shanafelt et al. 2008). Exprese CD49d velmi dobie
koreluje i s dal§imi prognostickymi ukazateli, jako jsou chromozomalni aberace, muta¢ni stav
IGHV, exprese CD38 a ZAP-70 (Gattei, et al. 2008; Shanafelt, et al. 2008). Ve studiich
zabyvajicich se expresi CD49d a CD38 bylo ukazéano, ze nejlepsi prognézu maji pacienti
S nizkou expresi obou molekul. Progn6za pacientt s vysokou expresi obou molekul byla
naopak nejhor$i. Samotna exprese CD38 nebo CD49d vsak stacila, aby prognodza pacientil
byla $patna (Zucchetto et al. 2006a; Zucchetto et al. 2006b). Stanoveni exprese CD49d by tak
mohlo byt vhodnym vySetfenim odhalujicim diskordantni vysledky rozsifengjSiho stanoveni

pouze CD38.

2.7.17. Angiogeneze

Angiogeneze je proces, pii kterém je plsobenim riznych cytokinli tvofena
ze stavajicich cév nova vaskulatura. Angiogeneze provazi fadu fyziologickych jevi a jeji
spravna funkce je nezbytnd jiz od obdobi rané embryogeneze, ucastni vSak i fady dalSich
fyziologickych procest, jako napi. hojeni ran apod. Patologickou angiogenezi muzeme
pozorovat napi. U aterosklerdzy, revmatoidni artritidy a pochopitelné onkologickych
onemocnéni. Samotny proces angiogeneze je v organizmu velmi pfisné kontrolovan
dynamickou rovnovdhou mezi cirkulujicimi angiogennimi a antiangiogennimi
(angiostatickymi) faktory (viz Tab. 4), kontaktem bunék s extracelularni matrix i pfimym
kontaktem mezi buiikami.

U solidnich nadort hraje angiogeneze zasadni roli, nebot’ maligni bunky jsou zavislé
na prisunu kysliku a zivin nezbytnych pro jejich pteziti (Folkman 1971). U hematologickych

malignit, kde se buniky nachéazeji prednostné v periferni krvi, kostni dfeni ¢i lymfatickych
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organech, se vSak ptredpokladalo, ze zmény angiogeneze nebudou tak dulezité,
nebot’ rozsifeni cévni pletené neni pro maligni bunky nezbytné. Prvni prace zabyvajici se
touto problematikou se tedy zaCaly objevovat az o mnoho let pozdé¢ji (Perez-Atayde et al.
1997). Role angiogennich faktord pii rozvoji hematologickych malignit je stale pfedmétem
intenzivniho vyzkumu. Jak ukazuji prace z poslednich let, je jejich loha komplexni a kromé
ovlivilovani cévni stény maji nékteré z nich pozitivni vliv na pfezivani malignich bunck

(Ferrara et al. 2003).

Tab. 4: Prehled angiogennich a antiangiogennich faktori

Angiogenni faktory Antiangiogenni faktory
VEGF (vascular endothelial growth factor) Angiostatin
bFGF (basic fibroblast growth factor) Endostatin
aFGF (acidic fibroblast growth factor) TSP-1 (trompospondin-1)
PDGF (platelet-derived growth factor) PF4 (platelet factor 4)
TGFa (transforming growth factor a) Restin
PGF (placental growth factor) Canastatin

GM-CSF (granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor) | Vasostatin
HGF (hepatocyte growth factor)

Endoglin (CD105)
Angiopoetin-2

Aberantni exprese fady angiogennich faktorti byla prokazana i u CLL. Pivodni nazory,
ze vyskyt jejich zvySené koncentrace je nasledkem vysokého mnoZstvi malignich lymfocyti
a zvySend koncentrace nema na rozvoj onemocnéni vliv, je jiz pfekonany. Nové poznatky
naopak ukazuji, Zze vyznam angiogeneze je kliCcovy a naruSeni angiogennich signaliza¢nich
drah miize vyrazné ovlivnit proliferaci bun€k, jejich preziti 1 pribéh onemocnéni. Zvysena
propustnost st€én nové vytvafenych cév vyrazné usnadiiuje priichod malignich lymfocyt
a tyto bunky tak mohou snaze prochazet do cévniho tecisté a zpét do lymfoidnich organt (Till
et al. 2005). ZvysSena angiogeneze byla navic pozorovana u pacientd s pokrocilej$im
klinickym stadiem CLL a kratsi dobou pieziti (Molica et al. 2002; Peterson and Kini 2001).

Role jednotlivych angiogennich faktori bude podrobnéji popsana dale v textu.
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2.7.17.1. Vaskularni endotelidlni rlistovy faktor

Rodina vaskuldrnich endotelidlnich ristovych faktori obsahuje 5 glykoproteint:
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D a PIGF. Ngjlépe prostudovanym z nich je VEFG-A,
ktery je Casto zkracené oznaCovan jako VEGF. Vsechny tyto ligandy aktivuji proliferaci
endotelialnich bunék prostfednictvim navazani na specifické receptory na bunééné membrané
(Otrock et al. 2007). Nejdulezitéjsi receptor VEGF je VEGFR-2, ktery je exprimovan
na vaskularnich ~ endotelidlnich ~ bunkéch, neurdlnich  bunkach, megakaryocytech
a hematopoetickych kmenovych buiikach (Holmes et al. 2007). Vyznam VEGFR-2 v procesu
angiogeneze potvrzuje skutecnost, Ze pro zahdjeni angiogennich procesi sta¢i aktivace pouze
tohoto typu receptoru (Cao 2009; Ferrara, et al. 2003).

Po navazani VEGF na VEGFR dojde k pienosu signalu do bunky pomoci fosforylace
zprostiedkované intracelularnimi tyrozin kinazovymi doménami. Aktivace naslednych drah
vede ke zvySeni exprese Hsp90, ktery véaze Bcl-2, ¢imz se bunka stane odolnéjsi proti
signalim vedoucim ke spusténi apoptozy (Podar et al. 2001). Endotelialni buiiky navic
pusobenim VEGF zvysuji expresi ristovych faktort véetné G-CSF, GM-CSF, SCF a IL-6,
coz v piipadé hematologickych malignit dale zvySuje produkci nadorovych bunék (Aguayo et
al. 1999; Hussong et al. 2000). Velmi dilezité pro patogenezi fady malignit je i zvySeni
exprese PKCp, které bylo zjisténo i v lymfocytech CLL (Abrams et al. 2010).

Diilezita role VEGF v patogenezi CLL byla prokdzéna v tad€ studii. V kostni dieni
nemocnych s CLL byla pfi srovndni s normélnimi kontrolami zjiSténa zvySend angiogenni
aktivita (Kini et al. 2000; Peterson and Kini 2001) zpGsobena patrné hypoxii,
nebot’ U malignich lymfocyti CLL bylo prokazano, ze v odpovédi na hypoxii jsou schopny
produkce VEGF, ktery stimuluje proliferaci endotelialnich bunék (Chen et al. 2000). Aktivace
signalnich drah VEGFR vede navic, jak jiz bylo zminéno, ke zvyseni aktivity proteinu Bcl-2
vedouci K rezistenci leukemickych bunék k apoptoze.

Vzhledem ke skute¢nosti, ze maligni lymfocyty CLL na svém povrchu exprimuji
VEGFR a zaroven jsou schopny exprese VEGF, lze ptedpokladat, ze buiikky CLL se mohou
ovliviiovat Ssami prostiednictvim autokrinniho plsobeni. Tato teorie byla podpofena
i vysledky ukazujicimi, Zze receptory na povrchu malignich lymfocytd jsou konstitutivné
fosforylovany (Lee et al. 2004b; Lee et al. 2005). Autokrinni pisobeni VEGF u malignich
lymfocytl je vSak patrné€ zavislé 1 na dalSich faktorech. Pti studiu plsobeni exogenniho VEGF
na subpopulace malignich lymfocytd bylo zjiSténo, Ze buiky s vysSi expresi CD38

exprimovaly vy$s§i mnozstvi VEGF a pfidani dalSsiho VEGF nemélo na miru apoptdzy vliv.
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U bun¢k s nizkou expresi CD38 doslo po piidani VEGF k vyraznému tUtlumu této bunécné
smrti (Pepper et al. 2007). Autokrinni pisobeni VEGF ma tedy patrné vliv spise na lymfocyty
s vysokou expresi CD38. Na bunky CLL pusobi VEGF i parakrinn¢. Jeden z mechanizmu
podptrného plisobeni stromélnich bunék kostni dien¢ na bunky CLL je praveé prostiednictvim
VEGF (Gehrke et al. 2011). I samotna interakce bunék CLL s mikroprostiedim miize
stimulovat produkci VEGF malignimi lymfocyty (Edelmann, et al. 2008). Dle vysledkt
recentniho vyzkumu je stimulace produkce VEGF stromdlnimi buiikami zprostiedkovana
nejen prostiednictvim piimého kontaktu s malignimi lymfocyty, ale i prostiednictvim
kontaktu s mikrovesikuly cirkulujicimi v periferni krvi (Ghosh et al. 2010).

Koncentrace VEGF i VEGFR-2 je vyznamné vyssi u nemocnych ve stadiu dle Raie
I11-IV nez u nemocnych ve stadiu 0-11 (Gora-Tybor et al. 2005). U nemocnych, ktefi po 1é¢bé
doséhli alesponi parcidlni remise, byl navic zaznamenéan pokles koncentrace VEGF v séru
(Gora-Tybor, et al. 2005; Smolej et al. 2007). Dle recentnich vysledki by koncentrace VEGF
mohla byt pouzita k predikci ¢asu do prvni 1é¢by u pacientt s ¢asnymi stadii CLL (Antic et al.
2011) a ucinnosti chemoterapie a celkového pieziti (Shanafelt et al. 2009).

2.7.17.2. Rustovy faktor derivovany z desticek

Ristovy faktor odvozeny z desticek (PDGF — Platelet Derived Growth Factor) ptsobi
jako hlavni mitogen fibroblastl, bun¢k hladké svaloviny a dalSich typt bunék. Fyziologicky
se nachazi mimo jiné v a-granulich krevnich desti¢ek. Jeho hlavnim pasobenim je regulace
angiogennich procesi v pribc¢hu embryogeneze a hojeni zranéni. PDGF je tvofen dimery
dvou prekurzorovych molekul, které mohou svou kombinaci vytvaret tfi isoformy AA, AB
a BB (Heldin and Westermark 1999; Li et al. 2000). Na membran¢ cilovych bun¢k je PDGF
vazan na cilové receptory a a P, které nasledkem navazani ligandu dimerizuji a umoznuji
prenos signadlu do buiiky. Oba typy receptorii (o a ) maji pon¢kud odliSnou specifitu vazby
isoforem PDGF. Zatimco receptory a vazi vSechny tfi, receptory B vazi pouze BB (Bergsten
et al. 2001; Li, et al. 2000). PDGF zvySuje proliferaci jak normalnich, tak malignich
hematopoietickych bun¢k (Katz et al. 1987; Michalevicz et al. 1986; Nara et al. 1990). Role
PDGF byla prokazana i u jinych malignit (Debien et al. 2011).

Koncentrace PDGF v plazmé nemocnych s CLL je vyssi nez u zdravych jedincti (Ding
et al. 2010). Zatimco ve fyziologickych procesech se uplatiuje pievazné PDGF-A,
pro bunéénou diferenciaci a proliferaci malignich lymfocytd CLL je dilezity pfevazné
PDGF-B, ktery je bunikami CLL exprimovan (Ho et al. 2005). PDGF vsak neptisobi pouze

na samotné¢ maligni lymfocyty. Ovliviiuje 1 migraci a proliferaci mezenchymalnich bunék
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kostni dfen¢. Bunky CLL navic nesou receptor PDGF na svém povrchu a PDGF,

ktery produkuji, tak mize plsobit alespon ¢asteén¢ autokrinné (Ho, et al. 2005).

2.7.17.3. Fibroblastovy rtistovy faktor 2

Dalsim dilezitym angiogennim faktorem je fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF-2 —
Fibroblast Growth Factor 2 diive oznaovany jako bFGF — basic Fibroblast Growth Factor)
(Friesel and Maciag 1995). FGF-2 stimuluje bunky (véetné hematopoetickych) k proliferaci a
aktivuje proces angiogeneze (Bikfalvi and Han 1994). Stejn¢ jako v ptipadé VEGF byl u
FGF-2 prokazan antiapoptoticky efekt zprostiedkovany pravdépodobné prostiednictvim
zvyseni exprese proteinu Bel-2, coz bylo prokazano i u malignich lymfocyti CLL (Bairey et
al. 2001; Konig et al. 1997). Dalsi vyznamnou funkci FGF-2 v malignich lymfocytech je
aktivace inhibice proteinu p53 zplsobena aktivaci proteinu MDM-2 (Romanov et al. 2005).

Nemocni s CLL maji vys$8i koncentraci této molekuly v séru, resp. Krevni plazmé
(Aguayo et al. 2000; Smolej et al. 2006) a jeji koncentrace klesa po 1é¢bé fludarabinem
(Smolej, et al. 2007) ¢i kladribinem (Gora-Tybor et al. 2002). U nemocnych s CLL
v pokrocilém stddiu onemocnéni byla nalezena vys$i koncentrace FGF-2 v malignich
lymfocytech (Menzel et al. 1996). Prognosticky vyznam koncentrace FGF-2 vsak stale nebyl
zcela objasnén a zustava spise rozporuplny (Duensing and Atzpodien 1995; Molica et al.
2007; Smolej, et al. 2006). Velmi omezené jsou i informace 0 expresi MRNA pro FGF-2
v malignich lymfocytech. Celou situaci navic komplikuje skute¢nost, Ze exprese FGF-2
je postranskripéné regulovana pomoci anti-sense molekuly transkribované z genu NUDT6
(Nucleoside diphosphate-linked moiety X motif 6 gene), ktery je kodovany komplementarnim
vlaknem DNA a je zodpovédny za snizeni stability mRNA pro FGF-2 (MacFarlane and
Murphy 2010).

2.7.17.4. Angiopoetin-2

Angiopoetinova rodina se sklada ze 4 clent, které se vSechny vazi na membranovy
receptor Tie2, jehoz prostfednictvim reguluji miru angiogeneze. Za normalnich podminek
se na receptor vaze angiopoetin-1, ktery udrzuje endotelialni buniky v klidovém stavu, chrani
je ptfed aktivaci dalSimi cytokiny a plsobi tak antiangiogenné. V pfipadé¢ zahdjeni
angiogennich procesli, napf. hypoxii ¢i plsobenim VEGF, dojde k zahajeni syntézy
angiopoetinu-2 (Ang-2) auvolnéni jeho zasob z Weibel-Paladeho télisek v endotelialnich
buiikach (Burger 2010). Angiopoetin-2 nasledné¢ kompetitivné vytésni angiopoetin-1

z receptoru Tie-2 a bunky se stanou citlivéj§imi k dalsim angiogennim faktoram (Maffei et al.
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2010a). Pro funkci Ang-2 je velmi dulezita spoluprace s VEGF, jehoz koncentrace moduluje
dalsi efekt pisobeni Ang-2. Je-1i koncentrace VEGF vysokd, dojde po destabilizaci cévnich
stén prostfednictvim Ang-2 k dalSimu rozvoji angiogenetickych procest. V pftipade,
ze je koncentrace VEGF nizka, destabilizace cévnich stén vede spiSe k regresi cév v dané
oblasti a Ang-2 tak pusobi spiSe antiangiogenné (Holash et al. 1999). Zvysena exprese Ang-2
je navic velmi dulezitad pro metastatickou aktivitu nékterych solidnich nadord (Imanishi et al.
2011; Schulz et al. 2011).

U nemocnych s CLL byla prokdzana zvySend koncentrace Ang-2 V krevni plazmé.
Mnozstvi Ang-2 bylo navic vys$§i u nemocnych v pokrocilych stadiich dle Bineta,
S nepfiznivou prognézou dle cytogenetické analyzy, vysokou koncentraci f,-mikroglobulinu,
nemutovanym IGHV a zvySenou expresi ZAP-70 a CD38. Vysledky multivariantni analyzy
navic vedly k zavéru, Ze mnozstvi Ang-2 v plazm¢ mize byt pouzito jako nezavisly prediktor
Casu do zahajeni 1é¢by (Huttmann et al. 2006; Maffei et al. 2010b). Vyznamné zvySena
exprese Ang-2 samotnymi malignimi lymfocyty byla pozorovana u nemocnych
s nemutovanym IGHV a krat§i dobou do progrese. Jedna se vSak spiSe o ojedinélé prace na
mensich souborech nemocnych (Maffei et al. 2007; Martinelli et al. 2008; Vrbacky et al.
2010).

2.7.17.5. Endoglin

Endoglin  (CDI105) je  homodimericky  transmembrdnovy  glykoprotein,
ktery se vyskytuje na membrané fady typi bunék véetné aktivovanych endotelii, kde tvofi
soucast receptort pro TGFp (Cheifetz et al. 1992). Endoglin neni schopen TGFf vazat a nema
vlastni kindzovou doménu. Navazani a fosforylaci dalSich signdlnich molekul
zprostiedkovavaji molekuly samotného receptoru (Barbara et al. 1999). Endoglin pouze
moduluje aktivaci drah, které vedou ke zméné genové exprese a k aktivaci angiogeneze.
Po navazani ligandu nareceptory TGFP dojde k vytvofeni heterotetrameru receptoru
s kinazami ALK1 nebo ALKS, které¢ jsou pomoci fosforylace specifickych serinovych
a threoninovych zbytkl aktivovany. U klidovych endotelidlnich bun&k pifevazuje aktivace
ALKS, ktera prostiednictvim aktivace proteinu Smad-3 aktivuje expresi gent, jako je
fibronektin, integrin ¢i inhibitor aktivatoru plasminogenu 1 (Bertolino et al. 2005; Bobik
2006; Lebrin et al. 2005) a naopak inhibuje aktivaci signalnich molekul Smad-1 a Smad-5.
Tyto molekuly jsou naopak fosforylacné aktivovany v ptipadé¢ fosforylace ALK1 v aktivnich
endotelialnich bunkach (v nichz je soucasti receptoru TGFf endoglin). Jejich fosforylace vede

ke sniZeni signalizace prostiednictvim Smad-3. Signalizace v pfitomnosti endoglinu navic
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zvysuje koncentraci Smad-2 (pravdépodobné prostiednictvim naruseni jeho ubiquitinylace)
avede k intenzivné&jsi signalizaci prostfednictvim drahy AKTS5/Smad-2 a nasledné zvysené
expresi endotelidlni NO syntdzy, jejiz spravnd funkce je velmi dulezitd v procesu
kardiovaskularni homeostazy a piestavbé cév (Santibanez et al. 2007). To vede ke zvySené
proliferaci, adhezivité a migraci endotelidlnich bunék, omezeni jejich schopnosti apoptdzy,
ovlivnéni permeability cév a zvySeni exprese fady angiogennich genti (napt. ID-1,
interleukin-1 receptor-like 1) a dalsich molekul (Bernabeu et al. 2007; Conley et al. 2004; Li
et al. 2003). Velky vyznam endoglinu pro spravnou tvorbu cév potvrzuje i skutecnost,
ze mutace genu pro endoglin je znama jako pfiCina hereditarni telangiektdzie (Oslerova-
Renduova-Weberova syndromu typu 1), kterd se vyznacuje multiorganovou vaskularni
malformaci (McAllister et al. 1994).

ZvySena exprese endoglinu na povrchu malignich bunék byla prokdzdna u ftady
onkologickych onemocnéni véetné hematologickych malignit. U nékterych z nich byl
prokazan statisticky vyznamny prognosticky efekt koncentrace endoglinu. V ptipadé rakoviny
prsu, ovaridlniho karcinomu, rakoviny prostaty ¢i onemocnéni traviciho traktu vcetné
adenokarcinomu tlustého stieva bylo dokonce potvrzeno, Ze endoglin mize byt jeste
ucinngjsi, nez nékteré do té doby pouzivané ukazatele (EI-Gohary et al. 2007; Gomez-Esquer
et al. 2004; Minhajat et al. 2006; Nikiteas et al. 2007; Taskiran et al. 2006). Extracelularni
¢ast endoglinového dimeru mize byt pomoci metaloproteindzy MMP-14 od$tépena za vzniku
tzv. solubilniho endoglinu (sCD105). Jeho zvySend koncentrace v plazmé, resp. séru
nemocnych byla u fady malignich onemocnéni pozorovana také (Takahashi et al. 2001).

Dat tykajicich se ulohy endoglinu u chronické lymfocytarni leukémie je vSak velmi
malo. V plazmé€ nemocnych s CLL byla prokdzana zvySena koncentrace solubilniho
endoglinu ve srovnani se zdravymi kontrolami. Koncentrace sCD105 byla navic vyssi
U nemocnych s progresivnim onemocnénim a pokroc¢ilymi stadii CLL. Tito nemocni méli
statisticky vyznamn¢ kratsi i dobu pieziti bez progrese (Smolej et al. 2008). Rozsahlejsi prace
zabyvajici se expresi CD105 samotnymi malignimi lymfocyty zcela chybi. Této problematice
se vénovala pouze jedina prace, kterd ovSem zahrnovala velmi omezeny pocet nemocnych a

jeji vysledky je tedy nezbytné brat jako pilotni (Kay et al. 2002).

2.7.17.6. Matrix-metaloproteinaza 9

Matrix-metaloproteinaza 9 (MMP-9) je enzym §té€pici molekuly kolagenu IV, ktery je
hlavni slozkou bazalni membrany cévni stény. MMP-9 je syntetizovana fadou bungk, vetné

bun¢k lymfoidnich a to vcetné¢ malignich lymfocytt CLL a usnadniuje jejich schopnost
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prostupovat cévni sténou (Bergers et al. 2000; Kamiguti et al. 2004). Syntéza a sekrece
MMP-9 malignimi lymfocyty je ovliviiovdna kontaktem S mikroprostiedim, ve kterém se
buitka CLL nachazi, nebot’ jeji zvySeni bylo pozorovdno po stimulaci receptort CXCR4
a CCL7 (Redondo-Munoz, et al. 2008). Migrace bunék CLL aktivovana prostifednictvim
MMP-9 muze byt navic zastavena vysokymi davkami VEGF (Ugarte-Berzal et al. 2010).
MMP-9 je malignimi lymfocyty vazan prostfednictvim homopexinové domény MMP-9
na membranovy komplex na povrchu lymfocytli tvofeny integrinem o041 a CD44v
(Redondo-Munoz et al. 2010). Toto navazani ma navic za nasledek snizeni apoptdzy u bunék
CLL a MMP-9 tak mtze pulsobit ijako faktor zvysujici preziti malignich lymfocyti. Dle
dosavadnich poznatkid je informace pienaSena pomoci proteini STAT-3 a Mcl-1 (Redondo-
Munoz, et al. 2010).
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CiLE DIZERTACNI PRACE

. Zvolit vhodné kandidatni geny S moznym prognostickym potencialem u CLL.

Zavést vhodnou metodiku separace malignich lymfocyti z periferni krve nemocnych

s chronickou lymfocytarni leukémii.

3. Zvolit vhodnou metodiku izolace RNA ze separovanych lymfocyt.

Stanovit miru exprese vybranych gent vV malignich lymfocytech.
Zhodnotit vztah exprese vybranych gent S prognézou nemocnych s CLL S vyuzitim

tradi¢nich i modernich prognostickych znakli pouzivanych u tohoto onemocnéni.

. Zhodnotit souvislost exprese vybranych gent S klinickymi parametry (obdobi

do progrese, celkové preziti).
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4. Soubor nemocnych a pouzité metodiky

4.1. Soubor nemocnych

V laboratofi IV. interni hematologické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové jsme
v letech 2008-2015 vysettili 130 vzorkd periferni krve nelééenych nemocnych s chronickou
lymfocytarni leukémii. Diagnéza CLL byla u vSech stanovena dle klasickych kritérii
International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (IWCLL) (Hallek, et al. 2008).
Vzorky byly ziskany od nemocnych, ktefi byli informovani osetfujicim 1ékafem a podepsali
informovany souhlas s Gcasti v projektu. Studie probihala v souladu s Helsinskou deklaraci
a byla schvalena etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

V pilotni studii bylo vySetfeno 33 nemocnych (25 muzi a 8 Zen) s medidnem veku
63 let (36-79 let) (Tab. 5). V navazujici hlavni studii byly analyzovany vzorky 97 nemocnych
(65 muzu a 32 zen) s medianem véku 63 let (36-84 let) (Tab. 5).

Z finan¢nich divodl nebylo u ¢asti nemocnych, kde by to nemélo vliv na dalsi klinicky
postup, provedeno stanoveni muta¢niho stavu IGHV a chromozomalnich zmén metodou
FISH. Vysetfeni exprese CD38 a ZAP-70, kterd nejsou klinicky bézné vyuzivéna,
byla provadéna v ramci vlastniho grantu. VySetieni bylo tedy provedeno pouze u nemocnych
se zndmou diagnézou CLL v jeho priibéhu. Podrobnéd charakteristika rozdéleni nemocnych

podle prognostickych ukazatelll je uvedena v tabulkéch 6 (pilotni studie) a 7 (hlavni studie).

Tab. 5: Charakteristika souboru nemocnych.

Charakteristika Pilotni studie Hlavni studie
Celkovy pocet nemocnych 33 97
Muzi 25 (76 %) 65 (67 %)
Pomér muzi/zeny 3,13 2,03
Median véku (rozsah), roky 63 (36-79) 63 (36-84)

53



Tab. 6: Charakteristika prognostickych znakid v souboru nemocnych analyzovanych

Vv pilotni studii.

Mutovany Nemutovany Celkem
Mutacni stav IGHV
10 (37 %) 17 (63 %) 27
Nizka Vysoka Celkem
Exprese CD38
22 (69 %) 10 (31 %) 32
Nizka Vysoka Celkem
Exprese ZAP-70
17 (53 %) 15 (47 %) 32
Riziko onemocnéni Nizké Sti‘edni + Vysoké Celkem
dle Raie 12 (36 %) 19 (58 %) + 2 (6 %) 33
Priibéh onemocnéni Stabilni Progrese Celkem
vV dobé odbéru 22 (67 %) 11 (33 %) 33

Tab. 7: Charakteristika prognostickych znakid v souboru nemocnych analyzovanych

v hlavni studii.

Mutovany Nemutovany Celkem
Mutacni stav IGHV
33 (41 %) 47 (59 %) 80
Nizka Vysoka Celkem
Exprese CD38
10 (14 %) 60 (86 %) 70
Nizka Vysoka Celkem
Exprese ZAP-70
44 (63 %) 26 (37 %) 70
Chromozomové Piizniva prognéza | Neprizniva prognoza Celkem
prestavby 46 (64 %) 26 (36 %) 72
Riziko onemocnéni Nizké Sti‘edni + VySOké Celkem
dle Raie 28 (29 %) 53 (55 %) + 16 (16 %) 97
Priibéh onemocnéni Stabilni Progrese Celkem
V dobé odbéru 63 (65 %) 34 (35 %) 97
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4.2. Priprava kalibracnich standardti pro PCR

4.2.1. Amplifikace standardu

4.2.1.1. Poutzité pristroje

e Blokovy PCR cykler PTC-200 (MJ Research, USA)
e Box pro ptipravu PCR smési Erlab Biocap DNA/RNA (Erlab Inc., USA)
e Centrifuga Eppendorf Minispin Plus (Eppendorf, Némecko)

4.2.1.2. Pouzity material

e CcDNA s vysokou expresi vybraného genu
e Pouzité primery:
o Abll-F: ACAGGGGACACCTACACAGC
o Abl1l-R: TGCAGCAAGGTACTCACAGC
o Ang-2-F: GGAACACTCCCTCTCGACAA
o Ang-2-R: AAGTTGGAAGGACCACATGC
e Polymeraza Takara Ex Taq" Hot Start Version (Takara, Japonsko)

4.2.1.3. Popis metody

1. Ptipravit smés pro PCR dle rozpisu:

e H,0 9,3 ul
e 10x Ex Taq Buffer 2 ul
e 2,5mM dNTP 1,6 ul

e Smés 5uM primerd 2 ul
e Takara Ex Tag HS 0,1 pul
e CcDNA 5ul



2.

1
2
3
4
S.
6
7
8
9

Provést PCR podle programu:
e Aktivace polymerazy: 94 °C, 2 min
e Amplifikace (40 cykli):
o 94°C,30s
o 60°C,30s
o 72°C, 30s
e Zavéretna extenze: 72 °C, 10 min
e QOchlazeni: 4 °C, nekone¢no

Produkt PCR reakce rozdélit pomoci elektroforézy ve 2% agar6zovém gelu.

4.2.2. Extrakce DNA z agardzového gelu

4.2.2.1. Pouzité pristroje

Suchy termoblok Fischer 125D (Thermo Fisher, USA)
Centrifuga Eppendorf Minispin Plus (Eppendorf, Némecko)

4.2.2.2. Pouzity material

Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Némecko)
100% isopropanol

4.2.2.3. Popis metody

. Po dostate¢ném rozdé€leni oblast gelu obsahujici poZadovanou DNA vyfiznout.

.V mikrozkumavce zvazit vytiznutou ¢ast elektroforetického gelu.

Do mikrozkumavky s gelem ptidat 300 pl pufru QG / 100 pg gelu.
Inkubovat v suchém termobloku 50 °C, 10 min. Gel se musi zcela rozpustit.

Ptidat 100 pl isopropanolu / 100 pg pavodniho gelu.

. Vlozit izola¢ni kolonu do sbérné zkumavky.
. Pipetou pienést rozpustény gel do kolony.
. Centrifugovat kolonu 13000 g, 1 min pfi laboratorni teploté.

. Odsat a vyhodit kapalinu ze sbérné zkumavky.

10. Pridat do kolony 500 ul pufru QG.

11. Centrifugovat kolonu 13000 g, 1 min pfi laboratorni teplot¢.

12. Odsat a vyhodit kapalinu ze sbérné zkumavky.
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13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.

Ptidat do kolony 750 ul pufru PE.

Centrifugovat kolonu 13000 g, 1 min pfi laboratorni teploté.

Odsat a vyhodit kapalinu ze sbérné zkumavky.

Centrifugovat kolonu 13000 g, 1 min pii laboratorni teploté, aby se odstranil zbytkovy
etanol.

Ptemistit kolonu ze sbérné zkumavky do ¢isté mikrozkumavky.

Pridat do kolony pfimo na kfemicitou membranu 50 pl elu¢niho pufru EB.
Centrifugovat kolonu 13000 g, 1 min pfi laboratorni teplot¢.

Vyhodit kolonu, izolovanou DNA v mikrozkumavce ihned zpracovat nebo uloZit
do -20 °C.

4.2.3. Klonovani standardu

4.2.3.1. Pouzité pristroje

Box pro sterilni praci s bakteriemi FASTER TWO 30 (Faster S.r.1., Italie)
Blokovy PCR cykler PTC-200 (MJ Research, USA)

Vodni lazen v termobloku Fischer 125D (Thermo Fisher, USA)

Biologicky termostat BT 120 (Laboratorni piistroje Praha, Cesk4 Republika)
Termostaticka ttepacka CERTOMAT® IS (Sartorius AG, Némecko)

4.2.3.2. Pouzity material

Produkt PCR reakce extrahovany z gelu
Souprava pro T-A klonovaci techniky QIAGEN PCR Cloning™ Kit (Qiagen,
Némecko). Soucasti soupravy jsou i:

o kompetentni bakterie Escherichia coli QIAGEN EZ Competent Cells:
[F::Tn10(Tc") proA™B* lacl%ZAM15] recAl end Al hsdR17(rki>—-Mkio+) lac
ginV44 thi-1 gyrA96 relAl

o Vektor pDrive (viz. Obr. 2)
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;T7 promoter

Accb5l
Kpnl
Sphl
Pstl
Mlul
SnaBl
BamHI
EcoRl

origin

pDrive Cloning Vector

Sall

Accl
Hincll
Hindlll
Xhol
Avrll/Styl
Nhel
Xbal
Eco72|
BsiXI
EcoO109I
Apal

Sacl

Notl

iSPé promoter

Obr. 2: Mapa vektoru pDrive. Ptevzato z originalniho navodu k soupravé QIAGEN PCR

Cloning™* Kit (Qiagen, Némecko).

e Ledova tfist

o Cerstvé pfipravené 9cm Petriho misky s LB médiem obsahujici selekéni antibiotikum,

IPTG a X-Gal dle rozpisu (na 1 litr):

o

10 g tryptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu, 10 g NaCl a 15 g agaru rozpustit
do celkového objemu 950 ml vody, nastavit pH = 7 a doplnit do 1000 ml.
Vyklavovat 120 °C, 15 min

Po zchladnuti na pfiblizn¢ 55 °C pfidat 1 ml zasobniho roztoku Ampicilinu
(100 mg/ml), 2 ml zasobniho roztoku X-Gal (40 mg/ml) a 0,5 ml zasobniho
roztoku IPTG (100 mM).

V8e nalit do sterilnich Petriho misek, nechat zatuhnout a ihned pouzit

nebo ulozit do chladnic¢ky na dobu maximalné 1 tydne.

o Cerstvé piipravené LB médium s ampicilinem:
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13.

14.

o 10 g tryptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu, 10 g NaCl rozpustit do celkového
objemu 950 ml vody, nastavit pH = 7 a doplnit do 1000 ml.

o Vyklavovat 120 °C, 15 min.

o Sterilni médium je mozné skladovat dlouhodobé v chladnicce.

o Pted pouzitim (nebo po zchladnuti na alespont 55 °C) ptidat 1ml zasobniho
roztoku Ampicilinu (100 mg/ml) na litr média.

o Médium s Ampicilinem ihned pouzit nebo ulozit do chladni¢ky na dobu

maximaln¢ 1 tydne.

4.2.3.3. Popis metody

Na ledu rozmrazit 2x Ligation master mix, plazmid pDrive a vodu ze soupravy
QIAGEN PCR Cloning™* Kit.

Namichat ligacni smés dle rozpisu:

o HO 2l
o pDrive (50 ng/ul) 1 pl
o Produkt PCR 2 ul

o Ligation Master Mix 5 pl
Smés opatrné promichat pipetou.
Inkubovat 10 °C, 30 min v PCR cykleru.
Na ledu rozpustit QIAGEN EZ Competent Cells.
Ihned po rozmrazeni k bunkam pfidat 2 pl ligaéni smési a krouzivym pohybem
pipetovaci Spi¢ky vSe promichat.
Inkubovat buniky 5 min v ledové tfisti.
Inkubovat buniky 30 s ve vodni 1azni ohtaté na 42 °C.
Inkubovat buniky 2 min v ledové tfisti.
Ptidat k bunikam 250 pl SOC média ohtatého na laboratorni teplotu.
Ihned rozprosttit 20 ul a 100ul transformovanych bakterii na Petriho misky s LB
agarem s Ampicilinem, X-Gal a IPTG. Nechat veskerou kapalinu vsaknout do agaru.
Kultivovat bakterie v biologickém termostatu pti 37 °C 15 — 18 hodin v Petriho
miskéch v pozici dnem vzhiru.
Ulozit misky dnem vzhtru alesponi na 2 hodiny do chladni¢ky (zvyrazni se modra
barva kolonii bez inzertu).
Provést inokulaci 3 ml tekutého LB média s Ampicilinem klonem bakterii z jedné

dobfe oddélené bilé kolonie na Petriho misce.
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Kultivovat buiiky 12 hodin v tiepacce pii 37 °C.

4.2.4. Izolace plazmidi

4.2.4.1. Poutzité pristroje

Centrifuga Eppendorf Minispin Plus (Eppendorf, Némecko).

Spektrofotometr Implen NanoPhotometer® (Implen, Némecko)

4.2.4.2. Pouzity material

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko)

4.2.4.3. Popis metody

Ttepanou kulturu rozpipetovat do 3 mikrozkumavek.

Centrifugovat 7000 g, 3 min pfi laboratorni teploté.

Odsat a vyhodit supernatant.

Dukladné resuspendovat postupné vSechny 3 sedimenty ve 250 ul pufru P1.
Ptidat 250 pl pufru P2 a potadné zamichat 5X oto¢enim dnem vzhdru.
Ptidat 350 pl pufru N3 a ihned zamichat 5x oto¢enim dnem vzhuru.
Centrifugovat 14000 g, 10 min pii pokojové teploté.

Supernatant nanést na izola¢ni kolonu.

Centrifugovat 14000 g, 60 s pii laboratorni teploté.

. Odsét a vyhodit supernatant.

. Nanést na kolonu 500 ul pufru PB.

. Centrifugovat 14000 g, 60 s pii laboratorni teploté.

. Odsét a vyhodit supernatant.

. Nanést na kolonu 750 pl pufru PE.

. Centrifugovat 14000 g, 60 s pii laboratorni teploté.

. Odsat a vyhodit supernatant.

. Jesté jednou centrifugovat 14000 g, 60 s pfi laboratorni teploté.
. Dat kolonu do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky.

. Nanést doprostied kiemic¢ité membrany 100 pl elué¢niho pufru EB a inkubovat 1 min.
. Centrifugovat 14000 g, 60 s pii laboratorni teploté.

. Kvantitu a kvalitu DNA ovéfit spektrofotometrem.
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4.3. Separace mononuklearnich bunék

A w np e

o

4.3.1. Pouzité pristroje

Programovatelna rota¢ni michacka zkumavek Multi Bio RS-24 (Biosan, Lotyssko)
Box pro praci ve sterilnim prostfedi Jouan MSC 12 (Thermo Fisher, USA)
Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf, Némecko)

Automaticky hematologicky analyzator Sysmex XE-2100 (Sysmex, Japonsko)

4.3.2. Pouzity material

Periferni krev odebrana do zkumavky s KsEDTA
Sterilni roztok PBS:

o NaCl 8,0 g/l

o KCI 0,2 g/l

o NaHPO,4 1,44 g/l

o KHyPO, 0,24 g/l

o Nastavit pH na hodnotu 7,4 pomoci HCl.
Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, USA)

4.3.3. Popis metody

Vzorek periferni plné krve nechat ditkladné promichat na rotacni michacce zkumavek.
Do 15ml centrifuga¢ni zkumavky nachystat 5 ml Ficoll-Paque Plus.

Krev velmi opatrné navrstvit na piipraveny Ficoll-Paque Plus.

Zkumavku s navrstvenou krvi na Ficoll-Paque Plus centrifugovat 30 minut, 400 g,
20 °C se snizenim brzdénim centrifugy.

V mezicase si pripravit dalsi sterilni 15ml zkumavku s 3 ml PBS.

Po centrifugaci a odsati plazmy opatrné pomoci pasteurovy pipety odebrat vrstvu
oddélenych separovanych bunék, pfemistit je do pfipravené zkumavky s PBS
a dukladné resuspendovat.

K resuspendovanym bunkam piidat takové mnozstvi roztoku PBS, aby celkovy
vysledny objem byl 10 ml.

Z 10 ml odebrat 500 pl do 1,5ml mikrozkumavky Eppendorf.
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10.

11.

12.

Zbylych 9,5 ml resuspendovanych bun¢k centrifugovat 10 minut, 250 g, 20 °C
se snizenym brzdénim centrifugy.

Z 0,5ml suspenze z bodu 8. stanovit krevni obraz a diferencialni pocet leukocytl
na automatickém hematologickém analyzatoru Sysmex XE-2100 pro stanoveni poctu
bilych krvinek.

Na zéklad¢ ziskaného poctu leukocytl spocitat objem vysledné bunécné suspenze tak,
aby obsahovala 10° bun&k/ml, coZ je optimalni koncentrace bun&k pro naslednou
izolaci RNA.

Po centrifugaci odsat ptebytecny supernatant. Na zékladé¢ vypoctu z bodu 10.

resuspendovat sediment do odpovidajiciho objemu PBS.
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4.4. lzolace RNA pomoci silikatovych kolon

4.4.1. Pouzité pristroje

e Rotacni michacka (vortex) IKA MS2 (IKA, Némecko)
e Box pro praci ve sterilnim prostiedi Jouan MSC 12 (Thermo Fisher, USA)
e Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf, Némecko)

4.4.2. Pouzity material

Vv s ’ v : 7 v
e Bunécné suspenze separovanych bunék o koncentraci 10" bunék/ml

e High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Némecko)

4.4.3. Popis metody

1. Do c¢isté mikrozkumavky pripravit 200 pl bunééné suspenze.

2. K bunééné suspenzi pridat 400 ul Lysis/Binding Buffer. POZOR!!! Pufr je velmi
viskozni. Je zapotiebi opatrné nasavat i vypoustét!!!

3. Smés promisit pomoci vortexu 1800 ot./min., 15 s. Po zamichani nesmi byt vidét

nehomogenita. V piipadé nehomogenity smés opatrné promichat pipetou.

Sestavit izola¢ni kolonu.

Do horni ¢asti kolony napipetovat lyzované buriky.

Kolonu centrifugovat 8000 g, 15 s pfi laboratorni teploté.

Pipetou odsat a vyhodit kapalinu ze zachytné zkumavky.

Kolonu vsadit zpét.

© o N o o b

Do zvlastni mikrozkumavky ptipravit smés 90 pl DNase Incubation Buffer a 10 pl
rekonstituované DNase I na 1 vzorek izolace RNA.

10. 100 pl nafedéné DNasel napipetovat opatrné do kolony piimo na bilé sito.

11. Nechat inkubovat 15 min pfi laboratorni teploté.

12. Do kolony ptidat 500 pl pufru Wash Buffer I.

13. Centrifugovat 8000 g, 15 s pii laboratorni teplote.

14. Pipetou odsat a vyhodit kapalinu ze zachytné zkumavky.

15. Do kolony piidat 500 pl pufru Wash Buffer II.

16. Centrifugovat 8000 g, 15 s pfi laboratorni teploté.

17. Pipetou odsat a vyhodit kapalinu ze zachytné zkumavky.
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18.
19.
20.

21.
22.
23.

Do kolony ptidat 200 pl pufru Wash Buffer II.

Centrifugovat 13000 g, 15 s pfi laboratorni teploté.

Kolonu zasunout do sterilni mikrozkumavky Eppendorf a zachytnou zkumavku
s kapalinou vyhodit.

Do kolony ptidat 100 ul pufru Elution Buffer.

Centrifugovat 8000 g, 1 min pfi laboratorni teploté.

Eluovanou RNA v mikrozkumavce piepipetovat do Cisté sterilni mikrozkumavky

a okamzité zamrazit v —80 °C.
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4.5. Reverzni transkripce celkové RNA pomoci

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

4.5.1. Pouzité pristroje

e Box pro ptipravu PCR smési Erlab Biocap DNA/RNA (Erlab Inc., USA)
e Suchy termoblok Fischer 125D (Thermo Fisher, USA)
e Centrifuga Eppendorf Minispin Plus (Eppendorf, Némecko)

4.5.2. Pouzity material

e Izolovana RNA
e Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Némecko)
e Stojan pro mikrozkumavky Eppendorf PCR-Cooler (Eppendorf, Némecko)

4.5.3. Popis metody

1. RNA rozmrazit v pfedchlazeném blocku Eppendorf PCR-Cooler.
2. Z kitu pro reverzni transkripci pfipravit smés podle rozpisu (v ptipadé vice paralelnich
reakci pfipravit mastermix a nasledné ho rozpipetovat do jednotlivych

mikrozkumavek):

¢ RNA 5 ul
e Oligo(dT);s 1l
o HZO 7 l,ll

3. 'V polystyrenové nadob¢ piipravit vodni lazen o teploté 65 °C.

4. Smeés oligo(dT) s RNA denaturovat pti 65 °C 10 min ve vodni lazni.

5. Z dalsich reagencii pfipravit v pfedchlazeném blo¢ku PCR-Cooler mastermix podle
rozpisu:

e Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer Pufr 4 ul

e Protector RNase Inhibitor 0,5 ul
e Deoxynucleotide Mix 2 ul
e Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5ul

6. Denaturovanou RNA zchladit v pfedchlazeném bloc¢ku Eppendorf PCR-Cooler.

7. K RNA rozpipetovat pfipraveny mastermix.
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8. Zkumavky inkubovat v suchém termobloku pfi teploté 50 °C 60 min.

9. Reakci zastavit pfendanim mikrozkumavek do pfipravené vodni 1lazné 85 °C na dobu
5 min.

10. Zkumavky s cDNA otfit, centrifugovat v piiruc¢ni centrifuze a zchladit v blocku
Eppendorf PCR-Cooler.

11. cDNA zmrazit pii -20 °C.
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4.6. Kvantifikacni PCR pomoci univerzdlni knihovny

sond

4.6.1. Pouzité pristroje

e PCR cykler LightCycler® 1.5 (Roche, Némecko)

e Software LightCycler® Software Version 5.32 (Roche, Némecko)
e Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf, Némecko)

e Centrifuga Eppendorf Minispin Plus (Eppendorf, Némecko)

e Rotacni michacka IKA MS2 (IKA, Némecko)

4.6.2. Pouzity material

e Templatova cDNA
e Plazmidové standardy o koncentraci 10° kopii/ul
e TE pufr (10 mM Tris, ImM EDTA, pH = 8)
e Pouzité primery:
o Abll-F: GAGAAGGACTACCGCATGGA
o Abll-R: GGGATTCCACTGCCAACAT
o Ang-2-F: CACGTTAACATTCCCTAATTCTACAG
o Ang-2-R: CTCACGTCGCTGAATAATTGTC
e Pouzité sondy:
o Abl1: Universal ProbeLibrary Probe #44 (Roche, Némecko)
o Ang-2: Universal ProbeLibrary Probe #25 (Roche, Némecko)
e LightCycler® TagMan® Master (Roche, Némecko)

4.6.3. Popis metody

1. Rozmrazit aliquot standardii o koncentraci 10° kopii/pl.

2. Postupnym fedénim do TE pufru pfipravit fedici fadu kalibratori o koncentracich 10°,

10°, 10%, 10° a 10%/pl.
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3. Do ¢isté mikrozkumavky ptipravit reakéni smés dle rozpisu na jeden vzorek:

e HO 10 pl
e 5uM Primery 2 ul
e [uM UPL sonda 2ul
e Master Mix 4 ul

4. Reak¢éni smés fadné¢ promichat a  rozpipetovat po18 ul  do kapilar
pro LightCycler® 1.5.
5. Do kapilar ptidat 2 ul templatu (vSe vcetné kalibratorti analyzovat v dubletu).
Do posledni kapilary pfidat pouze vodu (kontrola bez templatu).
6. Kapilary v centrifugacnich adaptorech centrifugovat 5 s, 600 g pfi laboratorni teplotg.
7. Vlozit kapilary do cykleru.
8. Provést PCR podle programu:
e Inkubace s UDG: 40 °C, 2 min
e Aktivace enzymu: 95 °C, 10 min
e Amplifikace (45 cyklu):
o 95°C,10s
o 60°C,30s
o 72°C,1s
e Ochlazeni (30 s, 40 °C)
9. Odetist body kiizeni (Crossing Point) v software LightCycler® Software 5.32 pomoci

metody ,,Second Derivative Maximum Method*.
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4.7. Separace CD19" bunék z plné krve a pfiprava

bunécnych lyzatu

4.7.1. Pouzité pristroje

e Programovatelna rota¢ni michacka zkumavek Multi Bio RS-24 (Biosan, LotySsko)
e Box pro praci ve sterilnim prostiedi Jouan MSC 12 (Thermo Fisher, USA)

e Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf, Némecko)

e Automaticky hematologicky analyzator Sysmex XE-2100 (Sysmex, Japonsko)

4.7.2. Pouzity material

e Periferni krev odebrand do zkumavky s KsEDTA

e Roztok PBS s 2 % fetalniho bovinniho séra (StemCell Technologies, USA)

e RosetteSep Human B Cell Enrichment Cocktail (StemCell Technologies, USA)
e Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, USA)

e TRIzol Reagent (Invitrogen, USA)

4.7.3. Popis metody

1. Vzorek periferni krve pacientli nechat dikladn€ promichat na rotaéni michacce
zkumavek.

2. Ptipravit si dostatecny objem (25 ml) PBS s 2 % fetdlniho bovinniho séra (dale jen
PBS/FBS) a 5 ml Ficoll-Paque Plus tak, aby se zahtaly pfed pouzitim na laboratorni
teplotu.

3. Z dikladn¢ promichané zkumavky odebrat 5 ml krve a ptenést do 15ml sterilni
zkumavky s vickem.

4. Ke krvi ptidat 250 pl RosetteSep Human B Cell Enrichment Cocktail (dale jen
RosetteSep) a tuto smés dobfe promichat opakovanym nasatim a vypusténim
ze sterilni pasteurovy pipety.

5. Nechat smés inkubovat pii laboratorni teplot¢ 20 minut (kazdych 5 minut opatrné
a kratce promichat krouzivym pohybem zkumavky). Béhem této inkubacni doby
dochazi k vazb& nechténych bunék plné krve na erytrocyty pomoci tetramerickych

protilatkovych komplext obsazenych v RosetteSep a k tvorbé tzv. rozet.
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10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Po wuplynuti doby inkubace nafedit krev s RosseteSep roztokem PBS/FBS
0 laboratorni teplot¢ v poméru 1:1, smés opatrné promichat a velmi opatrné navrstvit
na piipraveny Ficoll-Paque Plus o laboratorni teploté.

Zkumavku s navrstvenou krvi centrifugovat 30 minut, 400 g, 20 °C se sniZzenim
brzdénim centrifugy.

V mezicase si ptipravit dalsi sterilni 15ml zkumavku s 3 ml Ficoll-Paque Plus.

Po centrifugaci a odsati plazmy opatrné pomoci pasteurovy pipety odebrat vrstvu
oddélenych separovanych bunék, pfemistit je do pfipravené zkumavky s Ficoll-Paque
Plus a dukladn¢ resuspendovat.

K resuspendovanym bunkam ptidat takové mnozstvi roztoku PBS/FBS, aby celkovy
vysledny objem byl 10ml.

Z 10 ml odebrat 500 pl do 1,5ml mikrozkumavky.

Zbylych 9,5 ml resuspendovanych bunck centrifugovat 10 minut, 250 g, 20 °C
se snizenym brzdénim centrifugy.

Z 0,5ml suspenze z bodu 11. stanovit krevni obraz a diferencialni pocet leukocytt
v automatickém hematologickém analyzatoru Sysmex XE-2100 pro stanoveni poctu
bilych krvinek.

Na zaklad¢ ziskan¢ho poctu leukocytii spocitat objem vysledné bunééné suspenze tak,
aby obsahovala 35 x 10° bundk v 15 pl, coz je optimalni koncentrace bungk
pro lyzovani v TRIzol Reagentu.

Po centrifugaci odsat piebyte¢ny supernatant. Na zakladé vypoctu z bodu 14. nasat
do plastové pasteurovy pipety odpovidajici objem PBS/FBS o laboratorni teploté
a resuspendovat v ném sediment. V§e dikladné promichat, celou tuto suspenzi pienést
do mikrozkumavky a zméfit skutecny objem suspenze.

Spocitat presny objem suspenze obsahujici 35 x 10° bun&k a tento objem napipetovat
do 4 pfipravenych mikrozkumavek.

Mikrozkumavky doplnit do 1 ml TRIzol Reagent, ihned po pfidani reagentu smeés
diikladné (15x) nasat do pipetovaci Spicky tak, aby se buniky kompletné rozpustily.
Nechat buniky kompletné lyzovat 4 minuty pii laboratorni teplot¢ a dat zamrazit

pii -80 °C do dalsi analyzy.
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4.8. lzolace celkové RNA

4.8.1. Pouzité pristroje

e Box pro préci ve sterilnim prostiedi Jouan MSC 12 (Thermo Fisher, USA)
e Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf, Némecko)

e Rotaéni michacka IKA MS2 (IKA, Némecko)

e Suchy termoblok Fischer Scientific Isotemp 125D (Thermo Fisher, USA)

4.8.2. Pouzity material

e Bunécny lyzat

e Chloroform

e 100% isopropanol

e 75% etanol (ve vodé oSetiené dietylpyrokarbonatem — DEPC)

e Voda zbavena RNaz

4.8.3. Popis metody

Rozmrazit pfipravené bunécné lyzaty.

Ptidat 200 pl chloroformu.

Zavtit mikrozkumavku a intenzivné s ni 15 sekund ru¢né tfepat.
Suspenzi inkubovat 3 minuty pfi laboratorni teploté.
Centrifugovat vzorek 12000 g, 15 min, 4 °C.

o g~ w b E

Po centrifugaci odebrat opatrné horni bezbarvou vodnou fazi a ptfenést ji do nové

mikrozkumavky pro naslednou izolaci RNA.

7. K vodné fazi ptidat 500 pl 100% isopropanolu a $pi¢kou smés zamichat.

8. Inkubovat 10 minut pfi laboratorni teplot¢.

9. Centrifugovat vzorek 12000 g, 10 min, 4 °C.

10. Po centrifugaci opatrné odsat z mikrozkumavky vSechen supernatant.

11. Do mikrozkumavky k pelet¢ RNA ptidat 1 ml 75% etanolu. RNA muze byt v 75%
etanolu uchovana pii — 20 °C jeden rok nebo pii 4 °C jeden tyden.

12. Promichat mikrozkumavku kratce pomoci rota¢ni michacky.

13. Centrifugovat 7500 g, 5 min, 4 °C.
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14. Odstranit supernatant a vysusit peletu RNA po dobu 5 — 10 minut. Davat dobry pozor,
aby se nevysusila uplné (zprihledni). Zasadné tim klesne jeji rozpustnost.

15. RNA peletu resuspendovat v 30 ul vody zbavené RNaz pomoci opakovaného nasati
a vytlaeni ze $picky pipety.

16. Inkubovat mikrozkumavku v suchém termobloku 10 minut pfi teploté 55 °C.

17. Po inkubaci vzorek ihned pouzit nebo uchovat pii —80 °C.
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4.9. Reverzni transkripce celkové RNA pomoci

SuperScript lll First-Strand Synthesis System

4.9.1. Pouzité pristroje

e Box pro ptipravu PCR smési Erlab Biocap DNA/RNA (Erlab Inc., USA)
e Blokovy PCR cykler PTC-200 (MJ Research, USA)
e Centrifuga Eppendorf Minispin Plus (Eppendorf, Némecko)

4.9.2. Pouzity material

e lzolovana RNA
e Ledova lazen

e SuperScript Il First-Strand Synthesis System kit (Invitrogen, USA)

4.9.3. Popis metody

1. Prfed pouzitim je potfeba kazdou komponentu reakce promichat na vortexu a kratce
centrifugovat.
2. Do cisté sterilni mikrozkumavky pfipravit reakéni smés A dle nasledujiciho rozpisu
(na 1 vzorek):
e Celkovda RNA (5ng) 5Supul
e Oligo(dT)z (50 uM) 1 ul
e sm&s dNTP (10 mM) 1 pul
e voda osettena DEPC 3 pl
3. Inkubovat 5 minut pii teploté 65 °C (denaturace).
4. V meziase pripravit do dalsi Cisté sterilni mikrozkumavky reakéni smés dle

nasledujiciho rozpisu (na 1 vzorek):

e RT pufr (10x) 2 ul
e MgCl, (25 mM) 4l
e DTT (0,1 M) 2ul
e RNaseOUT (40 U/pl) 1 pl

e SuperScript IITI RT (200 U/ul) 1 pul
5. Sm¢és z bodu 3. schladit na ledu po dobu 1 minuty.
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6. 10 ul reakéni smési z bodu 4. piidat ke zchlazené denaturované RNA.
7. Smés promichat a kratce centrifugovat.

8. Inkubovat 50 minut pfi teploté 50 °C (syntéza cDNA).

9. inkubovat 5 minut pfi teploté 85 °C (zastaveni reakce).

10. Schladit na ledu.

11. Kratce centrifugovat, pfidat 1 pl RNazy H a inkubovat 20 minut pfi teploté 37 °C

(odstranéni RNA z heteroduplexu DNA/RNA).
12. cDNA ihned pouzit nebo uchovat pii — 20 °C.
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4.10. Kvantitativni PCR v termocykleru RotorGene 6000

4.10.1. Pouzité pristroje

e Termocykler Rotor Gene 6000 (Qiagen, Némecko)

e Box pro ptipravu PCR smési Erlab Biocap DNA/RNA (Erlab Inc., USA)
e Centrifuga Eppendorf Minispin Plus (Eppendorf, Némecko)

e Rota¢ni michacka IKA MS2 (IKA, Némecko)

4.10.2. Pouzity material

e Templatova cDNA
e TagMan Gene Expression Master Mix kit (Life technologies, USA)
e Sm¢si primert a sond (v§e od Life Technologies, USA)
o Ang-2: TagMan® Gene Expression Assays (angiopoietin 2): Hs01048042_m1
o CDI105: TagMan® Gene Expression Assays (endoglin): Hs00923996 m1
o FGF-2: TagMan® Gene Expression Assays (FGF2): Hs00266645 m1
o NUDT6: TagMan® Gene Expression Assays, (Nudix): Hs00246601_m1
o HPRTL1: Human HPRT1 (HGPRT) Endogenous Control (FAM / MGB Probe,
Non-Primer Limited)

4.10.3. Popis metody

1. Rozmrazit vSechny komponenty potfebné pro reakci a uchovat je v chladnicce
do doby pouziti.
2. Rozmrazit vzorky cDNA pfipravené k analyze a normaliza¢ni standardy pro analyzu
pomoci AACt metody.
3. Tésné pred pouzitim kazdou komponentu reakce promichat na rotaéni michacce
a dle potieby kratce centrifugovat.
4. V chladicim bloku si pfipravit reakéni smes pro PCR dle nasledujiciho rozpisu
(pro 1 vzorek):
e TagMan Gene Expression Master Mix (2x) 10 ul
e Sm¢s primerd a sondy (20x) 1wl

e Voda o ¢istoté pro PCR 7 ul
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. Pripravenou reakéni smés opatrné ale peclivé zamichat a napipetovat po 18 pul
do pripravenych reakénich mikrozkumavek.
. Do jednotlivych mikrozkumavek pfidat 2 pl cDNA vzorkdl ¢i normalizacnich
standardli. Do zkumavky s negativni kontrolou ptidat misto cDNA 2 ul vody o Cistoté¢
pro PCR. Opatrn¢ kazdou mikrozkumavku promichat.
. Vlozit v§echny mikrozkumavky do termocykleru Rotor Gene 6000 a spustit program
dle rozpisu:
e Inkubace s UDG: 50 °C, 2 min
e Aktivace polymerazy: 95 °C, 10 min
e Amplifikace (40 cykli):
o Denaturace: 95 °C, 15 sec
o Nasednuti primert/elongace: 60 °C, 1 min (s odeé¢tem fluorescence v kanalu
pro FAM)
. Vyhodnotit data pomoci software Rotor Gene 6000 Series (verze 1.7 - build 87)
dodavanym piimo s termocyklerem Rotor Gene 6000 v médu ,,Quantitation®.
. Provést analyzu relativni kvantifikace AACt pomoci programu Microsoft Excel 2010

(Microsoft Corp., USA).
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4.11. Stanoveni exprese molekuly CD38

4.11.1. Pouzité pristroje

Pratokovy cytometr Coulter EPICS XL (Beckman Coulter, USA)

Analyzaéni software Flow Jo (Tree Star, Inc., USA)

4.11.2. Pouzity material

Protilatky:

o CD5-FITC (Beckman Coulter, USA)

o CD19-PC5 (Beckman Coulter, USA)

o CD38-PE (Beckman Coulter, USA)
Izotypova kontrola IgG1-PE (Beckman Coulter, USA)
Lyzaéni roztok OptiLyse C (Beckman Coulter, USA)

4.11.3. Popis metody

Detekce byla provadéna na Ustavu klinické imunologie a alergologie FN HK dle

nasledujiciho postupu:

1.

25 ul periferni krve (1 x 10° bun¢k/ml) inkubovat (15 minut, 18-25°C) s5 pul
pfislusnych  monoklonalnich  protilatek (CDS5-FITC, CD19-PC5, CD38-PE
nebo 1gG1-PE).

Cervené krvinky lyzovat pomoci inkubace s lyzaénim roztokem (10 minut, 18-25 °C).
Vzorky promyt a analyzovat pritokovym cytometrem.

Hranici pozitivity stanovit dle izotypové kontroly. Pozitivita v izotypové Kontrole
nesmi byt vyssi nez 1 %.

Hodnotu exprese CD38 analyzovat v populaci CD5'/CD19" bunék CLL s hranici
pozitivity nastavenou dle izotypové kontoly. Hodnotit minimaln& 25 000 CD5'/CD19"

bunék. Vzorek je CD38 pozitivni, pokud je signal pozitivni na vice nez 30 %

analyzovanych bun¢k.
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4.12. Stanoveni exprese molekuly ZAP-70

4.12.1. Pouzité pristroje

Pritokovy cytometr Coulter EPICS XL (Beckman Coulter, USA)

Analyzaéni software Flow Jo (Tree Star, Inc., USA)

4.12.2. Pouzity material

Protilatky:
o ZAP-70-PE, klon 1E7.2 (Caltag Laboratories, USA)
o CD3-FITC (Beckman Coulter, USA)
o CD5-FITC (Beckman Coulter, USA)
o CD19-PC5 (Beckman Coulter, USA)
Izotypova kontrola IgG1-PE (Beckman Coulter, USA)
Permeabiliza¢ni a fixa¢ni Cinidlo IntraPrep Permeabilization reagent (Beckman
Coulter, USA)
Lyzac¢ni roztok OptiLyse C (Beckman Coulter, USA)

4.12.3. Popis metody

Detekce byla provadéna na Ustavu klinické imunologie a alergologie FN HK

dle nasledujiciho postupu:

1.

25 pul periferni krve (1 x 10° bun&k/ml) inkubovat (15 minut, 18-25°C) s5 ul
pfislusnych monoklonélnich protilatek proti povrchovym znakim (CD3-FITC,
CD19-PC5).

Fixovat bunky (18-25 °C, 15 min.) s ¢inidlem 1 (reagent 1, IntraPrep).

Po promyti permeabilizovat membrany bunék inkubaci (15 minut, 18-25 °C)
s ¢inidlem 2 (reagent 2, IntraPrep).

Oznacit intracelularni molekulu ZAP-70 inkubaci s5 pl pfislusné monoklondlni
protilatky (ZAP70-PE nebo 1gG1-PE).

Po probehlé inkubaci (15 minut, 18-25°C ve tmé) bunky promyt a okamzité
analyzovat pratokovym cytometrem.

Hranici pozitivity stanovit dle izotypové kontroly. Pozitivita v izotypové kontrole
nesmi byt vyssi nez 1 %.
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7. Hodnotu exprese ZAP-70 analyzovat v populaci CD5/CD19" bunék s hranici
pozitivity nastavenou dle izotypové kontoly. Hodnotit minimalné 25 000 CD5/CD19"

bun¢k. Vzorek je pozitivni, pokud je signal pozitivni na vice nez 20 % analyzovanych

bunék.
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4.13. Vysetreni mutacniho stavu IGHV

Mutacni stav IGHV byl servisné vySetfovan na oddéleni 1ékaiské hematologie,

biochemie aimunologic Nemocnice Na Homolce a v laboratofich Chambon Praha

standardnim postupem (Pekova et al. 2005) dle schématu:

1.

Z kazdého vzorku periferni krve separovat mononukledrni buiiky pomoci Ficol
Paque™ (Sigma, USA).

Ze separovanych bunék izolovat RNA pomoci TRIzol Reagent (Invitrogen, USA).

Z RNA piipravit cDNA reverzni transkriptdzou Supescript II (Invitrogen, USA)
s ndhodnymi hexanukleotidovymi primery.

Metodou PCR se specifickymi primery namnozit oblast VH gent.

Sangerovym sekvenovanim s naslednou analyzou v software Chromas verze 1.5
(Technelysium, Australie) analyzovat sekvenci maligniho klonu.

Pomoci sluzby IgBLAST (dostupné na http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/)
analyzovat miru odliSnosti sekvence maligniho klonu od zarode¢né DNA. Geny byly
povazovany za mutované, pokud byla jejich homologie se zarode¢nou linii niz$i nez

98 % (Hamblin, et al. 1999).
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4.14. Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni testu x%, neparametrického Mann-Whitney U testu i kiivek
pieziti bylo stejné jako grafické znazornéni dat pomoci bodovych a krabicovych grafa
provedeno ve statistickém prostiedi R (R Core Team 2014). Ktivky pieziti byly konstruovany
dle Kaplan-Meierovy metody. Ke stanoveni rozdilu v pieziti byl pouzit log-rank test. Oboji
bylo opét provedeno ve statistickém prostiedi R s vyuzitim knihovny survival verze 2.38.

Hladina statistické vyznamnosti (p) byla u vSech testt stanovena na 0,05.
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5. Vysledky

5.1. Vybér vhodnych kandidatnich genti

Nejdiive bylo nutné vybrat vhodné kandidatni geny, jejichz expresi bychom ve studii
analyzovali. Vzhledem k velmi zajimavé se rozvijejicimu poznani o vyznamu angiogeneze
uCLL jsme se rozhodli, ze se budeme vénovat této oblasti. Praci tykajicich se exprese
angiogennich faktorh malignimi lymfocyty je totiz velmi malo a navic se jedna
0 problematiku, které¢ se pracovisté IV. interni hematologické kliniky Fakultni nemocnice
Hradec Kréalové dlouhodob¢ vénuje. Na zaklad¢ literarni reSerSe byly vybrany angiopoetin-2,

endoglin a fibroblastovy ristovy faktor 2.
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5.2. Pilotni studie

5.2.1. Priprava cDNA

Prvni cast projektu byla zaméfena na zvoleni optimalni metodiky izolace RNA
ze vzorkli nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii, kterd by byla pouZzivéna v nasi
studii. Mononuklearni bunky byly separovany z periferni krve 33 nemocnych
antikoagulované K3EDTA pomoci gradientové centrifugace vyuzivajici Ficoll-Paque Plus.
Mononukledrni buiiky oplachnuté v PBS byly spocitany na hematologickém analyzatoru
Sysmex XE-2100 (Sysmex, Japonsko) a nafedény na koncentraci 10’ bun&k/ml. Pro svou
jednoduchost, standardizovanost a rozsitenost v molekularné biologickych laboratofich byla
jako metoda prvni volby zvolena izolace pomoci kiemicitych kolon High Pure RNA Isolation
Kit (Roche, Némecko) z 200 pul bunécné suspenze dle doporuceni vyrobce. Elu¢ni objem byl
100 pl. Eluovand RNA byla okamzité ulozena do -80 °C, kde byla uchovéna do dalSiho
zpracovani. Reverzni transkripce byla provedena pomoci soupravy Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche, Némecko) dle doporuceni vyrobce S pouzitim oligo(dT)is

primert, které jsou soucasti soupravy.

5.2.2. Priprava kvantifikacnich reakci

Pro ucely této pilotni studie byl z angiogennich faktord, jejichz exprese v malignich
lymfocytech nemocnych s CLL méla byt stanovena, zvolen gen pro angiopoetin-2.
Pro normalizaci byl zvolen u CLL casto pouzivany udrzovaci gen Abll. Pro navrzeni
vhodnych systéml pro kvantitativni analyzu pomoci PCR v redlném cCase byla pouZzita
aplikace Universal ProbeLibrary Assay Design Center (Roche, Némecko) (Roche Life
Science), ktera je zalozena na databazi 165 kratkych hydrolytickych (tzv. TagMan) sond
obsahujicich pro zvySeni specifity LNA modifikované nukleotidy. Samotna aplikace
vyhleddva optimalni dvojice primerd, mezi kterymi se vzdy nachazi sekvence
komplementarni s alesponi jednou z téchto sond. Pro oba geny byla vybrana sestava,
ktera byla in silico analyzou touto aplikaci vybrana jako nejlepsi. Ob¢ sady primerd a sond
byly nasledné pomoci programu VectorNTI (LifeTechnologies, USA) verze 10.0 provéteny,
zda neobsahuji nevhodné komplementarni sekvence, které by vedly k dimerizaci primera
¢i tvorbé vlasenkovych struktur, coZ by mohlo sniZovat G€innost PCR. Oba systémy byly

v poradku. Specifita obou detekénich smési byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy
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produktu kvantifika¢ni PCR reakce. V obou ptipadech reakce neobsahovaly Zadny vyznamny

produkt, ktery by délkou neodpovidal navrzené PCR reakci (viz. Obr. 3).

M  Abll M  Ang2

300 bp 300 bp
200 bp 200 bp
150 bp 150 bp

100 bp
50 bp

100 bp
50 bp

Obr. 3: Elektroforeticka analyza specifity primeria PCR. M — §kala; Abll - produkt
kvantifikaéni PCR pro Abl-1 (84 bp); Ang-2 — produkt kvantifikaéni PCR pro Angiopoetin-2
(94 bp).

5.2.3. PFiprava standardi pro pilotni studii

Pomoci aplikace Universal ProbeLibrary Assay Design Center (Roche, Némecko)
(Roche Life Science) byly navrzeny primery, jejichz cilové sekvence se nachazeji alespont 100
bp vné oblasti rozpoznavané primery vybranymi pro kvantifikaéni reakci vyuzivajici UPL
sondy. Pomoci téchto primerd byla z cDNA nahodné vybraného pacienta provedena
amplifikace z obou gent. Vzniklé produkty PCR o spravné délce (Abl: 472 bp, Ang-2: 879
bp) byly rozdéleny na gelové elektroforéze, vyfiznuty z gelu a vysledna DNA byla izolovana
pomoci soupravy Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Némecko) dle doporuceni vyrobce.
Produkt PCR reakce byl vloZen do vektoru pDrive (Qiagen, Némecko) pomoci T-A klonovaci
techniky soupravou QIAGEN PCR Cloning™® Kit (Qiagen, Némecko) a amplifikovan
v bakterii Escherichia coli QIAGEN EZ Competent Cells (Qiagen, Némecko). Tti kolonie
pro kazdy gen byly pfeneseny inokulac¢ni klickou do tekutého LB média sampicilinem
a 16 hodin kultivovany. Nasledné byl ze vSech 6 kultur izolovan soupravou QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Némecko) amplifikovany plazmid. Kvantita a kvalita izolovanych
plazmidi byla ovéfena spektrofotometricky. Pomér absorbanci pii vlnovych délkach
260 a280 nm se u vSech vzorkii pohyboval vrozmezi 1,9 — 2,0. Cistota DNA byla tedy

dostate¢na.
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Jeden nahodné vybrany vzorek plazmidu pro Ang-2 a pro Abl-1 byl nafedén
na koncentraci 1,00 x 10° molekul/ul v TE pufru. Absolutni poget molekul byl vypo&itan
ze spektrofotometricky zméfeného mnozstvi DNA ve vzorku a molekularni hmotnosti
plazmida (Tab. 8).

Tab. 8: Vypocet mnoZstvi molekul v 1 pl elu¢niho pufru

Standard Koncen?race Delk_a Molekularni Pocet molekul
plazmidu plazmidu hmotnost

Abl-1 184,5 ng/ul 4260bp | 2,81 x 10° g/mol 3,95 x 10'%/pl

Angiopoetin-2 | 110 ng/pl 4732bp | 3,12 x 10° g/mol 2,12 x 10"/l

Plazmidy o pozadované koncentraci 1,00 x 10° molekul/ ul byly rozdéleny do aliquotii
po 500 ul a zamrazeny v -80 °C do dal$iho pouziti. Jeden aliquot od kazdého genu byl pouzit
pro ovéfeni sekvence standardu pomoci Sangerova sekvenovani na Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky FN HK k vylouéeni ptfitomnosti moznych mutaci. Sekvenovani bylo provedeno
Zobou stran inzerti pomoci primert SP6 (CATTTAGGTGACACTATAG) a T7
(TAATACGACTCACTATAGGG) komplementarnich k sekvencim ve vektoru pDrive. Oba
klony obsahovaly sekvence pIné odpovidajici referenénim sekvencim cDNA genli Abll

(GenBank: NM_005157) a Ang-2 (GenBank: NM_001118887).

5.2.4. Kvantifikace transkripce pomoci PCR v realném case

Pted samotnou kvantifikaci pomoci PCR v realném cCase byl pro kazdy sledovany gen
rozmrazen jeden z aliquott standardu o koncentraci 1 10° molekul/ ul. Po rozmrazeni byla
z kazdého standardu pfipravena fedici fada kalibratori pro nadchézejici kvantifikacni reakci
v rozsahu 1 x 10° — 1 x 10® molekul/pl.

Kvantifika¢ni reakce byly provadény vzdy v dubletech dle protokolu, ktery je uveden
v kapitole Nemocni a metodiky. Soucasti kazdé reakce byla kontrola bez templatu, ktera misto
vzorku cDNA obsahovala pouze vodu pouzivanou pro piipravu reakéni smési. V téchto
vzorcich nebyl ve vSech pfipadech namétfen jakykoli signdl a reakéni smési tedy

neobsahovaly kontaminaci DNA, ktera by mohla interferovat s provadénou analyzou.
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Detekce bodu kiizeni byla provedena v software LightCycler Software 5.32 dodavaném

k analyzatoru metodou ,,Second Derivative Maximum®. Absolutni kvantifikace poc¢tu molekul

byla provedena automaticky timto software. U¢innost obou systémit byla vzdy vyssi nez 95 %

pii velmi dobré linearité pouzitych méfeni kalibratora (r > 0.99) (viz. Obr. 4 a Obr. 5).
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Obr. 4: Amplifikace kalibratora pro kvantifikaci cDNA genu pro Abll pomoci

PCR v reilném c¢ase. Nahote: zavislost fluorescence jednotlivych kalibratori o uvedeném

poc¢tu molekul a kontroly bez templatu —

»NK“ na ¢isle cyklu. Dole: kalibra¢ni piimka

(zéavislost ¢isla cyklu na logaritmu ptivodniho poctu kopii u vzorkl). Vysledna ucinnost

E = 2,02 (102 %).
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Obr. 5: Amplifikace kalibratora pro kvantifikaci cDNA genu pro angiopoetin-2 pomoci
PCR v realném ¢ase. Nahote: zavislost fluorescence jednotlivych kalibratorti o uvedeném
poctu molekul a kontroly bez templatu — ,,NK* na cisle cyklu. Dole: kalibracni piimka
(zéavislost ¢isla cyklu na logaritmu plivodniho poctu kopii U vzorki). Vysledna ucinnost
E =2,02 (102 %).

Vysledky absolutni kvantifikace exprese genu pro Ang-2 byly normalizovany
pro vyrovnani moznych rozdili v mnozstvi cDNA v jednotlivych vzorcich pomoci sjednoceni
na jednotkové mnozstvi exprese udrzovaciho genu Abl-1. VSechny prezentované vysledky

jsou uvedeny jako pomér exprese téchto dvou gend.
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5.2.5. Analyza vysledku pilotni studie

5.2.5.1. Nastaveni hrani¢ni hodnoty

Pred samotnou statistickou analyzou bylo zapotiebi stanovit hrani¢ni hodnotu odliSujici
vzorky s nizkou a vysokou mirou exprese Ang-2. Tato hodnota byla empiricky stanovena
na7,5 x 10°. Vzorky s nizs$i expresi dosahovaly velmi nizké miry exprese Ang-2 (Obr. 6).
Pti pouziti této hrani¢ni hodnoty byla exprese genu pro Ang-2 vysokd u 12 a nizka

u 21 nemocnych.
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Obr. 6: Distribuce exprese genu pro Ang-2 ve vzorcich nemocnych s CLL.
»ND* - nedetekovatelné mnozstvi transkriptu, pferusovana ¢ara znazoriiuje hrani¢ni hodnotu

7,5 x 107, Exprese byla vysoka u 12 a nizka u 21 nemocnych.

5.2.5.2. Statisticka analyza vysledku

Pomoci analyzy testem XZ byla nasledné statisticky zhodnocena piipadna zavislost mezi
expresi genu pro Ang-2 a vybranymi prognostickymi ukazateli (mutacnim stavem IGHV,
expresi CD38 a ZAP-70), klinickym stadiem dle Raie a stavem onemocnéni v dobé odbéru.
Zaroven byla provedena analyza doby od odbéru do progrese onemocnéni. Pro dalsi analyzy,

jako je napf. analyza celkového pieziti, byla doba sledovani ptili§ kratka.
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Vztah s mutacnim stavem IGHV

Vztah exprese Ang-2 a muta¢niho stavu IGHV byl analyzovan u 28 nemocnych,

nebot’ ostatni nemocni neméli mutaéni stav stanoveny. Jeden piipad s mutovanym IGHV byl

Z analyzy vyloucen, nebot maligni klon vyuzival pfestavbu VH3-21, kterd znamena

nepiiznivou prognézu i pii mutovaném stavu IGHV. Je ale zajimavé, ze mira exprese Ang-2

u tohoto nemocného byla velmi vysoka (1,71) a byla tudiz ve shod¢ se Spatnou prognézou

onemocnéni. V naSi studii byl prokdzédn vztah mezi mutovanym IGHV a nizkou mirou

exprese Ang-2 (n = 27; p =0,010) (viz. Tab. 9 a Obr. 7).

Tab. 9: Vztah exprese Ang-2 a mutaéniho stavu IGHV

Relativni exprese Ang-2
Nt
s 2
= [—]
. o

Z,
=)

——

Mut.

Nemut.

Mutaéni stav IgVH

_ Nizka exprese | Vysoka exprese
p =0,010 Ang-2 Ang-2 Celkem
IGHV nemutované 9 8 17
IGHV mutované 10 0 10
Celkem 19 8 27
" p=000 ¢
0,1 -
M
[ 1)

Obr. 7: Distribuce exprese genu pro Ang-2 podle muta¢niho stavu IGHV.

,,ND* - nedetekovatelné

mnozstvi transkriptu,

»MUL.“ - mutovany

IGHV,

»Nemut.“ - nemutovany IGHV, pferuSovand cara zndzornuje hrani¢ni hodnotu exprese

Ang-2 7,5 x 107,

89



Vztah s expresi CD38

Vztah exprese Ang-2 a CD38 byl analyzovan u 32 nemocnych. U jednoho nemocného
nebyla mira exprese CD38 stanovena. Nemocni S vysokou expresi CD38 maji statisticky

vyznamn¢ vyssi expresi Ang-2 (n = 32, p = 0,011) (viz. Tab. 10 a Obr. 8).

Tab. 10: Vztah exprese Ang-2 a exprese CD38

_ Nizka exprese | Vysoka exprese
p=0,011 Ang-2 Ang-2 Celkem
Vysoka exprese CD38 3 7 10
Nizka exprese CD38 17 5 22
Celkem 20 12 32
L]
?1) 1- . °
51 El
s 0,14 .
2 o
5 001L ___ __ [—eee—] |
— [ oo
o] e &
£ 0,001 .
E p =0,011
ND-{ -eee
Nizka  Vysoka
Exprese CD38

Obr. 8: Distribuce exprese genu pro Ang-2 podle miry exprese CD38.
»ND* - nedetekovatelné mnozstvi transkriptu, pferusovana ¢ara znazoriiuje hrani¢ni hodnotu

exprese Ang-2 7,5 x 107,
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Vztah s expresi ZAP-70, klinickym stadiem a pribéhem onemocnéni

Studie neprokazala statisticky vyznamnou zavislost mezi expresi Ang-2 a expresi
ZAP-70 (n= 32, p = 0,784) (Tab. 11), klinickym stadiem dle Raie (n = 33, p = 0,305)
(Tab. 12) a stavem onemocnéni v dobé odbéru (n = 33, p = 0,443) (Tab. 13).

Tab. 11: Vztah exprese Ang-2 a exprese ZAP-70

_ Nizka exprese | Vysoka exprese
p=0.784 Ang-2 Ang-2 il
Vysoka exprese ZAP-70 9 6 15
Nizka exprese ZAP-70 11 6 17
Celkem 20 12 32
Tab. 12: VVztah exprese Ang-2 a klinického stadia dle Raie
_ Nizka exprese | Vysoka exprese
p = 0,305 Ang-2 Ang-2 Celkem
Stadium dle Raie 0 9 3 12
Stadium dle Raie I-111 12 9 21
Celkem 21 12 33
Tab. 13: Vztah exprese Ang-2 a klinického prabéhu onemocnéni
_ Nizka exprese | Vysoka exprese
p=0443 Ang-2 Ang-2 el
Progredujici CLL 6 5 11
Stabilni CLL 15 7 22
Celkem 21 12 33
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Vztah s obdobim do lécby 1. linie

Obdobi do 1é¢by 1. linie bylo u nemocnych s vysokou expresi Ang-2 kratsi. Rozdil v§ak
nebyl statisticky vyznamny (n = 33, p = 0,090) (Obr. 9).
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Obr. 9: Analyza doby do progrese. Pierusovana ¢ara — pacienti S nizkou expresi

Ang-2, plna ¢ara — pacienti s vysokou expresi Ang-2.

5.2.6. Zavery pilotni studie

Ackoli studie prokézala, ze pouzitd metoda umoznuje kvalitni kvantifikaci genové
exprese genu Ang-2, ukdzala i zasadni slabinu pouzitého piistupu. Exprese Ang-2 v malignich
lymfocytech je v tadé piipadti velmi nizka a metoda zaloZzend na kiemicitych kolonach
neumoziuje izolaci RNA 0 dostatené vysoké koncentraci, aby bylo mozné tyto nizké
koncentrace kvalitné odlisit. Je tedy nezbytné pouzit jinou metodu izolace RNA umoziujici

vysSi koncentraci celkové (a tedy i1 studované) RNA.
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5.3. Hlavni studie

5.3.1. Priprava cDNA

Vzhledem k rozvoji metod separace buné¢k CLL jsme se rozhodli v navazujici studii
pouzit specifi¢téjsi zplisob zalozeny na negativni selekci CD19 pozitivnich lymfocytt pomoci
RosetteSep Human B Cell Enrichment Cocktail (StemCell Technologies, USA). Tento typ
separace umoznil analyzu malignich lymfocytt s vysokou Cistotou, kterd dosahovala vice nez
95 % vSech elementl ve vysledné suspenzi, coz bylo ovéfeno pomoci pritokové cytometrie
na Ustavu Klinické imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové na piistroji
Epics XL flow cytometer (Beckman Coulter, USA) s vyuzitim protilatek anti-CD19
a anti-CD5 (Beckman Coulter, USA).

Pro izolaci RNA jsme zvolili metodu zaloZzenou na TRIzol Reagent (Invitrogen, USA),
ktery umozituje vytvoreni lyzath z vysSiho poctu bunck pii mozném rozpusténi vysledné
RNA do mensiho objemu. Tento typ izolace RNA tak odstranil hlavni nedostatek,
ktery se ukazal v pribéhu pilotni studie. 35 x 10° bunek pfipravenych podle postupu
uvedeného v kapitole Nemocni a metodiky bylo lyzovano do 1 ml. Nasledna izolace RNA
byla provedena do celkového elu¢niho objemu 20 pl. Pét mikrolitrd této RNA bylo ihned
piepsano do cDNA pomoci SuperScript III First-Strand Synthesis System kit (Invitrogen,
USA). Zbyla RNA byla okamzit¢ ulozena do -80 °C. cDNA byla ulozena v -20°C
do analyzy.

5.3.2. Priprava kvantifikacnich reakci

V pribéhu pilotni studie bylo pracovisté vybaveno novym, modernéjSim, cyklerem
pro PCR v redlném case RotorGene 6000 (Qiagen, Némecko), ktery umoziuje provadeét vice
paralelnich reakci v jednom bé&hu (72 misto 32). Zmény byly provedeny 1 v analytickém
postupu. Misto Universal ProbeLibrary (Roche, Némecko) byl pro vSechny geny pouzit
na nasem pracovisti nové vyuzivany systém expresnich eseji firmy Life Technologies (Life
technologies, USA). Po ovéteni ucinnosti kvantifikacnich reakci, ktera ve vSech ptipadech
dosahovala hodnot vyssich nez 95 % (ukazka ovéfeni Géinnosti genu HPRT1 viz Obr. 10),
byla za vhodnou metodu relativni kvantifikace zvolena metoda AACt. Tato metoda
nevyzaduje provadeni kalibrace v kazdém béhu a umoziiuje tak analyzu vys$siho poctu vzorkda,

popf. vyuziti tripleti misto dubletd pouzitych v pilotni studii. Vzhledem Kk prokazané
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variabilni expresi genu Abl1l v malignich lymfocytech CLL (Lin et al. 2006), byl jako novy

udrzovaci gen zvolen HPRT1, ktery je v nasi laboratofi standardné vyuzivan.
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Obr. 10: Ovéieni ucinnosti kvantifika¢ni reakce genu HPRTL1. Ovéfeni bylo provedeno
pomoci fedici fady cDNA nahodné vybraného vzorku. Horizontélni ¢ervena ¢ara vyznacuje

miru fluorescence pouzitou pro stanoveni bodu kiiZeni. Vysledna u¢innost = 1,00 (100 %).

5.3.3. Kvantifikace pomoci PCR v realném case

Kvantifikace pomoci PCR Vv redlném case byla provedena reakéni smési TagMan Gene
Expression Master Mix a komeréné dostupnymi systémy pro detekci mnozstvi cDNA firmy
Life Technologies (viz kapitola Nemocni a metodiky). Soucasti kazdé skupiny reakci byl
I kalibrator umoznujici kompenzaci variability mezi jednotlivymi béhy v metodé¢ AACt. Jako
kalibrator byl pro kazdy gen vybran ndhodné vybrany vzorek s dostatecnou mirou exprese.
Hodnota fluorescence pro odecteni bodu kiizeni (Ct) jednotlivych vzorkl byla vybrana rucné
Vv obsluzném software cykleru RotorGene 6000. Analyza AACt byla provedena v software
Microsoft Excel 2010.

5.3.4. Analyza vysledkul hlavni studie

V hlavni studii byla analyzovana exprese genti pro Ang-2, CD105 a FGF-2 malignimi

lymfocyty izolovanymi z periferni krve 97 nemocnych s CLL. Rozdilna exprese jednotlivych
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genli u nemocnych rozdélenych podle muta¢niho stavu IGHV, exprese CD38 a ZAP70,
klinického stadia dle Raie a pribéhu onemocnéni v dobé odbéru byla statisticky analyzovana
pomoci Mann-Whitneyova U testu. Prehled rozdéleni nemocnych na zakladé hodnocenych
prognostickych znakt je uveden v tabulce 7 v kapitole Nemocni a metodiky. Pro potieby
analyzy pomoci metody Kaplan-Meier a log-rank test byli nemocni vzdy rozdéleni do dvou
skupin podle miry exprese analyzovaného genu (exprese vyssi nez medidn byla brana jako
vysoka).

Vzhledem ke znamé regulaci genové exprese FGF-2 pomoci anti-sense genu NUDTG6,
jsme zafadili do studie i analyzu exprese této regulaéni molekuly, abychom ovéfili moznost

regulace mnozstvi transkriptu FGF-2 pomoci NUDT6 (MacFarlane and Murphy 2010).

5.3.4.1. Analyza exprese genu pro angiopoetin-2

MRNA angiopoetinu-2 je v malignich lymfocytech CLL exprimovana s velkou
variabilitou mezi jednotlivymi nemocnymi. Pfesny rozsah nebylo mozné stanovit,
nebot’ fluorescence néktery vzorkd nedosahla hranice pro stanoveni bodu kiizeni a exprese
tedy byla niz$i, nez citlivost pouzité metody. | pfi pouziti dolni hranice citlivosti jako

minimalni koncentrace vSak ptekrocila 5 fadi (Obr. 11).
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Obr. 11: Distribuce relativni exprese Ang-2 V analyzovaném souboru. Data byla

transformovéana pomoci dekadického logaritmu.

Vztah exprese Ang-2 s prognostickymi znaky

Vztah exprese angiopoetinu-2 a muta¢niho stavu IGHV byl analyzovan
u 80 nemocnych. Nemocni snemutovanym [IGHV, tedy nepfiznivou prognozou,

méli statisticky vyznamné vyssi expresi Ang-2 (n = 80, p = 0,0023) (viz. Obr.12A).
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Vztah exprese Ang-2 a CD38 byl analyzovan u 70 nemocnych. V souboru nemocnych
analyzovanych v nasi studii nebyl statisticky vyznamny rozdil v expresi Ang-2 mezi
nemocnymi S nizkou, resp. vysokou expresi CD38 (n =70, p = 0,6687) (Obr. 12B).

Vztah exprese Ang-2 a proteinu ZAP-70 byl analyzovan také u 70 nemocnych.
V analyzovaném souboru nebyl statisticky vyznamny rozdil v expresi Ang-2 u nemocnych
rozdélenych podle exprese ZAP-70 (n =70, p = 0,0720) (Obr. 12C).

Exprese Ang-2 se statisticky vyznamné nelisila ani u nemocnych s rozdilnou prognézou
stanovenou na zakladé cytogenetické analyzy Casto se vyskytujicich chromozomovych zmén
(n = 72, p = 0,2405) (Obr. 12D). Negativni nalez a ptitomnost samotné delece 13q byly
hodnoceny jako prognosticky ptiznivé; nalez delece 11q, trizomie 12. chromozomu, delece
17p a komplexniho karyotypu byly hodnoceny jako prognosticky neptizniveé.

Exprese genu pro Ang-2 nebyla statisticky vyznamné odliSnd ani u nemocnych
rozd€lenych na zakladé¢ rizika onemocnéni podle stadia dle Raie v dob& odbéru (nizké proti
stiedni a vysoké) (n = 97, p = 0,3599) (Obr. 12E).

Ani vexpresi Ang-2 mezi nemocnymi rozdélenymi na zakladé klinického pribéhu
onemocnéni V dobé odbéru nebyl statisticky vyznamny rozdil (stabilni nebo progredujici
onemocnéni) (n =97, p = 0,3038) (Obr. 12F). Exprese Ang-2 tedy neni vyznamné ovlivnéna

aktualnim klinickym prib&hem onemocnéni.
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Obr. 12: Analyza vztahu exprese genu pro angiopoetin-2 s pouZivanymi prognostickymi
znaky. Exprese genu pro Ang-2 byla porovnana u skupin rozdélenych podle prognozy
onemocnéni na zékladé dnes pouZzivanych klasickych i modernich prognostickych znaki —
mutaéniho stavu IGHV (A), exprese CD38 (B) a ZAP-70 (C), chromozomalnich zmén (D),
klinického stadia dle Raie (E) a pribéhu onemocnéni v dobé odbéru (F).

Analyza obdobi do Iécby 1. linie a celkového preziti nemocnych

Obdobi do lécby 1. linie bylo u nemocnych s vysokou expresi Ang-2 statisticky
vyznamng krat$i (n =97, p = 0,0437) (Obr. 13A) s medianem u nemocnych s vysokou expresi
Ang-2 6 mésicli; u nemocnych s nizkou expresi Ang-2 nebylo medidnu dosazeno. Vysledek je
vSak ovlivnén velkym poctem nemocnych, ktefi byli do studie zafazeni Vv ¢ase pocinajici
progrese.

Doba celkového preziti se u nemocnych s vysokou a nizkou expresi Ang-2 statisticky

vyznamn¢ neliSila (n = 97, p = 0,1551) (Obr. 13B).
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Obr. 13: Analyza doby do progrese (A) a celkového preZiti (B) u nemocnych rozdélenych
podle exprese Ang-2.

5.3.4.2. Analyza genu pro endoglin
Relativni exprese genu pro endoglin v malignich lymfocytech nemocnych s CLL Vv nasi

studii byla méné variabilni nez v ptipadé Ang-2. Variabilita v§ak byla opét pomérné vysoka

(3,6 Fadu) (Obr. 14).
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Obr. 14: Distribuce relativni exprese endoglinu v analyzovaném souboru. Data byla

transformovéana pomoci dekadického logaritmu.

Vztah exprese endoglinu s prognostickymi znaky

Analyza exprese mMRNA endoglinu prokazala statisticky vyznamny rozdil u nemocnych
rozdélenych podle muta¢niho stavu IGHV (n = 80, p < 0,0001). Exprese byla vyssi

u nemocnych s nemutovanym IGHV, tedy horsi prognézou (viz. Obr.15A).
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Exprese genu pro endoglin u nemocnych rozdélenych do skupin podle exprese
molekuly CD38 se statisticky vyznamné nelisila (n=70, p = 0,0752) (Obr. 15B).
U nemocnych s vysokou expresi proteinu ZAP-70 byla exprese Ang-2 statisticky vyznamné
vyssi (n =70, p =0,0076) (Obr. 15C).

Exprese CD105 byla statisticky vyznamné vyS§i 1 u nemocnych s nepfiznivym
karyotypem (n =72, p = 0,0223) (Obr. 15D), nemocnych se stiednim a vysokym rizikem
onemocnéni podle stadia dle Raie (nizké proti stiedni a vysoké) (n=97, p< 0,0001)
(Obr. 15E) a nemocnych, u kterych byl odbér proveden v progresi onemocnéni (n =97,
p = 0,0003) (Obr. 15F).
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Obr. 15: Analyza vztahu exprese genu pro endoglin s pouZivanymi prognostickymi
znaky. Exprese genu pro endoglin byla porovnana u skupin rozdélenych podle prognozy
onemocnéni na zékladé dnes pouzivanych klasickych 1 modernich prognostickych znaka —
mutac¢niho stavu IGHV (A), exprese CD38 (B) a ZAP-70 (C), chromozomalnich zmén (D),

klinického stadia dle Raie (E) a pribéhu onemocnéni v dobé odbéru (F).
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Analyza obdobi do lécby 1. linie a celkového preziti nemocnych

Obdobi do 1é¢by 1. linie bylo u nemocnych s vysokou expresi endoglinu statisticky
vyznamné krat§i (n = 97, p < 0,0001) (Obr. 16A). Median ¢asu do progrese u nemocnych
s vysokou expresi endoglinu byl 0 mésicii; u nemocnych s nizkou expresi nebylo medianu
dosazeno. Vysledek je vSak opét ovlivnén velkym poctem nemocnych, ktefi byli do studie
piijati v Case pocinajici progrese.

U nemocnych s vysokou expresi endoglinu byla statisticky vyznamné krat$i i doba
celkového preziti (n = 97, p = 0,0260) (Obr. 16B). U obou skupin nebylo dosazeno medianu
preziti (Tab. 15).
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Obr. 16: Analyza doby do progrese (A) a celkového pi‘eZiti (B) u nemocnych rozdélenych

podle exprese endoglinu.

5.3.4.3. Analyza genu pro fibroblastovy rustovy faktor 2

Relativni exprese FGF-2 v malignich lymfocytech byla také velmi variabilni. Rozsah

expresi v analyzovaném souboru byl 5 rada (Obr. 17).
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Exprese FGF-2 (log)
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1

Obr. 17: Distribuce relativni exprese FGF-2 v analyzovaném souboru. Data byla

transformovéana pomoci dekadického logaritmu.

Vztah exprese FGF-2 s prognostickymi znaky

Exprese genu pro FGF-2 se u nemocnych rozdélenych podle muta¢niho stavu IGHV
statisticky vyznamné neliila (n = 80, p = 0,4061) (Obr.18A). Statisticky vyznamny rozdil
nebyl ani u nemocnych rozdélenych podle exprese CD38 (n =70, p = 0,3516) (Obr. 18B)
a ZAP-70 (n = 70, p = 0,4808) (Obr. 18C), progndzy stanovené na zakladé cytogenetického
vySetteni (n = 72, p = 0,4855) (Obr. 18D) a klinického pribéhu onemocnéni v dobé odbéru
(n=97, p = 0,1712) (Obr. 18F). Statisticky vyznamny rozdil byl pouze u nemocnych
rozdélenych do skupin na zékladé rizika onemocnéni podle stadia dle Raie (n=97,

p = 0,0432) (Obr. 18E).
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Obr. 18: Analyza vztahu exprese genu pro FGF-2 s pouZivanymi prognostickymi znaky.
Exprese genu pro FGF-2 byla porovnana u skupin rozdélenych podle prognoézy onemocnéni
na zékladé dnes pouzivanych klasickych i modernich prognostickych znaki — muta¢niho
stavu IGHV (A), exprese CD38 (B) a ZAP-70 (C), chromozomalnich zmén (D), klinického

stadia dle Raie (E) a pribéhu onemocnéni v dobé odbéru (F).

Analyza obdobi do Iécby 1. linie a celkového preziti nemocnych

Median obdobi do 1é¢by 1. linie se u nemocnych rozdélenych do skupin podle exprese
FGF-2 vyznamné¢ nelisil (n = 97, p = 0,1813) (Obr. 19A). Vysledek je opét ovlivnén velkym
poctem nemocnych, ktefi byli do studie piijati v Case pocinajici progrese onemocnéni.

Celkové pieziti mezi skupinami rozdélenymi podle exprese FGF-2 se také statisticky
vyznamng nelisilo (n = 97, p = 0,1027) (Obr. 19B). | v tomto piipad¢ nebylo u obou skupin

dosazeno medianu.
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Obr. 19: Analyza doby do progrese (A) a celkového preZiti (B) u nemocnych rozdélenych
podle exprese FGF-2.

Analyza exprese regulacniho genu NUDT6

Exprese genu FGF-2 je post-transkripéné regulovana pomoci transkriptu genu NUDT6,
ktery se nachdzi na komplementarnim vlakné DNA a s genem pro FGF-2 se c¢astecné
piekryva (MacFarlane and Murphy 2010). Pro ovéfeni moznosti regulace exprese FGF-2
v malignich lymfocytech nemocnych s CLL prostfednictvim variabilni exprese genu NUDT6
bylo provedeno méfeni exprese i tohoto genu. Gen NUDT6 je vsak v téchto bufikach
exprimovan velmi stabilné a rozdil exprese u nejméné a nejvice exprimujiciho vzorku
byl pouze 1,4 tadu (po vylouceni jediné odlehlé hodnoty pouze 1,1 fadu). Interkvartilové byla

exprese rozdilna pouze trojnasobné (Obr. 20).
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Obr. 20: Relativni exprese genu NUDT6 v lymfocytech nemocnych s CLL.
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6. Diskuze

CLL je onemocnéni s velmi variabilnim prabéhem. Zatimco délka zivota Casti
nemocnych se nelisi od jedinct zdravé populace, ¢ast nemocnych na toto onemocnéni umira
jiz béhem dvou let od stanoveni diagndzy. Je proto velmi dilezité co nejdiive stanovit
progndézu onemocnéni a prizpisobit podle ni piistup k jednotlivym nemocnym. Klasické
prognostické ukazatele, mezi které patii napt. stanoveni klinického stadia ¢i aktudlni pribeh
onemocnéni, rozlisuji nemocné spise podle stavajiciho rozsahu CLL a jejich vyznam je tak
velmi omezeny. Zejména v poslednich letech, kdy je vétSina nemocnych diagnostikovana
v ¢asnych stadiich a k rozvoji nemoci jesté nedoslo. Nékteré dalsi prognostické ukazatele,
jako napft. cytogenetické vySetfeni, mohou urcit prognézu nemocnych ptresnéji, jejich vyuziti
je vSak mozné pouze v omezeném mnozstvi piipadl a jejich prognosticky vyznam je v fadé
ptipadt nejisty. Z molekularné genetickych vySetieni se vyuziva pievazné stanoveni mutaci
v genu TP53 a mutaéni stav IGHV. Analyza muta¢niho stavu IGHV vsSak neni nezbytna,
nebot’ podle aktudlnich doporuceni neméni zpusob 1écby. Stanoveni prognézy podle vyse
jmenovanych ukazateli ma vSak navic stale fadu vyjimek a je tedy zadouci hledat nové
znaky, které by umoznily zptesnit stanoveni prognozy CLL.

Vzhledem K naristajicimu  po¢tu  publikaci  prokazujicich roli  angiogeneze
U hematologickych malignit jsme se zaméfili na tuto oblast, kterd nebyla u CLL prozkoumana
v takovém rozsahu, jako u jinych malignich onemocnéni (Folkman 1971; Perez-Atayde, et al.
1997). Na zaklad¢ literarnich udaju a vlastnich vysledkl s variabilni expresi v séru/plazmé
nemocnych s CLL jsme zvolili geny pro angiopoetin-2, endoglin a fibroblastovy ristovy
faktor 2.

Nejprve bylo zapotiebi zvolit vhodnou metodu izolace RNA pro piipravu materialu
pro analyzu genové exprese pomoci PCR v redlném cCase. V pilotni studii jsme analyzovali
soubor 33 nemocnych s medianem véku 63 let, coz je vyrazné méné, nez udava literatura
(ptiblizn¢ 70 let v dobé diagndzy). Nizsi vek je zplsoben tim, ze IV. interni hematologicka
klinika je hematologickym centrem pro Kralovéhradecky a Pardubicky kraj Ceské republiky
a nase pracovisté poskytuje Konziliarni vySetieni a pievzeti 1é¢by pro nemocné s nepfiznivym
pruibéhem onemocnéni. Z regiondlnich pracovist’ jsou proto odesilani pfedevSim mladsi
nemocni, u nichZ je vice moznosti 1é¢ebného ovlivnéni CLL. Star$i nemocni jsou vice 1é¢eni
paliativné na spadovych pracovistich. V tomto souboru nemocnych byla RNA izolovana
pomoci velmi snadné a rozsifené metody zaloZené na nepfimé vazbé¢ (prostiednictvim kladné

nabitych iontil) nukleovych kyselin na zaporné nabité kiemicité povrchy. Analyza exprese
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genu pro angiopoetin-2, ktery byl zvolen jako prvni gen analyzovany v této pilotni studii,
ukdzala, ze fada vzorkl byla na hranici detekovatelnosti transkriptd pomoci PCR v redlném
Case a bude tedy zapotiebi zvolit metodu izolujici RNA ve vyssi koncentraci.

V nasledujicich experimentech jsme proto pouzili izolaci zalozenou na TRIzol Reagent
(Invitrogen, USA), kterd umoznuje izolovat RNA z vétSiho mnozstvi bun¢k do velmi malého
objemu vody nebo pufru. Zaroven byla pouzita vhodné&jsi metoda separace CD19 pozitivnich
bun€k. V této navazujici studii bylo vySetieno 97 nemocnych s medianem véku také
63 let (36-84). Nizsi vék skupiny lze vysvétlit stejnymi duvody jako v ptipadé€ pilotni studie.

Angiopoetin-2 hraje v angiogenezi zasadni roli. V ptipadé zahajeni angiogennich
procest dojde k jeho navazani na receptor Tie-2, ¢imz se bunky endotelu stanou citlivejsi
k dalsim angiogennim faktorim (Maffei, et al. 2010a). Ve spolupraci s VEGF zpusobuje
Ang-2 destabilizaci stén stavajicich cév a umoznuje jejich dalsi prestavbu (Folkman 2002).
ZvySena exprese Ang-2 byla prokdzdna u pevnych nadorti i hematologickych malignit
(Imanishi, et al. 2011; Schulz, et al. 2011). ZvySena koncentrace Ang-2 V plasmé byla
potvrzena i unemocnych s CLL, kteti m¢li nemutovany IGHV, vysokou expresi ZAP-70
¢i CD38 a u nemocnych se stiednim ¢i vysokym cytogenetickym rizikem a pokrocilymi stadii
dle Bineta (Huttmann, et al. 2006; Maffei, et al. 2010b). Zdroj Ang-2 je vSak stale
nedostatecné objasnény. Vysoka exprese Ang-2 malignimi lymfocyty CLL byla potvrzena
pouze Vv ojedinélych studiich u nemocnych s nemutovany IGHV a kratsi dobou do progrese
(Maffei, et al. 2007; Martinelli, et al. 2008), coz jsme potvrdili i v nasi pilotni studii (n = 27,
p = 0,010), jejimz vysledkem byla i statisticky vyznamna zavislost mezi vysokou expresi
MRNA pro Ang-2 a vysokou expresi CD38 (n = 32, p = 0,011) (Vrbacky, et al. 2010). Vyssi
exprese MRNA Ang-2 u nemocnych s nemutovanym IGHV byla potvrzena i v nasi navazujici
hlavni studii analyzujici expresi v separovanych CD19" buiikach (n =80, p=0,0023).
Rozdilna exprese u nemocnych rozdélenych podle exprese CD38 potvrzena nebyla (n = 70,
p = 0,6687). Rozdil mezi prognostickym vyznamem koncentrace Ang-2 v plazm¢ nemocnych
a jeho expresi malignimi lymfocyty je patrné zptsoben expresi této molekuly jinymi buitkami
(napt. endotelidlnimi) po autokrinni a parakrinni stimulaci jinymi cytokiny, napi. FGF-2
(Hegen et al. 2004). Nemocni s vysokou expresi Ang-2 analyzovani v nasi studii méli
statisticky vyznamnég krat§i dobu do progrese onemocnéni. Tato analyza je vSak ovlivnéna
velkym zastoupenim nemocnych, kteti byli do studie piijati ve stddiu poCinajici progrese.

Endoglin, c¢len receptorového komplexu pro transformujici rastovy faktor beta,
se ucastni modulace signalizace prostfednictvim ligandu TGF-f, zejména bunécné proliferace

a diferenciace (Barbara, et al. 1999; Cheifetz, et al. 1992). Hraje vsak dulezitou roli
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i v procesech vaskularniho remodelingu a angiogeneze. ZvySena koncentrace solubilniho
endoglinu, odstépené extracelularni domény endoglinu prostfednictvim metaloproteinazy
MMP-14 (Takahashi, et al. 2001), byla zjisténa u fady pevnych nadorut, ale i hematologickych
malignit (EI-Gohary, et al. 2007; Gomez-Esquer, et al. 2004; Minhajat, et al. 2006; Nikiteas,
et al. 2007; Takahashi, et al. 2001; Taskiran, et al. 2006). Dukaziti o jeho ptisobeni u CLL je
vsak velmi malo. ZvySena exprese mRNA pro endoglin byla sice detekovana v malignich
lymfocytech CLL, tato analyza vSak byla provedena na velmi malém souboru nemocnych
a k jejim zavérim je téeba piistupovat velmi opatrné (Kay, et al. 2002). ZvySena koncentrace
endoglinu byla pti porovnani se zdravymi kontrolami potvrzena v plazmé nemocnych s CLL.
Tato koncentrace byla navic vy$si u nemocnych s progresivnim onemocnénim, pokro¢ilym
stadiem onemocnéni a krat§i dobou do zahajeni 1é€by (Smolej, et al. 2008). Nase prace
prokazala statisticky vyznamné vyssi expresi endoglinu v malignich lymfocytech nemocnych
s nemutovanym IGHV (n = 80 p < 0,0001), vysokou expresi ZAP-70 (n = 70, p = 0,0076),
nepiiznivym karyotypem (n = 97, p = 0,0223), progresivnim prubéhem onemocnéni (n = 97,
p =0,0003) a pokrocilym stadiem dle Raie (n = 97, p <0,0001) v dob&é odbéru. Nemocni
s vysokou expresi endoglinu méli statisticky vyznamné krats$i dobu celkového pieziti i dobu
do progrese, coz odpovida pfedchéazejicim vysledkim méficim koncentraci této molekuly
v plazmé&. Analyza doby do progrese je vsak, stejné jako v piipadé Ang-2, ovlivnéna velkym
zastoupenim nemocnych, ktefi byli do studie piijati ve stadiu pocinajici progrese onemocnéni.
Tito nemocni navic méli statisticky vyznamné vy$$i expresi endoglinu a ta byla tudiz
s vysokou pravdépodobnosti vyssi nez median. Vysledky nasi studie neni mozné podrobng&ji
diskutovat s literaturou, nebot’ srovnatelné¢ vysledky se v soucasné literatufe nevyskytuji
a nase prace je v této oblasti prvni.

Fibroblastovy ristovy faktor 2 je angiogenni molekula zodpovédnad za fadu procest
véetn¢ bunécné proliferace, tvorby novych cév 1 rist nadort (Bikfalvi and Han 1994).
Unemocnych s CLL byla ve srovnani se zdravymi kontrolami prokazana zvySena
koncentrace FGF-2 v plazmé (Aguayo, et al. 2000). Tato koncentrace klesla po 1é¢bé
fludarabinem (Smolej, et al. 2007) ¢i kladribinem (Gora-Tybor, et al. 2002). Zvysena
koncentrace FGF-2 v plazmé¢ byla zjisténa u nemocnych s pokrocilym stadiem onemocnéni
a zvySenym prezivanim malignich bun¢k (Aguayo, et al. 2000; Bairey, et al. 2001; Konig, et
vztah mezi zvySenou koncentraci FGF-2 v plazm¢ a nemutovanym IGHV (Smolej, et al.
2006). Vztah mezi progndézou CLL a expresi MRNA pro FGF-2 v malignich lymfocytech

vsak stale nebyl objasnén. Vysledky nasi prace ukazuji vysokou variabilitu exprese FGF-2
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mezi malignimi lymfocyty jednotlivych nemocnych s CLL. Variabilni exprese v8ak nema
statisticky vyznamny vztah se studovanymi prognostickymi znaky kromé klinického stadia
dle Raie (n = 97, p = 0,0432). Doba do progrese onemocnéni i doba celkového pieziti
se Unemocnych s CLL rozd€lenych podle exprese FGF-2 statisticky vyznamné neliSily.
FGF-2 v plazmé nemocnych CLL je tedy patrné produkovan (stejné jako v piipadé Ang-2)
I jinymi bunkami, které pfispivaji ke zvySené koncentraci cirkulujicitho FGF-2 a mohou
pusobit prostifednictvim parakrinni stimulace malignich lymfocytd (Krejci et al. 2003).
Exprese FGF-2 je navic post-transkripéné regulovana prostiednictvim exprese anti-sense genu
NUDT6 (MacFarlane and Murphy 2010). NaSe studie jako prvni prokazala, ze exprese
NUDT6 v malignich lymfocytech je velmi stabilni a nemize byt tudiz zodpovédna
za variabilni koncentraci FGF-2 v téchto buikéch.

V nasi praci jsme prokdazali statisticky vyznamny vztah mezi vysokou expresi Ang-2
a zejména endoglinu a nepiiznivymi prognostickymi ukazateli CLL. Ackoli pro potvrzeni
nasich vysledki u téchto molekul bude zapotiebi rozsdhlejsi studie s vétSim poctem
nemocnych, delsi dobou sledovani a analyzou nemocnych v ¢asném stadiu CLL, stavajici
vysledky ukazuji, Ze angiogeneze hraje vyznamnou ulohu v biologii a klinickém pribéhu
tohoto onemocnéni a angiogenni molekuly (obzvlasté¢ endoglin) jsou tak slibnymi

molekularnimi prognostickymi znaky.
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Zavery

Exprese Ang-2 v malignich lymfocytech nemocnych s CLL je statisticky vyznamné
vys$s§i u nemocnych s nemutovanym IGHV. Doba celkového preziti se u nemocnych
rozdélenych do skupin podle exprese Ang-2 vyznamné nelisila. Nemocni s vysokou
expresi Ang-2 méli vyznamné kratSi dobu do 1é¢by 1. linie. Ziskané vysledky rozsitily

znaéné omezené poznatky, které jsou o této problematice v souc¢asné dob¢ k dispozici.

Gen pro endoglin byl statisticky vyznamn¢ vice exprimovan vV malignich lymfocytech
nemocnych s CLL, kteti maji horS$i prognézou CLL urcenou pomoci klasickych
(klinické stadium dle Raie a pribéh onemocnéni) i modernich prognostickych
ukazatel (mutacni stavu IGHV, exprese ZAP-70). U nemocnych s vyssi expresi
CD105 byla statisticky vyznamné kratsi doba celkového pieziti i doby do progrese
onemocnéni. Prace zabyvajici se touto problematikou v takovémto rozsahu dosud
zcela chybéla a vysledky nasi studie ukazuji, ze exprese mRNA endoglinu v malignich
lymfocytech CLL by mohla byt v budoucnu pouzivana jako laboratorné i finanéné

snadno dostupny prognosticky ukazatel.

Kromé¢ klinického stadia dle Raie se koncentrace transkriptu FGF-2 u nemocnych
rozdélenych do skupin podle prognozy statisticky vyznamné neliSila. Koncentrace
FGF-2 neméla vliv ani na celkové pieziti a ¢as do zahajeni 1écby 1. linie nemocnych.
Koncentrace proteinu FGF-2 v séru/plazmé nemocnych je, jak ukazaly jiné prace,
prognosticky vyznamna. Podle vysledkt této studie za to vSak neni zodpovédna
exprese FGF-2 samotnymi malignimi lymfocyty. Zaroven jsme jako prvni prokazali,
ze regulacni transkript genu NUDT6 je v malignich lymfocytech CLL exprimovan
s velmi malou variabilitou a na vysoce variabilni koncentraci mRNA FGF-2 v téchto

bunkach se tedy patrné nepodili.
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