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Abstrakt:

Cytogenetické vysetfeni bun€k chronické lymfatické leukemie (CLL) je obtizné
pro jejich nizkou proliferacni aktivitu. Pro ziskani dostatku mitdéz k provedeni
chromosomové analyzy je proto nutna vhodna in vitro stimulace jejich bunééného
déleni. S vyuzitim DSP30/IL2 stimulované kultivace bylo v obdobi 5 let vysetieno 391
vzorkti CLL. Byla zji$téna vysoka uspésnost této kultivace (96%; 375/391) s vysokym
zachytem patologickych klonti vySetienim karyotypu a analyzou mitéz fluorescenéni in
situ hybridizaci (FISH) (u 84% vzorkd; 329/391). U témét poloviny vzorkd (44%;
171/391) byly nalezeny i jiné zmény nez aberace rekurentné vysetiované FISH (delece
13q14, trisomie 12, delece genit ATM a TP53). Byla také zjiSténa vysoka Cetnost
translokaci (37%; 144/391), komplexnich zmén karyotypu (28%; 111/391) a klonalniho
vyvoje, ktery byl zachycen ve tietiné vzorki (34% vzorki s pfitomnosti vice neZ dvou
klond; 133/391) a nové v prubéhu onemocnéni dokonce jesté Cast&ji (u 39% vzorki
opakované vySetfenych po stimulované kultivaci; 21/54). Vyskyt chromosomovych
translokaci, komplexnich zmén karyotypu i klonalniho vyvoje byl statisticky vyznamné
asociovan s progredujicimi onemocnénimi (P 0,000003, resp. P 0,0002 a P 0,05/P 0,04).
U rekurentnich deleci podrobna analyza metafaznich chromosomil ukazala jako b&zny
mechanismus ztraty dané oblasti také nebalancované translokace, u deleci 13q14 byla
navic prokazana, a poprvé v odborné literatuie popsana, pfitomnost vice klonl
s nezavisle vzniklymi delecemi 13q14. Vyznamny klondlni vyvoj, v€etné¢ multiklonality
13q14, svéd¢i o znacné heterogenité bunck nddorové populace CLL. Prezentované
vysledky souhrnné ukazuji ptinos cytogenetické analyzy CLL bunék po stimulované

kultivaci.

Klicova slova: cytogeneticka analyza, komplexni zmény karyotypu, klonalni vyvoj,

multiklonalita, chronicka lymfaticka leukemie, stimulovana kultivace



Abstract:

Cytogenetic analysis of cells of chronic lymphocytic leukemia (CLL) is difficult
because of their low proliferative activity. To obtain sufficient number of mitoses for
performing chromosomal analysis a suitable stimulation of cell division is needed.
Using DSP30/1L2 stimulated cultivation 391 CLL samples were investigated in 5 years’
period. The cultivation was showed to have high success rate (96%; 375/391) with also
high rate of detection of pathological clones by both karyotype and metaphase FISH
analyses (in 84% of samples; 329/391). Almost in half of samples (44%; 171/391) other
aberrations than recurrent FISH (i.e. 13914 deletion, trisomy 12, TP53, ATM genes
deletions) were found. Also high frequency of translocations (37%; 144/391), complex
karyotypes (28%; 111/391) and clonal evolution, which was detected in one third of all
samples (34% of samples with presence of more than two clones; 133/391) and like
a new event in disease duration even more frequently (in 39% of samples repeatedly
investigated after stimulated cultivation; 21/54), was revealed. The presence of
translocations, complex karyotypes and clonal evolution was associated with
progressive form of disease (P 0,000003, resp. P 0,0002 and P 0,05/P 0,04). In cases of
the recurrent deletions the detailed analysis of metaphase chromosomes showed
unbalanced translocation to be an alternative mechanism of the losses. Moreover, for
13q14 deletion a coexistence of more clones with independent deletions was proved and
for the first time described in the literature. Significant clonal evolution, including
multiclonality of 13q14, manifests considerable heterogeneity of tumor cell population
in CLL. The presented results give evidence of importance of cytogenetic analysis of

CLL cells after stimulated cultivation.

Keywords: cytogenetic analysis, complex karyotype, clonal evolution, multiclonality,

chronic lymphocytic leukemia, stimulated cultivation
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1 Uvod

Pfitomnost strukturnich chromosomovych pifestaveb ma u nékterych
hematologickych neoplazii zasadni diagnosticky vyznam. Nejznaméjsi je tzv.
Ph chromosom (resp. translokace t(9;22)(q34;ql1)), jehoz pfitomnost potvrzuje
diagn6zu chronické myeloidni leukemie, ale patfi sem i charakteristické chromosomové
prestavby u jednotlivych podtypt akutni myeloidni leukemie nebo B-nehodgkinskych
lymfomt. Jednd se pfevazné o balancované prestavby se vznikajicim transkripéné
aktivnim fuznim genem (BCR/ABL1, RUNX1/RUNX1T1, PML/RARA apod.) nebo
0 prestavby vedouci ke zvySené expresi onkogenu (napf. obecné translokace IGH@,
IGK@, IGL@ genti). Tyto diagnostické jednotky jsou pak vzdy spojeny s urcitou
prognoézou, v nékterych ptipadech pak i specifickou 1é€bou.

| prestavby bez piimého diagnostického vyznamu vSak maji u hematologickych
malignit dulezitou roli, a to jako prognostické faktory. V téchto piipadech se ¢asto jedna
o nebalancované zmény, které jsou nachazeny jak pii zachytu onemocnéni, tak i jako
ptidatné zmény pii progresi nebo relapsu onemocnéni. Az na vyjimky to nejsou
markery pfiznivé progndzy, ale predevsim prestavby spojené s neptiznivou progndzou
(napf. ptestavby chrom. 3, 5, 7, 20 u myeloidnich dysplazii nebo delece chromosomui 11
a 17 u B-nehodgkinskych lymfomu). Rovnéz detekce komplexnich strukturnich zmén
karyotypu (nejéastéji charakterizovanych jako pfitomnost 3 nebo vice aberaci) a/nebo
klonalniho vyvoje, vyjadfujicich zvySenou chromosomovou nestabilitu, pfedznamenéava
neptiznivy klinicky vyvoj onemocnéni.

Strukturni chromosomové aberace jsou z téchto diivodi predmétem intenzivniho
cytogenetického a molekularné - cytogenetického vyzkumu, jehoz cilem je popsat nové
rekurentni aberace, mechanismy jejich vzniku, ur€eni pifesného mista chromosomovych
zlomt a rozsahu ztrat ¢i ziskli genetického materidlu v piipadé nebalancovanych
aberaci. Snahou je vytipovat geny, nachéazejici se ve sledované oblasti, které mohou byt
spojeny S patogenezi onemocnéni a byt podrobeny dalSimu vyzkumu. Soucasna
korelace s klinickymi daty muze stanovit diagnosticky ¢i prognosticky vyznam
sledované aberace.

Pro celkovy piehled zakladnich cytogenetickych aberaci v nddorovych bunkach
kostni dien¢ viz (Michalova 1999).
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1.1 Chronicka lymfaticka leukemie (CLL)

Chronicka lymfatickd leukemie je maligni lymfoproliferativni onemocnéni ze
skupiny B-nehodgkinskych lymfomu. Je charakterizované kumulaci zralych, dlouho
zijicich B lymfocytt S nizkym proliferacnim potencidlem Vv kostni dieni a periferni krvi.
Presnéd pfic¢ina vzniku CLL neni zndma, na jeji patogenezi se vSak ziejmé podileji
kromé& genetickych ¢i epigenetickych faktorG i1 antigenni stimulace a nadorové
mikroprostiedi.

CLL je nejcastéji diagnostikovanou leukemii dospélych v zemich Evropy a
Severni Ameriky; udava se, ze zde tvoii asi 25-30% vSech leukemii S incidenci
3/100000 obyvatel (Adam et al. 2001), dle udajt z registru nadort v CR z let 1977-1996
dokonce 38,7% vsech leukemii, s incidenci 4,4 na 100000 obyvatel u muza a 2,8 na
100000 obyvatel u Zen (Geryk, Kolcova 2002).

Diagnoza CLL je stanovena pfi pietrvavajicim zvySeném poctu lymfocyt
vperiferni krvi (> 5.10%1), jejichz morfologie odpovidd zralym uniformnim
lymfocytim a které nesou typicky imunofenotyp. CLL buiiky exprimuji specificky
znaky CDS5, CD23 a mirn¢ povrchovy imunoglobulin (sIg) (Matutes et al. 1994)
zaroven s expresi spolecnych B bunécnych znakt, jako je napft. pfitomnost CD19 a

slaba exprese CD20.

1.2 Prognostické faktory

Ptes piehlednou diagnostiku ziistava CLL heterogenni skupinou onemocnéni
s velmi rozdilnym klinickym prib&éhem u jednotlivych pacient. Je znamo, Ze progndzu
a prub¢h onemocnéni ovlivituje mnozstvi faktorti (v€k, pohlavi, klinické stadium dle
Raiovy ¢i Binetovy klasifikace (Rai et al. 1975, Binet et al. 1981), atypicky cytologicky
nalez apod.), dale vSak jsou hledany podstatné biologické odlisnosti CLL bunék, které
by pomohly 1épe charakterizovat podskupiny onemocnéni ve vazbé na odlisny pribéh
nemoci, véetné odpovedi na 1écbu.

Jednoznacné prokazanym nezavislym prognostickym faktorem u CLL je muta¢ni
status variabilni ¢asti genu pro tézky fetézec imunoglobulinu (IGVH); nemutovana
sekvence (vykazujici > 98% homologii k plivodni sekvenci), odpovidajici naivni butice
bez kontaktu s antigenem a tedy bez probéhlé somatické hypermutace, je povazovana za
faktor nepfiznivé prognozy (Oscier et al. 2002). Dalsim faktorem zhor$ené prognozy je
zvySend exprese proteinu ZAP70, fyziologicky piitomného v T lymfocytech a NK
bunkach (Rassenti et al. 2004, Orchard et al. 2004). Rovnéz je za znak zhorSené
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progndzy povazovana zvySena exprese transmembranového glykoproteinu CD38
(Ibrahim et al. 2001).

Vyznamny vliv na progndézu onemocnéni maji cytogenetické aberace a mutace
genti TP53 a ATM, jejichz vyznam bude podrobnéji popsan dale.

Je nutné zminit i nové referované vysledky celogenomového sekvenovani,
prokazujici napt. neptiznivy vliv aktivaéni mutace genu NOTCHI1 nachazené u ~12%
pacientl a spojené s rychlejsi Richterovou transformaci a zkracenou dobou pieziti
(Rossi et al. 2012b, Puente et al. 2011). 90% NOTCHI1 mutaci bylo prokazano ve
skupin¢ bez mutace/delece TP53 (Rossi et al. 2012b), mize se tedy jednat o alternativni
mechanismus pfispivajici k chemorezistenci onemocnéni a Spatné prognoze. Gen
NOTCHI1 koéduje transmembranovy receptor, hrajici zasadni tlohu v ,,notch® bunééné
signlni draze. Dal§imi nepfiznivymi faktory jsou mutace gentt SF3B1 a BIRCS3,
nachdzené pti diagnoze pouze u 4-5% pacientll, avsak ve zvySené miie (17%, resp.
24%) ve skupiné pacientl s chemorezistentnim onemocnénim, opét téméf vylucné
s intaktnim genem TP53 (Rossi et al. 2011, Rossi et al. 2012a). Vyznamny nepiiznivy
vliv na prognézu je ptisuzovan zejména mutacim genu BIRC3 (Rossi et al. 2013).
SF3B1 koduje podjednotku sestiihového faktoru 3b, produkt genu BIRC3 je negativnim
regulatorem drahy NF-«xB.

1.3 Rekurentni chromosomové aberace u CLL a jejich prognosticky

vyznam

Cytogenetické vySetteni CLL bun¢k je komplikovano jejich nizkou proliferacni
aktivitou; pro ziskani mitéz ke klasickému chromosomovému vySetieni je nutna
stimulace buné¢ného déleni. Prvni cytogeneticka vysetfeni CLL bunék byla proto
provedena po stimulaci riznymi B-bunéénymi mitogeny, predev§im karcinogenem
TPA, ptipadné EBV ¢i lipopolysacharidem E.C. nebo mitogenem PKW. Pies pomérné
nizké procento zachycenych abnormalnich karyotypt (pouze u 40-50% pacientti) byly
nalezeny nejcastéji se vyskytujici aberace — trisomie chromosomu 12, delece dlouhych
ramen chromosomu 6, 11, 13 a piestavby dlouhych ramen chromosomu 14 (Gahrton et
al. 1987, Juliusson, Gahrton 1990). Zaroven bylo provedeno prvni hodnoceni jejich
prognostického vlivu a jednoznacné byla prokazana neptizniva prognoza komplexnich
zmén karyotypu (Juliusson, Gahrton 1990, Juliusson et al. 1990).

Zpiesnéni prevalence téchto nejcastéjSich aberaci (resp. delece 13ql4, delece

11922-23, delece 17p13, trisomie 12, delece 6g21) a jejich vlivu na prognozu
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onemocnéni bylo dosazeno molekularné-cytogenetickym vysSetfenim interfaznich jader
fluorescenéni in-situ hybridizaci (FISH) (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000,
Dewald et al. 2003), viz tabulka 1.1. Alespon jedna z uvedenych aberaci byla prokazana
u priblizné 80% pacientt (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000, Dewald et al. 2003).

Tabulka 1.1 Frekvence a prognoza cytogenetickych aberaci
zpracovano dle (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000, Dewald et al. 2003)

Aberace Vyskyt (% pacientii) Prognéza
Pfizniva

Delece 13q14 55-64% (samostatna delece
13q14)

Trisomie 12 (resp. 12q13) 16-25% Stfedni

Delece 11g22-23 15-18% Nepfizniva

Delece 17p13 (TP53) 7-8% Velmi nepfizniva

Delece 6g21-23 <7% -

Vysetieni téchto rekurentnich aberaci interfazickou FISH se stalo béZznou soucasti
vySetfeni pacientl s diagnézou CLL, jak pro stratifikaci rizik pti zachytu onemocnéni,

tak 1 pfi monitoraci uspeSnosti 1écby.

1.4 Princip imunostimulace CLL bunék CD40L a CpG

oligonukleotidem s interleukinem 2

Pro nezpochybnitelny vyznam klasické metafdzni cytogenetické analyzy
umoziujici vySetfeni celého karyotypu, a tedy pfinaSejici podstatné vice informaci nez
FISH screening vytipovanych aberaci, byly hleddny dale nové moznosti stimulace CLL
bun¢k. Pfitomnost patologického klonu az u 80% pacienti ukazala vroce 2002
stimulace bunééného cyklu CLL bunék indukci CD40 ligandem (Buhmann et al. 2002).
Princip stimulace je zalozen na interakci CD40/CD40L, bézné probihajici mezi B a Th2
lymfocyty, a spociva ve spole¢né kultivaci separovanych CLL bunék, nesoucich stejné
jako zdravé B lymfocyty transmembranovy receptor CD40, s CD40L transfekovanymi
fibroblasty.

Podobné vysokého zachytu patologickych klon bylo dosazeno stimulaci CLL
bunék CpG oligonukleotidem DSP30 spolecné s interleukinem 2 (Dicker et al. 2006,
Haferlach et al. 2007). Syntetické fosforothiathové CpG oligonukleotidy obsahuji CpG
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nemethylovany motiv, typicky pro prokaryotickou DNA, a maji silny stimulacni efekt
na zdravé B lymfocyty i CLL bunky (Liang et al. 1996, Decker et al. 2000b, Decker,
Peschel 2001). Aktivace bun¢k je zprosttedkovana rozpoznanim nemethylovanych CpG
motivi  TLR9 receptorem 2z rodiny ,.toll-like“ receptord. Tyto receptory jsou
exprimovany na B lymfocytech i CLL bunkach (Bourke et al. 2003, Grandjenette et al.
2007) a maji zasadni vyznam pro kontrolu B bunétné imunitni odpovédi (Pasare,
Medzhitov 2005). DSP30, jeden z téchto prorustové pusobicich CpG oligonukleotidd,
zaroven vyznamné silnéji indukuje syntézu alfa fetézce receptoru pro IL2 v CLL
bunikach nez ve zdravych B lymfocytech (Decker et al. 2000a); je proto vhodny
v kombinaci s interleukinem 2 k selektivni stimulaci CLL bunék bez nutnosti jejich

predchozi separace ze vzorku plné kostni diené ¢i periferni krve.

1.5 Komplexni zmény karyotypu a vyskyt translokaci u CLL

Podrobné analyzy karyotypi po novych stimulovanych kultivacich potvrdily
u pacienti s CLL casty vyskyt komplexnich zmén karyotypu (> 3 aberace) s jejich
nalezem u 24%, resp. 16% pacientt (Dicker et al. 2006, Haferlach et al. 2007).
Pfitomnost komplexnich zmén byla asociovana Snemutovanym stavem IGVH a
zvySenou expresi CD38 a bylo také prokazano vyssi zastoupeni deleci TP53 ve skupiné
pacientli s komplexnimi zmé&nami (28%) oproti ostatnim pacientim (1,3%) (Haferlach
et al. 2007). Ptitomnost komplexnich zmén karyotypu byla jiz dfive spojena S rezistenci
CLL bunék na chemoterapii (Koski et al. 2000).

Vysoky je u CLL také vyskyt translokaci, pfevazné nebalancovanych, které byly
popsany U 33% pacientll, Srozdilnym zastoupenim u nelécenych pacientid (20%) a
u pacientl po 1é¢bé (54%) (Mayr et al. 2006). Nalezené translokace V naprosté vétsiné
nejsou rekurentni, opakuji se vSak mista zlomu v jiz diive popisovanych oblastech
spojenych s delecemi (13914, 11g21-11q25, 17p) (Mayr et al. 2006). Ptitomnost
translokaci byla spojena s vyznamné kratsi dobou do zahdjeni 1écby i se zhorSenym
celkovym piezitim, a to i Vv pfipadé jedné translokace ve skupiné dosud neléenych
pacientt (Mayr et al. 2006).

Obdobna incidence translokaci byla potvrzena i po stimulaci TPA (42% pacienti
s translokaci, resp. 29% ve skupiné bez 1écby, 53% po 1é€b¢), s pritkazem kratsi doby
do zahgjeni 1éCby 1 celkového pieziti pro skupinu pacientli s nebalancovanymi

translokacemi a s komplexnimi zménami karyotypu (Van Den Neste et al. 2007).
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1.6 Klonalni vyvoj u CLL

Pivodné bylo postulovano, ze karyotyp CLL bunék je v pribéhu nemoci spise
stabilni, bez vyznamného klonalniho vyvoje (Nowell et al. 1988). Nasledujici studie
provedené klasickou analyzou karyotypu vSak vznik novych subklon v prabéhu
onemocnéni prokdzaly u znacného poctu pacientli, resp. u 15-43% pripadi CLL
(Juliusson et al. 1988, Finn et al. 1998, Van Den Neste et al. 2007). Uvedené pomérné
Siroké rozpéti je ziejm¢E zpusobeno uzitim raznych stimulac¢nich technik v jednotlivych
citovanych pracech (s rtiznou uspésnosti zisku mitdz patologickych klonti), omezenymi
soubory vysetfenych pacientli (n=41-53), pfipadné riznym zastoupenim jiz 1é¢enych
progredujicich pacientl, u nichz lze predpokladat CastéjSi vznik subklonti s novymi
aberacemi. Nejcastéji uvadéné piidatné aberace jsou piestavby s rekurentnimi misty
zlomu (13q, 11q, 14q, 17p a 6q) (Van Den Neste et al. 2007, Finn et al. 1998).

Klonalni vyvoj v pritbéhu onemocnéni byl také studovan vysetienim rekurentnich
aberaci metodou FISH (delece 13ql4, delece 11q22-23, trisomie 12, delece
17p13/TP53). Na souboru 159 nelécenych pacientd vysetfenych opakované s minimalné
2letym odstupem od ptedchoziho vySetfeni byly nové aberace nalezeny u 11% pacienti
(Shanafelt et al. 2006). Tento nalez byl potvrzen dalSimi studiemi s rozpétim
nachazeného klonalniho vyvoje u 17-26% pacientt (Stilgenbauer et al. 2007, Berkova et
al. 2009, Loscertales et al. 2010).

Mezi klonalnim vyvojem a nemutovanym stavem IGVH byla prokézana pozitivni
korelace a rovnéz byl klonalni vyvoj identifikovan jako nezavisly prognosticky faktor
zkracené doby preziti (Stilgenbauer et al. 2007). Klonalni vyvoj je také castéji

prokazovan ve skupiné pacientii se zvySenou expresi ZAP70 (Shanafelt et al. 2006).

1.7 ArrayCGH u CLL

Nové moznosti poznani chromosomovych zmén nadorovych bunck pfineslo
zavedeni metody komparativni  genomové  hybridizace na  mikroCipech
(arrayCGH/aCGH). V jednom experimentu Ize aCGH detekovat nebalancované zmény
celého genomu, a to ve velmi vysokém rozliseni (dle typu Cipu jsou nejmensi nalezené
zmény V fadu desitek kb az jednotek Mb). Na specialnich typech ¢ipti rozpoznavajicich
SNP polymorfismy (vcetn¢ platforem kombinujicich klasickou aCGH s SNP
polymorfismy citlivymi k uréitému restrikénimu enzymu), je mozné zaroven se
zménami poctu kopii uréit i oblasti se ztratou heterozygosity (uniparentalni isodisomie)

a tak objasnit napt. mechanismus inaktivace druhych alel tumorsupresorovych genti.
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Ptinos aCGH je dany jeji vysokou rozliSovaci schopnosti a spocivd zejména
Vv nalezeni novych rekurentnich aberaci mensiho rozsahu a v podrobné charakterizaci
znamych rekurentnich zmén, napf. v pfesném uréeni minimalni deletované oblasti a
stanoveni postizenych genti. aCGH také umoziiuje podrobnéjsi analyzu komplexnich
zmén a tim i zevrubné studium vlivu genomové komplexity na pribéh onemocnéni.

Omezenim metody je potieba dostateéné vysoké infiltrace vzorku kostni diené ¢i
periferni krve leukemickymi buiikami (= 20%) ¢i nutnost provedeni analyzy ze
v malych subklonech v porovnani s klasickou cytogenetikou ¢i analyzou mitéz FISH.

Metodou arrayCGH byly v CLL burikach objeveny tyto nové rekurentni delece ¢i
zisky genetického materidlu:

e zisk 2p spojeny se zhorSenou prognézu onemocnéni, asociovany
s nemutovanym stavem IGVH a dal§imi aberacemi (Jarosova et al. 2010,
Chapiro et al. 2010),

e zisk 200913.12 (Rodriguez et al. 2012),

e delece 22q11 (Tyybakinoja et al. 2007, Gunn et al. 2009),

e dalsi zmény (zisky/delece) na 3p, 7p, 8p, 8q, 99, 10q, 14q, 17q, 18p a 18q,
19q (Tyybakinoja et al. 2007, Kay et al. 2010, Quillette et al. 2011,
Urbankova et al. 2012).

Vliv zvysujici se komplexity karyotypu, zjist€éné aCGH, na zhorSeni prognozy
pacienta, resp. na zkraceni doby do zahajeni 1écby a celkového pieziti, byl jednoznacné
prokazan jak pro nelé¢ené pacienty, tak i pro pacienty progredujici po 1é¢bé (Kujawski
et al. 2008, Kay et al. 2010, Ouillette et al. 2011). Jasné byl také prokazan nepiiznivy
vliv celkového vyssiho rozsahu ztraty genetického materidlu (> 66 Mb) (Kay et al.
2010). Vice nez 3 zmény jsou nachazeny u ~15-40% pacientd (Ouillette et al. 2011,
Parker et al. 2011, Kujawski et al. 2008); zna¢ny rozptyl je zpiisobeny ziejmé zavislosti
na sloZzeni souboru pacientl, resp. na poméru neléeni pacienti vs.
relabujici/progredujici po 1écbé, kdy u nelécenych byly > 3 zmény nalezeny v 16%
ptipadti a u progredujicich po 1é€bé v 33% (Ouillette et al. 2011). Opakované byla
prokdzana korelace komplexnich zmén karyotypu, nalezenych aCGH, s pfitomnosti
delece/mutace TP53 (Ouillette et al. 2011, Kay et al. 2010). Zajimavy je rovnéz nalez
komplexnich zmén karyotypu u pacientd se zdanlivé samostatnou deleci 13ql4, tj.

fazenych dle interfazické FISH do skupiny s nizkym rizikem (Kay et al. 2010).
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1.8 Delece 13q14

Delece 13q14 je nejcastéji prokazovanou aberaci u CLL, nachazenou FISH u vice
nez poloviny pacientli; jako samostatna zména Karyotypu je spojovana s piiznivou
progndzou onemocnéni (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000, Dewald et al. 2003).

Puvodni prace, mapujici minimalni velikost delece, ukazaly na ztratu 10-30 kb
Vv oblasti genového shluku (,clusteru) DLEU1/DLEU2 (Liu et al. 1997, Calin et al.
2002). Podrobnymi vysetfenimi arrayCGH bylo zjisténo, Ze tato minimalni ztrata je
vétsi, a to v rozsahu ~140-150 kb (Parker et al. 2011, Tyybakinoja et al. 2007).

Pfes variabilitu rozsahu delece (az desitek Mb) bylo mozné aCGH stanovit
nejcastéji se vyskytujici ,,minimalni*“ deletovany region (MDR) o velikosti cca 900 kb,
nachazeny u 50-60% piipadt delece, viz obrazek 1.1 (Ouillette et al. 2008, Parker et al.
2011). Tento ~900 kb MDR zahrnuje zminovany RNA genovy shluk DLEU1/DLEUZ2,
obsahujici sekvence pro miRNAI15a, miRNA16-1, a protein kodujici gen DLEU7.
Zlomova mista MDR nejsou zcela uniformni, jedna se 0 oblasti se zvySenou frekvenci
zlomi (tzv. breakpoint cluster regions, BCRs) s vysokym obsahem repetitivnich
sekvenci. V proximalnim BCR v blizkosti DLEU2 genu v oblasti geni TRIM13,
KCNRG, SPRYD?7 je zvySeny pocet repetic SINE, v distalnim BCR v blizkosti DLEU7
v oblasti genu RNASEH2B a pseudogenu GUCY1B2 je vysoké zastoupeni repetic
LINE/L1 (Parker et al. 2011).

Deleci 13q14 dochazi k prokazatelnému sniZeni exprese miRNA15, miRNA16-1
(Calin et al. 2002). SniZeni exprese miRNA15, miRNA16-1 v dusledku jinych
mechanisml nebylo prokazano, bodové mutace v sekvenci téchto genl se zdaji byt
velmi vzacné a bez vlivu na uroven exprese a ani hypermethylace promotorovych
oblasti nebyly nalezeny (Calin et al. 2002).

Patogenni vyznam ztraty miRNA15, miRNA16-1 byl ovéfen na mySich
modelech, kdy mysi deficitni pro miRNA15, miRNA16-1 v kratké dobé vyvinuly
indolentni klonalni B bunéénou lymfoproliferaci (Klein et al. 2010), kterda mize
pfedchazet vzniku CLL. Dal§im studiem byla prokdzana inverzni korelace urovné
exprese mMiRNAL5, miRNA16-1 a BCL2 genu (Cimmino et al. 2005). BCL2 je genem
pro protein mitochondrialni membrany bcl-2 s antiapoptotickym piisobenim, ktery je
v bunkach CLL vysoce exprimovan (Hanada et al. 1993, Gottardi et al. 1996, Kitada et
al. 1998).
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Lze tedy predpokladat, ze miRNAI15/miRNA16-1 reguluji na posttranskripéni

urovni expresi bcl-2 proteinu a Ze snizend exprese miRNA15, miRNA16-1 v disledku

v

CLL bun¢k.

DLEU7, jediny protein kédujici gen v MDR, je silnym inhibitorem rodiny TNF
receptortt (TACI a BCMA, resp. TNFRSF13B a TNFRSF17), tedy i inhibitorem NF-«xB
signalni drahy (Palamarchuk et al. 2010). Ztratou inhibi¢niho pusobeni DLEU7
v disledku delece 13q14 je proto aktivovana signalni draha transkripéniho faktoru NF-
kB a v kooperaci se ztratou tumor supresorového puisobeni miRNA15a/miRNA16-1 tak
dale ptispiva k patogenezi CLL. Model spoluptisobeni tumor supresorovych gent
lokalizovanych v MDR 1314 je znazornén schematicky na obrazku 1.2.

v
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Obrazek 1.2 Kooperace piisobeni tumor supresorovych genit v MDR 1314
prevzato z (Palamarchuk et al. 2010)

Rozsah delece 13q14 ma prognosticky vyznam. Delece vétSiho rozsahu nez
obvykly MDR zahrnuje vétSinou i RB1 gen lezici ve vzdalenosti cca 1Mb
centromerickym smérem od MDR a je vyznamné Castéji nachdzena ve skupiné pacienti
Vv relapsu/progresi po 1é¢bé ve srovnani se skupinou nelécenych pacienti (Ouillette et al.

2008), ptip. u progredujicich pacientt (pied 1é¢bou nebo po 1éEb€) ve srovnani se
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skupinou pacientd se stabilnim onemocnénim (Parker et al. 2011). Asociace vétsiho
rozsahu delece 13g14 s progresi onemocnéni je nezavisla na dalSich prognostickych
faktorech (ZAP70, IGVH, dell7p) (Parker et al. 2011).

RBI1 je prvnim rozpoznanym tumor supresorovym genem, jehoz proteinovy
produkt reguluje bunéény cyklus; inaktivace RB1 podporuje genomickou nestabilitu a
tim moznou progresi nadorovych onemocnéni (Hernando et al. 2004). 1Mb oblast mezi
MDR a RB1 genem obsahuje dalsich 14 gent (véetné SETDB2, PHF11, RCBTBI)
(Parker et al. 2011), jejichz delece muze také pFispivat k progresi onemocnéni.

Vyznam, resp. nepiiznivy vliv, rozsdhlé delece 13q14 byl dale zesilen jeji asociaci
se zvySenou genomickou komplexitou (Ouillette et al. 2010).

Delece 13q14 je v casti piipada (20-40% pacientt s prokazanou deleci) nachazena
i v bialelické formé (Chena et al. 2008, Haferlach et al. 2007, Van Dyke et al. 2010,
Dewald et al. 2003). V nékterych studiich bylo prokazano zhorSeni prognézy (zkraceni
¢asu do zahajeni 1é¢by) u pacienti s bialelickou formou delece (Chena et al. 2008),
v jinych nikoli (Van Dyke et al. 2010). Neptiznivy vliv na progndézu miize mit rovnéz
vyss§i zastoupeni patologického klonu s deleci 13q14 ve vzorku plné periferni krve
(> 66%) (Van Dyke et al. 2010).

Delece 13q14 je nachazena ve vétsing piipadl ve formé intersticialni delece, ale
byla popsana i ve spojeni s reciprokou translokaci s deleci v misté transloka¢niho zlomu
(Gardiner et al. 1997, Dicker et al. 2006, Haferlach et al. 2007, Struski et al. 2007,
Herholz et al. 2007).

Vyznam delece 13ql4 pro patogenezi CLL je nesporny, vyznam prognosticky
vSak neni jednodus$e posouditelny vzhledem K jeho ovlivnéni rozsahem delece, formou
delece (intersticidlni delece vs. delece v misté transloka¢niho zlomu), mono ¢i

bialelickym vyskytem, zavislosti na pritomnosti dalSich aberaci atd.
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1.9 Delece 11q (ATM genu)

Delece oblasti 11922-11q23, vyskytujici se pfiblizn¢ u 20 % pacientt s CLL, je
spojena s nepiiznivou prognézou (Dohner et al. 2000, Dohner et al. 1999, Dewald et al.
2003, Dohner et al. 1997). Delece je variabilniho rozsahu (7-42 Mb) a, kromé jinych,
zahrnuje predevsim tumor supresorovy gen ATM v pruhu 11g22.3 (Tyybakinoja et al.
2007).

Produktem ATM genu je kinazovy protein, ktery je dulezitou soucasti systému
regulace bunécné¢ho cyklu. Pokud je pfitomno zvySené¢ mnozstvi dvouvldknovych
zlomi DNA, ATM-kinaza ftidi, prostiednictvim fosforylace p53 a CHEK2-proteinu,
zastavu bunééného cyklu.

Germinalni mutace vtomto genu jsou pfi¢inou autosomalné recesivniho
onemocnéni ataxia telangiectasia, spojené¢ho se zvySenou tvorbou chromosomovych
zlomi a silnou predispozici k hemato-onkologickym onemocnénim.

Inaktivace ATM genu somatickou mutaci je prokazovéna u 12-14% pacienti
s CLL (Austen et al. 2005, Guarini et al. 2012) a je také spojena se Spatnou prognézou
(zkracenim doby do zahajeni 1é¢by a doby celkového pieziti) (Austen et al. 2005).

Pouze ¢ast pacientl s deleci ATM genu (36%) mé inaktivovanu druhou alelu genu
somatickou mutaci (Austen et al. 2007). Vyssi frekvence mutace u pacient s deleci
11922-23 (36% vs. 12-14% u neselektovanych pacienti) miZze znamenat, ze
heterozogytni status je rizikovym faktorem pro ztratu i druhé alely. Bylo také
prokdzano, Ze k mutaci druhé alely mize dojit aZ v pribéhu onemocnéni s naslednou
expanzi patologického klonu (Austen et al. 2007). Pacienti s homozygotni ztratou ATM
genu vykazuji dal$i zhorSeni klinické prognozy a defektni odpovéd’ na chemoterapii in
vitro (Austen et al. 2007).

Mozny vysvétlenim faktu, Ze k vyznamnému vlivu na patogenezi ¢i progresi
onemocnéni staci 1 heterozygotni inaktivace ATM genu (deleci ¢i mutaci), je kromé
haploinsuficience ATM in vivo také mozny vliv dal$ich genti deletovanych spole¢né
s ATM ¢i epigenetické umlceni genové exprese zbyvajici alely.

Delece ATM genu je zplusobena prevazné intersticidlni ¢i termindlni deleci 11q,
ale v casti pripadi je popisovana rovnéz v disledku nebalancované translokace
(Herholz et al. 2007, Haferlach et al. 2007).

Nepfizniva progndza pacientd s deleci 11q muze byt piekonana soucasnym

chemoterapeutickym standardem kombinované 1é¢by fludarabinem, cyklofosfamidem a
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monoklonalni protilatkou antiCD20 (rituximabem) (Tsimberidou et al. 2009) nebo
V budoucnu nizkomolekularnimi 1éky zvySujicimi hladinu proteinu p53 inhibovanim

vazby Mdm2 na p53 (nutliny).

1.10 Trisomie chromosomu 12

Trisomie chromosomu 12 se vyskytuje u piiblizné¢ 20% pacientd s CLL a dle
puvodnich FISH studii ji byla pfitazena stiedni prognéza (Dewald et al. 2003, Dohner et
al. 1999, Dohner et al. 2000). CLL s trisomii 12 je spojovana s atypickou morfologii
CLL bunék a rychlejSim nastupem progrese onemocnéni (ve srovnani s normalnim
karyotypem ¢i samostatnou deleci 13q14) (Matutes et al. 1996). Tito pacienti vSak
v soucasnosti zasadné profituji z kombinované 1é¢by zahrnujici rituximab (antiCD20)
(Hallek et al. 2010), pravdépodobné v dasledku zvysené exprese CD20 prokazované na
CLL bunkach s trisomii 12 (Tam et al. 2008).

Geny, které v disledku trisomie 12 pfispivaji k patogenezi CLL, nejsou znamy.
Zajimava data ptinesly vysledky sekvenovani nové generace, na jejichz zaklad¢ byly ve
skupiné pacientli s prognosticky nepfiznivou formou trisomie 12 (s nemutovanym
stavem IGVH a zvySenou expresi ZAP70) prokazany cast¢é mutace genu NOTCH1
(42% pacientil) (Balatti et al. 2012).

Zvlastni skupinu pacientll S trisomii 12 tvofi pacienti se soucasnou trisomii
chromosomu 19 (a ¢asto i s trisomii 18), asociovanou s mutovanou formou IGVH a

vzacnou povrchovou expresi IgG (Ibbotson et al. 2012).

1.11 Delece 17p (TP53 genu)

Nejvyznamnéj§im cytogenetickym prognostickym faktorem u CLL je delece
tumor supresorového genu TP53 v pruhu 17p13.1, ktera je nachdzena u 7-8% pacient
(Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000, Dewald et al. 2003) a je spojena s velmi
nepftiznivou prognézou (Oscier et al. 2002, Dohner et al. 1995, Dohner et al. 2000).

Ztrata TP53 je ptitomna v mensicasti piipadi v disledku monosomie 17,
nejCasteji je vSak zplsobena strukturni aberaci (nebalancovanou translokaci, termindlni
deleci, event. tvorbou isochromosomu 17q) vedouci ke ztraté témét celych kratkych
ramen chromosomu 17 (Haferlach et al. 2007, Fink et al. 2006). Ke zlomu dochazi v
pericentromerické oblasti 17p10-17p12 v mistech ,,low-copy* repetic DNA (Fink et al.
2006).
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TP53 je genem kodujicim transkripéni faktor p53, ktery fidi odpovéd’ na bunécny
stres regulaci transkripce cilovych proteint s cilem bud’ zastavy bunécného cyklu a
zahajeni reparace DNA nebo indukce apoptoézy. Transkripce nékterych proteinu (p21,
Puma, Bax) je regulovana pfimo proteinem p53, resp. jeho vazbou v promotorové
oblasti téchto gentl, zatimco exprese Casti cilovych proteintt (CDK4, CDK6, CCNDI,
BCL2 aj.) je proteinem p53 ovliviiovana nepifimo prostiednictvim postranskripéniho
pusobeni MiR-34a, jejiz Groven exprese je Fizena p53. Protein p53 se vyskytuje
v 9 variantnich formach diky alternativnim promotorim a sestfihovym mistim.
V klidovém stavu je v bufice pouze V nizké hlading, zajistované vazbou s negativnim
regulatorem Mdmz2.

Heterozygotni germinalni mutace genu TP53 zpusobuje Li-Fraumeniho syndrom,
hereditarni syndrom véazné predispozice k nddorovym onemocnénim.

Delece TP53 je u CLL provazena v 80-90% piipadi somatickou mutaci druhé
alely genu (Zenz et al. 2010, Zenz et al. 2009a). Samostatna mutace (bez soucasné
delece zbyvajici alely) je prokazovana asi u 5% pacientd s CLL (Zenz et al. 2010),
u casti znich (~50%) dochazi k inaktivaci druhé alely v dasledku uniparentalni
isodisomie (Zenz et al. 2009a).

Prtikaz pritomnosti delece ¢i mutace TP53 predikuje rezistenci na 1é¢bu
purinovymi analogy (Dohner et al. 1995, el Rouby et al. 1993, Wattel et al. 1994). Tito
pacienti neprofituji ani ze soucasného standardu kombinované 1écby fludarabinu
s cyklofosfamidem a monoklonalni protilatkou antiCD20 (rituximabem) (Hallek et al.
2010). Krom¢ alogenni transplantace hematopoetickych bunék (Dreger et al. 2010,
Schetelig et al. 2008) je moznym pfislibem 1é¢ba monoklonalni protilatkou antiCD52
(Stilgenbauer, Dohner 2002, Stilgenbauer et al. 2009) nebo v budoucnosti terapie na
draze p53 nezavislymi novymi 1éCivy.

Pacienti s prokazanou deleci ¢i mutaci TP53 tvofi asi polovinu vsech
chemorezistentnich CLL (Zenz et al. 2009a). Zajimavé je, Ze chemorezistence je
spojena s nizkou urovni exprese miRNA34a i v piipadech bez mutace ¢i delece TP53
(Zenz et al. 2009b).

1.12 Delece 6q
Delece dlouhych ramen chromosomu 6 je nachazena u 5-7% pacientd (Dewald et
al. 2003, Haferlach et al. 2007, Cuneo et al. 2004, Stilgenbauer et al. 1999). Jeji

prognosticky vyznam lze obtizn¢ posoudit vzhledem k nizké incidenci a castému
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vyskytu delece 6q jako sekundarni aberace (Finn et al. 1998). Progndza je uvadéna
V rozmezi stfedni az zhorSend, nejcastéji je delece 6q spojovana se stiedni progndézou se
zkracenym casem do zahdjeni 1éCby a zvétSenou tumorovou masou ve srovnani
S prognosticky piiznivymi skupinami pacienti (Cuneo et al. 2004, Stilgenbauer et al.
1999). Mén¢ priznivé prognoze odpovida i pozitivni korelace s pfitomnosti delece 17p
(Haferlach et al. 2007).

Delece 6q je velmi variabilniho rozsahu, minimalni deletovana oblast a geny
zodpovédné za jeji patogenni vyznam nejsou zatim jednoznacné identifikovany.
Nejcasteji deletovanou oblasti je pruh 6g21 (Stilgenbauer et al. 1999, Zhang et al.
2000). Recentné byl v tomto pruhu navrZzen minimalni deletovany region 0 velikosti 1,4
Mb zahrnujici nékolik genti (véetné 9 protein kodujicich), napt. geny FOXO3 a SEC63
(Urbankova et al. 2012). Gen FOXO3 koéduje transkripéni faktor s proapoptotickym
pusobenim, proteinovy produkt genu SEC63 je soucasti membrany endoplazmatického
retikula s moznym vlivem na posttranslacni transport proteini do ER.

Mensi cast deleci 6q (26%) vznika Vv dusledku nebalancované translokace

(Haferlach et al. 2007).

1.13 Aberace 14q

Prestavby dlouhych ramen chromosomu 14 jsou uvadény jiz v prvnich studiich
referujicich o ¢astych cytogenetickych aberacich u CLL (Gahrton et al. 1987, Juliusson,
Gahrton 1990, Juliusson et al. 1990).

Translokace genu (resp. genového shluku) IGH@, nachazejiciho se
v subtelomerické oblasti 14q v pruhu 14q32 a kodujiciho tézky fetézec imunoglobulinu,
jsou u CLL nachazeny vzacné (v 7-8% piipadi) (Cavazzini et al. 2008, Berkova et al.
2008). Puvodné piedpokladany vyssi vyskyt translokaci 14q mohl byt zpusoben
zahrnutim pfipadd mantle-cell lymfomu s rekurentni translokaci t(11;14)(q13;932) do
skupiny vysetfovanych CLL diky neuplné diferencialni diagnostice (Nowakowski et al.
2005). Ackoli se translokaci IGH@ genu ucastni riizni translokacni partnefi, souhrnné
byly tyto translokace u CLL spojeny se Spatnou prognozou onemocnéni (Cavazzini et
al. 2008).

Z translokaci IGH@ genu je u CLL nejcastéjsi t(14;18)(q32;q21) vedouci
k overexpresi BCL2 genu, typicka pro folikularni lymfom. Tato translokace se pti

samostatném posouzeni zd4d byt asociovana s prognosticky pfiznivym mutovanym
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stavem IGVH a i pfes moznou pfitomnost pfidatnych aberaci nevede k progresivni
formé CLL (Put et al. 2009).

Mén¢ Casto je nachazena translokace t(14;19)(q32;913) zpusobujici overexpresi
BCL3 genu, ktera vymezuje podskupinu atypickych CLL s agresivnim prubéhem
onemocnéni (Huh et al. 2007, Martin-Subero et al. 2007, Chapiro et al. 2008, Huh et al.
2011), asociovanych s nemutovanym stavem IGVH (Martin-Subero et al. 2007, Chapiro
et al. 2008, Huh et al. 2011). BCL3 je gen kodujici transkripéni koaktivator NF-kB.

Velmi vzacnd je u CLL translokace t(8;14)(924;032), typicky nachazena
u Burkitt-like lymfomd, spojena se zlomem v oblasti MYC genu a vedouci k jeho
overexpresi. Také translokace MYC genu tvoii samostatnou podskupinu atypickych
CLL s vysokym zastoupenim prolymfocytt a Spatnou prognézou (Huh et al. 2008). Gen
MYC koéduje transkripéni faktor regulujici transkripci genii zucastnénych v fizeni
bunécného cyklu, apoptodze a bunééné transformaci.

Variantou translokaci IGH@ jsou translokace gent (genovych shlukd) IGK@
(2p12) a IGL@ (22q11) pro lehké fetézce imunoglobulinii.

Dalsi vzacnou rekurentni strukturni ptestavbou chromosomu 14 u CLL je
intersticialni delece 14q s incidenci 2% (u prolymfocytarni leukemie 9%) (Reindl et al.
2010). Rozsah delece sice mtize byt variabilni, nejcastéji jsou vak zlomy situovany do
zlomovych oblasti 14q24.1 (proximalni) a 14q32.3 (distalni, zasahujici do IGH@
genového shluku) (Reindl et al. 2010, Pospisilova et al. 2007). Ve srovnani se skupinou
pacientil bez delece bylo u pacientt s deleci 14q prokazano vyznamné zkraceni doby do
zahajeni 1é¢by a asociace s nemutovanou formou IGVH (Reindl et al. 2010). Patogenni
pusobeni delece 14q muize spocivat ve ztraté¢ tumor supresorového genu (napt. TRAF3
(Reindl et al. 2010)) nebo aktivaci mozného proto-onkogenu leziciho v oblasti 14924.1
(Pospisilova et al. 2007).

Je zajimavé, Ze vétSina popisovanych rekurentnich aberaci chromosomu 14 (resp.
translokace t(14;18)(q32;q21), t(14;19)(q32;q13) 1 delece 14q) jsou vyznamné
asociovany s trisomii chromosomu 12 (Reindl et al. 2010, Put et al. 2009, Huh et al.
2007, Huh et al. 2011, Chapiro et al. 2008, Martin-Subero et al. 2007).

Pti analyze FISH se sondami pro IGH@ gen (obvykle typu “break-apart®) je
u pomémé velké skupiny pacientli (20-25%) nachézena klonalni krypticka delece
variabilni ¢asti IGH@ genu (Wlodarska et al. 2007, Berkova et al. 2008), jednoznacné
vSak byla prokazana jeji souvislost s fyziologickym procesem V-D-J rekombinace

probéhlym v dané B buiice pied vznikem nadorovych zmén (Wlodarska et al. 2007).
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2 Cil prace
Na zéaklad¢ studia recentnich zdroji byly stanoveny pro tuto disertacni praci

nasledujici cile:

1. Zhodnotit celkovy piinos DSP30/IL2 stimulované kultivace CLL bunék pro
jejich cytogenetickou analyzu ve srovnani s vySetfenim nestimulovanych
bunék interfazickou FISH a vyhodnotit souvislost nalezenych zmén

S progresivitou onemocnéni.

2. Podrobné studovat rekurentni strukturni zmény V ndvaznosti na o¢ekavané
roz§itené moZznosti chromosomové analyzy po stimulované kultivaci CLL
bungk, véetné sledovani mechanismu vzniku téchto aberaci, jejich vlivu na

progresivitu onemocnéni a souvislosti s klonalnim vyvojem.
Soucasti cili bylo zavedeni stimulované kultivace CLL bunék do bé&zné

laboratorni praxe Genetické laboratore Ustavu lékaiské genetiky LF UK a FN

Plzen a pribézna publikacni aktivita.

29



3 Metodika

VySetieny soubor

Vysetfovany byly vzorky plné kostni diené nebo periferni krve pacienti
splitujicich diagnostickd imunofenotypickd kriteria chronické lymfatické leukemie
(Matutes et al. 1994). Jednalo se 0 vzorky s 2-95% infiltraci leukemickymi buiikami dle
FACS (s medianem infiltrace 60%), postupné prichazejici v obdobi 1/2008 — 12/2012
do Genetické laboratofe Ustavu lékatské genetiky LF UK a FN Plzefi.

Vysetfeno bylo celkem 391 vzorkd od 337 pacienti (medidn véku pfi prvnim
vySetieni 64 let, 67% muzu, 33% Zen), z toho 383 vzorku kostni diené¢ a 8 vzorku
periferni krve. Nejvice vySetfenych vzorkd (198/391; 51%) bylo odebrano v dobé
zachytu onemocnéni, druha nejvétsi kohorta byly vzorky pacientti v progresi po 1é¢be,
relapsu nebo rezistentnich na 1é¢bu (115/391; 29%). Vzorka odebranych v progresi pied
1écbou bylo 43/391 (11%), ve stadiu sledovani bez 1é¢by 20/391 (5%) a v parcialni

remisi 15/391 (4%); celkové slozeni vySetieného souboru viz graf 3.1.

progrese po

lécbé / relaps zachyt
/rezistentni onemocneéni
115/391 198 /391
29% 51%
parciadlni remise
15/ 391
4%
progrese stabilni,
pred lé¢bou bez
43 /391 léchy
11% 20/ 391
5%

Graf 3.1 Soubor vySetienych vzorkii — rozdéleni dle klinického stavu onemocnéni

Prvni vySetfeni pacientll byla provedena v 59% (198/337) piipadu pii zachytu
onemocnéni, v 6% (20/337) ptipadi ve stadiu sledovani bez 1écby, v 11% (36/337)
Vv progresi pred zahdjenim lécby, v 23% (79/337) v progresi po 1é¢bé ¢i relapsu nebo pii

rezistentnim onemocnéni a v 1% (4/337) ptipadi v parcialni remisi.
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Kultivace CLL bunék

Vzorky kostni dfené¢ (ptip. periferni krve) byly kultivovany 72 hodin
Vv kompletnim médiu MarrowGrow Medium (Cytogen) nebo BoneMarrow Karyotyping
Medium (Biological Industries). 5.10° jadernych bungk / ml média bylo kultivovano
optimaln¢ v 5 ml média. Kultivace probihala s ptidavkem DSP30, jednovlaknového
syntetického fosforothiatovou vazbou stabilizového DNA oligonukleotidu se tfemi CpG
(o sekvenci TCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTGCC, vysledna koncentrace 2uM,
TibMolBiol), a interleukinu 2 (vysledna koncentrace 200U/ml, Peprotech) (Dicker et al.
2006). V ramci pilotniho posouzeni byla provadéna paralelni bézna 24 hodinova
cytogeneticka kultivace (5.10° jadernych bundk / ml média v optimalng 5 ml
kompletniho média MarrowGrow Medium (Cytogen)).

Analyza karyotypu

G-pruhovanim bylo pIné karyotypovano, Spomoci elektronické obrazové
dokumentace, alespon 15 mitoz. Kultivace, ze kterych bylo hodnoceno méné nez 10
mit6z bez nélezu patologického klonu, byly povazovany za netispésné.

Chromosomové aberace byly popisovany dle platné cytogenetick¢é nomenklatury
(Shaffer 2009). Za patologicky nalez byly povazovany pouze klonalni aberace dle
definice ISCN (tj. alesponn dv€ mitdzy se shodnou strukturni aberaci ¢i nadpoetnym
chromosomem a tfi mitozy s chybéjicim chromosomem).

Analyza FISH
Zéakladni FISH analyza pro bézné prognostické aberace (dle (Dohner et al. 2000)) byla
provadéna u vSech pacientl (limitujici byl dostatek bunééné suspenze). Screening pro
zjisténi delece 13q14, delece genu ATM (11q22.3), delece TP53 (17p13.1) a trisomie
12 byl proveden u 386, resp. 387, 384, 385 vzorku (336, resp. 337, 335, 337 pacientu).
Pouzity byly ptevazné sondy LS| D13S319 / LSI LAMP1 / cepl2, LSI ATM / LSI
TP53 (obé Abbott-Vysis, viz obrazek 3.1), piip. ON DLEU1 / 13qter (Kreatech), cepl12,
LSI TP53 / cepl7 a LSI ATM / cepl1 (vSechny Abbott-Vysis). Hodnoceno bylo vzdy
minimalné 100 interfaznich jader a, v pfipadé€ Gspésné kultivace, 15 mitdz.

Ovéfeni pfitomnosti translokaci IGH@ bylo provedeno sondou LSI IGH Dual
Color, Break Apart Rearrangement Probe, piip. sondami LSl IGH / MYC / CEP 8 Tri-
Color DF FISH Probe Kit nebo LSI IGH / CCND1 XT DF FISH Probe Kit (vSechny
Abbott-Vysis).
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Obrazek 3.1 FISH sondy pro vySetieni zakladnich prognostickych aberaci
LSI D13S319/LSI LAMP1 / cepl2 a LSI ATM / LSI TP53 (obé sady sond Abbott-Vysis)

V ptipadé nélezu delece 6q v karyotypu nebo naopak pii normalnim karyotypu i
vSech provedenych FISH (véetné analyzy mit6z) bylo doplnéno vysetieni sondou ON
6021 / SE6 (Kreatech).

U 5 pacientu s multiklonalni deleci 13q14 (pac. ¢. 94, 131, 204, 222 a 219) byly
provedeny dalsi FISH analyzy deletované oblasti 1314 se sondou pro lokus DLEU1
(s kontrolou v 13qter, Kreatech, viz vyse), lezici v MDR, a se dvéma sondami mimo
MDR - RP11-305D15 (RB1 gen) a RP11-327P2 (ob& BlueGnome). Jako dali kontrolni
byla pouzita sonda RP11-310D8 (BlueGnome) pro subtelomerickou oblast. Piehled

vSech sond pouzitych pro vySetfeni delece 13q14 je uveden na obrazku 3.2.

MIR15A <«
MIR16-1 «
RBl_’ DLEU1
DLEUZ <DLEV?
49 Mb 50 Mb 51 Mb 52 Mb 113 Mb 114 Mb 115 Mb
L 4 v v y ff ~ v v v v v
cen 13q14.3 BS 1334 |
[ | pLev: I [ | [ | [ [ |
RP11-305D15 (Kreatech) [Jj P135319 RP11-327P2  RP11-310D8 LAMP1 13qter
(BlueGnome) (Abbott) (BlueGnome)  (BlueGnome) (Abbott) (Kreatech)
>

MDR

Obrizek 3.2 FISH sondy pro podrobné vySetieni delece 13q14

Nejprve byla provedena hybridizace s kombinaci sond lezicich v MDR a mimo
MDR, tj. spole¢na hybridizace sondy pro lokus DLEU1 bud’ se sondou RP11-305D15
nebo RP11-327P2 a s piislusSnymi subtelomerickymi kontrolami; hodnoceno bylo
u kazdého vzorku minimélné 12 mit6éz. Pokud byly prokazany delece lokusii mimo

MDR nebo delecni zlom mezi sondami pro D13S319 a DLEUI byla pro moznost
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hodnoceni zastoupeni klonti i na interfaznich jadrech doplnéna pro pfislusné sondy
samostatna FISH vysetteni; hodnoceno pak bylo minimaln¢ 100 interfaznich jader a 25
mitoz.

Vsechny nalezené translokace 13q14 byly ovéteny FISH s celochromosomovymi
sondami.

Pro dopliikkové vysetfeni klondlniho vyvoje u jednoho z pacienti s multiklonalni
deleci 13q14 (pac. ¢. 204) bylo provedeno FISH vysetieni s kombinaci sond pro &tyfi
lokusy na chromosomech 13 a 14 (RP11-316E14 (14qg24), RP11-101G24 (14q32)
(BlueGnome), ON DLEUL1 / 13qter (Kreatech)). Hodnoceno bylo celkem 50 mitoz.

Hodnoceni, Statistické metody

Hodnoceni uspéSnosti  kultivace bylo provddéno na celkovém souboru
vySetienych vzorki. Stejné bylo postupovano i u sledovani pfitomnosti jednotlivych
rekurentnich aberaci, translokaci, komplexnich zmén apod., véetné¢ zhodnoceni jejich
souvislosti s progresivitou onemocnéni, vzhledem k moznému prvnimu vyskytu dané
aberace jako nové pfidatné zmény az v naslednych vySetfenich stejnych pacientli. Kde
je to relevantni, jsou uvadény i vysledky vztazené na pocet pacientli, pfip. na prvni

vySetieni vSech pacientl. Pro statistickou analyzu byl vyuzit Fishertiv exaktni test.
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4 Vysledky

4.1 Cytogeneticka analyza CLL bunék po DSP30/IL2 stimulované

kultivaci

4.1.1 Pilotni porovnani s nestimulovanou kultivaci

U prvnich 23 vzorkd, resp. 23 pacientli, z vySetteného souboru byla zaroven
s DSP30/IL2 stimulovanou kultivaci provedena standardni nestimulovana cytogeneticka
kultivace. Obé kultivace byly zhodnoceny vySetfenim karyotypu i FISH pro rekurentni

aberace. Souhrn vyslednych dat je uveden v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1 Srovndni vysledkit DSP30/IL2 stimulované a nestimulované kultivace

Hodnocené parametry 72 hod. DSP30/IL2 24 hod. standardni
pro paralelni kultivace stimulovana kultivace
(n=23 vzorkii) kultivace bez stimulans
Uspésnost kultivace 91% (21/23) 70% (16/23)

(v % vzorkl s moznym hodnoceno 215 mitéz hodnoceno 2 10 mitéz
hodnocenim mitdz) pfi analyze karyotypu pfi analyze karyotypu

Analyza karyotypu G-pruhovanim
1/ zachyt patologickych klon( 65% (15/23) 13% (3/23)

(v % vzorkU s klonalnim nalezem)

2/ median velikosti klonU 67% 13%
(resp. median podilu aberantnich mitéz
v jednotlivych vzorcich, v %)

FISH analyza mit6z

1/ zachyt patologickych klon( 78% (18/23) 13% (3/23)

(v % vzorkU s klonalnim nalezem)

2/ median velikosti klonG 74% 20%
(resp. median podilu aberantnich mitéz
v jednotlivych vzorcich, v %)

Interfazicka FISH
1/ zachyt patologickych klon( 87% (20/23) 87% (20/23)

(v % vzorku s klonalnim nalezem)

2/ median velikosti klonG 67% 67%
(resp. median podilu jader s patologickym
nalezem v jednotlivych vzorcich, v %)
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Dosazené vysledky ukézaly vysSi uspéSnost kultivace stimulované oproti
nestimulované (91% vs. 70% vzorka se ziskem dostatecného poctu mitéz pro provedeni
analyzy karyotypu). Po stimulované kultivaci byl prokazan vyrazné vyssi zachyt
patologickych kloni hodnocenim mitéz (pifi vySetieni karyotypu G-pruhovanim 65%
vzorki s klonalnim nalezem oproti 13% u nestimulované kultivace; pti FISH 78% vs.
13%). Zasadné vyssi ve stimulovanych kultivacich byl také podil patologickych mitéz
(median pii vySetfeni karyotypu G-pruhovanim 67% vs. 13% u nestimulovanych
kultivaci, median pti vySetfeni FISH 74% vs. 20%). Naproti tomu na stejné urovni byl
v obou kultivacich prokazan zachyt patologickych kloni FISH vysetfenim interfaznich
jader (87% vzorkd s patologickym klonem), stejné tak median podila jader

s patologickym klonem byl v obou kultivacich shodny (median velikosti klonti 67%).

4.1.2 Celkova tspésnost DSP30/IL2 stimulované kultivace

V celém vySetfeném souboru byla analyza mitéz CLL bunék po DSP30/IL2
stimulované kultivaci uspésné provedena u 96% vzorka (375/391), zbylé 4% (16/391)
kultivaci nebylo tspé$nych (zhodnoceni @10 mit6z bez nélezu patologického klonu).

Analyzou karyotypu G-pruhovanim byl prokazan patologicky klon u 65% vzorkt
(254/391) s medianem pocétu hodnocenych mitéoz 15 a s medianem velikosti
patologickych klont (resp. podilu patologickych mitéz) 87%. U dalSich 19% vzorki
(75/391) byla pfi normalnim karyotypu nalezena FISH analyzou mitéz krypticka
intersticidlni delece 13ql4 jako jedina prokazana aberace. U zbylych 12% uspésné
kultivovanych vzorka (46/391) byl karyotyp bez aberaci a bez samostatné kryptické
intersticialni delece 13q14. Pro ptehled uvedenych vysledki viz graf 4.1.

B G pruhovani
- patologicky ndlez v karyotypu

M FISH analyza mitoz
- pouze krypticka intersticialnidelece 13gq14

bez patologie v karyotypu
a kryptické delece 13q14

B neuspésna kultivace
(< 10 normalnich mitoz)

vysetfené vzorky (n=391)

Graf 4.1 Celkova uspéSnost DSP30/IL2 stimulované kultivace
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Témét shodna data ukdzalo zhodnoceni pouze prvnich vySetfeni vSech pacientt,
tJ. s vylou¢enim opakovanych vysetfeni provedenych s ¢asovym odstupem. Celkem
bylo vysetifeno 337 pacientt, z toho u 63% pacientl (213/337) byl nalezen patologicky
Klon G-pruhovanim, u 20% (67/337) pacientii samostatna krypticka intersticialni delece
13q14 zjisténa pouze FISH, véetné analyzy mitoz, a u 13% (44/337) pacienti nebyly
prokazany zadné aberace v karyotypu ani samostatna delece 13gq14. U 4% (13/337)

pacientt stimulovana kultivace nebyla Gspé$na a analyzu mitdz nebylo mozné provést.

4.1.3 Porovnani s detekci rekurentnich aberaci metodou FISH

FISH analyzou interfaznich jader pro rutinné vySetfované aberace (delece 13q14,
delece 11g22-23, delece 17pl13, trisomie 12) byla alespon jedna z téchto aberaci
nalezena v 83% (325/391) vzorkl. Ze zbylych 17% (66/391) vzorkd s normalnim
nalezem pro vSechny vySetiované lokusy byl ve 23 piipadech (23/66; 35%) nalezen
patologicky klon s jinymi aberacemi analyzou karyotypu G-pruhovanim, tj. byly
prineseny informace o aberantni vybavé leukemickych bunék pro dalsich 6% (23/391)
ptipadl. Celkové tedy byl kombinaci vSech vySetfeni patologicky klon prokazan u 89%
vySetfenych vzorkl (348/391).

Hodnocenim pouze prvnich vySetfeni vSech pacientll byly zjiStény velmi obdobné
vysledky: alespont jedna zuvedenych rekurentnich aberaci byla interfazickou FISH
zjisténa u 82% (278/337) pacientl a u dalSich 5% (17/337) pacientli s normalnim
nalezem pro vSechna FISH vySetfeni byl zjiStén patologicky klon analyzou karyotypu
G-pruhovanim. Celkovy podil pacientl se zachycenym patologickym klonem v prvnim
vySetieni byl tedy 87% (295/337).

Porovnanim s vysledky FISH pro rekurentni aberace lze dale konstatovat, Ze
analyzou karyotypu byly u 44% (171/391) vySetfenych vzorkd nalezeny dalsi jiné
aberace (pti zhodnoceni pouze prvnich vysetfeni vSech pacientd se jednalo o 40%
(135/337) pacientt).

Delece 11g/ATM genu, trisomie 12 a delece 17p/TP53 genu byly nalezeny
analyzou karyotypu v 92,5%, 97%, resp. 70% piipadu s prukazem dané aberace
metodou FISH, viz tabulka 4.2. V ostatnich pfipadech, kdy dana aberace byla
detekovana pouze interfazickou FISH, se jednalo bud’ o piipady neuspésné kultivace
nebo o mensi subklony, které nebyly analyzou karyotypu zachyceny nahodné

(podrobnéji viz kapitoly 4.2.2, 4.2.3, 4.2.4).
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Tabulka 4.2 Piehled ndlezit rekurentnich aberaci dle metod detekce

Aberace Celkem Detekce  Detekce FISH  Detekce pouze
[pocet vzorkt analyzou na mitézach interfazickou
s danou aberaci karyotypu (krypticka FISH
/ pocet viech (potvrzeno zména, (netsp. kult., maly
vySetfenych FISH) v&. iFISH) subklon apod.)
vzorki]
235/386 64 /235 152 /235 17 /235

Delece 13q14

(62%) (27%) (66%) (7%)
Delece 11q 92 /387 85/92 7/92
/ ATM genu (24%) (92,5 %) (7,5%)

o 70/ 385 68 /70 2/70

Trisomie 12 ---

(18%) (97%) (3%)
Delece 17p 27 /384 19/27 8/27
/ TP53 genu (7%) (70%) (30%)

Jina situace byla u delece 13q14, ktera byla analyzou karyotypu nalezena pouze
ve 27% (64/235) ptipadd s prukazem delece FISH metodou, viz také tabulka 4.2.
Pfevaha nalezenych deleci 13q14 (152/235; 66%) byla totiz pro analyzu karyotypu
G-pruhovanim krypticka, bylo v§ak mozné je prokazat FISH analyzou mitéz. V dalSich
7% ptipadd deleci byly tyto stanoveny pouze interfazickou FISH, z obdobnych divodu
jako u ostatnich aberaci (viz také kap. 4.2.1).

U celkem 8 vzorkt s normalnim nalezem pii hodnoceni mit6z analyzou karyotypu
I vSemi FISH byl prokazan diskordantné patologicky klon vysetfenim interfaznich jader.
Jednalo se opét bud’ o velmi malo zastoupené klony (9-14% zastoupeni klonu na
interfaznich jadrech), které nebyly ndhodné zachyceny pfi analyze mitdz ani vySetienim
karyotypu ani pfislusnou FISH (3x delece ATM genu, 2x delece 13q14) nebo o ptipady
vice zastoupenych klonl se submikroskopickou zménou, které nebylo mozno pii dané
FISH hodnotit na dostatecném poctu mitdéz (2x delece 13q14, 1x trisomie ATM genu).
Z celkového poctu vysetienych (resp. uspesne vysetienych) vzorkl jde vsak pouze 0 2%

ptipadl (8/391, resp. 8/375).
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4.1.4 Klonalni vyvoj

Klonalni vyvoj zachyceny v daném vySetieni

Alespoii dva subklony pfitomné soucasné vV daném vySetfovaném vzorku byly pfi
analyze karyotypu a/nebo FISH nalezeny celkem u 34% (133/391) vzorku. (Pozn.:
U prvnich vysSetienich vSech pacienti se jednalo o 33% (112/337) vzork). Celkovy
souhrn vysledki je uveden v grafu 4.2.

Nejvetsi ¢ast vzorkll s pfitomnosti vice klont (84/391; 229%) ptedstavovala
postupny klondlni vyvoj zjiSt€ny analyzou karyotypu s alesponi jednou spolecnou
aberaci ve dvou klonech a dalsi pfidatnou zménou v subklonu (pfip. subklonech); z toho
v 17 ptipadech byl klonalni vyvoj detekovan soubézné i sondou pro deleci 13q14.

V dalsi ¢asti vzorkt (35/391; 9%) nebyl klonalni vyvoj zachycen v karyotypu, ale
byl prokazan pouze FISH se sondou pro deleci 13ql4, tj. jednalo se bud’ o kryptické
zmény nebo malé subklony nahodné zachycené analyzou mitéoz FISH metodou.
29x byly nalezeny klony s monoalelickou i bialelickou deleci 13q14 a 6x rtuzné klony
s pouze monoalelickou deleci 13ql4, kdy se jednalo bud’ o klony s Kkryptickou
intersticidlni deleci (a) vedle klonu s translokaci 13q14 s deleci v misté translokacniho
zlomu - 1x, (b) vedle klonu s dalsi translokaci jiz deletovaného chromosomu - 2X, (C)
vedle klonu srozsahlejsi intersticialni deleci - 1x a (d) jako subklon klonu
s derivovanym chromosomem 12 - 1x nebo o Kklon sdeleci 13ql4 v misté
translokacniho zlomu se subklonem s translokaci druhého homologu chromosomu 13
bez delece 13q14 - 1x.

Minoritné€ (9/391 vzorki; 2%) byla zaznamenana analyzou karyotypu pfitomnost

alespoil dvou nezavislych klont bez spolecné aberace.

B > 1 subklons pfidatnou
zménou v karyotypu

35/391
9%

> 1 subklon pouze z FISH
pro deleci 13q14

2 2klony s rozdilnou velikosti

(karyotyp/FISH) 5/391
M > 2 nezavislé klony 1%
v karyotypu
YOrYP 9/391
m bez klonalIniho vyvoje 2%

Graf 4.2 Klondlni vyvoj ,,in-situ*
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Velmi mald cast piipadd klonalniho vyvoje (5/391 vzorkd; 1%) byla
predpokladana diky vyznamné odlisnym velikostem klonti zachycenych v karyotypu a
sondou pro deleci 13914 (4x), resp. sondami pro 13914 a ATM (1x).

Klonalni vyvoj v pritbéhu onemocnéni

Nové piridatné zmény v pribéhu onemocnéni byly nalezeny ve 46 vySetfenych
vzorcich 43 pacientl, coz je 23% vSech vzorki vySetienych mimo prvozachyt
onemocnéni (46/193), resp. 29% pacientti (43/149).

U vétSiny vzorkd s nové detekovanym klondlnim vyvojem (37/46; 80%) se
jednalo o vySetfeni v progresi/relapsu po 1€¢b¢, u mensi ¢asti (7/46; 15%) o vySetieni
Vv progresi pied prvni 1écbou, minoritné pak o vySeteni v parcialni remisi (1/46; 2%) a
pfi sledovani bez 1€¢by u stabilniho onemocnéni (1/46; 2%).

25 vzorkl (25/46), resp. 25 pacientli (25/43) snové nalezenym klondlnim
vyvojem bylo porovnavano oproti piedchozim vySetfenim provedenym pouze
interfazickou FISH (tj. oproti vySetfenim provedenym pied rokem 2008; n=139 vzork,
resp. 108 pacientil), z pohledu klondlniho vyvoje tedy u nich mohly byt posouzeny
pouze pifidatné rekurentni aberace stanovené opct FISH, a nikoli zmény nalezené
analyzou karyotypu. Novy klonalni vyvoj byl takto stanoven u 18% (25/139) vzorkd,
resp. u 23% (25/108) pacientd. U 22 vzorki (22/25) byly nalezeny tyto nové ziskané
zmeény, resp. subklony s témito zménami: delece 13q14 (9x), delece 2. alely 13q14 (1x),
delece ATM (6x), delece 6q (2x), delece TP53 (2x), delece 2. alely 13914 a delece
ATM (1x), trisomie ATM (1x). U zbylych 3 vzorku (3/25, vSechny z progrese po 1é¢b¢)
doslo ke ztrat¢ ptivodné prokazované aberace/subklonu: ztrata delece 13q14 (1x), ztrata
delece 13q14 a ATM (1x), ztrata delece 13q14, ATM a trisomie 12 (1x).

U dalsich 21 vzorkll (21/46) snové€ ziskanym klonalnim vyvojem, resp. u 18
pacientd (18/43, u pac. ¢. 113, 191, 228 byl nalezen rizny klonalni vyvoj ve dvou
naslednych vySetienich), mohlo byt provedeno komplexni hodnoceni novych zmén
FISH i vySetfenim karyotypu, nebot’ se jednalo o vzorky vySetiené opakované ve
sledovaném obdobi (1/2008-12/2012) po stimulované kultivaci DSP30/IL2.
V tomto obdobi bylo provedeno celkem 54 opakovanych vySetfeni u 41 pacientd,
klonalni vyvoj v pribéhu onemocnéni byl tedy konstatovan u 39% vzorka (21/54), resp.
u 44% pacientti (18/41). Analyzou karyotypu byl klonalni vyvoj nalezen 10x (10/21),
analyzou karyotypu i FISH 5x (5/21), pouze FISH (kryptické zmény 13q14) 6x (6/21);
pokud by tedy bylo provedeno hodnoceni pouze FISH, byly by nové zmény v této
skupin€ nalezeny pouze u 20% (11/54) vzorka, resp. 24% (10/41) pacientii. Znamky
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nalezeného

klonalniho vyvoje byly rozdéleny do 3 skupin: nové piidatné

zmény/subklony k piivodnimu nalezu (13x, viz tabulka 4.3, ¢ast A), vymizeni jednoho

ze subklonu (6X, viz tabulka 4.3, ¢ast B) a nové zmény spole¢né se ztratou predchozich

(2%, viz tabulka 4.3, ¢ast C).

Tabulka 4.3 Klonalni vyvoj v prithéhu onemocnéni

s Karyotyp dle ISCN, Infiltr. Karyotyp dle ISCN, Infiltr. Odstup
8  vdetnd krypt. zmén dle véetné krypt. zmén dle mezi
> stanovenych pouze FISH FACS stanovenych pouze FISH FACS  vysett.

A/ Puvodni nalez Nalez s novou pridatnou zménou

11  46,XY[15] 70%  46,XY,der(6)t(2;6) 81% 45 més.

progrese (p13;q25_27)[15] progrese (mezi vys.
polétbé  ish del(13)(q14q?14) po léebé dalsi 1é¢ba)
(D135319-,LAMP1+)[3/15]

20 46,XY,del(11)(q21q923), 35% 46,XY,del(11)(g21q23), 70% 50 més.
del(13)(q12q14)[10] zachyt  del(13)(q12q14)[1] progrese  (bez léchy)
/46,XY[5] /46,idem,del(18)(p?11.1)[6] pied

/46,idem,der(18)t(2;18) lé¢bou
(?p11.2;p?11.71)[12]/46,XY[1]

23 46,XY[15] 93%  46,XY,add(1)(p32)[5] 60% 12 més.
.ish del(13)(q14q?14) progrese /46 XY[2] rezistentni  (bez nové
(D135S319- LAMP1+)[13/15]  polétbe ish del(13)(q14q?14) na lé¢bu l62by)

(D135319-,LAMP1+)[1/6]

26  46,XY,del(6)(q14922)[6] 57%  46,XY,t(10;11)(q26;021)[14] 80% 36 més.
/46,XY,del(6)(q14q24)[4] progrese /46 XY([6] progrese (mezi vy3.
/46,XY[5] pred .nuc ish(D6Z1x2,SEC63x1) po léché zahdjena
.ish(ATMx2,TP53x1) lé¢bou [65/100],(ATMx2,TP53x1) 16¢ba)
[2/26]** [11/100]**

29  45,XY,del(8)(p?21), 24%  45)XY,del(8)(p?21), 66% 46 més.
der(17;18)(q10;q10)[4] zachyt  der(17;18)(q10;q10)[12] progrese (mezi vy3.
/46,XY[11] /45,X,-Y,del(3)(q13),del(8) poléths  zahdjena

(p?21),der(9)t(3;9)(p21;p13), Ié¢ba)
del(17)(p11)[3]

87  46,XX,der(1)t(1;13) 57%  46XXder(1)t(1;13)(q25;933),  90% 38 més.
(025;933),der(13)t(1;13) progrese  der(13)t(1;13)(q25;913)[13] progrese  (beznové
(925;q13)[15]. ish polétbé /46 idem,del(13)(q?14¢21)[2]  polébE léby)
der(1)t(1;13)(D135319-, .ish der(1)t(1;13)(D13S319-,

LAMP1+)[19/20] LAMP1+)[17/20]/idem,del(13)

(9?14921)(D135319-,
LAMP1+)[2/20]
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Tabulka 4.3 — pokra¢ovani

99  46,XY,del(11)(q21g23)[4] 43%  46,XY,del(11)(q14924)[4] 65% 18 més.
/46,XY[2] progrese  /43_45 jdem,-1,-3,add(4) progrese (bez nove
.ish del(13)(q14q14) polétbé  (p?10),add(5)(q?ter),?del(6) po léché Iécby)
(D135319-,LAMP1+)[10/11] (913),-10,-14,-17,

+1-3mar[cp9]/46,XY[2]
.ish del(13)(q14q14)
(D13S319-,LAMP1+)[13/15]

113 46,XY[15].ish 35% 46,XY,del(1)(?p34),der(11) 90% 18 més.
del(13)(q14q?14)(D135319-,  Parcidni  ¢(1:11)(?p34;p15)[3] progrese  (beznové
LAMP1+)[5/15] remise /46,XY[14] po lécbé 1écby)

.ish del(13)(q14qg?14)
(D13S319-,LAMP1+)[7/15]

130 46,XY,del(6)(q13)[21] 53%  46,XY,del(6)(q13)[17] 80% 20 més.
/46,XY[1] zchyt /46 idem,add(16)(qter)[3] progrese (bez léchy)

pred léb.

191 46,XY,der(3)t(3;8)(p22;921),  20%  46,XY,der(3)t(3;8)(p22;921), 48% 9 més.
der(11)t(11;14)(q12;q932), relaps  der(11)t(11;14)(912;932), relaps (bez noveé
der(14)t(11;14)(q12;q32)del der(14)t(11;14)(q12;932) 1éEby)
(11)(922923)[cp13]1/46,XY[7] del(11)(q22923)[10]/45,idem,

add(8)(p10),-13[4]/46,XY[1]
.ish (D13S319x1,LAMP1x1)
[4/16]/del(13)(q14q?14)
(D135319-,LAMP1+)[4/16]

213  47,XY,+12[3]/46,XY,der(1) 90%  48,XY,der(1)del(1)(p3?)t(1;8) 74% 12 més.
del(1)(p3?)t(1;8)(q41;?), progrese  (q41;?),+der(1)del(1)(p21)ins progrese (bez nove
der(8)?del(8)(p?)t(8;11) polétbé  (1;4)(q13;9q12026-28),der(4) po léthé lécby)
(924;9?),-11,+der(12)ins t(1;4)(?p34;q13),der(8)del(8)

(12;1)(a24;p?)t(1;11) (p?)t(8;11)(q24;97?),-11,
(p?;?)[12]/46,XY[2] +der(12)ins(12;1)(q24;p?)
.ish del(13)(g?14q14) t(1;11)(p?;?),+mar[5]
(D13S319-,LAMP1+)[5/10] /48,idem,del(13)(q13q22)[7]
/46,XY,der(1)del(1)(p3?)t(1;8)
(q41;?),+der(1)del(1)(p37?)
t(1;8)(q41;?),?-5,der(8)del(8)
(p?)t(8;11)(924;97),-11,
+der(12)ins(12;1)(q24;p?)
t(1,11)(p?;?) [2]
.ish del(13)(g?14q14)
(D13S319-,LAMP1+)[1/2]

228 46,XY[17] 90%  46,XY,der(1)(1pter->1p36.1: 70% 13 més.
Jish del(13)(q14?q14) progrese  :122-24->1p31::1q4? rezistentni  (bez nové
(D13S319-,LAMP1+)[12/15] polétbé > 1qter),der(16)(16pter—> na lécbu Iécby)

1l6qter::1q?32->1q22-24:
:1p36.1->1p31:)[17]/46,XY[2]
.ish del(13)(q14?q14)
(D13S319-,LAMP1+)[4/15]
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Tabulka 4.3 — pokradovani

259  46,XY,del(11)(q14)[4] 75%  46,XY,del(11)(q14)[6] 51% 7 més.
/46,3, der(12)t(12;?)(p13;?) zachyt /A5 6| -6,del(6)(q21025), progrese (mezi vy3.
[1]1/45,sd11,-6,del(6) der(8)t(6;8)(q13;p12), po léEbé zahdjena
(g21g25),der(8)t(6;8) der(12)t(12;?)(p13;?)[2] 16&ba)
(913;p12)[3] /46,sl,del(6)(q13)[4]

/46,sl,del(6)(q13)[3] /?46,sl,-6,der(?8)t(?8;10)
/46,sl,-6,der(?8)t(?8;10) (?922;923),der(10)t(?8;10)
(?922;923),der(10)t(?8;10) (?922;927?1),?+mar(2]
(?922;92?1),+mar(2] /46,XY[9].ish der(?)t(13;?)
/46,XY[6] (D13S319-,LAMP1+)[4/20]

B/ Pivodni nalez Novy nalez bez pivodni zmény

16  49,XY,+12,+18,+19[20] 63% 49,XY,+12,+18,+19[15] 50% 7 més.
.ish del(13)(q14q?14) progrese progrese (bez nové
(D135319-,LAMP1+)[2/30] po léthe po léthe létby)

28 46,XY,del(11)(g22g23)[13] 90% 46,XY,del(11)(g22923)[17] 68% 37 més.
/46,XY[2] progrese /46,XY[3] progrese (mezi vys.
.ish del(13)(q?14q14) pied po lécbé zahajena
(D13S319-,LAMP1+)[4/40] 1é€bou 16¢ba)

113 46,XY,del(1)(?p34),der(11) 90%  46,XY[15] 58% 7 més.

/i HL11)(p34;p15)(3] progrese jsh del(13)(q14q?14) parcidini  (mezi vy3.
/46,XY[14] polétbé  (D135319-,LAMP1+)[9/15] remise  dalsi étba)
.ish del(13)(q14qg?14)

(D135319- LAMP1+)[7/15]

129 40-45,XY,der(4)t(4;6) 60%  44,XX,der(4)t(4;6)(q3?5;92?1), 25% 12 més.
(93?5;9271),-6,del(7) progrese .6 der(17)t(6;17)(?;p11), progrese (mezi vys.
(g32),der(17)t(6;17)(?;p11), polétbé  inc[cp11]/46,XY[3] polétbé  dalii létba)
+1-5mar[cp14]/46,XY[6] .ish del(13)(q14q14)

.ish del(13)(q?14q14) (D135319-,LAMP1+)[8/15]
(D13S319-,LAMP1+)[12/15]
/+13(D135319+,LAMP1+),
del(13)(q?14q14)(D13S319-,
LAMP1+)x2,+12(D12Z1+)x2
[3/15].nuc ish(ATMx2,
TP53x1)[85/100]/(ATMx4,
TP53x2)[6/100],(D13S319x1
,LAMP1x2)[84/100]
/(D12Z1x4,D135319x2,
LAMP1x4)[5/100]**

191 46,XY,der(3)t(3;8)(p22;,921),  48%  46,XY,der(3)t(3;8)(p22;q21), 40% 13 més.

/1 der(11)t(11;14)(q12;932), relaps  der(11)t(11;14)(q12;q932), relaps  (mezi 3.
der(14)t(11;14)(q12;q932)del der(14)t(11;14)(g12;932) dalsi Iétba)

(11)(9q22923)[10]/45,idem,
add(8)(p10),-13[4]/46,XY[1]
.ish del(13)(q14q?14)
(D135319-,LAMP1+)[4/16]

del(11)(q22923)[6]/45,idem,
add(8)(p10),-13[7]/46,XY[7]
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Tabulka 4.3 — pokra¢ovani

228 46,XY,der(1)(1pter—->1p36.1: 70% 46,XY,der(1)(1pter>1p36.1: 30%* 3 més.
/1l :1922-24->1p31: rezistentni - :122-24->1p31::194? progrese  (mezi vy3.
:1g4? >1qter), na lé¢bu ->1qter), po léébé dalsi lé¢ba)
der(16)(16pter->16qter: der(16)(16pter->16qter:
:1q?32->1q22-24: :1q?32->1q22-24:
:1p36.1->1p31:)[17] :1p36.1->1p31:)[12] /46,XY[6]
/46,XY[2].ish
del(13)(q14?q14)
(D13S319-,LAMP1+)[4/15]
C/ Puavodni nalez Novy nalez bez piivodni zmény
a s novymi zménami

53  46,XX,der(11)del(11)(p11) 36%  45,XX,der(17;18)(q10;q10)[7] 48% 43 més.
t(11;13)(q21;q14),der(13) progrese /45 XX der(4)t(4;17) progrese  (mezi vy3.
t(11;13)(g21;q14)[5] pred (p16;q11),-17[4]/46,XX[10] po léthé zahajena
/46,XX[15] 1é¢bou 1é¢ba)
.ish der(11)t(11;13)del(11)

(D135319-,LAMP1+)[4/41]

136 46,XY,der(9)t(2;9)(p11;q34),  86%  46,XY,der(9)t(2;9)(p11;q34), 90% 30 més.
t(13;14)(q14;932)[11] progrese  t(13:14)(q14;932)[11] progrese (mezi vy3.
/46,idem,del(11)(q14q22) poléthé  /A6,idem,?add(6)(gter)***, po léthé dal3i 1é¢ba)
[4] inc[10]

.ish der(14)t(13;14) .ish der(14)t(13;14)(D13S319-,
(D135319- LAMP1+)[15] LAMP1+)[15/17]

/idem,del(13)(q14q?14)
(D13S319-,LAMP1+)[2/17]

* delece 13914 nezachycena ani v naslednych vysetienich s infiltraci 36%, resp. 85%, viz také graf 4.3
** u kryptickych zmén TP53 (resp. v karyotypu nezachycenych subklon() je u FISH déle uveden vysledek

i pro gen ATM (zde jako kontrolni sonda)

*** derivovany chromosom 6 nebyl jednoznacné prokazan

Ptikladem rtizného klonalniho vyvoje nalezen¢ho v ndslednych vySetfenich je

pac. C. 228, u kterého byl zpocatku prokazovan normalni karyotyp CLL bunék

s kryptickou intersticidlni deleci 13ql4. Prvni zndmkou klonalniho vyvoje byla

ptitomnost nového (sub)klonu s derivovanymi chromosomy 1 a 16 vedle stivajiciho

(sub)klonu s kryptickou deleci 13q14. V naslednych vySetienich doslo k vymizeni

subklonu s deleci 13q14 a expanzi klonu s derivovanymi chromosomy 1 a 16 — viz graf

4.3.
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Graf 4.3 Priklad klondlniho vyvoje v pritbéhu onemocnéni

Vysledky vySetfeni celkem 5 naslednych vySetfeni u pacienta ¢. 228 (po 108, resp. 120, 123, 124 a 126
mes. od diagnézy). Pred zde uvedenym prvnim vysetfenim (ve 108 més.) pacient absolvoval 1é¢bu FCR,
Vv pribéhu sledovaného obdobi pak alloHSCT po redukované ptipravé (oznacena Sipkou). Ve vSech vys.
byla bez ohledu na lé¢bu pretrvavajici infiltrace kostni dfené CLL butikami 30% - 90% dle FACS.

4.1.5 Komplexni zmény

Komplexni zmény, definované jako pfitomnost alespoii 3 aberaci, byly nalezeny
u 28% vzorka (111/391). (Pozn.: Mezi prvnimi vySetienimi vSech pacienti byly
komplexni zmény nalezeny v 27% (90/337) vzorki).

V pievaze piipadil byly komplexni zmény stanoveny analyzou karyotypu (82/391;
21%), u Casti vzorkt (29/391;7%) byly nalezeny kombinaci nalezt v karyotypu a FISH
pro deleci 13qg14.

Ztrata TP53 genu byla nalezena u 18% (19 z 107 vysetfenych v¢. FISH) vzorkt
s komplexnimi zménami; oproti tomu Vv celém souboru byla ztrata TP53 detekovana

pouze v 7% vzorki (27 z 384 vysetifenych v¢. FISH, P 0,002; viz také kap. 4.2.4)
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Castgji ve srovnani s celym souborem byla také ve skuping vzorki s komplexnimi
zménami nachazena delece ATM genu (53/107; 50% vs. 92/387; 24%, P 0,0000006) a
delece 6q (20/111; 18% vs. 33/391; 8%, P 0,008); viz také kap. 4.2.2. resp. 4.2.5.

Trisomie 12 byla ve vzorcich s komplexnimi zménami nachazena ve srovnatelné
mife s celym vySetfenym souborem (22/107; 21% vs. 70/385; 18%, P 0,89); viz také
kap. 4.2.3.

Delece 13q14 byla ve vzorcich s komplexnimi zménami, vCetn¢ zahrnuti nalez
FISH pro 13q14, nachazena ve zvySené mife nez v celém vySetieném souboru (83/109;
76% vs. 235/386; 62%, P 0,002), coz je vsak ovlivnéno pravé zahrnutim i nalezt FISH
pro 13ql4 (zde 29/29 vzorki je zaroven s komplexnimi zménami i S deleci 13q14). Ve
skupiné¢ komplexnich zmén stanovenych (pouze) analyzou karyotypu nebyl prokazan
vyznamny rozdil v zastoupeni deleci 13q14 (54/80; 67% vs. 235/386; 62%, P 0,31). Pro
dalsi hodnoceni souvislosti delece 13q14 (v¢. jejiho rozsahu) a komplexnich zmén viz

také kap. 4.2.1.

4.1.6 Chromosomové translokace

Chromosomové translokace byly prokazany u 37% (144/391) vySetfenych vzorki.
Prevahu detekovanych translokaci tvofily translokace nebalancované, které byly
nalezeny v26% (101/391) vzorki a v dalsich 3% vzorkd (12/391) soucasné
S balancovanymi translokacemi. Samotné balancované translokace byly nalezeny v 8%

(31/391) vzork, viz graf 4.4.

B pouze nebalancované
translokace

M pouze balancované
translokace

31/391
8%

nebalancované a balancované
translokace

B bez translokaci
12/391

3%
Graf 4.4 Pritomnost translokaci

Podil vzorkl s pouze nebalancovanymi translokacemi tedy €inil 70% (101/144) ze
vzorkd s prokdzanymi translokacemi, podil balancovanych translokaci 22% (31/144),

podil vzorki s balancovanymi i nebalancovanymi translokacemi 8% (12/144).
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Celkem bylo ve vsech vysetifenych vzorcich nalezeno 263 translokaci s primérem
1,83 translokace/vzorek (263/144).

Po vylouceni duplicit u opakovanych vySetfeni bylo nalezeno 218 translokaci
u 121 pacientdl, tj. translokace byly nalezeny u 36% (121/337) pacientd s primérem
1,80 translokace/pacienta (218/121). Z uvedeného poctu 121 pacientl byly u 6 pacienti
v opakovanych vySetfenich nalezeny nové pfidatné translokace k translokacim
prokazanym v pfedchéazejicich vySetfenich. Pro srovnani, mezi pouze prvnimi
vySetfenimi pacient byly translokace nalezeny v 33% (112/337) vzorka.

Pouze nebalancované translokace byly nalezeny u 74% pacientl S prokazanymi
translokacemi (89/121), pouze balancované u 19% pacienti (23/121), balancované i
nebalancované u 9 pacientt (7%), tj. obdobn¢ jako pro cely soubor vzorki (viz vyse).

U nalezenych 218 translokaci bylo ur¢eno 341 mist transloka¢nich zlomt. Vice
nez 10x byly zlomy prokazany na 13q (34x), 2p (20x), 14q (19x), 11q (17x), 6q (15x),
1q (14x), 18q (14x), 49 (13x), 17q (13x), 17p (12x), 8q (11x), 4p (10x), 7q (10x), 9p
(10x), 10q (10x), podrobné vysledky viz graf 4.5.

1p 19 2p 2q 4p 4q 5p 5q 6p 7p 8p 8q
a0 34
20

8 8
4 3 4 4

0

9p 9q 10p 10qg 12p 12q 13p 13q 14p 15p 15¢g 16q
20
0

17p 17q 18p 18q 20p 20q 21p 21q 22p Xp Yp Yq

Graf 4.5 Cetnost translokacnich zlomii
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Nebalancovanych translokaci bylo nalezeno celkem 185 (185/218; 85%). Nebyly
nachazeny jako opakujici se pfestavby, velmi Casto se vSak jednalo o translokace se
zlomy v mistech rekurentnich deleci (13q, 11q, 6q, 17p) s riznymi transloka¢nimi
partnery. Zatimco nalezené translokace (resp. translokacni zlomy) 11q a 6q byly
spojeny s rekurentni deleci v méné nez poloviné piipadu (8/17 u translokace 11q, 5/15
u translokace 6q), u translokaci 13q a translokaci 17p to bylo naopak v ptevaze
zachycenych pfipadt (29/34 zlomu u translokace 139, 9/12 u translokace 17p).
K dalsim ptipadim ztraty 17p (TP53) doSlo u vétSiny translokaci se zlomy
popisovanymi v 17q (8/13; 4x centrickd fize, 4x nebalancovana translokace 17ql1 se
ztratou 17p 1 centromery). Podrobné vysledky pro nalezené nebalancované translokace
spojené s rekurentnimi delecemi viz kapitoly 4.2.1., 4.2.2.,4.2.4. 2 4.2.5.

20x byla nalezena translokace 2p, ztoho 15x (15/391; 4%) se jednalo
o nebalancovanou translokaci vedouci k zisku (trisomii) rozsahlé oblasti 2p (se zlomy
v oblasti 2p11-2p13, tj. zisk 2p11/2p13 - 2pter).

Balancovanych translokaci bylo nalezeno 33 (33/218; 15%); v téméf jedné tieting
z nich (9/33; 27%) se jednalo o translokace s prikazem FISH zlomu IGH@ genového
shluku, ve dvou dalsich piipadech (2/33) o ptedpokladanou translokaci IGK@ a
Vv jednom ptipadé (1/33) o pfedpokladanou translokaci IGL@, konkrétni tdaje viz
tabulka 4.4. Celkov¢ byla tedy nalezena translokace imunoglobulinovych genti u 3,5%

(12/337) pacientti, resp. u 4% vsech vySetfenych vzorki (16/391).

Tabulka 4.4 Translokace imunoglobulinovych genii

Nalezena translokace Cetnost Typ lg genu Partnersky gen
t(8;14)(q24;q32) 3x IGH@ (potvrzeno FISH) MYC (potvrzeno FISH)
t(14;18)(q32;921) 2% IGH@ (potvrzeno FISH) BCL2
t(2;14)(p13;932) 1x IGH®@ (potvrzeno FISH) ?
t(11;14)(q13;932) 1x IGH@ (potvrzeno FISH) CCND1 (potvrzeno FISH)
t(14;19)(q32;q13) 1x IGH®@ (potvrzeno FISH) BCL3
t(14;22)(q32;q911) 1x IGH@ (potvrzeno FISH) ?
t(2;18)(p12;921) 2x IGK@ BCL2
t(19;22)(q13;q11) 1x IGL@ BCL3
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4.1.7 Souvislost s progresivitou onemocnéni
(komplexni zmény, klonalni vyvoj, chromosomové translokace)

Ve skupiné vzorkl vySetfenych v progresi pted 1é¢bou, v parcidlni remisi nebo
Vv progresi ¢i relapsu po 1écbé, piipadné u rezistentniho onemocnéni (n=173) byly ve
srovnani se vzorky z prvozachytu onemocnéni nebo stabilni choroby bez 1écby (n=218)
statisticky vyznamné¢ Castéji prokazovany translokace (P 0,000003) a komplexni zmény
nalezené pouze analyzou Kkaryotypu (P 0,00001). Komplexni zmény se zahrnutim
kryptickych zmén 13ql14 zjisténych FISH byly u vzorkl z progredujicich onemocnéni
rovnéZ nachazeny vyznamné castéji (P 0,0002). Také pritomnost vice subklond ve
vzorku byla nachdzena u progresivnich onemocnéni ¢astéji (P 0,05), podrobné udaje viz
tabulka 4.5, Cast A.

Pti vylouceni opakovanych vysetfeni a zhodnoceni pouze prvnich vysetfeni v§ech
pacientil (celkem n=337, v zachytu ¢i bez 1éEby n=218, v progresi, relapsu, rezistentnich
n=119) je souvislost pfitomnosti translokaci a komplexnich zmén s progresivitou
onemocnéni stale velmi vyznamna: pro translokace 58/218 vs. 54/119, P 0,0007, pro
komplexni zmény se zahrnutim kryptické delece 13q14 45/218 vs. 45/119, P 0,0008,
pro komplexni zmény nalezené pouze v karyotypu 28/218 vs. 36/119, P 0,0001.
Klonalni vyvoj nalezeny ,,in situ“ je pak u progresivnich onemocnéni nachazen sice

Castéji, avSak bez statisticky jednoznacného prikazu (65/218 vs. 47/119, P 0,09).

Tabulka 4.5 Souvislost nalezenych zmén s progresivitou onemocnéni

Zichvt progrese /
A / Celkem vySetiené vzorky ): relaps / PR P
_ / bez 1é¢by . c Fishertv exaktni
(n=391) (n=218) / rezistentni test
(n=173)
Translokace
58 /218 86/173 P 0,000003
(2 1; nebalanc./balanc., n=144)
Komplexni zmény celkem
(= 3 aberace v¢. FISH 13q14, 45 /218 66/173 P 0,0002
n=111)
Komplexni zmény v karyotypu
P y vikaryotyp 28 /218 54 /173 P 0,00001
(2 3 aberace, n=82)
Klonalni vyvoj ,in situ*
yvol 65/218 68 /173 P 0,05

(2 2 subklony)
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Tabulka 4.5 — pokracovani

o progrese /
B Kk t
/ Vzor ryvzzzeclfei‘e mimo bez 16¢by relaps/PR P
p (n—193)y (n=20) / rezistentni Fls}ler:;fxaktm
= (n=173)

Klonalni vyvoj béhem onemocnéni
(2 1 klonalni zména FISH od 1/20 45 /173 P 0,05
piredchoziho vys., n=46)

rogrese /
C / Vzorky pacientii vySetfenych parcialni prelga s/ p
opakované po stimulované remise / rezistF:an (nj  Fisheriv exaktni
kultivaci (n=54) (n=11) test

(n=43)

Klonalni vyvoj béhem onemocnéni
(2 1 klonalni zména 1/11 20/ 43 P 0,04
od predchoziho vys., n=21)

Novy klonalni vyvoj v pribéhu onemocnéni byl obdobné Castéji nalezen u vzorkt
progresivnich onemocnéni ve srovnani s opakovanym vySetfenim stabilnich
onemocnéni (P 0,05; celkem 193 vySetfeni mimo prvozachyt onemocnéni, z toho
stabilni onemocnéni bez 1écby n=20, progrese pied léCbou/po 1écbé/relaps/rezistentni
onemocnéni, ptip. PR n=173), viz tabulka 4.5, ¢ast B.

| v opakovanych vySetfenich pacientll po stimulované kultivaci (ve sledovaném
obdobi 1/2008-12/2012) byl prokdzédn novy klonalni vyvoj vyznamné Ccastéji ve
vzorcich progredujicich onemocnéni nez u vzorkli odebranych v parcidlni remisi
(P 0,04; celkem 54 vySetfeni, ztoho v parcidlni remisi n=11, v progresi/relapsu

/rezistentni n=43), viz tabulka 4.5, ¢ast C.
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4.2 Studium rekurentnich strukturnich aberaci

4.2.1 Delece 13q14
Piehled nadlezii vySetienim karyotypu a zdakladnim vySetienim FISH (D135319)
Delece 13ql4 byla prokazana celkem u 62% (235/386) vzorki, resp. u 61%
(209/336) pacienti (vcetné piipadid delece 13ql4 jako nové zmény v opakovanych

vySetfenich). Byla nachézena velka variabilita rozsahu delece 13q14, viz obrazek 4.1.

A
> v . B /. v
0 " iw _ s
13 13 13 d |131314 21
del(13)(q13g33) | |del(13)(q14931) | |del(13)(q14q21) d2I§13;:g . 4331;'

der(9)t(9;13)

s\/—

t(9;13)(p13;q14) o
B

. «
f\g \..“
o N

. A
. .&~

Obriazek 4.1 VVariabilita rozsahu delece 13q14

A rizné rozsahy monoalelické intersticialni delece, B bialelicka intersticialni delece (A i B detekce
vySetfenim karyotypu), C kryptickd monoalelicka intersticialni delece (karyotyp s normalnim nalezem,
FISH se ztratou jednoho Cerveného signalu pro lokus D13S319 a se zachovanim modrého kontrolniho
signalu v oblasti 13qter), D monoalelickd delece v misté translokaéniho zlomu reciproké translokace
(karyotyp se zdanlivé balancovanou reciprokou translokaci, FISH se ztratou jednoho ¢erveného signalu
pro lokus D13S319 a piesunem kontrolniho modrého signalu pro 13qter na transloka¢niho partnera);
zeleny signal zna¢i v rdmci zvoleného vysetfovaciho kitu centromeru chromosomu 12

Analyzou karyotypu (potvrzenou i FISH sondou pro D13S319 v MDR) byla
nalezena intersticialni delece vétsiho rozsahu u 17% (41/235) vzorkl s deleci 13ql4 a
jina prestavba chromosomu 13 spojend se ztratou 13q14 (translokace s deleci v misté
zlomu, monosomie 13) u 10% (23/235) vzorka s deleci. Kryptickd intersticialni delece
detekovana pouze FISH byla zjiSt€na u 64% (150/235) vzorkl, u 2% (4/235) vzorkl
jina krypticka ptestavba 13q14 spojena se ztratou 13ql4 a u zbyvajicich 7% (17/235)

vzorkl byla nalezena delece 13q14 pouze interfazickou FISH bez mozZnosti posouzeni
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na mitézach (6x neltspé$na kultivace, 11x nedostatek mitdéz pti FISH analyze/maly

subklon). Pro piehled uvedenych vysledki viz graf 4.6.

17 /235

47235 \ 41/ 235
17%

M analyza karyotypu -
intersticialni delece

M analyza karyotypu - jina

pfestavbaspojena s deleci 231{/);35
M FISH - krypticka intersticialni °
delece
H FISH - jina krypticka 150 /235
prestavbaspojend s deleci 64%

4 pouze interfazicka FISH

Graf 4.6 Delece 13914 dle metody detekce

Komplexni zmény karyotypu (= 3 aberace zji$téné analyzou karyotypu a FISH pro
13q14) byly nalezeny u 35% vzorku (83/235) s deleci 13q14, resp. (> 3 aberace zjisténé
pouze analyzou karyotypu) u 23% vzorki (54/235).

Samostatna delece 13q14

Samostatna intersticialni delece 13q14 jako jedind zména karyotypu byla nalezena
u 39% (91/235) vzorkii s prokazanou deleci 13ql4, resp. u 24% (91/387) vsech
vysetfenych vzorki; z toho 16x byla zjisténa analyzou karyotypu a 75x pouze FISH pii
normalnim karyotypu. Ve skupiné samostatnych deleci 13q14 byly, ve srovnani se
skupinou vSech zjisténych deleci 13q14, vyznamné Castéji zastoupeny vzorky odebrané
V prvozachytu ¢i pii stabilnim prubéhu onemocnéni (65/91, 71% vs. 133/235, 57%,
P 0,02); jest¢ vyznamnéjsi rozdil byl nalezen pfi srovnani se skupinou deleci 13q14
v ramci komplexnich zmén karyotypu (65/91, 71% vs. 34/83, 41%, P 0,0006).

Rozsahla vs. krypticka delece 13q14 — posouzeni souvislosti s progresivitou

Ve skupiné vzorkl s rozsahlejsi intersticidlni deleci 13q14 ¢i s jinou piestavbou
chromosomu 13 spojenou se ztratou 13ql4 (s translokaci s deleci v mist¢ zlomu,
s monosomii 13), detekovanymi analyzou karyotypu, byly Vv porovnani se skupinou
kryptickych deleci, stanovenych FISH, nachazeny statisticky vyznamné Castéji
komplexni zmény karyotypu (24/64; 37% vs. 26/154; 17%, P 0,001), u komplexity
zjisténé kombinaci analyzy karyotypu a kryptickych zmén pro FISH 13q14 se jednalo
pouze o trend (29/64; 45% vs 48/154; 31%, P 0,06).
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Ve skupiné rozsahlejsich deleci 13914 (detekovanych analyzou karyotypu) byly,
oproti delecim kryptickym, také mirné¢ castéji zastoupeny vzorky progredujicich
onemocnéni (vzorky z progrese pied zahajenim 1éCby, z progrese po 1€cbe, relapsu Ci
rezistentniho onemocnéni) (34/64; 53% vs. 60/154; 39%, P 0,07).

Riizné formy delece 13q14

U 77% (182/235) vzorkt s deleci 13q14 byla prokézéna delece pouze jedné alely,
u 16% (37/235) vzorkl soucasnd ptitomnost klond s mono 1 bialelickou deleci a u 7%
(16/235) vzorka delece bialelicka.

Podrobnou analyzou mit6z (karyotypu a FISH pro 13q14) byla sledovana rtizna
forma vyskytu delece 13q14, pro celkovy piehled viz graf 4.7.

V ptevaze ptipadd delece (191/235; 81%) byla nalezena delece intersticidlni
(monoalelicka 147x, mono/bialelicka ¢i bialelicka 44x).

V 7% (16/235) ptipadui ztraty 13q14 byla nalezena translokace 13914 s prukazem
(monoalelické) delece v misté translokacniho zlomu reciproké translokace. 7x se
jednalo o reciprokou translokaci zdanlivé balancovanou dle karyotypu s pritkazem
delece v misté zlomu FISH (viz tabulka 4.6, ¢ast A, pac. ¢. 5, 53, 93, 136, 225, 240,
330), 5x o prestavbu se 3 a vice zlomy i dle karyotypu (pac. ¢. 58, 87, 97, 252, 257), 4x
o kryptickou translokaci detekovanou pouze FISH (pac. & 277, 259, 307, 326).
V dalsim 1% (2/235) pfipadi byla prokazana translokace 13914 s deleci v misté zlomu
s deleci druhé alely kryptickou intersticialni deleci, v obou nalezenych piipadech se
jednalo o opakovand vysetieni vySe uvedenych pacientii s nové detekovanou deleci
druhé alely (pac. ¢. 87/11, 136/11). V grafu 4.7 jsou piislusna data zvyraznéna v zeleném
ovalu, pro piehled vSech konkrétnich nalezt dle ISCN viz tabulka 4.6, ¢ast A.

U dalsich celkem 3% (7/235) vzorki s deleci 13q14 byla nalezena koexistence
klont s intersticidlni deleci a klont s deleci v misté transloka¢niho zlomu (3X pouze na
monoalelické urovni - v tabulce 4.6, ¢ast B pac. €. 62, 204, 260, 4X na mono/bialelické
urovni — pac. ¢. 94, 131, 219, 335). V Sesti vzorcich (6/7) se jednalo o reciproké
translokace (celkem 7 translokaci, u pac. ¢. 94 nalezeny 2 translokace) zdanlivé
balancované dle karyotypu s prikazem delece v misté zlomu FISH, v jednom ptipadé
(1/7) doslo ke ztraté derivovaného chromosomu 13 (pac. ¢. 219). V grafu 4.7 jsou data
tykajici se koexistence obou forem delece zvyraznéna v Cerveném ovalu; pro piehled
vSech ndlezli vySetfenim karyotypu a zdkladnim vySetfenim FISH pro 13ql4 (lokus
D13S319) viz tabulka 4.6, ¢ast B.

V 1% (2/235) ptipadu se ztratou 13q14 byla nalezena monosomie 13.
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U zbyvajicich 7% (17/235) vzorkl s deleci nebylo mozné formu delece urcit
(delece byla detekovana pouze interfazickou FISH, 14x monoalelicka, 3x

mono/bialelicka ¢i bialelicka).

16 /235 2/235
7% 1%

44 / 235
19%

147 / 235
62%

14 /235 2 4;35
6%

3/235
1%

M intersticidlni delece (pouze monoalelicka)

M intersticidlni delece (mono/bialelickd, bialelickd)

i1 translokace s deleci (pouze monoalelickd)

M translokace s deleci a s intersticidlnideleci 2. alely (mono/bialelicka)

M koexistence intersticialnid. / translokace s deleci (pouze monoalelicka)

M koexistence intersticialnid. / translokace s deleci (mono/bialelickd, bialelicka)
I monosomie 13

M neuréenaforma delece (pouze monoalelickd)

M neuréendforma (mono/bialelickd, bialelickd)

Graf 4.7 Delece 13g14 dle formy (mechanismu vzniku)

Celkem bylo nalezeno 24 translokaci 13q14 s deleci v misté transloka¢niho zlomu
(tabulka 4.6) s 29 zjisténymi zlomy 13q (25x analyzou karyotypu, 4x pouze FISH). 20
translokaci bylo popsano s jednim zlomem na jednom partnerském chromosomu (v¢.
pac. 87 se dvéma zlomy na 13q; tj. 20 partnerskych zlomu a 21 zlomu 13q) a 4
translokace s komplexni piestavbou s vice zlomy mezi vice nez dvéma chromosomy
(celkem 10 zloml na partnerskych chromosomech a 8 zlomt 13q). NejcastéjSim
transloka¢nim partnerem byl chromosom 11 (5x zlom 11q; z toho 2x translokace vedla
zéaroven ke ztrat¢ ATM genu, pac. ¢. 58 a 97) a chromosom 1
(4x zlom 1q, 3x 1p; 6 z téchto 7 zlomd popsano v ramci viceCetnych komplexnich
ptestaveb). Dalsi uréené partnerské zlomy: 2x chromosom 7 (2x 7p), 9 (1x 9p, 1x 9q),
1x chromosomy 3 (3p), 4 (4p), 6 (6q), 8 (8p), 10 (10p), 14 (14q), 17 (17p, bez soucasné

ztraty TP53), 18 (18q) a 20 (20q). 5x translokacni partnersky zlom nebyl urcen.
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Translokace 13914 sdeleci v mist¢ zlomu byly casto nachazeny v ramci

komplexnich zmén karyotypu (14/25; 56%) a klonalniho vyvoje (17/25; 68%).

Tabulka 4.6 Translokace 13q14 s deleci v misté zlomu — piehled ndlezii

¢. Karyotyp FISH pro 13q14
pac. (hodnoceni mit6z)
A/ Delece v misté transloka¢niho zlomu
5  46,XX,t(11;13)(q12;q14)[7]/46,XX[8] Jish der(11)t(11;13)(D135319-,LAMP1+)
[14/18]/idem,t(13;?)(D13S319+,
LAMP1-;D135319-,LAMP1+)[4/18]

53 46,XX,der(11)del(11)(p11)t(11;13)(q21;q14), .ish der(11)t(11;13)del(11)(D13S319-,
der(13)t(11;13)(q21;q14)[5]/46,XX[15] LAMP1+)[4/41]

58 47,XY,der(1)ins(1;13)(p13;2q14q31-33)t(1;11) .ish der(11)t(11;13)del(11)(D13S319-,
(942;?p15),der(11)del(11)(p15)t(11;13)(q22;931-  LAMP1+),+12(D12Z3+)[18]
33),+12,der(13)t(11;13)(q22;q11)[14]/47,idem,-
8,dup(11)(p?p)der(?)t(3;?)(;q12;?)[4]

87  46,XX,der(1)t(1;13)(q25;933),der(13)t(1;13) .ish der(1)t(1;13)(D13S319-,LAMP1+)
(a25;q13)[15] [19/20]

93  46,XX,t(7;13)(p15;q14)[8]/46,XX[12] .ish der(7)t(7;13)(D13S319-,LAMP1+)

[2/4]

97  45,XY,-8,der(11)inv(p11q21)t(11;13)(q21;q21), .ish der(11)inv(11)t(11;13)(D135319-,
add(13)(g14),der(19)t(11;19)(?;p13)[cp3] LAMP1+)[19/20]
/46,idem,add(14)(p11),+mar[cp5]/46,idem,add(1)
(g41),add(14)(p11),del(17)(g23),+mar[cp3]

/46,idem,del(2)(g?11.2q21),+mar[cp3]/46,XY[1]

136 46,XY,der(9)t(2;9)(p11;934),t(13;14)(q14;q32)[11] .ish der(14)t(13;14)(D13S319-,LAMP1+)
/46,idem,del(11)(q14q22)[4] [15]

225 46,XX,t(9;13)(q22;q14)[20] .ish t(9;13)(DLEU1-,LAMP1+) [15]

240 45,XY,-6,t(9;13)(p13;q14), .ish der(9)t(9;13)(D13S319-,LAMP1+)[15]
der(11)t(6;11)(q21;922)[20]

252 46,XY,del(11)(g21q23)[1]/46,s],der(1)(1pter- .ish der(13)ins(13;1)(D13S319-,LAMP1+)
>1p31::1p13->1qll:),der(13)(13pter->13q14::1?-  [16]
>1?::1q12->1qg43-44::13g33->13qter)[6]

/46,sd11,del(6)(q13g21)[17]

257 46,XY,der(1)t(1;?)(q21;?),del(6)(q21),der(8)t(8;13) .ish der(8)t(8;13)(D13S319-,LAMP1+)[7]
(p11;921),der(13)t(1;13)(q21;q13)[13]/46,XY[6]

277  46,XX,del(11)(q21)[16]/46,XX[4] .ish der(?)t(13;?)(D135319-,LAMP1+)

[4/30]

259 46,XY,del(11)(q14)[6]/46,sl,del(6)(q13)[4]/45,sl, .ish der(?)t(13;?)(D13S319-,LAMP1+)
-6,del(6)(q21925),der(8)t(6;8)(q13;p12), [4/20]
der(12)t(12;?)(p13;?)[2]/45,sl,-6,der(?8)t(?8;10)
(222;q23),der(10)t(?8;10)(?922;q2?1)[2]/46,XY[9]

87  46,XX,der(1)t(1;13)(g25;933),der(13)t(1;13) .ish der(1)t(1;13)(D13S319-,LAMP1+)

/I (q25;q13)[13]/46,idem,del(13)(q?14921)[2] [17/20]/idem,del(13)(q?14q21)

(D13S319-,LAMP1+)[2/20]
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Tabulka 4.6 — pokradovani

136  46,XY,der(9)t(2;9)(p11;q34),t(13;14)(q14;q32)[11]  .ish der(14)t(13;14)(D135319-,q34+)

/I /46,idem,add(6)(qgter),inc[10] [15/17]/idem,del(13)(q14q14)
(D13S319-,LAMP1+)[2/17]

307 46,XX,del(11)(g21)[18]/46,XX[1] .ish der(?)t(13;?)(D13S319-,LAMP1+)
[3/15]

326 46,XX,del(14)(q24932)[3]/45,idem,-9,der(17) .ish +12(D12Z3+)[4/30]
t(9;17)(q12;p11.72)[5]/47,idem,+12[3]/46,idem, /der(?)t(13;?)(D135319-,LAMP1+)[4/30]
del(3)(p1?4)[2]/46,idem,del(17)(p11.?72)[2]

/46,XX[4]
330 46,XY,t(13;20)(q14;q11.2-13.1)[19]/46,XY[1] .ish der(20)t(13;20)(D135319-,LAMP1+)
[14/15]
B / Koexistence klonu s deleci v misté translokaéniho zlomu a s intersticialni
deleci

62  46,XX,t(3;13)(p26;q14)[4] .ish der(3)t(3;13)(D135319-,LAMP1+)[4/20]
/46,XX[16] /del(13)(q14q14)(D135319-,LAMP1+)[4/20]

94  46,XXt(6;13)(q23;q14)[1]* .ish der(6)t(6;13)(D135319-,LAMP1+),
/46,XX,idem, t(13;18)(q13;q21)[4] der(18)t(13;18)(D135319 dim,LAMP1+)[8/20]
/46,XX[11] /del(13)(q149?14)(D135319- LAMP1+)[4/20] **

131  47,XY,1(10;13)(p13;q14),+mar[cp8] .ish der(10)t(10;13)(D135319-,LAMP1+),
/47,XY,idem,t(7;?)(q11;?)[cp8] del(13)(q14q14)(D135319- LAMP1+)[14/23]
/46,XY,1(2;18)(p12;G21)[cp51/46,XY[3] /del(13)(q14q14)(D135319- LAMP1+)x2[3/23]**

204 49,XY,+12,+18,+19[8] .ish +12(D12Z3+)[4/26]/idem,der(7)t(7;13)
/49,sl,del(14)(q24q32)[2] (D135319-,LAMP1+)[14/26]/idem,del(13)(q14q14)
/49,sd11,(7;13)(p22;q14)[9] (D135319-,LAMP1+)[7/26]

/46,XY[1]

219  45XY,der(4)t(4;13)(p14;q1?4), .ish der(4)t(4;13)(D135319- LAMP1+),del(13)

-13[11]/46,XY[9] (914q14)(D135319- LAMP1+)[16/20]/
?2del(13)(q14q14)(D135319 dim,LAMP1+),
del(13)(q1?3q14)(D135319-,LAMP1+)[4/20] **

260 46,XX,del(11)(q22q23)[8]/46,idem, .ish der(17)t(13;17)(D135319-,LAMP1+)[5/8]
t(13;17)(q14;p11)[4]/46,XX[3] / del(13)(q14q14)(D135319- LAMP1+)[2/8]

335 47,XX,+12[2] .ish +12(D12Z3+),der(11)t(11;13)(D135319-,

/47,idem,t(11;13)(q14-22;q14)[13]

LAMP1+),del(13)(q149?14)(D135319-,
LAMP1+)[12/15]
/+12(D1223+),del(13)(q149?14)(D135319-,
LAMP1+)x2[2/15]

* klonalni nalez potvrzen dalSim podrobnym vysSetrenim, viz tabulka 4.7

** dalSim hodnocenim vétsSiho poctu mitdéz pri podrobnych vysetfenich dalSimi sondami pro
13914 byla prokazana existence dalSich, méné zastoupenych, klon( s deleci 13q14, viz tabulka 4.7
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Koexistence klonit s deleci 13q14 v misté translokacniho zlomu a s intersticialni
deleci 13q14 — podrobné vySetieni FISH

4 vzorky/pacienti (pac. €. 94, 131, 204 a 219) s koexistenci klonu s deleci v misté
translokacniho zlomu a s intersticidlni deleci byli dale vysetieni dvéma analyzami mit6z
kombinovanymi FISH s BAC sondami mimo MDR (RP11-305D15 centromerickym
smérem od MDR v oblasti RB1 genu a RP11-327P2 telomerickym smérem od MDR),
sondou pro DLEU1 v MDR a dvéma kontrolnimi sondami pro 13qter. Hodnoceno bylo
minimalné 12 mit6z, s medianem 26, resp. 31 hodnocenych mitoz.

Vysledky obou provedenych analyz jsou shrnuty v tabulce 4.7. Celkem bylo u
téchto 4 pacientti nalezeno, pti respektovani pravidel ISCN pro definici patologického
klonu, 13 klond sriznymi formami delece 13ql4 (8 kloni s monoalelickou a 5
s bialelickou deleci). U vSech 4 pacientl byl nalezen klon s monoalelickou deleci 13q14
vV misté transloka¢niho zlomu (u pac. 94 klon A a klon C se dvéma rozdilnymi
translokacemi, u pac. 131 klon A, u pac. 204 klon A a u pac. 219 klon A), z toho u 3
Z nich (pac. ¢. 94, 204 a 219) byl doprovazen pfitomnosti klonu s monoalelickou
intersticidlni deleci (94/klon D, 204/klon B a 219/klon C), u 1 pacienta (¢. 131)
s ptitomnosti klonu s bialelickou intersticialni deleci (131/klon C) soucasné s klonem
S deleci jedné alely v disledku delece v misté transloka¢niho zlomu a druhé alely
intersticidlni deleci (131/klonB). Ztrata druhé alely byla prokazana i u dalSich dvou
pacientit (pac. ¢. 94, 219), z toho v jednom ptipadé (pac. ¢. 94) dalsi deleci v misté
transloka¢niho zlomu (94/klon B), v druhém piipadé (pac. ¢. 219) deleci intersticialni,
avSak vyvojem v obou pfitomnych klonech s obéma formami monoalelické delece
(219/klon B a klon D).

Ztraty lokustt mimo MDR ¢i priikaz dele¢niho zlomu mezi sondami pro D13S319
a DLEUI byly ovéfeny i samostatnymi FISH analyzami, dovolujicimi hodnoceni
interfaznich jader, jejichz vysledky byly plné konzistentni s nalezy uvedenych
kombinovanych vysetfeni mitoz; pro vysledky interfazické FISH viz rovnéZ tabulka 4.7.

Kombinované FISH vysetfeni se sondami pro DLEU1 a RP11-305D15 (RB1) pro
vSechny klony zastoupené vice nez v 10% hodnocenych mitéz je dokumentovano na

obrazku 4.2.
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Vysledky FISH analyzy mit6z

Vysledky interfazické FISH

VySetiované lokusy

X ® . , VySetiované lok
s = 25 2§ €| ... ztrata lokusu) ysetrovane fokusy
g R iR
e SEE|3 8|8 A
8 | Vysledek dle ISCN 2013 £ % = Forma delece w o= g a = S S Q = S N
" o 9 8 = S 5|9 o2 ™ o A 3 ™
S S = © S S 2| ® L % \ o @ L % g
£33 2 EEEla 4 3 g |ak H = =
S>g geilg © o0 &g & o 3
(pro sondu 13qter (Kreatech) pouzivan zkraceny zapis ,,13qter* misto ,,LSI13qter) = 14 24
94 | ish der(6)t(6;13)(RP11-305D15-,DLEU1-,0135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) A 2% monoalelicka: t(6;13) s deleci v misté zlomu y 18% 5
t/1 X X X L, o L
ish der(6)t(6;13)(RP11-305D15-,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+), B 26% bialelicka: 1. alela - t(6;13) s deleci v misté zlomu monoalelickda T ©
4 @ o0
P P ztr.
der(18)t(13;18)(RP11-305D15-,DLEU1-,0135319 dim,RP11-327P2+, RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) 2. alela - £(13;18) s deleci v misté zlomu t/ll X X (klon;c/ j\tac D) g <
'’ ’ ~
ish der(?)t(13;?)(RP11-305D15-,DLEU1-,0135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) C 10% monoalelicka: t(13;?) s deleci v misté zlomu t/1ll X X X 22% bialelicka \% %
=) —
ish del(13)(q14G14)(RP11-305D15-,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) 15% monoalelicka:  intersticialni i/l X X X ztrata(klonB) 3 R
131 | ish t(10;13)(RP11-305D15 dim,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+; o s . P
RP11-305D15+,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2-,RP11-310D8-,LAMP1-,13qter-) A 2% monoalelickd:  t(10;13) s deleci v misté ziomu IV L 2%
X X =)
ish t(10;13)(RP11-305D15 dim,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+; T P < T monoalelickd
B 58% bialelicka: 1. alela - t(10;13) s deleci v misté zlomu g
RP11-305D15+,DLEU1-,D0135319-,RP11-327P2-,RP11-310D8-,LAMP1-,13qter-), § S ztrdta (klon A)
del(13)(q14q14)(RP11-305D15-,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) 2. alela - intersticialni i/ll X X X g =< 37% bialelicka
B P
ish del(13)(q14q14)(RP11-305D15+,DLEU1-,D0135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+), | C 16% bialelicka: 1. alela - intersticialni i/l X X RE (K Ztra;a 0
- N ony b,
del(13)(q14q14)(RP11-305D15-,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) 2. alela - intersticialni i/I\v X X X
204 | ish t(7;13)(RP11-305D15-,DLEU1-,D0135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+; o s . P 70%
RP11-305D15+,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2-,RP11-310D8-,LAMP1-,13qter-) A 46% monoalelickd:  t(7;13) s deleci v misté zlomu v X X monoalelicks
ish del(13)(q14q14)(RP11-305D15+,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) 36% monoalelickd: intersticialni i’V X X ztrata (A, B)
219 | ish der(4)t(4;13)(RP11-305D15-,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2-,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) A 2% monoalelickd:  t(4;13) s deleci v misté zlomu y
t/VI X X X X . — 31% o —~
ish der(4)t(4;13)(RP11-305D15-,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2-,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+), 45% bialelicka: 1. alela - t(4;13) s deleci v misté zlomu % @ monoaleolické % @
del(13)(q14914)(RP11-305D15+,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) 2. alela - intersticialni i/VI X X = z ztréta = z
o o5 9 o
ish del(13)(q14q14)(RP11-305D15+,DLEU1-,D135319 -,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+, o . s S = (klony A, C) S =
C 41% monoalelickd: intersticialni 2= o hialalicks 2 =
13qter+),13(RP11-305D15+,DLEU1+,D135319 dim,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+)*** : iVl X E g 65%bialelickd € o
X ‘© 4 X ©
ish del(13)(q14q14)(RP11-305D15+,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+), | D 3% bialelicka: 1. alela —intersticidlni fg S (ké:]r;? D) fg S
3
del(13)(q14q14)(RP11-305D15+,DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,13qter+) 2. alela —intersticialni i/ViIl X X

* velikost klonu stanovena jako podil mitéz daného klonu z celkového souc¢tu mitéz hodnocenych ve viech vysetienich, ve kterych mohly byt rozliseny vSechny pfitomné klony (pro jednotl. pac. tento soucet ¢inil 160, 140, 140 a 111 mit.)

** ztrata RB1 v klonu B v dusledku intersticidlni delece 2. alely (i/Ill) je maskovana rozdélenim signalu odpovidajiciho 1. alele na dva signaly (pfitomnych na der(10) i der(13) v dUsledku t/IV)

*** mozna parcialni delece 2.alely 13q14, resp. signalu pro D135319; jednoznaéné neprokazana

Tabulka 4.7 Piehled vysledkii podrobnych FISH vySeti‘eni u koexistence klonii s deleci 13q14 v misté translokacniho zlomu a s intersticidlni deleci
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Al Nélezv karyotypu Nalez FISH 13
t(6;13)(q23;q14), a
t(13;18)(q13;921) ’

v X
" /
BE a4 P der(6)t(6;13)
6 13 18

S KLON C

= monoalelicka delece

g t(13;?)(q14;?) DLEU1 i RB1 v misté

& | vkaryotypu nezachycena BB ROEY PR it

zdanlivé normalni KLON D
chromosomy 13 monoalelickd
kryptickd intersticidlni
g delece DLEU1 i RB1
13
t(10;13)(p13;q14)
4
3 4
ary =
. N

| Be 8

on

— 10 13

k3 —

&*-'g der(13)t(10;13)

zdénlivé normaini e & i
chromosomy 13 e -
Iy
L del(13)4
it a s
13 del(13) A

13qter

2

C

4

RB1{RP11-305D15) RP11-310D8

KLONB
bialelicka delece

DLEU1 i RB1 v mistech
translokaénich zlomu

oy ¥

<— der(18)t(13;18)

W
) 4

i

S der(?)t(13;?)

.

£
%

del(13)
** 5

KLON B

bialelicka delece:

1) delece DLEU1

v misté transl. zlomu
2) krypticka
intersticidlni delece
DLEU1i RB1

der(10)t(10;13)

KLON C

bialelicka delece:

1) krypticka
intersticidlnid. DLEU1
2) ) krypticka
intersticidlni delece
DLEU1i RB1

Obrizek 4.2 Koexistence riiznych forem delece 13q14 — vysetieni karyotypu a kombinované
FISH vysetieni se sondami pro DLEUI a RP11-305D15 (¢dst A, B)

Uvedeny jsou pouze klony s vice nez 10% zastoupenim; oznaceni klonl je konzistentni S oznacenim
Vv tabulce 4.7. Ztrata ¢erveného signalu pro DLEU1 indikuje deleci 13ql4, ztrata sousediciho zeleného
signalu ztratu RB1 genu (RP11-305D15), resp. deleci 13q14 vétsiho rozsahu. Pokud pii ztraté signalu pro
DLEUI, piip. i pro RB1, ziistavaji zachovany kontrolni signaly (Cerveny/zeleny) v telomerické oblasti
akrocentrického chromosomu 13 jedna se o intersticialni deleci 13ql14, pfemisténi kontrolnich signalt

potvrzuje translokaci s deleci v misté transloka¢niho zlomu.
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13qgter

N
B | Nalezv karyotypu | Nalez FISH 13 § §

RB1(RP11-305D15) RP11-310D8
t(7;13)(p22;q14) KLONA
- monoalelickd delece
yd
der(7)t(7;13)

” DLEU1 v misté
4
§ % h ¢ x : § der(13)t(7;13)
7 13

translokacniho zlomu
g
zddanlivé normalni

A
chromosomy 13 ! - N
del(13) ‘e @ T
‘ # / R monoalelicka krypticka
13 ' ad

» & ... intersticidlnidelece
& 13 ¥ -

Pacient 204

DLEU1

der(4)t(4;13)(p13;q14),-13 [ L0 L CTHE) ‘. # KLONB

bialelickd delece:

e & \'. wt 1) delece DLEU1 i RB1
v 5 v misté translokacniho
y'd PR zlomu

o “ 2) krypticka intersticialni
N3 B del{13) delece DLEU1
1= I —
(]
2 T _ KLON C
5 zdanlivé normalni del(13)

monoalelicka krypticka
intersticidlni delece
DLEU1

chromosomy 13

§

13

Obrazek 4.2 — pokradovani (Cdst B)

V popisovanych 13 klonech bylo nalezeno celkem 6 translokaci (t/I — t/VI, viz
tabulka 4.7) a 8 intersticialnich deleci (i/I — i/VIII). Delece v misté transloka¢niho
zlomu zahrnovaly i RB1 gen v 4 ptipadech ze 6 (z toho u t/VI nejspise v dusledku ztraty
reciprokého produktu translokace, tj. der(13)), v jednom piipad¢ (opét t/VI) dale se
ztratou i oblasti polozené telomericky k MDR (RP11-327P2). Oproti tomu intersticialni
delece zahrnovala RB1 gen pouze ve 3 piipadech z uvedenych 8 a delece RP11-327P2
nebyla detekovédna. Zajimavy nélez byl u translokace t/II, kde k distalnimu zlomu doslo
v MDR: sonda pro DLEU1 ukazovala deleci tohoto lokusu, sonda pro D13S319

hybridizovala se sniZenou intenzitou na partnerském chromosomu.
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Pritkaz nezavislého vzniku klonit s deleci 13q14 v misté translokacniho zlomu a
S intersticidlni deleci 13q14

U jednoho z pacientu s koexistenci subklonti s obéma formami delece 13g14 (pac.
¢. 204, klon A sdeleci v misté transloka¢niho zlomu t(7;13), klon B s intersticialni
deleci, popis v tabulce 4.7) byla vySetfenim karyotypu, krom¢é zakladniho klonu
s nadpocetnymi chromosomy 12, 18 a 19 (viz také tabulka 4.6), detekovana ptfitomnost
ptidatné intersticialni delece 14q v subklonu s t(7;13) (klon A) a zaroven i v subklonu
bez znatelné piestavby chromosomu 13 (prekurzor klonu A). Pro zjisténi, zda
Vv prekurzorovém subklonu je pfitomna zaroven i krypticka intersticialni delece 13q14
(tj. zda prekurzor klonu A je roven klonu B) nebo zda se subklon s intersticialni deleci
13q14 (klon B) vyvinul nezavisle, byla dale provedena kombinovana hybridizace se
sondami pro stanoveni delece 13ql4 (DLEUL / 13qter) a intersticialni delece 14q
(RP11-316E14 / RP11-101G24). Vysledek hybridizace dokumentuje obrazek 4.3.

PREKURZOR KLONU A KLON B

- bez delece 13q14, s intersticidlni deleci 14q | - intersticidlni delece 13q14, bez delece 14q
4 - ,

o
=~ \ 14
LA del(ag) ""

KLON A
- t(7;13) s deleci 13q14 DLEU1 13qter

v misté translokac¢niho 13 * I

zZlomu a soucasna
intersticidlni delece 14q 13q14 13934

22

RP11- RP11-
316E14 101G24

o | B E

1424 14932

222

Obrazek 4.3 FISH s kombinaci sond pro detekci delece 13q14 a intersticialni delece 14q —
pritkaz nezavislé koexistence klonit s riiznymi formami delece 13q14

Vysetieni pac. ¢. 204. Ztrata cerveného signalu pro DLEU1 na chromosomu 13 indikuje deleci 13q14,
ztrata zelené¢ho signdlu na chromosomu 14 (RP11-316E14) intersticidlni deleci 14q. Zachovani
kontrolnich signalti (zeleny pro 13qter, Cerveny pro 14qter) v telomerickych oblastech akrocentrickych
chromosomil znaci intersticidlni delece (intersticialni deleci 14q v prekurzoru klonu A a klonu A, resp.
intersticidlni deleci 13q14 v klonu B), pfemisténi kontrolniho signalu pro 13qter potvrzuje translokaci
s deleci v misté translokaéniho zlomu (klon A).
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49,XY,+12,+18,+19.ish+12(D12Z3+)

bezdelece 13ql4
bez delece 14q

v
49,idem,del(14)(q24432) (49,idem.ishidem del(13)(qlaq14) )
.ish idem,del(14)(RP11-216E14-, (RP11-305D15+,DLEU1-,D135319-,
RP11-101G24+) RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,
bezdelece 13ql14 LSI13qter+)
intersticialnidelece 14q intersticialni delece 13q14

hez delece 14q
¥ kKLON B )

GB,idem,t(?;B}(p22;q14},de|[14}[q24q32}\
.ishidem,t(7;13)(RP11-305D15-,DLEU1-,
D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,
LAMP1+,LS113gter+;RP11-305D15+,
DLEU1-,D135319-,RP11-327P2-,
RP11-310D8-,LAMP1-,LSI13qter-),
del(14)(RP11-316E14-,RP11-101G24+)

delece 13q14 v misté translokacniho
zlomu translokace t(7;13)
intersticialnidelece 14q

\KLONA

Obrizek 4.4 Schéma klonalniho vyvoje u pacienta s nezavislou koexistenci klonit s deleci
13q14 v misté translokacniho zlomu a s intersticialni deleci 13q14

Schéma klonalni evoluce u pac. ¢. 204 se zahrnutim vysledki karyotypu a relevantnich FISH nalezi,
nezavisle vzniklé klony s riznymi formami delece 13q14 jsou oznaceny Sipkami (klon A, klon B).

Neptitomnost intersticialni delece 13q14 v klonu s intersticialni deleci 14q
(prekurzoru klonu A) prokazuje na sob¢ nezavislou pfitomnost klonli s obéma formami
delece 13914 v riznych subklonech (klon A, B), tj. svéd¢i i pro nezavisly vznik obou
forem delece. Kompletni schéma klonalniho vyvoje u pacienta ¢. 204 je znazornéno na
obrazku 4.4.

Pro dalsi pacienty s koexistenci obou forem delece 13q14 podrobné vySetiené
vSemi FISH sondami pro 13ql4 (pac. ¢. 94, 131, 219, viz tabulka 4.7) byla rovnéz
sestavena schémata klonalniho vyvoje (viz obrazek 4.5, ¢ast A, B, C). Z nich je patrny
nezavisly vznik intersticidlnich deleci druhych alel 13q14 u pacientti €. 131 (schéma B)
a €. 219 (schéma C). U koexistujicich klonl s riznymi formami delece prvni alely nelze
Vv téchto ptipadech rozhodnout, zda vznikly postupnym klondlnim vyvojem nebo
paralelné a tedy nezavisle na sob€. Také u pac. ¢. 94 (schéma A) nelze na zaklad¢

dostupnych vysetfeni rozhodnout zda se jedna o nezéavisly vznik n€kolika deleci 13q14.
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YV

A 4 L 4
Gﬁ,xx,t(6;13)(q23;ql4} ) 'f?.ish der(?)t(13;?) ) Gﬁ,xx )
.ish der(6)t(6;13)(RP11- (RP11-305D15-, .ishdel(13){q14q14)
305D15-,DLEU1-,D135319- DLEU1-,D135319-,RP11- (RP11-305D15-
,RP11-327P2+,RP11- 327P2+4,RP11-310D8+, DLEU1-,D0135319-,RP11-
310D8+,LAMP1+,LSI13qter+) LAMP1+,LSI13qter+) 327P2+,RP11-310D8+,
1. alela: delece 13q14 1. alela: delece 13q14 LAMP1+LSI13qter+)
v misté translokaéniho zlomu v misté translokaéniho 1. alela: intersticialni delece
t(6;13) zlomu t(?;13) 13ql14
2. alela: bez delece 2. alela: bez delece 2. alela: bez delece
kI{LONA / \KLONC / \\KLOND )
frﬂﬁ,idem,t(g;lS}[qB;qu} )
.ishidem,der(18)t(13;18)
(RP11-305D15-,DLEU1-,D135319dim,
RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,
LSI13qter+)
1.alela: delece 13q14
v misté translokaéniho zlomu t(6;13)
2.alela: delece 13q14
v misté translokaéniho zlomu t(13;18)
\KLON B _/
B 46,XY
L 220U, AP O O
ﬁG,XY,t(lo;B}(p13;q14},+maror ) { 46,XY,1(2;18)(p12;q22) or 46,XY :
46,XY,t(10;13)(p13;q14),t(7;?)(q11;?) i .ishdel(13)(q14q14)(RP11-305D15+,DLEUL, §
.isht(10;13)(RP11-305D15 dim,DLEU1-, : D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+,
D135319-,RP11-327P2+,RP11-310D8+, LAMP1+,LS113qter+)

LAMP1+,LSI13qter+;RP11-305D15+,DLEU1-,
D13S319-,RP11-327P2-,RP11-310D8-,LAMP1-,
LSI13qter-)

1. alela: delece 13ql14
v misté translokaéniho zlomu t(10;13)
2. alela: bez delece

\\KLONA

1. alela: intersticialnidelece 13q14
i 2. alela: bez delece

i PREDPOKLADANY KLON - nezachycen

|

(46,dem ) (46,idem )
Jish idem,del(13)(q14q14}(RP11-305D15-, b
DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+, .ishidem,del(13)(q14q14)(RP11-305D15-,

DLEU1-,D135319-,RP11-327P2+,
RP11-310D8+,LAMP1+,LSI13qter+) RP11310D8+,LAMP1+L5I13qters)
1. alela: delece 1314

v misté translokaéniho zlomu t(10;13) ;.a_:e:af !n:ers:!c!a':n!ge:ece gqﬂ
2. alela: intersticialni delece 13q14 £.alefa: Intersticiaini delece 13q
KLONC

| KLONB ) \_ Y,

Obrizek 4.5 Schémata klondlniho vyvoje u dalSich pacientit s koexistenci klonii s deleci 13q14
V misté translokacniho zlomu a s intersticidlni deleci 13q14 (¢ast A, B, C)

A — pac. 94, B- pac. 131, C — pac. 219. Zahrnuty vysledky karyotypu a relevantnich FISH nalezu,
nezavisle vzniklé klony s delecemi druhych alel 13q14 jsou oznaceny Sipkami.
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C 46,XY

L h 4
((45,XY,der(4)t(4;13)(p14;q14),-13 ) (46,XY
.ishder(4)t(4;13)(RP11-305D15-,DLEU1-, .ishdel(13)(q14q14)
D135319-,RP11-327P2-,RP11-310D8+, (RP11-305D15+,DLEU1-,0135319-,RP11-
LAMPL+,LSI13qter+) 327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,LSI13qter+)
1. alela: delece 13gl14 1. alela: intersticialnidelece 13q14
v misté translokaéniho zlomu t(4;13) 2. alela: bez delece
2. alela: bez delece \I{LON c
\.I(LONA y,
I , :
N 46,XY
GS,XY,idem

.ishidem,del(13)(ql4ql4}
(RP11-305D15+,DLEU1-,D0135319-,RP11-
327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,LS113qter+)

1. alela: intersticialnidelece 13q14
2. alela: intersticialni delece 1314

.ishidem,del(13)(q1l4q14)
(RP11-305D15+,DLEU1-,D135319-,RP11-
327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,LSI13qgter+)

1. alela: delece 13q14
v misté translokaéniho zlomu t(4;13)
2. alela: intersticialnidelece 13q14 \KLON D

KLONB
\.

Obrazek 4.5 — pokradovani (¢dst C)



Multiklondlni intersticidalni delece 13q14

U jednoho pacienta (pac. ¢. 222) byla ve vzorku z progrese onemocnéni po 1€¢bé
FCR  vySetienim  karyotypu a FISH  zjiSténa  pfitomnost tfi  klona
s monoalelickou intersticialni deleci 13q14 rtuzného rozsahu. Retrospektivni FISH
nestimulovaného vzorku ze zachytu onemocnéni prokazala shodny nalez jiz v dobé
diagnozy. Vysledky vSech provedenych vysSetieni jsou shrnuty v tabulce 4.8.

V karyotypu byly nalezeny 2 klony: v zakladnim klonu byla zji$téna rekurentni
translokace  t(14;18)(q32;021) aderivovany chromosom der(13;15) vznikly
celoraménkovou translokaci a centricky fragment z chromosomu 13 (potvrzeno FISH
s centromerickou  sondou), Vv subklonu pak dale rozsahla delece druhého
(netranslokovaného) homologu chromosomu 13 (klon D, viz nize).

Zakladnim FISH hodnocenim mitéz pro lokus D13S319 byly dale prokazany,
vedle pfitomnosti zakladniho klonu s der(13;15) bez jakékoli delece 13q14 (klon A),
dva subklony s kryptickou intersticialni deleci 13q14 (klony B, C). V jednom subklonu
(klon B) se jednalo o kryptickou deleci der(13;15) a v druhém o kryptickou deleci
druhého chromosomu 13 (klon C).

Vzorek byl dale vySetfen, obdobné jako vzorky s koexistenci klonl s riiznymi
formami delece 13q14, dvéma FISH analyzami na mitézach s kombinaci BAC sond
mimo MDR (RP11-305D15 centromerickym smérem od MDR v oblasti RB1 genu a
RP11-327P2 telomerickym smérem od MDR), sondou pro DLEU1 v MDR a dvéma
kontrolnimi sondami pro 13qter. Vysledek obou téchto vySetfeni pro vSechny
popisované subklony je dokumentovan na obrazku 4.6. Ob¢ vySetfeni prokdzala
rozdilny rozsah obou kryptickych deleci — Vv pfipadé¢ deletovaného der(13;15)
zahrnovala delece rovnéz lokus RB1 genu mimo MDR (klon B), delece druhého
chromosomu 13 pouze lokus DLEUL, resp. D13S319, v MDR (klon C). U rozsahlé
delece 13q v subklonu zjisténém i v karyotypu (klon D) byla potvrzena ztrata obou
vySetfovanych lokustt mimo MDR (tj. i RP11-327P2).

Hodnoceni samostatnych interfazickych FISH pro jednotlivé sondy, v souladu
S nalezem vySe popsanych vySetfeni mit6z, ukazalo ztratu D13S319/DLEU1 v 54-57%
jader, deleci RB1 genu v 28% jader a deleci RP11-327P2 v 19% jader.

Uvedena vySetfeni ukazuji na vznik intersticidlni delece v klonu B nezavisle na
intersticialnich delecich v klonech C a D. V prtipad¢ deleci v klonech C a D nelze urcit
zda se jedna také o jejich nezavisly vznik ¢i postupny klonalni vyvoj klonu D z klonu C.

Zjistény klonalni vyvoj u pac. €. 222 je shrnuty v schématu na obrazku 4.7.
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V dob¢ diagnozy byla provedena pouze zakladni vySetfeni interfazickou FISH
(z nestimulované kultivace) s nalezem monoalelické delece 13q14 (D13S319) ve 43%
jader. Retrospektivni FISH analyza se vSemi pouzitymi sondami prokazala podobny
nalez jako vzorek v progresi (tj. 49% jader se ztratou DLEUI, 20% jader se ztratou RB1
genu a 9% jader s deleci lokusu pro RP11-327P2), tedy svéd¢i pro pfitomnost stejného
klonalniho vyvoje, resp. multiklondlni intersticialni delece 13ql4, jiz pfi zéachytu

onemocnéni.

Tabulka 4.8 Multiklondlni intersticidlni delece 13q14 - shrnuti cytogenetickych dat

A/ Srovnani dostupnych nalezu p¥i zachytu a v progresi onemocnéni (pac. ¢. 222)

Zachyt onemocnéni (2004) Progrese po lécbé FCR* (2011)

Stadium dle Raie | m

Karyotyp
nd 46,XY,der(13;15)(q10;q10),+der(13)del(13)
(nestimulovana kultivace) (p11)del(13)(q11),t(14;18)(q32;921)[11]

/46,idem,del(13)(q12q31-33)[4]

Vysledky interfazickych FISH pro sondy pro detekci delece 13q14

RP11-305D15 (RB1) 20% monoalelickd delece 28% monoalelicka delece
[% jader] (odpovida klon&im B, D — viz ¢ast B této tabulky)
DLEU1 49% monoalelicka delece 54% monoalelicka delece
[% jader] (odpovida klontim B, C, D)
D135319 43% monoalelicka delece 57% monoalelickd delece
[% jader] (odpovida klontim B, C, D)
RP11-327P2 9% monoalelickd delece 19% monoalelickd delece
[% jader] (odpovida klonu D)

Vysledky ostatnich interfazickych FISH

IGH@ [% jader] 74% translokace IGH@ 77% translokace IGH@
del TP53, ATM, +12  neg. neg.

B / Charakteristika nalezenych kloni FISH se sondami pro 13q14 (pac. ¢. 222)
VySetteni v progresi onemocnéni (celkem hodnoceno 184 mit6z)

KLON A B Cc D
bez jakékoli der(13;15) monoalelicka monoalelicka
delece 13q14; s monoalelickou krypticka rozsahla
der(13;15) kryptickou intersticialni intersticialni
pfitomen intersticidlni deleci  delece druhého delece druhého

chromosomu 13 chromosomu 13

Velikost klonu

[% patol. mit6z] 29% (54/184) 24% (44/184) 25% (46/184) 17% (31/184)
RP11-305D15 (RB1) ztrata ztrata
DLEU1 ztrata ztrata ztrata
D13S319 ztrata ztrata ztrata
RP11-327P2 ztrata

*|écba FCR v roce 2005, s odstupem 16 mésicl od diagndzy
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Nalez FISH

Nalez DLEU1 13qter DLEU1 13qter
viaotpu | 1: G DOKI WEWB | | 0
RP11- RP11-  RP11-

(RP11-305D15) 31008 327P2 310D8

KLON A — bez jakékoli delece 13q14; der(13;15) pfitomen

\
t A 1

13 'Q. der(13;15)
. W 7 .
der(13;15) 9 E ~
KLON B - der(13;15) s monoalelickou krypt. intersticialni d. DLEU1 i RB1
PN
der(13;15)(q10;q10), s :
+der(13)del(13) . -

, 13
(p11)del(13)(q11) der(13;15)del(13) ~_ E der(13;15)del(13)

v e
- / ¥ ¢ ‘ .
" “ . 13 , A P
13 KLON C - der(13;15) bez delece; monoalelicka krypticka intersticialni
delece DLEU1 na druhém homologu chromosomu 13

_der(13;15) o ." . LY

r.'- _ ‘ h

w N N
b ' ) der(13;15)

Ao - N

™ del(13) ' -

CERER N [CYORF0)] KLON D - der(13;15) bez delece; monoalelickd rozsahla delece RB1,
CEFECYPLERBEE)M DLEUL, RP11-327DP2 na druhém homologu chromosomu 13
+der(13)del(13) -
(p11)del(13)(q11) * »n del(13) | 3

7 del(13) R 4 L\
g5 R & ‘
= y O - ‘der(13 13
13

e
Obrizek 4.6 Multiklondlni intersticialni delece 13q14 — vySetieni karyotypu a kombinované
FISH vysetieni se sondami pro DLEU1 a RP11-305D15 a DLEU1 a RP11-327P2
VySetieni u pacienta ¢. 222. Ztrata Cerveného signdlu pro DLEU1 v obou sloupcich indikuje deleci
13q14. Ztrata sousediciho zeleného signalu v levém sloupci znaci ztratu RB1 genu (RP11-305D15), ztrata
sousediciho zeleného signalu v pravém sloupci pak ztratu lokusu pro RP11-327P2, tj. ob& zelené sondy
detekuji delece 13ql4 vétsiho rozsahu. Kontrolni signaly (Cerveny/zeleny) v telomerické oblasti

akrocentrického chromosomu 13 nebo der(13;15) zistavaji zachovany, ve vSech piipadech se tedy jedna
se o intersticialni deleci 13q14.
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46,XY,der(13;15)(q10;q10),
+der(13)del(13)(p11)del(13)(g11),t(14;18)(g32;921)
.ishder(13;15)(RP11-305D15+,DLEU1+,D135319+,
RP11-327P2+,RP11-310D8+,LAMP1+,LSI13qter+)

KLON A bez jakékoli delece 13ql14
|

¥ ¥
(46,idem ) (46,idem )
.ish der(13;15)del(13)(q14ql4) .ishidem,del(13)(ql4ql4)
(RP11-305D15-,DLEU1-,D135319-, (RP11-305D15+,DLEU1-,D135319-,RP11-
RP11-327P2+,RP11-310D8+, 327P2+,RP11-10D8+,LAMP1+,LSI13qter+)
LAMP1+,1LSI13qter+) der(13;15) bez delece 13q14;
der(13;15)s monoalelickou monoalelicka krypticka intersticialni
kryptickou intersticialni deleci delece 13q14 na druhem homologu
13q14 chrom. 13
Q(LON B y, KLONC J
v
Gﬁ,idem,del[g}(q12q3l—33}
Jishidem, del(13)(RP11-305D15-,DLEU1-,
D135319-,RP11-327P2-,RP11-310D8+,
LAMP1+,LSI13qter+)
der(13;15) bez delece 13q14;
rozsahla intersticialni delece 13q na

qmuhe’m homologu chromosomu 13
KLOND
/

Obrazek 4.7 Schéma klondalniho vyvoje u pacienta s multiklonalni intersticidalni deleci 1314
Schéma klonalni evoluce u pac. ¢. 222 se zahrnutim vysledka karyotypu a relevantnich FISH nalezt
demonstrujici pfitomnost vice klont S riznymi intersticialnimi delecemi 13914 (klony B, C, D; oznadeny
Sipkami) a nezavislou p¥itomnost klonu B na klonech C, D.

4.2.2 Delece 11q (ATM genu)

Delece ATM genu, odpovidajici parcialni deleci dlouhych ramen chromosomu 11,
byla prokazana u 24% (92/387) vysettenych vzorki, resp. u 24% (81/337) pacientll. Ve
vSech nalezenych ptipadech se jednalo o deleci pouze jedné alely.

V pievaze piipadd se ztratou ATM byly nalezeny intersticialni nebo terminalni
delece, tvotily 84% (77/92) vsech deleci 11q, u dalsich 8,5% (8/92) deleci se jednalo o
ztratu v disledku nebalancované translokace a ve zbyvajicich 7,5% (7/92) ptipada byla
delece stanovena pouze interfazickym FISH vySetfenim, tj. formu delece nebylo mozné
urit (4x maly subklon nezachyceny nahodné pii analyze karyotypu, 3x neluspé$na
kultivace).

Intersticidlni delece byla nalezena 59x (59/77), terminalni delece 18x (18/77).
Delece byla ve vsech téchto piipadech popséana dle vySetieni karyotypu, jednalo se tedy

vzdy o delece vétSiho rozsahu. Komplexni zmény karyotypu (> 3 aberace zjisténé
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kombinaci nalezll analyzou karyotypu a kryptickych zmén 13q14 zjisténych FISH) byly
nalezeny v 57% (44/77) ptipadu s intersticialni ¢i terminalni deleci 11q.

Oproti tomu vSechny nebalancované translokace vedouci ke ztraté 11q se vzdy
vyskytovaly jako soucast komplexnich zmén karyotypu (8/8; 100%). Urcenymi
translokac¢nimi partnery byly chromosomy 13 (13q 2x), 6 (6q 1x) a 7 (7q 1x), ve
zbyvajicich ptipadech nebyl translokacni partner urcen.

Celkem byly komplexni zmény karyotypu nalezeny v 58% (53/92) vzorkl
s prokazanou deleci 11g/ATM genu.

4.2.3 Trisomie 12

Trisomie chromosomu 12 byla nalezena v 18% (70/385) vySetfenych vzorkd,
resp. u 17,5% (59/337) pacientu.

Celkem 4x (4/70; 6%) byla prokazéana dal$i piestavba nadpocetného chromosomu
12 — Ix delece dlouhych ramen a 3x komplexni piestavba s dal§imi dvéma chromosomy
na pozadi dalsich (komplexnich) zmén karyotypu (2x se jednalo o opakované vySetieni
téhoz pacienta). Ve dvou té€chto vzorcich byl subklon s derivovanym nadpocetnym
chromosomem 12 nalezen vedle zakladniho klonu s ,,éistou’ trisomii 12.

V pievaze vzorku s trisomii 12, v 91% (64/70), byla prokdzana nadpocetna kopie
dale nederivovaného chromosomu 12.

Ve dvou vzorcich (2/70; 3%) nebylo mozné trisomii 12 hodnotit analyzou mit6z a
byla stanovena pouze interfazickou FISH (netispé$na kultivace).

Komplexni zmény karyotypu (> 3 aberace zjiSténé kombinaci nalezl analyzou
karyotypu a kryptickych zmén 13q14 zjisténych FISH) byly nalezeny v 31% (22/70)

vzorku s trisomii chromosomu 12.

4.2.4 Delece 17p (TP53 genu)

Delece genu TP53, resp. kratkych ramen chromosomu 17, byla nalezena u 7%
(27/384) vysetfenych vzorki, coz odpovida 6,5% pacientd (22/335). Ve vSech
ptipadech se jednalo o deleci jedné alely genu.

Terminalni delece 17p byla nalezena celkem v 6 vzorcich (6/27; 22%) 6 pacientt,
ztoho 4x vSak paraleln¢ sdruhym subklonem s nebalancovanou translokaci
chromosomu 17 vedouci ke ztrat¢ 17p a 1x s druhym klonem se ztratou centromerické
oblasti 17 (resp. monosomii 17). Zlomy u 6 nalezenych terminalnich deleci byly

popsény do 17p10 (1x), 17p11 (3x) a 17p11.2 (1x).
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Ztrata TP53 v disledku nebalancované translokace 17p ¢i centrické fize 17q10
byla nalezena celkem v 15 (15/27; 56%) vzorcich 13 pacientl (2 pacienti byli vysetfeni
opakovang), z toho 4x paraleln¢ s klonem s deleci (viz vySe) a 1x také s klonem se
ztratou centromerické oblasti (monosomii 17). Celkem bylo nalezeno 13 translokaci
S t¢mito transloka¢nimi zlomy: 17ql10 4x (centrické fuze sjinym chromosomem
vedouci k celoraménkové translokaci 17q a soucasné ztraté¢ 17p) a 17pll O9x.
Z uréenych transloka¢nich partnerti byl nejcastéji zastoupen chromosom 18 (18q 3x),
dale byla zaznamenana translokace s chromosomy 2 (1x), 4 (49 1x), 6 (6g 1x),
9 (99 1x), 14 (149 2x) a 15 (159 2x); 2x translokacni partner nebyl urcen.

Ve 4 vzorcich (4/27; 15%) 4 pacienti (4/22) byla detekovana monosomie
chromosomu 17, resp. ztrata kratkych ramen a centromery s translokaci dlouhych ramen
na jiny derivovany chromosom se zlomem popisovanym vzdy do 17g11l; v jednom
z téchto pripadi byla v subklonu (vedlejsim klonu) nalezena terminalni delece 17p
(resp. centricky fragment chromosomu 17), v dal§im ptipadé nebalancovana translokace
se zlomem v 17pl1 (viz také vySe). Translokaénimi partnery téchto nebalancovanych
translokaci 17q11 spojenych se ztratou centromerické oblasti a 17p byly chromosomy
3 (3q 1x), 4 (4p 1x, 49 1x) a 6 (6p 1x).

Vsechny popisované termindlni delece nebo nebalancované translokace bylo
mozné rozpoznat vysetfenim karyotypu, nejednalo se tedy o kryptické zmény malého
rozsahu detekovatelné pouze cilenym FISH vySetfenim.

U zbyvajicich 8 (8/27) vzorkl s deleci (7/22 pacient) byla delece stanovena
pouze interfazickou FISH bez moznosti hodnotit mitézy (3x v malém subklonu susp.
nezachyceném analyzou mit6z, 2x na pozadi rozsahlych komplexnich zmén karyotypu,
3x netspésna kultivace).

V 70% (19/27) ptipadii s deleci TP53 byly detekovany komplexni zmény

(> 3 aberace; zde vSechny zjistény analyzou karyotypu).

4.2.5 Delece 6q

Delece dlouhych ramen chromosomu 6 byla prokazana v 8% (33/391)
vySetienych vzorki, resp. u 8% pacienti (28/337). Krom¢ jednoho piipadu vSechny
delece zahrnovaly pruh 6q21, resp. ztratu lokusu pro gen SEC63. VSechny prokézané
ztraty 6g21 byly monoalelické.

U 67% (22/33) vzorkl s deleci (u 20 pacientd) se jednalo o deleci intersticidlni

(14x) ¢i terminalni (8x).
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Nebalancované translokace vedouci ke ztrat€¢ 6q byly prokazany v ¢asti vzorka
(6/33; 18%), ve vSech pripadech na pozadi komplexnich zmén karyotypu. Jednalo se
celkem o 5 translokaci (1 pacient byl vySetfen opakovan¢); transloka¢ni partnefi byli
chromosom 2 (2p 1x, 2q 1x), 18 (18q 1x) a ve dvou piipadech nebyl transloka¢ni
partner urcen.

2X (2/33) byla nalezena ztrata centromerické oblasti jednoho chromosomu 6
s translokaci ¢asti materidlu tohoto chromosomu na partnerské chromosomy. V dalSich
2 (2/33) vzorcich (opakované vysetfeného stejného pacienta) byl obdobny nalez
s vedlejsim subklonem s terminalni deleci 6q. Rovnéz u téchto vzorkt byly vzdy
nalezeny komplexni zmény karyotypu.

Vsechny vySe popisované nalezené delece, termindlni i intersticidlni, a
nebalancované translokace bylo mozné detekovat vySetfenim karyotypu. Pouze 1x
(1/33) nebyla delece 6q zachycena vySetienim mitoz, ale jenom interfazickou FISH
(jednalo se o opakované vySetfeni pacienta s diive prokazanou intersticialni deleci 6q).

U pievahy vzorki s prokézanou deleci 6q, resp. u 61% (20/33) vzorkt s deleci 6q,

byly nalezeny komplexni zmény karyotypu.

4.2.6 Aberace 14q

Celkem bylo nalezeno 7 vzorkd od 7 pacientt (7/391; 2%, resp. 7/337; 2%)
s intersticidlni deleci 14q. Ve vice neZ poloviné ptipada (4/7) byla delece 14q soucasti
komplexnich zmén karyotypu. V jednom z téchto pfipadl byla delece 14q detekovana
v subklonu vedle rekurentni translokace t(14;18) se zlomem IGH@ genu druhého
homologu chromosomu 14.

Translokaci 14q bylo nalezeno 19, z toho v 9 (9/19) piipadech byla prokazana
balancovana translokace IGH@ genu (podrobné vysledky spole¢né pro vSechny Ig geny
v tabulce 4.4 v kap. 4.1.6).

Dalsich 10 (10/19) translokaci rovnéz nevedlo k nebalancovanym zménam
chromosomu 14 a svyjimkou jednoho pfipadu ani k nebalancovanym zménam
translokacniho partnera. Zlomy chromosomu 14 v téchto pifipadech byly popisovany do
14q10 (4x, centrické fuze), 1424 (2x), 14931 (1x) a 14q32 (3x). Partnerskych
translokaénich zlomt bylo nalezeno 11 (v jednom ptipadé se jednalo o translokaci mezi
ttemi chromosomy). Transloka¢nim partnerem byl nej€astéji chromosom 17 (17q 3x),
dale pak chromosomy 11 (11q 2x), 12 (12p 1x, 12q 1x), 13 (13q 1x), 15 (159 1x) a 18

(18q 1x), v jednom ptipad¢ translokacni partner nebyl urcen.
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5 Diskuse

Pilotni porovnani DSP30/1L2 stimulované a nestimulované kultivace

Pilotni duplicitni posouzeni 23 vzorkd, paralelné kultivovanych jak standardni 24
hod. nestimulovanou kultivaci tak 1 72 hod. DSP30/IL2 stimulovanou kultivaci, ukazalo
vysokou tspésnost stimulované kultivace. Po stimulované kultivaci byl v 91% (21/23)
vzorkli nalezen dostatek mitdéz pro naslednou analyzu karyotypu, oproti tomu po
kultivaci nestimulované pouze v 70% (16/23) vzorkd. Jesté vyrazngjsi rozdil pii
porovnani obou kultivaci byl v zachytu patologickych klonti. Analyzou karyotypu
v bunkach po stimulované kultivaci byl patologicky klon nalezen v 65% (15/23) vzorkad,
po kultivaci nestimulované pouze v 13% (3/23) vzorku. Stejné tak i velikost
patologického klonu (resp. podil patologickych mitdz) byla prokazana vyrazné vyssi ve
stimulovanych kulturach oproti nestimulovanym (median velikosti klont 67% vs. 13%).

VysSetfenim interfaznich jader metodou FISH naopak byly patologické klony
nalezeny vzdy shodné vobou kulturach (v 87% vzorkl; 20/23). Také velikost
patologickych klonti (podil jader s prokdzanou abnormalitou) byla v obou kultivacich
obdobna (median velikosti klonti z obou kultivaci = 67%). Stejny nalez pii hodnoceni
interfaznich jader v builkkdch po nestimulované kultivaci je dikazem, ze Vv prub¢hu
stimulované kultivace nedochdzi k narstu podilu patologickych jader (bunék), a Ze
tedy hodnocené patologické mitdzy velmi pravdépodobné pochézeji z prvniho déleni
CLL bungk in vitro a jedna se skute¢né o zmény spojené s leukemickymi burikami in
vivo, nikoli o mozné kultiva¢ni artefakty.

Celkova uspésnost DSP30/IL2 stimulované kultivace

Celkova mira zachytu patologickych klond analyzou mitéz bunék CLL po
DSP30/IL2 stimulované kultivaci dosahovala ve vysetfeném souboru vzorkd 84%
(329/391) pti Gspésnosti kultivace 96% (375/391 tspésné vysetfenych vzorkl). U 65%
(254/391) vzorkl byl nalezen patologicky klon analyzou karyotypu, u dalSich 19%
(75/391) vzorkti pak krypticka intersticialni delece 13ql4 (detekovanda FISH
hodnocenim mit6z) jako jedina zména karyotypu.

Dosazena uspésnost kultivace (96%) je srovnatelnd s tidaji publikovanymi dal$imi
autory (Dicker et al. 2006, Haferlach et al. 2007), avsak v nasem souboru je v mnohem
mensi mife detekovan patologicky klon analyzou karyotypu G-pruhovanim (65% vs.
78%, resp. 83%) (Dicker et al. 2006, Haferlach et al. 2007). Rozdil je ziejmé zptsoben
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riznym podilem vzorkl se samostatnou kryptickou intersticidlni deleci 13q14, zjisténou
pouze FISH hodnocenim mitéz pii normalnim nalezu v Karyotypu, ktery v nasem
souboru ¢ini 19% (75/391) oproti pouze 1% (5/508) uvadénému V rozsahlejsi
z obou citovanych studii (Haferlach et al. 2007). Celkové zastoupeni delece 13q14 jako
samostatné zmény karyotypu nalezené jakoukoli metodou je pfitom obdobné (24%;
91/387 v prezentovaném souboru Vvs. 25%; 125/508 v Haferlach et al.). Vzhledem
k tomu, ze u vice nez poloviny piipadd delece 13q14 se jedna o deleci mensi nez 1Mb
(Ouillette et al. 2008, Parker et al. 2011), je spiSe pravdépodobny jeji obtizny nalez
analyzou karyotypu a naopak vyssi zachyt pouze FISH vySetienim, tedy ve shodé¢
s vysledky prezentovanymi v této praci.

Vysetfeni vétsiho souboru stimulovanych CLL vzorkl také potvrdilo pilotni
pfiznivy nélez vysokého podilu patologickych mitdéz ve vzorcich (medidn velikosti
patologickych kloni pii analyze karyotypu byl 87% pii medianu infiltrace CLL
bunkami dle FACS 60%).

Porovndani s detekci rekurentnich aberaci FISH vySetienim interfaznich jader

Vyse uvedena mira zachytu aberantnich klonti analyzou mitéz (vySetfenim
karyotypu a/nebo FISH), tj. 84% (329/391) vzorku s patologickym klonem, je obdobna
jako mira zachytu alespon jedné z rekurentnich aberaci (delece 13g14, delece 11q22-23,
delece 17p13, trisomie 12) interfazickym FISH vySetfenim, ktera je v literatufe udavana
ve vysi ~80% (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000, Dewald et al. 2003) a
Vv prezentovaném souboru ¢ini 83% (325/391).

Delece 11g/ATM, delece 17p/TP53 a trisomie 12 byly az na vyjimky neuspésnych
kultivaci ¢i malych (sub)klonli hodnotitelné¢ vzdy i analyzou karyotypu. Oproti tomu
delece 13914 byla v ptevaze ptipadt pro analyzu G-pruhovanim krypticka, tj. nebyla
nalezena ani pii uspésné kultivaci a vysokém zastoupeni patologického klonu (66%
vSech deleci 13ql4, resp. 152/235, bylo stanoveno pouze FISH metodou, vcetné
analyzy mit6z).

Analyzou karyotypu vSak byla zjiSténa i pfitomnost jinych chromosomovych
aberaci nez uvedenych rekurentnich, vySetfovanych zaroven i FISH, a to u 44%
(171/391) vysetienych vzorki.

Ze vzorkll s normalnim nélezem FISH pro vSechny rekurentni aberace (17%
vzorki; 66/391) byly zjistény jiné aberace v karyotypu ve vice nez jedné ttetin€ piipadi

(23/66; 35%).
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Souhrnné Ize konstatovat, Ze kombinaci FISH vySetieni a analyzy karyotypu po
stimulované kultivaci byl nalezen patologicky klon u 89% vzorkl (348/391), tedy ve
srovnatelné mife s publikovanymi udaji (85% v (Haferlach et al. 2007)). Provedeni
analyzy karyotypu vSak zasadné¢ navySuje mnozstvi ziskanych informaci
o chromosomovych abnormalitich leukemickych bunék.

Klonalni vyvoj

Hodnoceni klonalniho vyvoje ve vySetfovaném souboru bylo provedeno ve dvou
rovinach. Byla hodnocena pfitomnost vice kloni ve vySetfovaném vzorku, klonalni
vyvoj ,,in situ®, a pak klonalni vyvoj v pribéhu onemocnéni u opakovanych vysetfeni
stejnych pacientd.

Ptitomnost vice (sub)kloni ve vySetfovaném vzorku, detekovana analyzou
karyotypu a/nebo FISH, byla zjisténa v 34% (133/391) vzorkd; pouze analyzou
karyotypu byla stanovena v 24% (93/391) vzorkti ve shodé s27% uvadénymi
v (Haferlach et al. 2007).

Novy klonalni vyvoj v pribéhu onemocnéni byl nalezen celkem u 23% (46/193)
vzorki vySetfenych mimo prvozachyt onemocnéni, resp. u 29% (43/149) pacientil.
bunikach nestimulované kultivace, byly hodnoceny pouze ptidatné zmény rekurentnich
aberaci (delece 13ql4, delece 11q22-23, delece 17pl13, trisomie 12). Takto byly
stanoveny zmény v 18% (25/139) vzorku, resp. u 23% (25/108) pacientd, ve shodé
s 11-26% udavanymi v literarnich zdrojich (Shanafelt et al. 2006, Stilgenbauer et al.
2007, Berkova et al. 2009, Loscertales et al. 2010). Nejcastéji byly zastoupeny piidatné
delece 13914 (11x) a delece 11q (7x).

Hodnocenim opakovanych vysetieni po stimulované kultivaci byl zachycen
klonalni vyvoj v podstatné vyssi mife, a to v 39% (21/54) vzorkd, resp. u 44% (18/41)
pacientli. Rozdil je zplisoben moznosti hodnotit i dalsi zmény karyotypu nez pouze
zminované rekurentni aberace stanovované FISH metodou; hodnoceni pouze FISH by
u této skupiny pfineslo informace o novém klonalni vyvoji u 20% (11/54) vzorku, resp.
u 24% (10/41) pacientd, tj. obdobné jako ve skupin¢ 139 vysetieni uvedenych
v pfedchozim odstavci. Mira cytogenetické evoluce karyotypu CLL bunék neni
Vv recentni literatufe ptiliS uvadéna, dle omezenych udaji je referovana v mife obdobné
jako v prezentovanych datech, 36% (Van Den Neste et al. 2007), ptip. 43% (Finn et al.
1998).
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Kromé nové zachycenych (sub)klonalnich aberaci také bylo zaznamenéno
vymizeni pivodné prokazovanych klont, celkem 11x (11/46). S vyjimkou jednoho
ptipadu parcialni remise (s pietrvavajici ~60% infiltraci CLL bunikami dle FACS) se
jednalo o vySetieni pfi klinickém stavu pacienta hodnoceném jako progrese po 1écbé
(9x), prip. relaps (1x), vzdy s infiltraci dle FACS vice nez 25% (s medianem infiltrace
60%). Tento jev neni v cytogenetickych studiich vénovanych CLL dosud zmifovan,
avSak je popisovan Vrecentni praci sledujici klonalni vyvoj u CLL celoexomovym
sekvenovanim, kde vymizeni (resp. vyznamna redukce) jednoho ze subklonti po 1€¢b¢ je
spojeno s expanzi klonu obsahujici silné ,,proliferativni® aberaci nebo mutaci (silny
»driver) (Landau et al. 2013). Tomuto modelu odpovida i piiklad pac. ¢. 228 uvedeny
vgrafu 4.3. s postupnym zanikem subklonu s deleci 13ql4 a soufasnou expanzi
subklonu s derivovanymi chromosomy 1 a 16 (komplexni pfestavba S viceCetnymi
zlomy chromosomu 1 dle vySetieni karyotypu, muze se jednat o chromothripsi chrom.
1) a pac. ¢. 53 se zanikem subklonu s translokaci t(11;13) spojenou s deleci 13q14 a
nalezem novych dvou subklonti obsahujicich deleci TP53 na zakladé dvou
nebalancovanych translokaci. Nepiiznivy vliv ztraty TP53 spojeny s chemorezistenci
onemocnéni je nesporny (Oscier et al. 2002, Dohner et al. 2000, Dohner et al. 1995,
el Rouby et al. 1993, Wattel et al. 1994), nové je popisovan jeji zisk v prubéhu
klonalniho vyvoje s naslednou expanzi tohoto nového subklonu (Landau et al. 2013)
vedouci k progresi onemocnéni. Chromothripsis, poprvé nalezena u pacienta s CLL
(Stephens et al. 2011), je v patogenezi nadorovych onemocnéni nové popisovany jev,
ptedpokladané rovnéz spojovany s progresivnimi formami onemocnéni (Viz review
(Forment et al. 2012)).

Klonalni vyvoj karyotypu (= 2 pfitomné klony v daném vySetieni) se castéji
vyskytoval ve skupiné pacientli s progresivnim onemocnénim (v progresi pied/po 1é¢bé,
Vv relapsu ¢i s rezistentnim onemocnénim) oproti pacientim vySetfenym pii zachytu
onemocnéni €1 se stabilnim prabéhem, statisticky na hranici vyznamnosti (P 0,05).

Obdobné pozorovani bylo ucinéno pro klondlni vyvoj v prubéhu onemocnéni
(> 1 klonalni zména od ptedchoziho vys.), kdy u vzorkl vySetfenych mimo prvozachyt
onemocnéni se vyskytoval klonalni vyvoj ¢astéji ve skupiné progresivnich onemocnéni
oproti stabilnim CLL nevyZadujicim zahajeni 1&¢by (P 0,05).

Hodnoceni klonalniho vyvoje v pribéhu onemocnéni (> 1 klonalni zména od

pfedchoziho vys.) u pacientii vySetienych opakované po stimulované kultivaci opét
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ukédzalo castéjsi vyskyt klonalniho vyvoje u vzorkli progredujicich onemocnéni
(P 0,04).

Vysledky analyzy klonalniho vyvoje v prezentovaném souboru, a to jak
klonalniho vyvoje ,,in situ“ tak piedev§im ziskanych zmén v pribéhu onemocnéni,
podporuji hypotézu vyskytu pomérné castych klondlnich zmén v buiikdch CLL
(Juliusson et al. 1988, Finn et al. 1998, Van Den Neste et al. 2007) a naznacené spojeni
klonalniho vyvoje S progresivitou onemocnéni je ve shod¢ suddvanou zhorSenou
progndzou pacientti se zachycenym klonalnim vyvojem (Stilgenbauer et al. 2007).

Komplexni zmény

Zevrubnou analyzou mitéz byly nalezeny komplexni zmény karyotypu v 28%
vzorkd (resp. u 27% pacientt), v souladu s publikovanymi tdaji, uvadéjicimi 24%, resp.
16% pacientti s komplexnimi zménami (Dicker et al. 2006, Haferlach et al. 2007). Ve
shodé¢ s literaturou (Haferlach et al. 2007) byla také ve skupiné komplexnich zmén
oproti celému souboru vyznamné ¢astéji nachazena ztrata genu TP53 (18% vs. 7%, P
0,002). Rovnéz delece ATM genu a delece 6q byla ve skupiné komplexnich zmén
nachazena Casté&ji (50% vs. 24% P 0,0000006, resp. 18% vs. 8%, P 0,008), coz muze
svédcit také pro zvySenou chromosomovou nestabilitu spojenou s témito aberacemi,
dale ptispivajici ke zhorSené progndze onemocnéni.

Komplexni zmény karyotypu (> 3 aberace) se vyznamné cast&ji (P 0,00001)
vyskytovaly ve skupiné pacientll s progresivnim onemocnénim (v progresi pied/po
1écbé, vrelapsu ¢i Srezistentnim onemocnénim) oproti pacientim vysetfenym pfi
zachytu onemocnéni ¢€i se stabilnim pribéhem. Pokud byly do hodnoceni komplexnich
zmén zahrnuty rovnéz kryptické zmény na chromosomu 13 detekované FISH, byla
asociace s progresivnim onemocnénim slabsi, nicméné statisticky stale velmi vyznamna
(P 0,0002). Tato zjisténi jsou v souladu sudavanou S$patnou progndézou spojenou
s komplexnimi zménami (Juliusson, Gahrton 1990, Juliusson et al. 1990, Koski et al.
2000).

Chromosomové translokace

Chromosomové translokace byly nalezeny v 37% (144/391) vzork1, resp. u 36%
(121/337) pacientil, obdobné jako u 33%, resp. 42% uvadénych v odborné literatuie
(Mayr et al. 2006, Van Den Neste et al. 2007). Detekovano bylo celkem 218
translokaci, pfevazné nebalancovanych (85%; 185/218). Nebyly nalezeny opakované se

vyskytujici nebalancované translokace, ale casto byly prokazany zlomy v mistech
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rekurentnich deleci (13q, 11q, 17p, 6Qq), jak jiz bylo diive popsano (Mayr et al. 2006).
Tyto nebalancované translokace jsou diskutovany samostatné¢ nize.

Pomérné frekventné (15/391 pacientti; 4%) byla také prokazovana nebalancovana
translokace chromosomu 2 vedouci k rozsdhlému zmnozeni 2p, piesto vSak byla
v tomto souboru nachazena v niz§im zastoupeni, nez je uvadéno v literatufe pii detekci
metodou aCGH (8% (16/200) u neselektovanych pacienti v (Jarosova et al. 2010), piip.
28% (22/78) nelécenych pacienti ve stadiu B/C dle Bineta v (Chapiro et al. 2010)).
Frekvence zmnozeni 2p sice muze byt ve zde prezentovanych datech diky vySetieni
vétsiho mnozstvi pacientti stanovena piesnéji, ale na druhou stranu je také ziejmé
ovlivnéna (snizena) nizsi rozliSovaci schopnosti analyzy karyotypu oproti aCGH.

Balancovanych translokaci bylo popsano 33 (33/217; 15%) a prevalentné byly
nachazeny na chromosomu 14 (18/33), v polovin¢ téchto piipadt (9/33) se pak jednalo
o rekurentni translokaci IGH@ genu. Se zapoctenim translokaci genti IGL@ a IGK@
(celkem 3x) byly translokace imunoglobulinovych genti nalezeny u 3,5% (12/337)
pacienttl, resp. v 4% (16/391) vzorkl. Nalezeny podil vzorkl s témito translokacemi je
niz§i nez 7-8% uvadénych v literatute (Cavazzini et al. 2008, Berkova et al. 2008).
Muze se sice jednat pouze o chybu malych ¢isel, avSak vzhledem k témét kryptickému
charakteru nckterych téchto translokaci pii niz§i kvalit¢ chromosomi a
k jejich prognostickému vyznamu (zejména translokace t(8;14), t(14;19) a t(19;22)) je
vhodné do panelu zakladnich FISH vySetieni pfipojit analyzu se sondou pro detekci
zlomu IGH@ genu.

Chromosomové translokace se také vyznamné Castéji, statisticky nejprikaznéji ze
vSech sledovanych skupin aberaci, vyskytovaly ve skupiné pacientil s progresivnim
onemocnénim (v progresi pied/po 1éc¢be, v relapsu ¢i s rezistentnim onemocnénim)
oproti pacientim vySetfenym pfi zachytu onemocnéni ¢i se stabilnim pribéhem
(P 0,000003); toto pozorovani je ve shodé¢ s udaji v dostupnych publikacich na toto téma
(Mayr et al. 2006, Van Den Neste et al. 2007).

Delece 13914

Delece 13ql4 je nachazena FISH vySetfenim interfaznich jader u 55-64%
pacienti s CLL (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000, Dewald et al. 2003),
V prezentovaném souboru byla prokazana FISH celkem v 62% (235/386) vzork, resp.
U 61% (209/336) pacientti. 77% (182/235) detekovanych deleci bylo monoalelickych,
v 16% (37/235) ptipadt delece byla prokazana soucasna pritomnost monolelické a

bialelické delece, v 7% (16/235) pouze delece bialelicka.
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Dalsi informace o charakteru delece 13ql4 pfineslo provedeni analyzy mitdz
metodou FISH a vysetfenim karyotypu po stimulované kultivaci. Submikroskopicka
delece, krypticka pro analyzu karyotypu G-pruhovanim a detekovana pouze FISH, byla
nalezena v 66% (154/235) piipadt delece (z toho se v naprosté pievaze, v 150/154
ptipadi, jednalo o intersticialni deleci). Tento nalez zfejmé odpovida deleci obvyklého
~900 kb minimalniho deletovaného regionu, kterd je dle vysledki aCGH piitomna
u vice nez poloviny piipadi delece (Ouillette et al. 2008, Parker et al. 2011).
Rozsahlejsi intersticialni delece 13914 detekovana i analyzou karyotypu byla zjiSténa
u 17% (41/235) prokazanych deleci a u dalsich 10% (23/235) ptipadi delece byla
v karyotypu nalezena jina ptestavba chromosomu 13 spojena se ztratou 13q14.

Ve skupiné rozsahlych intersticialnich deleci a jinych pfestaveb chromosomu 13
byly Castéji nachazeny komplexni zmény karyopu (> 3 aberace zjisténé pouze analyzou
karyotypu) oproti skupiné kryptickych deleci stanovenych pouze FISH (24/64; 37% vs.
26/154; 17%, P 0,001). Ve skupin¢ deleci nalezenych analyzou karyotypu byly také
mirné Castéji zastoupeny vzorky odebrané ve stddiu progrese onemocnéni (pfed 1é¢bou,
po 1écbe, v relapsu €i u rezistentnich onemocnéni) oproti vzorkiim s kryptickou deleci
(34/64; 53% vs. 60/154; 39%, P 0,07). Tato zjisténi by mohla odpovidat v literatuie
uvadéné horsi prognoze delece 13914 vétsiho rozsahu (Ouillette et al. 2008, Parker et
al. 2011) a jeji asociaci se zvySenou genomickou komplexitou (Ouillette et al. 2010).

Pro ptresnéjsi urCeni vyskytu deleci 13ql4 vétsiho rozsahu a jejich vlivu na
prognézu onemocnéni, by bylo vhodné vSechny vzorky s prokazanou deleci 13ql4
vySetiit dale FISH se sondou mimo MDR, napft. se sondou pro oblast genu RB1, ktera je
u vétsiny vétsich deleci také deletovana (Ouillette et al. 2008). Zda se byt ziejmé, Ze
jednoznacné stanoveni deleci 13ql4 vétSiho rozsahu by navic pfineslo nové
prognostické informace v individualnich ptipadech onemocnéni.

Intersticialni delece 13ql4 jako samostatna zména karyotypu (kryptickd i
detekovana analyzou karyotypu) byla nalezena pouze v 39% (91/235) piipadi delece.
Ve skupiné¢ samostatnych intersticialnich deleci 13914 byly vyznamné castéji
zastoupeny vzorky z prvozachytu ¢i stabilniho onemocnéni ve srovnani jak se vSemi
ptipady delece 13ql14 (65/91, 71% vs. 133/235, 57%, P 0,02) tak i ve srovnani
s delecemi 1314 jako soucastmi komplexnich zmén karyotypu (65/91, 71% vs. 34/83,
41%, P 0,0006). Tato zjisténi odpovidaji dlouho znamé predikci samostatné delece
13q14 jako priznivého prognostického faktoru (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000,
Dewald et al. 2003). Zda se i ve skupin¢ samostatnych deleci 13ql4 projevuje

77



neptiznivy vliv rozsahlejsi delece 13q14 bude jisté predmétem dal§iho zpresiujiciho
studia.

Translokace 13914 s deleci v misté translokacniho zlomu

Podrobna analyza mitdéz vySetienim karyotypu a FISH umoznila také studium
formy vyskytu delece 13q14, resp. mechanismu vzniku této delece. V pievaze vzorku
s deleci (81%; 191/235) byla prokazana delece intersticidlni, at’ jiz se jednalo o deleci
jedné alely ¢i obou. V 11% (25/235) ptipadt deleci byla prokdzana piitomnost
reciproké translokace s deleci v misté transloka¢niho zlomu jako mechanismu vzniku
delece jedné (24x) ¢i obou alel (1x). V dalsim 1% (2/235) vzorkli byla nalezena
monosomie 13 a ve zbyvajicich 7% vzorku (17/235) nebylo mozné analyzou mitdz
formu delece spolehlivé uréit a byla stanovena pouze interfazickou FISH.

Translokace 13ql4 s deleci v misté transloka¢niho zlomu jako minoritni forma
delece 13914 u CLL, resp. B-NHL, byla v odborné literatute jiz opakované popsana
(Gardiner et al. 1997, Haferlach et al. 2007, Struski et al. 2007, Herholz et al. 2007).
V jedné z citovanych studii (Haferlach et al. 2007) je uveden podil této formy delece na
celkovém poctu deleci 13914 u CLL ve vysi 13% a v dalsi (Struski et al. 2007) ve vysi
10% obecné u B-NHL, tj. obdobné jako v prezentovaném souboru. V (Struski et al.
2007) je zaroven ovSem zminovano navic stejné zastoupeni (~10%) translokaci 13q bez
delece 13gl4. V prezentovanych datech byl nalezen zlom 13q bez soucasné ztraty
13914 (FISH sondou pro D13S319) pouze 5x (5/34; 15% vsech nalezenych zlomu 13q)
oproti 29 zlomiim (29/34; 85%) souvisejicich s translokaci s deleci v misté¢ zlomu. 2x
(2/5) se jednalo o centrickou fuzi (zlom 13q10) a pouze ve zbylych 3 (3/5) ptipadech
0 zlom v oblasti 13912-13q14. Vzhledem k nalezu u pac. ¢. 94 (s koexistenci rtiznych
forem delece 13q14), kde sice nebyla u t/ll jednoznaéné prokazana ztrata D13S319, ale
delece DLEUI a RB1 ano (viz tabulka 4.7), neni vylouceno, Ze i v téchto 3 ptipadech
muze byt delece v misté translokacniho zlomu pfitomna, av§ak mimo zvoleny zakladni
vySetiovany lokus (D13S319). Na zaklad¢ ptedkladanych vysledki se lze tedy
domnivat, Ze translokace 13q je u CLL v naprosté pievaze ptipadid spojena s deleci
oblasti 13914 v mist¢ transloka¢niho zlomu.

Celkem bylo hodnoceno 24 translokaci 13ql4 s deleci v misté transloka¢niho
zlomu (v 25 vySetfenich u 23 pacientd, 2 pacienti byli vySetieni opakované). U 20
translokaci se jednalo 0 translokaci sjednim zji§ténym partnerskym zlomem a 4x
o komplexni pfestavbu mezi vice nez dvéma chromosomy. Translokacni partneti byli

rizni, ve shodé snalezy dalSich studii (Struski et al. 2007, Gardiner et al. 1997).
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Nejcastéji se opakujicim partnerem byl chromosom 11 (5x 11q), ve dvou piipadech
translokace vedla zaroveii i k deleci 11q, resp. ztrat¢ ATM genu. Zajimavy je pomérné
vysoky podil (17%; 4/24) komplexnich piestaveb mezi vice chromosomy, opét jiz diive
u translokaci 13q referovany (Gardiner et al. 1997).

U 15 pacientd/vzorka (15/25) byla nalezena translokace s deleci v misté
transloka¢niho zlomu jako pfi¢ina monoalelické delece 13q14. U dvou dalSich vzorkt
(2/25) opakovanych vysetfeni byl zachycen klonalni vyvoj — ztrata druhé alely
intersticialni deleci v subklonu. U 7 zbyvajicich pacientu (7/25; 17%) byla nalezena
soucasna ptitomnost i klonu s intersticidlni deleci (viz diskuse nize), u jednoho z téchto
pacientl (pac. ¢. 94) byl zachycen klon se dvéma translokacemi 13q14 s deleci v misté
zlomu vedoucimi k bialelické deleci. Pfipady translokace 13ql14 se ztratou druhé alely
intersticialni deleci byly jiz referovany (Gardiner et al. 1997), rovnéz tak i kazuistika
dvou translokaci vedouci k bialelické ztraté (Herholz et al. 2007).

Vzhledem k riznym transloka¢nim partnerim a chybé&jicim dikazim o ovlinéni
genové exprese na partnerském chromosomu (napi. aktivaci onkogenu) je mozné
pfedpokladat, ze pfimy leukemicky efekt translokace 13ql14 spociva (pouze) ve ztraté
tumorsupresorovych genti v MDR, pfip. mimo n¢j. Na rozdil od samostatnych deleci
13g14 je vsak piitomnost jakékoli, byt jediné, translokace v karyotypu buné¢k CLL
spojovana se zhorSenou prognézou (Mayr et al. 2006, Van Den Neste et al. 2007). Pii
posouzeni vlivu translokaci 13ql4 na prognézu onemocnéni je nutné vzit v Gvahu
Castou piitomnost komplexnich zmén karyotypu (14/25; 56%) a klonalniho vyvoje
(17/25; 68%) v pripadech zjisténych translokaci 13ql14, vySe uvedenou vyznamnou
¢etnost komplexnich translokaci 13q14 (4/24 translokaci), castou koexistenci s klony
s intersticialni deleci 13914 (7/25; 28%) a také cCast&jSi pFitomnost ztrat vétSiho
rozsahu, resp. oblasti genu RB1, u deleci v misté¢ transloka¢niho zlomu nez
u intersticidlnich deleci (4/6 vs. 3/8 v prezentovanych ptipadech koexistence, viz tab.
4.7).

Na zéklad¢ téchto nalezt Ize pfitomnost translokace 13ql4 povazovat za znak
zvySené chromosomové nestability, ktera souvisi se zhor§enou progn6zou onemocnéni.
Toto konstatovani je nicméné provedeno na zakladé hodnoceni malého souboru dat a
bude nutné jej ovétit na vétsi kohorté vzorku.

Nezavisla koexistence klonii s riiznymi formami delece 13014

Peclivou analyzou mitéz pii hodnoceni FISH se sondou D13S319 v MDR

(v kombinaci s vysetienim karyotypu) byly nalezeny u 7 pacientti soucasné piitomné
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klony s obéma nejcastéjsimi formami delece 13ql4, tj. s intersticialni deleci a s deleci
V mist¢ translokacniho zlomu (tab. 4.6, ¢ast B). Obdobny ptipad byl v odborné literatuie
dosud zaznamenan pouze jednou, bez blizsi diskuse ¢i podrobného vysSetfeni FISH
metodou (Gardiner et al. 1997).

Ve tfech ptipadech (3/7, pac. €. 62, 204, 260) byly nalezeny soucasn¢ dva klony
s monoalelickou deleci — jeden s intersticialni kryptickou deleci, druhy s deleci v misté
translokacniho zlomu odpovidajici ndlezu zdanlivé balancované translokace
v karyotypu. Tt dalsi piipady (3/7, pac. ¢. 131, 219, 335) ukazaly slozitéjsi klonalni
vyvoj se zachycenim obdobné koexistence na bialelické urovni, resp. jednoho klonu
S bialelickou intersticidlni deleci a druhého klonu Sdeleci jedné alely Vv misté
translokacniho zlomu a s intersticialni deleci alely druhé. Zbyvajici ptipad (1/7, pac. €.
94) spocival v koexistenci klonu s monoalelickou intersticialni deleci a klonu
s bialelickou deleci v diisledku dvou rtiznych translokaci 13q14.

Ctyfi pacienti z vyse uvedenych sedmi (pac. & 94, 131, 204, 219) byli dale
vySetieni FISH sondami mimo MDR, s podrobnou analyzou mitdz i interfaznich jader,
umoznujici dalsi zpfesnéni nalezl (viz tabulka 4.7, obrazek 4.2 a (Hruba et al. 2012)).
Ve trech piipadech (vSechny kromé pac. €. 204) byly nalezeny dal§i, méné zastoupené
klony. Ve dvou piipadech (pac. €. 131 a 219) byl timto vySetfenim prokazan nezavisly
(paralelni) vznik intersticialnich deleci druhych alel v klonu se ztratou prvni alely
intersticialni deleci a v klonu s deleci prvni alely v disledku translokace 13q14 (viz obr.
4.5, cast B,C).

U pacienta ¢. 204 s vhodnym klondlnim vyvojem umoziujicim provedeni dikazu
nezavislosti vzniku obou forem delece 13ql4 byla provedena dal$i hybridizace
soucasné se sondami detekujicimi intersticialni deleci 14q a deleci 13q14 (viz obr. 4.3).
Vysledky této hybridizace jednoznacné prokazaly, ze v tomto piipadé je pritomnost
Klonu s intersticialni deleci 13q14 a klonu s deleci v misté transloka¢niho zlomu na sobé
nezavisla (viz schéma na obr. 4.4). Pfi¢inou takového obrazu klonalniho vyvoje mohl
byt pouze rovnéz nezavisly vznik obou forem deleci.

Na zéklad¢ téchto vysledkl se 1ze domnivat, ze nezdvisle na klonu s intersticidlni
deleci vznikaji 1 translokace 13q14 s deleci v misté zlomu ve vSech ostatnich ptipadech.
Nejednd se tedy o postupny klonalni vyvoj (napt. klonu s deleci v misté transloka¢niho
zlomu z klonu s intersticialni deleci). Obdobné tvrzeni mize navic platit i pro dalsi
B-NHL, vzhledem k tomu, ze translokace 13914 s deleci v mist¢ zlomu jsou zde rovnéz

rekurentné nachazeny (Struski et al. 2007).
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Mechanismus vzniku delece v misté translokacniho zlomu
Vhodnym mechanismem pro jednokrokovy vznik translokace s deleci v misté

translokacniho zlomu muize byt mikrohomologii zprostfedkovand, zlomem indukovana

replikace (MMBIR), viz obr. 5.1, ¢ast A.
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Obrazek 5.1 MMBIR (mikrohomologii zprostiedkovanad, zlomem indukovana replikace)
A — schéma vzniku reciproké translokace t(7;13) s deleci 13q vV misté zlomu, partnersky chromosom 7
Vv tomto piipade€ bez zisku ¢i ztraty v misté zlomu; B — obdobné vznik intersticialni delece

Zpracovano dle (Howarth et al. 2011)
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MMBIR je jednim z mechanismii pro opravu zlomid DNA zptisobujicich zastavu
replikaéni vidlice. Recentné¢ byla tato replikaéni oprava navrzena i pro vznik
reciprokych translokaci s duplikacemi v mistech zlomi v nadorovych bunkach
(Howarth et al. 2011). Vedle duplikace mize tento mechanismus vést (v druhé dcefinné
buiice) v misté transloka¢niho zlomu i k deleci a navic by také vysvétloval pozorované
delece v misté¢ zlomu transloka¢niho partnera (v prezentovanych datech 2x ztrata ATM
genu na chromosomu 11). Prostfednictvim MMBIR také mohou vznikat intersticialni
delece (Howarth et al. 2011), viz obrazek 5.1, ¢ast B.

Nicméné, pripad t/IV se zachovanym signalem pro lokus RB1 genu na obou
derivovanych chromosomech (pac. ¢. 131, viz tabulka 4.7, obrazek 4.2) mize
naznacovat i jiny, vice komplikovany, mechanismus vzniku téchto translokaci.

Multiklondlni intersticidlni delece 13q14

U jednoho pacienta (¢. 222) byly ve vzorku z progrese onemocnéni nalezeny,
kombinaci analyzy karyotypu a FISH pro lokus D13S319 v MDR, tfi klony s riznymi
monoalelickymi intersticialnimi delecemi 13g14. Dal§im vysetfenim FISH se sondami
mimo MDR byl stanoven rlzny rozsah kazdé z téchto tii deleci. Doplnéné
retrospektivni vySetieni navic prokazalo shodny nalez i v dobé zachytu onemocnéni (viz
tabulka 4.8, obrazek 4.6 a schéma na obrazku 4.7). Jedna se o prvni publikovany piipad
v odborné literatuie (Hruba, Subrt 2013).

Tento piipad ndzorné¢ dokumentuje nutnost analyzy CLL bunék po stimulované
kultivaci, nebot’ v dobé zachytu onemocnéni (r. 2005, tj. pfed zavedenim stimulované
kultivace) byla prokazana FISH vySetfenim interfaznich jader z bun€k nestimulované
kultivace pouze delece 13914, dalsi zmény véetné¢ multiklonality delece 13q14 zustaly
skryty, a cytogenetické vySetfeni predikovalo piiznivou prognézu. Onemocnéni vSak
progredovalo s nutnosti zahajeni 1écby 16 mésicti od diagnézy. Pokud je vzat v tivahu
neutralni vliv na prognézu piitomné rekurentni translokace t(14;18)(q32;q21), je moZné
se domnivat, ze multiklonalita delece 13ql4 jako projev chromosomové nestability
mohla pfedznamenat rychlou progresi onemocnéni.

Lze také predpokladat, ze obdobna skrytda multiklonalita se mize vyskytovat i
u jinych pfipada intersticidlni delece 13q14. Odhaleni dalSich ptipadi miize napomoci
dusledna chromosomova analyza CLL bunék po jejich vhodné stimulaci in vitro,
zahrnujici kromé vySetfeni karyotypu i FISH s vice riznymi sondami pro oblast 13q14
pro detekci (sub)kloni s riznymi rozsahy delece 13914. Skute¢nou cetnost téchto

multiklonalnich deleci Ize ale obtizn¢ urcit, nebot’ i pfi provedeni vSech zminovanych
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analyz zustanou neodhaleny pfipady s obdobnou velikosti delece ¢i s cytogeneticky
nerozliSitelnymi homology chromosomu 13 (resp. bez jinych aberaci ¢i polymorfismi).

Multiklonalita delece 13q14

Zjisténé pripady koexistence kloni s riznymi formami delece 13ql4 a
pfedpoklad, Ze i1 (né&které) intersticidlni delece mohou byt multiklondlni, vedou
k hypotéze, ze frekvence vzniku deleci 13q14 mulze byt vyrazné vyssi nez je maximum
dvou udalosti na pacienta vV piipadé bialelické delece. Vyznamné frekvenci udalosti
v oblasti 13q14 u CLL samoziejmé odpovidd vysoky podil pacientii s deleci 13914 a
jeji rozpoznany prispévek k patogenezi CLL (viz kap. 1.8), ale také pomérné cCasty
vznik i zanik (sub)klont s deleci 13q14 v pribéhu onemocnéni (viz kap. 4.1.4 a diskuse
ke klonalnimu vyvoji vyse).

Prezentované piipady multiklonality (koexistence klonl sriznymi formami
delece a kazuistika multiklonalni intersticidlni delece) vySetiené i sondami mimo MDR
navic v pievaze (4/5) obsahovaly i subklon(y) s deleci RB1 genu, tj. s deleci 13ql14
vétsiho rozsahu asociovanou s vétsi genomovou komplexitou (Ouillette et al. 2010) a
zhor$enou progndzou (Ouillette et al. 2008, Parker et al. 2011).

Pfitomnost vice klont s nékolika nezavislymi zlomovymi udalostmi v oblasti
13914 (,,hot spotu®) je vyjadienim chromosomové nestability zptisobené doposud
nerozpoznanou pii¢inou. V urcité €asti pfipadl zfejmé muize byt nestabilita genomu
u CLL, alespon na cytogenetické ¢i molekularné-cytogenetické trovni, vyjadiena pouze
multiklonalitou tohoto jednoho lokusu a i tyto piipady mohou byt asociovany s rychlejsi
progresi onemocnéni. Multiklonalita 13ql4 proto mize byt novym prognostickym
faktorem dilleZitym zejména v piipadech ,,samostatnych* deleci 13q14.

Delece 11q

Delece ATM genu byla nalezena FISH v 24% (92/387) vzorki, resp. u 24%
(81/337) pacienti, coz je mirné vySS§i zastoupeni nez jinymi autory referovanych
15-18% (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000, Dewald et al. 2003).

V pievaze pripadu ztrat ATM byla nalezena v karyotypu delece 11q (77/92; 84%)),
vétSinou popisovana jako intersticialni (59x), v ¢asti vzorkl jako terminalni (18x).
Nebalancovand translokace vedouci ke ztraté¢ 11q byla prokdzéana analyzou karyotypu
v 8,5% (8/92) vzorkli. Kryptické delece 11q nebyly detekovany. Nalezena Cetnost
nebalancovanych translokaci odpovida hodnoté 7% uvéadénych v dostupné literatuie

(Haferlach et al. 2007).
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Delece 11g byla casto (53/92; 58%) nachdzena v ramci komplexnich zmén
karyotypu (> 3 aberace zjisténé analyzou karyotypu v kombinaci s kryptickymi nalezy
FISH pro 13qg14), nebalancované translokace 11q pak byly soucasti komplexniho
karyotypu ve vSech (8/8) analyzovanych piipadech. Tato hodnota je postatné vyssi nez
30% referovanych v (Haferlach et al. 2007), coz je dano zejména zahrnutim kryptickych
nalezti 13q14 do hodnoceni komplexnich zmén (pokud tyto jsou vylouceny, podil
vzorka s deleci 11q a komplexnimi zménami ¢ini pouze 43%; 40/92). Zahrnuti
kryptickych zmén 130914 do hodnoceni komplexnich zmén vsak 1épe odrazi genomovou
komplexitu nez pouze samotné vysledky analyzy karyotypu a v ptipadé delece 11q
dokumentuje zfejmou, diive opakované publikovanou, souvislost se zhorSenou
prognézou (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000, Dewald et al. 2003, Dohner et al.
1997). Dalsim faktorem ovliviiujicim rozdil v zastoupeni komplexnich zmén
u vzorkt sdeleci 11q ve srovnavanych souborech je jisté také velikost a slozeni
jednotlivych hodnocenych soubord.

Trisomie 12

Trisomie 12 byla nalezena v 18% (70/385) vzorka, resp. 17,5% (59/337) pacientu,
odpovidajicich pfesné diive publikovanym hodnotam (Dohner et al. 1999, Dohner et al.
2000, Dewald et al. 2003).

Neocekéavané byla v 6% (4/70) vzorkil s trisomii chromosomu 12 prokazana
analyzou karyotypu dalsi pfestavba nadpocetného chromosomu 12. VétSinou (3/4
pfipadl) se jednalo o soucast komplexnich zmén karyotypu, v Casti ptfipada (2/4)
s pozorovanym klondlnim vyvojem zklonu se samostatnou trisomii 12. Vyznam
samotné dal§i prestavby nadpocetného chromosomu 12 je ziejmé okrajovy oproti
zjiSténé pritomnosti komplexnich zmén karyotypu.

Komplexni zmény karyotypu (> 3 aberace zjisténé analyzou karyotypu
v kombinaci s kryptickymi nalezy FISH pro 13ql14) byly nalezeny v 31% (22/70)
vzorkd S trisomii 12, tj. na Grovni mirn¢ vyssi nez bylo dfive publikovano (23%)
(Haferlach et al. 2007). Rozdil je zpusoben zahrnutim kryptickych zmén 13q14 do
hodnoceni komplexnich zmén karyotypu (pokud by nebyly zahrnuty, zastoupeni
komplexnich karyotypl u vzorkil s trisomii 12 by ¢inilo 23%; 16/70; viz také vyse

obdobné diskutovany rozdil v zastoupeni komplexnich karyotypti u deleci 11q).
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Delece 17p

Delece genu TP53 byla nalezena u 7% (27/384) vzorkd, resp. 6,5% (22/385)
pacientd, tj. v o¢ekdvané mife dle difive publikovanych udaju (Dohner et al. 1999,
Dohner et al. 2000, Dewald et al. 2003).

Ztraty 17p byly, na rozdil od ostatnich sledovanych aberaci, Vv pfevaze piipadi
nachazeny jako dusledek nebalancovanych translokaci chromosomu 17 (19/27; 71%).
Nejcastéji se jednalo o zlomy 17p, dale pak o centrické fuze nebo o translokace se
zlomy 17q se ztratou kratkych ramen i centromerické oblasti chromosomu 17. Obdobné
vysoké zastoupeni ztraty 17p v dasledku nebalancované translokace (u 66% piipadi
delece) bylo jiz dfive referovano (Haferlach et al. 2007).

Terminalni delece 17p se vyskytovaly méné (pouze 6x), navic vétSinou
v subklonu k nebalancované translokaci (5/6 piipadi).

Komplexni zmény karyotypu (= 3 aberace zjisténé analyzou karyotypu
v kombinaci s kryptickymi nalezy FISH pro 13ql4) byly u vzorka se ztratou 17p
nachdzeny nejcastéji ze vSech hodnocenych skupin aberaci, v 70% (19/27) ptipada.
Hranice komplexity navic byla vzdy dosaZena jiz hodnocenim karyotypu bez ohledu na
pfipadnou ptitomnost kryptickych zmén 13q14.

Vysoka cetnost nachdzenych komplexnich zmén karyotypu ve vzorcich s deleci
17p je v souladu s tdaji publikovanymi v (Haferlach et al. 2007), kde komplexni zmény
karyotypu byly nalezeny u 66% deleci 17p. Souvislost delece 17p s komplexnimi
zménami karyotypu zcela odpovidad neptiznivé prognodze deleci 17p/genu TP53 u CLL
(Oscier et al. 2002, Dohner et al. 2000, Dohner et al. 1995).

Delece 6q

Delece 6q byla nalezena v 8% (33/391) vzorkd, resp. u 8% (28/337) pacient,
tedy srovnateln¢ s dfive publikovanou cetnosti deleci 6q (Stilgenbauer et al. 1999,
Dewald et al. 2003, Cuneo et al. 2004, Haferlach et al. 2007).

V urcité ¢asti piipadu (10/33; 30%) byly opét nachazeny ztraty 6q v dusledku
nebalancované translokace chromosomu 6, vcetné piipadii se ztratou i centromerické
oblasti chromosomu 6 (4x). Pievahu ptipadt (22/33; 67%) pak tvorily delece, vétsinou
popisované jako intersticidlni (14x), mén¢ Casto jako termindlni (8x). Podil nalezenych
nebalancovanych translokaci 6q na celkovém poctu ztrat 6q potvrzuje jejich diive
uvadénou Cetnost ve vysi 26% (Haferlach et al. 2007).

U vice nez poloviny vzorkl s deleci 6q (20/33; 61%) byly nalezeny komplexni

zmény karyotypu a, podobné jako u ztrat 11q, vSechny nalezené¢ nebalancované
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translokace vedouci ke ztraté 6q byly soucasti komplexnich zmén karyotypu (6x). Tento
vysledek by mohl naznacCovat spojeni delece 6q se spiSe zhorSenou prognézou
onemocnéni, jak bylo jiz diive navrhovano (Cuneo et al. 2004, Stilgenbauer et al. 1999).

Intersticidlni delece 14

Intersticialni delece 14q byla nalezena pouze v 2% (7/391) vzorki, z toho ve vice
nez poloviné piipadi v ramci komplexnich zmén karyotypu (4/7). Vzhledem k velmi
nizkym poctim zachycenych piipadi vSak nelze posuzovat piipadnou souvislost
S genomovou komplexitou, resp. progresivitou onemocnéni. Dle publikovanych dat je
pii srovnatelné frekvenci zachytu predikovana zhorSena progndza (Pospisilova et al.
2007).
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6 Zavéry

V ramci prezentované disertaéni prace byla v Genetické laboratofi Ustavu
1ékarské genetiky LF UK a FN Plzen zavedena DSP30/IL2 stimulovana kultivace bunék
chronické lymfatické leukemie. V obdobi 1/2008 — 12/2012 bylo vySetteno 391 vzorkl
kostni dfen¢ nebo periferni krve pacientl s potvrzenou diagnézou CLL pii zachytu nebo
V pribé¢hu onemocnéni.

DSP30/IL2 kultivace ukazala vysokou uspésnost stimulace bunééného déleni CLL
bunék in vitro a umoznila u 96% (375/391) vysetienych vzorkl Gspésné cytogenetické
vySetfeni na mitézach. V 65% (254/391) vzorku byl nalezen patologicky klon analyzou
karyotypu G-pruhovanim a v dalsich 19% (75/391) vzorku krypticka intersticialni
delece 13q14 prokézana pii normélnim karyotypu hodnocenim mit6z metodou FISH.
Celkem byly tedy chromosomové abnormality analyzou mitéz odhaleny u 84%
(329/391) vzorka.

Analyza karyotypu pfinesla u 44% (171/391) vzorkti dalsi informace
o chromosomovych zménach CLL bunék v porovnani s béZné provadénou diagnostikou
rekurentnich aberaci (delece 13q14, trisomie chromosomu 12, delece 11g/genu ATM,
delece 17p/genuTP53) metodou interfazické FISH.

Chromosomové translokace byly nalezeny u 37% (144/391) vzorkl a komplexni
zmény karyotypu (> 3 aberace stanovené analyzou karyotypu v kombinaci
S kryptickymi zménami 13ql14 zjisténymi FISH) u 28% (111/391) vzorka. Byla
prokédzéana jejich silnd asociace s progresivni formou onemocnéni, resp. jejich Castéji
vyskyt u vzorkl z progrese onemocnéni ve srovnani se vzorky ze zachytu ¢i stabilniho
onemocnéni (P 0,000003, resp. P 0,0002).

Podrobné byl studovan klonalni vyvoj jak v ramci jednotlivych vySetfeni
(,,in situ*), tak i v pruib&hu onemocnéni u opakovanych vysetfeni stejnych pacientd.
Pritomnost alespoii dvou klonti v daném vySetfeni byla zjisténa v 34% (133/391)
vzorkd. V priibéhu onemocnéni byl opakovanou analyzou mitéz po stimulované
kultivaci prokazan klondlni vyvoj u 39% (21/54) vzorki, resp. u 41% (18/41) pacientd.
Kromé wvzniku novych subklonti byl opakované u pacienti v progresi po lécbé
pozorovan i zanik stavajicich subklond se soucasnou expanzi jinych klont obsahujicich

aberace s progresivnéjsim potencialem. Klonalni vyvoj, jak ,,in situ“, tak i detekovany
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Vv pribéhu onemocnéni, byl také vyznamné castéji nachazen u vzorkidl z progrese
onemocnéni nez u vzorkl ze zachytu ¢i stabilniho onemocnéni (P 0,05, resp. P 0,04).

Detailni analyza karyotypu i hodnoceni mitéoz metodou FISH pfinesly nové
informace i o bézné vysetfovanych rekurentnich aberacich, pfedevS§im o formé jejich
vyskytu, resp. mechanismu vzniku. U vSech sledovanych deleci (13q14, 11q, 17p i 6q)
byl nalezen opakujici se mechanismus ztraty dané oblasti v diisledku nebalancované
translokace. U delece 17p se dokonce jednalo o pievazujici mechanismus ztraty,
detekovany u 71% (19/27) piipada delece, u deleci 6q, 13q14 a 11q pak doslo k této
ztraté v dusledku nebalancované translokace v 30% (10/33), resp. 11% (25/235) a 8,5%
(8/92) ptipadut téchto deleci.

Ptitomnost deleci 11q, 17p a 6q byla vyznamné zvySena ve skupiné komplexnich
zmén Karyotypu ve srovnani scelym vySetfenym souborem (P 0,00000006, resp.
P 0,002, P 0,008), coz koresponduje se zhorSenou progndézou spojovanou s témito
aberacemi.

U nejcastgjsi aberace u CLL, delece 13ql4, byla nalezena ztrata této oblasti
v disledku translokace u 11% (25/235) vzorku, resp. 11% (23/209) pacientl. V pievaze
téchto ptipadii (20 z 24 nalezenych translokaci) vedla ke ztraté reciprokd translokace
mezi dvéma chromosomy S deleci 13q14 v misté transloka¢niho zlomu, z mensi ¢asti
(4/24) komplexni pfestavba mezi vice chromosomy. Translokace 13q14 se soucasnou
deleci v mist¢ zlomu byly Casto nachdzeny v ramci komplexnich zmén karyotypu
(14/25; 56%) a klonalniho vyvoje (17/25; 68%).

Dulezitym nalezem, poprvé podrobné¢ popsanym v odborné literatuie, byla
souCasna ptitomnost kloni s deleci 13914 v misté translokacniho zlomu a klont
s intersticidlni deleci 13ql4. Tato koexistence byla nalezena u 28% (7/25) ptipadi
translokaci 13ql4. U jednoho z pacientd byl, diky vhodnému klonalnimu vyvoji,
prokazan nezavisly vznik obou koexistujicich forem deleci. Samostatny paralelni a na
sobé¢ nezavisly vznik intersticidlni delece a delece v misté translokacniho zlomu je
mozné piredpokladat i u dalSich pfipadi koexistence obou forem delece. Moznym
jednokrokovym mechanismem pro vznik reciproké translokace s deleci v misté zlomu,
ale 1 intersticialni delece, je model mikrohomologii zprostiedkované, zlomem
indukované replikace (MMBIR).

U jednoho z pacientl s progresivnim onemocnénim byla navic prokazana i
soucasnd pritomnost tii klond s rizné rozsdhlou intersticidlni deleci 13q14 s jasnym

prikazem nezavislého vzniku jedné z téchto deleci na dvou ostatnich. Tento piipad
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multiklonalni intersticialni delece 13q14 byl prvnim publikovanym pfipadem v odborné
literatute.

Stavajicimi metodami obtizna detekce multiklonality 13q14 znamena jeji mozZnou
skrytou pfitomnost 1 v dalSich ptipadech deleci 13ql4, coz by ptfedpokladalo vyssi
frekvenci udalosti v oblasti 13q14 nez odpovidd maximu pouhych dvou udalosti na
pacienta v piipad¢ vzniku bialelické delece. Ke zlepSeni zachytu viceklonalni delece
13q14 muze zasadné piispet dusledné provadéni analyzy mitdz po stimulované kultivaci
a roz$ifeni panelu FISH vySetieni o dalsi sondy v oblasti delece 13q14, napt. pro RBI
gen.

Multiklonalita 13ql4, at’ jiz vyjadiend koexistenci klonl s riznymi formami
delece ¢i vice klony s nezavislymi intersticialnimi delecemi, je znakem chromosomové
nestability a jako takova muze byt prognostickym faktorem zvySené progresivity

onemocnéni.
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Priloha 1 - Seznam vlastnich publikaci a prezentaci

1. Publikace, které jsou podkladem disertace

a) Clanky v odbornych &asopisech s IF

Hruba M, Subrt I. Multiclonal monoallelic 13q14 interstitial deletion in chronic
lymphocytic leukemia. Leuk Lymphoma. 2013 Feb;54(2):413-6. Epub 2012 Jul 9. IF
(2011) 2,58

Hruba M, Dvorak P, Weberova L, Subrt I. Independent coexistence of clones with
13q14 deletion at reciprocal translocation breakpoint and 13g14 interstitial deletion in
chronic lymphocytic leukemia. Leuk Lymphoma. 2012 Oct;53(10):2054-62. Epub 2012
Apr 19. IF (2011) 2,58

b) Prezentace na mezinarodnich konferencich s publikaci abstrakt v odbornych

Casopisech s IF

Hruba M, Dvoiak P, Rykovska A, Subrt I. Multiclonality of 13q14 deletion in chronic
lymphocytic leukemia. 9th European Cytogenetics Conference, Dublin, Ireland, 6/2013
— poster, abstrakt: CHROMOSOME RES. 2013 Jun;21(S1):85. IF (2012) 2,847

Hrubia M, Dvordk P, Weberova L, Subrt I. Independent coexistence of clones with
13g14 deletion at reciprocal translocation breakpoint and 13914 interstitial deletion in
chronic lymphocytic leukemia (CLL). European Human Genetics Conference,
Niirnberg, Germany, 6/2012 — poster, abstrakt: EUR J HUM GENET. 2012
Jun;20(S1):203. IF (2011) 4,4

c) Prezentace na ¢eskych konferencich (bez IF)

Hruba M, Dvoidk P, Weberova L, Subrt L. Reciprocal translocation as recurrent form
of 13ql14 deletion in chronic lymphocytic leukemia. XX. Biologické dny, Plzen,
10/2011 - poster, abstrakt: v konferenénim sborniku s. 45; ISBN 978-80-260-0849-1

Hruba M, Dvotak P, Weberova L, Subrt I. Sou¢asna pritomnost vice klont s riznou
formou delece 13914 u B-CLL - dusledek postupného klonalniho vyvoje nebo
paralelnich nezavislych udalosti? Celostatni sjezd Spole&nosti 1ékaiské genetiky CLS
JEP a 44. Vyroc¢ni cytogeneticka konference, Ttebon, 9/2011, abstrakt: v konferen¢nim
sborniku (nec¢islovano); ISBN 978-80-260-0415-8

Hruba M, Dvotdk P, Weberova L, Subrt I. Reciproka translokace s deleci v misté
zlomu jako jeden z ¢astych mechanismi vzniku rekurentni delece 13q14 u B-CLL. 43.
Cytogeneticka konference, Ostravice, 9/2010, abstrakt: v konferen¢nim sborniku
(necislovano; el. forma).
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Hrubi M, Dvordk P, Harméackova L, Pittrova M, Cechova L, Subrt L. Cytogeneticka
metafazni analyza B-CLL bun¢k po imunostimulaci CpG oligonukleotidem a

interleukinem 2. XXIII. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni ucasti, Olomouc,
6/2009, abstrakt: Transfuz Hemat dnes. 2009;15(S1):26.

Hrubia M, Harmackova L, Pittrova M, Dvotak P, Subrt I. Chromozomova analyza
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cytogenetické sekce, Olomouc, 9/2008

Dvotak P, Hruba M, Subrt I, Jaklova R, Harmackova L, Pittrova M. Komplexni zmény
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JEP a 40. Vyro¢ni cytogeneticka konference, Praha, 9/2007 — poster

Hruba M, Skuhrovcova J, Fischlovd H. Vysledky vySetfeni bunck kostni dfené
metodou FISH u pacienti s B-CLL (2001-2003); korelace s prubéhem onemocnéni a
CD38 pozitivitou. 37. zasedani Cytogenetické sekce, Olomouc, 9/2004

2. Publikace bez vztahu k tématu disertace

a) Clanky v odbornych &asopisech s IF

Dvorak P, Lysak D, Vokurka S, Michalova K, Sarova I, Jonasova A, Hruba M,
Rykovska A, Subrt 1. The translocation t(2;11)(p21;923) without MLL gene
rearrangement-a possible marker of good prognosis in myelodysplastic syndrome
patients. Hematol Oncol. 2013 Aug 16. [Epub ahead of print] IF (2012) 2,084

Nemec P, Zemanova Z, Kuglik P, Michalova K, Tajtlova J, Kaisarova P, Oltova A,
Filkova H, Holzerova M, Balcarkova J, Jarosova M, Rabasova J, Hruba M, Spicka I,
Gregora E, Adam Z, Scudla V, Maisnar V, Schutzova M, Hajek R. Complex karyotype
and translocation t(4;14) define patients with high-risk newly diagnosed multiple
myeloma: results of CMG2002 trial. Leuk Lymphoma. 2012 May;53(5):920-7. Epub
2011 Dec 13. IF (2010) 2,492

Dvorak P, Hruba M, Subrt I. Development of acute myeloid leukemia associated with
Ph-negative clone with inv(3)(g21g26) during imatinib therapy for chronic myeloid
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b) Clanky v odbornych ¢asopisech bez IF

Zemanova Z, Michalova K, Tajtlova J, Pavlistova L, Oltova A, Filkova H, Kuglik P,
Némec P, Holzerova M, Balcarkova J, JaroSova M, Rabasova J, Hruba M, Fischlova
H, Spiéka I, Gregora E, Adam Z, S¢udla V, Maisnar V, Schiitzova M, Kralova D, Hajek
R. Vysledky molekularné cytogenetické analyzy imunofluorescenéné znacenych

plasmatickych bun€k u pacientli s mnohocetnym myelomem zatfazenych ve studii CMG
2002. Klin Onkol. 2008 Sep, 21(S1):204 — 206.

c) Prezentace na mezindrodnich konferencich s publikaci abstrakt v odbornych

Gasopisech s IF

Dvorak P, Lysdk D, Vokurka S, Michalovd K, Sarova I, Jonasova A, Hruba M,
Rykovska A, Subrt 1. The t(2;11)(p21;q23) without MLL rearrangement - a possible
marker of good prognosis in MDS patients. European Human Genetics Conference,
Paris, France, 6/2013 — poster, abstrakt: EUR J HUM GENET. 2013 Jun;21(S2):312. IF
(2012) 4,319

Zemanova Z, Michalova K, Tajtlova J, Pavlistova L, Oltova A, Filkova H, Kuglik J,
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Fischlova H, Spi¢ka I, Gregora E, Adam Z, S¢udla V, Maisnar V, Schutzova M, Hajek
R. Molecular cytogenetic study of immunofluorescently labelled plasma cells and
prognostic significance of clonal chromosomal aberrations in 208 patients with multiple
myeloma. 13th Congress of the European Hematology Association, Copenhagen,
Denmark, 6/2008 — poster, abstrakt: Haematol-Hematol J. 2008 Jul;93(S1):66-67. IF
5,978

Zemanova Z, Michalova K, Babicka L, Jarosova M, Holzerova M, Oltova A, Hruba M,
Muzikova K, Zuna J, Trka J, Mihal V, Sterba J, Formankova R, Sedlacek P, Vrzalova
A, Stary J. Frequency and clinical implications of additional chromosomal aberrations
in ETV6/RUNX1 positive childhood ALL. 12th Congress of The European Hematology
Association, Vienna, AUSTRIA, 6/2007 — poster, abstrakt: Haematol-Hematol J. 2007
Jun;92(S1):48. IF 5,032

Zemanova Z, Michalova K, Babicka L, Pavlistova L, Jarosova M, Holzerova M, Oltova
A, Hruba M, Muzikova K, Zuna J, Trka J, Mihal V, Sterba J, Formankova R, Sedlacek
P, Vrzalova A, Stary J. Clinical Relevance of Complex Chromosomal Aberrations in
Bone Marrow Cells of 107 Children with ETV6/RUNX1 Positive Acute Lymphoblastic
Leukemia (ALL). 48th Annual Meeting of The American Society of Hematology,
Orlando, USA, 12/2006 — poster, abstrakt: Blood (ASH Annual Meeting Abstracts).
2006 Nov;108 (11):2278. IF 10,131
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d) Prezentace na mezinarodnich konferencich (bez IF)

Zemanova Z, Michalova K, Babicka L, Oltova A, Jarosova M, Hruba M, Muzikova J,
Sterba J, Mihal V, Stary J.: Clinical relevance of additional chromosomal aberrations in
bone marrow cell of 94 children with ETV6/AMLL1 positive acute lymphocytic
leukemia. 5th Bi-annual Symposium on Childhood Leukemia, Noordwijkerhout, The
Netherlands, 4/2006, abstrakt v konferenénim sborniku: s. 66.

Zemanova Z, Babicka L, Michalova K, Pavlistova L., Oltova A, Mentzlova D, Jarosova
M, Holzerova M, Hruba M, Skuhrovcova J., Muzikova K, Formankova R, Sedlacek P,
Vrzalova A, Stary J. Incidence and clinical relevance of complex chromosomal
aberrations in a series of 88 children with ETV6-AMLL1 positive acute lymphoblastic
leukemia. XXXth Word Congress of The International Society of Hematology, Istanbul,
Turkey, 9/2005, abstrakt: Turk J Hematol. 2005;22(S3):52.

e) Prezentace na ¢eskych konferencich (bez IF)

Hruba M, Brotanova D, Pittrova M, Novakovd P, Hradecky L, Zech N, Subrt 1.
ArrayCGH jako metoda preimplantacniho genetického vySetfeni - zkuSenosti se
zavedenim do klinické praxe. 46. vyro¢ni cytogeneticka konference, Brno, 9/2013

Dvotadk P, Lysak D, Vokurka S, Michalova K, Sarova I, Jonasova A, Hruba M,
Rykovska A, Subrt I. Translokace t(2;11)(p21;q23) bez piestavby MLL genu je
pravdépodobné spojena s dobrou prognézou u pacientd s MDS. XXVII. Olomoucké

hematologické dny s mezinarodni ucasti 5/2013, abstrakt: v konferenénim sborniku s.
71; ISBN 978-80-244-3480-3

Hruba M. Poznamky k akreditaci CYTOGENETICKYCH LABORATORI dle CSN
EN 1SO 15189; Cytogenetickd vysetfeni mnohocetného myelomu v roce 2012 — Plzen.
XI. narodni workshop Mnohocetny myelom, Mikulov 4/2013

Dvotadk P, Hruba M, Vokurka S, Rykovskd A, Subrt I. Vzacné rekurentni aberace
chromosomii u myelodysplastickych syndromt. 45. vyro¢ni cytogenetickd konference,
Olomouc, 9/2012

Rykovska A, Hruba M, Dvoiék P, Subrt I. Evoluce klonti s odlinymi cytogenetickymi
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Vohradska P, Hruba M, Subrt 1. Light and fluorescent microscopy as principal method
of cytogenetic diagnostics. XX. Biologické dny, Plzen, 10/2011, abstrakt:
v konferenénim sborniku s. 42; ISBN 978-80-260-0849-1
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Celostatni sjezd Spolegnosti lékaiské genetiky CLS JEP a 44. Vyro¢ni cytogeneticka
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978-80-260-0415-8
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Vohradska P, Hruba M, Dvoiék P, Jaklova R, Subrt I. Familiarni vyskyt translokacni
formy mikrodelece 22911.2 — kazuistika. 42. Vyro¢ni zasedani cytogenetické sekce,
Brno, 9/2009

Dvoték P, Hruba M, Subrt I. Pietrvavajici cytogenetické klony po chemoterapeutické
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2009;15(S1):78.
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Zemanova Z, Michalova K, Tajtlova J, Pavlistova L, Oltova A, Filkova H, Kuglik P,
Némec P, Holzerova M, Balcarkova J, JaroSova M, Rabasova J, Hruba M, Fischlova
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Frekvence a klinicky vyznam komplexnich chromozomovych aberaci v souboru 127
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u pacientli s mnoho¢etnym myelomem v ULG FN Plzeit vramci grantu IGA MZ
NR/8183-4. 39. Vyrodni zasedani cytogenetické sekce, Ceské Budgjovice, 9/2006,
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