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UvVOD

Cytogenetika je vyznamny podobor genetiky, zabyvajici se studiem chromosomu
a jejich zmén. Klasické cytogenetické a molekularné-cytogenetické metody se postupné
staly soucasti vySetfeni i u pacientii s hematologickymi malignitami, pfi¢emz tato prace je
zamgéiena jiz konkrétné na leukémie.

Leukémie jsou hematologické malignity, které byly poprvé popsany v poloviné
19. stoleti. V piipad€ leukémii jsou nadorové zasazeny bilé krvinky. Spole¢nym znakem
nadorovych bun€k je nekontrolovatelné mnozeni, coz je nasledek nékterych genetickych
mutaci. Snahou genetickych a cytogenetickych vysetfeni je tyto mutace odhalit a upfesnit
diagnozu ¢i progndzu pacienta.

Teoreticka Cast této prace je zaméfena na shrnuti zadkladnich poznatkl
o cytogenetickych metodach pouzivanych k vysetieni chromosomovych aberaci a také na
stru¢né charakterizovani zdkladnich podskupin leukémii. Informace o téchto tématech jsou
cerpany z odbornych publikaci, studii a vyzkumd.

Stézejnim tématem pro vyzkum v praktické casti byla zvolena chronicka
lymfocytarni leukémie (CLL), jako jedna z ¢astych forem leukémii, objevujici se pfevazné
u starSich pacientii. Chronicka lymfocytarni leukémie je specificka tim, Ze ma sama o sobé
velmi variabilni prib&éh. Rozmanitosti CLL jsou dané mimo jiné i pfitomnosti nékterych
z mnoha chromosomovych zmén, na které bude v této praci poukazovano.

Hlavnim cilem je podrobngji rozebrat problematiku chronické lymfocytarni
leukémie a sestavit dle hledanych parametri zkoumany soubor pacientd S timto
onemocnénim. Dal§im cilem je obeznamit se s cytogenetickou nomenklaturou a jejimi
zakladnimi pravidly, dle nichz bude proveden rozbor vybranych karyotypl pacientd.
Ugelem je z poskytnutych dat o pacientech ze souboru vytvofit —statistiku
a analyzovat u tohoto souboru ¢etnosti vyskytu chromosomovych zmén. Snahou této prace
je také dle ziskanych informaci zjistit, jak jednotlivé chromosomové aberace mohou
ovlivitovat prognézu pacienta. Zavérem vyzkumu je celkové vyhodnoceni dat a objasnéni

vyznamu cytogenetickych vysetieni.
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TEORETICKA CAST

1 CHROMOSOM A JEHO VLASTNOSTI

1.1 Struktura chromosomu

Zékladnimi bunéénymi strukturami pfitomnymi vV jadie bunék jsou chromosomy,
které jsou soucasti chromatinu. Kazdy chromosom je tvofen nukleohistonovym vlaknem,
slozenym z fetézce deoxyribonukleové kyseliny (DNA), histonti @ dalSich nehistonovych
proteini. VSechny tyto prvky jsou jako soubor souc¢asti nukleosomu. (1)

Chromosom je tvoifen dvéma chromatidami, které se skladaji z kratkého (p -)
a dlouhého (q -) raménka. Raménka jsou rozdéleny centromerou, ziizenim uplatiiujicim se
vV bunééném déleni jako uchyceni pro délici vieténko. Na koncich ramének se nachazeji
repetitivni sekvence zvané telomery. Tyto sekvence se pii opakovaném déleni buiky
zkracuji a tento proces uzce souvisi S délkou zivota burnky. Porucha funkce telomer nebo
ptislusnych enzymi je Casto pozorovana U nadorovych bungk, jejichz hlavnim rysem je

nekontrolovatelné déleni. (1, 2)

1.2 VyznamV buiice

Zakladni funkci vSech 46 chromosomua v jadfe bunky je uchovat a prenaset
genetické informace Vv prubéhu 7Zivota jedince a také pienaSet informace mezi
jednotlivymi generacemi. Vysledny obraz vSech chromosomut véetné zobrazenych
odchylek se nazyva karyotyp. (2)

Pohlavi jedince je wuréeno variantou kombinaci monozomt (pohlavnich
chromosomid X a Y) vznikajici pfi meioze. Dale se rozliSuji parové nepohlavni
chromosomy zvané autozomy. Dé€leni somatickych bun¢k jedince probihd formou mitdzy.

1)

1.3 Chromosomové zmény

Aberace probihaji na Grovni zmén struktury nebo poétu chromosomi a mohou byt
vrozeného 1 ziskaného puvodu. Ziskané zmény se Vv ojedinélych ptipadech objevuji
spontanné, avsak vétSinou se na jejich vzniku podili mutageny fyzikalniho, biologického ¢i
chemického charakteru. Postizené mohou byt bud’ zdrode¢né bunky, kdy se mutace Casto
pfedava z generace na generaci, nebo somatické bunky, kdy je postizena samostatna

tkanova bunééna linie S nemoznosti genetického pienosu na potomky. (3)
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Numerické mutace se mohou vyznaovat zmnozenim celé chromosomové sady,
nebo ztratou ¢i zmnozenim jednotlivych chromosomt. Normalni sada chromosomu je
diploidni (2n) se 46 chromosomy. Zmnozeni sady chromosomd, jako jsou triploidie (3n) ¢i
tetraplodie (4n) jsou neslucitelné se zivotem. Aneuploidie jsou odchylky v poctu
jednotlivych chromosomu, které mizou v sadé chybét, nebo naopak piebyvat. Mohou se
vyskytovat naptiklad ve form¢ monosomie (chybi chromosom do paru) ¢i trisomie (tii
chromosomy oproti ptivodnimu paru). (3)

Strukturni mutace jsou chyby zapfi¢inéné primarné zlomy chromosomai.
Dusledkem téchto zlomu je ¢asto zména poradi genti nebo delece ¢i duplikace nékterych
¢asti. Strukturni mutace lze rozdé€lit na balancované a nebalancované. U balancovanych
mutaci je mnozstvi genetického materidlu zachovano, zatimco U nebalancovanych mutaci
chromosomovy material chybi ¢i piebyva. (3)

Do skupiny balancovanych mutaci patii inverze, pii které dochdzi mezi dvéma
zlomy k pretoceni ¢asti chromosomu. Dale sem lze zafadit Robertsonské a reciproké
translokace, charakteristické vyménou segmentu mezi chromosomy. Do této skupiny patii
také inzerce, kdy je material z jednoho chromosomu vlozen do jiného chromosomu.
Ptiklad inzerce je k vidéni na obrazku ¢. 1. (3)

Nejcastéjsi nebalancované mutace jsou delece. V tomto piipad€ chybi urcita cast
segmentu na chromosomu. U duplikaci je naopak chromosomovy segment zdvojeny.
Chybnym délenim vznikaji izochromosomy, které maji jedno raménko zdvojené, zatimco
druhé zcela chybi. Mezi zifidka se objevujici nebalancované mutace patii dicentrické

chromosomy, vznikajici spojenim dvou chromosomu. (3)

Obrazek 1: Inzerce mezi chromosomy 4 a 20

Before Insertion After Insertion

Area 7 ‘E ;
bein Inserted
area

inserte Chromosome 20

Chromosome 20
Chromosome 4

Chromosome 4

Zdroj: (4)
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2 CYTOGENETICKA VYSETRENI

2.1 U&el cytogenetiky

Klinickd cytogenetika je obor zabyvajici se vlastnostmi a zménami lidského
karyotypu. VySetfeni chromosomovych aberaci je dilezité pro diagnostiku v mnoha
odvétvich genetického poradenstvi a to Vv prenatdlnim i postnatalnim vySetfeni.
Cytogenetické vysetfeni Casto predchdzi molekuldrné genetickému vysetieni DNA
a nastini tak mozny chybny tsek v fetézci. (5)

Prenatélni cytogeneticka analyza karyotypu plodu je doporucovana star§Sim matkdm
pro vcasné zjisténi piipadnych vrozenych mutaci. V€k matek nad 35 let je indikaci
k tomuto vySetfeni. Cytogenetické metody pomahaji v¢as odhalit u plodu chromosomové
aberace majici vyrazny vliv na abnormalni vyvoj plodu. Provadéji se také postnatalni
cytogeneticka vySetfeni U déti se zjevnymi vyvojovymi vadami, kdy je nutné potvrdit ¢i
vyvratit diagnézu. Parim, které maji problém s reprodukci, mizou metody klinické
cytogenetiky pomoci zjistit pfi¢inu neplodnosti nebo ¢astych spontannich potratt. (3)

U onkologickych pacienti se analyzuje pomoci cytogenetickych metod karyotyp
maligni bunééné linie, aby se specifikoval subtyp onemocnéni a také aby se stanovila

progn6za nemocného. Na tento proces navazuje aplikace optimalni 1é¢by. (6)

2.2 Priprava preparatu

K rutinnimu postnatalnimu vySetfeni karyotypu z periferni krve se odebira dostatecné
mnozstvi krve (2-5 ml) do zkumavky s heparinem lithnym. Nejvhodnéjsi bunky pro
kultivaci jsou lymfocyty. Analyzuji se také buniky ze solidnich nadorti odebrané pti
operacich nebo bunky plodu ¢i placenty. U pacientl S leukémii je nejvhodnéjsi biopticky
odebrat bunky z kostni dfené. U téchto bunék lze nejlépe zhodnotit karyotyp vSech
krevnich linii. (1, 3, 7)

Bunky pro analyzu chromosomu je nutné kultivovat v rustovém médiu, aby se
navodil potfebny stav déleni, a to pifi 37°C. Doba kultivace se liS$i v zavislosti na
odebraném materialu, zpravidla je v ¢asovém rozpéti 24 - 72 hodin, v ptipadé tkanovych
bunék i déle. Nekteré buiky vyjimecéné nepotiebuji kultivaci, a to zejména pokud maji
vysokou schopnost proliferace in vitro. Muize se jednat 0 buniky ziskané z kostni dfené ¢i
bunky z choriovych klku. (1, 3, 7)

D¢leni kultivovanych bunék se zastavuje kolchicinem nebo jeho derivaty

V pocatecnim stadiu metafaze mitodzy, kdy je mozné kondenzované chromosomy nejlépe
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zhodnotit. Kolchicin je mitoticky jed schopny navazat sena délici vieténka a rozrusit je.
Nasledné se k preparatu piida hypotonicky 0,075 M roztok KCI. Timto dochazi ke
zvétSeni prostoru V buiice a chromosomy se zde mohou rovnomérné rozprostiit.
Opakovanou fixaci roztokem kyseliny octové a metanolu (smés v poméru 3 :1) se zabrani
znehodnoceni bunéénych struktur. Pfipravend bunécné suspenze je nakapana na specidlni
podlozni sklicka a poté se zpracovava klasickymi cytogenetickymi barvicimi metodami

nebo metodami molekularni cytogenetiky. (1, 6, 8)
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3 LABORATORNI METODY V CYTOGENETICE

3.1 Klasicka klinicka cytogenetika

Metody klasické cytogenetiky jsou zakladem cytogenetickych vysetieni a byvaji
doplnény piesnéjsSimi metodami molekuldrni cytogenetiky. Nejvice pouzivané metody
V rutinni analyze jsou G-pruhovani a C-pruhovani. Pomoci pruhovacich technik lze
v karyotypu pacienta odhalit kromé& pocetnich odchylek také odchylky strukturni, jakymi
jsou naptiklad translokace, inverze, delece ¢i amplifikace. Zhodnocenim a srovnanim
jednotlivych pruhd Ize uréit pfitomnou chromosomovou mutaci a jeji lokalizaci. Preparat
se po barveni pozoruje v optickém mikroskopu, kdy je za pomoci snimani obrazu CCD
(charge - coupled device) kamerou a pfislusného pocitacového softwaru sestaven vysledny

karyotyp. (1, 9)

3.1.1 Klasické barveni (solid staining)

Pfipraveny preparat je primarné obarven roztokem Giemsa-Romanowski
(Giemsovym roztokem), kdy se chromosomy obarvi jednolité bez pruhovani. Timto
zpusobem Ize u chromosomu diagnostikovat pouze vyrazné strukturni zmény nebo se
takto daji chromosomy spocitat a zafadit dle velikosti a délky ramének do nékolika
skupin. (1)

3.1.2 G - pruhovani

G-pruhovani je jedna ze zakladnich a nejvice pouzivanych metod pro rozliseni
umisténi a typu genetické mutace na chromosomu. Vyuziva se enzymatického pusobeni
trypsinu, kterym se nejprve rozlozi proteiny pfitomné ve zkoumaném chromosomovém
vzorku a nasledné se cely preparat obarvi Giemsovym roztokem. Na kazdém chromosomu
Ize poté rozlisit specificky usporadané svétlé a tmavé G -pruhy. V tmavych pruzich
prevladaji heterochromatinové useky chromosomu bohaté na baze A — T (adenin - thymin),
zatimco svétlé pruhy obsahuji vice transkripéné aktivni euchromatin a ptevazuji zde baze

C — G (cytosin - guanin). (10)
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Obrazek 2: G -pruhovani chromosomi
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Fig.2. G-banded human karyogram. (Courtesy of N.L. Chia.)

Zdroj: (11)

3.1.3 Q -pruhovani

Q-pruhovani je nejstar$i pruhovaci technika zalozena na barveni chromosomu
roztokem fluorescencniho barviva chinakrinem a nasledném pozorovani pod
fluorescenénim mikroskopem, coz ¢ini metodu relativné naro€nou na piistrojové vybaveni.
Uspotadani pruhti je podobné jako U G -pruhovani, nejjasnéji vsak sviti oblasti bohaté na
baze A-T ataké oblast na chromosomu Y. Tato metoda se v dnesni dobé se piili§ neuziva,

preparaty se obtizné pozoruji, nebot’ fluorescence na chromosomech rychle slabne. (10)

3.1.4 R -pruhovani (reverzni)

Pfi reverznim pruhovani jsou chromosomy nejprve vlozeny do horkého roztoku
fosfatového pufru a nasledné barveni probihd Giemsovym roztokem. Pruhy se barvi
opacné nez U G -pruhovani. Metoda se vyuziva Kk zobrazeni telomerickych oblasti na

koncich chromosomt, které jsou pii G -pruhovani svétlé a tudiz obtizné rozlisitelné. (10)

3.1.5 C -pruhovani

Chromosomové preparaty se nejprve nechaji osetfit v prostiedi hydroxidu
barnatého a poté jsou barveny Giemsovym roztokem. Tato technika tmavé zvyrazni
oblasti konstitutivniho heterochromatinu Vv blizkosti centromer vsech chromosomt

a umoznuje dobte studovat vyrazné polymorfni bloky konstitutivniho heterochromatinu na
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chromosomech 1, 9, 16 aY. Timto zpusobem lze také ovéfit pritomnost dicentrickych

chromosomi nebo vyskyt neidentifikovatelnych marker chromosomu. (1, 10)

3.1.6 NOR staining (Nucleolar organizer regions staining)

Nucleolar organizer regions (NOR) jsou satelitni oblasti akrocentrickych
chromosomi s pfitomnou ribozomalni ribonukleovou kyselinou (rRNA). Obarveni téchto
oblasti probihd roztokem dusi¢nanu stiibrného. Metoda je vhodné pro stanoveni zmén na

akrocentrickém chromosomu nebo pro urceni pfitomnosti marker chromosomui. (10)

3.1.7 Metoda HRT (High resolution technique)

Zakladem metody HRT je barveni chromosomil nejéastéji v prometafazi, nebot
v této fazi jsou chromosomy vice rozvolnéné. Timto zpusobem je mozné ve vysledku
rozliSit na chromosomu vétsi mnozstvi jednotlivych pruhi, a proto je tato metoda vhodna

pro diagnostiku jemnych a jinak hife rozpoznatelnych odchylek. (3)

3.2 Molekularni cytogenetika

Od 70. let 20. stoleti, kdy probéhly prvni studiec a pokusy, se stale Cast&ji
v klinické diagnostice uplatiuji metody molekularni cytogenetiky. Byvaji pfesnéjSi nez
klasické metody barveni. PouZiva se metoda hybridizace ,,in situ (na misté) a na tomto
zpusobu jsou zalozeny jeji varianty — FISH, mFISH, SKY, mBAND, CGH a array CGH.
Zminéné metody jsou vice ndrocné na technické vybaveni nez metody klasické
cytogenetiky. (1, 10)

Vyhodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) metody je, Ze neni nutna izolace
DNA. Chromosomové aberace se mohou zjist'ovat pfimo na vzorku (,,in situ“) obsahujicim
cela bunétna jadra. Kromé klasickych cytogenetickych preparati se mize jednat i0
histologické fezy. Na rozdil od klasickych metod cytogenetiky, je moznost molekularné-
cytogenetické analyzy pouzivat ina nekultivované ¢i nedélici se buniky Vv interfazi.
Molekularné cytogenetické metody jsou velmi citlivé I na jinak obtizné¢ detekovatelné
chromosomové zmény, a to diky pouzivani znacenych DNA sond v fadu kilobazi. Sondy
jsou jednofetézcové iseky DNA, které se vazi pfimo ke hledané komplementarni sekvenci
na pacientské DNA. Timto zpusobem je mozné urcit i translokace, které neni mozné
odhalit jinymi metodami. Molekularni cytogenetika navic pomaha pifi 1écbé
hematoonkologickych malignit odhalit pfitomnost minimalni rezidualni nemoci, ktera

muze mit negativni vliv na prognoézu pacienta. (5, 12)
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3.2.1 Obecny princip metod zaloZenych na in situ hybridizaci

Pusobenim zvysené teploty (kolem 90-100°C) a dalsich c¢inidel denaturujeme
vySetiovanou DNA i sondu, pficemz v DNA dojde k rozruseni vodikovych mustkt
a odd¢leni vlaken. Timto je vySetfované vlakno pfipraveno pro komplementarni spojeni
(hybridizaci) s umeéle ptipravenou sondou. Poté je nutné smés ochladit a navodit proces
opctovného spojeni vldken. K tomuto kroku je tfeba pfipravit sondu VvV dostate¢né
koncentraci a velikosti, aby se na vlakno DNA napojila difive nez druhy fetézec.
Specialnimi roztoky se odstrani pfebytecné nehybridizujici sondy. Navéazani oznalené
sondy na dany usek DNA je provdzeno hybridizacnim signalem. Krom¢é sond se
fluorochromem barvi také pozadi, nejcastéji se aplikuje DAPI (4, 6-diamidin-2-fenylindol)
-fluorescenc¢ni barvivo, jehoz vyzafovana spektra musi byt odlisna od barevnych spekter
sond. Sondy a jejich piislusné signaly se lisSi podle toho, zda jsou oznaceny
fluorescencnimi barvivy nebo pomoci radioaktivnich izotopti. Obraz je zachycen
fluorescen¢nim mikroskopem a pies CCD kameru je preveden do pocitace, kde je

vysledek zpracovan v prislusném softwaru. (1, 6)

3.2.2 Sondy

Sondy jsou laboratorné ptipravené Useky nukleovych kyselin. Prvnim typem jsou
sondy, které hybridizuji S repetitivnimi sekvencemi o a P -satelitni DNA na centromerach
chromosomd, tzv. centromerické sondy. Timto zpusobem Ize detekovat numerické
odchylky chromosomu i u interfaznich jader. Sondy lze pouzit také pro zachyceni
repetitivnich isekid na telomerach nebo na chromosomu Y. (8, 10)

Druhym typem jsou sondy celochromosomové (malovaci, painting probes). Pomoci
téchto sond lze oznalit cely chromosom, a tak je mozné zaznamenat u chromosomi
v metafazi odchylky ve struktufe, jako jsou naptiklad translokace nebo inzerce ¢asti jiného
chromosomu. (8)

Ttetim typem jsou sondy pro urceni jedine¢nych sekvenci DNA, které je mozné
pouzit i na DNA v interfazi, tzv. lokus-specifické sondy. Hybridizuji s konkrétnim
mistem na chromosomu. S jejich pomoci je mozné diagnostikovat mikrodelece a stanovit
mikrodeleéni syndromy, dale je lze vyuzit pro stanoveni rizné velikych amplifikaci ¢i
translokaci. (8)

RozliSujeme néckolik typt sond dle vektoru, prostiednictvim kterého jsou
klonovany. PoZadovany tusek DNA, ktery je nutno namnozit, se vlozi do daného

klonovaciho vektoru. V plazmidech se klonuji useky DNA o0 velikosti 10 az 22 kbp
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(kilobase pair). Sondy o velikosti 15 az 25 kbp jsou klonovany pomoci bakteriofaga. Pro
delsi useky se pouzivaji fagomidy, fasmidy a kosmidové sondy Dale je mozné pouzit
bakterialni chromosomy ¢i fagové umélé chromosomy, se kterymi lze klonovat useky
DNA az 0 délce 300 kbp. Pro velké sondy o velikosti 200-2000 kbp je mozno pouzit
umélych kvasinkovych chromosomui. Tyto celkem casové naro¢né klonovaci postupy
dokaze v soucasnosti zastoupit metoda polymerase chain reaction (PCR) nebo je mozné

nékteré kratsi sondy synteticky vyrobit. (1)

3.2.3 FISH (Fluorescence in situ hybridization)

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH), viz obrazek ¢. 3, je jedna z bézné
pouzivanych metod ve vyzkumu i v rutinnich vySetienich. Byva Casto soucasti klasickych
cytogenetickych vysetfeni, anebo je muze Vv urcitych piipadech nahradit. Pouzivaji se
sondy znacené fluorescencnimi barvivy. Nevyhodou této metody je, Ze se musi
predpokladat ur¢ita chromosomova zména, ke které se bude komplementarni sonda vazat.
Na jeden pokus je mozné pouzit pouze n€kolik sond. Pro analyzu kompletniho karyotypu
je ,.klasicka® FISH nevhodna, nebot’ je obtizné zachytit vice usekii DNA na vySetfovaném
vzorku béhem jednoho stanoveni. Tento nedostatek je v dalSich metodach alespon z¢asti
odstranén. Naopak k vyhoddm tohoto vySetfeni a dalSich vySetfeni na této bazi patii
moznost analyzovat burniky nekultivované a Vv interfazi nebo hodnotit velké pocty bunék,

a to v tadech stovek nebo tisict. (1)

Obrazek 3: Grafické znazornéni principu FISH (Fluorescence in situ hybridization)
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Zdroj: (13)
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3.24 M -FISH (Multicolor fluorescence in situ hybridization)

Pro barevné odliseni kazdého paru z 24 lidskych chromosomu existuje nékolik
kombinaci 5 fluorochromii, kterymi jsou sondy znacené. Aby tato analyza fungovala, je
tteba bunky kultivovat a zastavit déleni v metafazi. Metoda nedokaze zachytit aberace
uvnitt chromosomu a je tedy vhodna Kk identifikaci rozsahlejSich pfestaveb mezi
chromosomy, jako jsou translokace nebo inzerce. K vyhodnoceni je pouzit fluorescenéni
mikroskop, ktery rozlisi obraz rtiznymi filtry. Pomoci 6 filtri dochazi k separaci signala
kazdého fluorochromu, véetné odliseni pozadi. Cely vysledek je snimén CCD kamerou, ta
je schopna prevadét obraz do pocitace a pomoci specialniho softwaru jsou chromosomam
pridéleny tzv. klasifikacni barvy, které zajisti lepSi rozliSeni pro diagnostiku zmén

v karyotypu. (1, 6)

3.2.5 SKY (Spectral karyotyping)

Obdoba metody M -FISH s podobnym vysledkem, kdy dojde k vytvofeni
barevného karyotypu pomoci hybridizace 24 barevnych sond vzniklych kombinaci
5 fluorochromi s chromosomy. Na rozdil od M -FISH je zde pouzit pouze jeden filtr
a emisni spektrum, které je charakteristické pro kazdou sondu. Signal prochazi
interferometrem a pies CCD kameru se poté se zpracovava V pocitaci, kde jsou

jednotlivym chromosomovym parum ptidéleny klasifikac¢ni barvy. (6, 12)

3.2.6 M -BAND (Multicolor banding)

K metafaznim chromosomim jsou pfifazeny komplementarni odlisné zbarvené
malovaci sondy, schopné hybridizovat pouze s kratkymi useky DNA na chromosomu.
Kazdy chromosom ma tedy nékolik barevnych oddild. Vyhodou u tohoto znaceni oproti
pfedchozim technikdm je moznost detekovat intrachromosomové zmény (delece nebo

zmnozeni). (1)

3.2.7 Chromosomova CGH (Comparative genome hybridization)

Metoda komparativni genomové hybridizace vychazi z principu srovnani signali
mezi pacientskou DNA a signalem referenéni DNA normalniho jedince. Kazda z
téchto DNA je oznacena jinym barvenym fluorochromem a obé& reprezentuji v tomto
pfipad¢ sondy. Po vzijemné hybridizaci obou téchto DNA tseklt S normalnimi
chromosomy se zjistuje, zda nepievlada jedna z barev. Timto je mozné zjistit na
vySetfované DNA mozné delece nebo amplifikace. Preparat i vzorek ptipraveny pro tuto

metodu neni nutné kultivovat. (1, 6)
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3.2.8 Array CGH

Na podobném zaklad¢ jako CGH funguje i tato tzv. ¢ipova technika (array). Jako
sondy slouzi v piipadé array CGH také vySetfovana a referencni DNA. Hybridizuji
S jednotlivymi referencnimi tuseky DNA fixovanych na podloznim skle. Vysledky
vyhodnocuje pocitacovy software dle lokalizace genu na mftizce podlozniho skla. Timto
zpusobem je mozné zjistit delece nebo amplifikace s velkou pfesnosti na vétSim poctu
genli, ¢ehoz se vyuzivad napf. pfi odhalovani nebalancovanych piestaveb v genomu

u hematoonkologickych pacientd. (1, 6)
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4 LEUKEMIE

Prvni zaznam 0 pacientech s leukémii se objevil jiz v 19. stoleti. Na zacatku
20. stoleti prob&hly prvni pokusy 1é€by radioterapii @ po 2. svétové vélce se zacala vyvijet
1é¢ba pomoci chemoterapeutik, ktera se v dnesni dobé stale zdokonaluje.

Leukémie jsou hematologické malignity krve vychézejici z lymfoidni nebo
z myeloidni hematopoetické tady. Postizené jsou bilé krvinky, které jsou defektni
a zustavaji vyvojoveé obvykle ve formé blastll ¢i jiném mén¢ zralém stadiu. V této formée
neplni dostateéné svoji funkci, nadmémé proliferuji, avsak nediferencuji se do dalsich
stadii a utlacuji tak tvorbu ostatnich krevnich komponent. Pacient se citi oslabeny a je vice
nachylny na rGzné infekce, jejichz nasledky mohou byt fatalni. Proto je zasadni zacit 1é¢it
nemocného co nejdiive. EXistuje nékolik zakladnich skupin leukémii, ve kterych
rozliSujeme podskupiny typu chronické nebo akutni leukémie. Akutni leukémie maji
obvykle rychly a vyrazny priabéh a naopak chronické leukémie maji pomaly nastup projevi
a Casto uplyne dlouha doba, nez je potieba ptipadnou 1écba viibec zahajit. Miize se jednat

0 lé¢bu samotné pticiny leukémie, anebo pouze o 1é¢bu symptomul. (14)

4.1 Krvetvorba

V prenatalnim obdobi se krvetvorba odehravd primarné ve zloutkovém vaku,
odkud se s postupnym vyvojem organd ptresouva do jater a sleziny. Od 20. tydne se
krvetvorba plodu soustiedi do kostni diené, kde za fyziologickych podminek probiha cely
zivot. Z multipotentnich kmenovych bun€k v kostni dieni se krevni elementy vytvafi
z nékolika linii. Vyvoj jednotlivych elementi je zobrazen na obrazku ¢. 4. (15)

Z lymfoidni linie vznikaji T a B -lymfocyty, jez jsou soucasti specifické imunity.
Dale se z této linie vyvijeji natural Killer (NK) bunky patfici k nespecifické slozce
imunity. Z B -lymfocytu se po setkani S antigenem stava plazmaticka bunka produkujici
specifické protilatky proti tomuto antigenu. Pomocné T -lymfocyty produkuji po setkani
s antigenem cytokiny, kterymi stimuluji zejména B -lymfocyty. Cytotoxické T -lymfocyty
dokazi suprimovat ¢i jinak regulovat imunologické reakce a také jsou schopny likvidovat
poskozené bunky. Z mnoha B i T -lymfocyti se stavaji pamétové bunky, které zajisti,
aby pfi dalsim setkani s antigenem byla odpovéd’ organismu co nejrychlejsi. (15, 16).

Myeloidni fada bun¢k zahrnuje kromé nejvice zastoupenych erytrocytli @ krevnich
desticek také monocyty, dendritické bunky a tii typy granulocytl: neutrofily, bazofily
a eozinofily. Monocyty z krve putuji do tkani, kde se diferencuji v makrofagy, schopné
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fagocytozy. Oba tyto typy bunck patii do systému antigen prezentujicich bunék, které
vystavuji antigen na svém povrchu lymfocytim. Proti extraceluldrnim patogentim ptsobi
Vv prvni fadé neutrofily, které jsou schopné pomoci cytosint aktivovat fadu dalSich bunék.
Pii alergickych reakcich se uplatiuji pfevazné bazofily a hodnoty eozinofild jsou zvysené

hlavné pti parazitarnich infekcich. (16)

Obriazek 4: Krvetvorba
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4.2 Pric¢iny vzniku leukémii

Vznik jednotlivych typt leukémii mize byt ovlivnén mnoha faktory,
ale u nékterych forem nebyla zatim jasna pii¢ina viibec odhalena. Bylo zjisténo, Ze riziko
vzniku akutni leukémie je vyss§i u pacienti S nekterymi vrozenymi genetickymi
onemocnénimi, jako je napiiklad Fanconiho anémie a také Downiv ¢i Bloomiv syndrom.
Vétsina pfipadii onemocnéni souvisi S expozici zevnim faktorim, jakymi jsou chemicka
rozpoustédla nebo dnes uz ziidka pouzivany azbest a jiné toxické latky. Ke vzniku
leukémii muze také vést predchozi cytostaticka 1écba. Akutni i chronické formy leukémie
se Casto objevuji U osob vystavenych ionizujicimu zafeni, at’ uz pravideln¢ v zaméstnani

nebo po jadernych havariich. Nasledkem téchto faktorGi mulZe dojit ke genetickym

wrwe
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mutace, kdy dojde k vyfazeni dilezitych gent, které maji na starost kontrolu bunééného

cyklu. (6, 14, 18)

4.3 Diagnosticky postup a princip 1é¢by leukémii

Pro diagnostikovani leukémii je velmi dulezité primarné vyhodnotit krevni obraz
a vysledek diferencialniho krevniho rozpoctu. Jednim z rozhodujicich ukazatell je pocet
nezralych blasti a pocet leukocytd Vv Krvi. Referenéni mezi pro leukocyty je pocet
40- 10,0 x 10%. Leukopenii je nazgvan stav, kdy je podet leukocytd sniZeny.
O leukocytozu se jedna, pokud je jejich pocet zvyseny. (15, 19)

Dale se odebira pacientova kostni dien (nejcastéji ze sterna) a tento vzorek se
hodnoti cytologicky a cytochemicky. Na tyto diagnostické postupy poté navazuji dalsi
specificka vySetfeni, jako je imunofenotypizace leukocytii pomoci prutokové cytometrie,
ktera ma velmi dilezitou ulohu ve stanoveni a diferenciaci subtypu leukémii. Stale vice se
vSak vyuzivaji cytogenetické a molekularné-genetické metody. Témito zplsoby je mozné
upiesnit diagnozu pacienta a také postup 1écby a prognoézu onemocnéni. (19)

., Cilem léchy leukémii je vidy navodit kompletni remisi, to znamena normalizaci
hodnot krevniho obrazu a normalizaci velikosti lymfatickych uzlin, jater i sleziny. “(19,
str. 188).

Lécba mize tedy navodit kompletni i parcialni remisi a stav pacienta je i po
uspésné lécbe dlouhodobé sledovan z divodu vcéasného zédsahu v ptipadé relapsu

onemocnéni. (19)

4.4 AKkutni myeloidni leukémie (AML)

441 Obecna charakteristika onemocnéni

Akutni myeloidni leukémie (AML) zahrnuje né€kolik menSich podskupin leukémii
klasifikovanych dle World Health Organization (WHO) podle jejich krevniho obrazu
a cytogenetického ndlezu. U dospé€lé populace zastupuje tento typ leukémie témetr 80 %
vSech akutnich forem leukémii a je prokazano, ze se vzristajicim vékem incidence AML
stoupa. (19)

Leukémie tohoto typu je charakteristickd zvySenym poctem nezralych myeloblast
vV kostni dfeni, Sificich se aZ do periferni krve. Nezralé leukemické blasty se vymykaji
kontrole, nadmérné proliferuji, ale nediferencuji se do dalSich vyvojovych stadii. Tvorba

ostatnich krevnich komponent je timto vyrazné¢ snizena. V krevnim obraze lze nalézt
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vyraznou trombocytopenii a snizeny pocet granulocyti. Jako AML lze oznacit stav, kdy
pocet nezralych blasti v kostni dieni pievysi 20 % a pocet blastii v periferni krvi pievysi
5 %. Pocet leukocytd v krvi byva zvyseny, miiZe presdhnout pocet 100.10%I, ale neni to
pravidlem. (20)

Cetné ptiznaky AML, podobné jako u jinych akutnich forem leukémii, se zaénou
projevovat ve velmi kratkém casovém intervalu, pficemz nemocny se mohl citit pfedtim
zcela zdrav. Z diavodu snizeného poctu erytrocytli se pacient citi slaby a je zietelné
anemicky. Je potlacena tvorba trombocyti a Vv této souvislosti se objevuje krvaceni bez
pri¢iny od drobnych petechii az po rozséhlejsi krvéacivé projevy. Defektni leukocyty
nezabezpeéi dostateCnou imunitu a pacient trpi Castymi infekcemi. Kromé téchto
vyraznych projevli mize onemocnéni provazet je§té mnoho dalSich, napiiklad horecnaté

stavy ¢i no¢ni poceni. (19, 20)

4.4.2 Cytogenetické zmény

U 60-90% nemocnych s AML lze nalézt mutace v genomu kmenovych bunék.
Mutace zpusobi aktivaci nadorovych onkogenii a naopak muze byt narusend funkce
tumor-supresorovych genti. LepSich prognostickych vysledki dle National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) dosahuji pacienti s translokaci t(15;17), t(8;21), t(16;16)
a inverzi inv(16). Doba pfteziti je u 55-65% pacientl S pfiznivym cytogenetickym
nalezem alespont 5 let a vice. Naopak velmi nepfiznivy je karyotyp S monosomalnimi
chromosomy (-5, -7) nebo s deleci na chromosomech 5q a 79, coz jsou zmény sekundarni,
které nastupuji az v dalsich fazich nemoci. Spatnou progndézu maji také translokace

zahrnujici 11923, translokace t(6;9) a t(9;22). (20, 21)

443 Lécbha

Lécba AML se liSi prevazné dle veku, fyzického stavu postizeného
a cytogenetickych nalezi. Obtizn¢ se 1&éCi hlavné starSi pacienti nad 60 let. Snahou
chemoterapeutické 1écby Vv indukéni fazi je dosaZeni remise, a to redukci poctu
nadorovych bun€k v kostni dfeni na minimum za G¢elem obnovy fyziologické krvetvorby.
Po této fazi nasleduje konsolida¢ni udrzovaci 1é¢ba zajiStovana pievazné vysokymi davky
chemoterapeutik. (21)

Pacientim je v mnoha pfipadech indikovano podstoupit autologni transplantaci,
nebo alogenni transplantaci kmenovych bunék kostni diené. Tyto metody 1é¢by dokazi

prodlouzit median pieziti. Usp&$nost 16¢by je nizka, nadgji na dlouhodobé pieziti ma
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zhruba 30-40 % pacientli, U starSich pacientd je to pouze 10 % z celkového poctu

nemocnych. (6, 21)

4.5 AKutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

Dle WHO se akutni lymfoblastické leukémie (ALL) rozd€luji do t¥i hlavnich
skupin, kterymi jsou pre-B -bunééna ALL, zrala B -bunécna ALL a T -bunétna ALL.
Nejvice postizenych ALL je v détském veéku, S pifibyvajicim vékem incidence klesa, ale

po 60. roce opét nemocnych piibyva. (19)

45.1 Obecna charakteristika onemocnéni

V tomto piipadé dochazi k nadmérmné produkci nadorovych blastt pochazejicich
z lymfoidni linie v kostni dieni. Blasty se ve dieni hromadi a poté se v hojném poctu
mohou objevit i v periferni krvi. O ALL se hovofi, pokud mnozstvi lymfoblasti ve dieni
pievysuje 20 %. Proliferuje nejcastéji B -fada lymfocytd, kdy B -ALL tvoti az 80 % vSech
piipadi. V periferni krvi jsou obvykle snizené poéty trombocyti i granulocytd. ALL je
Zasto doprovazena leukocytézou v podtu nad 100.10%1. (19, 20, 21)

Pfiznaky této nemoci jsou obdobné jako u akutni myeloidni leukémie, s tim
rozdilem, Ze zakeifnost ALL spociva také v schopnosti mnohem vice infiltrovat malignimi
blasty také dal$i organy, a to zejména jatra, lymfatické uzliny, ale 1 centralni nervovy

systém. U T -ALL formy se také ¢asto objevuji tumory v oblasti mediastina. (19, 20)

45.2 Cytogenetické zmény

Kromé veéku se na progndze podileji cytogenetické zmény, které lze nalézt az
u 85 % nemocnych. Nepfiznivé pro delsi preziti jsou translokace postihujici gen MLL
(11g23). Velmi casto se objevuji translokace t(8;14) nebo t(4;11). Nejvétsi vyznam ma
vsak translokace t(9;22)(g34;q11), pii které vznika Filadelfsky chromozom, na némz se
nachazi fuzni gen BCR/ABLL. Ptitomnost genu BCR/ABL1 u B -ALL predikuje $patnou

odpovéd na lécbu a je zde zvysSené riziko relapsu onemocnéni. (19, 20, 21)

453 Lécba

Indukéni faze 1écby je zajisténa nékolika cykly cytostatik, kortikoidy a enzymem
asparaginazou. Po kompletni remisi nasleduje konsolida¢ni 1é¢ba, obvykle doprovazena
ozafovanim centralni nervové soustavy (CNS). Nakonec je nutné udrzovat pokracujici

1é¢bu, aby se zabranilo relapsu choroby. Pokud neni odpovéd’ organismu na cytostatickou
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1é¢bu dostatecnd a pacient je ohroZen rizikovou formou ALL, pfichdzi v tivahu autologni
I alogenni transplantace kostni diené. (21)

Prognéza onemocnéni je vice pfizniva spiSe U déti s ALL, kdy 80% zlstava
v dlouhodobé remisi i po tiech letech. Rozdilné jsou vysledky u lidi nad 55 let, kdy se
déle nez 3 roky dozije pouze 20% pacientl. Dlouhodobé remise nastavaji spiSe U zralé

bunééné B -ALL a T -ALL. (20, 21)

4.6 Chronicka myeloidni leukémie (CML)

4.6.1 Obecna charakteristika onemocnéni

Chronicka myeloidni leukémie (CML) se projevuje zpocatku velmi nespecificky,
ale téméf v poloviné piipadl se nemoc nemusi projevit vibec. Pacient se citi unaveny,
ubyvd na vaze a objevuji se zvySené teploty. Nemoc lze rozpoznat také dle znacné
zvétSené sleziny Ci jater. Ve fazi blastického zvratu se CML ve svych pfiznacich plné
projevi jako akutni leukémie. (19)

Chronické onemocnéni postihujici myeloidni fadu krevnich bun¢k. Nemoc graduje
ve tfech fazich. Prvni je chronicka faze trvajici zhruba 3 -5 let. V krvi se nachazi vyssi
poet leukocytd od 20-500.10%1. Typické pro CML jsou také zvysené polty bazofild,
eozinofill a v periferni krvi I1ze nalézt posun doleva S rozmanitymi nezralymi formami
granulocytl. Byvaji zmnozené i ostatni bunky krevni fady. Na ni navazuje faze akcelerace
(4 -6 mésicu), se stoupajicim poctem blasti a také bazofila. V posledni fazi, zvané

blasticky zvrat, tvoii blasty ptes 30 % elementl kostni dfené nebo periferni krve. (14, 19,
21)

4.6.2 Cytogenetické zmény

U nemocnych je typickym cytogenetickym nalezem Filadelfsky chromosom, na
kterém se nachazi fizni gen BCR/ABL1, vznikly translokaci geni mezi chromosomy
9 a 22. V karyotypu buné¢k se pfi progresi onemocnéni mohou objevit i dalsi pocetni a
strukturni mutace, jako je naptiklad vznik izochromosomu 17, trisomie chromosomu 8,
monosomie chromosomu 7 nebo mize dojit kK mensim ¢i vétsim delecim na nékterych

chromosomech. (6)

4.6.3 Lécba
V 1é¢bé CML maji zasadni vyznam cytostatika, jenZ inhibuji aktivitu tyrozinkinazy
BCR/ABLL1 v cilovych leukemickych buinikach. Déle nez péti let se dozije vice nez 75 %
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lécenych pacientl. Tato 1écba je u Vhodnych pacientli doplnéna alogenni transplantaci
bun¢k kostni dfené. Alogenni transplantace je prozatim jedinym potencionalnim feSenim,
kter¢ vede v mnoha piipadech k Uplnému vyléCeni z CML. Pokud se lécba ve fazi

blastického zvratu nezahaji v€as, smrt nastdva v obdobi nékolika dnu ¢i tydnd. (19, 22)

4.7 Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)

4.7.1 Obecna charakteristika onemocnéni

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je onemocnéni, jehoz pribéh je velmi
variabilni @ nemusi byt tak agresivni jako jiné formy leukémii. Prozatim nebyla upiesnéna
konkrétni pfi¢ina ¢i okolnost vzniku této formy leukémie, bylo vSak pozorovano, ze
v nékterych rodinach je jeji ptitomnost ¢astéjsi. CLL je velmi ¢asté onemocnéni, tvoii vice
nez 25 % vsech ptipadt leukémii u dospélych jedincl v na$i populaci. Nemocni byvaji
star§i 50 let, a to az v 90 % piipadl. MuZi jsou postizeni témét dvakrat Castéji nez Zeny.
(20, 22)

Incidence v letech 2008 az 2012 dle statistik National Cancer Institute (NCI) ve
Spojenych statech americkych ¢inila 4,5 nové hlagenych piipad CLL na 100 000 obyvatel
zarok. (23)

V Ceské republice je incidence tohoto onemocnéni ve srovnani s USA o néco vyssi,
incidence CLL je zde okolo 5,8 az 6,2 piipadi na 100 000 obyvatel za rok. (21)

Chronicka lymfocytarni leukémie miiZze byt objevena nahodné a mnoho let tedy
muze probihat bez ptiznaki, pouze se zvySenymi hodnotami lymfocyti v krvi. V ptipadé
CLL se jedna 0 postizeni B -lymfocytarni fady. B -lymfocyty proliferuji nadmérné, maji
sniZzenou schopnost apoptozy a utlacuji tvorbu ostatnich komponent. Symptomy v pozdéjsi
fazi onemocnéni jsou rtizné. Zpocatku jsou infiltrované lymfatické uzliny a slezina, coZ se
projevi jejich napadnym zvétSenim. Infiltrace se pozdéji tyka i nelymfatickych organd,
jako je kuze, prostata ¢i jatra. V pokrocilém stadiu S pifibyvajicim poctem malignich
lymfocytl se objevuji dalsi celkové ptiznaky, jako je anémie, ¢i snizeny pocet krevnich
desticek. Toto stadium doprovazi zvySena teplota, unava, zvySené nocni poceni
a postupny napadny ubytek vahy. Pacienti maji kvili nedostatku T -lymfocytd a NK

bunék snizenou imunitu @ jSOU vice nachylni kK riznym infekcim. (19)
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4.7.2 Diagnostika

. Diagnéza CLL je potvrzena, najdeme-li v periferni krvi vice nez 5. 10°/l lymfocytii
typického fenotypu, ktery prokazuje klonalitu onemocnéni. Buiky CLL exprimuji typickou
kombinaci antigenii CD5, CD19 a CD23. Exprese povrchovych imunoglobulinii je nizka,
stejné tak je nizké i exprese antigenit CD20 a CD79b. (21, str. 81)

Na zékladé toho, zda postizené nddorové buiiky prosly germindlnim centrem, ¢i
nikoliv, je mozné rozlisit dvé formy CLL. Prvni forma CLL vznika z bunék, které
neprosSly timto centrem a nejsou zasazeny mutaci genu Vy pro tézké fetézce
imunoglobulini. Tyto lymfocyty maji zachovanou vysokou expresi antigenu CD38
a proteinu ZAP-70, coz znali agresivnéj$i formu nemoci S krat§i dobou pteziti. Druha
forma onemocnéni vznikd z bunék proSlych germinalnim centrem a lze u nich
identifikovat mutaci gend Vi U této méné agresivni formy je naopak doba preZiti
pramérné 20 let. (19, 20)

4.7.3 Cytogenetické zmény

Progndza pacienta i lécba pacienta, U kterého je diagnostikovana chronicka
lymfocytarni leukémie zavisi na mnoha faktorech, jednim z vyznamnych faktorii jsou
I cytogenetické zmény. Cytogenetické zmény se mohou diagnostikovat pomoci metod
klasické i molekularni cytogenetiky. Nevyhodou u klasickych metod je, ze odpovéd’ na
mitogeny je u lymfocytd CLL slaba, proto je mnohdy lepSim feSenim uzivat metod
molekularni cytogenetiky (FISH) aplikovatelné i na interfazni jadra. Nejcastéjsi
chromosomalni zménou u CLL je delece 13ql4, kterd byva nalezena u 36-55 %
nemocnych. Dale se U zhruba 20 % pacientli vyskytuje delece 11qg a u 16 % pacientii se

objevuje trisomie 12. chromosomu. U 6 % pacientt se vyskytuje delece 17p. (24)

Delece 13g14

Nejcast€jsi chromosomovou mutaci, ktera byla nalezena az u 50 % pacientl
s CLL, je delece 13ql4. Tato mutace ma jednu z nejlepSich prognoz. Pacienti se
samostatnou mutaci 139 maji Sanci na preziti del$i nez 15 let, nemoc se u nich projevuje
postupné a VvV mirngjsi formé. Ve tietin€ ptipadl je tato mutace doprovazena jesté deleci

11q, deleci 17q ¢i trisomii chromosomu 12. (20, 24, 25)
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Delece 17p13.1 (gen TP53)

Velmi Spatnou prognézu s minimdlni odpovédi na 1é€bu maji pacienti S deleci
17p13.1, zahrnujici gen TP53 (tumor protein), vyskytujici se jako samostatna mutace
zhruba u 7 % nemocnych. Aby byl gen TP53 inaktivovan, musi dojit ve vétsiné piipada
k poskozeni obou alel genu. Zmény na genech TP53 a ATM podléhaji selekénimu tlaku

v nadorovych bunikach a ziidka se objevuji soucasné. (6, 19, 25)

Delece 11923 (gen ATM)

Dalsi Castou aberaci se Spatnou progndzou je delece 11g22.3. Tato delece je
spole¢n¢ s deleci 17p charakterizovana rychlou progresi a velmi kratkym casovym
intervalem mezi zachytem onemocnéni a zacatkem lécby. Pti této chromosomové zméné
dochazi k poskozeni genu ATM (ataxia telangiectasia mutated), ktery se v této oblasti
chromosomu nachazi. Produktem tohoto genu je ATM protein, ktery byva produkovan pfi
poskozeni DNA. ATM protein fosforyluje protein tp53, ktery indukuje v bunce tfadu
opravnych mechanismil ¢i spousti apoptdézu buiiky. Pokud je tedy tento gen deletovan,
muze to byt pficinou nekontrolovatelného mnoZzeni bunky. U tfetiny nemocnych deleci
jedné alely ATM miize byt druhd alela genu ATM mutovédna, coz ma prokazatelné za
nasledek krat$i dobu pfeziti. Mutace druhé alely mé za nésledek naruseni funkci proteinu

ATM. (25, 26)

Trisomie chromosomu 12

Trisomie 12 byva spojovana S agresivnéjsim pribéhem a kratsi dobou preziti, ale
dle soucasnych studii je charakterizovdna jako mutace S méné zavaznou Ci stfedni
progndzou. Zatim neni zcela jasné, ktery vyznamny gen je v piipadé této mutace zasaZen.

(6, 27)

Delece 6q

V karyotypu pacientil se V nizsi frekvenci mize objevit samostatné nebo spolecné
s dal$i mutaci delece 6q (6q21, 6q23). Pro tuto deleci jsou charakteristické zvysené
hodnoty lymfocyta, lymfadenopatie a vyskyt vétsi nadorové masy bunék. Delece 6q

prozatim nebyla spojena s zadnym typem prognozy. (28)
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Median preziti u jednotlivych aberaci

Dle vysledku studii je median pieziti od poc¢atku zachytu CLL odlisny v zavislosti
na cytogenetické zméné. U pacienti S deleci 13q je median pteziti 133 mésict,
u pacientti s deleci 17p je median preziti nejkratsi, a to 32 mésicii; U pacientit S deleci
119 je median pteziti 79 mésicii @ U pacientii S trisomii 12 je median preziti 144 mésicu.
U pacientl S normalnim karyotypem je medidn pieziti 111 mésici. Tyto zmény jsou

zachycenu v grafu na obrazku ¢. 5. (25)

Obrazek 5: Median preziti u pacientii s CLL
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Zdroj : (25)

4.7.4 Klasifikace CLL
Chronickd lymfocytarni leukémie se rozdéluje do nékolika stadii, které

charakterizovali Rai a Binet. Dle tabulek, které sestavili, je mozné stanovit progndzu
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onemocnéni. Plivodni tabulka dle Raie ma novou modifikovanou verzi a obsahuje nyni

pouze 3 skupiny rozdélené dle rizika. (18).

Tabulka 1: Klasifikace CLL do stadii dle Raie

Stadiu Definice Median

(modifikovany Rai) preziti
(mésice)

0 (nizké riziko) Pouze lymfocytéza v krvia v kostni dfeni 140

| (stfedni riziko) Stadium O se zvétSenymi uzlinami 100

II (stfedni riziko) Stadium O -1 se splenomegalii ¢i hepatomegalii 70

III (vysoké riziko) Stadium O -1 s anémii (hemoglobin < 11g/dL nebo | 20

hematokrit pod 33%)
IV(vysoké riziko) Stadium O -1l s trombocytopenii 20

Zdroj (upraveno a pievzato) : (29)

Tabulka 2: Klasifikace B -CLL do stadii dle Bineta

Stadium | Definice

A Hemoglobin> 10g/dL, trombocyty > 100,000/mm?, postizené jsou tii a méné& oblasti
*

B Hemoglobin > 10g/dL, trombocyty > 100,000/mm®, postizené jsou tii a vice oblasti
*

C Hemoglobin < 10g/dL, trombocyty <100,000/mm®, postizené je libovolné mnoZstvi
oblasti*

*Jako jednotlivé oblasti se povazuji: uzliny hlavy a krku véetné Waldeyerova okruhu, axilarni uzliny (ob¢ strany se
pocitaji jako celek), tfiselné uzliny (ob€ strany se poéitaji jako celek), splenomegalie, hepatomegalie

Zdroj (upraveno a prevzato) : (29)

475 Lécba

Lécba chronické lymfocytarni leukémie byva ihned zahdjena obvykle u pacientil
ve stadiu III az IV dle Raie, u nichz se miize zdravotni stav rapidné zhors$it ve velmi
kratkém Case. Ukazalo se, ze zahajeni 1éCebné terapie v klinickych stadiich 0 nebo | dle
Raie muze v nékterych pfipadech pacientovi naopak pfitizit. Pacienti v téchto nizSich
stadiich jsou vétSinou pouze pravidelné kontrolovani pro piipadnou progresi onemocnéni
a probiha u nich doprovodna 1é¢ba symptomu. Dilezité je vsak u kazdého stadia ptihlizet

na klinické projevy nemoci ¢i rychlost progrese a dle nich zacit pfisluSnou 1é¢bu. (14)
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Mezi lé¢ebna terapeutika patii glukokortikoidy S nejmensim tuc¢inkem (prednison),
alkylacni cytostatika (chlorambucil), purinova analoga (fludarabin, cyclofosfamid) a také
monoklonalni protilatky (rituximab, alemtuzumab). LéEba monoklonalnimi protilatkami,
které jsou schopné cilen¢ zpusobit lyzu nadorové builky vazbou na konkrétni antigen, se
vV dnes$ni dobé aplikuje stale cast&ji. Pro star$i nemocné a komorbidni pacienty je
nevhodngjsi 1écbou prvni linie aplikace chlorambucilu. Alkylacni cytostatika maji velmi
dlouhy nastup ucinkii, a tak se stale Castéji pouziva kombinace nékolika ucinnych
terapeutik, jako jsou COP (vinkristin, cyclofosfamid a prednison) nebo CHOP (vinkristin,
adriamycin, cyclofosfamid a prednison). (19, 21, 30)

U nemocnych, ktefi jsou jinak v dobrém zdravotnim stavu, je 1écba prvni linie
zahajena obvykle pomoci FCR (fludarabin, cyclofosfamid a rituximab). (21)

Jedinou nadé&ji na vyléCeni pacientd S chronickou lymfocytarni leukémii zatim
predstavuje alogenni transplantace bunék kostni dfen€, ktera je vhodna pouze pro malé
procento nemocnych s CLL. Tato 1écba predstavuje pro pacienta velké riziko a je spojena
s celkem vysokou umrtnosti (az 26 %). Transplantace byva provadéna u mladsich
pacientli a vétS§inou se jedna 0 nemocné S horSimi prognostickymi faktory, napiiklad

s deleci 17p ¢i s nemutovanym genem pro IgVy (24)
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PRAKTICKA CAST

5 CILE A UKOLY VYZKUMU

5.1 Cile vyzkumu

1. Sestavit soubor pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) podle
zadanych klinickych kritérii.

2. Provést zakladni statistické vyhodnoceni sestavené¢ho souboru.

3. Detailné¢ se seznamit s pravidly cytogenetického zépisu dle nejnovéjsi
cytogenetické nomenklatury a Stémito znalostmi interpretovat karyotypy
nékolika vybranych pacientli ze souboru.

4. S vyuzitim téchto znalosti analyzovat ¢etnosti vyskytu cytogenetickych aberaci
v souboru pacienti a dle téchto aberaci roztiidit soubor do nékolika skupin.

5. Vyhodnotit a porovnat analyzovana data s udaji z literatury.

5.2 Vyzkumné otazky
V této praci byly stanoveny dvé vyzkumné otazky: Jaké jsou nejcastéjsi
chromosomové aberace vyskytujici se u zkoumaného souboru pacientd s chronickou

lymfocytarni leukémii? Odpovida jejich prognosticky vyznam pro pacienta ocekavani?
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6 METODIKA VYZKUMU

Ziskani souboru cytogenetickych vysledki je velmi ¢asové narocné (v tadu let),
a proto bylo pii zpracovani této bakalaiské prace umoznéno vyuzit data o pacientech
vySetienych v letech 2007 az 2013 ve Fakultni nemocnici v Plzni (FN). Tomuto kroku
pfedchézela Zadost o poskytnuti informaci z Fakultni nemocnice v Plzni. Databéaze
cytogenetickych vysetieni byla vypracovana pracovniky Ustavu lékaiské genetiky LF
UK a FN v Plzni. Pro vypracovani praktické ¢asti této bakalarské prace byla zvolena
kvantitativni metodu vyzkumu. Nejprve jsme sestavili z poskytnutych dat o pacientech
s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) dvé rozsahlé tabulky, pficemz v prvni tabulce
(tabulka ¢. 3) jsou uvedeny zakladni udaje o stavu pacienta a informace k piislusné 1é¢bé. Ve
druhé tabulce (tabulka ¢. 4) jsou uvedeny udaje z cytogenetického vysetfeni téchto pacienti.
Pro zachovani anonymity pacientl, bylo kazdému znich pfifazeno identifikacni ¢islo.
Vysledkem vyzkumu jsou zévére¢né tabulky a grafy, ve kterych se zabyvame analyzou

jednotlivych aberaci spolu s prislusnymi udaji a jejich vyznamem.
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7 CYTOGENETICKA NOMENKLATURA

Cytogenetickd nomenklatura je celosvétové jednotny rozsahly soubor detailnich
kritérii, dle nichz se urCuje a popisuje lidsky karyotyp a jeho odchylky. Pro studium
karyotypt pacienti bylo nejdiive nutné pochopit a naucit se pravidla zapisu aberaci, coz
bylo jednim z cilu této bakalarské prace. V této kapitole jsou zminéna zakladni pravidla
dle nejnovéjsi nomenklatury ISCN 2013 (An International System for Human Cytogenetic
Nomenclature). Pro blizsi studium cytogenetické nomenklatury je dostupnych velmi malo
zdrojii psanych Ceskym jazykem a informace byly Cerpany zejména ze zahrani¢nich

zdroj.

7.1 Pruhovani chromosomii

Aby bylo mozné aplikovat cytogenetickou nomenklaturu, je nejprve nutné pomoci
pruhovacich cytogenetickych technik identifikovat jednotlivé specifické pruhy na kazdém
chromosomu a timto zpusobem tedy odhalit pfipadné odchylky. Pomoci téchto metod je
mozné rozli§it na chromosomu 300, 400, 550, 700 az 850 pruhti na haploidni sadu
chromosomil. Pruhy jsou ¢islovany od centromery smérem Kk telomeram a dohromady
tvoii ne€kolik oblasti (v poétu 1-4) na raménku kazdého chromosomu. Pro piesny zapis
lokace je nutné uvést nejdiive ¢islo chromosomu, poté druh raménka (p - nebo q -), ¢islo
oblasti a ¢islo pruhu v této oblasti. Viz obrazek ¢. 6 nize. Pti pouziti technik s vyssim

rozliSenim je mozné za tento zapis doplnit i sub-pruhy. (10)

Obrazek 6, Ideogram G -pruhovani u normalniho chromosomu ¢. 7
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7.2 Normalni a patologicky karyotyp

V obecném principu zapisu normalniho karyotypu je na prvnim mist¢ uvedeny
celkovy pocet vSech chromosomu. Toto ¢islo je oddélené ¢arkou (,) od udaje 0 pohlavnich
chromosomech. Dalsi informace 0 karyotypu jsou uvedeny pouze v piipadé pritomnosti
genetickych mutaci na chromosomech.(11)

Zapis normalniho karyotypu vypada nasledovné:

46, XX (Zena)

46,XY (Muz)

V patologickém karyotypu lze rozlisit jak numerické, tak i strukturni aberace,
z nichz kazdy typ ma sva specifickd pravidla pro zéapis. Pii zépisu abnormalit se za
celkovy pocet chromosomu nejprve uvadéji zmény pohlavnich chromosomd, pocinaje
zmé&nami na chromosomu X. Nasleduji aberace autozomi Ve vzestupném ¢iselném poradi,
pficemz se ke konkrétnimu chromosomu nejprve uvedou numerické abnormality a poté

strukturni abnormality v abecednim poradi dle zkratek aberaci.(11)

7.2.1 Zapis numerickych aberaci
V piipadé, ze se Vv karyotypu nachazi nadbyteéné chromosomy, nebo je zde

naopak niz§i pocet chromosomu, pouzivaji se V zapisu znaménka plus (+) a minus (-).

7.2.2 Zapis strukturnich aberaci

Strukturni zmény na chromosomech se znacéi pisemnou zkratkou daného jevu.
V karyotypu vySetiovaného souboru pacienti se nejéastéji nachazeji zkratky uvedené nize.

add - nadbyte¢ny chromosomovy material S nezndmym pavodem

del - delece

der - derivovany chromosom

dic - dicentricky chromosom

dn - nové vznikla chromosomova abnormalita

dup - duplikace chromosomového segmentu

inc - nekompletni karyotyp

ins - inzerce

inv- inverze

mar - marker chromosom

pter - termindlni segment kratkého raménka
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gter - termindlni segment dlouhého raménka

t- translokace

Pii zapisu aberaci v ramci dvou zlomt na jediném chromosomu se v zavorce
uvadéji nejprve zmény na kratkém raménku (p -), poté zmény na dlouhém raménku (Qg-).
Pokud dojde k obéma zlomim na jednom raménku chromosomu, jako prvni se uvadi

lokace zlomu blizsiho k centromefe. (11)

7.2.3 Zapis nadorovych kloni bunék

Dé¢lenim jedné bunky mize vzniknout bunééna populace zvana bunéény klon. Aby
bylo mozné povazovat bunécnou populaci za klon, musi obsahovat nejméné dvé buiiky se
stejnou mutaci. Nicméné pokud je shodnou mutaci bun€k ztrata chromosomového
materialu, musi tento klon obsahovat nejméné tii bunky. Z daného klonu se béhem
nadorového bujeni mohou vyvinout dalsi subklony bunék.

V onkocytogenetice se jednotlivé karyotypy klonid nadorovych bunék zapisuji
vV konkrétnim potadi. Jako prvni je uvedeny karyotyp zdkladni nadorové linie bungk, tzv.
stemline (sl). Za timto udajem nasleduji karyotypy dalSich subklonii, zvané sidelines (sdl),
sefazené dle slozitosti 8 mnozstvi aberaci. Pokud je pfitomen i normalni diploidni klon
buné¢k bez aberace, je uveden jako posledni. Zkratky ,,sI“ a ,,sdI* se v karyotypu pouzivaji
ke zjednoduseni a zkraceni zapisu subklont.. Dale je mozné pouzivat zkratku ,,idem®,
ktera ma v zapisu podobny vyznam a odkazuje na karyotyp ve stemline. (11)

Odlisné klony bunék jsou oddéleny lomitkem (/). Pocet bun€k v kazdém klonu je
ohrani¢en hranatou zévorkou [ ]. Po transplantaci bunc¢k kostni dfen¢ lze u piijemcii
transplantatu nalézt karyotyp bunééné subpopulace od darce. V tomto piipadé se v zapisu
nejprve uvadi karyotyp vySetfovaného piijemce, poté karyotyp darce. Oba udaje jsou

oddé€leny dvojitym lomitkem (/). (11)
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7.3 Vyhodnoceni vybranych karyotypt

Dle kritérii ISCN 2013 bylo interpretovano Sest vybranych karyotypti pacienti

s chronickou lymfocytarni leukemii ze sestavovaného souboru (soubor viz tabulka ¢. 4).

Pacient ¢ .2 :
46,XX,add(3)(p21),del(13)(q13g33)[3]/46,idem,del(11)(q13923)[13]/46,XX[1]

Jedna se 0 zépis nadorového karyotypu, kdy byla nalezena jedna mit6za
s normalnim zenskym karyotypem a 16 patologickych mitéz. V patologickych mit6ézach
1ze rozlisit dva klony. V' hlavni linii nadorovych bunék, ktera Citala tfi mitozy, je karyotyp
se 46 chromosomy a neznamym nadbyteénym materialem na chromosomu 3, konkrétné
na jeho p raménku, od pruhu p21 k telomete chromosomu. Dale je v tomto klonu
piitomna delece materialu na chromosomu 13, na g raménku, mezi pruhy q13 g g33. Ve
vedlejsi linii, ktera byla pozorovana ve 13 mitdzach, je navic oproti hlavni linii pfitomna

delece materialu na chromosomu 11, na g raménku, mezi pruhy q13 a g23.

Pacient ¢. 11
46,XX,del(11)(g21923)[4]/45,XX,add(1)(g41),del(11)(g21923),-14,
der(18)t (14;18)(q11;p11)[10]/46,XX[3]

V tomto nadorovém karyotypu byly nalezeny tfi mitézy S normalnim Zenskym
karyotypem a 14 mitéz S patologickym karyotypem ve dvou liniich. V' hlavni nadorové
linii bun¢k se 46 chromosomy Vv ziskané ze ¢ty mitdz, Se nachazi delece chromosomu 11,
na jeho q raménku mezi pruhy q21 a g23. Ve vedlejsi linii se 45 chromosomy jsou
zahrnuty zmény z hlavni linie a kromé toho je zde pfitomen nadbyte¢ny chromosomovy
material na chromosomu 1, na jeho q raménku od pruhu q41 az k telomefe. Navic zde
doslo k nebalancované translokaci mezi chromosomem 18, segment od pruhu g1l
k telomefe, a chromosomem 14, od pruhu pll k telomete. Dale doslo ke ztraté takto

pozménéného chromosomu 14.

Pacient €. 63
46,XY,del(11)(g22923)[5]/46,X ,-Y ,del(11)(q22923),+mar[8]/46,XY[3]

V nadorovém karyotypu tohoto pacienta byly nalezeny tfi mitézy S normalnim
muzskym karyotypem a 13 mitdéz s patologickym Karyotypem. V patologickych mitézach

se nachazeji dva klony bunék. V hlavni nadorové linii bun¢k se 46 chromosomy, bylo
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nalezeno pét mitdz S deleci na 11 chromosomu, na raménku ¢, mezi pruhy 922 a q23.
Tyto zmény byly nalezeny také ve vedlejsi narodové linii, Citajici celkem osm mitdz.
Navic byla v této linii zjist€éna =ztrata chromosomu Y a pfitomnost jednoho

neidentifikovatelného (marker) chromosomu.

Pacient €. 85
46,XY,del(11)(921g23)[1]/46,sl,der(1)(?),der(13)?ins(13;1)(?)[6]/
46,sd11,del(6)(g13921)[17]

V tomto ptipad¢ se jedna 0 zapis nadorového karyotypu, kdy bylo nalezeno 24
mitdéz S patologickym karyotypem. V hlavni nadorové linii se 46 chromosomy je
pfitomna delece na chromosomu 11, na g raménku, mezi pruhy q21 a q23. Ve vedlejsi
nadorové linii, Se 46 chromosomy, pozorované v Sesti mitdzach, jsou ptfitomny zmény
z hlavni linie a navic se zde vyskytuji derivované chromosomy 1 a 13. Do chromosomu
13 byl vloZzen segment z chromosomu 1, pficemz nebylo mozné identifikovat piesné
rozhrani zlomu na chromosomech. Ve druhé vedlejsi linii, se 46 chromosomy, pozorované
v 17 mitdzach, jsou ptitomny zmény z prvni vedlejsi linie & navic se zde objevila delece

na chromosomu 6, na raménku @, v useku mezi pruhy q13 a g21.

Pacient ¢. 121
46,XX,del(14)(924932)[3]/45,idem,-9 ,der(17)t (9 ;17)(g12;p11.?2 )[5]/
47,idem,+12[3]/46,idem,del(3)(p1?4)[2]/46,idem,del(17)(p11.72)[2]/46,XX[4]

Tento zapis nddorového karyotypu se skladd z ¢ty mitdéz S normalnim Zenskym
karyotypem a 15 mitdz S patologickym karyotypem. Patologické karyotypy se nachazi
v péti klonech. V hlavni nadorové linii se 46 chromosomy, je ve tfech mitézach ptitomna
delece na chromosomu 14, na raménku g, lokalizovana mezi pruhy q24 a 32. V prvni
vedlejsi nadorové linii Se 45 chromosomy, zachycené v péti mitdzach, jsou zmény stejné
jako v hlavni linii. Dale v této linii doslo k nebalancované translokaci segmentu mezi
chromosomem 17, od pruhu gl12 k telomete, a chromosomem 9, od pruhu pll
(pravdépodobné p11.2) k telomete, derivovany chromosom 9 byl poté ztracen. Ve druhé
vedlejsi linii pozorované ve tiech mitézach, je 47 chromosomt, nebot” je zde nadbyte¢na
kopie chromosomu 12. Ve tieti vedlejsi nadorové linii se 46 chromosomy, pozorované ve
ttech mitozach, jsou opét ptritomné zmény z hlavni linie. K témto aberacim je navic
ptidruzena delece na chromosomu 3, na p raménku, od pruhu pl (pravdépodobné p14)

k telomefe. Ctvrta vedlej$i nadorové linie se 46 chromosomy byla pozorovana ve dvou
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mitézach. Oproti hlavni linii byl tento klon rozsiten o deleci na chromosomu 17, od pruhu

pl1 (pravdépodobné p11.2) k telomete.

Pacient ¢. 134:
46,XY,del(11)(921923)[9]/46,idem,+2,dic(2;18)(q11;p11)[5]/46,XY[6]

V tomto zapise se nachdzi Sest mitd6z S normalnim muzskym karyotypem a 14
mitdz S patologickym karyotypem. V hlavni nadorové linii se 46 chromosomy, ktera byla
pozorovana vV deviti mitdézach, se nachazi delece na chromosomu 11, na g raménku, mezi
pruhy g21 a q23. Ve vedlejsi linii se 46 chromosomy, ktera byla pozorovana v péti
mitdzach, jsou ptritomné zmény z hlavni linie @ navic je zde nadbyte¢ny chromosom 2.
V tomto klonu byl dale nalezen dicentricky chromosom, vznikly fGzi chromosomi
2 a 18, pticemz z chromosomu 2 chybi Gsek od pruhu g1l po telomeru q raménka
a z chromosomu 18 chybi usek od pruhu pll po telomeru p raménka. Chromosomy se

spojily useky obsahujicimi centromeru, a tim doslo ke vzniku dicentrického chromosomu.
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8 ZKOUMANY VZOREK PACIENTU

Z anonymnich lékatskych zprav jsme dle stanovenych kritérii vybirali pozadovana
data o pacientech s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) a nasledné¢ jsme sestavili
nize uvedené tabulky. Viz tabulka ¢. 3 a tabulka ¢. 4.

Data 0 pacientech jsou rozdélena do dvou hlavnich ¢asti. V prvni ¢asti (viz
tabulka ¢. 3) jsou zaznamenany zakladni idaje 0 pacientovi a jeho ptipadné 1écbé CLL. Je
zde uvedeno pohlavi pacienta, v€k pii zachytu CLL a s tim souvisejici datum zachytu
onemocnéni. V dalSich sloupcich jsou zapsany informace o tom, zda byl pacient
v minulosti 1é¢en pro jinou onkologickou malignitu. Nasledné¢ je bliZze specifikovan rok,
ve kterém byl pacient pro tuto malignitu 1écen a jaky typ 1éEby byl pouzit. V tabulce je
dale uvedeno stadium CLL (stupfiovano dle Raie) pii zachytu. Pokud byla zahajena 1é¢ba
CLL, do tabulky je zapsan datum zacatku 1é¢by a doba (v mésicich), ktera ub¢hla od
zachytu onemocnéni po samotné zahdjeni 1écby. Do tabulky je zaznamenan typ
chemoterapeutik uzivany pii prvni linii 1écby CLL a hodnoti se uspésnost této faze 1écby,
vyjadiena parcialni ¢i kompletni remisi tohoto onemocnéni. Zavérem je v tabulce
uvedeno, zda pacient zije, ¢i nikoliv a také datum, ke kterému se tato informace vztahuje.
V piipadé, Ze pacient jiZz neZije, uvadi se datum umrti. Doba sledovani urcuje u Zijicich
pacienti dobu (v mésicich), ktera uplynula od data zachytu onemocnéni po soucasnost.
Doba pieziti urCuje U nezijicich pacienti dobu (v mésicich), ktera uplynula od data
zachytu onemocnéni po datum uUmrti. Na zavér je v tabulce uvedena pfi¢ina Gmrti
pacienta.

Druha c¢ast dat obsahuje informace o0 cytogenetickém a molekularné-
cytogenetickém vySetieni karyotypu pacientii (viz tabulka ¢. 4). Karyotyp pacientii byl
hodnocen pomoci metody G — pruhovani a pomoci metody FISH (fluorescenéni in situ
hybridizace) byly analyzovany cytogenetické zmény s pouzitim sond pro geny ATM
(11922-23), TP53 (17p13.1), MYB (6921), SEC63 (6023), LAMP1 (13934) a pro lokusy
D13S319 (lokalizace genu 13ql4) a DI12Z3 (sonda pro zachyceni centromery
chromosomu 12). Pro kazdy gen je uveden pocet kopii, které byly sondou zachyceny

a pripadné pocet patologickych bunék uvedeny v procentech.
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Tabulka 3: Soubor pacienta s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

Lécba
pro Stadium Doba
jinou Rok a typ nemoci Doba od Soucasnost Doba preziti
Pohlavi | Veék pri malig. lécby pro dle Raie Datum zachytu po Soucasnost k sledova- od PFi¢ina
(Muz/ | zachytu Datum (Ano/ jinou (pFi zahdjeni zacatek lé¢by Uspésnost (Zije/ datu/datum -ni zachytu | amrti (CLL/
Zena) (roky) zachytu Ne) malignitu zachytu) l1écby (mésice) Typ lécby l.linie l1écby Nezije) umrti (mésice) | (mésice) jind)
1 M 62 1.5.2008 N 1 1.3.2009 10 R-FC CR VA 23.3.2015 82
R-CHOP,
2 7 69 1.4.2008 N 2 1.6.2008 2 solorituximab PR 4 23.3.2015 83
3 M 70 1.5.2008 1 1.6.2009 13 R-CHOP PR 7.3.2013 58 CLL
4 M 59 1.6.2008 N 1 1.4.2009 10 R-FC, solorituximab PR 7 24.3.2015 81
5 M 70 1.5.2008 N 0 bez lécby N 1.12.2011 43 jina
6 M 64 1.7.2008 N 3 1.11.2008 2 R-FC PR N 1.8.2010 25 CLL
7 M 55 1.7.2008 N 1 bez lé¢by 7 24.3.2015 80
8 M 61 1.7.2008 N 0 bez lécby 7 24.3.2015 80
9 M 56 1.7.2008 N 1 bez lécby 7 24.3.2015 80
10 7 50 1.9.2008 N 0 bez lé¢by 7 24.3.2015 78
11 z 71 1.9.2008 N 1 1.12.2009 15 R-FC CR z 24.3.2015 78
Prednison,
12 7 77 1.3.2007 N 0 1.10.2008 19 Leukeran PR 7 24.3.2015 96
13 z 61 1.3.2007 0 1.7.2010 40 R-FC, solorituximab PR N 1.7.2011 52 CLL
R-CHOP,
14 M 66 1.11.2008 2 1.2.2009 3 solorituximab CR 7 24.3.2015 76
15 M 61 1.11.2008 0 1.3.2012 40 R-FC CR 7 24.3.2015 76
R-CHOP,
16 M 70 1.9.2008 N 1 1.12.2008 3 solorituximab CR 7 24.3.2015 78
17 7 61 1.1.2009 N 0 bez lécby 7 24.3.2015 74
18 z 78 1.1.2009 N 0 1.2.2012 37 Leukeran, COP PR N 24.3.2015 74 CLL
19 M 67 1.6.2008 N 0 1.1.2012 43 R-CHOP CR N 1.9.2014 75 CLL
20 M 48 1.12.2008 N 0 bez lécby 7 25.3.2015 75
21 7 78 1.11.2008 N 0 bez lé¢by 7 25.3.2015 76
22 M 52 1.4.2009 N 2 1.2.2010 10 R-FC, solorituximab CR z 25.3.2015 71
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Tabulka 3 (pokracovdni): Soubor pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

Lécba
pro Stadium Doba
jinou Rok a typ nemoci Doba od Soucasnost Doba preziti
Pohlavi | Veék pri malig. lécby pro dle Raie Datum zachytu po Soucasnost k sledova- od PFi¢ina
(Muz/ | zachytu Datum (Ano/ jinou (pFi zahdjeni zacatek lé¢by Uspésnost (Zije/ datu/datum -ni zachytu | amrti (CLL/
ID Zena) (roky) zachytu Ne) malignitu zachytu) l1écby (mésice) Typ lécby l.linie l1écby Nezije) umrti (mésice) | (mésice) jind)

23 7 64 1.3.2009 N 0 1.5.2010 14 R-FC, solorituximab PR 7 25.3.2015 72

1984, AT,

karcinom
24 7 74 1.4.2009 A délohy 1 1.8.2009 4 Leukeran, Fludara PR N 1.3.2013 47 CLL

1985,AT, karc
25 7 71 1.4.2009 iom prsu 3 1.5.2009 1 R-CHOP CR N 1.9.2013 53 CLL
26 M 56 1.5.2009 1 22.8.2013 51 R-FC CR 7 31.3.2015 70
Leukeran, R-FC,
27 M 63 1.5.2009 N 1 1.4.2010 11 solorituximab CR V4 31.3.2015 70
28 M 62 1.6.2009 N 0 bez lécby 7 31.3.2015 69
29 M 61 1.10.2009 N 2 1.11.2010 13 R-CHOP CR 7 31.3.2015 65
30 yA 61 1.11.2009 N 1 bez lé¢by yA 31.3.2015 64
31 M 57 1.7.2009 N 3 1.9.2009 2 R-CHOP CR 7 31.3.2015 68
32 z 64 1.1.2007 N 2 1.10.2010 45 R-FC, solorituximab CR z 31.3.2015 98
33 M 48 1.9.2009 N 0 bez lécby 7 31.3.2015 66
34 M 64 1.8.2009 N 4 bez lécby N 21.9.2009 1 CLL
35 M 61 1.9.2009 25.11.2009 2 R-FC PR N 28.12.2009 3 CLL
R-CHOP,
36 M 56 1.10.2009 N 4 14.10.2009 1 solorituximab CR 7 31.3.2015 65
Chemotera--

-peutické R-COP,

rezimy pro solorituximab

HodgkinGv (lé¢ba Hodgkinova
37 VA 51 1.10.2009 A lymfom 4 1.12.2009 2 lymfomu) CR 7 31.3.2015 65
38 M 65 1.10.2009 0 1.6.2011 20 R-FC PR 7 31.3.2015 65
39 M 65 1.5.2009 N 4 1.7.2009 2 R-FC, solorituximab PR N 1.11.2009 6 CLL
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Tabulka 3 (pokracovdni): Soubor pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

Lécba
pro Stadium Doba
jinou Rok a typ nemoci Doba od Soucasnost Doba preziti
Pohlavi | Veék pri malig. lécby pro dle Raie Datum zachytu po Soucasnost k sledova- od PFi¢ina
(Muz/ | zachytu Datum (Ano/ jinou (pFi zahdjeni zacatek lé¢by Uspésnost (Zije/ datu/datum -ni zachytu | amrti (CLL/

ID Zena) (roky) zachytu Ne) malignitu zachytu) l1écby (mésice) Typ lécby l.linie l1écby Nezije) umrti (mésice) | (mésice) jind)

40 M 79 1.1.2008 N 1 bez lécby VA 31.3.2015 86

41 M 67 1.1.2007 N 1 1.7.2009 30 chlorambucil, R-FC CR 7 31.3.2015 98

42 M 55 1.12.2009 N 0 1.6.2013 42 R-FC CR z 31.3.2015 63

43 M 69 1.12.2009 N 0 2.1.2015 61 R-FC, solorituximab V4 2.4.2015 64

44 M 61 1.1.2010 N 0 1.9.2011 20 R-FC CR 7 2.4.2015 63

45 M 33 1.1.2010 N 1 1.9.2010 8 R-FC, solorituximab PR V4 2.4.2015 63

R-COP,

46 7 68 1.1.2008 N 1 1.3.2010 26 solorituximab CR 7 2.4.2015 87

47 M 62 1.1.2010 N 2 1.3.2010 2 R-FC, solorituximab CR V4 2.4.2015 65

48 7 70 1.4.2010 N 1 17.8.2011 16 R-FC, solorituximab CR 7 2.4.2015 60

49 z 50 1.4.2010 N 1 22.7.2014 51 R-FC CR z 2.4.2015 60

50 7 61 1.1.2010 N 1 1.4.2010 3 FAMP, R-CHOP CR N 1.2.2014 49 CLL

51 M 61 1.5.2010 N 1 1.1.2011 6 R-COP PR N 14.12.2013 43 CLL

52 M 58 1.5.2010 N 3 1.5.2010 1 R-CHOP PR z 3.4.2015 59

53 M 46 1.6.2010 N 2 1.6.2010 1 R-FC CR 7 23.4.2015 58

54 M 73 1.6.2010 N 4 1.6.2010 1 R-FC PR N 1.12.2013 43 CLL

55 7 62 1.6.2010 N 0 bez léby 7 23.4.2015 58

56 M 65 1.6.2010 N 2 1.8.2010 2 R-FC CR 7 23.4.2015 58

57 M 56 1.6.2010 N 0 1.7.2014 49 R-FC CR z 23.4.2015 58

58 7 56 1.3.2010 N 2 1.7.2010 4 R-FC, solorituximab PR 7 23.4.2015 61

Leukeran,
59 M 61 1.1.2005 1 1.3.2010 62 Prednison CR N 1.6.2013 101 jind
60 69 1.8.2010 4 bez l1é¢by 7 23.4.2015 56
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Tabulka 3 (pokracovdni): Soubor pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

Lécba
pro Stadium Doba
jinou Rok a typ nemoci Doba od Soucasnost Doba preziti
Pohlavi | Veék pri malig. lécby pro dle Raie Datum zachytu po Soucasnost k sledova- od PFi¢ina
(Muz/ | zachytu Datum (Ano/ jinou (pFi zahdjeni zacatek lé¢by Uspésnost (Zije/ datu/datum -ni zachytu | amrti (CLL/

ID Zena) (roky) zachytu Ne) malignitu zachytu) l1écby (mésice) Typ lécby l.linie l1écby Nezije) umrti (mésice) | (mésice) jind)

61 63 1.5.2010 N 1 1.9.2012 28 FC, R-FC CR VA 23.4.2015 59

62 7 58 1.9.2010 N 2 1.3.2011 6 soloalemtuzumab CR 7 23.4.2015 55

63 M 59 1.10.2010 N 4 1.10.2010 1 R-CHOP, R-FC CR 7 23.4.2015 54

Levact,

64 M 64 1.9.2010 N 0 14.10.2014 49 idealisib/placebo CR V4 23.4.2015 55

65 M 66 1.10.2010 N 1 1.11.2013 37 R-FC CR 7 3.5.2015 55

66 z 66 1.9.2010 0 1.1.2015 52 R-FC PR z 3.5.2015 56

R-CHOP,

67 M 69 1.11.2010 N 3 1.11.2010 1 solorituximab CR 7 3.5.2015 54

68 z 59 1.10.2010 N 0 1.10.2011 12 R-FC PR z 3.5.2015 55

69 M 60 1.11.2010 N 1 1.12.2010 1 R-CHOP CR 7 3.5.2015 54

70 M 58 1.11.2010 N 3 1.11.2010 1 R-CHOP CR 7 3.5.2015 54

7/l z 59 1.11.2010 N 3 1.12.2010 1 R-FC, solorituximab CR z 3.5.2015 54

2008, CHT
FEC+Cardiox
an, karcinom

72 z 66 1.11.2010 A prsu 3 1.12.2010 1 R-COP CR z 3.5.2015 54

73 M 67 1.1.2011 N 3 1.2.2011 1 R-FC PR N 1.8.2014 43 CLL

74 M 68 1.1.2011 N 2 1.2.2011 1 R-FC CR 7 3.5.2015 52

75 Y4 62 1.1.2011 N 0 1.4.2013 27 R-FC CR Y4 3.5.2015 52

76 M 60 1.1.2008 N 0 bez l1é¢by 7 3.5.2015 88

77 VA 47 1.4.2011 N 0 bez lécby 7 3.5.2015 49

78 M 66 1.6.2011 N 3 1.6.2011 1 R-FC CR N 1.8.2014 38 CLL

79 M 59 1.6.2011 N 0 bez l1é¢by 7 20.5.2015 47
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Tabulka 3 (pokracovdni): Soubor pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

Lécba
pro Stadium Doba
jinou Rok a typ nemoci Doba od Soucasnost Doba preziti
Pohlavi | Veék pri malig. lécby pro dle Raie Datum zachytu po ’ Soufasnost k sledova- od PFi¢ina
(vMui/ zachytu Datum (Ano/ jinou (pFi zahdjeni zacatek lé¢by Uspésnost (zije/ datu/datum -ni zachytu | amrti (CLL/

ID Zena) (roky) zachytu Ne) malignitu zachytu) l1écby (mésice) Typ lécby l.linie l1écby Nezije) umrti (mésice) | (mésice) jind)

80 M 60 1.6.2011 N 1 bez lé¢by 7 20.5.2015 47

81 7 62 1.5.2011 N 1 1.10.2011 5 R-FC CR 7 20.5.2015 48

82 7 66 1.4.2011 N 1 1.6.2011 2 R-FC, solorituximab PR N 1.12.2012 20 CLL

83 7 77 1.6.2011 N 1 1.11.2011 5 R-FC CR 7 20.5.2015 47

84 z 55 1.7.2011 N 1 bez lécby z 20.5.2015 46

85 M 67 1.3.2011 N 2 1.7.2011 4 R-FC CR N 1.5.2015 50 CLL

86 M 51 1.7.2011 N 0 1.8.2012 13 R-FC CR 7 20.5.2015 46

87 M 60 1.7.2011 N 1 1.8.2012 13 R-FC PR N 1.5.2014 34 CLL

88 M 49 1.3.2011 N 0 1.12.2013 33 R-FC CR VA 20.5.2015 50

89 M 60 1.3.2011 N 1 1.7.2011 4 R-FC, solorituximab CR N 1.1.2014 34 CLL

90 M 54 1.8.2011 N 3 1.9.2011 1 solorituximab PR N 1.4.2013 20 CLL

91 M 65 1.9.2011 N 3 1.9.2011 1 R-FC CR N 1.12.2014 39 CLL

92 M 72 1.6.2011 N 3 1.2.2014 32 R-FC, solorituximab CR VA 20.5.2015 47

93 M 51 1.9.2011 N 2 1.9.2011 1 R-FC PR VA 20.5.2015 50

94 M 65 1.8.2011 N 1 bez lé¢by 7 3.6.2015 46

95 z 48 1.10.2011 N 1 bez 1é¢by z 3.6.2015 44

96 M 73 1.5.2011 N 2 1.12.2011 7 R-FC CR 7 3.6.2015 49

97 M 66 1.10.2011 N 2 1.10.2012 12 R-CHOP CR 7 3.6.2015 44

98 M 57 1.12.2011 N 1 1.9.2013 21 R-CHOP CR 7 3.6.2015 42
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Tabulka 3 (pokracovdni): Soubor pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

Lécba
pro Stadium Doba
jinou Rok a typ nemoci Doba od Soucasnost Doba preziti
Pohlavi | Veék pri malig. lécby pro dle Raie Datum zachytu po Soucasnost k sledova- od PFi¢ina
(Muz/ | zachytu Datum (Ano/ jinou (pFi zahdjeni zacatek lé¢by Uspésnost (Zije/ datu/datum -ni zachytu | amrti (CLL/
ID Zena) (roky) zachytu Ne) malignitu zachytu) l1écby (mésice) Typ lécby l.linie l1écby Nezije) umrti (mésice) | (mésice) jind)
2004,
radioterapie,
hormonalni
terapie pro
karcinom
99 7 61 1.12.2011 A prsu 1 bez 1éZby 7 3.6.2015 42
100 7 56 1.1.2012 N 0 bez lé¢by 7 3.6.2015 41
103 M 53 1.3.2012 N 1 bez lécby V4 10.6.2015 39
104 7 57 1.2.2012 N 1 bez léby 7 10.6.2015 40
105 M 70 1.3.2012 N 1 1.12.2013 21 R-COP CR z 10.6.2015 39
106 z 68 1.10.2012 N 1 1.12.2012 2 R-FC CR 7 10.6.2015 32
107 M 61 1.3.2012 N 3 1.3.2012 1 R-FC, solorituximab CR N 1.4.2015 37 CLL
chlorambucil,
108 M 78 1.12.2011 N 3 1.5.2012 5 cyclofosfamid PR 7 10.6.2015 42
109 7 71 1.4.2012 N 1 1.8.2012 4 R-FC CR 7 10.6.2015 38
110 z 74 1.4.2012 N 1 1.6.2012 2 R-COP PR 7 10.6.2015 38
111 M 68 1.5.2012 N 4 1.6.2012 1 R-FC, solorituximab CR 7 10.6.2015 37
112 M 59 1.6.2012 N 0 bez lécby z 10.6.2015 36
113 M 73 1.4.2012 N 1 bez lécby 7 10.6.2015 38
114 M 74 1.6.2012 N 1 bez lécby 7 10.6.2015 36
115 M 69 1.8.2012 N 0 21.11.2013 15 chlorambucil CR 7 23.6.2015 34
116 M 70 1.8.2012 N 2 1.10.2014 26 R-COP CR 7 23.6.2015 34
117 M 64 1.8.2012 N 1 7.2.2013 6 R-FC CR z 23.6.2015 34
118 M 37 1.8.2012 N 3 1.9.2012 1 R-FC CR N 1.2.2014 18 CLL
119 M 62 1.9.2012 N 1 20.11.2014 26 R-FC, solorituximab CR 7 23.6.2015 33
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Tabulka 3 (pokracovdni): Soubor pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

Lécba
pro Stadium Doba
jinou Rok a typ nemoci Doba od Soucasnost Doba preziti
Pohlavi | Veék pri malig. lécby pro dle Raie Datum zachytu po Soucasnost k sledova- od PFi¢ina
(Muz/ | zachytu Datum (Ano/ jinou (pFi zahdjeni zacatek lé¢by Uspésnost (Zije/ datu/datum -ni zachytu | amrti (CLL/
ID Zena) (roky) zachytu Ne) malignitu zachytu) l1écby (mésice) Typ lécby l.linie l1écby Nezije) umrti (mésice) | (mésice) jind)
120 M 67 1.9.2012 N 1 bez lécby VA 23.6.2015 33
121 z 76 1.8.2012 N 1 1.2.2013 6 R-COP PR V4 23.6.2015 34
122 M 71 1.10.2012 N 1 1.9.2013 11 R-FC CR 7 23.6.2015 32
1999,

radioterapie,

hormonalini

terapie pro

karcinom
126 7 68 1.11.2012 A prsu 0 bez lécby 7 23.6.2015 31
127 M 64 1.12.2012 N 1 bez lécby z 23.6.2015 30
128 M 75 1.1.2013 N 0 bez lécby 7 23.6.2015 29
129 Y4 62 1.1.2013 N 0 bez lé¢by Y4 25.6.2015 29
130 7 56 1.1.2013 N 0 bez léby 7 25.6.2015 29
131 M 62 1.1.2013 N 0 bez lécby 7 25.6.2015 29
solorituximab,
Levact,

132 7 67 1.1.2013 N 1 21.10.2014 21 idealisib/placebo PR 7 25.6.2015 29
133 M 60 1.1.2013 N 4 1.1.2013 1 R-FC CR 7 25.6.2015 29
134 M 74 1.2.2013 N 2 1.2.2013 1 R-CHOP, R-COP CR 7 25.6.2015 28
135 7 57 1.2.2013 N 0 bez lécby 7 25.6.2015 28
136 M 39 1.2.2013 N 1 1.11.2014 21 R-FC CR 7 25.6.2015 28
137 M 62 1.11.2012 N 1 bez lécby 7 25.6.2015 31
138 M 72 1.3.2013 N 1 1.4.2013 1 R-FC CR N 25.6.2015 27 CLL
139 M 40 1.5.2013 N 1 bez l1é¢by 7 25.6.2015 25
140 7 50 1.4.2013 N 1 bez lécby 7 25.6.2015 26
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Tabulka 3 (pokracovdni): Soubor pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

Lécba
pro Stadium Doba
jinou Rok a typ nemoci Doba od Soucasnost Doba preziti
Pohlavi | Veék pri malig. lécby pro dle Raie Datum zachytu po Soucasnost k sledova- od PFi¢ina
(Muz/ | zachytu Datum (Ano/ jinou (pFi zahdjeni zacatek lé¢by Uspésnost (Zije/ datu/datum -ni zachytu | amrti (CLL/
ID Zena) (roky) zachytu Ne) malignitu zachytu) l1écby (mésice) Typ lécby l.linie l1écby Nezije) umrti (mésice) | (mésice) jind)
solorituximab,
Levact,
141 M 62 1.4.2013 N 1 1.9.2014 17 idealisib/placebo CR V4 25.6.2015 26
143 7 64 1.6.2013 N 0 bez lé¢by 7 25.6.2015 24
144 M 57 1.7.2013 N 1 bez lécby V4 25.6.2015 23
145 M 66 1.7.2013 N 1 1.6.2014 11 R-FC CR 7 25.6.2015 23
146 M 48 1.7.2013 N 1 bez lécby z 25.6.2015 23

Legenda pro tabulku 3: M - muz, Z - Zena, A - ano, N (5.sloupec)- ne, AT-aktinoterapie, CHT-chemoterapie, CR - kompletni remise, PR - parcialni remise,

N - neZije, Z (12. sloupec) - Zije
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Tabulka 4: Cytogenetické nalezy u souboru pacientu s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

B D13S3 | D13S3
ATM (% 19 19 13934
ATM | patolo-- D13S31 2. 2. 13g34 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TPS3 | MYB | MYB | D135319 9 klon | kon | (amp | 1) D1273 | D1273 | SEC63 | SEC63
Karyotyp kopii) | bunék) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) [ (%p.b) (p.k) (%p.b) | (pk) |(%p.b)|1)(pk) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b)| (p-k) | (%p.b)
1
46,XY,del(13)(q13q14)[6]
46,XY[10] 2 2 2 1 60 2 2
2 46,XX,add(3)(p21),del(13)(q1333)[3]
46,idem,del(11)(q13923)[13]
46,XX[1] 1 50 2 2 0 85 1 5 2 2
3
45,XY,del(8)(p?21),der(17;18)(q10;q10)[4]
46,XY[11] 2 1 44 2 2 2 2
4 46,XY,add(11)(q21)[10]
46,XY,1(2;?7)(p11;p11),add(11)(q21)[9]
46,XY[8] 1 66 2 2 1 21 2 2
> 46,XY[15] 2 2 2 2 2 2
6
46,XY,t(14;19)(g32;q13)[1]
46,XY,t(14;19)(q32;913),add(18)(p11)[14] 2 2 2 2 2 2
/ 46,XY[15] 2 2 2 2 2 2
8 46,XY,del(13)(q13q14)[3]
46,XY[12] 2 2 2 0 60 2 2
9
46,XY,del(13)(q14921)[2]
46,XY[13] 2 2 2 1 60 2 2
10 46,XX[20] 2 2 2 0 50 2 2
11
46,XX,del(11)(q21q23)[4]
45,XX,add(1)(q41),del(11)(g21923),-
14,der(18)t(14;18)(q11;p11)[10]
46,XX[3] 1 90 2 1 85 2 2 2
12 46,XX[15] 2 2 1 2 2 2 2
13 46,XX[20] 2 2 2 2 2
14 46,XY[15] 2 2 1 70 2 2
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Tabulka 4 (pokracovani): Cytogenetické nalezy u souboru pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

D D1353 | D1353
ATM (% 19 19 13934
ATM | patolo-- D13S31 2. 2. 13g34 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TP53 | MYB | Mys | D13s319 | o Kon | Kon | (amp | 1) D123 | D1273 | SEC63 | SECE3
Karyotyp kopii) | bunék) | (p.k) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b) (p-k) (%p.b) | (p.k) | (%p.b) ]| 1)(pk) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b)
15 46,XY[15] 2 2 1 15 2 2
16 47,XY,+12,der(14)inv(14)(p11g32)del(14)
(q12-21931)[15]
46,XY[1] 2 2 2 2 3 76
17 46,X,-X,t(2;12)(q24;p13),+12[16] 2 2 2 2 3 50
18
46,XX,add(5)(pter)[14]
46,XX[1] 2 2 2 2 2
19 47,XY,+12[7]
46,XY[13] 2 2 2 2 3 25
20 46,XY[15] 2 2 1 65 2 2
21
46,XX,1(7;13)(p15;q14)[8]
46,XX[12] 2 2 2
22 46,XY[17] 2 2 1 44 0 8 2 2 2
23 46,XX,del(13((q13922)[14]
46,XX[1] 2 2 1 46 o | 22 | 2 2
2
46,XX,del(11)(g21)[19]
46,XX[1] 1 90 2 2 2 2
25 | 46,XX,del(11)(q21q23),t(11;14;12)(q13;931;q24)
[9]
46,idem,add(16)(q24)[11]
46,XX[1] 1 80 2 2 2 2
%
46,XY,del(13)(q13921)[7]
46,XY[10] 2 1 15 2 2
27
46,XY,del(11)(q13923),del(13)(q13921)[13]
46,idem,der(17)t(2;17)(p13;925)[10]
46,XY[1] 1 73 2 1 75 2 2
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Tabulka 4 (pokracovani): Cytogenetické nalezy u souboru pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

m D1353 | D1353
ATM (% 19 19 13934
ATM | patolo-- D13S31 2. 2. 13g34 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TP53 | MYB | MYB | D13s319 9 Kon | Kon | amp | 1) D1273 | D12Z3 | SEC63 | SEC63
Karyotyp kopii) | bunék) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) (p-k) (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | 1)(pk) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b)
28 46,XY,1(2:18)(p12;q22)[ 14146, XY[1] 2 2 1 a5 2 2
29 46,XY[20] 2 2 1 79 2 2
30 46,XX[20] 2 2 1 75 2 2
31 46,XY[20] 2 2 2 2 2
32
46,XX,del(11)(g21922)[19]/
46,idem,(1,;18)(p21;923)[2] 1 99 2 1 99 2 2
3 47,XY,+12[3]/46,XY[11] 2 2 2 2 3 7
341 46,XY,del(6)(q14-16),del(11)(q21024)[7]46,XY[7] | 1 11 2 2 2 2 1 12
35 | 46,XY,add(6)(p21),der(9)t(6;9)(p21;p13)del(9)
(913922),add(17)(p11.2),inc[1]
46,idem, -2x8,-9,-15,-18,-21,+6mar,inc[1]
46,XY[8] 2 1 65 1 76 2 2 2
36 46,XY[15] 2 2 1 65 0 12 2 2
37 47 XX,+12[3]46,XX[13] 2 2 2 2 3 13
38 46,XY,del(6)(q13)[21]46,XY[1] 2 2 2 2 2
39
37-40,XY,add(2)(p?ter),-3,-11,-12,-13,-13,-14,-17,-
19,+3-5mar([cp9]
40 | 46,XY,der(10)t(10;13)(p13;q14),der(13)t(10;13)
(p13;913),+mar[cp8]
46,XY,1(7:?)(q11;?),der(10)t(10;13)(p13;q14),
der(13)t(10;13)(p13;q13)[cp8]46,XY, (2;18)
(p12;922)[cp5]
46,XY[3] 2 1 23 0 65 2 2
a1 47,XY,+12[20] 2 2 2 2 3 75
42 46,XY,del(1)(q32q42)[13146,XY[7] 2 2 1 15 2 2
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Tabulka 4 (pokracovani): Cytogenetické nalezy u souboru pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

m D1353 | D1353
ATM (% 19 19 13934
ATM patolo-- D13S31 2. 2. 13934 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TP53 | MYB | MYB | D13s319 9 Kon | Kon | amp | 1) D1273 | D12Z3 | SEC63 | SEC63
Karyotyp kopii) | bunék) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) (p-k) (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | 1)(pk) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b)
43 46,XY[20] 2 2 2 2 2
a4 46,XY[15] 2 2 1 48 2 2
45 47,XY,+12[1]46,XY[19] 2 2 2 2 3 15
46 46,XX,del(13)(q14922)[15]46,XX[6] 2 2 1 80 2 2
47 46,XY[17] 2 2 2 2 2
48 46,X,-X,+12[15]46,idem, del(13)(q12q14)[5] 2 2 2 2 3 38
49 47 XX,+12[5]/46,XX[15] 2 2 2 2 3 16
>0 46, XX[15] 2 2 2 2 2
51
47,XX,+12[10]47,XX,+12,del(13)(q13G22)[9]
46,XX[1] 2 2 2 2 3 10
52
46,XY,del(11)(q2123)[5]46,idem, del(15)(q21q22)
[8]46,XY[2] 1 80 2 1 9 2 2
>3 46,XY[20] 2 2 1 95 2 2
>4 47,XY,+12[6]46,XY[3] 2 2 2 2 3 70
> 46,XX,add(8)(p1?1)[5]/46,XX[10] 2 2 2 1 | 30 2
26 46,XY[15] 1 10 2 0 79 2 2
>7 46, XX[19] 2 2 1 85 2 2 2
>8 46,XX[15] 2 2 1 62 2 2
>9 46,XY[15] 2 2 1 56 2 2
60 47 XY,+12[141/46,XY[1] 2 2 2 2 3 50
61 46,XY,add(?7)(qter)[4]/46,XY[16] 1 7 2 2 2
62 | 82-86<4n>XXXX,-X,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-9,-10,-12,-
13,-13,-14,-15,-16,-17,-17,-18,-18,-20, +4-
9mar([cp20] 4 83 2 2 4 82 4 82
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Tabulka 4 (pokracovani): Cytogenetické nalezy u souboru pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

m D1353 | D1353
ATM (% 19 19 13934
ATM | patolo-- D13S31 2. 2. 13g34 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TP53 | MYB | MYB | D13s319 | 9 Kon | Kon | (amp | 1) 1223 | D123 | sEC63 | SECE3
Karyotyp kopii) | bunék) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) (p-k) (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | 1)(pk) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b)
63 46,XY,del(11)(q22923)[5]/
46,X,-Y,del(11)(g22923),+mar([8]/46,XY[3] 1 95 2 2 2 2
64 | 46,XY,del(11)(q21q24),del(13)(q13q21)[14]/
46,XY[6] 1 79 2 1 84 2 2
65 46,XY,del(11)(q1323)[4]46,XY[11] 1 33 2 2 2 2
66 46,XX[15] 2 2 2 2 2 2
67 46,XY[20] 2 2 2 2 2
63 47,XX,+12[8]/47,idem,del(6)(?q21925)[3]/
46,XX[3] 2 2 2 2 3 65 1 9
69 46,XY,del(6)(q13925)[20] 2 2 2 2 2 1 81
70 46,XY[20] 2 2 2 2 2 2
1 46,XX[15] 2 2 1 86 2 2
72 | 46,XX,t(8;14)(q24;932),add(20)(q11.2-13.1)[6]/
46,XX[14] 2 2 1 5 2 2
3 47 XY,+12[15] 2 2 2 2 3 69
74 46,XY,del(6)(q21925)[20] 2 2 1 76 2 2 1 75
s 46,XX[20] 2 2 1 90 2 2
76 46,XY[15] 2 2 2 2 2
77 48,XX,t(8;14)(024;q32),+2mar[7]/
48,idem,del(14)(q2?2932)[13] 2 2 2 2 2
78 | 46,XY,del(10)(q?11q21),del(11)(q22q23)[13)/
46,XY[2] 1 68 2 1 87 2 2
& 46,XY[15] 2 2 1 77 2 2
80 46,XY,del(11)(q?21)[5]/46,XY[15] 1 21 2 2 2 2
81 46,XX,del(11)(q21925),-18,i(22)(q10),+der(?)
t(18;?)(q?12;?)[5]1/
45,idem,der(14;?15)(q10;q10)[10] 1 80 2 1 82 2 2
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Tabulka 4 (pokracovani): Cytogenetické nalezy u souboru pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

ID D1353
ATM (% D13S31 19 13934
ATM patolo-- 9 2. 13934 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TP53 | MYB | MYB | D135319 | D13S319 | 2.klon | klon | (Lamp | 2) D12z3 | D1273 | SEC63 | SEC63
Karyotyp kopii) | bunék) | (p-k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) (p-k) (%p.b) (p-k) | (%p.b) | 1) (p.k) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b)
82 46,XX,del(11)(q14)[20] 1 9 2 2 2 2
83 46,XX,t(5;9)(934;921)[20] 2 2 1 85 2 2
84 46,XX[15] 2 2 1 43 2 2
85 | 46,XY,del(11)(q21923)[1]/46,sl,der(1)(?),der(13)?
ins(13;1)(?)[6]/
46,sdI1,del(6)(q13921)[17] 1 92 2 1 86 2 2 1 68
86 46,XY,del(6)(q14-16,q24)[2]/46,XY[18] 2 2 2 2 2 1 18
87 45,XY,der(3)t(3;17)(q2?7,q11.2),-17[3)/
44,XY,der(3)t(3;6)(q2?1,q14-16),-4,der(6)t(6;17)
(914-16;q11.2),der(13)t(3;13)(q2?1;p11)t(3;17)
(92?7,911.2),- 2 1 77 1 6 2 2
88 | 46,XY,der(1)t(1;?)(q21;?),del(6)(q21),der(8)t(8;13)
(p11;921),der(13)t(1;13)(q21;913)[13]/46,XY[6] 2 2 1 30 2 2 1 37
89 45,XY,der(6;18)(p10;q10),der(17)del(17)(p10)
del(17)(g2?2)[7]/
44,XY,der(6;18)(p10;q10),der(14;17)(q10;910)[6]/
46,XY[6] 2 1 82 2 2 2 1 73
90 46,XY,del(11)(q14)[4]/
46,sl,der(12)t(12;?)(p13;?)[1]/
45,sdl1,-6,del(6)(g21g25),der(8)t(6;8)
(q13;p12)[3]/46,sl,del(6)(q13)[3]/46,sl,- 1 88 2 2 2 2 1 45
o1 46,XY,del(6)(q?13q25-27)[6]/46,XY[4] 2 2 2 2 2 1 74
92 47, XY,+12[12]/46,XY[3] 2 2 2 2 3 58
93 | 46,XY,-17,+marl,+mar2[cp3]46,XY[17]DODATEK -
upresnény karyotyp dle wcp
FISH:46,XY,t(14;17)(q24;925)[3]1/46,XY[17] 2 2 2 2 2 2
94 46,XY[15] 2 2 2 2 2
9 46,XX[15] 2 2 1 74 2 2

57




Tabulka 4 (pokracovani): Cytogenetické nalezy u souboru pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

m D1353 | D1353
ATM (% 19 19 13934
ATM | patolo-- D13S31 2. 2. 13g34 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TP53 | MYB | Mys | D13s319 | o Kon | Kon | (amp | 1) D123 | D1273 | SEC63 | SECE3
Karyotyp kopii) | bunék) | (p.k) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b) (p-k) (%p.b) | (p.k) | (%p.b) ]| 1)(pk) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b)
% | 46,XY,der(18)t(2;18)(p11.2;p11.1)[6]/46,XY[12] | 2 2 1 54 2 2
97 46,XY,del(13)(q13931-33)[2]/
47,XY,+12[1]/46,XY[17] 2 2 1 13 2 2
o8 46,XY[20] 2 2 2 2 2 2
% 47, XX,+12[13]/46,XX[2] 2 2 2 2 3 38
100 46,XX,t(11;14)(q13;932)[10]/
46,XX,del(13)(q12921)[4]/
46,XX[6] 2 2 1 13 2 2
101
46,XY[15] 2 2 2 2 2 2
102 | 46,XY,1(8;14)(q24;932),del(11)(q14q23)[10)/
46,XY,del(13)(q14931-33)[6]/46,XY[3] 1 39 2 1 60 2 2
103 46,XY[15] 2 2 2 2 2 2 2
102
46,XX[15] 2 2 1 36 2 2
105 46,XY,del(11)(q22q24)[31/46,XY[12] 1 33 2 1 23 2 2
106 46,X,del(X)(q?22-24),1(4:6)(q31,925-27),
del(11)(?q14-22q23)[4]/
47,idem,+7[10]/46,XX[5] 1 45 2 2 2 2 2
107 46,XY,del(11)(14-22)[6]/
46,idem,add(6)(g2?2),der(9)t(6;9)(q2?2;p2?1)[8]/
46,idem,add(6)(qg?ter)[5]/
46,XY[4]
DODATEK: upfesnéni zapisu karyotypu dle
dodatecnych FISH 1 86 2 1 14 2 2 2
108 47, XY,+12[19]/46,XY[1] 2 2 2 2 3 70
109 46,XX,del(6)(q?13922)[71/46,XX[13] 2 2 1 71 2 2 1 | a0
10| 46 xX,der(10)t(2;10)(?p12;026)[16]/46,XX[4] 2 2 2 2 2
111 46,XY[19] 2 2 1 2 2 2
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Tabulka 4 (pokracovani): Cytogenetické nalezy u souboru pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

m D1353 | D1353
ATM (% 19 19 13934
ATM | patolo-- D13S31 2. 2. 13g34 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TP53 | MYB | MYB | D13s319 | 9 Kon | Kon | (amp | 1) 1223 | D123 | sEC63 | SECE3
Karyotyp kopii) | bunék) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) (p-k) (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | 1)(pk) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b)
112 46,XY[16] 2 2 2 2 2
113 46,XY[20] 2 2 1 10 2 2
114 47,XY,+12[19]/46,XY[1] 2 2 1 68 2 3 68
115 46,XY[20] 2 2 1 65 2 2
116 46,XY[20] 2 2 2 2 2 2
117 46,XY,del(13)(q13q14)[9]/46,XY[11] 2 2 1 85 2 2
118 46,XY[20] 2 2 1 55 2 2 2
119 46,XY[15] 1 9 2 1 77 2 2
120 46,XY[15] 2 2 1 91 2 2
121 46,XX,del(14)(q24932)[31/
45,idem,-9,der(17)t(9;17)(q12;p11.72)[5]/
47,idem,+12[3]/
46,idem,del(3)(p1?4)[2]/
46,idem,del(17)(p11.72)[2]/46,XX[4] 2 1 | 38 1 9 2 2
122 46,XY[20] 2 2 1 75 2 2
123 46,XY[15] 2 2 2 2 2 2
124 46,XX,der(4)t(2;4)(p1?2;p15)[6]/
46,sl,add(6)(q1?4-16)[2]/
46,XX,del(4)(p15),add(11)(q22),der(16)t(2;16)
(p172;p13.73)[2]/
46,s12,-?X,+mar[2]/46,XX[6] 1 25 2 2 2 2 1 10
125 46,XX[20] 2 2 1 73 2 2
126 46,XX[20] 2 2 1 10 2 2 2
127 | 46,XY,der(12)inv dup(p12p13)dir dup(p12p13)[4]/
46,XY[16] 2 2 2 2 2
128 46,XY[9)] 2 2 2 2 2
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Tabulka 4 (pokracovani): Cytogenetické nalezy u souboru pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

m D1353 | D1353
ATM (% 19 19 13934
ATM | patolo-- D13S31 2. 2. 13g34 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TP53 | MYB | MYB | D13s319 | 9 Kon | Kon | (amp | 1) 1223 | D123 | sEC63 | SECE3
Karyotyp kopii) | bunék) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) (p-k) (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | 1)(pk) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b) | (p.k) | (%p.b)
129 47 XX, +12[5]/46,XX[18] 2 2 2 2 3 25
130 46,XX[20] 2 2 1 55 2 2
131 46,XY[20] 2 2 0 49 2 2 2
132 46,XX,del(11)(q21q23)[12]/46,XX[3] 1 70 2 1 2 2 2
133 46,XY,del(13)(q142q21),inc[2]/46,XY[23] 2 2 1 17 2 2
134 46,XY,del(11)(q21023)[9]/
46,idem,+2,dic(2;18)(q11;p11)[5]/46,XY[6] 1 a8 2 2 2 2
135 | 47,XX,+12[8]/47,idem,del(13)(q14q22)[10]/
46,XX[2] 2 2 2 2 3 31
136 46,XY,del(11)(q23),2del(13)(q13q21)[11]/
46,XY[10] 1 2 2 1 72 2 2
137 | 46,XY,del(14)(q24),der(21)t(14;21)(q32;922)[14]/
46,XY[1] 2 2 1 57 2 2
138 46,XY,?add(17)(p11.2)[6]/
46,sl,del(6)(q?16926)[4]/
45,sd11,-8,?der(17;21)(q10;910),+mar([2]/
44,51,add(3)(p22-24),-5,-16[4]/
46,s1,del(11)(q22q23)[3]/46,XY[2] 1 18 1 | e 2 2 2 1 15
139 49 XY,+12,+18,+19[18]/46,XY[2] 2 2 1 67 1 67 2 3 12
140 46,XX[12] 2 2 1 57 2 2
141 46,XY,del(6)(q13921)[4]/46,XY[15] 2 2 2 2 2 1 6
142 46,XY,der(1)t(1;10)(p22;q24),der(10)t(10;11)
(g24;?p)t(1;11)(p22;?p),der(11)ins(11;1)(p11.2;?)
del(11)(p?)del(11)(q14-22G23)[14]/
47,XY,+12[4]/46,XY[2] 1 46 2 2 1 25 2 3 40
143 47 XX,+12[21/46,XX[18] 2 2 2 2 3 35
144 | 46,XY,+12[3]/46,idem,t(14;19)(q32;q13)[11]/
46,XY[6] 2 2 2 2 3 65
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Tabulka 4 (pokracovani): Cytogenetické nalezy u souboru pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL)

D D1353 | D1353
ATM (% 19 19 13934
ATM | patolo-- D13S31 2. 2. 13g34 | (LAMP
(potet | -gickych | TP53 | TP53 | MYB | Mys | D13s319 | o Kon | Kon | (amp | 1) D123 | D1273 | SEC63 | SECE3
Karyotyp kopii) | bunék) | (p.k) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b) (p-k) (%p.b) | (p.k) | (%p.b) ]| 1)(pk) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b) | (p-k) | (%p.b)
145 46,XY[20] 2 2 2 2 2
146 46,XY,t(14;18)(q32;921)[131/46,XY[7] 2 2 1 65 2 2

Legenda: p. k - pocet kopii genu, % p. b - procento patologickych bun¢k, FISH-fluorescenéni in situ hybridizace
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9 PREZENTACE A INTERPRETACE ZISKANYCH UDAJU

9.1 Vyhodnoceni souboru pacienti

Anonymni data jsou nasbirana od pacienti, U kterych byla zachycena chronicka
lymfocytarni leukémie (CLL) v obdobi od ledna 2007 az do Cervence 2013. Data jsou
k vidéni v tabulce ¢. 3. Hodnoceny soubor ma celkem 146 pacientt, z toho je zde 98
muzi (67 %) a 48 zen (33 %). Median véku pii zachytu je 62 let, nejmladsi pacient mél
v dobé zachytu onemocnéni 33 let (pacient ¢. 45) a nejstarsi pacient 79 let. Z celého
souboru bylo 6 osob 1é¢eno Vv piedchozich letech i pro jinou malignitu, z toho 4 osoby
byly pro danou malignitu 1é¢eny ozafovanim a dvé osoby chemoterapeuticky.

Pii zachytu onemocnéni bylo 41 osob dle hodnoceni podle Raie ve stadiu O;
61 osob ve stadiu 1; 19 osob ve stadiu 2; 16 osob ve stadiu 3 a 9 osob ve stadiu 4.
Median doby od zachytu onemocnéni po zacatek 1é¢by je v ramci celého souboru 14
mésict. Median doby sledovani 1é¢by od zachytu po souéasnost je vV ramci tohoto souboru
52 mésicu.

Po prvni linii 1é¢by nastala kompletni hematologicka remise u 72 0sob (49 %),
29 osob (20 %) bylo po 1é¢bé prvni linie v parcialni remisi a 44 osob (30 %) bylo 1é¢eno
jen symptomaticky. U pacienta ¢. 43 nebyla zjisténa aktualni Gispé$nost 1é€by. V soucasné
dobé je nazivu 120 osob (82 %) z celkového poctu 146. Na nasledky CLL zemielo 24
osob (16 %) s medianem preziti 41 mésic. Median preziti informuje o dobé, ktera

uplynula od stanoveni diagnézy po umrti pacienta.

9.2 Vyhodnoceni vysledki metody FISH

9.2.1 Cetnost jednotlivych aberaci

Vyhodnotili jsme z tabulky ¢. 4 vysledky zachycené metodou fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH) u 146 pacientd s chronickou lymfocytarni leukémii. U pacienta ¢. 39
nebyly vysledky z této metody dostupné. Zjistovali jsme, zda byly na zéklad¢ tohoto
molekularné-cytogenetického vySetfeni zachyceny delece jednotlivych gent, piipadné
trisomie 12. chromosomu. Dale jsme tyto mutace roztiidili dle toho, zda byly objeveny
jako samostatné, anebo v kombinaci s dalsi mutaci.

U 29 pacienti (20 %) ze 145 hodnocenych pacientd nebyla metodou FISH

diagnostiky zachycena Zadna hledana zména. U zbylych 116 byly tyto chromosomové
62



zmény zachyceny vV rizném zastoupeni. Z tohoto po¢tu mélo 83 pacientl (72 %) pouze
jednu samostatnou mutaci, u 29 pacienti (25 %) byly zachyceny dvé mutace a u 5

pacientt (3 %) byla zachycena kombinace tfi mutaci.

Dle vytvoten¢ho grafu €. 1 (viz nize) lze zjistit, ze u pacientli se samostatnou
mutaci se nejvice vyskytovala delece 13914 (D13S319) a to u 43 % pacientd a druha
nejcastéjsi byla trisomie chromosomu 12 u 17 % pacientl. Delece 11922-23 (ATM) byla
nalezena u 7 % pacientti. U 3 % pacientd byla nalezena delece 6923 (SEC63), u 1 % se
vyskytovala delece 17p13.1 (TP53) a u 1 % pacientd byla zachycena delece 13q34
(LAMP1).

Graf 1: Pomérné zastoupeni jednotlivych chromosomovych zmén zachycenych
metodou FISH

Zastoupeni jednotlivych zmén u pacienti zachycenych
metodou FISH

mdelece 11¢922-23 mdelece 17p13.1
= delece 6923 m delece 13q14
m delece 13934 = trisomie 12

m kombinace dvou az tii mutaci

1%
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Delece 11g22-23 (ATM)

Monoalelicka delece 11922-23 (gen ATM) byla nalezena u 31 pacientt, z ¢ehoz
u 9 pacientt (7 %) byla pfitomna jako samostatna mutace. Zbyli pacienti méli ptitomné
dv¢ az tii mutace zaroven. U 15 pacienti byla spole¢né s deleci ATM prokazana delece
13914 a 3 pacienti méli zaroven s deleci ATM piitomnou deleci 6923.

Pacient ¢. 2 mél zaroven s deleci ATM také pritomnou bialelickou deleci 13q14
v 1. klonu a monoalelickou deleci 13g14 ve 2. klonu. U pacienta ¢. 85 byla odhalena
kombinace vSech tii mutaci - delece ATM, delece 13q14 a také delece 6g23. U pacienta ¢.
138 byla prokazana kombinace delece ATM, delece TP53 a zaroven delece 6g23. Pacient
¢. 142 mél v karyotypu prokazanou deleci ATM a deleci 13914 ve 2. klonu a k tomu

navic trisomii 12.

Delece 17p13.1 (TP53)

Delece 17p13.1 (gen TP53) v monoalelické form¢ byla nalezena u 7 pacienti,
z nichz pouze pacient ¢. 3 mél tuto mutaci pfitomnou samostatné. U 4 pacienti byla
prokazana delece TP53 spolu s deleci 13q14. U pacienta ¢. 89 byla prokazana delece
TP53 a delece 6¢23.

Delece 6921 (MYB)
Diagnostika delece 6g21(gen MYB) byla provedena u 10 pacientt @ u zadného

z nich nebyla zjisténa delece tohoto genu. Do grafu ¢. 1 tedy nebyla tato delece

zaznamenana a data 0 téchto pacientech byla pfifazena do skupiny beze zmény.

Delece 13gl4 (D13S319)

Delece 13914 (lokus D13S319) v 1. klonu byla nalezena u 74 pacientt, z ¢ehoz
U 68 pacienti byla tato delece pfitomna jako monoalelicka a u 6 byla delece nalezena
v bialelické formé.

Jako samostatna mutace byla delece 13914 piitomna u 48 pacientd, U 3 z nich
probéhla delece obou alel genu. Delece 13914 v tomto klonu se objevila v kombinaci
s deleci 6023 u 3 pacientd a S trisomii 12 u pacienta ¢. 114. U pacienta ¢. 139 se
delece 13914 objevila jak v 1. tak i ve 2. klonu a navic se zde vyskytovala trisomie 12.

Ve 2. klonu nadorovych bunék se tato mutace 13914 objevila u 6 pacientu,
z nichz u 3z nich byla tato mutace nalezena jako samostatna bialelickd a u dalsich

3 z nich se vyskytovala jako monoalelicka delece v kombinaci s dal§imi zmé&nami.
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Delece 13934 (LAMP1)
Delece 13934 (LAMP1) byla pfitomna pouze u pacienta ¢. 55.

Trisomie chromosomu 12 (D12Z3)
Trisomie chromosomu 12 (lokus D12Z3) byla diagnostikovana u 24 pacientd,
z ¢ehoz u 20 se tato mutace objevovala samostatné. U pacienta ¢. 68 byla navic zjisténa

delece 6q23.

Delece 6923 (SEC63)
Jako posledni byla zjistovana metodou FISH delece genu 6023 (SEC63) a to u 33
pacienti z celkovych 146. Tato delece v monoalelické formé& byla nalezena u 14

pacientll, Z nichz pouze U 4 byla pfitomna jako samostatnd mutace.

9.2.2 Analyza vyznamu nalezenych mutaci

V tabulce ¢. 5 (viz niZe) jsou zaznamendny nalezené¢ chromosomové zmény
u pacientll s CLL zachycené metodou FISH. U jednotlivych mutaci je uveden pocet
ptipadil a pocet zemielych. Déle jsou u kazdé aberace vypocteny mediany doby od zachytu
CLL do zahijeni lécby, mediany doby sledovani a mediany doby pieZiti u zemfielych
pacientli, pfipadné¢ zda byly néjaké osoby s danou mutaci léCeny i pro jiné maligni
onemocnéni. Nejdiive jsou uvedeny udaje u samostatnych aberaci a poté u komplexnich
zmén. Tytéz hodnoty jsou v zavéru tabulky sledovany i u pacientd, u kterych za pomoci

metody FISH nebyly nalezeny zadné zmény.

Tabulka 5: Hodnoty u jednotlivych chromosomovych zmén

Iécba
median median pro
doby od doby jinou

zachytu do | median preziti malig.
pocet pocet zahdjeni doby -u -pocet
pripadl | zemfrelych |éCby sledovani | zemrelych| osob
samostatna delece 11g22-23 9 3(33%) 2 50,5 a7 2
samostatna delece 17p13.1 1 1(100%) 13 58
samostatnd delece 13q14 48 2(4%) 11 53 59,5 2
samostatna delece 1334 1 0 (0%) 58
samostatna trisomie
chromosomu 12 20 3 (15%) 8 60 43 2
samostatnd delece 623 4 1(25%) 7 46 39
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Tabulka 5 (pokracovdni): Hodnoty u jednotlivych chromosomovych zmén

lécba
medidn medidn | pro
doby od doby | jinou
zachytudo| median preziti | malig.
pocet pocet zahdjeni doby -u | -pocet
pripadl | zemfrelych Iécby | sledovani | zemielych | osob
dvé chromosomové mutace 28 7(25%) 13 52 34
delece 11g22-23 a 13q14 15 2(13%) 18 58 37,5
delece 17p13.1 a 13q14 4 2(50%) 6 60 18,5
delece 11g22-23 a 6923 3 2(66%) 14 32 10,5
delece 13914 a 6g23 3 0(0%) 4 50
tfi chromosomové mutace 5 2(40%) 1,5 25 38,5
beze zmény pfi FISH 29 5(17%) 4,5 50 49
beze zmény pfi FISH
i G-pruhovani 20 3(15%) 7 46 49
beze zmény pfi FISH,
se zménami pti G-pruhovani 9 2(22%) 4 50 49,5

Median doby od zachytu onemocnéni po 1é¢bu
Z tabulky €. 5 je zfejmé, Ze nejkrat§i medidn doby od zachytu onemocnéni po 1écbu
byl zachycen u pacienti s kombinaci tfi chromosomovych zmén (1,5 mésice) a naopak

nejdelsi bylo toto obdobi u kombinace delece 11922-23 a 13914 (18 mésict).

Median doby sledovani

Nejkratsi dobu (25 mésicli) byli sledovani pacienti se tfemi chromosomovymi
mutacemi. Nejdelsi median doby sledovani (60 mésicii) byl zjistén u samostatné trisomie
chromosomu 12 a ten samy udaj byl vypocten také u pacientd, kteti méli soucasné deleci
17p13.1 a 13qg14.

Median preziti

Nejkrat$i median pieziti (10, 5 mésice) byl nalezen u soucasné nalezené kombinace
delece 11922-23 a 6923, nejdelsi median preziti méli pacienti se samostatnou deleci 13q14
(59, 5 mésice).

Pocet zemrelych
Pocetné¢ nejvice zemfielych (7 1lidi) bylo zachyceno u kombinace dvou
chromosomovych zmén. AvSak procentuelné vzato, nejhorsi vysledky (100 %) byly

nalezeny u samostatné delece 17p13.1, kdy byl diagnostikovan pouze 1 pacient s touto
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aberaci, ktery poté na nasledky CLL zemfel. Velmi nepfizniva je také v souboru
kombinace delece 11g22-23 a delece 6923, kdy bylo zemielych az 66 % a druha nejhorsi je
kombinace delece 17p13.1 a 13914 (50 % zemielych). Naopak nejnizsi pocet pacientd,
kteti podlehli této nemoci, byl nalezen u deleci zahrnujicich chromosom 13, ¢ili delece

13914 a delece 13g34.

Lécba pro predchozi malignitu

Pro ptedchozi malignitu bylo radioterapeuticky a chemoterapeuticky 1é¢eno celkem
6 osob. Ctyfi pacientky stale Ziji, jedna se o pacientky s deleci 13q14 (&. 72 a & 126)
a pacientky s trisomii chromosomu 12 (¢. 37 a €. 99). Dv¢ pacientky (¢. 24 a ¢. 25) se

samostatnou deleci 11q22-23, zemiely na nasledky CLL.

Pacienti beze zmén p¥i FISH

Z tabulky ¢. 5 vyplyva, Zze metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH) nebyla
diagnostikovéna zadna zména u 29 ptipadi. Celkem 20 z téchto pacientli nemélo Zadnou
zménu zachycenou ani pfi G-pruhovani, v této skupiné vSak zemfeli 3 lidé, s medidnem
preziti 49 mésici.

Se zménou v G-pruhovani bylo zaznamenano 9 ptipadul, z nichz 2 zesnuli pacienti
prezili 49,5 mésice od zacatku lécby, tedy obdobné jako u ptedchozi skupiny.
V G-pruhovani se u téchto pacientl objevila translokace t(14;19), t(18;14) a také t(7;13).
Pfi pouziti této pruhovaci metody byla dale zachycena delece na chromosomu 6, ztrata
chromosomu 17 a nadbyte¢ny chromosomovy material na chromosomech 18 a 5.
V karyotypu pacienti se také objevily derivované chromosomy 10 a 12 a v karyotypu dvou
pacientli byly nalezeny neidentifikovatelné (marker) chromosomy. Zadna z téchto zmén se

v tomto souboru téchto deviti pacientii neopakovala.
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10 DISKUZE

Tato bakalafskd prace na téma ,,Vyznam cytogenetickych vysetieni nadorovych
bunék u pacientti s vybranymi hematologickymi malignitami® je pfevazné zaméiena na
vyzkum cytogenetickych vysetfeni u pacientti s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL).
Hlavnim tkolem bylo provést zakladni statistické vyhodnoceni z poskytnutych
anonymnich dat a odpovédét na vyzkumné otazky. K danému souboru jsme stanovili dvé
vyzkumné otazky: Jaké jsou nejCastéjSi chromosomové aberace vyskytujici se
u zkoumaného souboru pacientli s chronickou lymfocytarni leukémii? Odpovida jejich
prognosticky vyznam pro pacienta ocekavani?

Na obé otazky je mozné diky naSim vysledkiim odpovédéet, avsak k presnym
zavérum by méla slouzit rozsahlejsi studie s jesté vétsim poétem pacientt, ktera by na tuto
praci mohla navazat. V diskuzi budeme srovnavat nejen samotné vysledky mezi sebou, ale
srovname je také s vysledky studii jinych autord, pfevazné zahrani¢nich, ktefi se touto
problematikou zabyvali.

V hodnoceném souboru 146 pacienti s CLL, bylo dvakrat vice muzi neZz zen.
Muzt bylo celkem 98 (67 %) a zen 48 (33 %), ¢ili muzi byli vi¢i Zenam zhruba v poméru
2:1, coz odpovida i pomérim udavanym v literatufe, napt. dle Indraka et al. (20) je pomér
muzi k Zenam 1,5-2:1.

Nejmladsi pacient mé€l v dobé€ zachytu onemocnéni 33 let a nejstarsi pacient 79 let.
Median v€ku pii zachytu byl ze statistiky vypoéten na 62 let, coz koresponduje
i s vysledky dle literatury, napt. Adam et al. (19) uvadi median veku pii zachytu 65 let.

Pokud bychom m¢li zhodnotit median doby od zachytu po 1écbu, dostavame se také
k zajimavym vysledkim. Na nasledky CLL zemielo celkem 24 osob (16 %). Chronicka
lymfocytarni leukémie je nicméné casto celkem dobie 1€Citelna, v mnoha piipadech lze
1é¢bu odloZit, coZ je potvrzeno i dle naSich vysledki. Po prvni linii 1é€by chemoterapeutiky
nastala kompletni ¢i parcialni hematologicka remise u 101 osob (70 %), zatimco a 44 0sob
(30 %) bylo 1éceno pouze symptomaticky, pficemz tito pacienti méli povétsinou karyotyp
beze zmén i se samostatnou deleci 13q14, ktera mé dle studie Dohnera et al. (25) nejlepsi
prognodzu co se tycCe délky preziti. Z tabulky ¢. 5 (str. 62-53) lze vycist, Ze nejkratsi median
doby od zichytu onemocnéni po ndslednou léCbu byl u pacienti s kombinaci tii
chromosomovych zmén (1,5 mésice), coz by odpovidalo nasim piedpokladim, Ze

komplexni zmény v takovémto rozsahu vyzaduji v€asnou 1écbu.
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Z celého souboru bylo 6 0sob v dob¢ pted zachycenim CLL lé¢eno chemoterapii
i radioterapii pro jinou malignitu. Je tedy mozné, ze tato 1éCba ziejm&é ma souvislost
s pozd&jsim vznikem chronické lymfocytarni leukémie. Ctyii pacientky z této konkrétni
skupiny stale ziji, jedna se o dv¢ pacientky s deleci 13q14 a dale o dvé pacientky s trisomii
chromosomu 12, coz jsou chromosomové aberace, u kterych je dle Indraka et al. (20)
udavana relativné dobrd prognoza s dlouhou dobou preziti. Naopak dvé pacientky, u
kterych byla diagnostikovana samostatna delece 11g22-23, zemiely brzy na nasledky CLL.

Ptitomnost delece 11g22-23 obecné znamena Spatnou progndzu pro pacienta, coz je

V tomto piipadé potvrzeno. (25)

Na tomto misté¢ si mizeme odpovédeét na prvni vyzkumnou otdzku: Jaké jsou
nejcéastéjSi chromosomové aberace vyskytujici se u zkoumaného vzorku pacientii
S chronickou lymfocytarni leukémii?

Z nasich vysledkii na zékladé metody FISH vyplyva, ze ze 145 hodnocenych
pacientt, jich 29 (20 %) bylo beze zmén, jednu zménu mélo 83 pacientd (72 %), dvé
zmény byly u 29 pacienti (25 %) a nejméné bylo pacientii s kombinaci tfi mutaci (u 5
pacientt - 3 %).

Jako samostatna aberace se v naSem souboru nejvice vyskytovala delece 13914
a tou 43 % pacientti a druha nejcastéjsi byla trisomie chromosomu 12 u 17 % pacienti.
Delece 11g22-23 byla nalezena u 7 % pacientti. U 3 % pacienttl byla nalezena delece 6q23,
a nejméné zastoupené byly delece 17p13.1 a delece 13g34. Delece 6921 (MYB) nebyla
u zadného pacienta nalezena. Nase vysledky odpovidaji pfedpokladim, nebot’ dle studie
Dohnera et al. (25) je pomérné zastoupeni jednotlivych mutaci obdobné. U pacientt s vice

aberacemi se nejvice vyskytovala kombinace delece 11g22-23 a 13q14.

Druha vyzkumna otazka znéla: Odpovida jejich prognosticky vyznam pro
pacienta o¢ekavani?

Na tuto otazku jsme se dle naSich vysledk pokusili odpovédét pomoci urceni
medianu doby pieziti u pacientl s jednou nalezenou zménou.

Nejhorsich vysledkt, tzn. nejkrat§siho medianu pfeziti, vykazovala delece 6923
(pouze 39 mésict). Progndza pro deleci 6q zatim nebyla dle vyzkumi jednoznaéné
stanovena. Na§ vysledek by mohl naznacovat spojeni se Spatnou prognézou a dalSim

postupem by mélo byt ovéfeni na veétSim poctu pacienttl.
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Druhy nejkrat$si median preziti (43 mésict) byl zjistén u samostatné trisomie
chromosomu 12, ktera je povazovana dle soucasnych studii (27) jako aberace se stiedni ¢i
spisSe lepsi progndézou srovnatelnou zhruba sdeleci 13ql4, tento vysledek tudiz
neodpovidal zcela nasim o¢ekavanim.

Median pteziti U samostatné delece 11922-23 je dle vysledkti ze zkoumaného
souboru 49 mésict, tato skutecnost fadi pacienty zhruba do stfedni ¢i horsi prognézy, coz
odpovida 1 naSim ocekavanim.

Dle naSich vysledkti ma samostatna delece 17p13.1 jeden z nejdelsich mediand
preziti (58 mésict), naopak dle studii Dohnera et al. (25) maji mit pacienti S touto deleci
nejkrat§i median pieziti s nejhorSi prognézou. Tuto skutecnost vSak nelze z naSich dat
objektivné hodnotit, a to z toho divodu, ze zde byl zachycen pouze 1 pacient s touto
samostatnou deleci, ktery pozdé¢ji na nasledky CLL zemftel.

Prognoza nemocnych se samostatnou deleci 13q14 (a 13934) je dle nasich vysledka
nejlepsi, nebot’ v této skupiné bylo nejméné zemfielych pacientl s nejdelsi dobou preziti
i sdobou sledovani od zachytu onemocnéni. Tento vysledek odpovida i vysledkim
vyzkumu dle Doéhnera et al. (25), kde se delece 13q fadi mezi pfiznivé prognostické
faktory.

Prekvapivé byly vysledky pacientl, ktefi nemaji Zadné nalezené zmény pomoci
aplikovanych metod. Prognéza téchto pacienti by méla byt relativné dobrd, dle naSeho
vyzkumu ale pacienti beze zmén pfi FISH maji medidn doby pieZiti témét srovnatelny
s deleci 11922-23. Roli ziejm¢ v tomto piipadé hraly i jiné genové mutace, které nebyly
zachycené touto metodou, a také jiné faktory nez genetické.

Pokud bychom vsak komplexné zhodnotili soubor dle medianu pteziti, nejhorsich
vysledkt dosahli pacienti se soucasné nalezenou kombinaci delece 11022-23 a 6023,
u kterych byl median pteziti pouhych 10,5 mésice, naopak nejdéle ze vSech prezili pacienti
se samostatnou deleci 13914, coz jsme i predpokladali. Zajimavé je také zjisténi, ze
pacienti se tfemi nalezenymi mutacemi méli del§i median preziti (38, 5 mésice), nez
pacienti, kteti méli pouze dvé nalezené mutace (34 mésicit). Zde opét mohly mit vyznamny
vliv 1 jiné faktory, které nebyly naSimi metodami odhalené, popiipadé mohlo jit

o kombinace nékterych mutaci s ptiznivou prognézou.
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ZAVER

Zasadnim prvkem této prace bylo vystihnout dilezitost cytogenetickych vysetfeni
u vybranych hematologickych malignit, konkrétné jsme se zaméfili na leukémie. Pro tento
vyzkum a jeho naslednou statistiku, bylo hlavnim cilem sestavit soubor pacientli, ze
kterého budou vsechny odpovédi na vyzkumné otazky vychdzet. Tento cil se podatilo
splnit. Vysledkem jsou rozsahlé tabulky zahrnujici veskeré potiebné informace (viz
tabulka ¢. 3 a ¢. 4). Dulezité pro nas byly informace o véku pacienta, jeho pohlavi a
zékladni souhrn pribéhu 1é¢by. Dale byla pro vyzkum podstatna data zachytu onemocnéni
a ptipadna data amrti, ale pfedevs$im nas zajimali cytogenetické nalezy.

Dalsim cilem bylo naucit se interpretovat karyotypy pacienti a analyzovat
cytogenetické aberace v sestaveném souboru pacientt. Tento cil se také podafilo splnit
a dle zjisténych chromosomovych aberaci byli pacienti rozttidéni do nékolika skupin.

Splnéni vSech vyty¢enych cilii vedlo k GspéSnému zodpovézeni na ob& vyzkumné
otazky. Prvni vyzkumnd otdzka se tykala Cetnosti jednotlivych cytogenetickych aberaci
Vv souboru a druhd otazka se tykala prognozy u téchto zmén. Zajimalo nas, zda budou nase
vysledky odpovidat ocekavani na zaklad¢ vysledkl jinych studii, anebo zda a v ¢em se
budou lisit. Nejcastéji se v souboru pacientll nachdzela delece 13q14, ktera méla zaroven
nejlepsi progndzu, co se tyce délky preziti. Druhd nejcastéjsi byla trisomie chromosomu 12
s relativné Spatnou prognézou a malé procento pacienti mélo deleci 11q22-23 se stfedni
prognozou. Jesté méne bylo pacientt s deleci 6q23, kteti méli dle nasich vysledkl nejhorsi
prognézu. Nejméné zastoupené byly delece 17p13.1 a delece 13q34, které se dle malého
poc¢tu vySetienych pacienti obtizn€ hodnotily. NaSe ocekavani byla splnéna jen
v nékterych ptipadech, nepotvrzena ocekavani byla podrobnéji rozebrana v diskuzi.

Jak jiz z ndzvu vyplyva, zdmérem této bakalaiské prace bylo stanoveni a definovani
vyznamu cytogenetickych vysetifeni u pacientd s hematologickymi malignitami, a to na
zaklade ziskanych poznatkll a informaci. Cytogeneticka vysetfeni jsou vyznamnou soucasti
diagnostiky hematologickych onemocnéni. Dle cytogenetickych nalezli 1ze upfesnit typ
malignity, v tomto piipadé o jaky typ leukémie se jedna. Prab¢h 1é¢by muze byt vyznamné
ovlivnén chromosomovymi aberacemi, a proto je dllezité tyto zmény pomoci
cytogenetickych metod vcas zachytit a aplikovat optimalni 1écbu. DalSim pfinosem téchto
metod je, ze pomoci nich lze dobfe sledovat UspéSnost dané 1écby a ptipadné vyvoj

onemocnéni.

71



SEZNAM ZDROJU

1. KOCAREK, Eduard, Martin PANEK a Drahuse NOVOTNA. Klinickd cytogenetika
l.: uvod do klinické cytogenetiky: vySetrovaci metody V klinické cytogenetice.

2., upr. vyd. Praha: Karolinum, 2010, 134 s. ISBN 9788024618807.

2. MICHALOVA, Kyra. Uvod do lidské cytogenetiky. 1. vyd . Brno: Institut pro dalsi
vzdélavani pracovnikil ve zdravotnictvi v Brné, 1999, 172 s. ISBN 8070132817.

3. NUSSBAUM, Robert L., Roderick R. MCINNES, Huntington F. WILLARD, James
THOMPSON a Margaret Wilson THOMPSON. Klinickd genetika: Thompson
& Thompson: 6. vyd. 1. vyd. Praha: Triton, 2004, 426, lix s. ISBN 8072544756.

4. Insertion (genetics). In: Wikipedia The Free Encyclopedia [online] Wikimedia ®.
22.12. 2015 [vid. 10. 1. 2016].
Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Insertion_(genetics)

5. KOCAREK, Eduard. Molekuldarni biologie v mediciné. 1. vyd . Brno: Narodni centrum
oSetfovatelstvi a nelékafskych zdravotnickych obort v Brné, 2007, 218 s.
ISBN 978-80-7013-450-4.

6. POSPISILOVA, Sarka, Dana DVORAKOVA a Jiti MAYER. Molekuldrni
hematologie. 1. vyd. Praha: Galén, 2013, 316 s. ISBN 978-80-7262-942-8.

7. KOLEKTIV autort. Priprava chromosomovych preparatit metodami klasické
cytogenetiky [online] Oddéleni 1ékatské genetiky Brno, 2012 [cit. 10. 1. 2016].
Dostupné z: http://telemedicina.med.muni.cz/pdm/genetika/res/f/8-molekularni-

cytogenetika.pdf

8. OTOVA, Berta. Lékarskd biologie a genetika. 1.vyd. Praha: Univerzita Karlova, 2008,
123 s. ISBN 9788024615943.


https://en.wikipedia.org/wiki/Insertion_(genetics)
http://telemedicina.med.muni.cz/pdm/genetika/res/f/8-molekularni-cytogenetika.pdf
http://telemedicina.med.muni.cz/pdm/genetika/res/f/8-molekularni-cytogenetika.pdf

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

BICKMORE Wendy A. Karyotype Analysis and Chromosome Banding. In:
Encyclopedia of life sciences [online]. Nature Publishing Group. © 2001 [cit. 11. 2.
2016]. Dostupné z: http://www.ege.fcen.uba.ar/wp-
content/uploads/2014/05/Karyotype-analysis-Chrom-Banding_Bickmore_2001.pdf

GERSEN, Steven L. a Martha B. KEAGLE. The principles of clinical cytogenetics.
3. vyd. New York Springer, 2013, 569 s . ISBN 978-1-4419-1687-7 .

SHAFFER, Lisa G, Jean MCGOWAN-JORDAN a M. SCHMID (eds.).
ISCN 2013: an international systém for human cytogenetic nomenclature (2013).
Unionville, CT: Karger, 2013, 140 s, ISBN 978-3-318-02253-7.

KUGLIK, Petr. Vybrané kapitoly z cytogenetiky. 1. vyd. Brno: Masarykova univerzita,
2000, 168 s. ISBN 8021023341.

FISH (Fluorescence in Situ Hybridization). In: Semrock [online]. Semrock. [vid.

11. 2. 2016]. Dostupné z: https://www.semrock.com/fish.aspx

MAYER, Jiti a Jan STARY.Leukemie. 1. vyd. Praha: Grada, 2002, 392 s.
ISBN 8071699918.

PENKA, Miroslav a Eva TESAROVA. Hematologie a transfuzni lékaistvi. 1. vyd.
Praha: Grada, 2011, 424 s ., 64 s . obr. pfil. ISBN 978-80-247-3459-0

BARTUNKOVA, Jitina a Milan PAULIK. Wysetfovaci metody v imunologii.
2. preprac. a dopl. vyd. Praha: Grada, 2011, 164 s., [4] s. obr. piil
ISBN 978-80-247-3533-7.

Hematopoiesis simple. In: Wikimedia commons [online]. Wikimedia commons, 2007
[vid. 11. 2. 2016]. Dostupné z:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hematopoiesis_simple.png


http://www.ege.fcen.uba.ar/wp-content/uploads/2014/05/Karyotype-analysis-Chrom-Banding_Bickmore_2001.pdf
http://www.ege.fcen.uba.ar/wp-content/uploads/2014/05/Karyotype-analysis-Chrom-Banding_Bickmore_2001.pdf
https://www.semrock.com/fish.aspx
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hematopoiesis_simple.png

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

ADAM, Zdengk, Marta KREJCI a Jiti VORLICEK. Specidini onkologie: piiznaky,
diagnostika a lécha malignich chorob. 1. vyd. Praha: Galén, 2010, xxi, 417 s.
ISBN 978-80-7262-648-9.

ADAM, Zdenék, Marta KREJCI a Jiti VORLICEK. Hematologie: prehled malignich
hematologickych nemoci. 2. dopl. a zcela preprac. vyd. Praha: Grada, 2008, 390 s., Xs.
fotogr. ptil.:. ISBN 9788024725024.

INDRAK, Karel, Stefan ALUSIK (ed.) a Magdaléna LEJSKOVA (ed.). Hematologie.
1. vyd. Praha: Triton, 2006, 278 s ., [9] s. barev. obr. pfil. Postgradualni klinicky
projekt. ISBN 80-7254-868-9 .

DOUBEK, Michael (ed.) a Jifi MAYER (ed.). Postupy diagnostiky a lécby leukemii
a jejich infekcnich komplikaci u dospélych pacientii: doporuceni Ceské leukemické
skupiny - pro Zivot (CELL). 2., pieprac. vyd. Brno: Ceska leukemicka skupina - pro
zivot, 2013, 162 s. ISBN 978-80-260-4744-5.

VOKURKA, Samuel. Zdakladni  hemato-onkologickd =~ onemocnéni a  jejich
charakteristiky. 1. vyd. Praha: Galén, 2008, 89 s. ISBN 978-80-7262-553-6.

SEER Stat Fact Sheets: Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL). In: National Cancer
Institute -Surveillance, Epidemiology and End Result Program [online] National
Cancer Institute. [cit. 15. 2. 2016]. Dostupné z:
http://seer.cancer.gov/statfacts/html/clyl.html

KOZAK, Tomas, 2008. Chronicka lymfocytarni leukémie. In: Onkologie [online]
2008, ¢. 2(3), str. 156-163. ISSN - 1803-5345. [cit. 20. 2. 2016]. Dostupné z:
http://www.onkologiecs.cz/pdfs/xon/2008/03/04.pdf

DOHNER Hartmut et al. Genomic Aberrations and Survival in Chronic Lymphocytic
Leukemia. In: The New England Journal of Medicine [online]. Massachusetts Medical
Society © 28. 12. 2000, str. 1910-1916. [cit. 21. 3. 2016]. Dostupné z:
http://www.nejm.org/doi/pdf/10.1056/NEJM200012283432602


http://seer.cancer.gov/statfacts/html/clyl.html
http://www.onkologiecs.cz/pdfs/xon/2008/03/04.pdf
http://www.nejm.org/doi/pdf/10.1056/NEJM200012283432602

26.

217.

28.

29.

30.

31.

AUSTEN Belinda et al. Mutation status of the residual ATM allele is an important
determinant of the cellular response to chemotherapy and survival in patients with
chronic lymphocytic leukemia containing an 11q deletion. In: Journal of Clinical
Oncology [online]. American Society of Clinical Oncology © 1. 12. 2007. vol. 25, no.
34, str. 5448-5457. [cit. 9. 1. 2016]. Dostupné z:
http://jco.ascopubs.org/content/25/34/5448.full

PIUGGROS, Anna, Gonzalo BLANCO a Blanca ESPINET. Genetic Abnormalities in
Chronic Lymphocytic Leukemia: Where We Are and Where We Go. In: BioMed
Research International [online]. © 22. 5. 2014 [cit. 1. 3. 2016] Dostupné z:
http://www.hindawi.com/journals/bmri/2014/435983/

STILGENBAUER, S., et al. Incidence and clinical significance of 6q deletions in B
cell chronic lymphocytic leukemia. In: Leukemia [online]. 1999, vol. 13, no. 9, str.
1331-1334. [cit. 1. 3. 2016]. Dostupné z:
http://www.nature.com/leu/journal/v13/n9/pdf/2401499a.pdf?origin=publication_detail

CRUMP, Michael et al. A Canadian Perspective for the Use of Rituximab in the
Treatment of Chronic Lymphocytic Leukemia. In: New Evidence in Oncology [online]
2/2009, ¢. 11, str. 1-17. [cit. 10. 1. 2016]. Dostupné z:
http://www.newevidence.com/oncology/a-canadian-perspective-for-the-use-of-
rituximab-in-the-treatment-of-chronic-lymphocytic-leukemia-2/

PANOVSKA, Anna a Michael DOUBEK, 2013. Chronicka lymfocytarni leukémie-
diagnostika a 1écba. In: Onkologie [online]. 2012, ¢. 7 (3), str. 117-120. ISSN-1803-
5345. [cit. 10. 1. 2016]. Dostupné z:
http://www.onkologiecs.cz/pdfs/xon/2013/03/04.pdf

ROONEY, D. Human cytogenetics: a practical approach. 3. vyd. New York: Oxford
University Press, 2001, ISBN 978-0199638406.


http://jco.ascopubs.org/content/25/34/5448.full
http://www.hindawi.com/journals/bmri/2014/435983/
http://www.nature.com/leu/journal/v13/n9/pdf/2401499a.pdf?origin=publication_detail
http://www.newevidence.com/oncology/a-canadian-perspective-for-the-use-of-rituximab-in-the-treatment-of-chronic-lymphocytic-leukemia-2/
http://www.newevidence.com/oncology/a-canadian-perspective-for-the-use-of-rituximab-in-the-treatment-of-chronic-lymphocytic-leukemia-2/
http://www.onkologiecs.cz/pdfs/xon/2013/03/04.pdf

SEZNAM ZKRATEK

A - adenin

A- ano (tabulka ¢. 3, 5. sloupec)

ALL - akutni lymfoblasticka leukémie

AML - akutni myeloidni leukémie

array CGH- array comparative genome hybridization (komparativni genomova hybridizace
na ¢ipu)

AT- aktinoterapie

ATM - ataxia telangiectasia mutated

BCR/ABLL - breakpoint cluster region- c-abl oncogene 1

C - cytosin

CCD camera - charge coupled device kamera

CD - cluster of differentiation (diferencia¢ni skupina)

CGH - comparative genome hybridization (komparativni genomova hybridizace)
CLL - chronickéa lymfocytarni leukémie

CML - chronick4 myeloidni leukémie

CNS - centralni nervova soustava

CR - kompletni remise

DAPI - 4',6-diamidin-2-fenylindol (fluorescen¢ni barvivo)

DNA - deoxyribonukleova kyselina

FISH - fluorescence in situ hybridization (fluorescen¢ni in situ hybridizace)
FN - fakultni nemocnice

G - guanin

HRT- high resolution technige (technika s vysokym rozlisenim)

CHT- chemoterapie

IgVH- variabilni oblast na téZkém fetézci imunoglobulinu

ISCN - An International System of Human Cytogenetic Nomenclature
kbp - kilobase pair

LAMP1- limbic-system-associated membrane protein 1

M (tabulka €. 3) - muz

M- mol

mBAND - multicolor banding (mnohobarevné pruhovani)

mFISH- multicolor fluorescence in situ hybridization (mnohobarevna FISH)



N- ne (tabulka ¢. 3, 5. sloupec)

N -neZzije (tabulka ¢. 3, 12. sloupec)

NCCN- National Comprehensive Cancer Network

NCI - National Cancer Institute

NK- natural killer (pfirozeni zabijeci)

NOR - nucleolar organiser regions (organizator jadérka)

p. b (%) - procento patologickych bun¢k

p. K - pocet kopii genu

PCR - polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
PR - parcialni remise

RNA - ribonukleova kyselina

SKY - spectral karyotyping (spektralni karyotypovani)

T- thymin

TP53 - tumor protein (nddorovy protein)

WHO - World Health Organization (svétova zdravotnicka organizace)
ZAP- zeta chain associated protein

7 - 7ena (tabulka ¢&. 3, 2. sloupec)

7 - Zije (tabulka ¢. 3, 12. sloupec)
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Priloha 1: R -pruhovani
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Fig. 3. R-banded human karyvogram. (Courtesy of Dr. M. Prieur.)

Zdroj: (11)

Y - 3 T ] - g 8".
N e
b = A ‘f Qo

o ;e
© mms

"



Priloha 2: C -pruhovani
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Fig.4.C-banded human karyogram. (Courtesy of Dr. N. Mandahl.)
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Priloha 3: HRT G -pruhovani
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Figure 5 Chromosome 4 shown at increasing levels of resolution approximating to: (a) 400,
(b) 550 and (c) 850 bands per haploid set. Note the subdivision of bands and subbands as
resolution increases.
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Priloha 6: Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen
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Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zéakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro oS$etfovatelskou pédi FN
Plzeri udéluji_souhlas se sbérem informaci o lé¢ebnych metodach, pouzivanych u pacientd
s chronickou lymfocytarni leukémii. Tento souhlas je vydavan pouze v souvislosti se sbérem
podklad v Ustavu lékafské genetiky (ULG) FN Plzeri, za G&elem vypracovani Vasi bakalarské
prace s nazvem ,Vyznam cytogenetickych vyS$etfeni nadorovych bunék u pacienti s vybranymi
hematologickymi malignitami®, pfi spInéni niZze uvedenych podminek.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzeri:

. Vedouci zdravotni laborantka ULG souhlasi s Va$im postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. VasSe Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic

FN Plzen, ochrany dat pacientd a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. VasSe Setreni
bude provedeno za dodrzeni vSech legislativnich _norem, zejména s ohledem na
platnost _zdkona ¢. 372/2011 _Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich
poskytovani, v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacient(, které budou uvedeny ve Vasi bakalarské
praci, musi byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalené, odborné praxe a pod

pfimym vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je RNDr. Pavel Dvorék,
odb. prac. v laboratornich metodach ULG FN Plzen.

Po zpracovani Vami zjisténych udaji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice i
organizacnimu celku FN Plzefi zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik
ZOK / OC zajem a budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkl Vaseho Setfeni na
vzdélavacich akcich poradanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikid s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naruSovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprace
zaméstnancd FN Plzen na Vasem Setfeni je dobrovolna a je vyjadfenim ochoty ke spolupraci
oslovenych zaméstnancu FN Plzen s Vami.

Preji Vam hodné uspéchl pfi studiu.

Mgr. Be. Svétluse Chabrova
manazerka pro vzdélavani a vyuku NELZP
zastupkyné namestkyné pro os. péci

Utvar ndméstkyné pro os. péci FN Plzer
tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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