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Souhrn

B lymfocyty jsou bunky imunitniho systému zodpovédné predevsim za specifickou, proti-
latkami zprostfedkovanou imunitni odpovéd. Odhaduje se, Ze lidsky organizmus disponuje
10" protilatkami s riznou specifitou. V genomu neexistuji specifické geny pro jednotlivé proti-
latky. Rozpor mezi obrovskou diverzitou protilatek a omezenou kédujici kapacitou genomu je
vyiesen kombinaci unikatniho usporadani genetické informace pro imunoglobuliny a unikat-
nimi genetickymi a somatickymi procesy, které vytvoreni tak Sirokého spektra riznych protila-
tek zajisti. Tyto mechanizmy na jedné strané predstavuji zivot ochranujici zdroj Sirokého spektra
protildtek, na strané druhé predstavuji Zivot ohrozujici riziko v podobé moznosti vyvoje zavaz-
ného nadorového onemocnéni, B lymfomu. Lymfomy se dvéma zasahy tvofi mezi B lymfomy
specifickou skupinu onemocnéni. Nej¢astéji nesou aberaci genli BCL2 a MYC. Dlisledkem akti-
vace MYC, typické pro Burkittdv lymfom (BL), je vyrazna stimulace buné¢ného cyklu. Vysoka ak-
tivita BCL2, typicka pro folikularni lymfomy, zpGsobuje rezistenci k apoptéze. Paralelni zdvazné
poskozeni regulace proliferace a apoptdzy je pfic¢inou charakteristickych klinickych projevt
lymfomu se dvéma zésahy — velké agresivity, rezistence ke standardni terapii, vysokého rizika
brzkého relapsu, kratkého celkového preziti, castého postizeni extranodalnich mist a centralni
nervové soustavy. Lymfomy se dvéma zésahy v poslednich letech pfitahuji velkou pozornost
odbornik(, mimo jiné proto, Ze ptinaseji vhledy do procesu zrani lymfocytd a vyvoje lymfom(
a vyrazné poukazuji na dvouse¢nost mechanizmi umoznujicich diverzifikaci protilatek. Pripad:
U 53letého muze byl na zakladé morfologickych a imunofenotypickych znakd diagnostikovan
B buné¢ny lymfom neklasifikovatelny, s rysy mezi difuznim velkobunéé¢nym lymfomem (diffuse
large B-cell lymphoma - DLBCL) a BL. Cytogenetickd analyza prokazala, Ze se jedna o lymfom
se dvéma zasahy nesouci translokaci t(14;18) a prestavbu MYC. Pacient zemfiel pét mésicd po
stanoveni diagndzy.
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Summary

B-lymphocytes are cells of the immune system responsible for the antibody-mediated immune response. As estimated, a human body can pro-
duce as much as 10" specific antibodies. There are no specific genes coding for every individual antibody in the human genome. Discrepancy
between the huge diversity of antibodies and limited coding capacity of the genome is solved by combination of unique arrangement of gene-
tic information for immunoglobulin and unique genetic and somatic processes providing this wide spectrum of antibodies. On one side, these
mechanisms represent a life protecting source of a wide spectrum of antibodies but at the same time, they can be life threatening by raising
the risk of a serious tumor disease, the B-cell ymphoma. Double-hit lymphomas represent a specific group of B-cell ymphomas often featuring
concurrent rearrangements of BCL2 and MYC genes. Activation of the MYC oncogene, typical for Burkitt lymphoma (BL), causes strong stimula-
tion of cell proliferation. High activity of BCL-2, typical for follicular ymphoma, induces resistance to apoptosis. Concurrent damage of regulation
of apoptosis and proliferation is probably responsible for the typical clinical manifestation of double-hit lymphomas - aggressive course, resi-
stance to conventional chemotherapy, high-risk of early relapse, short overall survival, frequent extranodal and central nervous system involve-
ment. Recently, these lymphomas have attracted a strong attention of researchers as they provide sharp insights into processes of lymphocytes
maturing and lymphomas development and highlight the double-edged nature of mechanisms allowing the antibody broad diversity. Case
report: Fifty-three-year-old man was diagnosed with B-cell ymphoma unclassifiable with features intermediate between diffuse large B-cell lym-
phoma (DLBCL) and BL, based on morphology and immunophenotype. Fluorescent in situ hybridization analysis revealed double-hit lymphoma
diagnosis as the tumor cells bear t(14;18) translocation concurrently with the MYC gene rearrangement. The patient died five months after

diagnosis.
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Uvod

B lymfocyty jsou buriky imunitniho sys-
tému zodpovédné predevsim za spe-
cifickou, protilatkami zprostfedkova-
nou imunitni odpovéd. Odhaduje se, ze
kazdy lidsky organizmus disponuje asi
10" protilatkami s riznou specifitou [1].
To je tak velky pocet, Ze je vyloucené, aby
pro kazdou z nich v genomu existoval
specificky gen. Rozpor mezi obrovskou
diverzitou protilatek a omezenou kédu-
jici kapacitou genomu je vyresen kom-
binaci unikadtniho uspofradani genetické
informace pro imunoglobuliny a unikat-
nimi genetickymi a somatickymi pro-
cesy, které vytvoreni tak Sirokého spek-
tra rdznych protilatek zajisti. V lidském
genomu jsou tfi geny pro imunoglobu-
linové fetézce. Gen IGH na chromozomu
14 (14932) kéduje tézky fetézec y, IGK
na chromozomu 2 (2p12) lehky fetézec
K a IGL na chromozomu 22 (22q11) lehky
fetézec A. Jednim zdrojem diverzity pro-
tildtek je usporadani genli do tzv. geno-
vych segmentd V, D a J a moznost jejich
preskupovani a kombinovani. DalSimi
jsou pak Upravy vazebnych mist pro an-
tigen mechanizmem somatickych hy-
permutaci a izotypové pfepnuti. Tyto
unikatni mechanizmy na jedné strané
pfedstavuji zZivot ochranujici a Zivot
umoznujici zdroj Sirokého spektra proti-
latek, na strané druhé predstavuji Zivot
ohrozuijici riziko v podobé moznosti vy-

voje zavazného nadorového onemoc-
néni, B lymfomu.

Lymfomy se dvéma zasahy (double-hit
lymphomas - DHL) jsou specifickym
typem B lymfom{. Vyznacuji se vysokou
agresivitou a rezistenci ke standardni te-
rapii a v poslednich letech pfitahuji vel-
kou pozornost odbornikd. Jejich stu-
dium pfindsi hluboké vhledy do procesu
vyvoje zdravych B lymfocytl i vyvoje
lymfom{. Mimo jiné proto, ze pravé lym-
fomy se dvéma zésahy zietelné pouka-
zuji na dvousec¢nost mechanizmd umoz-
nujicich diverzifikaci protilatek.

Vyvoj B lymfocytti
Prekurzory B lymfocyt( vznikaji délenim
pluripotentni hematopoietické kme-
nové buriky (hematopoietic stem cells -
HSC) v kostni dieni [2]. Vyvoj B lymfocytu
Ize rozdélit na tfi faze (obr. 1). Prvni se
uskutecnuje bez pfitomnosti antigenu,
ke druhé je zapotiebi antigenni stimu-
lace, tfeti fazi je terminadlni stadium di-
ferenciace aktivovaného B lymfocytu.
Jednotlivé faze diferenciace B lymfocytl
se odehravaji v odlisnych télnich kom-
partmentech a Ize je sledovat na zakladé
morfologickych zmén a také na zékladé
zmén exprese specifickych membréno-
vych markert [1,3].

Prvni faze vyzravani B lymfocytll — bez
pfitomnosti antigenu — probiha v kostni
dreni. V této fazi dochazi k preskupo-

vani genovych segment( - rekombinaci
V(D)J - nejdfive tézkych a pak lehkych
fetézcl, za ucasti RAG1 a 2. Nezralé
B lymfocyty tak exprimuji na svém po-
vrchu preskupeny B bunéény receptor
(BcR), nejdfive typu IgM, pozdéji IgD.
Prostiednictvim BcR B lymfocyty rozpo-
znavaji antigenni podnéty. Rozpustné
formy BcR funguji jako protilatky nacha-
zejici se v télnich tekutinach. Po presku-
peni genovych segmentl je selekénimi
procesy testovana autoimunita a schop-
nost prezit v perifernich lymfatickych
tkanich. Buniky s nefunk¢nimi ¢i auto-
reaktivnimi receptory jsou eliminovany
apoptézou. Buriky, které projdou selekci,
dozravaji v naivni B bunky.

Druha faze vyvoje B lymfocytl za-
¢ind vyplavovanim naivnich B bunék
do krve, odkud se dostavaji do perifer-
nich lymfatickych orgdn (sleziny, lymfa-
tickych uzlin, tonzily a dal3ich), kde osi-
dluji primarni lymfoidni folikly. Tam se
prostiednictvim folikularnich dendri-
tickych bunék (follicular dendritic cell -
FDC) setkavaji s antigeny a jsou pomoc-
nymi T burikami aktivovany. Po aktivaci
B bunky intenzivné proliferuji a tvofi
germinalni (zarodecnd) centra (GC). Pri-
marni folikly se tak pfeménuji na folikly
sekundarni. V germindlnich centrech
probihaji dva klicové procesy — 1. Do-
chazi zde procesem fizenym antigeny
k somatickym hypermutacim (somatic
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hypermutation - SHM) ve variabilnich
oblastech imunoglobulind (IgV). Hyper-
mutace zvysuji afinitu imunoglobulinu
k pfislusnému aktivujicimu antigenu.
2. Druhym klicovym procesem je izoty-
pové piepnuti (class-switch recombina-
tion — CSR) neboli zména tfidy imunoglo-
bulinG, které se z pGvodnich IgM a IgD
méninalgG, IgA nebo IgE. Izotypové pre-
pnuti zajisti, ze budou produkovany pro-
tilatky rlznych tfid. Oba procesy - SHM
i CSR - jsou spjaty s aktivaci indukova-
nou cytidin deaminazou (activation-in-
duced cytidine deaminase - AID).

Vyvoj B lymfocytu kondi treti fazi, pre-
ménou na plazmatickou bunku, ktera
produkuje protilatky, a vznikem pamé-
tové bunky. Plazmatické burky jako
nejvyse diferencované B lymfocyty
se opét nachazeji predevsim v kostni
dreni [1,3,4].

Uloha germinalniho centra
v diferenciaci B lymfocytu
Germinalni centra jsou vytvafena proli-
ferujicimi B burikami ve foliklech perifer-
nich lymfoidnich tkani (obr. 2). Maji spe-
cifickou strukturu. Tzv. tmava zéna GC je
tvofena rychle se délicimi centroblasty,
u kterych dochazi k somatickym hyper-
mutacim. Klidové B bunky jsou vytlaco-
vany témi vysoce proliferujicimi na pe-
riferii foliklu, kde tvofi tzv. plastovou
z6nu. Svétla zéna GC je tvofena nedé-
licimi se centrocyty, u kterych probiha
izotypové prepnuti. Postupné vznikaji
pamétové a plazmatické bunky. Proces
SHM je spojen s vytvarenim dvouretéz-
covych zlomd DNA a vede k jednonuk-
leotidovym zdménam nebo kratkym
delecim a inzercim v IgV oblastech imu-
noglobulinG. Proces CSR probiha me-
chanizmem rekombinace DNA a neho-
mologniho spojovani konct DNA. Jak
SHM, tak CSR jsou absolutné zavislé na
IAD. IAD katalyzuje cilenou deaminaci
zbytk( deoxycytidinll a jejich konverzi
na uracil. To vede ke zméné paru C: G na
parU:G[5-8].

Diferenciace antigenem aktivovanych
B bunék v centroblasty je spojena s dra-
matickym zvysenim proliferace. Zaro-
ven je ale u téchto bunék na rozdil od
jinych intenzivné proliferujicich bunék
vyrazné snizena citlivost k poskozeni
DNA, tak aby byly tolerovany procesy

sekundarni lymfatické organy
diferenciace zavisla na antigenu

kostni dien

£ 3 \
diferenciace nezavisla na antigenu ‘{’
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Obr. 1. Vyvoj B lymfocytu. Prekurzorovy B lymfoblast v kostni dfeni prodélavé preskupo-
véani genovych segment( genl pro imunoglobuliny. Postupné zraje nezévisle na pfitom-
nosti antigenu az do stadia nezralého B lymfocytu, ktery zacina exprimovat jiz preskupeny
B bunécny receptor (BcR). Zralé B lymfocyty migruji krvi do sekundarnich lymfatickych or-
gant. Naivni B bunky osidluji primarni lymfatické folikly a po aktivaci antigenem vytva-
feji germindlni centra. V germinalnim centru podléhaji B buriky somatickym hypermuta-
cim variabilnich Usekd imunoglobulind a izotypovému prepnuti. Vyvoj B lymfocytu konci
pfeménou na plazmatické bunky produkujici protilatky a klidové pamétové bunky. Pre-

vzato a upraveno dle [3,37].
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Obr. 2. Mikroprosttredi germinalniho centra. B bunky aktivované antigenem diferencuji
v centroblasty, které klondlné expanduji v tmavé zéné germindlniho centra. BEhem pro-
liferace probihd proces somatickych hypermutaci (SHM). Centroblasty diferencuji v cent-
rocyty a presunuji se do svétlé zény, kde za pomoci T bunék a folikuldrnich dendritickych
bunék (FDC) dochazi k selekci na zékladé vazby k imunizujicimu antigenu. Centrocyty,
které produkuji nevyhovuijici protilatky, vstupuji do apoptdzy, ostatni centrocyty procha-
zeji procesem izotypového prepnuti (CSR) a dale diferencuji v plazmatické a pamétové
buriky. Pfevzato a upraveno dle [4].

souvisejici s vyzravanim — SHM a CRS.
Centroblasty maji aktivni telomerazu,
aby béhem klonalni expanze B bunék
v GC nebyl vy¢erpan jejich replikaéni po-
tencidl. Na druhé strané jsou tyto bunky

silné citlivé k indukci apoptézy, napf.
vlbec neexprimuji antiapoptotické
geny BCL2. Klicovym regulatorem fe-
notypu centroblastd v GC je protein
BCL6. Funguje jako transkripéni repre-
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FL

translokace BCL2: t(14;18)

BL —
translokace MYC:

t(8;14) — 80 % lymfomy
t(2:8) - 10 %
t(8;22) - 10 %

T DHL

DHL

neklasifikovatelné - <€——— DLBCL

translokace BCL6 — 30 %
translokace BCL2 — 30 %
translokace MYC— 10 %
a dalsi

DHL

DALSI LYMFOMY
napfiklad MCL s translokaci
CCND1:t(11;14)

a dalsi

Obr. 3. Seda zéna netypickych, neklasifikovatelnych lymfomd. Potencialni zdroje a vy-
voj neklasifikovatelnych lymfomd a lymfomU se dvéma zasahy. Pfevzato a upraveno

dle [13].

sor, ktery prostfednictvim svych cilo-
vych gena (napf. p53, PIAS2, ATM, BCL2,
BLIMP1) zajistuje snizeni vnimavosti
bunék k indukci apoptdzy, zastavé bu-
néc¢ného cyklu a citlivosti k poskozeni
DNA. BCL6 se také podili na regulaci ak-
tivace B bunék a jejich diferenciace v pa-
métové bunky. BCL6 je tak skutecné
klicovym a hlavnim efektorem vyvoje
B bunék v GC [4].

Vznik lymfom

Protivdhou prospésné a nezastupitelné
ulohy germindlnich center ve vyzra-
vani a rozrGzriovani B lymfocytd je jejich
uloha, kterou sehrdvaji pfi vyvoji vét-
siny typl B lymfoma. Obecné Ize fici, ze
mnohé lymfomy vznikaji pravé v GC, a to
kvali chybdm, ke kterym dochazi béhem
procesl somatickych hypermutaci a izo-
typového prepnuti. Tyto procesy jsou
fyziologicky cileny na IgV oblasti imu-
noglobulinovych fetézcl, ale mohou
zpUsobit hypermutace nebo translokace
i nékterych jinych gend, napft. BCL6, MYC,
BCL2, CCND1, NF-kB a dalsich, a stat se
tak pfi¢inou vyvoje nékterych nehodg-
kinskych lymfom [5-8]. Vétsina téchto
lymfomu skute¢né vykazuje mutovany
IgV, coz jasné ukazuje, Ze jsou odvo-
zeny z bunék, které prosly nebo procha-

zely GC. Vyjimkou jsou napf. translo-
kace t(14;18), které vedou k fuzi genu
BCL2 a regula¢ni sekvence genu IGH,
spojené s vyvojem folikuldrniho lym-
fomu (FL), a translokace t(8;14) spo-
jené s endemickym typem Burkittova
lymfomu (BL), které jsou pravdépodob-
né&ji vysledkem aberaci, ke kterym do-
chazi béhem V(D)J rekombinace, a tedy
v pre-GC burikéch.

Aberantni SHM zasahujici neimu-
noglobulinové geny (napt. MYC, PIM]1,
BCL6, PAX5 a dalsi) jsou spojeny prede-
vsim s DLBCL. AZ 30 % ptipad( DLBCL
nese chromozomadlni translokaci genu
BCL6 (3927), a to bud's nékterym genem
pro imunoglobulinovy fetézec, nebo
s neimunoglobulinovym genem. Také
translokace t(14;18) zpusobujici akti-
vaci BCL2, typicka pro FL, je u DLBCL
Castd, vyskytuje se az u 30 % pfipadd.
Chromozomalni translokace zpUsobu-
jici fuzi genu MYC s nékterym z genu
pro imunoglobulin (IGH, IGL, IGK) se vy-
skytuji témér u vsech pfipada BL, ale
také asi u 10 % pfipad DLBCL. Pro lym-
fom z bunék plastové zény (mantle cell
lymphoma - MCL) jsou typické translo-
kace t(11;14), které vedou k translokaci
genu CCND1 s genem IGH. Tyto typické
chromozomalni prestavby a hypermu-

tace jsou nejenom charakteristické pro
urcité typy lymfomd, ale povazuji se
také za zmény primarni, iniciujici vyvoj
nadoru [4,9].

Lymfomy se dvéma zasahy

DHL tvofi specifickou skupinu one-
mocnéni s charakteristickym klinickym
chovéanim. Typické DHL nesou aberaci
genu BCL2 a MYC. DGsledkem aktivace
MYC, typické pro Burkittlv lymfom, je
vyrazna stimulace buné¢ného cyklu.
Vysoka aktivita BCL2, typicka pro foliku-
larni lymfomy, vede k vyrazné rezistenci
k apoptoéze. Paralelni zdvazné poskozeni
téchto dvou klicovych bunéénych pro-
cesll je pravdépodobné pfic¢inou cha-
rakteristickych klinickych projevi téchto
lymfom. Jsou velmi agresivni, rezis-
tentni ke standardni terapii, s vysokym
rizikem brzkého relapsu. Median pre-
Ziti je odhadovan mezi 4,5 a 18,5 mésici,
tedy vyrazné kratsi nez napf. u BL a IPI
odpovidajiciho DLBCL. Typické je casté
postiZzeni extranodalnich mist a posti-
Zeni centrdlni nervové soustavy [10-12].

Definice DHL
Termin ,lymfomy se dvéma zasahy” neni
zcela jednoznaény. Pivodné se pou-
zival pro oznaceni B lymfom, které
nesou zdroven pfestavbu genu MYC
a genu BCL2.V soucasnosti se oznaceni
DHL pouziva obecnéji i pro dalsi agre-
sivni B lymfomy, které nesou pfestavbu
genu MYC v kombinaci s dalsi ¢i dal-
$imi prestavbami jinych gend typickymi
pro lymfomy. Jsou to napf. lymfomy ne-
souci vedle prestavby genu MYC abe-
raci BCL6, BCL3 nebo CCND1, lymfomy
se tfemi zdsahy MYC/BCL2/BCL6 a dalsi
varianty [11-13]. Nékdy se oznaceni
DHL uziva jesté obecnéji pro vsechny
B lymfomy, které nesou nasobné
prestavby [11].

+Klasické” DHL nesou aberace MYC
a BCL2. Morfologicky tyto lymfomy
nesou c¢asto znaky jak BL, tak DLBCL.
Podle posledni WHO klasifikace z roku
2008 existuje kategorie B bunécny lym-
fom neklasifikovatelny s rysy mezi DLBCL
a BL (BCLU: B-cell lymphoma, unclassi-
fiable with features intermediate between
DLBCL and BL) [14]. Rada pfipadi DHL
spadd pravé do této kategorie a podle
nékterych studii pfedstavuji vysoky podil
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BCLU [13,15,16]. Nékteré piipady DHL
jsou diagnostikovany jako DLBCL, mezi
kterymi mohou predstavovat 5-12 % pfi-
padd [11,17,18]. BCLU a DLBCL nejsou je-
diné dvé kategorie, ve kterych Ize DHL
nalézat. Obecnéji plati, Ze hranice mezi
jednotlivymi typy lymfomu nejsou ostré
a zcela jasné vymezitelné. Naopak exis-
tuje plynulé spektrum pfipadd od jasné
vymezenych a jednoznac¢né klasifikova-
telnych po nejrizné;jsi nezaraditelné, ne-
typické lymfomy se znaky vice katego-
rii. DHL se nejcastéji nalézaji pravé v té
LSedé zoné” netypickych lymfomd, ale
mohou se rekrutovat témér ze viech sku-
pin lymfomu (obr. 3) [13].

Zajimavou okolnosti DHL je typ pfe-
stavby, ktery postihuje gen MYC. U BL
je prevazna vétsina pripadl (80-90 %)
prestavby MYC typu t(8;14), tedy fuzi
genu MYC s genem IGH pro tézky imu-
noglobulin y; jen zbylych 10-20 % pfi-
padl pfipada na t(2;8) a t(8;22), tedy
pfestavby MYCs geny IGL aIGK pro lehké
imunoglobulinové fetézce A a k. Pro BL
je navic typicky jednoduchy karyotyp
jen s malym mnozstvim daldich cyto-
genetickych aberaci. U DHL je v translo-
kacisgenem MYCmnohem vy3sizastou-
peni gend pro lehké imunoglobulinové
fetézce a také neimunoglobulinovych
genti [10,16,19]. Podstatné nizsi zastou-
peni IGH v translokaci s MYC u DHL ve
srovnani s BL mdze souviset s tim, Ze pre-
stavbé MYC obvykle predchazi jina pre-
stavba, nejcastéji lokusu BCL2 v translo-
kaci t(14;18), v dUsledku které je jedna
alela IGH jiz prestavéna - ,spotiebo-
vana“. Proto se nasledné translokace
s MYC Ucastni geny ostatnich imuno-
globulind [10,15]. Pfitom neni vylou-
c¢eno, Ze typ partnera v translokaci
MYC mlze mit vliv na klinické chovani
onemocnéni [16,19,20].

,Klasicka” varianta DHL - soucasna
aberace MYC a BCL2 - je nejcastéjsi,
predstavuje asi 2/3 viech pripad( DHL.
Kombinace aberace MYC a BCL6 je vy-
razné vzdacnéjsi, je detekovand asi
v 1/10 pfipadl. Az 2nasobné castéjsi
jsou THL (triple hit lymphoma) s kom-
binaci aberaci MYC/BCL2/BCL6 [11,17].
Podle nékterych studii se zd4, Ze speci-
fické kombinace aberantnich genu jsou
spojeny se specificky odlisnymi fenotypy
onemocnéni. Tak napf. studie 23 vzac-

né&jsich pripadl DHL, které nesou pre-
stavbu genli MYC a BCL6, ukazala, ze
se jedna o typicky agresivni lymfomy,
Casto s postizenim extranodalnich mist
a Casto s GC fenotypem, ale oproti DHL
s aberacemi MYC/BCL2 jsou cytologicky
méné komplexni a mohou mit odlisny
imunofenotyp [21].

DHL typu MCL

Svébytnou skupinu DHL tvofi lymfomy
zahrnujici pfestavbu CCND1. Pfedsta-
vuji asi 10 % vsech pfipadd DHL [11].
Translokace t(11;14), ktera vede k pfe-
misténi genu CCND1 pod regula¢ni sek-
vence genu IGH pro tézky imunoglobuli-
novy fetézec a zpUsobi vysokou expresi
cyklinu D1, je typickym molekuldrnim
znakem MCL. Existuji vzacné pfipady,
kdy je namisto cyklinu D1 zvysena ex-
prese cyklinu D2 nebo D3 [22], a také
pfipady, kdy je sice zvysena hladina cyk-
linu D1, ale v dusledku jiné aberace nez
translokace t(11;14) [23]. Vysokd exprese
cyklinu D1 (pfipadné D2, D3) je povazo-
véna za zménu, kterd iniciuje vyvoj MCL,
ale neni zménou pro vyvoj MCL dosta-
te¢nou. Ucast sekundarnich aberaci je
nezbytnd. Az 5 % vsech pfipadd MCL
nese vedle prestavby CCND1 prestavbu
MYC [11]. Neddvno byla publikovéna
prace, kterd podrobné predstavila Ctyfi
nové pripady tohoto typu a shrnula data
jiz diive publikovanych 26 pripadu [24].
Podle této studie se vzdy jednalo o po-
krocilé stadium (stage IV) onemocnéni
MCL, nejcastéji blastoidni nebo pleo-
morfni varianty. Pacienti, ¢asto navzdory
agresivni terapii, zemfeli nejcastéji
béhem prvnich dvou let po stanoveni
diagnozy. Pokud $lo o typ aberace posti-
hujici gen MYC, méné casta byla ampli-
fikace, ¢astéjsi (18/30) byly translokace.
Z nich asi ve tfetiné pfipadl byl gen MYC
translokovan s IGH, v dalsi tretiné s IGL
nebo IGK a tfetina pfipadud nesla translo-
kaci MYC s jinym nez imunoglobulino-
vym genem [24]. Ackoliv jsou DHL typu
MCL samy o sobé pomérné vzacné, ne-
jsou vylouceny ani pfipady, které nesou
kombinaci aberace MYC a vzacnéj-
$iho typu aberace ,MCL typu”, jako je
napf. aberace t(11;22)(q13;q11.2) genu
CCND1 s IGL [25]. Tato prestavba genu
pro cyklin D1 byla jiz dfive popsana
u MCL, ktery nebyl DHL [23].

Podobné byl popsan pfipad DHL, ktery
mél vedle ,obvyklé” translokace t(8;14)
velice ojedinélou translokaci t(12;14)
(g24;932) zahrnujici na chromozomu
12 pravdépodobné gen BCL7A [26].
Translokace zahrnujici gen BCL7A byla
jiz dfive zachycena v buné¢né linii odvo-
zené z BL [27]. Ackoliv buné¢na funkce
proteinu BCL7A z(stava zatim neznama,
jeho spojeni s vyvojem lymfomd, pre-
devsim DLBCL, prokazano bylo [28,29].
Navic byl gen BCL7A detekovan mezi
geny, které patfi k velice t¢innym sub-
stratim aktivované cytidin deaminazy
AID [30]. Na tomto pfikladu je oviem
dobfre patrnd jistd bezbrehost soucas-
ného pouzivani oznaceni lymfomu se
dvéma zasahy. Bylo prokazéano, ze gen,
které se mohou stat cilem pUlsobeni AID
a zaroven maji onkogenni potencidl,
jsou tucty (obr. 4) [6]. Otazkou pak je,
které geny zasazené translokaci, hyper-
mutacemi a dal$imi aberacemi - vedle
t(8;14) ¢i jiné aberace ,obvyklé” u lym-
fom - naplnuji jesté kritérium DHL.

Dynamika vyvoje DHL
Za piestavbu genu MYC je nejcas-
téji zodpovédna AID béhem zrani
lymfocytd v GC, zatimco prestavba
BCL2 a CCND1 je obvykle zprostiedkovana
RAG1 a RAG2 béhem V(D)J rekombinace
v prekurzorovych bunkdch. To znamenj,
Ze vznik translokace t(14;18) predchazi
pfestavbé genu MYC. Nékdy byva tento
fakt i klinicky manifestovan v podobé ¢a-
sové odlisitelnych fazi onemocnéni, kdy
je puvodné diagnostikovany indolentni
lymfom, nejcastéji FL, transformovan na
BCLU ¢i obecné DHL [16,19,31-33].
Vétsina DH lymfoma (asi 80 %) jsou
de novo ptipady bez predchozi historie
indolentniho lymfomu. | v takovém pfi-
padé ale mlze byt ¢asovd souslednost
vzniku cytogenetickych aberaci patrna.
Tak tomu bylo napf. u pacientky, které
byl diagnostikovan lymfom podobny BL
v Celisti a rameni.V nadorovych bunkach
byla prokdzana pfitomnost translokace
genu BCL2 - t(14;18) - a amplifikace
genu MYC. U téze pacientky byla v dobé
diagnézy detekovéana infiltrace kostni
diené, periferni krve a cerebrospinalni
tekutiny nadorovymi bunkami, které
morfologicky odpovidaly FL a nesly
translokaci t(14;18), zatimco amplifikace
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Obr. 4. Chromozomalni translokace vyskytujici se u B lymfomu. Kruhovy diagram znazornuje lidsky genom s vyznacenymi geny, které
se Ucastni chromozomalnich pfestaveb u malignit odvozenych z B bunék. Oblouky uvnitf diagramu spojuji partnerské geny, které se v
prestavbach vyskytuji. Barevné jsou zvyraznény geny a prestavby zminéné v textu. Pfevzato a upraveno dle [6].

genu c-MYC u nich nalezena nebyla [34].
Dynamika procesu vyvoje DHL se mize
vzacné manifestovat také ve strukture
nadorové tkané. Byl popsan DHL, v jehoz
tkani se vyskytovala ohniska BL spoje-
ného s translokaci MYC na pozadi FL.
Zatimco translokace t(14;18) byla pfi-
tomna ve vsech oblastech nadorové
tkané, translokace genu MYC byla de-

tekovana pouze v ohniscich BL [33].
Podobné heterologni struktura nado-
rové tkané byla popsana také u pfipadu
DHL typu MCL. Lymfatickd uzlina, v niz
byly zfetelné oblasti nddorové tkané
s obvyklym typem MCL, byla difuzné in-
filtrovana tkani morfologicky a imunofe-
notypicky odpovidajici BL véetné toho,
Ze v téchto Usecich nadoru, na rozdil od

plvodni MCL tkané, bylo mozné me-
todou FISH detekovat prestavbu genu
MYC. Translokace t(11;14) byla pfitomna
ve viech nadorovych bunkach [35].

U DHL, které nesou aberace genu
MYC spolu s aberacemi BCL6, BCL3 a dal-
Sich gend, je o dynamice jejich vyvoje
znadmo mnohem méné. O téchto ge-
nech se predpoklada, Ze jejich aberace
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jsou zprostfedkovany stejnym mecha-
nizmem - aktivaci indukovanou cyti-
din deamindzou - a tak je mnohem tézsi
predjimat, v jakém poradi vznikaji a jak
se navzajem ovliviuji [11].

Kazuistika

U muze ve véku 53 let byla v srpnu
2012 na Chirurgickém oddéleni Mést-
ské nemocnice v Hustopecich prove-
dena probatorni biopsie infiltratu me-
zenteria pfi explorativni laparotomii.
Material byl s klinickou diagnézou Sar-
koma radicis mesenterii inoper. genera-
lisatum odeslan do Bioptické a cytolo-
gické laboratofe MDgK-plus spol.sr.o.
Ujezd u Brna, kde byl stanoven pfed-
bézny zavér, ze se jednd o lymfom.
Material byl v zafi 2012 odeslan ke dru-
hému ¢teni a dal3i analyze do Ustavu pa-
tologie FN Brno-Bohunice.

Nador mél nékteré morfologické
aimunofenotypické znaky jak Burkittova
lymfomu, tak difuzniho velkobunééného
B lymfomu. Byl tvofen mirné polymorfni
populacistfednévelkych avelkych bunék
pfevdzné centroblastického vzhledu.
Nadorové buriky byly mitoticky vysoce
aktivni a vykazovaly extrémné vysokou
prolifera¢ni aktivitu dle Ki67 (90-100 %).
Navic ¢etné nadorové bunky procha-
zely apoptézou. Usekovité byl na-
znacen obraz hvézdného nebe. Imu-
nohistochemicky byla v nadorovych
bunkéach prokazana difuzni silnd pozi-
tivita CD79a a také difuzni silna poziti-
vita BCL2 (obr. 5). Dale nddorové burnky
exprimovaly CD10 pfi negativité BCL6.
Zavérecna diagnoza podle WHO klasifi-

kace znéla - B buné¢ny lymfom nekla-

Obr. 5. Nadorova tkan prezentovaného pfipadu vykazuje morfologické a imunofeno-
typické znaky jak Burkittova lymfomu, tak difuzniho velkobuné¢ného B lymfomu. Je tvo-
fena mirné polymorfni populaci stredné velkych a velkych bunék prevézné centroblas-
tického vzhledu, usekovité je naznacen obraz hvézdného nebe (A); nddorové bunky
vykazuji prolifera¢ni aktivitu 90-100 % dle Ki67 (B), difuzni silnou pozitivitu BCL-2 (C)

aCD79a (D).

sifikovatelny s rysy mezi DLBCL a BL,
s tim, Ze je nutné zvazit moznost, zda se
nejednad o lymfom se dvéma zasahy.
Nésledovaly proto molekuldrné bio-
logické analyzy, jejichz cilem bylo vyse-
tfit aberace genli BCL2 a MYC.

Byla provedena fluorescencni hybri-
dizace in situ (FISH), detekujici translo-
kaci t(14;18) s vyuzitim dvoubarevné
fuzni sondy IgH/BCL2 (Vysis - ABBOTT).
Vysledek byl jednoznacné pozitivni,

translokace byla detekovana v 77 % vy-
Setfenych bunécénych jader (obr. 6).
Dale byla provedena FISH vyuzZivajici
dvoubarevnou fuzni sondu IgH/MYC
(Vysis — ABBOTT) detekujici translokaci
t(8;14). Vysledek byl negativni, fuzni sig-
nal byl zaznamendan pouze u 1 % vy-
Setfenych jader. Proto byla nasledné
provedena dalsi analyza, vyuzivajici zlo-
movou sondu (break-apart rearrange-
ment probe), ktera detekuje prestavbu

Obr. 6. Fluorescen¢ni hybridizace in situ. Translokace t(14;18) byla detekovana vyuzitim dvoubarevné fuzni sondy IGH/BCL2 v 77 % vy-
Setfenych bunécnych jader (A); translokace t(8;14) byla pomoci fuzni sondy IGH/MYC nalezena jen u 1 % jader; prestavba genu MYC - lo-
kusu 8q24 - byla detekovana vyuzitim zlomové sondy ve 28 % jader (C).
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genu MYC - lokusu 8q24, aniz by identi-
fikovala partnersky gen, ktery se translo-
kace ucastni. Vysledek byl pozitivni, pre-
stavbu obsahovalo 28 % jader (obr. 6).
Vysledky analyz FISH jednoznac¢né po-
tvrdily, Ze se jednd o lymfom se dvéma
zésahy, ktery nese translokaci genu
BCL2 i translokaci genu MYC.

Pribéh nemoci poukazoval na to, ze
lymfom je chemorezistentni. Navzdory
intenzivni chemoterapii (R-CODOX-M)
onemocnéni progredovalo a pacient ze-
mrel v lednu 2013.

Diskuze

Prezentovany pfipad patfi k nejtypic-
t&jsi formé lymfomu se dvéma zasahy -
nese translokaci genu BCL2 a genu MYC.
Translokace BCL2 byla prokazana u 77 %
nadorovych bunék, zatimco translo-
kace MYC se vyskytovala u vyrazné niz-
$iho podilu nadorovych bunék - 28 %.
Ackoliv morfologicky ¢i fenotypicky na-
dorova tkan nejevila znamky hetero-
logni struktury, vysledky FISH nazna-
¢uji moznost, Ze translokace BCL2 byla
ve vyvoji tohoto lymfomu zménou pri-
marni, po které nasledovala jako sekun-
déarni zména translokace genu MYC.
Takova mozZnost je v naprostém souladu
jak s literarnimi prameny, tak se sou-
¢asnou predstavou o vyvoji DHL typu
BCL2/MYC [16,19,31-34]. Podobné je
v souladu se soucasnymi poznatky fakt,
Ze gen MYC neni translokovén s lokusem
genu IGH pro tézky imunoglobulin y, ale
bud' s genem IGK pro lehky imunoglo-
bulinovy fetézec k, IGL pro lehky imuno-
globulinovy fetézec A nebo s neimuno-
globulinovym genem [10,16,19]. Typické
znaky DHL naplnil nas pfipad také svou
morfologii a imunofenotypem, kdy mél
znaky na rozhrani Burkittova lymfomu
a difuzniho velkobuné¢ného B lym-
fomu, a také prdbéhem onemocnéni -
chemorezistenci a kratkym celkovym
prezitim.

Zaveér

Pomoci metody FISH jsme jednoznacné
potvrdili navrzenou diagnézu - lymfom
se dvéma zasahy - a prokazali soubéz-
nou prestavbu antiapoptotického genu
BCL2 a genu MYC, ktery kdduje induktor
proliferace. Metoda FISH ¢i jind cytoge-
netickd analyza je v diagnostice DHL na-

prosto nezastupitelnd, bez téchto analyz
nelze DHL jednoznac¢né diagnostikovat.
Zda se, Ze v soucasnosti predstavuji DHL
spise podhodnocenou kategorii lym-
fomu, protoze bez cilené detekce abe-
raci klicovych gend, predevsim MYC,
BCL2, BCL6, BCL3 a CCND1, zlstavaji DHL
¢asto nerozpoznany.

Pfesnd diagnéza DHL je dllezitd. DHL
jsou velmi agresivni lymfomy, rezistentni
ke standardni terapii, s vysokym rizikem
brzkého relapsu a kratkym celkovym pre-
zitim, s ¢astym postizenim extranodal-
nich mist a centrdlni nervové soustavy.
Velkou vyzvou v oblasti DHL zGstava na-
lezeni G¢inné terapie [11,12,18,31,36].

Double-Hit Lymphoma =
Double-Edged Sword!

Unikatni mechanizmy somatickych hy-
permutaci a izotypového prepnuti imu-
noglobulind béhem vyzravani B lymfo-
cytll pfedstavuji na jedné strané Zivot
umoznujici zdroj Sirokého spektra pro-
tilatek, na strané druhé Zivot ohrozujici
riziko v podobé moznosti vyvoje B lym-
fomd. B bunky plati vysokou cenu za to,
Zze mohou vyuzivat AID a tvofit dvou-
fetézcové zlomy - asi 95 % vsech lid-
skych lymfom je odvozeno od B bunék.
Vyhody ale prevazuji. Efektivni ochrana
proti patogennim infekcim je pro pfe-
ziti druhu mnohem kriti¢téjsi nez per-
fektni ochrana proti pomalé aku-
mulaci genomové nestability, ktera
u nékterych jedincl vede k vyvoji
nadoru [7].
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