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SOUHRN

Richterova transformace (Richterdv syndrom - RT) predstavuje transformaci chronické lymfocytarni leukemie (CLL)
do lymfoproliferace vyssi malignity. Nejcastéji dochazi k transformaci do difuzniho velkobunéc¢ného B-lymfomu
(DLBCL), vzacnéji do Hodgkinova lymfomu. K transformaci mdze dojit kdykoli v prdbéhu choroby a jeji vyskyt se
v literature udava v rozmezi 2-10 %. S RT se setkdvame u pacientl [é¢enych imunochemoterapii, ale také u téch,
ktefijsou léceniinhibitory bunéénych drah (ibrutinib, idelalisib, venetoklax). Prace se zaméfuje na nejcastejsi mole-
kuldrné genetické aberace asociované s RT-DLBCL vzniklé klonalné z pdvodni CLL. Mezi tyto zmény patfi disrupce
TP53 genu (delece 17p a/nebo mutace) a soucasné také CDKN2A genu, které se vyskytuji u vice nez poloviny
pacientl s RT. S vyskytem TP53 a CDKN2A aberaci také ¢asto souvisi aberantni aktivace genu MYC, kterd byva
obvykle zplsobena strukturdinimi zménami (zisk 8q, t(8;14)) nebo nepfimo mutacemi v MGA genu. U dalsich 30 %
pacientd s RT nachazime aktivacni mutace v genu NOTCH]I, které byvaji ¢asto pritomny v CLL klonu jesté pred
rozvojem RT. Priblizné 20 % pripadl RT tvoii heterogenni skupina pacientt s dals$imi genetickymi aberacemi. Také
u RT, kterd vznikla u pacientl [écenych ibrutinibem, se setkdvame s disrupci genu 7P53, ztratou genu CDKNZ2A,
aktivaci genu MYC a aktiva¢nimi mutacemi v genu NOTCHI. Navic u 40 % pacientd s RT vzniklou béhem 1é¢by
ibutinibem jsou pritomny mutace v genech BTK a PLCG2, které jsou spojeny s rezistenci k této 1éc¢bé. U pacientd
s RT vzniklou béhem lécby idelalisibem a venetoklaxem zatim genetické zmény nebyly studovany. | pres popis rady
genetickych zmén u RT nebyla doposud nalezena molekularné geneticka aberace pfimo asociovana s rozvojem
RT. Dalsi studie na vétsich poctech pacientd spolu s rozvojem citlivéjsich molekularné diagnostickych metod nam
v budoucnosti mohou pomoci objasnit molekuldrni procesy, které vedou k rozvoji této agresivni formy nemoci.
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SUMMARY
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Molecular genetic aberrations in Richter transformation of chronic lymphocytic leukaemia

Richter transformation (Richter syndrome - RT) is defined as the transformation of chronic lymphocytic leukaemia
(CLL) into high-grade lymphoma. Development of diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) clonally related to CLL
is most common, less frequent is transformation to Hodgkin s lymphoma. RT occurs in approximately 2-10% of
CLL patients during the disease course. It develops in patients treated with immunochemotherapy as well as in
those treated with novel agents (ibrutinib, idelalisib, venetoclax). In this review, we discuss recent discoveries in
the understanding of molecular genetic changes associated with RT. The most common molecular events in RT
are concurrent disruptions of 7TP53 and CDKN2A genes that occur in approximately one half of RT patients. The
occurrence of TP53 and CDKNZ2A aberrations is often associated with aberrant activation of the MYC gene, which
is usually caused by structural changes (gain 8q, t(8; 14)) or indirectly by mutations in the MGA gene. In 30% RT
patients, activating NOTCH] mutations are detected, which are often present already prior to transformation.
Approximately 20% RT patients carry heterogeneous molecular genetic aberrations. RT in ibrutinib-treated patients
is also associated with TP53 and CDKN2A disruptions, activation of MYC as well as NOTCHI mutations. Additionally,
in 40% patients who develop RT on ibrutinib, mutations in BTK and PLCG2 genes were identified, known to be as-
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sociated with treatment resistance. To date, the genetic landscape associated with RT on idelalisib and venetoclax
was not studied. Despite improved understanding of molecular genetic changes linked to RT, genetic aberrations
driving RT development have not been reported as yet. Further studies on large patient cohorts together with the
development of more sensitive molecular technologies may help elucidate the underlying genetic risk factors in

these difficult-to-treat patients.
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uvob

Richterova transformace (RT) predstavuje trans-
formaci chronické lymfocytarni leukemie (CLL) do
lymfoproliferace vys$si malignity. Nejcastéji do-
chazi k transformaci do difuzniho velkobunécného
B-lymfomu (DLBCL) s velmi nepfiznivou prognézou,
vzacnéji do Hodgkinova lymfomu [1]. K transformaci
muiZe dojit kdykoli v pribéhu choroby, a to nejen u pa-
cient 1éCenych imunochemoterapii, ale také u téch,
kteti jsou léCeni inhibitory bunécnych drah (ibrutinib,
idelalisib, venetoklax); u malé ¢asti nemocnych se

Somatické genetické varianty

TP53 abnormality

RT mze vyskytnout i v pfipadé dosud nelécené CLL.
Vyskyt RT se v literatufe udava v rozmezi 2-10 % u pa-
cientli 1écenych imunochemoterapii [2, 3]. U pacienti
1écenych novymi inhibitory bunécnych drah je median
vyskytu RT 6 % u téch, ktefi byli relabujici/refrakterni
k imunochemoterapii, a1 % u pacientl, kteti obdrzeli
1é¢bu inhibitorem bunécnych drah v prvni linii 1é¢by
(tab. 1) [2].

U nejcastéjsi transformace CLL do DLBCL rozliSu-
jeme dvé biologicky odlisné skupiny RT: (1) vzniklou
klonalné z pvodni CLL a (2) nepfibuznou s pivodnim

Typ lécby

~ 50 % CDKN2A delece d
MYC aktivace ‘ ;
. NOTCH1 aktivaéni mutace ‘. &
.. ~30% trisomie chromosomu 12
e
CLL
~20% heterogenni genetické RT
zmény
Richterova Klinické faktory
transformace
Stadia dle Raie IlI-IV
Germinalni genetické varianty Masivni lymfadenopatie
' '* '* .' '. .' .* BCL2 GG genotyp
* *' *’ *. '. " 'ﬁ CD38 GG genotyp
fod R R R h.# LRP4TT genotyp
ihatatalibyty g
Biologické faktory

Nemutovany IGHV

Stereotypni BCR subset 8

Pozitivni CD38, CD49d a ZAP-70 exprese
Délka telomer < 5000 bp

Exprese ' miR-34a a I miR125a

Obr. 1 Rizikové faktory rozvoje Richterovy transformace (RT) chronické lymfocytdrni leukemie (CLL). Upraveno podle [10].
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CLL klonem. Casté&ji se setkdvame s RT vzniklou klo-
nalné z ptivodni CLL, ktera se vyskytuje s frekvenci
priblizné 80 % [4-6]. Tato forma RT je charakteristicka
agresivnim priibéhem, rezistenci vii¢i chemoterapii
a Spatnou prognézou, s medidnem celkového preziti
(0S) 6 mésicti, a toiv éfe novych inhibitorti bunéénych
drah [7]. U RT vzniklé klonalné z pivodni CLL se velmi
Casto setkavame s vyskytem aberaci genu TP53, a to azZ
u 60 % pacientt [7, 8]. S RT, ktera nevznikla klondlné
z ptivodni CLL, se setkavame priblizné u 20 % piipadd
[4-6]. RT-DLBCL nepifibuzna s ptivodnim CLL klonem
nese molekularni znaky typické pro de novo DLBCL, je
citliva na chemoterapii a u téchto pacientti se dosahuje
1écebnych odpovédi obdobnych jako v pripadé de novo
DLBCL [8]. U této skupiny RT je vyskyt TP53 aberaci
relativné nizky, pfiblizné 10-20 % [5, 6, 9].

Piestoze molekuldrni procesy rozvoje RT nejsou zcela
objasnény, je zfejmé, ze klicovou roli hraje genetika [8,
9] spolec¢né s fadou dalsich faktor, jako je biologicka
charakteristika CLL klonu, mikroprostfedi, klinické
faktory, terapie a dalsi (obr. 1) [2, 10]. V této praci shr-
nujeme molekularné genetické zmény popsané u RT,
a to nejen u pripadi pacientl 1é¢enych imunochemo-
terapii, ale také inhibitory buné¢nych drah (ibrutinib,
idelalisib, venetoklax).

MOLEKULARNE GENETICKE ABERACE
U RICHTEROVY TRANSFORMACE

Nejvétsi rozvoj znalosti o molekularné genetickych
aberacich u RT prineslo sekvenovani nové generace
(NGS), které odhalilo pfitomnost fady mutaci a malych
strukturnich zmeén [11] a doplnilo spektrum aberaci

detekovanych pomoci cytogenetickych metod. Vét§ina
informaci o genetickych aberacich u RT byla popsana
u nejcastéjsi formy DLBCL vzniklé klonalné z pivodni
CLL, které se v dalsi ¢asti prace vénujeme.

Mezi nejvyznamnéjs$i nalezené genetické zmény
asociované s RT patii aberace genu TP53 (del(17p) a/nebo
mutace), mutace v genu NOTCHI, ztrata CDKN2A/B genu
a aktivace genu MYC [11]. Pfitomnost alespori jedné této
abnormality/mutace se vyskytuje u 90 % pacientti s RT
[8, 11]. Podle vyskytu téchto klicovych genetickych zmén
mizZeme pacienty s RT rozdélit do tfi skupin: (1) pacien-
ti s TP53 a CDKN2A/B aberacemi (~50 % ptipadl), casto
s aberantni aktivaci genu MYC, (2) pacienti s mutacemi
v genu NOTCHI (~30 % pripadi) a (3) heterogenni sku-
pina pacientd s dal$imi genetickymi aberacemi (~20 %
ptipad®), mezi které patfi zejména ztraty v oblastech
7q31, 8p a 14q a amplifikace v oblastech 8q21, 18q a 13q
(obr. 2) [12, 13].

K dalsim genetickym abnormalitim asociovanym
s RT patii komplexni karyotyp, delece 11q, trizomie
chromozomu 12, nemutovany stav IGHV, stereotypni
BCR subset 8, deregulovana exprese mikroRNA (miR-
-125a, miR-34a, miR-21, miR-146b, miR-181b a miR-150)
[14, 15] a kratka délka telomer [16] (obr. 2) [2, 6, 11,
16-19]. Byly popsany také jednonukleotidové polymor-
fismy (SNP) v genech CD38, LRP4 a BCL2 predisponujici
kRT [10, 20].

TP53, MYC a CDKN2A aberace

Mezi nejcastéjsi genetické zmény asociované s RT
patfi disrupce TP53 genu (deleci 17p a/nebo mutaci)
a soucasné CDKN2A genu, které se vyskytujiu vice nez

~ 50 %

TP53 abnormality
CDKN2A delece
MYC aktivace

‘ >

NOTCH1 aktivaéni mutace

.. .. ~30% trisomie chr12
MBL CLL
heterogenni genetické RT DLBCL
Del(13q) ~ 60 % Del(13q) ~ 60 % — v 20 % —

Trisomie chr12 ~ 10-15 % Trisomie chr12 ~ 10-15 %

zmény

Del(11q) ~ 15-20 %

ATM mutace ~ 10-15 %
NOTCH1 mutace ~ 10 %
SF3B1 mutace ~ 10 %

TP53 abnormality < 10 %
BIRC3 abnormality < 10 %
MYD88 mutace ~ 5 %

MYC aktivace <5 %
CDKN2A/B abnormality < 1 %

NOTCH1 mutace ~ 5 %
MYD88 mutace < 5%
Del(11q) < 5%

TP53 abnormality <5 %
BIRC3 abnormality <5 %
SF3B1 mutace<5 %

Obr. 2 Genetické zmény u Richterovy transformace chronické lymfocytarni leukemie (CLL) do difuzniho velkobunécného lymfomu (RT

DLBCL). Upraveno podle [10, 48, 49].
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poloviny pacientt s RT vzniklou klonalné z pivodni CLL
(obr. 3) [12]. S vyskytem TP53 a CDKN2A aberaci také casto
koreluje aberantni aktivace genu MYC [9, 11]. Jedna se
o skupinu RT pacienti s nejhorsi prognézou [7].

VSechny postizené geny se vyznamneé podili na
patogenezi CLL, Tumor supresorovy gen TP53 koéduje
protein p53, ktery ma centralni postaveni v ochrané ge-
nomové integrity buniky. p53 je aktivovan poskozenim
DNA a bunéénym stresem (napft. hypoxii, nadmérnou
aktivitou onkogenil) a funguje jako transkripcni faktor
mnoha genfl, kterymi sméfuje osud bunky k zastaveni
bunécného cyklu s naslednou reparaci DNA a/nebo do
apoptézy [21]. Ukazuje se, Ze ptiblizné 50 % pacientil
s RT ma prokazanou TP53 aberaci v CLL Klonu jiz pred
transformaci [4,17].

Druhym z poskozenych genti je CDKN2A. Ten ké-
duje protein pl6™¥*, ktery inhibuje aktivitu kinaz
Cdk4 a 6, a tim negativné reguluje postup bunécného
cyklu z Gl do S faze [22]. Dale kéduje také pl44R¥, ktery
je inhibitorem MDM?2 [23]. Ztrata CDKNZ2A je obvykle
zplsobena deleci 9p21 [9]. Gen CDKN2B kdduje dalsi ne-
gativni regulator bunécného cyklu p15™&® a jeho ztrata
je také relativné castd u RT [8]. Zajimavé je, Ze u RT
nebyly popsany inaktivujici somatické mutace a ztrata
funkce tohoto genu je zfejmeé realizovana pouze deleci
¢asti chromozomul. Na rozdil od TP53 aberaci se delece
CDKNZA objevuji az v Case transformace [6].

S vyskytem TP53 a CDKN2A aberaci casto koreluje
aberantni aktivace genu MYC [9, 11]. MYC funguje jako
transkripcni faktor ohromného mnozstvi genii (10-15 %
vSech gentl) [24], a tim pozitivné ovliviiuje bunécny
riist a proliferaci, reguluje metabolismus, adhezi a mi-
tochondridlni funkce [25]. Aberantni aktivace MYC
je obvykle zptisobena strukturnimi zménami, napft.
translokaci (t(8;14)), kdy se MYC dostava pod velmi
aktivni promotor nebo zmnozZenim tseku DNA s MYC
lokusem (amplifikace 8q24) [4, 6, 9]. Dalsi mozZnosti je
nepifima aktivace MYC skrze delece nebo mutace v MCA
genu, ktery kéduje antagonistu MYC [26, 27].

NOTCHI1 mutace

Aktivacni mutace v genu NOTCHI se nachazi pfi-
blizné u 30 % pacientli s RT-DLBCL vzniklé klonalné
z ptivodni CLL, pfi¢em? tito pacienti soucasné nemaji
TP53 a CDKNZA aberace [12]. Aktiva¢ni NOTCHI mutace
se u RT pacientli ¢asto vyskytuji soucasné s trizomif
chromozomu 12, nemutovanym ICHV, ZAP-70 poziti-
vitou a nékdy také se stereotypnim BCR subsetem 8 [6,
19, 28, 29]. Mutace v NOTCHI jsou zpravidla pfitomny
v CLL klonu jesté pred RT (obr. 3) [9, 12, 30].

NOTCHI kéduje transmembranovy receptor, ktery
po vazbé ligandu prochazi konformacnimi zména-

MBL CLLdg R/RCLL

RT

éekvence NOTCH1 mutaci| |Frekvence TP53 abnormalit >

Obr. 3 Vyskyt mutaci v genech TP53 a NOTCH]1 v rlznych fazich
chronické lymfocytarni leukemie (CLL) [34, 48, 49].

MBL - monoklonalni B-lymfocytdza, R/R - relabujici/refrakterni,
dg - pfi diagnoéze, RT - Richterova transformace

mi a proteolytickym Stépenim, jehoz vysledkem je
translokace odstépeného kratkého aktivniho fragmen-
tu ICN1 do bunécného jadra. ICN1 plsobi jako tran-
skrip¢ni faktor fady genti, které podporuji bunéénou
proliferaci (CCNDI1, MYC a dalsi) a inhibuji apoptézu
(napf. BCL2) [31-33]. Nejcastéjsi NOTCHI mutaci, kte-
rou nachazime u 80 % CLL pacientd i pacient s RT,
je delece dvou bazi (c.7541_7542delCT) v C-terminalni
PEST doméné [34]. Tato delece vede k vytvofeni pred-
¢asného stop kodonu a vznika zkraceny protein, jenz
postrada regulacni domény pro proteozomalni degra-
daci. Dasledkem je hromadéni aktivniho aberantniho
ICN1 [35].

MOLEKULARNI GENETIKA
RICHTEROVY TRANSFORMACE
V ERE INHIBITORU BUNECNYCH DRAH

Také u pacientti 1éCenych inhibitory bunéénych drah
(ibrutinib, idelalisib a venetoklax) se setkavame s RT,
nejcastéji typu DLBCL vzniklou klonalné z piivodni CLL [2].
Incidence RT u CLL pacientl 1é¢enych inhibitory bunéc-
nych drah je u relabujicich/refrakternich (R/R) pacientt
6 % (median) a v prvni linii 1écby 1 % (tab. 1). Tato skutec-
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CLL progrese

BTKmut
38% (11/29)
BTKmut +
PLCG2mut
24% (7/29)
PLCG2mut
14% (4/29)

Richterova transformace

Bez mutaci
v BTK a PLCG2
61% (11/18)

G2mut
(1/18)

ut + PLCGZmut

Obr. 4 Porovnani vyskytu rezistentnich mutaci v genech BTK a PLCG2 u pacientt s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL), u kterych doslo
béhem Iécby ibrutinibem k progresi onemocnéni nebo k Richterové transformaci - souhrn vysledkd ¢ty studii [13, 36, 40, 44]

nost naznacuje, Ze k vyvoji RT piispiva vice biologicka
charakteristika CLL nez samotny typ 1écby [12]. K rozvoji
RT u pacient 1é¢enych inhibitory bunéc¢nych drah do-
chazi zpravidla béhem prvnich 18 mésica 1é¢by [11, 35].
Median OS je u pacientd s RT pfiblizné 6 mésicti [11, 35].
Je tfeba si vSak uvédomit, Ze vétSina pacientd 1éce-
nych ibrutinibem, idelalisibem i venetoklaxem jsou
rizikovi pacienti s TP53 abnormalitami [36-41] a komplex-
nim karyotypem [42], ¢asto intenzivné predléceni [2, 12,
43]. Soucasné prace prokazaly, ze typické molekularné
genetické zmény asociované s RT na imunochemoterapii
se nelisi od zmén u RT ziskanych na inhibitorech bunéc-
nych drah [11, 40]. Jedna se pfedevsim o abnormality
gent TP53, CDKN2A, MYC a NOTCHI, které byly popsany
u pacientli 1é¢enych ibrutinibem [40]. Kromé téchto RT-
-typickych aberaci byl u 40 % pacientti s RT lé¢enych ibru-
tinibem prokazan vyskyt mutaci v genech BTK a PLCG2
(13, 36, 40, 44], které byvaji zjiStény aZ u 80 % piipadl
CLL pacientt s rezistenci k této 16¢bé (obr. 4) [13, 36, 40,
44, 45], Na rozdil od ibrutinibu nebyly zatim studovany
molekularné genetické zmény u CLL pacientd, u kterych
doslo k RT na 1écbé idelalisibem a venetoklaxem.
Pfehled jednotlivych studii zamétenych na vyskyt
RT u pacientdi lécenych ibrutinibem, idelalisibem a ve-
netoklaxem je uveden v tabulce 1. Zatim nejvétsi sku-
pina pacient 1é¢enych novymi inhibitory, u kterych
doslo k RT, zahrnovala 59 (83 %) pacient na BTK inhibi-
toru, 6 (8 %) na PI3K inhibitoru a 6 (8 %) na venetoklaxu
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[43]. Bohuzel, studie neuvadi genetické zmény aso-
ciované s RT ani nesrovnava vyskyt RT u jednotlivych
lé¢ebnych modalit.

MOLEKULARN{ GENETIKA
TRANSFORMOVANEHO KLONU

Velmi zajimavou studii provedli Kadri et al. [40],
ktefi u Sesti pacientl s RT 1é¢enych ibrutinibem porov-
nali genetické zmény detekované v CLL klonu pfitom-
ném v periferni krvi s parovym vzorkem tkaneé s trans-
formovanym klonem. Autofi prokazali abnormality
RT-asociovanych genti TP53, CDKN2A, MYC nebo NOTCHI
u vSech pacientli a vétSina téchto zmeén (60-95 %) byla
pritomna jak v CLL klonu v krvi, tak v tkani s RT [40].
U Ctyt pacientll byly v CLL klonu soucasné detekovany
rezistentni mutace v genu BTK, z toho u dvou pacientt se
tytéz mutace potvrdily také v naddorové tkani s RT, ujed-
noho pacienta byla nalezena jina BTK mutace v tkani
s RTnez v CLL klonu a u jednoho pacienta byla rezistent-
ni mutace prokazana pouze v CLL klonu [40]. Rozdilny
vyskyt rezistentnich mutaci v tkanich s RT, periferni
krvi a/nebo kostni dfeni ukazuje na nutnost spravného
odbéru vhodnych materiald pro genetickou analyzu.

MOLEKULARNE GE!IETICKE FAKTORY
JAKO PREDIKTIVNI FAKTORY

I pfes intenzivni vyzkum poslednich let nebyly
dosud nalezeny jednoznacné molekularné genetické
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markery pfimo asociované s rozvojem RT. Prvni studie
presto naznacuji, Ze nékteré genetické zmény by mohly
slouzit jako prediktivni markery vzniku RT. CLL pacien-
ti s nemutovanym stereotypnim BCR subsetem 8 maji
70% pravdépodobnost rozvoje RT v horizontu 5 let [19],
pacienti s mutacemi v NOTCHI 45% pravdépodobnost
v horizontu 15 let [7, 46, 47]. Vysoka exprese miR-125a
a nizka exprese miR-34a predikovala rozvoj RT u ~50 %
RT pacientt [14]. Také délka telomer krat$inez 5000 pa-
i bazi byla popsana jako nezavisly prognosticky faktor
rozvoje RT [16]. Zatim zadny z uvedenych markera vsak
neni vyuzivan v rutinni diagnostice.

ZAVER

Richterova transformace je nejcastéji asociovana
s disrupci TP53 genu (deleci 17p a/nebo mutaci) a CDKN2A
genu, které se spolecné vyskytuji u vice nez poloviny
pacientd s RT vzniklé klondlné z ptivodni CLL. U dal-
§ich 30 % pacientli s RT nachazime aktiva¢ni mutace
v genu NOTCHI, které byvaji ¢asto pfitomny v CLL klonu
jesté pred rozvojem RT. U 40 % pacientl s RT lécenych
ibrutinibem se setkavame také s rezistentnimi muta-
cemi v genech BTK a PLCC2. Role genetiky u RT jeSté
neni kompletneé objasnénd, nicméné prvni studie na-
znacuji, Ze nékteré genetické zmény by mohly slouzit
jako prediktivni ukazatele vzniku RT. Bude zajimavé
sledovat pokracujici vyzkum molekuldrni patogeneze
RT v kontextu klinického vyznamu.
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