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Molekulova analyza prognosticky vyznamnych markerov chronickej
lymfocytovej leukémie

Mgr. Erika Tomkova, Mgr. Jakub Petrik, RNDr. Renata Luka¢kova, RNDr. Miroslav Tomka, PhD.
Medirex, a. S., Bratislava

Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) je klinicky a biologicky zna¢ne heterogénne ochorenie. Pacienti sa vo vse-
obecnosti rozdel'uji na dve skupiny, a to na pacientov s indolentnou formou ochorenia a pacientov s agresivnou
formou so zlou prognézou. Najspol'ahlivejsimi prognostickymi markermi vyuzivanymi v klinickej praxi su stano-
venie muta¢ného statusu génu IGHV, ktory koduje variabilni oblast’ tazkého retazca imunoglobulinu, a detekcia
vyznamnych chromozémovych aberacii. V stibore 200 pacientov sme studovali zastipenie a muta¢ny status gé-
nov IGHV a zistovali pritomnost’ trizémie 12 a delécii 11q22-23, 13914 a 17p13 v slovenskej populacii. Na zaver
sme sa snazili interpretovat’ vzajomny vztah tychto prognostickych markerov.
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Molecular analysis of significant prognostic markers in chronic lymphocytic leukaemia

Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is a clinically and biologically heterogeneous disease. The majority of pa-
tients have an indolent disease course, while others may experience a far more aggressive disease and poor
overall survival. Two of the most reliable molecular prognostic markers, both of which are offered in routine di-
agnostics, are the mutational status of the immunoglobulin heavy chain variable region gene (IGHV) and de-
tection of relevant genomic aberrations. Here, we studied repertoire and mutational status of IGHV genes,
and the presence of trisomy 12 and deletions of 11g22-23, 13914, 17p13 ina cohortof 200 patients from Slovakia.

Finally, we tried to interpret the relationship of these prognostic markers.
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Uvod

Chronickd lymfocytova leukémia (CLL) je lymfoprolifera-
tivne ochorenie charakterizované akumulaciou zrelych mo-
noklonalnych B-lymfocytov v periférnej krvi, kostnej dreni
a lymfatickych tkanivach. Je najcastejSou leukémiou do-
spelych zapadného sveta a postihuje najmd pacientov star-
Sich ako 50 rokov. Pri CLL bola pozorovana zna¢na diverzi-
ta v morfologii, imunofenotype, cytogenetike a molekulovych
znakoch buniek, ktord vyustuje do variabilného klinického
priebehu a odpovede na liecbu. Priblizne jedna tretina pa-
cientov preziva dlhsie ako 20 rokov po diagnostikovani ocho-
renia a nevyzaduje terapiu, u niektorych pacientov, naopak,
ochorenie rapidne progreduje a je spojené s d’alsimi kompli-
kaciami®,

Vzhl'adom na Kklinicka heterogenitu CLL bolo potrebné
najst’ vhodné parametre na stratifikaciu pacientov do prog-
nostickych skupin s cielom ulah¢it’ vyber vhodnej liecebnej
stratégie od ,,watch-and-wait* po alogénnu transplantaciu
kmenovych buniek. V sti¢asnosti je uréenie rizikového profilu
CLL zaloZené na identifikacii tzv. novych prognostickych fak-
torov, medzi ktoré patria aj chromozomové aberacie a mu-
taény stav génu IGHV. Tieto faktory su nezavislé od Klinic-
kého Stadia a umoziuju predikovat prognozu ochorenia uz
v Case diagnozy. Znalost genotypu CLL buniek je zadkladom
individualneho pristupu ku kazdému pacientovi a ovplyviuje
terapeuticky postup®.

Chromozémové aberdcie
Napriek relativnej genémovej stabilite CLL buniek sa
az u 80 % pacientov vyskytuji chromozomové aberacie®.

Najcastejsimi chromozomovymi abnormalitami s prognos-
tickym charakterom sa parcialne delécie 13g14, 11g22-23
a 17p13, menej frekventovana je trizomia chromozému 12.
Delécia 13g14 predstavuje najCastej$iu cytogeneticka abe-
raciu pri CLL. Samostatna del13q14 je charakterizovana be-
nignym priebehom ochorenia, v pripade kombinacie s inou
aberaciou sa jej pozitivny prognosticky vyznam straca. Tri-
zomia 12 je najCastejSou CLL aberaciou, pri ktorej dochadza
k amplifikacii genetického materialu. V niektorych pripadoch
ide len o duplikaciu segmentu medzi 12913 a 12g21.2®. De-
lécia 11g22-23 je asociovana s horSou prognézou, pretoze
narasa expresiu génu ATM (ataxia teleangiectasia mutated),
sposobuje deregulaciu bunkového cyklu a vedie k akumulécii
malignych B-lymfocytov nachylnych na vznik pridavnych ge-
netickych aberacii. Delécia 17pl3 je asociovana s vel'mi ag-
resivnym priebehom ochorenia a so slabou odpoved’ou na
terapiu v dosledku deregulacie expresie TP53®. Pritomnost’
aberacii TP53 zarad’uje pacienta do ,,ultra high-risk“ CLL sku-
piny. Zriedka sa vyskytuje samostatne, zvycajne je asociova-
na s d’al$imi aberaciami®.

Somatické mutdcie 1GHV

Nezavislym prognosticky vyznamnym markerom CLL je
stanovenie muta¢ného statusu IGHV, ktory koduje variabilnu
oblast’” tazkého retazca imunoglobulinov. V roku 1999 Damle
a kolektiv uverejnili publikaciu, kde vysvetlujii heterogenitu,
ktora bola v praxi pozorovana u pacientovs CLL. Podl'a mu-
ta¢ného stavu IGHV rozdelili pacientov na dve skupiny. Pa-
cienti s rozdielom v nukleotidovej sekvencii oproti zarodoc-
nej linii > 2 %, t. j. mutovanym stavom IGHV génu (M-IGHV), su
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charakteristicki miernej§im priebehom ochorenia. Tento stav
je povazovany za prognosticky priaznivy a definuje potenci-
alne indolentnu formu CLL. U pacientov s rozdielom oproti
zarodocnej linii <2 %, t. j. nemutovanym stavom IGHV génu
(UM-IGHV), tento stav koreluje s horSou prognozoua krat-
§im prezivanim. Pacienti s UM-IGHV st nachylni na vyvin
cytogenetickych abnormalit alebo na tzv. Richterovu trans-
formaciu (transformacia CLL na vyssi stupenn malignity)®©.
Okrem rozdielov v dizke prezivania boli medzi tymito dvoma
skupinami pacientov pozorované rozdiely v pritomnosti ne-
priaznivych cytogenetickych abnormalit. Nepriaznivé abera-
cie (del11g22-23, del17p13) sa objavuji castejSie u pacien-
tov s UM-IGHV, priazniva aberacia (samostatna del13ql4)
je CastejSie asociovana s M-IGHV®, Tato nevyvazena distri-
bucia len zdéraznuje rozdielne biologické pozadie CLL pod-
skupin s mutovanym a nemutovanym IGHV, ale len ¢iastoc-
ne vysvetluje ich rozdielny klinicky priebeh®.

Material a metodika

Subor pacientov

Za obdobie 8/2015 — 2/2016 sme vysetrili 200 pacientov
s podozrenimna CLL. Sabor pacientov pozostaval zo 109
muzov a z 91 zien. Pacienti boli v ¢ase diagnozy vo veku 34 —
89 rokov. Na molekulova analyzu sme pouzivali periférnu krv
alebo kostnu dren, ktoré boli odobraté do skiimavieks EDTA
a zaroven do skumaviek TEMPUS. Vzorky DNA na analyzu
MLPA boli izolované kitom Magnesia 16 Genomic DNA Who-
le Blood Kit (Anatolia Geneworks). Vzorky RNA na analyzu 1G-
HV muta¢ného statusu boli izolované pomocou kitu Tempus
Spin RNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific).

IGH Somatic Hypermutation Assay

Principom metddy je fragmentova analyza, pomocou kto-
rej sme identifikovali prestavby génu IGH (gén pre tazky re-
tazec imunoglobulinu), a Sangerovo sekvenovanie, ktorym
sme zistovali mutaény status génu IGHV. Pouzivali sme IGH
Somatic Hypermutation Assay v2.0 — Gel Detection kit (In-
vivoscribe), IGH Somatic Hypermutation Assay v2.0 — ABI
Fluorescence Detection kit (Invivoscribe) a BigDye Termina-
tor v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific). PCR
produkty boli separované pomocou genetického analyzatora
ABI 3500 Series Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific).
Fragmentovu analyzu sme vyhodnotili v softvéri GeneMapper
Software 5 (ThermoFisher Scientific), na hodnotenie sekve-
novania sme pouzili softvér Sequencing Analysis Software
v6.0 (ThermoFisher Scientific). Po analyze sme sekvencie
vzoriek porovnali so sekvenciami IGHV génu zarodoc¢nej linie
B-lymfocytov pomocou databazy IMGT/V-QUEST.

MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification)
Chromozémové aberacie sme detegovali u pacientov me-
tédou MLPA, ktorej principom je hybridizacia specifickych
prob na cielové sekvencie DNA. Pouzivali sme kit SALSA ML-
PA P040 CLL probemix kit (MRC-Holland) obsahujtaci sondy
pre niekol’ko chromozomovych oblasti, ktoré maji u pacien-
tov s CLL diagnosticky alebo prognosticky vyznamnt tGlohu:
11g22-23, chromozom 12, 13q a 17p. PCR produkty boli se-
parované pomocou genetického analyzatora ABI 3500 Series

Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific), vysledky sme vy-
hodnotili v softvéri Coffalyser.Net Software (MRC-Holland).

Statistickd analyza

Na vyhodnotenie frekvencii muta¢ného statusu IGHV a in-
terpretaciu vztahu medzi vyskytom chromozomovych abera-
cii @ mutacnym stavom IGHV sme pouzili y? test.

Vysledky

Stanovenie IGHV segmentu a mutacéného statusu

Metodou fragmentovej analyzy sme v celom subore pa-
cientov stanovili klonalitu populacie B-lymfocytov. U 150
(75 %) pacientov sme preukazali monoklonalnu populaciu
typicka pre CLL (obrdzok 1 (A)), u zvysnych 50 (25 %) pa-
cientov sme detegovalirézne typy inych populacii (obrdzok
1 (B)). Po stanoveni klonality sme do dalSieho skriningu za-
radili 154 (77 %) pacientov, u ktorych bolo mozné uréit’ IGHV
segment a jeho mutaény status. NajcCastejSie sa vyskytuju-
cim segmentom v subore pacientov bol IGHV1-69 pritomny
u 22 (14,29 %) pacientov, a to vyhradne v nemutovanom sta-
ve. Druhym najcastejSie sa vyskytujicim segmentom bol IG-
HV3-30 u 18 (11,69 %) pacientov. Vsetky ostatné segmenty
mali v stibore zastipenie menej ako 10 %. Z tychto mali naj-
vyssiu frekvenciu segmenty IGHV3-21, IGHV3-7 a IGHV4-34,
ktoré boli vo vacésine pripadov mutované. U jedného pacienta
s biklonalnou populaciou B-lymfocytov bolo mozné stanovit
vysledok pre oba klony: segment IGHV1-69 v nemutovanom
stave a segment IGHV4-59 v mutovanom stave.

Detekcia chromozémovych aberdcii

U pacientov sa chromozomové aberacie vyskytovali samo-
statne aj v roznych kombinaciach. U 79 (39,5 %) pacientov sme
nedetegovali ziadnu aberaciu. Najvacsiu frekvenciu vyskytu
sme zaznamenali pri del13g14, a to celkovo u 85 (42,5 %) pa-
cientov. Delécia sa najcastejSie vyskytovala samostatne, a to
v 58 (68,24 %) pripadoch. Druhou najfrekventovanejSou abera-
ciou bola del11g22-23, ktora sme detegovali u 27 (13,5 %) pa-
cientov. Parcialnu trizémiu 12 (obrdzok 2) sme zaznamenali
u 23 (11,5 %) pacientov. Najmenej pocetnou zo sledovanych
aberacii bola del17p13 detegovana u 10 (5 %) pacientov. V 3
(1,5 %) pripadoch sme pozorovali pritomnost’ 3 aberacii sucas-
ne. U7 (3,5 %) pacientov bol vysledok neinformativny.

Diskusia

Klinicky obraz CLL vyznacujtci sa stabilnym priebehom
ochorenia bez potreby lie¢ebnej intervencie alebo, naopak,
s vysokou pocetnostou relapsov vyzadujtcich opakovanu
terapiu je preukazatelne ovplyvneny vyskytom genetickych
zmien v bunkach CLL. Hoci ziadna konkrétna geneticka abnor-
malita nebola identifikovana ako pri¢ina vzniku CLL, ochore-
nie je charakteristické pritomnost'ou molekulovogenetickych
markerov, na zaklade ktorych je mozna stratifikacia pacientov
do prognostickych skupin a individualny terapeuticky pristup.

Polyklonalita populacie B-lymfocytov u zdravého jedin-
ca je dosledkom roznorodej dizky preskupenych génov
IGHV. U pacientas CLL je tato réznorodost’ z velkej Casti
narusena, preto je pre CLL typickd monoklonalna populacia,
pri ktorej jeden klon uplne potlac¢il ostatné klony. Pritomnost’
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Obrazok 1. Vysledky fragmentovej analyzy na urcenie klonality populdcie B-lymfocytov: (A) monoklondlna populdcia, v ktorej je majo-

ritny klon reprezentovany jedinym pikom, (B) polyklondlna populdcia, v ktorej piky reprezentujiice jednotlivé klony vytvdrajii typicky ob-
raz Gausovej krivky
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Obrdazok 2. Vysledok analyzy MLPA pacienta pozitivneho na amplifikdaciu 12913 (duplikovany isek reprezentujii préby vyznacené mod-
rou farbou vystipené nad modrou liniou)
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takejto populacie sme dokazali u 75 % pacientov. Polyklo-
nalnu populaciu sme identifikovali u 16 % pacientov, u kto-
rych nebolo mozné potvrdit’ diagnozu CLL. V takychto pripa-
doch je nutné kritické postdenie ndlezu a s odstupom Easu
realizovat dodato¢né vysetrenia na stanovenie definitivnej
diagnozy. U 3 % pacientov sme dokazali polyklonalnu popu-
laciu, v ktorej mal jeden klon vyrazné zastGpenie, a U jedného
pacienta sme zistili dva prevazujuce klony. Pritomnost
polyklonalnej populacie, v ktorej povodne minoritny Klon zis-
kal rastovt vyhodu, sme povazovali za znak subklonalnej se-
lekcie. U takychto pacientov je dolezita stratégia ,,watch-and-
wait“, teda pacienta dokladne sledovat a ¢asom vySetrenia
zopakovat' na detekciu progresu ochorenia.

U 5 % pacientov sme detegovali biklonalnu populaciu. Ta-
kéto pripady st zriedkavé a nie vel'mi dobre charakterizované.
Bolo navrhnutych niekol’ko pri¢in, kedy u pacientas CLL mo-
7e byt detegovatel’na viac ako jedna IGH prestavba. Bunky CLL
mozu exprimovat’ dva rézne receptory BCR (B cell receptor),
a teda sekretovat’ dva typy protilatok. Takéto bunky oznaduje-
me ako dvojnasobne produktivne (HCDP, heavy chain double
productive)®. Druhou z moznosti je, ze pacienti maju dve IGH
prestavby detegovatel'né pomocou PCR, ale iba jedna je pro-
duktivna a translatovana do imunoglobulinu®. Dalgim moz-
nym vysvetlenim biklonalneho modelu je, ze v krvi pacienta
st naozaj pritomné dva maligne klony so samostatnym povo-
dom, pricom kazdy exprimuje iny imunoglobulin. V tomto pri-
pade ide o prava biklonalnu leukémiu®. Vysoky vyskyt aty-
pickych modelov poukazal na doélezitost” vysetrenia klonality
nadorovej populacie u CLL suspektnych pacientov.

Somatické mutacie génu IGHV su pritomné asi v polovici
pripadov CLL®. Nemutované CLL bunky pravdepodobne po-
chadzaju z B-lymfocytov, ktoré podstapili antigénova stimu-
laciu az po malignej transformacii. Zachovavaju si reaktivitu
na antigén, dosledkom ¢&oho je ich vysoka proliferacna ak-
tivita. Naopak, mutované bunky CLL presli malignou trans-
formaciou az po stimulacii antigénom, nemaju zachovanu
signalnu kapacitu BCR receptora a prognéza je priaznivejsia
(2 ]GHV segment a mutaény status bolo mozné urgit' u 77 %
pacientov. U jedného pacienta s biklonalnou populaciou bo-
lo mozné stanovit’ dva vysledky, celkovo sme teda analyzo-
vali 154 pacientov, ale 155 segmentov (graf 1). Az 52,26 %
segmentov nevykazovalo somaticki hypermutaciu, 47,74 %
segmentov bolo v mutovanom stave. V porovnani so sveto-
vymi §tadiami bola frekvencia mutovanych a nemutovanych
IGHV génov rovnaka ako Vv populacii Spojenych statov (53 %
UM-IGHV, 47 % M-IGHV)®, Celkovo sme zaznamenali 29 ty-
pov segmentov, pricom az 14 typov patrilo do génovej rodiny
IGHV3. Z celkového poétu 155 identifikovanych génov tvori-
li segmenty tejto génovej rodiny az 52,26 % pripadov. IGHV3
je vo vSeobecnosti najrozsirenejsou génovou rodinou, ¢o po-
tvrdzuju viaceré eurdpske i svetové stadie.

Najcastejsie sa vyskytujicim segmentom v sabore bol
IGHV1-69 pritomny u 14,29 % pacientov a vyskytoval sa vy-
hradne v nemutovanom stave. Vel'mi podobna frekvencia
bola reportovana v populacii Svédska, kde bol tento seg-
ment tiez najfrekventovanejsi a rovnako sa vyskytoval vy-
hradne v nemutovanom stave®®. Druhym najéastej$im
génom bol IGHV3-30 zaznamenany u 11,69 % pacientov, z to-
ho u 61,11 % pripadov mutovany. Segment bol tiez ¢asto re-
portovany v oblasti Stredozemného mora®. IGHV3-30 je vo

vacsine oblasti asociovany s mutovanym stavom. Pritomnost’
segmentu IGHV3-21 sme stanovili u 7,79 % pripadov. Prefe-
ren¢ne sa vyskytoval mutovany, a to u 58,33 % pacientov.
IGHV3-21 je asociovany s horSou prognézou bez ohladu na
mutaény status®®. Najvyssia prevalencia génu bola pub-
likovana v Skandinavii (11,2 %), kde sa vyskytoval prevaz-
ne v mutovanom stave®®. Naopak, v populaciach juznej Eu-
ropy (Franctzsko, Grécko, Taliansko, Spanielsko) je vyskyt
IGHV3-21 znacéne nizsi (2,9 %) a nizsia je aj pritomnost’ SO-
matickej hypermutacie®. Rozdiely vo vyskyte jednotlivych
génov IGHV pravdepodobne reflektuju nielen variacie v ge-
netickom pozadi CLL,ale aj leukemickua variabilitu depen-
dentni od geografickej polohy®". Tieto rozdiely tiez moézu
znamenat’, ze prestavby IGH génu koduja Specificky epitop,
na ktory sa viaze neznamy antigén a stimuluje proliferaciu
B-lymfocytov®4.

Napriek relativnej genomovej stabilite buniek CLL sa az
u 80 % pacientov vyskytuji chromozomové aberacie. Vo
vSeobecnosti maju pacienti s del17p13 a del11g22-23 hor-
Siu prognézu a kratsie prezivanie, pretoze narusaju expre-
siu tumor-supresorovych génov TP53 a ATM. Pritomnost’
del13gl4 ma pri samostatnom vyskyte priaznivy prognostic-
ky charakter a prognosticky vyznam trizémie 12 je sporny®.
Pritomnost’ aberacii sme dokazali u 57 % pacientov. U 39,5 %
pacientov sme nedetegovali ziadnu abnormalitu a v 3,5 % pri-
padov nebolo mozné vysledky vyhodnotit. Ak by sme vyhod-
notili len 168 pacientov, u ktorych sme potvrdili plne vyvinuta
CLL (pripady s monoklonalnou populaciou) alebo vyvijajicu
sa CLL (pripady s atypickym modelom populacie), pritom-
nost aberacie by sme detegovali u 64,88 % pacientov. Da-
né vysledky neboli v sulade s publikovanymi tdajmi inych
stadii, ale boli zna¢ne nizsie. Nemecké stadie uvadzaju frek-
venciu chromozomovych abnormalit 82 — 85,2 %G9, frek-
vencia vo Velkej Britanii je 69 % a v USA 72,5 %©%. Uve-
deny rozdiel mohol byt ovplyvneny viacerymi faktormi, napr.
kompoziciou a velkostou stboru, rozdielmi v indika¢nych kri-
tériach ¢i metodickymi rozdielmi.

U 12,5 % pacientov sme neidentifikovali ziadnu aberaciu
a sacasne sme pozorovali polyklonalny model populacie. Ta-
kito pacienti nevykazuju ziadne zdkladné molekulovogene-
tické znaky rozvijajuceho sa ochorenia CLL. Normalny ka-
ryotyp sme pozorovaliaj v 24 % pripadov s monoklonalnou
populaciou, ¢o je priaznivy prognosticky znak. U pacientov
s atypickym modelom populacie (polyklonalna s jednym ale-
bo dvoma prevazujacimi klonmi, biklonalna, triklonalna,) sme
nezaznamenali asociaciu so ziadnou $pecifickou aberaciou.

Graf 1. Mutac¢ny status IGHV segmentov v sibore pacientov
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Najvacsiu frekvenciu vyskytu sme zaznamenali pri
del13q14, a to celkovo u 42,5 % pacientov. Delécia sa naj-
CastejSie vyskytovala samostatne, a to u 68,24 % pacientov.
Prevalencia a samostatny vyskyt boli najviac podobné stavu
v USA (62 %)@, Pre pacientov predstavuje samostatny vyskyt
tejto aberacie priazniva prognézu. U 31,76 % pacientov bola
pozorovana spolu s niektorou d’alsou aberaciou a jej priaznivy
prognosticky vyznam sa stracal. Del13g14 bola jedinou abera-
ciou, ktora sme dokazali u pacientov s polyklonalitou B-lymfo-
cytov. Vysvetlenim tohto faktu moéze byt, ze delécia postihuje
gény MIR15A a MIR161 kodujace miRNA, ktorych ulohou je ne-
gativna regulacia génu BCL2 (B cell lymphoma 2) na posttran-
skripénej Grovni. Pri delécii tychto génov dochadza k zvysSenej
expresii antiapoptotického proteinu Bcl2, ¢o méze spdsobo-
vat’ perzistentntt lymfocytézu aj u pacientov s polyklonalnou
populaciou. Druhou najfrekventovanejsou aberaciou bola
del11g22-23, ktord sme detegovali u 13,5 % pacientov. Pre-
valencia delécie bola podobna Nemecku (12 %)®®. Bunky CLL
s dell1g22-23 st nachylnejsie na vznik d’alsich genetickych
aberacii®. Pritomnost’ parcialnej trizomie 12 sme zazname-
nali u 11,5 % pacientov a jej vyskyt bol v stilade s frekvenciou
u nemeckych pacientov (13,6 %)®®. Trizémia 12 je povazovana
za marker s intermediarnou prognostickou hodnotou®. Naj-
menej pocetna zo sledovanych aberacii bola del17p13, de-
tegovana u 5 % pacientov. Vyskyt delécie sa zhoduje s brit-
skou (6 %)™ a nemeckou populaciou (7 %)@®. Bez ohladu
na pritomnost’ inej aberacie je asociovana s vel'mi agresivnym
priebehom ochorenia, pretoze narusa expresiu génu TP53¢).
U 1,5 % pacientov sme zaznamenali pritomnost’ 3 aberacii st-
Casne, €0 je indikatorom agresivneho priebehu ochorenia. Niz-
siu frekvenciu chromozomovych abnormalit v porovnani so
zahrani¢nymi $tadiami pripisujeme ich zachyteniu v ranych
stadiach ochorenia. Nepritomnost aberacie sa vsak méze ca-
som zmenit’ v désledku klonalnej evolucie buniek CLL.

V stubore pacientov sme tiez sledovali vzajomny vztah mu-
ta¢ného statusu IGHV s vyskytom chromozémovych abera-
cii (graf 2). Zo 79 pacientov negativnych na chromozémové
aberacie sme v 32,91 % pripadov stanovili nemutovany stav
IGHV, u 27,85 % pacientov stav mutovany. U 39,24 % negativ-
nych pacientov s polyklonalnou, biklonalnou a triklonalnou
populaciou sme mutaény status neuréovali. Vzhl'adom na
rovnomerné percentualne zastupenie jednotlivych katego-
rii sme neidentifikovali ziaden preferenény muta¢ny status.
Del13ql4 bola prevazne, t. j. u 51,76 % pripadov, asociova-
na s M-IGHV. U tychto pacientov bola jedinou detegovanou
aberaciou, ¢o potvrdzuje jej priaznivy prognosticky vyznam.
U 34,12 % pacientov sa vyskytovalav spojeni s UM-IGHV, pri-
¢om bola u nich okrem del13q14 pozorovana este aspon jed-
na aberacia. Vztah chromozomovych aberacii s muta¢nym
statusom potvrdil korelaciu prognosticky priaznivej aberacie,
samostatnej del13q14, s mutovanym stavom IGHV. Trizomiu
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12 sme pozorovali v asociacii s UM-IGHV u 52,17 % pacien-
tov, v 34,79 % pripadov bola asociovana s M-IGHV. Prefe-
ren¢ény status vsak nebolo mozné urcit, pretoze rozdiel vo
frekvenciach nebol preukazny (P = 0,0706), ¢o naznacuje in-
termediarnu prognosticka hodnotu. Del11g22-23 sa vyskyto-
vala vyhradne u pacientov s UM-IGHV a nikdy sa nevyskytova-
la u pacientov s typickou polyklonalitou. Dosiahnuté vysledky
potvrdili negativny prognosticky vyznam dell11g22-23. De-
léciu 17p13 s najmenej priaznivou prognézou sme v 70 %
pripadov pozorovali s UM-IGHV, ¢o potvrdzuje ich korelaciu.
Mutaény status tiez suvisel s poétom chromozomovych ab-
normalit. U 28 pacientov sme detegovali pritomnost’ dvoch
a viacerych aberacii, z toho 67,88 % pripadov bolo asociova-
nych s nepriaznivym nemutovanym stavom IGHV. Pozorova-
ny vztah chromozémovych aberacii s mutaénym statusom
potvrdil prognosticka korelaciu a vysledky boli v stilade so
stadiami z Nemecka®® ¢i Velkej Britanie®?.

Zaver

V sacasnosti je hlavnym vedeckym cielom analyzy prog-
nostickych markerov najst’ genetické vysvetlenie klinickej he-
terogenity CLL. Molekulovogenetické parametre, ako je mu-
tatny status IGHV a chromozomové aberacie, boli uspesne
zavedené do klinickej praxe. V predlozenej §tadii sme preu-
kazali, ze stav tychto parametrov v slovenskej populacii je
intermediarny, pretoze so ziadnou z0 zahrani¢nych $tadii
sa nezhodoval tplne. Naznacuje to nielen genetické poza-
die ochorenia, ale aj existenciu environmentalneho antigé-
nového tlaku na selekciu B-lymfocytov. Vysledkom sprav-
nej detekcie a interpretacie prognostickych faktorov je skora
stratifikacia pacientov do prognostickych skupin pre volbu
vhodnej terapeutickej stratégie a nasledné zlepsenie klinic-
kej starostlivosti.
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