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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva klasifikaci a diagnostikou hematologickych malignit
s vyuzitim nejmodernéjsich technik.

Prace je rozdélena do péti hlavnich kapitol. Nejprve struéné¢ popisuje vznik
hematologickych malignit.

Nasleduje kapitola  zabyvajici se nejmodernéj$im  klasifikacnim  systémem
hematologickych malignit - WHO klasifikace, ktera je neustale dopliiovana o nové informace.
WHO Kklasifikace k tomuto vyuziva nejnovejsi laboratorni metody, a to predev§im z oblasti
molekularni genetiky.

Tteti kapitola je vénovana incidenci a prevalenci hematologickych malignit. Obsahuje
informace o nejcastéjSich typech hematologickych malignit, po¢tu nové diagnostikovanych
pripadl a imrtnosti na jednotlivych kontinentech v disledku téchto nadorovych onemocnéni.

Dale se prace zabyva modernimi diagnostickymi metodami, vyuzivanymi v klinické praxi.
Zaroven je zde uveden i relativné novy obor: proteomika a sni spojené instrumentalni
techniky, které prozatim maji uplatnéni vramci experimentidlni praxe. V kapitole o
diagnostice jsou zahrnuty i molekuldrni biomarkery a jejich vyuziti pro diagnostiku téchto
onemocnénti.

Posledni kapitola pojednava o soucasnych trendech terapie hematologickych malignit
s vyuzitim inhibitori bunécné signalizace, specifickych protilaitek a transplantace

krvetvornych kmenovych bunék.
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TITLE

MODERN APPROACHES TO CLASSIFICATION, DIAGNOSIS AND THERAPY OF
HEMATOLOGICAL MALIGNANCIES

ANNOTATION

Bachelor thesis is focused on modern approaches to classification, diagnosis and
therapy of haematological malignancies.

There are five major chapters: pathogenesis, classification, incidence and prevalence,
diagnostic techniques and therapy of haematological malignancies.

The first part briefly describes the biological mechanism of haematological
malignancies.

The WHO classification, the modern classification system of haematological
malignancies, is described in the second part.

The information about the most common types of haematological malignancies, their
incidence, prevalence, numbers of diagnosed patients and mortality is in the chapter three.

The fourth chapter deal with diagnostic techniques used in clinical practise, such as
flow cytometry, polymerase chain reaction or DNA sequencing. The proteomics, the new
field of research in malignancies is also described here.

The final part concerns on treatment. New inhibitors, monoclonal antibodies and

allogeneic haematopoietic stem cell translation are described.

KEYWORDS

WHO classification, hematologic malignancies, fluorescence in situ hybridization,

transplantation, genetic abnormality, kinase, inhibitor, immunoconjugate
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0 UVOD

Hematologické malignity jsou Ctvrtym nejrozsifenéjSim  typem nadorového
onemocnéni.  Pocet  nov€é  diagnostikovanych  pacientd  trpicich  nékterym
typem hematologickych malignit rok od roku roste. Z tohoto divodu je nutné stile
zdokonalovat diagnostické metody, klasifikaci i 1é¢bu hematologickych malignit.

V poslednim desetileti doslo k znaénym pokrokiim v oblasti klinické hematologie.
Ptedevsim diky dynamickému rozvoji molekularni geneticky je 1épe popsana patofyziologie
hematologickych malignit, kterd je dilezitd klep§Simu pochopeni a tudiz i klécbé
onemocnéni.

ZlepSeni diagnostickych metod umoznilo nejen rychlejsi zachyceni onemocnéni, ale i
dokonalejsi klasifikaci hematologickych malignit. Dfive byla klasifikace a diagnostika
zalozena predev§im na morfologii bun¢k coz do jisté miry komplikovalo diagnostiku spolu
indikaci u¢inné terapie. V dnesni dobé se vyuzivaji molekularné genetické, cytochemické,
imunohistochemické, cytogenetické a dalsi informace k ptesné a objektivni identifikaci typu
malignity.

K velkému rozvoji doslo i v oblasti 1écby hematologickych malignit. Byly objeveny
nové monoklondlni protilatky a inhibitory tyrozin kinaz, které jsou cilené proti malignim
buitkam hematopoetického ptivodu.

Cilem bakalatské prace je pospat nejaktualnéjsi trend v oblasti klasifikace, diagnostiky a

terapie hematologickych malignit.
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1 PATOFYZIOLOGIE HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT

Hematologické malignity, stejn¢ jako ostatni nadorovd onemocnéni, vznikaji
vicestupniovym procesem, pii kterém dochdzi k transformaci normalni bunky na bunku
maligni. K této transformaci je nutna kooperace dvou typd mutaci, kdy jeden typ dodava
buiice proliferacni vyhodu a druhy typ mutace ovlivituje diferenciaci.

U malignich bunék miize dochéazet k poruse apoptdzy nebo k aktivaci telomeraz, a tudiz
posileni replika¢niho signalu. Dalsi moznosti je poruseni kontroly bunécného cyklu za
soucCasné inhibice diferenciace bunék. Buiky, které nejsou schopné dalsi diferenciace, se
za¢nou hromadit v kostni dfeni a nésledné¢ dochazi k vyplavovani nevyzralych bun¢k do
periferni krve (Pavlova a kolektiv, 2002; Gazdova a kolektiv, 2009).

Pocet zménénych funkci v buiice zavisi na stabilit¢ genomu. Destabilizace genomu je
Casto zpusobena poruchami proteinem p53.

Pro vznik hematologické malignity jsou déle typické chromozomalni piestavby, a to
hlavné translokace. Ptiklady translokaci u jednotlivych typ malignit jsou uvedené v tabulce
1. Nasledkem translokace mtze byt flize genu pro transkripéni faktor nebo receptorovou
kindzu s jinymi, nepfibuznymi geny. Fuze vede ke vzniku chimérického proteinu, ktery
ovliviiuje regulaéni systémy bunky (Pavlova a kolektiv, 2002; Gazdova a kolektiv, 2009).

K mnoha mutacim dochazi jiz pfi vzniku priméarni malignity, ale n¢které mohou byt
vysledkem progrese onemocnéni ¢i vzniku rezistence na lébu. VétSina mutaci vede ke
konstitutivni aktivaci specifickych onkogeni. V posledni dob¢ bylo zjisténo, ze i pfi pouziti
cilené 1écby dochazi k mutacim vedoucim ke vzniku rezistence nadorové buiiky na 1écbu.
Mutace zptisobi strukturalni zménu proteinu, a tim se zamezi vazb¢ 1éku a inaktivaci cileného
pusobeni. Jiné, nedavno popsané mutace, zahrnuji alternativni sestfih transkriptu, ktery mize
zmenit Cteci rdmec pouZity pro translaci, a tak dojde k expresi proteinu funkéné odlisného od
originalniho (O’Brien a kolektiv, 2010).

Jeden z typl hematologickych malignit je napt. leukémie. Leukémie je onemocnéni, pti
kterém dochézi ke vzniku malignich lymfocytd a k hromadéni nezralych lymfocytli v kostni
dfeni. Procesy vedouci krozvoji leukémie jsou oznaCovany jako leukemogeneze. Jeden
z moznych mechanismi leukemogeneze je delece v tumor supresorovém genu. Nékteré
z deleci zahrnuji ztrdtu microRNA, které funguji jako supresory, vysledkem je

nekontrolovatelna proliferace bez diferenciace bun¢k (O’Brien a kolektiv, 2010).
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U leukémii bézn¢ dochazi ke snizeni regulace exprese tumorovych supresorti nebo

naopak ke zvySeni exprese onkogenil. Ke snizeni regulace nejcasteji dochazi z diivodu delece

genu nebo jeho hypermethylace (O’Brien a kolektiv, 2010).

Tabulka 1: Chromozomalni translokace u leukémii

Cytogeneticka data Lokace genii Nazev genti Typ leukémie
t(1;3)(p32;p21) 1p32; 3p2la TAL1-TCTADb T-ALL
t(1;7)(p32;q934) 1p32; 7q35¢ TALI-TRB T-ALL
t(1;7)(p34;q934) 1p35-p34.3; 7935 LCK-TRB T-ALL
t(4;11)(q21;p15) 4q21-g25; 11pl5.5 RAP1GDS1-NUP98 T-ALL
t(5;14)(q35:q32.2) 5q935.1; 14q32.2 TLX3-BCL11B T-ALL
t(6;11)(q27;q23) 6q27; 11923 MLLT4-MLL T-ALL
t(7;9)(q34;q934) 7q35; 9q34.3 TRB-NOTCHI1 T-ALL
t(7;14)(q35:932.1) 7q34; 14g32.1 TBR-TCL1A T-ALL
t(1;5)(q22;933) 1q12; 5q31-g32 PDE4DIP-PDGFRB B-ALL
t(1;9)(q24;934) 1922-924; 9q34.1 RCSDI1-ABL1 B-ALL
t(1;14)(q21;q32) 1g21; 14932.33 BCL9-IGH B-ALL
t(1;19)(q23;p13) 1g23; 19p13 PBX1-TCF3 B-ALL
t(2;8)(p12;q24) 2pl12; 8q24.21 MYC-IGK B-ALL
t(1;11)(q21;q23) 1g21; 11923 AF1Q-MLL AML
t(1;12)(q25;p13) 1q24-qg25; 12p13 ABL2-ETV6 AML
t(1;14)(q25:q32) 1925.2; 14q32.33 LHX4-IGH AML
t(1;19)(q23;p13) 1g23; 19p13 PBX1-TCF3 AML
t(1;21)(p35:q22) 1p35;21q22.3 YTHDF2-CBFA2 AML
t(1;21)(p36;q22) 1p36.23-p33; 21q22.3 PRDM16-CBFA2 AML
t(1521)(q21:q22) 1921; 21g22.3 ZNF687-CBFA2 AML
t(1;22)(p13;q13) 1p13;22ql3 RBM15-MKL1 AML
t(5;12)(q33;p13) 5q31-q32; 12p13 PDGFRB-ETV6 MDS

t(6;9)(p23;q34) 6p23; 9q34 DEK-NUP214 MDS
t(6;12)(p21;p13) 6p21; 12p13 CCND3-ETV6 MDS
t(8;12)(q22;q13) 8q22; 12q15 ?77-HMGA?2 MDS
t(8;13)(p12:;q12) 9g22; 12p13 SYK-ETV6 MDS
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2 KLASIFIKACE HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT

2.1 FAB (French-American-British) klasifikace
FAB Kklasifikace je jedna zprvnich klasifikaci, kterd byla vyuzivana k odliSeni

jednotlivych typt leukémii, konktrétné rozdéluje akutni leukémie. Byla navrzena v roce 1976
a je vytvorena na zaklad¢ morfologickych a cytochemickych dat. Tato klasifikace slouzi ke
klasifikaci pouze leukémii (Segeren a kolektiv, 1996).

Dle této klasifikace byla ALL (akutni lymfoblastova leukémie) rozdélena
morfologicky na podtypy L1-L3 a AML (akutni myeloidni leukémie) rozdélena do osmi
morfologickych subtypil (Segeren a kolektiv, 1996).

Ke Kklasifikaci se vyuziva charakteristika blastd. Blasty jsou velké, nevyzralé
hematopoetické progenitorové buiiky s chromatinem a jadrem, ve kterém je pritomno nékolik
jadérek. Blast se diferencuje do lymfoblastu nebo myeloblastu. Rozlisit myeloblast od
lymfoblastu miize byt obtizné (obrazek 1). Myeloblast ma vysoky nukleo/cytoplazmaticky
pomér, cytoplazma se zhustuje k okraji, obsahuje jadro s jemnym chromatinem a nékolika
jadérky. V cytoplazmé myeloblastu jsou pfitomna azurofilni granula. Lymfoblast je o néco
mensi nez myeloblast a ma pouze uzky lem cytoplazmy. Stejné jako myeloblast i lymfoblast
obsahuje jadro s jadérky, ale chromatin je hutnéjsi (Schmaier a kolektiv, 2003).

Na pravé strané se nachdzi myeloblast, ktery ma velké jadro sjemnym chromatinem a

patrnymi jadérky, cytoplazma se k okraji buitkky zhustuje.

R

.

st

Obrazek 1: Myeloblast a lymfoblast”
Na pravé strané se nachdzi myeloblast, ktery ma velké jadro sjemnym chromatinem a
patrnymi jaderky, cytoplazma se k okraji buriky zhustuje. Na levé strané se nachdzi lymfoblast

s velkym kulatym jadrem, zabirajici témer celou buriku a jsou v ném patrnd jadérka.

" Zdroje obrazku jsou uvedené na strané 84
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Bunky ALL typu L1 jsou relativn€ malé, mohou byt stejné¢ malé jako vyzralé
lymfocyty. Tyto bunky obsahuji jadro s jemnym chromatinem a nepatrnymi jadérky a maji
pouze uzky lem cytoplazmy. Bunéfna populace u ALL typu L2 miize byt v nékterych
pfipadech heterogenni, ale vétSinou jsou pifitomné malé blasty spolecné s velkymi
lymfoblasty s napadnymi jadérky. Cytoplazma je svétlejsi a mize obsahovat granula. Blasty u
ALL typu L3 jsou obvykle snadno odlisitelné od mén¢ vyzralé akutni pre-B lymfoblastové
leukémie a akutni T-lymfoblastové leukémie. Vyznacuji se intenzivné bazofilni cytoplazmou,
obsahujici vakuoly a jsou dobie patrnd jadérka v jadre, jak je vidét na obrazku 2 (Erber a

kolektiv, 2010).

ALL L1 ALL L2 0-'

0
o,c‘.’ ¥ T

Obrazek 2: Morfologie bunék u jednotlivych typii ALL v kostm drem

Na pravé strane jsou lymfoblasty, vyskytujici se u ALL typu L1. Lymfoblasty jsou malé
s velkym jadrem, které zabira celou nebo temer celou burku.

Na prostrednim obrazku jsou bunky vyskytujici se u ALL typu L2. Je zde maly blast v horni
casti obrazku a velké lymfoblasty s uzkym lemem cytoplazmy a dobre patrnymi jadeérky.

Na levé strané obrazku jsou bunky vyskytujici se u ALL typu L3. Lymfoblasty maji jadro, které
nezabira tak velkou cast bunky jako jadro u lymfoblastii u predchozich typu leukémie.

Typickym znakem lymfoblastii u ALL typu L3 je bazofilni cytoplazma a jasné patrné vakuoly.

AML je na zaklad¢ FAB klasifikace délena do osmi subtypti M0-M7. Stejné jako ALL
i AML je zalozena na morfologii blastt. U AML se pfi FAB Kklasifikaci vyuzivad i
cytochemické barveni, pii kterém je pouzita myeloproxidaza (MPO) a Sudanova ¢ern B
(SSB) k prokdzani myeloblasti a nespecifické esterazy, kterd je pozitivni v ptipadé

monocytarniho piivodu blastti (Erber a kolektiv, 2010; Kacirkova a kolektiv, 2007).

16



2.2 Revised European-American (R.E.A.L) Klasifikace — Klasifikace
lymfomu

V roce 1994 byla publikovdna nové klasifikace R.E.A.L, rozdé€lujici lymfomy. Tato
klasifikace byla vytvofena International Lymphoma Study Group (I.L.S.G.), a je vysledkem
sjednoceni a doplnéni n¢kolika ptedeslych klasifikaci, a to zejména Kiel klasifikaci, Working
Formulation a Lukes-Collins klasifikace (Harris a kolektiv, 2000).

Klasifikace vyuzivd morfologickych, genetickych, imunofenotypovych a klinickych
vlastnosti, kdy nékteré nemoci jsou diagnostikovany primarn¢ diky morfologii. Ptikladem je
folikularni lymfom, angioimunoblasticky T-lymfom ¢i noduldrné skleroticky Hodgkintv
lymfom. U téchto onemocnéni slouzi imunofenotypizace spise k potvrzeni diagnézy, ovsem
jind onemocnéni, jako naptiklad lymfom z malych lymfocyti nebo aplasticky velkobunécny
lymfom, jsou primarné diagnostikovana na zéklad¢ imunofenotypizace. U nékterych lymfomi
jsou dulezitym kritériem pro diagnézu genetické abnormality; k témto onemocnénim patii
lymfom z plastovych bunck t(11;14), folikularni lymfom t(14;18) nebo Burkittiv lymfom
t(8;14) (Harris a kolektiv, 2000).

Na zakladé kritiky dosSlo ke klinickému testovani R.E.A.L klasifikace, ktera byla
provedena 5 experty ze spolecnosti I.L.S.G., a to u 1 300 pacientti trpicich
non-Hodgkinovym lymfomem (NHL) z celého svéta. Diagnostika byla nejprve provedena bez
imunofenotypovych a genetickych informaci a nasledn¢ s nimi. Studie prokazala, ze R.E.A.L
klasifikaci je mozno vyuzit u 95 % ptipadt (Harris a kolektiv, 2000).

R.E.A.L klasifikace rozdéluje lymfomy do 3 hlavnich skupin: B-bunééné, T-bunécné

a Hodgkinovy lymfomy a nasledné podskupin, které¢ jsou uvedené v tabulce 2.
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Tabulka 2: R.E.A.L klasifikace leukémii

B-bunécné nadory
* Prekurzory @ B-  bunéénych  nadort:  prekurzorovd  B-lymfoblasticka
leukémie/lymfomu
¢ Periferni B-bunééné nadory
o B-bunécénd chronicka lymfocytarni leukémie/prolymfocytarni
leukémie/malobunéény lymfaticky lymfom
o Lymfoplasmocytarni lymfom/imunocytom
o Lymfom z plastovych bunck
o Folikularni lymfom - rozdélené¢ na zakladé cytologie do tfi podskupin: I. s
malymi bunkami, II. vyskytem malych a velkych bunék, III. s velkymi buikami
o Lymfom z B-bun¢k marginalni zony
» extranodalni (MALT-typ +/— monocytoidni B buiiky)
» subtypy: splenicky lymfom zB-bun¢k marginalni zény (+/— vildzni
lymfocyty)

o Vlasatobuné¢na leukémie

o

Plazmocytarni myelom
o Difuzni velkobunécny B-lymfom
» subtypy: primarni mediastinalni (thymicky) velkobunécny
o B-lymfom
o Burkittv lymfom

T-bunécné a zdanlivé NK-bunécéné nadory
* Prekurzory T-bunéénych nadort: prekurzorova T-lymfoblasticka leukémie/lymfom
¢ Periferni T-bunécné nadory
o T-bunétna chronickd lymfocytarni leukémie/promyelocytarni leukémie
o Leukémie z velkych granularnich lymfocyti
»  T-bunény typ
* NK (natural killer) -bunécny typ
o  Sézary syndrom
o Periferni T-lymfom
» rozdéleny do cytologickych kategorii: se stifedné¢ velkymi bunkami,

svyskytem  stfednich a  velkych bun¢k, svelkymi buikami,

s lymfoepitelovymi buitkami
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» subtypy: hepatosplenicky T-lymfom, podkozni T-bunécny lymfom podobny
panikulitidé
o Angioimunoblasticky T-lymfom
o Angiocentricky lymfom
o Enteropaticky T-lymfom
o Adultni T-leukémie/lymfom

o Anaplasticky velkobunécny lymfom, CD30+, T- a malobunéény typ

Hodgkintiv lymfom
* Hodgkintiv lymfom s predominanci lymfocytt
*  Typ nodularni skler6za
*  Typ smiSené bunécnosti

¢ Hodgkintiv lymfom s depleci lymfocytt

Vzorovym pftikladem charakteristiky lymfomu dle R.E.A.L klasifikace je
prekurzorovy B-lymfoblasticky lymfom. Morfologicky je charakterizovan podle vyskytu
lymfoblastii, které jsou o néco veétsi nez malé lymfocyty, ale mensi nez bunky
velkobunééného B-lymfomu. Lymfoblasty obsahuji kulaté jadro s nepatrnym jadérkem,
jemny chromatin a slabé bazofilni cytoplazmu. Pro tumorové bunky je charakteristicka
predevsim pritomnost znakti: TdT (termindlni deoxynukleotid transferaza), CD19 (cluster of
differentiation), CD79a a CDI10, dale pak také znaky CD22 a CD20. Exprese TdT a
nedostatek imunoglobulind napoméhé k odliSeni prekurzorové B-lymfoblastové leukémie od
vice vyzralych B-bunéénych lymfomi. Z hlediska genetickych projevii dochéazi vétSinou

k prestavbé gent tézkych fetézci imunoglobulint (Harris a kolektiv, 1994).

2.3 WHO (Word healthy organization) klasifikace — klasifikace lymfomu a
leukémii

V roce 1995 ESP (European Association of Pathology) spole¢né¢ s SH (Society for

Hematopathology) zacali pracovat na nové klasifikaci hematologickych malignit pro

Svétovou zdravotni organizaci. Tato klasifikace se zabyva malignitami z myeloidni a

lymfoidni fady, ddle pak malignitami odvozenymi z zirnych bun€k a histiocytli (Harris a
kolektiv, 2000).

V roce 2001 WHO Kklasifikace ve spolupraci s ESP a SH vydala tieti edici doplnénou

o klasifikaci tumord vychazejici z hematopoetické a lymfoidni tkdné. Na zakladé¢ novych
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védeckych a klinickych informaci vyslo v roce 2008 ¢tvrté vydani s upravenymi a doplnénimi
informacemi (Vardiman a kolektiv, 2009; Chan a kolektiv, 2001).

Principem klasifikace je vyuziti vSech dostupnych informaci — morfologické,
cytochemické, imunofenotypové, genetické a klinické vlastnosti — k definici klinicky
vyznamnych projevli onemocnéni (Vardiman a kolektiv, 2009; Chan a kolektiv, 2001).

Morfologické rysy ziastavaji zakladem pro diagnozu a klasifikaci jednotlivych typt
hematologickych malignit. Diagnéza a klasifikace nékterych typt hematologickych malignit,
jako naptiklad podtypti Hodgkinova lymfomu, se opira ptedev§im o morfologické znaky
typické pro dany typ onemocnéni s podporou imunofenotypovych znakl. OvSsem u jinych
onemocnéni, naptiklad NHL, nestaci k diagnéze a klasifikaci pouze histologickd a
cytologicka data, a je nutné pouzit sofistikovanéj§i a drazSi testy, naptiklad
imunohistochemicky panel nebo pouziti pritokové cytometrie ¢i jiné techniky (O’Brien,
2010).

S rozvojem imunohistochemickych technik a pritokové cytometrie v osmdesatych
letech dvacatého stoleti doslo ke zlepSeni systému klasifikace, ale jen mala ¢ast malignit ma
charakteristicky imunofenotypovy obraz, umoziujici diagnostiku a zarazeni. Piikladem
malignity, ktera se da diagnostikovat na zékladé imunofenotypovych dat, je vlasatobunécna
leukémie, kdy dochazi ke ko-expresi povrchovych znakid CDI1c¢, CD25 a CD103. Dalsim
problémem imunofenotypizace je, ze imunofenotypové markery nebo panely markerti nejsou
dostate¢né citlivé ani specifické (O’Brien, 2010).
genetické aberace a genetické abnormality a obzvlasté dalezitou informaci jsou pak genetické
translokace, popsané ve WHO klasifikaci. Diky novym molekularnim a genetickym
technikam, jako je technika DNA cipti (aCGH — array comparative genomic hybridization),
profil genové exprese (GEP — gene expression profiling) ¢i analyza mutaci, dochazi
k objeviim novych nepatrnych genetickych zmén — mikrodelece, bodové mutace a podobn¢;
nebo novych zmén vedoucich k aktivaci/utlumeni genti. Nové ziskand, ale jiz zndma
geneticka data, se nejspiSe v budoucnu stanou zdkladem pro klasifikaci a diagnostiku
hematologickych malignit (O’Brien, 2010).

Klinické projevy maji vyznam napiiklad pro zafazeni posttransplantacnich
lymfoproliferativnich onemocnéni (PTLD). PTLD vznikaji po alogenni transplantaci
kmenovych bun¢k. Na zaklad¢ klinickych projevi je mozné odliSit primarni kozni lymfomy
od jejich systematickych protéjskt, které maji stejné morfologické, cytologické a

imunofenotypové projevy, ale rozdilnou prognézu (O’Brien, 2010).
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2.3.1 WHO Kklasifikace lymfomu

WHO Kklasifikace rozdé€luje lymfomy do péti hlavnich kategorii: leukémie
z prekurzorovych bunék, leukémie ze zralych B-bunék, T-bun¢k a NK (natural killer) bunék,
Hodgkinovy lymfomy a lymfoproliferativni nddory spojené simunodeficienci. Podtypy
jednotlivych hlavnich skupin jsou uvedené v tabulce 3 (O’Brien, 2010).
Tabulka 3: WHO klasifikace lymfomu

Leukémie z prekurzorovych bunék

* B-lymfoblasticka leukémie jinak nespecifikovana

* B-lymfoblasticka leukémie s genetickymi abnormalitami
o B-lymfoblasticka leukémie s 1(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABLI
o B-lymfoblasticka leukémie s t(v;11q23), MLL-pieskupeni
o B-lymfoblasticka leukémie s t(12;21)(p13;q22); TEL-AMLI (ETV6-RUNX1I)
o B-lymfoblasticka leukémie s hyperdiploidii
o B-lymfoblasticka leukémie s hyperdiploidii (hyperdiploidni ALL)
o B-lymfoblasticka leukémie s t(5;14)(q31;q32); IL3-IGH
o B-lymfoblasticka leukémie s t(1;19)(q23;q13.3); E24-PBX1 (TCF3-PBX1)

* T-lymfoblastickd leukémie

Malignity ze zralych B-bun¢k
* Chronické lymfocyticka leukémie / malobunéény lymfocyticky lymfom
* B-prolymfocyticka leukémie
¢ Splenicky lymfom z B-buné¢k marginalni zony
* Leukémie z vlasatych bunck
* Splenicky lymfom
o Splenicky difuzni lymfom cervené pulpy
o Variantni leukémie z vlasatych bunék
* Lymfoplazmocyticky lymfom
* Nemoc z té¢zkych fetézct
o Nemoc z tézkych fetézci y
o Nemoc z té¢zkych fetézci u
o Nemoc z tézkych fetézci o
* Malignity z plazmatickych bunck

o Monoklonélni gamapatie neurcitého vyznamu
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o

o

Plazmocytarni myelom
Solitarni plazmocytom kosti
Extraosalni plazmocytom

Nemoci z uklddani imunoglobulinti

* Extranodalni lymfom z marginalni zony slizni¢ni lymfoidni tkané

* Nodalni lymfom z marginalni zony

* Folikularni lymfom

*  Primarni kozni lymfom z folikularniho centra

¢ Lymfom z plastovych bunck

* Diftizni velkobunéény B-lymfom (DLBCL)

o

o

o

o

Velkobunécny B-lymfom bohaty na T-lymfocyty a histiocyty
Primarni DLBCL centralniho nervového systému
Primarni kozni DLBLC ,,leg type*

Epstein-Barrové virus pozitivni DLBLC vyssiho véku

* Dalsi lymfomy z velkych B-lymfocyti

o

o

o

o

DLBLC spojeny s chronickym zanétem

Lymfomatoidni granulomat6za

Intravaskuldrni velkobunéény B-lymfom

Primérni mediastinalni (thymicky) velkobunécny B-lymfom

Anaplastickd lymfomova kinaza (ALK) -pozitivni velkobunécny B-lymfom
Plazmoblasticky lymfom

Velkobunécny  B-lymfom  vznikajici v HVVS8-pozitivni  multicentrické
Castlemanové nemoci

Primarni exsudativni lymfom

¢ Hrani¢ni ptipady

o

o

B-bunéény lymfom neklasifikovatelny s rysy intermedialnimi mezi DLBCL a
Burkittovym lymfomem
B-bunéény lymfom neklasifikovatelny s rysy intermedialnimi mezi DLBCL a

klasickym Hodgkinovym lymfomem

Malignity ze zralych T-bun¢k a NK-bunék

* T-prolymfocytické leukémie

* Leukémie z velkych granularnich T-lymfocyti

* Chronické lymfoproliferativni nemoc z NK-bunék
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Agresivni leukémie z NK-bun¢k

EBV-pozitivni T-lymfoproliferativni onemocnéni détského veku

o Systémova EBV-pozitivni T-lymfoproliferativni onemocnéni détského véku
o Lymfom vzhledu hydroa vacciniforme

Adultni T-leukémie

Extranodalni NK/T-lymfom, nazalni typ

Enteropaticky T-lymfom

Hepatosplenicky T-lymfom

Podkozni panikuliticky T-lymfom

Mycosis fungoides

Sézaryho syndrom

Primérni kozni CD30 pozitivni T-lymfoproliferativni onemocnéni

Primarni kozni periferni T-bunééné lymfomy

o Primdrni kozni y/0 T-lymfom

o Primarni kozni CD8-pozitivni agresivni epidermotropni cytotoxicky T-lymfom
o Primarni kozni CD4-pozitivni T-lymfom z mensich a stfedné velkych bunék
Periferni T-lymfom

Angioimunoblasticky T-lymfom

Anaplasticky velkobunéény lymfom, ALK-pozitivni

Anaplasticky velkobunéény lymfom, ALK-negativni

Hodgkinovy lymfomy

Nodularni paragranulom

Klasicky Hodgkinv lymfom

Klasicky Hodgkinv lymfom, noduldrni skler6za
Klasicky Hodgkintiv lymfom bohaty na lymfocyty
Klasicky Hodgkintiv lymfom s depleci lymfocyti

Lymfoproliferativni onemocnéni spojené s imunodeficity

Lymfoproliferativni onemocnéni spojené s primarni imunitnim onemocnénim
Lymfomy spojené s HIV infekci

Potransplanta¢ni lymfoproliferativni onemocnéni (PLTD)

o Plazmocelularni hyperplazie a plazmocelularni hyperplazie charakteru infekéni

mononukledzy
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o Polymorfni PLTD
o Monomorfni PLTD
o Kilasicky Hodgkiniv lymfom typu PLTD

2.3.2 WHO Kklasifikace myeloidnich onemocnéni

Termin myeloidni ve WHO Kklasifikaci zahrnuje vSechny builky z granulocytarni
(neutrofily, bazofily a eozinofily), monocytarni, makrofagové, erytroidni, megakaryocytické
fady a kmenové bunky. WHO kritéria pro myeloproliferativni neoplazie vyuzivaji informace
ziskané z periferni krve a kostni dfen¢. Ziskané morfologické, cytochemické a
imunofenotypové informace slouzi k ur¢eni bunécné linie a stupné vyzralosti jednotlivych
bun¢k. Stejn¢ jako FAB klasifikace i WHO klasifikace vyuzivé k rozdéleni procentualni
zastoupeni blastl. Procentualni zastoupeni blasti by meélo byt urCeno nejlépe z200
napocitanych bunék pii diferencidlnim rozpoctu periferni krve a z 500 bunék pii
diferencialnim rozpoctu jadernych bunc¢k v kostni dfeni. Pokud je v kostni dfeni nebo
periferni krvi minimalné 20 % blastt, pak se dle WHO klasifikace jedna o akutni myeloidni
leukémii. Myeloblast je buiika obsahujici jadro s dobie viditelnymi jadérky, s velkym
cytoplazmatickym pomérem, jadro obsahuje jemny chromatin a jeho tvar je rlzny.
Cytoplazma myeloblastu je bazofilni a mohou zde byt pfitomny granule nebo Auerovy tyce,

jak je mozné vidét na obrazku 3 (Mufti a kolektiv, 2008; Vardiman a kolektiv, 2009).

Obrazek 3: Blasty granulocytit a agranulocytii
Na leveé strané je blast agranulocytii, ktery ma bazofilni cytoplazmu na rozdil od blastu
granulocytit (napravo), ktery ma cytoplazmu azurofilni. Oba typy blastii obsahuji jadro

s patrnymi jadeérky a jemny chromatin

Myeloidni onemocnéni jsou dle WHO déleny do péti hlavnich skupin a nésledné¢ do

jednotlivych subtypti, viz tabulka 4 (Adam a kolektiv, 2008; Vardiman a kolektiv, 2009).
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Tabulka 4: WHO klasifikace myeloidnich onemocnéni

Myeloproliferativni onemocnéni
¢ Chronicky myeloidni leukémie, BCR-ABL [-pozitivni
¢ Chronicka neutrofilni leukémie
* Polycytémie vera
*  Primarni myelofibréza
* Esencialni trombocytémie
¢ Chronicka eozinofilni leukémie jinak nespecifikovana
* Mastocytdza

* Myeloproliferativni choroba, neklasifikovatelna

Myeloidni a lymfoidni onemocnéni spojené s eozinofilii a abnormalitami v genech
PDGFRA, PDGFRB, nebo FGFRI1

* Myeloidni a lymfoidni neoplazie spojené s PDGFRA pteskupenim

* Myeloidni neoplazie spojené¢ s PDGFRA pieskupenim

* Myeloidni a lymfoidni neoplazie spojené s FGFRI abnormalitami

Myelodysplastické / myeloproliferativni onemocnéni
* Chronickd myelomonocytarni leukémie
* Atypicka chronicka myeloidni leukémie BCR-ABL I-negativni
* Juvenilni myelomonocytarni leukémie

* Neklasifikovatelnd myelodysplasticka / myeloproliferativni onemocnéni

Myelodysplasticky syndrom
* Refrakterni cytopenie s dysplazii v jedné fade
o Refrakterni anémie
o Refrakterni neutropenie
o Refrakterni trombocytopenie
¢ Refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty
* Refrakterni cytopenie s dysplazii ve vice fadach
¢ Refrakterni anémie s excesem blasti v transformaci
* Mpyelodysplasticky syndrom spojeny s izolovanou del(5q)
* Myelodysplasticky syndrom, neklasifikovany
* Mpyelodysplasticky syndrom v détském veéku
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Akutni myeloidni leukémie a ptibuzné onemocnéni

* Akutni myeloidni leukémie s genetickymi abnormalitami

(@]

o

o

o

(@]

AML s t(8;21)(q22;922); RUNXI-RUNXITI

AML s inv(16)(p13.1g22) nebo t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH]1 1
AML s t(15;17)(q22;q12); PML-RARA

AML s t(9;11)(p22;q923); MLLT3-MLL

AML s t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

AML s inv(3)(q21926.2) nebo t(3;3)(q21;926.2); RPNI-EVII

AML (megakaryoblastova) s t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKLI
AML s mutaci NPM1

AML s mutaci CEBPA

* Akutni myeloidni leukémie s dysplazii vice bunéénych linii

* Akutni myeloidni leukémie jinak nespecifikované

o

o

(@]

(@]

(@]

AML s minimalné¢ diferencovana

AML bez maturace

AML s maturaci

Akutni myelomonocytarni leukémie

Akutni monoblasticka a monocyticka leukémie
Akutni erytroidni leukémie

Akutni megakaryocytarni leukémie

Akutni bazofilni leukémie

Akutni panmyeldza s myelofibrézou

* Myeloidni sarkom

* Myeloidni proliferace spojena s Downovym syndromem
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3 INCIDENCE A PREVALENCE NEJCASTEJSICH
HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT

Hematologické malignity jsou heterogenni skupinou onemocnéni s rozdilnou incidenci,
prognodzou, mortalitou a etiologii. Urceni celosvétové incidence jednotlivych malignit je
ztizeno existenci mnoha rozdilnych klasifika¢nich systémi a rdznou definici typl
onemocnéni v jednotlivych zemich a také rozdilnym vékem nastupu onemocnéni. K urceni
incidence se pouziva vékove zavislé standardizovani incidence ARS (Age Standardized Rate),
coz umoziuje eliminovat rozdilny vék jedinct. Svétovy standard (W) je vztazen na 100 000
osob (Sant, 2010).

Vyse zminéné udaje jsou podrobnéji diskutované v nasledujicich podkapitolach spole¢né

se stru¢nou definici jednotlivych skupin hematologickych malignit.

3.1 Hodgkinovy lymfomy (HL)

Hodgkinovy lymfomy jsou nadorové onemocnéni vychazejici z imunitniho systému, kdy
dochazi k abnormélnimu rdstu bunék imunitniho systému, a to konkrétné B-lymfocyt
nachazejicich se v germindlnim centru lymfatickych uzlin. Diky postizeni imunitniho systému
dohazi ke ztraté¢ obranyschopnosti organismu. Na rozvoji onemocnéni se muze naptiklad
podilet virus Epstein-Barrové ¢i infekéni mononukle6za (O’Brien a kolektiv, 2010;
www.hodgkin.cz [cit. 2016-05-10]; www.mayoclinic.org [cit. 2016-05-10]).

Hodgkinovy lymfomy ¢astéji postihuji muze nezli Zeny, a to v poméru 3:2 a nejcastéji
jsou diagnostikovany ve véku 20-34 let (National cancer institute: http://seer.cancer.gov [cit.
2016-05-10]).

Incidence Hodgkinovych lymfomti dle HAEMACARE (The European Cancer
Registry-based project on hematologic malignancies), vychazejici z diagnostikovanych
pripadi v letech 2000 — 2002 a zaznamii 44 evropskych onkologickych registri, byla
stanovena na 2,41 ptipadu na 100 000 obyvatel (Sant, 2010). Projekt HAEMACARE pouzil
data z databaze EUROCARE-4 (European Cancer Registry-based project on survival and care
of cancer patients) a tfeti vydani WHO klasifikace ke standardizaci incidence
hematologickych malignit ve 23 evropskych statech (Marcos-Gragera a kolektiv, 2011).

Svétova zdravotni organizace v projektu GLOBOCAN (estimated cancer incidence,
mortality and prevalence worldwide in 2012) se snazila podat co nejptesnéjsi odhady
incidence, mortality a prevalence hlavnich typti nddorovych onemocnéni v 184 statech svéta a

na jednotlivych svétadilech. Vysledek projektu byl prezentovan v roce 2012 a stanovuje
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celosvétovou incidenci Hodgkinovych lymfomt na 0,9 ptipadii na 100 000 osob a incidence

v Ceské republice na 2,0 piipadu na 100 000 osob. Vékové standardizovana incidence v

jednotlivych svétadilech stanovend v ramci projektu GLOBOCAN je uvedena v tabulce 5.

Tabulka 6 uvadi pocet nové diagnostikovanych piipadii Hodgkinova lymfomu a imrtnost na

tuto nemoc v roce 2012 v Ceské republice a Evrops.

Tabulka 5: Vé&kové standardizovand incidence HL na 100 000 osob na jednotlivych

svétadilech v roce 2012

Evropa

Asie

Australie

Amerika

Afrika

ASR (W) 2,1

0,7

2,5

1,5

0,7

Tabulka 6: Poget nové diagnostikovanych piipadtt HL a umrtnost v 2012 v Ceské republice a

Evropé
. Pocet nove Umrtnost
diagnostikovanych piipadi
Celkové | Muzi | Zeny | Celkové | Muzi Zeny
Ceska republika 2012 249 147 102 40 21 19
Evropa 2012 20410 | 11066 | 9344 5887 3430 2 457

Pocet nové diagnostikovanych piipadi Hodgkinova lymfomu a umrtnost na tuto

nemoc v letech 2000 — 2015 v USA je uveden v tabulce 7. Miizeme vidét zvySujici se pocet

osob trpicich Hodgkinovym lymfomem a s tim i rostouci imrtnost na toto onemocnéni.
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Tabulka 6 a tabulka 7 potvrzuji fakt, Zze Hodgkinliv lymfom castéji postihuje muze

nezli zeny (GLOBOCAN 2012: http://globocan.iarc.fr/Default.aspx [cit. 2016-05-10]).




Tabulka 7: Pocet nové diagnostikovanych piipadti HL a imrtnost v USA za poslednich deset

let.
Pocet nové d}.?lgnoostlkovan}’lch Umrtnost

Rok pripadl

Celkové Muzi Zeny Celkové Muzi Zeny
2005 7 350 3 980 3370 1410 780 630
2006 7 800 4190 3610 1490 770 720
2007 8 190 4 470 3720 1070 770 300
2008 8220 4 400 3 820 1350 700 650
2009 8510 4 640 3870 1290 800 490
2010 8 490 4670 3 820 1320 740 580
2011 8 830 4 820 2010 1300 760 540
2012 9 060 4960 4100 1190 670 520
2013 9290 5070 4220 1180 660 520
2014 9190 5070 4120 1180 670 510
2015 9 050 5100 3950 1150 660 490

Prevalence Hodgkinova lymfomu v Ceské republice a Evropé za jednoleté, dvouleté a
pétileté obdobi stanovena projektem EUCAN, zaznamenavajici prevalenci, incidenci a
mortality nejcastéj$ich nddorovych onemocnéni. Prevalence dle Svétové zdravotni organizace
vroce 2012 je uvedena v tabulce 8. Tabulka 9 udava prevalenci za pétileté obdobi na

ostatnich kontinentech.

Tabulka 8: Prevalence HL z roku 2012 v CR a Evropé

1 rok 3 roky 5 let
Ceska republika 188 535 869
Evropa 13 027 37232 59 817

Tabulka 9: Prevalence HL na svété s vyjimkou Evropy za pétileté obdobi z roku 2012
Asie Australie Amerika Afrika
5 let 19 785 2 490 49 058 13 266
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3.2 Non-Hodgkinovy lymfomy (NHL)

Non-Hodgkinovy lymfomy jsou skupinou lymfoproliferativnich onemocnéni. Jedna se
o nadorova onemocnéni opé€t postihujici a vychézejici z imunitniho systému, a to konkrétné
z lymfocytl a daleko Castéji dochédzi k maligni transformaci B-lymfocytl nezli T-lymfocytu.
NHL jsou mnohem castéji vyskytujici se hematologické malignity nezli HL, jak je mozné
vycCist znasledujicich tabulek. Navic u déti jsou NHL jedny znejrychleji rostoucich
zhoubnych nadori.

WHO v projektu GLOBOCAN stanovila celosvétovou incidenci NHL na 6,0 piipadu na
100 000 osob a incidence v Ceské republice byla stanovena na 6,8 ptipadu na 100 000

obyvatel. Incidence NHL v ramci jednotlivych svétadild je uvedena v tabulce 10.

Tabulka 10: Veékovée standardizovana incidence NHL na 100 000 osob v ramci jednotlivych

svétadilu v roce 2012

Asie
3.4

Afrika
3,9

Amerika

8,4

Australie

12,1

Evropa

7,0

ASR(W)

Pocet novych piipadi NHL a timrtnost na tuto nemoc v Ceské republice a Evropé
v roce 2012 je uvedena v tabulce 11. V tabulce 12 je uveden pocet novych ptipadii v roce
2005 — 2015 v USA. Zde je vidét postupné se zvysujici pocet noveé diagnostikovanych
pripadua.

Tabulka 11: Veékovée standardizovana incidence NHL na 100 000 osob v ramci jednotlivych

svétadilu v roce 2012

Pocet dlagvrrlostlyovanych Umnrtnost
pripadi
Celkové | Muzi | Zeny |Celkové| Muzi | Zeny
Ceska republika 2012 1278 634 644 512 268 244
Evropa 2012 101940 | 54412 | 47528 | 42630 | 23098 | 2457
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Tabulka 12: Pocet nové diagnostikovanych pfipadi NHL a umrtnost v USA za poslednich

deset let
Nové ptipady Umrtnost
Rok Celkové Muzi Zeny Celkové | Muzi Zeny
2005 56 390 29 070 27 320 19 200 10 150 9 050
2006 58 870 30 680 28 190 18 840 10 000 8 840
2007 63 190 34 200 28 990 18 660 9 600 9 060
2008 66 120 35450 30 670 19 160 9 790 9370
2009 65 980 35990 29 990 19 500 9 830 9670
2010 65 540 35380 30160 20210 10 710 9500
2011 66 360 36 060 30 300 19 320 9 750 9570
2012 70 130 38 160 31970 18 940 10 320 8 620
2013 69 740 37 600 32 140 19 020 10 590 8430
2014 70 800 38270 32 530 18 990 10 470 8 520
2015 71 850 39 850 32 000 19 790 11480 8310

Prevalence Non-Hodgkinovych lymfomt v Ceské republice a Evropé za jednoleté,
dvouleté a pétileté obdobi stanovena v projektem EUCAN Svétové zdravotni organizace
vroce 2012 je uvedena v tabulce 13. Tabulka 14 udava prevalenci za pétileté obdobi na

ostatnich kontinentech.

Tabulka 13: Prevalence NHL z roku 2012 v CR a Evropé

1 rok 3 roky 5 let
Ceska republika 918 2361 3521
Evropa 64 869 166 795 248 841

Tabulka 14: Prevalence NHL na svété s vyjimkou Evropy za pétileté obdobi z roku 2012
Asie Australie Amerika Afrika
5 let 260 856 14 769 258 862 32377
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3.3 Leukémie

Leukémie predstavuji maligni onemocnéni krvetvorné tkané, do které patii kostni dfen

a lymfaticky systém. Leukémie se déli na akutni a chronické leukémie, lymfoblastové a

myeloidni a nésledn¢ dalsi podskupiny (http://www.mayoclinic.org [cit. 2016-05-10]).

Celosvétova veékove standardizovana incidence leukémii ¢ini 5,6 ptipadi na 100 000

osob a incidence v Ceské republice byla stanovena v projektu GLOBOCAN na 5,9 piipadii na

100 000 osob. V tabulce 15 mizeme vidét incidenci leukémii v jednotlivych svétadilech a

v tabulce 16 pocet nové diagnostikovanych leukémii a umrtnost na tuto nemoc v Ceské

republice a Evropé v roce 2012. Tabulka 17 ukazuje pocet nové diagnostikovanych pitipadi

leukémii a umrtnost v USA za poslednich deset let, kde je op€t patrny nariist poétd novych

ptipadi témét v kazdém roce.

Tabulka 15: Vékové standardizovand incidence leukémii na 100 000 osob na jednotlivych

svétadilech v roce 2012

Evropa

Asie

Australie

Amerika

Afrika

ASR(W) 6,8

3,9

9,2

6,6

2,5

Tabulka 16: Pocet nové diagnostikovanych piipadt leukémie a tmrtnost v 2012 v Ceské

republice a Evropé

Pocet diagnostikovanych

o Umrtnost
pripadi
Celkové | Muzi | Zeny | Celkové| Muzi Zeny
Ceska republika 2012 1016 571 445 786 408 378
Evropa 2012 90391 | 51097 | 39294 | 60055 | 33124 26 931
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Tabulka 17: Pocet nové diagnostikovanych piipadi leukémii a umrtnost v USA za poslednich

deset let.
Nové ptipady Umrtnost
Rok Celkovée Muzi Zeny Celkovée Muzi Zeny
2005 34 810 19 640 15170 22 570 12 540 10 030
2006 35070 20 000 15070 22 280 12 470 9810
2007 44240 24 800 19 440 21790 12 320 9470
2008 44270 25180 19 090 21710 12 460 9250
2009 44790 25630 19 160 21870 12 590 9 280
2010 43 050 24 690 18 360 21 840 12 660 9180
2011 44 600 25320 19 280 21780 12 740 9 040
2012 47150 26 830 20320 23530 13 500 10 040
2013 48 610 27 880 20 730 23720 13 660 10 060
2014 52 380 30 100 22 280 24090 14 040 10 050
2015 54 270 30900 23370 24 450 14210 10 240

Prevalence leukémii v Ceské republice a Evropé za jednoleté, dvouleté a pétileté obdobi
stanovend v projektem EUCAN Svétové zdravotni organizace vroce 2012 je uvedena

v tabulce 18 a tabulka 19 udava prevalenci za pétileté obdobi na ostatnich kontinentech.

Tabulka 18: Prevalence leukémii z roku 2012 v CR a Evropé

1 rok 3 roky 5 let
Ceska republika 918 2361 3521
Evropa 64 869 166 795 248 841

Tabulka 19: Prevalence NHL na svété s vyjimkou Evropy za pétileté obdobi z roku 2012
Asie Australie Amerika Afrika
5 let 260 856 14 769 258 862 32377

3.3.2 Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

Akutni lymfoblastovd leukémie je maligni onemocnéni vychazejici z geneticky
postizeného jadra kmenovych bunék. Je to onemocnéni nevyzralych T- a B-lymfocytl nebo
lymfoblasti vznikajici nasledkem jedné nebo vice genetickych abnormalit v lymfoblastu,

vedouci k proliferaci a akumulaci blastovych bun¢k v kostni dfeni, coz ma za nésledek utlum
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hematopoézy a sekundarni anémii, trombocytopenii a neutropenii. U ALL muze dochazet
nejen k hromadéni lymfoblastti v kostni dfeni, ale i mimo ni, a to zejména ve vazivovych
vrstvach mozku, tzv. mozkové plené, pohlavnich zldzach, brzliku, jatrech, sleziné nebo
lymfatickych uzlinach (Pui, 1998; Schwab, 2001).

ALL tvofi priblizn€ 12 % ze vSech diagnostikovanych leukémii u déti a dospélych ve
vyspélych statech, pticemz 60 % je diagnostikovano u lidi mladSich 20 let a incidence
dosahuje 4,5 p¥ipadti na 100 000 déti. Celkova incidence v Ceské Republice je 1,2 piipadu na
100 000 obyvatel, svétova incidence Cini az 4,7 ptipadd na 100 000 obyvatel, pfi¢emz
nejvyssi incidence ALL je v USA, Svycarsku, Italii a na Kostarice a ¢ast&ji postihuje muze
(Schwab, 2001; Cetkovsky, 2000; Redealli, 2005).

Ke dni 10. 5. 2016 bylo zatim v USA diagnostikovano 6 590 novych ptipadt a 1 430
umrti v disledku onemocnéni ALL. Prevalence v roce 2013 byla 77 855 osob s ALL zijicich
v USA. Ve Velké Britanii bylo v roce 2013 diagnostikovano 818 novych ptipadi, z toho vice
nez polovina ve véku pacientti 0 — 15 let (Cancer Research UK; National Cancer institute).

Pocet nové diagnostikovanych ptipadt a umrtnost v USA mezi lety 2005 — 2015 je

uvedena v tabulce 20.

Tabulka 20: Diagnostikované piipady ALL a umrtnost v USA za poslednich deset let.

Nové piipady Umrtnost
Rok Celkovée Muzi Zeny Celkove Muzi Zeny
2005 3970 2 180 1790 1 490 850 640
2006 3930 2170 1 780 1 490 900 590
2007 5200 3 060 2140 1420 820 600
2008 5430 3220 2210 1 460 800 660
2009 5760 3350 2410 1 400 740 660
2010 5330 3150 2180 1420 790 630
2011 5730 3320 2410 1420 780 640
2012 6 050 3450 2 600 1 440 820 620
2013 6070 3350 2720 1430 820 610
2014 6 020 3140 2 880 1 440 810 630
2015 6250 3100 3150 1450 800 650
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3.3.2 Akutni myeloidni leukémie (AML)

Akutni myeloidni leukémie vznika v dasledku chromozomalni aberace kmenovych
bun¢k, diky ¢emuz dochdzi u myeloidnich prekurzorti k poruse proliferace a diferenciace.
Nasledn¢ diky hromadéni abnormalnich blasti dochdzi k poruSe i ostatni krvetvorby, coz
muze vést napfiklad k anémii. AML je mnohem vice rozSifené onemocnéni nez ALL, jak
vyplyva z tabulky 21 a tabulky 22 (http://www.mayoclinic.org [cit. 2016-05-10]; Narodni
informac¢ni a vzdélavaci portdl o onkologickych onemocnéni détského véku (Bain, 2014;
Cetkovsky, 2007).

Akutni myeloidni leukémie postihuje spiSe star$i osoby, zcelkového mnozstvi
leukémii postihujici déti tvoii pouze 15 %. Casto byva spojena s chromozomalnimi
poruchami, jako je naptiklad Downiv syndrom. V Evropé¢ je incidence AML 3,7 ptipadii na
100 000 osob. V roce 2013 bylo ve Velké Britanii diagnostikovano 2 942 novych ptipadi
AML, a to vétSinou pacientiim stars§im 70 let, celkova incidence AML ve Velké Britanii je 5,2
ptipady na 100 000 obyvatel. Dosavadni pocet nové diagnostikovanych ptipadi ke dni
10. 5. 2016 v USA bylo 19 950 a pocet umrti zpisobenych timto onemocnénim byl 10 430
(Cancer Research UK; National Cancer institute).

Pocet nové diagnostikovanych piipadi akutni myeloidni leukémie a Umrtnost
v dasledku tohoto onemocnéni v letech 2005 — 2015 v USA je uveden v tabulce 21. Z tabulky
21 je jasné viditelny negativni trend stoupajiciho poctu nove diagnostikovanych pfipadi AML

a také stoupajici imrtnost na toto onemocnéni.

Tabulka 21: Diagnostikované piipady AML a umrtnost v USA za poslednich deset let.

Nové piipady Umrtnost
Rok Celkovée Muzi Zeny Celkové Muzi Zeny
2005 11 960 6 530 5430 9 000 5 040 3 960
2006 11930 6 350 5 580 9 040 5090 3950
2007 13410 7 060 6 350 8 990 5020 3970
2008 13 290 7200 6 090 8 820 5100 3720
2009 12 810 6 920 5890 9 000 5170 3 830
2010 12 330 6 590 5 740 8 950 5280 3670
2011 12 950 6 830 6 120 9 050 5 440 3610
2012 13 780 7 350 6 430 10 200 5790 4410
2013 14 590 7 820 6 770 10 370 5930 4 440
2014 18 860 11530 7 330 10 460 6010 4 450
2015 20 830 12 730 8100 10 460 6110 4350
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3.3.3 Chronicka lymfaticka leukémie (CLL)

CLL je nadorové onemocnéni zralych B-lymfocytd, kdy dochazi k proliferaci malych
lymfocytt, které nesou povrchovy znak CD5 a CD23. Tyto lymfocyty se mohou vyskytovat
v kostni dfeni, lymfatickych uzlinach a slezin€. Tento typ leukémie vznika pravdépodobné na
podkladé genetické predispozice (Penka, 2011).

CLL je jeden z nejcastéjSich typ leukémie vyskytujicich se v Evropé¢ a Americe,
postihujici spise star$i osoby. V Ceské republice je ro¢né diagnostikovano 300 — 500 novych
pripadi CLL, a to nejcastéji u osob starSich 50 let a ¢astéji u muzi nezli u Zen. V roce 2013
bylo ve Velké Britanii diagnostikovano 3 442 novych ptipadd, a to vétSinou u pacientil
starSich 70 let (www.cll.cz [cit-2016-05-17]; Cancer Research UK; http://www.cls.cz [cit.
2016-05-15]).

V tabulce 22 mizeme vidét pomérné vysoky nartist noveé diagnostikovanych piipada
CLL v Americe, zatimco pocet umrti na tuto nemoc se pfili§ neméni. V roce 2016 bylo
v USA diagnostikovano zatim 18 960 novych ptipadi, coz je nejvice za poslednich deset let a

incidence Cini 4,6 ptipadi na 100 000 obyvatel (National Cancer institute).

Tabulka 22: Diagnostikované piipady chronické lymfoblastické leukémie a imrtnost v USA

za poslednich deset let.

Nové ptipady Umrtnost
Rok Celkovée Muzi Zeny Celkovée Muzi Zeny
2005 9370 5780 3950 4 600 2520 2 080
2006 10 020 6 280 3 740 4 660 2590 2070
2007 15 340 8 960 6 380 4500 2 560 1 940
2008 15110 8 750 6 360 4390 2 600 1790
2009 15 490 9200 6290 4390 2 630 1760
2010 14 990 8 870 6 120 4390 2 650 1740
2011 14 570 8520 6 050 4380 2 660 1720
2012 16 060 9490 6 570 4580 2730 1 850
2013 15 680 9720 5960 4 850 2750 1 830
2014 15 720 9100 6 620 4 600 2 800 1 800
2015 14 620 8 140 6480 4 650 2 830 1 820
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3.3.4 Chronicka myeloidni leukémie (CML)

U CML dochazi k maturaci bun¢€k a produkci granulocytd. Na zékladé Filadelfského
chromozomu dochazi k abnormalitdm v pluripotentnich buiikach a poruse proliferace.

Chronick4 myeloidni leukémii tvoii pouze 2 — 5 % leukémii v détském véku a spise
postihuje starsi osoby. Vice jak polovina diagnostikovanych CML ve Velké Britanii je u osob
starSich 65 let. V roce 2013 bylo ve Velké Britanii nové diagnostikovano 714 piipadi CML.
Ke dni 10. 5. 2016 bylo prozatim v USA zaznamenano 8 220 novych pfipadi a 1 070 Gamrti
na toto onemocnéni. Celosvétova incidence CML ¢ini v priméru mezi 1 — 2 pfipady na
100 000 obyvatel (Jabbour, 2014; Cancer Research UK; National Cancer institute).

V tabulce 23 je opét vidét nartist poctu diagnostikovanych ptipadi za poslednich deset

let a je zietelné, ze onemocnéni Castéji postihuje muze.

Tabulka 23: Diagnostikované ptipady chronické myeloidni leukémie a umrtnost v USA za

poslednich deset let.

Nové ptipady Umrtnost
Rok Celkovée Muzi Zeny Celkovée Muzi Zeny
2005 4 600 2 550 1960 850 430 420
2006 4500 20 000 1950 600 300 300
2007 4570 2570 2 000 490 240 250
2008 4 830 2 800 2030 450 200 250
2009 5050 2930 2120 470 220 250
2010 4 870 2 800 2070 440 190 250
2011 5150 3 000 2 150 270 100 170
2012 5430 3210 2220 610 370 240
2013 5920 3420 2 500 610 340 270
2014 5980 3130 2 850 810 550 260
2015 6 660 3530 3130 1 140 590 550

3.4 Mnohocetny myelom (MM)

Mnohocetny myelom patii mezi malignity vychazejici z lymfocytarni tkan€, u néhoz
jsou typickym nalezem patologické plazmatické builky v kostni dieni a nésledné potlaceni
normdlni krvetvorby. Zaroven dochazi k sekreci monoklonalnich imunoglobulint, nejcastéji
ttidy IgG nebo IgM, oznacované jako paraprotein (Adam, 2008; Schwab, 2001).

Celkova incidence mnohocetného myelomu je 1,2 ptipady na 100 000 obyvatel,
v Ceské republice ¢ini 2,1 ptipad na 100 000. Souhrnna incidence tohoto onemocnéni na

jednotlivych kontinentech je uvedena v tabulce 24.
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Tabulka 24: Vékove standardizovand incidence mnohocetného myelomu na 100 000 osob na

jednotlivych svétadilech v roce 2012

Evropa

Asie

Australie

Amerika

Afrika

ASR(W)

2,5

0,8

3,7

2,6

1

V tabulce 25 jsou uvedené nové diagnostikované pfipady mnohocetného myelomu a

umrtnost na toto onemocnéni v Evropé€ a Ceské republice v roce 2012.

Tabulka 25: Pocet nové diagnostikovanych piipadi mnohocetného myelomu a umrtnost

v 2012 v Ceské republice a Evropé

Pocet diagnostikovanych

o Umrtnost
pripada
Celkové | Muzi | Zeny | Celkové | Muzi Zeny
Ceska republika 2012 426 226 200 328 147 181
Evropa 2012 41719 | 22042 | 19695 | 26346 | 13390 13 300

Stejné jako u vySe uvedenych hematologickych malignit i u mnohocetného myelomu

rok od roku stoupa pocet nové diagnostikovanych piipadi. Pocet novych ptipadi vzrostl od

roku 2005 v Americe o témét 60 %, jak je mozné vidét v tabulce 26.

Tabulka 26: Pocet nové diagnostikovanych piipadi mnohocetného myelomu a tmrtnost v

USA za poslednich deset let.

Rok Nové ptipady _ Umrtnost _
Celkove Muzi Zeny Celkove Muzi Zeny
2005 15980 8 600 7 380 11300 5 660 5 640
2006 16 570 9250 7 320 11310 5 660 5630
2007 19 900 10 960 8 940 10 790 5550 5240
2008 19 920 11190 8 730 10 690 5 640 5050
2010 20180 11170 9010 10 650 5760 4 890
2011 20 520 11400 9120 10610 5770 4 840
2012 21700 12 190 9510 10710 6 020 4690
2013 22 350 12 440 9910 10710 6 070 4 640
2014 24 050 13 500 10 550 11 090 6110 4980
2015 26 850 14 090 12 760 11240 6 240 5000
2009 20 580 11 680 8 900 10580 5650 4 940
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Prevalence mnohod&etného myelomu v Ceské republice a Evropé, za jednoleté, dvouleté a
pétileté obdobi stanovend projektem EUCAN Svétové zdravotni organizace v roce 2012 je
uvedena v tabulce 27 a tabulka 28 udava prevalenci za pétileté obdobi na ostatnich

kontinentech.

Tabulka 27: Prevalence mnohoéetného myelomu z roku 2012 v CR a Evropé

1 rok 3 roky 5 let
Ceska republika 289 616 785
Evropa 24 871 57174 76 754

Tabulka 28: Prevalence mnohocetného myelomu na svété s vyjimkou Evropy za pétileté

obdobi z roku 2012

Asie

Australie

Amerika

Afrika

5 let

58 902

4412

123 550

8993

3.5 Zavér

Jak vyplyva z vyse uvedenych dat, pocet nové diagnostikovanych hematologickych
malignit rok od roku stoupd. Nejcastéji se vyskytujici skupinou hematologickych malignit
jsou non-Hodgkinovy lymfomy. Nasleduji leukémie, z nichZ je nejcastéji diagnostikovana
akutni myeloidni leukémie.

Diivodem nartstu nové diagnostikovanych ptipadi hematologickych malignit je

pravdépodobné stale se zlepsujici diagnostické techniky laboratorni mediciny.
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4 DIAGNOSTIKA

Pro stanoveni spravné diagndzy je nezbytné zjistit informace o morfologii, buné¢éném
fenotypu a cytogenetickych a molekuldrné genetickych vlastnostech, které¢ se daji ziskat
mnoha testy. Ackoliv metody pro stanoveni téchto informaci jsou pomérné nédkladné,
momentalné se velmi rychle vyvijeji (Erber, 2010).

Jednou ze zakladnich, velmi dilezitych a v praxi bézn¢ provadénych diagnostickych
technik je vySetfeni morfologie krevnich bunék. K tomuto vySetfeni se vyuziva svételny
mikroskop. ZkuSeny laboratorni pracovnik takto dokaze rozeznat jednotlivé typy a
abnormality v buitkdch. V dnes$ni dobé existuji metody automatické digitalni morfologie pro
analyzu krevnich natérd, ale i pfi tomto vySetieni je nutnd fyzickd kontrola laboratornim
technikem. Morfologicko-cytochemické vysetfeni je kvalitativni a kvantitativni vySetfeni
krevnich elementl a slouzi asto k prvnimu zachytu hematologické malignity. VySetfovanym
materidlem je periferni krev nebo kostni dfen, ze které se zhotovuje krevni natér obarveny tzv.
Pappenheimovym panoptickym barvenim. Morfologické vySetieni se neprovadi jen u bunck
periferni krve, ale i bun¢k nachdzejicich se v kostni dieni (Erber, 2010).

Mezi pokrocilejsi, avSak dnes jiz bézné vyuzivané metody patii naptiklad pritokova
cytometrie, imunochemické vysetieni, cytogenetickéd analyza, metody molekularni genetiky a

dalsi, které jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.
4.1 Metody vyuzivané v klinické praxi

4.1.2 Imunofenotypizace

V 60. a 70. letech 20. stoleti doSlo k charakterizaci lymfoidni fady za pouziti
specifickych antisér namifenych proti povrchovym znakiim. Imunofenotypizace je metoda,
ktera identifikuje bunky pravé na zdkladé povrchovych a intracelularnich antigentt = CD
znakll. Vyuziva se zde tvorby imunokomplexu antigen-protilatka, kdy pomoci zndmé
protilatky uréujeme neznamy antigen. CD klasifikace (clusters of differentiation/designation)
vznikla v roce 1982 v Pafizi a v soucasné dobé obsahuje piiblizné¢ 400 CD znakl (Panczak,
2014; Penka, 2011).

Kur€eni antigeni se mohou vyuzivat monoklondlni nebo polyklonalni protilatky.
Monoklonalni protilatky jsou zameétfené proti jednomu konkrétnimu epitopu a jsou
produkované jednim klonem buné€k, polyklonalni protilatky jsou zamétené proti skupiné

antigend (Panczak, 2014; Penka, 2011).
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4.1.2.1 Prutokova cytometrie

hematologickych malignit. Vyuziva se pro imunofenotypizaci krve, aspiratu kostni dien¢ a
buné¢k ziskanych z lymfatické tkané. Nicméné dilezitou aplikaci je kvalitativni a kvantitativni
analyza jednotlivych populaci krevnich elementi. Diky pratokové cytometrii ziskame
informace o povrchovych a intraceluldrnich znacich, typickych pro jednotlivé typy bunék.
Tato technika se vyuziva nejen k diagnostice a nasledné klasifikaci hematologickych malignit,
ale 1 k monitorovani prubéhu [éCby téchto onemocnéni (Erber, 2010; Penka, 2011,

Jennings, 1997).

4.1.2.1.1 Princip prutokové cytometrie

Nejprve se musi oznacit bunky tak, ze se k suspenzi ptidava jedna nebo nekolik
protilatek, na kterych jsou navazané rizné fluorochromy, schopné absorpce a nasledné emise
ultrafialové ptipadné viditelné casti elektromagnetického zareni, napiiklad FITC (Fluorescein
isothiocyanate) ¢i PE (Phycoerythrin). Takto oznacené protilatky se navazi na antigeny,
nachazejici se na povrchu nebo uvnitt bun€k, a suspenze se vlozi do analyzatoru. Bunécna
suspenze je undSena nosnou kapalinou a dochazi k hydrodynamické fokusaci. Suspenze
s bunkami je pod velkym tlakem hnéna pies maly otvor, a diky tomu dochazi k sefazeni
bun¢k za sebou. Serazené buiiky postupné prochazeji paprskem laseru o urcité vinové délce.
Pti prichodu buinky laserovym paprskem dochazi k rozptylu svétla a zaroven excitaci
fluorochromu, ktery je konjugovén s protilditkou navdzanou na antigen builky s ndslednou
fluorescenci (Erber, 2010; Penka, 2011; Jennings, 1997; Paulik, 2005; Brown, 2000).

Prutokova cytometrie obsahuje né¢kolik detektord: Side scatter detector (SSc) a
Forward scatter detector (FSc), které zaznamenavaji rozptyl laserového paprsku, a detektory
na detekci fluorescenniho zareni. Laserovy paprsek rozptyleny pod uhlem 0 — 18 ° je
zaznamenavan FSc a udava informace o velikosti buiiky. Laserovy paprsek rozptyleny pod
uhlem 90 ° je zaznamenavan SSc a udava informaci o vnitfnim prostfedi bunky (Erber, 2010;
Penka, 2011; Jennings, 1997; Paulik, 2005; Brown, 2000).

Existuje celd tada fluorochromti pouzivanych pro znaceni protilatek proti
intracelularnim a povrchovym antigentim bunék. VInova délka excitovaného a emitovaného
zafeni je rozdilnd u jednotlivych typt fluorochroml. Emitované zareni jednotlivych
fluorochromil mé unikétni charakteristické spektrum, které se zaznamenava pomoci n¢kolika
detektorti, jak je vidét na obrazku 4. Fluorescencni zareni pied dopadem na detektor jeste

prochdzi filtry, které propoustéji paprsky jen o zvolené vlnové délce. Detektorem pro
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fluorescencni zéfeni jsou fotondsobice, prevadejici svételny signal na signal elektricky (Erber,
2010; Penka, 2011; Jennings, 1997; Paulik, 2005; Brown, 2000).

Elektrické signaly ze vSech detektord jsou nasledn€¢ zaznamenané a vyhodnocené
poc¢itacovym programem. (Erber, 2010; Penka, 2011; Jennings, 1997; Paulik, 2005;
Brown, 2000)

Poloprospustna
Bunééna suspenze —¢ zrcadla
Hydrodynamicka )
fokusace \ Filtr

:
>
%

Forward

» scatter

detector

Laser ﬁ

Smeér toku bunék

—

Obrazek 4: Schéma konstrukce priitokove cytometrie

Rozptylené laserové paprsky jsou zaznamenavany SSc a FSc detektorem a udavaji nam
informaci o vnitini komplexité a velikosti bunky. Emitovana zareni z fluorochromii jsou
zaznamenana fluorescencnimi detektory a udavaji informace o vnitrnich a povrchovych

antigenech bunky na podkladeé vazby protilatek.

4.1.2.1.2 Hodnoceni

Data ziskana zjednotlivych detektori jsou vyhodnocena pomoci pocitacového
softwaru. Vysledkem analyzy je bud’ jednoparametrovy histogram ¢i dvouparametrovy dot
plot. Jelikoz priitokova cytometrie analyzuje konkrétni bunécnou populaci, je nutné tuto
populaci vymezit, coz se provadi vytvofenim takzvaného gate. Piikladem je gating s nizkym
SSc a pozitivita na CD20, coz je identifikace pro B-lymfocyty. Daji se nastavit i hrani¢ni
hodnoty pro odliSeni normalni populace bunék od atypické populace, coz se vyuziva

k odliseni neoplastickych bun¢k a zdravych bunék. Vysledkem je hodnota udavajici relativni
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nebo absolutni pocet bunék vykazujicich pozitivitu/negativitu zvolenych znakt (Erber, 2010;

Penka, 2011).

4.1.3 Cytogeneticka analyza

Cytogenetika se zabyva studiem struktury chromozomitl. Chromozomalni analyza
hematologickych malignit a solidnich tumort byla vyvinuta pfiblizné pted 40 lety. Prvni
popsanou cytogenetickou abnormalitou byl Filadelfsky chromozom, vyskytujici se u
chronické myeloidni leukémie, ktery vznika translokaci t(9;22)(q34;ql1). Cytogeneticka
malignit. Byva vyuzivana ptfedevSim pro potvrzeni piedchozi diagndzy, sledovani pribéhu
1é¢by a detekcei relapstt onemocnéni (Rooney, 2010; Wintrobe, 200; Zneimer, 2014).

Pro vySetfeni chromozomalnich abnormalit u hematologickych malignit se vyuziva
analyza karyotypu pomoci pruhovacich technik, coz je takzvand konvencni cytogeneticka
analyza, nebo molekularné cytogenetické metody, do kterych patii FISH (fluorescein in situ
hybridization) a jeji modifikace, a komparativni genomova hybridizace (CGH). VSechny
techniky, spole¢né s dalSimi diagnostickymi technikami, jsou b&zné provadéné v ramci
diagnostiky, sledovani priibéhti nemoci a pfipadné relapsu hematologickych malignit

(Jarosova, 2012; Kuglik, 2008).

4.1.3.1 Konvenéni cytogeneticka analyza

U klasického cytogenetického vySetfeni se hodnoti pocet chromozomi a jejich
struktura. Metoda je zaloZzena na mikroskopické analyze metafdznich chromozomi.
Materidlem pro vySetfeni byva nejCastéji kostni dfen. Materidl se odebira do sterilni
zkumavky obsahujici antikoagulaéni cinidlo heparin. Nasledné dochazi k 24hodinové
inkubaci a poté se pfidava kolchicin pro inhibici déliciho vieténka, takze bunéné déleni je
zastaveno v metafazi. V dalSim kroku se pridava hypotonicky roztok, aby doslo ke zvétSeni
objemu buiiky a uspotadani chromozomii do ekvatorialni roviny. Bunky je nutné fixovat, coz
se provadi opakovan¢ pomoci fixa¢niho roztoku, obsahujictho metanol a kyselinu octovou.
Bunécna suspenze se prendsi na odmasténé podlozni sklicko a provadi se vlastni barveni,
které je zalozeno na proteolytické Cinnosti trypsinu a barveni Giemsovym barvivem.
Obarveny preparat se vklada pod mikroskop, ktery je ¢asto vybaveni kamerou pro potizeni
snimku mikroskopického preparatu. Chromozomy jsou tedy snimany kamerou a nasledné
dochazi k hodnoceni pomoci pocitacové analyzy. Vysledek ilustrujici takovouto analyzu je

mozné vidét na obrazku 5 (Kuglik, 2008).
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Obrazek 5: Vysledek G-pruhovani chromozomii u pacienta s mnohocetnym myelomem

4.1.3.2 Molekularné cytogenetické metody

Mezi molekularné cytogenetické metody patii fluorescein in situ hybridization (FISH)
a jeji rizné modifikace. Pied pouzitim této metody je nutné znat cilovy gen, ktery miize byt
urcen naptiklad pomoci Komparativni genomové hybridizace (CGH) a jeji modernéjsi
modifikace aCGH (array comparative genomic hybridization). Array-CGH je zaloZena na
stejném principu jako CGH. Rozdil je vtom, ze aCGH vyuzivd namisto metafazich
chromozomt kratké cilové sekvence DNA, které jsou navazané na sklicko, tzv. DNA Cipy.
Array-CGH umoziuje rychlé zhodnoceni zmén poctu kopii velkého mnozstvi specifickych
sekvenci DNA. FISH i CGH vychazi z vysledkii konvencni cytogenetické analyzy a slouzi

k ovéteni a uptesnéni patologickych nalezii (Adam, 2008).

4.1.3.2.1 Fluorescencni in situ hybridizace (Fluorescein in sifu hybridization — FISH)

Pro klasickou cytogenetickou analyzu je nutnd ptitomnost délicich se bunék ve
vySetiovaném vzorku. OvSem tento limitujici faktor byl diky vyvinuti FISH metody v dnesni
laboratorni diagnostice ptekonan. FISH metoda je vyhodnd zejména pro cytogenetickou
analyzu u hematologickych malignit, kde pfevazuji bunky bez znamek proliferace, tzv. bunky

klidové (Erber, 2010).
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FISH metoda analyzuje chromozomy na subcentralni Grovni v metafazi a interfazi.
Materidlem je periferni krev nebo kostni dieit. Tato technika je vysledkem spojeni
cytogenetické charakterizace a metod molekularni biologie, ¢imz dochazi ke zvySeni
presnosti chromozomalni analyzy. Nejprve dochazi k denaturaci DNA, dojde k rozdéleni
dvousroubovice DNA a néasledné¢ se vyuzivaji sondy namitfené proti jednovlaknové DNA,
které jsou komplementarni se sekvenci v cilovém genu. DNA sondy jsou dé€leny na zaklade
mista hybridizace na centromerické, celochromozomové a genové specifické. Sondy jsou dle
konstrukce fluorescencniho mikroskopu znaceny riznymi fluorochromy. Dochazi k navazani
oznacené sondy na mista chromozomu, ktera vykazuji vysokou shodu homolognich sekvenci.
Vysledek Fluorescencni hybridizace in situ mizeme vidét na obrazku 6, kde je porovnan

signal od zdravého jedince a osoby s patologickym nalezem (Erber, 2010; Beranek, 20016).

1 der11)

dualfusion
1(9:22)(q34:q11)

CEP17.

Trisomy
Hyperdiploidy

Obrazek 6: Vysledek metody FISH

Na pravé strané je signal u vzorku od zdravého jednice a na strané levé je signal u vzorku

s vyskytem abnormalit.

4.1.3.2.2 Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Komparativni genomova hybridizace (CGH) je metodou molekularné cytogenetickou,
umoziujici detekci poctu kopii jednotlivych sekvenci v genomu. Moderngjsi a v dnesni dobé
Castéji pouzivangjsi je spojeni CGH techniky s DNA mikroCipy, tedy array komparativni
genomova hybridizace (aCGH). CGH metoda v zasadé vyuziva zakladniho principu FISH

metody (Weiss, 1999; Cagle, 2010).
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Ze vzorkl leukemickych bunék se ziska DNA, ktera je oznacena pomoci barevné
odlisnych fluorochromii. Takto oznacena DNA je ndsledn¢ smichéna s rozdiln¢ oznacenou
referenéni DNA a dochazi ke kompetitivni hybridizaci na mikro¢ipy. Nenavazané sondy jsou
vymyté. Rozdil fluorescence mezi referen¢ni a pacientskou DNA je méfen a zaznamenavan.
Pomoci pocitatovych programti dochazi k vyhodnoceni a stanoveni, zda doslo ke ztraté¢ nebo
ziskani genetické informace u sledované DNA (obrazek 7) (Erber, 2010; Rand, 2011).

Dalsi alternativou jsou SPN (single nucleotide polymorphism) Cipy, které mohou byt
vyuzity k charakterizaci bodového polymorfismu v lymfoblastech u pacientii trpicich
leukémii. Tato metoda se zatim v praxi nepouziva, ale ma vyznam pro odhalovani novych

chromozomalnich abnormalit v rdmci experimentalni prace (Erber, 2010).
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Obrazek 7: Vysledek GCH metody
Globalni abnormality vyskytujici se IAMP21 genomu, které jsou detekované metodou
komparativni genomové hybridizace. Zelené zbarvené plochy ziskané genetické informace,

naopak cervené plochy jsou ztracené.
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4.1.4 Metody molekularni genetiky

Metody molekularni genetiky jsou v dnesni dob¢é hojné vyuzivané v klinické praxi. Lze
pomoci nich detekovat velké mnozstvi genetickych abnormalit, vyskytujicich se u
hematologickych malignit. Zakladni vyuZzivanou technikou je polymerazova fetézova reakce
(PCR). Tato metoda je rychld, nepfili§ draha a dokaze z pomérn¢ malého mnozstvi vzorku
vytvotit velky pocet kopii vySetrované DNA. Metoda se vyuziva v mnoha modifikacich a

navazuji na ni dalsi specializované metodiky (Turgeon, 2005).

4.1.4.1 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je metoda, kterd vyuziva schopnosti DNA denaturovat
a opé€t renaturovat a umoznuje rychlou amplifikaci specifickych tsekt DNA, takze dojde
k vytvorteni tisicti kopii stejné sekvence.

Prvnim krokem PCR je extrakce DNA z klinického materidlu, ktera bude slouzit jako
templat pro amplifikaci. Nésleduje samotnd metoda PCR, kterd se sklada ze tii krok:
denaturace, annealing a extenze (obrazek 9).

Denaturace dvousroubovice DNA probihd pfi teplot€ kolem 95 °C. Nasleduje
ochlazeni materidlu na 50 — 60 °C a dochdzi k annealing, pfiblizeni a nasednuti primeru,
kratkych fetézcti nukleotidl, na 3¢ konec cilové DNA. Poslednim krokem je extenze, ve které
dochazi k syntéze DNA, diky enzymu polymeraze, kterou je v PCR Tag polymeraza. Pro
dosazeni dostate¢ného mnozstvi kopii DNA ze vzorku se cely cyklus 30krat az 40krat
opakuje (Paulik, 2005; Erber, 2012; White, 1989).

Existuje fada modifikaci PCR, mezi které patii AS-PCR (Alelové specificka PCR),
metoda alelové diskriminace. Vyuziva primert s nukleotidy, které jsou komplementdrni
s hledanou mutaci ¢i primerd pro usek, odliSujici hledanou alelu od ostatnich. V klinické
praxi se AS-PCR vyuziva naptiklad pro detekci mutace V617F cytoplazmatické Janusovy
tyrozin kindzy 2 (JAK2), kterd se vyskytuje u myeloproliferativnich onemocnéni (Beranek,
2016; Yuryev, 2007; Kralovic, 2006).

Dalsi modifikaci je multiplex PCR, vyuzivajici n€kolika parti primerti, coz umoziuje
vznik vice typti amplikond, liSicich se svoji délkou. V klinické praxi se pouziva pro detekci
preskupeni v genech pro imunoglobuliny a receptory T-lymfocytd, které se vykytuji u

akutnich lymfoblastovych leukémii (Beranek, 2016; Folber, 2013).
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Obrazek 8: Schéma PCR
Nejprve dochazi k denaturaci cilové DNA, nasleduje nasednuti primerii a syntéza nové DNA.

Vysledkem je vytvoreni kopii vySetrované DNA.

4.1.4.2 Detekce produkti PCR

Nejstarsi metodou detekce produktti PCR je gelova elektroforéza. Tato metoda vyuziva
migrace PCR produktd v agarosovém gelu v prostiedi jednosmérného elektrického proudu.
Plisobenim proudu dochazi k rozdéleni jednotlivych fragmentt DNA na zaklad€ jejich
velikosti. Cim mensi je fragment DNA, tim rychleji se pohybuje v prostfedi gelu a tim déle
od startu se tedy nachazi. Pro vizualizaci se vyuziva ethidium bromide, ktery se vaze na DNA
a fluoreskuje pod ultrafialovou lampou (Erber, 2012; Brown, 2015).
Dalsi moznosti detekce je vyuziti polyakrylamidového gelu, poskytujici piesnéjsi vysledky
nez za pouziti agarosového gelu. Polyakrylamidové gely se pouiivaj iv uspofédéni pro

[ 24

kapilarni elektroforéze (Erber, 2012; Brown, 2015).

4.1.4.3 Sangerovo piimé sekvenovani

Genetické analyzatory zalozené na kapilarni elektroforéze se vyuzivaji jak pro detekci
jednotlivych fragmentd PCR, tak pro pfimé Sangerovo sekvenovani. U této metody je
klasicka PCR néasledovéana sekvenacni PCR, kdy do reak¢éni smési jsou kromé béznych dNTP

pridany fluorescenéné¢ znacené ddNTP, kazdd baze je znaCena jinym fluoresceinem. Pii
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viazeni ddNTP do vznikajiciho amplikonu dojde k jeho ukoncéeni. Vysledkem je smés rizné
dlouhych fragmentti, vzdy zakoncenych barevné znaCenym ddNTP. V kapilate genetického
analyzatoru jsou tyto fragmenty srovnany podle své velikosti od nejmensSich po nejvétsi. Pri
priachodu koncem kapilary jsou rizné barvy konec¢nych fluoresceinii detekovany laserem.
Tim jsou identifikovany postupné jednotlivé baze analyzované DNA (Beksag, 2007).

Pomoci této metody je mozné detekovat bodové mutace v celé délce testovaného
amplikonu. Metoda se v molekularni genetice vyuziva velmi Siroce, v diagnostice
hematologickych malignit slouzi naptiklad k detekci mutaci v kinazové doméné¢ BCR-ABL,
které u pacientii s chronickou myeloidni leukémii zpisobuji rezistenci na lécbu tyrosin-

kindzovymi inhibitory (Beksag, 2007).

4.1.4.4 Kvantitativni PCR

PCR je vyuzivana také pro kvantitativni sledovani mnozstvi cilovych geni nebo jejich
exprese. Diive byla pro tyto ucely pouzivana nejcastéji nested PCR. Metoda je tvofena dvéma
kroky: Nejprve je templatem sama vySetrovana DNA, v druhém kroku je pak templatem
produkt PCR, vznikly v prvnim kroku. Timto procesem dojde ke zvySeni citlivosti metody.
Metoda muze slouzit naptiklad k detekci BCR-ABLI, vyskytujici se u chronické myeloidni
leukémie, PML-RARA akutni promyelocytarni leukémie ¢i FIPILI-PDGFRA pozitivni u
chronické eosinofilni leukemie (Javanovic, 2007; Quintas-Cardama, 2009; Tallman, 1998;
Beranek, 2016).

V dnesni dobé je tato metoda vétSinou nahrazena real-time PCR, kterd je aktudlné
nejcastej$i metodou pro kvantitativni sledovani exprese gent a to v uspotradani RT real-time
PCR (reversni transkripce a ndslednd polymerazova ftetézova reakce v redlném Ccase).
Vychozim materidlem této metody je RNA bunék, kterd je reversni transkripci pfepsana do
cDNA. Ta je pak vyuzita jako templat real-time PCR (Erber, 2012).

Metoda real-time PCR umoziuje sledovani mnozstvi vysledného PCR produktu
v realném Case pomoci sledovani nértstu fluorescence v jednotlivych cyklech reakce. Pro
sledovani fluorescence jsou do reakéni smesi PCR ptidany fluorescenéni sondy, které se vazi
na amplifikovanou DNA. Vlastni PCR pak probihé ve specidlnich termocyklerech se snimaci
fluorescence (Erber, 2012).

Metoda RT real-time PCR umoziiuje sledovani mnoha molekularnich biomarkeri.

4.1.4.5 Sledovani molekularnich biomarkert
Metoda RT real-time PCR umoziuje kvantitativni detekci mnoha molekuldrnich

biomarkerti. Molekuldrni biomarkery slouzi ke sledovani pribéhu 1écby a pro monitorovani
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minimalni rezidualni nemoci. V ramci sledovani biomarkerti u hematologickych malignit se
napiiklad detekuje exprese genit ERG, EVI1, MNI1, NPM1, BAALC, PRAME nebo mutace
v genech NPM1, CEBPA, TP53 a dal$ich (Cilloni, 2002; Trka, 2002).

Kvantitativni stanoveni exprese genu WT1 pomoci real-time PCR je vyuzivano u
pacientll s akutnimi leukémiemi a myelodysplastickymi/myeloproliferativnimi neoplaziemi
pro sledovani terapie a rezidualni nemoci (Cilloni, 2002; Trka, 2002).

K vySetieni mutaci v genu NPM1 se vyuzivd piimé sekvenovani. NPMI1 gen se
vyskytuje u nékolika chromosomalnich translokaci spojenych srozvojem leukémii.
Vysledkem translokace v genu NPM1 je mozna cytoplazmatickd dislokace proteinu, coz
pravdépodobné hraje zasadni roli v maligni transformaci. K mutacim v tomto genu dochazi
béhem akutni lymfoblastické i myeloidni leukémie a lze ji vyuzit ke stanoveni progndzy
téchto malignit (Thiede, 20006).

Gen ERG (erytroblast transformation-related gene) se nachdzi na 21. chromozomu. U
déti s trisomii 21, tudiz déti trpicim Downovym syndromem, zvySuje riziko vzniku akutni
megakaryoblastické leukémie. U zdravého jedince je nezbytny pro normalni prabéh
megakaryopoézy. ERG miize byt zapojen i do onkogeneze a to generovanim fuznich genti
s FUS/TLS (Fused in Sarcoma/Translocation in Sarcoma) u akutni myeloidni leukémie. U
dospélych lidi je zvySena exprese ERG genu spojena s akutni myeloidni leukémii a akutni T-
lymfatickou leukémii. K detekci exprese genu ERG na urovni mRNA se vyuzivd RT-PCR
(reverzni transkrip¢ni polymerazova tetézova reakce) (Tsuzuki, 2011; Goldberg, 2013).

Zvysena exprese genu EVI-1 je spojend s akutni myeloidni leukémii a ke stanoveni
exprese tohoto genu na urovni mRNA se opét pouziva RT-PCR (Lugthart, 2008; Ho, 2013).

Exprese genu BAALC je jednim z prognostickych faktori u akutni myeloidni leukémie
s normalnim cytogenetickym nalezem (CN-AML). V soucasné dob¢ je to jeden z nejlepSich
molekularnich markert u CN-AML. Primarni AML s normalnim cytogenetickym nalezem se
vyskytuju u 45 % pacienti mladSich 60 let trpicich AML. Tento gen se nachazi na
8. chromozomu a je jednim z markerti ranych progenitorovych bunék. K vysetfeni exprese

genu se opét pouziva RT-PCR nebo se vyuzivaji mRNA Cipy (Langer, 2008).
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4.2 Metody vyuzivané pro vyzkumné ucely

4.2.1 Metody proteomiky

Proteomika je obor, vyuzivajici techniky hmotnostni spektrometrie a jeji modifikace ¢i
dvourozmérné gelové elektroforézy k detekci proteini. Zabyva se analyzou proteint,
jednotlivych typt jejich posttransla¢nich modifikaci, vzajemnych interakci proteinii a mize
byt vyuzita k lokalizaci proteini v bunéénych organelach. Umoziuje charakterizovat
proteiny, které jsou zapojeny do vzniku a vyvoje hematologickych malignit. Diky tomuto
oboru doslo a stale dochazi k identifikaci biomarkert, coz lze vyuzit pro diagnostiku malignit
v jejich raném stadiu. V soucasné dob¢ jsou metody proteomiky vyuzivané zejména pro

vyzkumné ucely (Cristea, 200; Issaq, 2002; Penka, 2001; Cibula, 2009).

4.2.1.1 Dvourozmérna gelova elektroforéza (2D-DE)

Tato technika vyuziva dvou odlisnych fyzikalné chemickych vlastnosti bilkovin:
rozdild v jejich velikosti a izoelektrickém bodg.

Nejprve dochazi k preneseni proteinii do vhodného prostiedi. Nasleduje prvni rozmér
elektroforetické separace, kdy metodou izoelektrické fokusace dochazi k separaci proteinti
v polyakrylamidovém gelu s imobilizovanym gradientem pH. Tedy separaci proteini na
zakladé jejich izoelektrického bodu — hodnoty pH, pifi kterém je soucet naboji daného
proteinu nulovy. Ve druhém rozméru je prouzek gelu prenesen na separacni gel a dochazi
k rozdéleni bilkovin na zaklad¢ jejich relativni molekulové hmotnosti, principem SDS-PAGE
(elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s pfitomnosti dodecylsiranu sodného). Timto
zpusobem lze rozliSit vice nez 5 000 proteind, ale nevyhodou je mnozstvi smésnych spotl
(,,skvrn®), které obsahuji proteiny se stejnou molarni hmotnosti a izoelektrickym bodem.
K vizualizaci se pouzivaji specifické barvici nebo znacici techniky (Cibula, 2009;
Tomancova, 2009; Vitamvas, 2009; Cellulaire, 2002; Cristea, 2004).

Moderni modifikaci 2D-DE je dvourozmérna diferencni gelova elektroforéza. Metoda
2D-DE pfi analyze proteinl je zobrazena na obrazku 9. U této techniky nejprve dojde ke
kovalentnimu oznaceni proteinli fluorescencnimi znackami. Oznaceni ndm umoziluje na
jednom prouzku gelu soucasné separovat dva vzorky a navic smésny vzorek, slouzici jako
interni standart. Kazdy vzorek je oznacen fluorescencni znackou emitujiciho a excitujiciho
zafeni o rizné vinové délce. Nasleduje separace podle 2D-DE. Diky paralelnimu separovani
dvou vzorkli a smésného vzorku na gelu dochazi ke zvySeni reprodukovatelnosti metody.

K zavérecné detekci se vyuzivaji fluorescencni scannery nebo CCD (Charge-coupled device,
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tedy kamery a specidlnim softwarem) a dochazi ke kvalitativnimu hodnoceni ziskanych
snimkii. Lze tak zjistit kvalitativni a kvantitativni rozdily proteinovych vzorkii mezi sebou pfi
minimalizaci problému spojenych s reprodukovatelnosti elektroforetickych analyz. Néasledné
dochazi k vytiznuti vzorku z gelu a proteiny obsazené v jednotlivych skvrnach se nejcastéji
identifikuji pomoci hmotnostni spektrometrii (Cibula, 2009; Tomancova, 2009; Vitdmvas,

2009; Cellulaire, 2002; Cristea, 2004).
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Obrazek 9: Schéma analyzy proteinii metodou 2D-DIGE

Pied dvourozmérnou elektroforézou se dva vzorky proteinii a jeden smésny vzorek
pouzity jako interni standard oznaci rozdilnou fluorescencni znackou. Tyto vzorky se
spole¢né rozdéli na témze gelu a pak se analyzuji pfi tfech rozdilnych vinovych délkach. Lze
tak zjistit kvalitativni a kvantitativni rozdily proteinovych vzorkli mezi sebou pii minimalizaci

problémii spojenych s reprodukovatelnosti elektroforetickych analyz. Vybrané skvrny
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vykazujici rozdilnou kvantitu mezi vzorky se nasledné vytezou z gelu a proteiny obsazené v

jednotlivych skvrnach se identifikuji hmotnostni spektrometrii.

4.2.1.2 Hmotnostni spektrometrie

V hematologii je hmotnostni spektrometrie pouzivana pro identifikaci proteint,
peptidi a sekvenci DNA. Vyuziva se ke studiu skladby proteinti, analyze nekovalentnich
vazeb, posttransla¢nich modifikaci a k identifikaci novych dosud nepopsanych proteint.
Existuje fada modifikaci této techniky, naptiklad SELDI-ToF MS (surface-enhanced laser
desorption ionization mass spectrometry). Pfi této technice dochdzi k interakci proteinti a
peptidd ze vzorku s Cipy. Nasleduje opakované promyti, pti kterém dojde k pozitivni selekci
cilenych proteinti. Vyselektované proteiny navazané na ¢ipech jsou ionizovany pomoci laseru.
Vzniklé ionty jsou méfeny pomoci ToF (time of flight) analyzatoru hmotnostni spektrometrie.
Vysledkem je hmotnostni spektrum analyzovanych proteint. (Cristea, 2004; Davis, 2004)

Dalsi modifikaci hmotnostni spektrometrie je MALDI-ToF MS (matrix-assisted laser
desorption/ionization), kdy dochazi ke smichani proteinti ¢i peptidi s matrixem absorbujicim
zateni o zndmé vinové délce. Smés vzorku s matrixem se umisti na vhodnou podlozku a dojde
k ozatreni laserem a opét dochazi k ionizaci vzorku. K detekci vzniklych iontii se pouziva ToF
analyzator, ktery méti dobu letu Castic ve vakuu, které jsou urychlené elektrickym polem.
Rychlost pohybu ¢astic ve vakuu je dan jejich hmotnosti a ndbojem. Vysledkem je opét

hmotnostni spektrum. (Havlis, 1999; Cristea, 2004; Davis, 2004)

4.2.1.3 Proteinové Cipy

Proteinové Cipy dnes predstavuji technologii, kterd teprve ziskdva své misto
v diagnostickych laboratotich. Tato technika se v budoucnosti pravdépodobné bude vyuzivat
predevsim k zachytu markeri hematologickych malignit. Pomoci klasickych bioCipd je
mozné testovat n€kolik proteinti soucasné s vyuzitim minimalnitho mnozstvi biologického
vzorku. Zminéné systémy jsou charakteristické svoji unikdtni konstrukci. Na pevném
materidlu s chemicky modifikovanym povrchem jsou navazané imobilizované proteinové
Cipy, které jsou tvofeny znacenymi proteiny (naptiklad protilditkou nebo antigenem). Na tyto
imobilizované proteinové Cipy se navazi proteiny ze vzorku. K detekci se vyuziva
fluorescencni nebo chemiluminiscencni zafeni. Mlze se vyuzit jak kompetitivni uspotadani
imunochemickych Cipti, tak sendviCové uspotradani. Stanoveni proteinid je jak kvantitativni,

tak 1 kvalitativni (Havli$, 1999; Cristea, 2004; Davis, 2004).
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S TERAPIE

Po stanoveni diagn6zy dochazi k rozhodnuti o zpisobu 1é¢by hematologickych malignit.
Terapie mlze byt symptomaticka, kdy se nelé¢i samotna pficina onemocnéni, ale pouze
symptomy. Dal$im typem je kurativni 1éCba, jejimz cilem je Gplné vyléceni malignity. Také je
tieba zvazit, zda 1é¢ba musi zacit okamzité, nebo je mozno pockat na plné dovrSeni vSech
prognostickych znakti. Mezi zékladni moznosti 1écby patii: standardni chemoterapie,
chemoterapie s cilem provedeni alogenni transplantace, podani medikamentd, pouze

symptomatickd 1écba nebo experimentalni lécba novymi 1éky. (Adam, 2008)

5.1 Imunoterapie

Jednou zmoznosti 1écby hematologickych malignit je pouziti monoklonédlnich
protilatek. Monoklondlni protilaitky se vyuzivaji bud’ samostatné nebo s navazanou
efektorovou skupinou - imunokonjugaty. Imunokonjugaty (immunoconjugates — ICs), jsou
rozdélené do tii skupin na zdkladé efektorové slozky: imunotoxiny (IT - immunotoxin),
radioimunokonjugaty (RIC — radioimmunoconjugate) a protilaitky konjugované
s protinadorovymi 1é¢ivy (ADC — antibody—drug conjugate). Jednotlivé typy imunokonjugatt

jsou znazornény na obrazku 10 (Palamca-Wessels, 2014).

A \/

Imunotoxin (IT) o
I Proteinovy toxin

Monoklonalni protilatka  Imunokonjugat

= disulfidicky muiistek . o
lehky retézec .efekwmvz'l slozka Radioimunokonjugat * Radionuklid
== tézky retézec

Imunokonjugat s
protinadorovym léc¢ivem (ADC) * Protinadorvy lel
Obrazek 10: Imunokonjugaty
Na leve stranée je monoklondalni protilatka bez navazané efektorové skupiny, vedle protildtka
s navazanou efektorovou skupinou. Efektorova skupina se vaze na tezké retézce protilatek

s vyjimkou ADC, kde je navazan na lehkém retezci protilatky.
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5.1.2 Nekonjugované monoklonalni protilatky

Utinkem nekonjugovanych monoklonalnich protilatek miize byt indukce apoptozy,
inhibice tvorby proteint nezbytnych pro maligni buiiky, inhibice proliferace malignich bun¢k
nebo ovlivnéni ucinnosti cytostatik (Cwiertka, 2004).

Jednou z nejvyznamnéjSich protilatek k 1écbé hematologickych malignit je anti-CD20.
Anti-CD20 se vaze na membranovy glykoprotein CD20, ktery je exprimovan na malignich i
zralych zdravych B-lymfocytech. I kdyz funkce CD20 molekuly prozatim neni zcela zndma,
pravdépodobné aktivuje lymfocyty, reguluje bunécnou diferenciaci a podili se na
transmembranovém pifenosu vapniku. Po navazani protilatky na glykoprotein dochézi
k zaniku buiky, a to nejspis v dusledku komplement dependentni cytotoxicity, protilatkove
zavislé bunécné cytotoxicity nebo indukei apoptézy. (Mayer, 2003; Diibel, 2014; Kelner,
2013).

Ptii komplement dependentni cytotoxicité vznikne imunokomplex antigen — protilatka
(anti-CD20 — CD20), coz vede k aktivaci kompletu. Komplement je soustava sérovych
proteini (C1 — C9) a membranovych proteind. Komplementovy protein C1 rozezna
imunokomplex a navaze se na komplex antigen protilatka. Vysledkem vazby je kaskada
reakei, pti které dochézi k postupnému Stépeni proteinii C2, C3 a C5. Diky této kaskade¢ se
fragmenty C5 zanofi do membrany buinky a pfipoji se k nim proteolytické¢ proteiny C9.
V bunécné membrané vznikaji pory a dochazi k tiniku cytoplazmatickych komponentd, coz
vede k naruSeni osmotické rovnovahy a k lyze bunky (Hotejsi, 1998).

U protilatkové zavislé bunécné cytotoxicity jsou vznikem imunokomplexu aktivovany
NK (natural killer) buitky. NK buniky se navazi na komplex anti-CD20 — CD20 a za¢nou
produkovat granula, ktera penetruji membranu B-bun¢k, napadaji a ni¢i bunécné jadro, coz
opét vede k jejich zaniku (Hoftejsi, 1998).

Také mulze dojit kapoptéze neboli programované bunécné smrti. Vznikly
imunokomplex spusti signaliza¢ni kaskadu zahrnujici aktivaci kaspazy, destrukci cytoskeletu,
zastavu replikace a reparace DNA. Dochédzi ke smrsténi buniky a Stépeni DNA
endonukledzami. Vysledkem je vznik apoptickych télisek, které jsou odstranovany fagocyty
(Hotejsi, 1998; Otova, 2013).

Anti-CD20 se vyuziva k 1é¢bé B-bunéénych lymfomd, folikularnich lymfoma ¢i k 1é¢bé
autoimunitnich onemocnéni jako je autoimunitni cytopenie (Kheirallah, 2010).

Nevyhodou pfi pouziti nekonjugované anti-CD20 je neptitomnost CD20 receptori u
nezralych lymfoidnich bunék, takze dochédzi k opétovnému nahrazeni znienych bunck.

Z tohoto diivodu se vice vyuzivaji imunokonjugaty (Diibel, 2014; Kelner, 2013).
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5.1.3 Radioimunokonjugaty

Radioimunoterapie vyuziva cytotoxicity nékterych radioizotopti, které jsou navdzané na
monoklondlnich protilatkdch. Radioimunoterapie vyuziva vysokych koncentrovanych davek
radiace. V soucasné dobé se v praxi bézné vyuzivaji protilatky, velmi ¢asto anti-CD20,
s navazanym radionuklidem jodu "' a radionuklidem yttria **Y k 16¢bé& naptiklad
B-bunéénych non-Hodgkinovych lymfomt. Velmi Casto se pro tvorbu radioimunokonjugati
pouzivaji protilatky anti-CD20 (Dahle, 2007).

Radioimunokonjugat, skladajici se z anti-CD20 a radioizotopu, se vaze na CD20
receptor lymfatickych bunék a dochéazi k uvolnéni radioaktivnimu zafeni. Diky radiaci neni
napadena pouze buika, na kterou se imunokonjugat navaze, ale i buiiky v okoli.

Anti-CD20 s kovalentn& vazanym radioaktivnim izotopem jodu "'I se vyuziva k 16¢b&
predevsim CD20 pozitivnich folikuldrnich non-Hodgkinovych lymfomt a to hlavné u relapsi
téchto onemocnéni (Bennnett, 2005).

Anti-CD20 s navazanym radioaktivnim izotopem yttria *°Y je vyuzivan k 16¢b&
non-Hodgkinovych lymfomt (Price, 2014).

Radioimunoterapie slouzi pfedevsim pro pifipravu pacienta na alogenni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék, kdy radioimunokonjugaty zptisobuji myeloablaci, tedy

apoptdzu hematopoetickych kmenovych bunek v kostni dieni pacienta (Price, 2008).

5.1.4 Imunotoxiny

Imunotoxiny se sklddaji z bunééného ligandu, na ktery je kovalentni vazbou vazan
peptidovy toxin. Bunécnym ligandem je zpravidla monoklondlni protilatka, ktera se
specificky vaze na povrchovy antigen malignich bun¢k. Po navdzani dochazi k translokaci
toxinu pfes membranu. Nasleduje usmrceni cilové bunky diky toxinu, ktery zplisobuje
katalytickou inaktivaci zivotn¢ dulezitych bunécnych procesti nebo modifikaci bunééného
povrchu naddorové bunky (Frankel, 2003).

Ptikladem imunotoxinli, vyuzivajicich se k 1é¢bé hematologickych malignit, jsou
diftericky toxin a exotoxin A Pseudomonas aeruginosa, tedy toxiny s transferazovou aktivitu.
Exotoxin A a diftericky toxin katalyzuji pfenos adenosindifosfat ribozy (ADP-ribdzy). Pti
tomto procesu dojde k ptenosu ADP-ribdzy z nikotinamidadenindinukleotidu na elongaéni
faktor. Ten je nezbytny pro vznik polypeptidovych fetézcti bilkovin. Navazanim ADP-ribézy
na elongac¢ni faktor dochédzi k jeho inhibici elongac¢niho faktoru a tudiz k zastavé syntézy
proteinil. Vysledkem ptisobeni toxinu je apoptdéza buiky (Foss, 2005; Fitzgerald, 2011;
Figgitt, 2000; Lee, 1984).
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Pro 1écbu kozniho T-bunééného lymfomu (CTCL — cutaneous T cell lymphoma) se
vyuziva diftericky toxin navdzany na anti-interleukin 2. Na povrchu T-bunék jsou pfitomny
receptory pro interleukin 2 (IL2). Po navazani IL2 na receptor je spusténa signalni kaskada
vedouci k proliferaci bunky. Imunotoxin inhibuje proliferaci a zaroven indukuje apoptdzu
(Foss, 2005; Fitzgerald, 2011; Figgitt, 2000).

Imunotoxin, ktery se vyuziva pro lé¢bu vlasatobunééné leukémie (HCL) s 1ékovou
rezistenci je slozen z protilatky anti-CD22 a exotoxinu A Pseudomonas aeruginosa.
Imunotoxin se navaze na CD22 a inhibuje syntézu proteinl, coz vede k apoptdze burky.

(Fitzgerald, 2011; Verma, 2015).

5.1.5 Imunokonjugaty s protinddorovymi lé¢ivy (ADCs)

ADCs predstavuji nejvyuzivanéjsi skupinu imunokonjugatii a jsou cilené predevsim na
buitky CD19+, CD22+, CD33+ a CD79b+ (Palanca, 2014).

Pro 1é€bu AML (zejména u relapsii onemocnéni), B-bunécné ALL a HCL se vyuzivaji
protilatky s navazanym calicheamicinem. Imunokonjugat s protilatkou (anti-CD33 u AML a
HCL, anti-CD22 u ALL) se navaze na povrch malignich buiiky. Nasleduje internalizace a
translokace imunokonjugatu do endozomu a lysozomu. V lysozomu dojde diky nizkému pH k
oddéleni calicheamicinu od protilatky. Calicheamicinu se redukuje na aktivni formu a
v bunééném jadru je vdzan na DNA. Po navéazani produkuje diradikdl p-benzenu, coz
zpusobuje zlomy v dvousroubovici DNA a tim maligni buiika zanikd. (Grawunder, 2017,
Safdar, 2011; Diibel, 2014; Palanca-Wessels, 2014)

K 1é¢be¢ Hodgkinova lymfomu a anaplastickych velkobunéénych lymfomt, a to
predevsim u relapsti téchto onemocni, se dd vyuzit ADC slozeného z anti-CD30 a malé
molekule monomethyl auristatinu E (MMAE). Pomoci protilatky anti-CD33 dochézi
k navazani na CD33+ buiky, nasleduje internalizace ADC do bunky a transportu do
lysozomu, kde dochazi k rozstépeni. MMAE se dostavéd z lysozomu a inhibuje polymeraci
tubulinu, ¢imz dochazi k zastaveni mitozy v profazi. Nedochazi tedy k proliferaci bunky a
buiika zanikd apoptézou (Younes, 2010; Palanca-Wessels, 2014; Phillips, 2012; Francisco,
2013).

57



5.2 Alogenni transplantace krvetvornych kmenovych bunék (HSCT -
hematopoietic stem cell transplantation)

Vyhodou krvetvornych kmenovych bunék je jejich schopnost samostatné se obnovovat
a diferenciovat do jednotlivych typi krevnich bunék (Rovan, 2010).

Alogenni HSCT je potencidlni 1é¢bou pro pacienty s relapsem onemocnéni s vysoce
rizikovymi hematologickymi malignitami, ale i pro pacienty sdédicnym ¢i ziskanym
onemocnénim imunitniho a hematopoetického systému. V piipadé hematologickych malignit
se provadi HSCT ptedevSim u pacientii trpicich akutni myeloidni leukémii, akutni
lymfoblastickou leukémii, chronickou myeloidni leukémii, myelodysplastickym syndromem,
myeloproliferativnim  onemocnénim, non-Hodgkinovym lymfomem, Hodgkinovym
lymfomem, chronickou lymfatickou leukémii, mnohocetnym myelomem nebo Juvenilni
chronickou myeloidni leukémii (Hoffman, 2012; Bishop, 2009).

Hlavnim cilem této 1écby je odstranéni poskozeného hematopoetického ¢i imunitniho
systému pacienta a jeho nahrazeni zdravymi hematopoetickymi bunikami od darce (Hoffman,

2012).

5.2.1 Autologni transplantace hematopoetickych kmenovych bunck

U autologni HSCT jsou pacientovi transplantovany jeho vlastni krvetvorné kmenové
buiiky. Nejprve se pacientovi odebere cast krvetvorné tkan¢, nasledné je pacient vystaven
vysokym davkam chemoterapie, vétSinou v kombinaci s ozafovanim. Po chemoterapii a
ozafovani jsou pacientovi transplantovany jeho vlastni, diive odebrané hematopoetické
kmenové bunky a dochazi k obnové krvetvorby. Autologni transplantace se vyuziva
predev§sim u pacienti slymfomy a myelomy. K autologni HSCT se vyuzivaji tzv.
mobilizované krvetvorné kmenové buiiky (PBSC - peripheral blood stem cells), tedy butiky
imunofenotypu CD33+.

Vyhodou autologni transplantace je absence moznosti reakce St€pu proti hostiteli. Tato
1écba rovnéz casto umoznuje zvysSit davku chemoterapie a zaroven lze vyuzit i starSich
pacientil, u kterych je pozorovan vyrazny nartst mortality v disledku GVHD jako hlavni
komplikace u alogenni HSCT. Hlavni nevyhodou je moznost pfitomnosti malignich bun¢k
v transplantovanych krvetvornych bunkach (Hoffman, 2012; Penka, 2011; Kofistek, 2010;
Neiderhuber, 2013).
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5.2.2 Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Dalsi moznosti je alogenni transplantace, tedy transplantace hematopoetickych bunék
jiného jedince. U alogenni transplantace je materidlem kostni dienn ¢i kmenové bunky
odebrané z periferni krve. Vhodny darce hematopoetickych kmenovych bun¢k je vybiran na
zdkladé histokompatibility darce a pfijemce. Zakladnim pozadavkem k zabranéni
aloreaktivity musi byt shoda mezi darcem a piijemcem v HLA systému (human leukocyte
antigens) (Hoffman, 2012; Penka, 2011; Slezakova, 2010).

Pro transplantaci hematopoetickych kmenovych bunck je dulezita genotypizace tzv.
transplantacnich lokustt HLA 1. a II. tfidy — HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRBI1, HLA-
DQBI1, HLA-DPBI1. HLA 1. tfidy slouzi jako ligandy pro TCR na CD8+ T-buiikach, HLA II.
tiidy jsou ligandy pro TCR na CD4+ buiikéch (Beksag, 2007; Hoffman, 2012; Penka, 2011).

Vyhodami alogenni HSCT je obecné nizkd pravdépodobnost relapsu onemocnéni a
graf versus leukemie efekt. Naopak z nevyhod mizeme jmenovat: limitni kompatibilitu darct
(u sourozencti je shoda v priméru ve 25 — 30 % piipadl), reakce $tépu proti hostiteli (GVHD
— graft versus host disease), moznost pfenosu virové infekce (cytomegaloviry, adenoviry a

podobn¢) (Lanzkowsky, 2005).

5.2.3 Reakce $tépu proti leukémii (GVL — graft versus leukaemia), reakce §t€pu proti
hostiteli (GVHD - graft versus host disease)
Tato podkapitola je vénovana mozné negativni reakci bunék darce po transplantaci
HSCT, tedy reakci Stépu proti hostiteli. A také mozné pozitivni reakci bunc¢k darce po

transplantaci HSCT, tedy reakci Sté€pu proti leukémii.

5.2.3.1 GVHD - graft versus host disease

Pti transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék musi byt transplantované buiky
¢i tkdn imunologicky shodna s bunikami pfijemce. U pfijemce nesmi dochazet k expresi
tkanovych antigentl, které jsou ptitomné na transplantovanych buikéach. I pifes tato opatfeni
muze dojit k reakci $tépu proti hostiteli (GVHD). GVHD je rozdéleno do dvou skupin: akutni
GVDH a chronick¢ GVHD (Hoffman, 2012).

Chronické reakce Stépu proti hostiteli (¢cGVHD) je nejcastéjsi pricinou morbidity a
mortality po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék. Zaroven je cGVHD
nejcastej$i dlouhodobé pretrvavajici komplikaci po alogenni hematopoetické transplantaci
kmenovych bunék. GVHD zplsobuje vazné fyzické, funkéni a psychosocidlni deficity a

snizuje kvalitu zivota pacienta. Z klinického hlediska jde o pleiotropni, multiorgdnovy

59



syndrom, kdy dochazi k zanétu a fibroze tkdn¢€ a casto vede k permanentni dysfunkci organu
(Lee, 2017).

Akutni GVHD piechazi do chronické GVHG, a to ve chvili, kdy diky poSkozeni brzliku
dojde k negativni selekci T-bunék, k deficitu regulace T-bun¢k, k produkci autoprotilatek
abnormalnich B-bun¢k a formovéani fibréznich 1ézi (Cotliar, 2016).

K rozvoji akutni GVHD dochazi diky antigen prezentujicim buitkdm piijemce a T-
lymfocytim darce. Antigen prezentujici bunky APC pfijemce pohlti a rozstépi antigen
ptijemci vlastni. Fragmenty antigenu vytvofi komplex s MHC molekulou. Tento komplex je
predlozen T-lymfocytim pochazejicich od déarce. Komplex spolecné s mezibunéénymi
membranovymi a cytokiny zprostfedkovanymi interakcemi aktivuje T-lymfocyty od darce.
Aktivované T-lymfocyty darce za¢nou napadat buiky piijemce a dojde k uvoliovani

zangtlivych cytokinl a tim poSkozeni tkani.

5.2.3.2 GVL —reakce §tépu proti leukémii

Pti GVHD dochazi k vyhledavani a zni¢eni antigent piijemce bunikami darce, coz vede
k poskozeni zdravych tkani ptijemce. GVHD ma negativni vliv na ptijemce, naopak GVL je
pro pacienta velmi prospésnd. Pti reakci §tépu proti leukémii (GVL — graft versus leukaemia)
buiiky darce napadaji zbyvajici maligni buiiky piijemce (Cotliar, 2016).

Aby se u pacientll, nejcastéji s relapsem onemocnéni, vyvolala reakce Stépu proti
leukémii, pfipravuji se alogenni piipravky pro adoptivni imunoterapii. Pacientovi se podava
infuzni ptipravek obsahujici vysokou koncentraci mononuklearnich bun¢k (lymfocyti a
monocyttl). DLI (donor lymphocyte infusion) se ziskavaji od zdravého darce, ktery daroval

hematopoetické kmenové buiiky pifjemci (Rehagek, 2013; Cotliar, 2016).

5.3 Inhibitory signalnich drah bunky

Dalsi moznosti 1é€by je inhibice molekul zapojenych do nékteré ze signalnich drah,
které maji vliv na proliferaci, diferenciaci, schopnost preziti ¢i apoptéozu maligni bunky.
V nasledujicich podkapitolach budou struéné€ popsany signalni drahy MAPK, PI3K/AKT a
JAK/STAT a moznost jejich inhibice prostfednictvim tyrozin kinaz a specifickych proteinid

(Kurzrock, 2008).

5.3.2 Inhibice signalni drahy MAPK (mitogen-activated protein kinase)
Draha MAPK zprosttedkuje pienos signali z extraceluldrniho prostoru do jadra

buiiky, kde dochazi ke spusténi transkripce specifickych genti pro proliferaci a diferenciaci
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buiiky. Abnormality v molekulach signalni drahy vedou ke vzniku malignich bun¢k (Molina,
2006).

Signalni draha MAPK je uvedena na obrazku 11. Jednd se o kaskadu vzijemnych
reakci, jejiz soucasti je vazba a aktivace membranového proteinu RAS (Klener 2010,

Hoffman 2012, Ward 2012, Molina 2006).

Ristovy faktor

\l
\ 7‘ Receptor

Obrazek 11: Signalni kaskada MAPK
Signalni kaskada MAPK zacind vazbou riistového faktoru na membranovy receptor. Vazba
postupnou aktivaci signalnich molekul a nakonec transkripcnich faktoriu. Vysledkem je

proliferace buriky.

Abnormality v RAS proteinu hraji dulezitou roli v patogenesi akutni myeloidni
leukémie (AML). Za fyziologickych podminek je RAS protein inaktivovan proteiny GAP
(GTP-activating proteins), které urychluji hydrolyzu GTP na GDP. OvSem mutovany RAS
protein je neustale aktivovan vazbou GTP a neodpovida na signaly GAP proteinu. Vysledkem
je nekontrolovana, zvysena proliferace bun¢k a rozvoj AML.

K inhibici RAS proteini se vyuzivaji latky, které inaktivuji fenyltrasferazu. Ta je
diilezita pro translacni modifikaci RAS proteinu, a to prenylaci. Pii t¢ dochazi k ptipojeni
izoprenylového lipidového fetézce k C-konci proteinu, coz umozituje vazbu RAS proteinu na
intracelularni stranu bunééné membrany. Inhibitor tedy zamezuje vazbé RAS proteinu

k membrang, a tudiz zplsobuje pieruseni signdlni dradhy MAPK a buiika se dale nemuze délit.
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RAS protein je vyznamny i pro dal$i signalni drdhu, kterd je popsana v nasledujici

podkapitole (Hoffman, 2013 Klener, 2010; Gibs, 1994).

5.3.3 Inhibice signalni drahy PI3K/AKT (phosphatidyl-3-inositol-kinase/protein

kinase B)

Signalni draha PI3K/AKT, ktera ovliviluje bunécnou proliferaci a apoptozu, je
schematicky zndzornéna na obrdzku 12. Kaskdda PI3K mize byt aktivovana nékolika
zpusoby. Bud’ dojde k vazbé ristového faktoru na extracelularni doménu tyrozin kindzového
receptoru, coz vede k jeho dimerizaci a vzniku vazebného mista na intracelularni doméné
receptoru. Na vzniklé misto se pfimo mize vazat PI3K a nebo protein, na ktery se nasledné
vaze PI3K (Brown, 2013; Orkin, 2014).

Dalsi moznosti aktivace signalni drahy je prostiednictvim membranového proteinu
RAS. Na RAS protein se navaze GTP, coz vede k jeho aktivaci a vzniku vazebného mista pro
PI3K a jeho aktivaci (Klener, 2010; Orkin, 2014).

Aktivovand PI3K migruje k bunééné membrang, jejiz soucasti je PIP2 (phospatidil-
inositol-4, 5-bis-phosphate). PI3K katalyzuje fosforylaci PIP2 na PIP3 phospatidil-inositol-3,
4, 5,-tris-phosphate), tedy umoziuje vznik druhého posla. Teto druhy posel nasledné aktivuje
PDK1(phosphoinositide-dependent kinase-1), coz vede k aktivaci protoonkogenu — protein
kinazy B (AKT) (Chabner, 2011).

AKT se muize vazat na BAX (B-cell Lymphoma-associated X protein). BAX protein
se nachazi v cytosolu buiiky a po aktivaci zptisobuje perforaci mitochondridlni membrany,
coz vede k apoptoze bunky. Pokud dojde k navazani AKT na BAX, dochazi k jeho inhibici a
tudiz je bunka chranéna proti apoptoze (Hoffma, 2003).

Dale muze dojit k vazbé¢ AKT na RHEB (RAS homolog enriched in brain) protein,
ktery nasledné¢ aktivuje mTOR (serin/threonin proteinkinaza). Vysledkem je interakce mTOR
s proteinem S6 kindzou (S6K) ajeji aktivaci. S6K se vaze na velkou podjednotku, kde
aktivuje translaci mRNA a tedy proteosyntézu (Hoffman, 2003).

AKT se také mize vazat na FOXO (forkhead box O). FOXO je transkripéni faktor,
ktery po aktivaci a migraci do bunécného jadra spousti transkripci proapoptickych genti.
Pokud ovSem dojde k navazani AKT na FOXO, je bunika chranéna proti apoptoze, jelikoz

funkce transkripéniho faktoru je inhibovana (Hoffman, 2003).
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Obrazek 12: Signalni kaskada PI3K/AKT
Aktivace kaskady prostrednictvim RAS proteinu a vazbou ristového faktoru na tyrozin

kinazovy protein, miize mit za nasledek zvysenou proliferaci ¢i inhibici apoptozy buriky.

Pfic¢inou patologické aktivace PI3K muze byt napiiklad delece PTEN (Phosphatase
and tensin homolog) mutace PI3K ¢i amplifikace AKT (Klener, 2010; Orkin, 2014).

U chronické lymfatické leukémie (CLL) se vyskytuje izoforma PI3K, ktera je
nezbytnd pro prenos signalli z membranovych bunécnych receptori, ovlivitujicich proliferaci
a preziti malignich bun¢k. K aktivaci PI3K je nutné navazani vysokoenergetické molekuly
ATP. K 1ébé CLL lze vyuzit selektivni inhibitor pro izoformu PI3K, ktery se navaze na
vazebné misto pro ATP. Vysledkem vazby inhibitoru na PI3K je inaktivace této kinazy. To
vede k inhibici proliferace a indukci apoptdzy maligni buniky, jelikoz nedochazi k inaktivaci
FOXO a BAX (Hoellenriegel, 2011; Hoffma, 2003; Tridente, 2017).

U akutni myeloidni leukémie (AML) dochazi k nadmérné expresi PDKI, ktera
spole¢n¢ s PIP3 aktivuje ATK, ¢imz zvySuje proliferaci malignich bunék a odolnost proti
apoptdze. PDK1 se sklada z katalytické domény a PH domény. PH doména slouzi k vazbé

PIP3 druhého posla, na katalytické doméné se nachazi vazebné misto pro ATP. K tomu aby
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doslo k aktivaci PDK1 je nutné také navazani ATP. K 1écbé AML se vyuziva selektivni
inhibitor pro PDKI, ktery se vdze na vazebné misto pro ATP v katalytické doméné.
Vysledkem vazby je inaktivace PDKI1, nasledkem toho dochazi k inhibici proliferace a
indukce apoptozy maligni builky, protoze opét nedochazi k aktivaci AKT (Scheid, 2005
Zabkiewicz, 2010; Chabner, 2011).

DalSim cilem pro inhibici signalni drahy PI3K/AKT v malignich buiikéch je protein
kin4dza B. Inhibitory pro AKT jsou navrzeny tak, aby doslo k jejich vazbé na APT vazebné
misto v kinazové domén¢, PH doméné nebo kompetitivni vazbé na misto regulac¢nich faktort.
Inhibitory AKT se vyuzivaji u relapsi lymfoproliferativnich onemocnéni (Klener, 2013;
Chairini, 2008; Litzow, 2015).

Jeden znejvyznamnéjSich inhibitord kaskaddy PI3K/AKT je cileny proti mTOR
proteinu. Inhibitor vytvaii komplexy s malym proteinem a ndsledné se ireverzibilné¢ vaze na
mTOR protein. Vysledkem vazby je inhibice fosforylace S6K, ktera je zprostiedkovana prave
mTOR proteinem. Nemtize tedy dochazek k aktivaci transkripce gent pro proliferaci maligni
buiikky. Inhibitory mTOR se vyuzivaji klécbé lymfomu zplastovych bunék,
myelodysplastického syndromu ¢i AML (Kelner, 2010; Chabner, 2011; Hoffman, 2013
Chabner 2011).

5.3.4 Inhibice signalni drahy JAK (Janusova kinaza)/STAT (signal transducer and
activator of transcription)

JAK-STAT kaskada je jednou zhlavnich signalizacnich drah cytokint. Aktivace
zaCina po vazb¢ cytokinli na receptorové tyrozin kinazy. Dochdzi k asociaci receptori a
aktivaci JAK, kterd je véazédna na intracelularni doménu receptoru. JAK?2 katalyzuje
fosforylaci intracelularni domény receptorti a tim vznikaji dvé vazebna mista pro STAT.
Vysledkem reakce je oddéleni proteind od receptoru a vznik STAT dimeru. Dimery se spoji a
migruji do jadra, kde se vazou na promotorovou oblast DNA a spoustéji transkripci gend.

U pacientil s chronickou myeloidni leukémii (CML) s pozitivnim Filadelfskym
chromozomem dochazi k aktivaci STAT i prostfednictvim fuzniho proteinu ber/abl (break
cluster region/Abelson tyrosine kinase). CML vznika predevs§im v dusledku translokace genu
ABL z 9. chromozomu na 22. chromozom. Vysledkem translokace je fuzni gen BCR/ABL,
ktery koduje fuzni protein ber/abl. U zdravého jedince ABL gen kdduje tyrozinkinazu,
aktivujici bunécnou proliferaci. U CML flzni gen koduje fuzni protein ber/abl, ktery ma
tyrozin kinazovou aktivitu, ale neodpovida na zpétnou vazbu, a tudiz dochazi

k nekontrolovatelné proliferaci bun€k. Protein bcr/abl je neustale aktivovan vazbou ATP, coz

64



vede k fosforylaci STAT (signal transducer and activator of transcription). Aktivaci STAT
dochazi k akumulaci transkripénich faktord v bunééném jadru (obrazek 13). Vysledkem je
nekontrolovatelnd proliferace myeloidnich bunék.

Klécbe CML lze tedy vyuzit inhibitor pro fuzni protein. Inhibitor se vaze na
nukleotidové vazebné misto fuzniho proteinu, takZe zde neni mozna vazba ATP a protein
zustava v neaktivni forme. Protein neaktivuje STAT a dochazi k inhibici proliferace buiiky a

jeji apoptozy (Adam, 2008; Rokytta, 2015; Hoffman, 2012; Schellens, 2005; Klener, 2010).

e
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Obrazek 13: Signalizace u zdravé buiiky a myeloidni buriky

Na pravé strane je signalizace u zdravé buiiky rizena EPO (erytropoetinem). Vazba EPO na
receptor aktivuje JAK2 (Janusova kindzy 2), coz vede k aktivaci STAT.
Na levé strané dochazi k aktivaci STAT prostiednictvim fuzniho proteinu ber/abl. Zarovern

ber/abl stimuluje nereceptorovou tyrozin kindzu SFK.

Dal$im onemocnénim, u néhoz hraje roli poskozeni signdlni drahy JAK/STAT, je

mnohocetny myelom. Pro jeho patogenezi ma velky vyznam interleukin 6 (IL6), ktery

rrrrr

membranovy receptor aktivu kaskadu JAK/STAT. Po navazani IL-6 na receptor dochazi

k aktivaci transkripéni funkce STAT, coz muize vést k diferenciaci B-bun¢k do malignich
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plazmatickych bun¢k. Pokud dojde krozvoji mnohocetného myelomu, pak diky IL6
signalizaci dochazi k produkci velkého mnozstvi antiapoptickych proteini a maligni buiiky
jsou tak chranény proti apoptoze. K 1é€bé mnohocetného myelomu lze vyuzit ligand, ktery
zabrani vazbé IL-6 na membranovy receptor, coz inhibuje kaskadu JAK/STAT. Diky
inaktivaci kaskady nedochazi k tvorbé antiapoptickych proteinti. Maligni bunka ptestava byt
chranéna proti apoptoze a zanika (Savino, 1997; Chatterjee, 2004; Karel, 2014).

Janusova kinaza patii mezi cytoplazmatické tyrosin kindzy a ma tfi izomorfy: JAKI,
JAK2 a JAK3. Pfi mutaci vJAK2 genu, kdy nejcastéjsi byva JAK2 V617F, dochazi
k patologickym procesim, vedoucim krozvoji myeloproliferativnich onemocnéni -—
polycytémie vera, esencidlni trombocytémie a dalsi (Hoffman, 2012). Pro inhibici JAK
kindzy se vyuzivd kindzovy ATP-kompetitivni inhibitor. Inhibitor se vaze na kinazovou
doménu JAK a zabranuje vazbé vysokoenergetické ATP molekuly. Nedochazi k aktivaci

kindzy a tudiz ani k signalizaci pro proliferaci maligni buniky (Mascarenshas, 2012).
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6 ZAVER

Diky dynamickému rozvoji laboratornich metod a novym védnim podoborim jako je
proteomika dochézi k lepSimu chapani patofyziologie hematologickych malignit.

Rozvoj molekularni genetiky vyznamné piispél nejen k podrobnéjsi klasifikaci, ale
predevsim k diagnostice hematologickych malignit. Pravé diagnostické techniky molekularni
genetiky povedou ke stale dokonalejSimu klasifikaénimu systému a pfesnéjsi, ptfipadné i
rychlejsi diagnostice hematologickych malignit.

K velkému pokroku doslo i v oblasti terapie. V dnesni dobé se odstupuje od transplantace
kostni dfen¢ a naopak se pristupuje k mnohem modernéjsi a pro darce méné zatézujici
transplantaci krvetvornych kmenovych bunék ¢i autologni transplantaci hematopoetickych
kmenovych buné¢k, kdy nehrozi k rozvoji GVHD.

Velky rozvoj je zaznamenan i v imunoterapii a terapii pomoci specifickych inhibitort.
Byly objeveny nové 1éky, které cilené ovlivituji metabolismus a proliferaci malignich bunék.
Doslo k objeviim inhibitori a imunokonjugati, které lze pouzit u pacientli srozvojem
rezistence na bézn¢ pouzivané léky.

Prestoze v soucasné dobé je zna¢na ¢ast hematologickych malignit 1éCitelna, stale rocné
umira tisice lidi v disledku rozvoje patologické hematopoézy. AvsSak diky stalému objevu
novych cilenych léCebnych postupli a zlepSujici se diagnostice, lze doufat, ze pocet
vyléCenych osob, trpicich nékterym typem hematologické malignity, bude v budoucnu

nartistat a naopak se snizi poc¢et umrti v diisledku hematologickych malignit.
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