Univerzita Karlova v Praze
1. 1ékarska fakulta

Autoreferat disertacni prace

Analyza strukturnich chromosomovych piestaveb
u hematologickych neoplazii

Studium strukturnich chromosomovych aberaci
bunek chronické lymfatické leukemie po DSP30/IL2
stimulované kultivaci

Mgr. Martina Hruba
2013



Doktorské studijni programy v biomediciné

Univerzita Karlova v Praze a Akademie véd Ceské republiky

Obor: Molekularni a bunééna biologie, genetika a virologie
Predseda oborové rady:
prof. RNDr. Stanislav Zadrazil, DrSc.

Skolici pracovisté: Ustav lékai'ské biochemie a laboratorni

diagnostiky 1. LF UK a VFN

Ustav Iékaiské genetiky LF UK

a FN Plzen (experimentalni ¢ast prace)

Skolitel: prof. Ing. Kyra Michalova, DrSc.

Diserta¢ni prace bude nejméné pét pracovnich dni pted konanim obhajoby
zvefejnéna k nahlizeni vefejnosti v tisténé podobé na Oddéleni pro

védeckou ¢innost a zahrani¢ni styky Dékanatu 1. 1ékatské fakulty.



Obsah

1 UVOM s 6
2 CHLPIACE...coviiiiiiiii i 10
3 MELOTIKA ... 11
4 VYSIEAKY oo 12
4.1 Cytogenetickd analyza CLL bunék po DSP30/IL2
stimulované Kultivaci..........ccccoovevvniiinincieiec s 12

4.2 Studium rekurentnich strukturnich aberaci................... 14

5 DISKUSE ... 18
6 ZAVETY oottt 24
7 LItEratUra . ...ccvviiiiiii s 26
Pfiloha 1 — Seznam vlastnich publikaci a prezentaci ...........c..ccoverivrernnrnne 32
1.  Publikace, které jsou podkladem disertace .................. 32

2. Publikace bez vztahu k tématu disertace................e.... 33



Abstrakt:
Cytogenetické vySetfeni bunék chronické lymfatické leukemie (CLL) je

obtizné pro jejich nizkou proliferacni aktivitu. Pro ziskani dostatku mit6z
k provedeni chromosomové analyzy je proto nutnd vhodna in vitro
stimulace jejich bunééného déleni. S vyuzitim DSP30/IL2 stimulované
kultivace bylo v obdobi 5 let vysetfeno 391 vzorkd CLL. Byla zjisténa
vysoka uspéSnost této kultivace (96%; 375/391) s vysokym zachytem
patologickych klonti vySetfenim karyotypu a analyzou mitdz fluorescencni
in situ hybridizaci (FISH) (u 84% vzorkt; 329/391). U téméf poloviny
vzorkt (44%; 171/391) byly nalezeny i jiné zmény nez aberace rekurentné
vySetfované FISH (delece 13ql4, trisomie 12, delece geni 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
tretiné vzorkd (34% vzorkl s pritomnosti vice nez dvou klonti; 133/391) a
nové¢ v pribéhu onemocnéni dokonce jeSté castéji  (u 39% vzorkl
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 metafiznich chromosomti wukazala jako bézny
mechanismus ztraty dané oblasti také nebalancované translokace, u deleci
13q14 byla navic prokazana, a poprvé v odborné literatuie popsana,
ptitomnost vice klonli s nezavisle vzniklymi delecemi 13ql4. Vyznamny
klonalni vyvoj, v€etné¢ multiklonality 13q14, svéd¢i o zna¢né heterogenité
bun€¢k nadorové populace CLL. Prezentované vysledky souhrnné ukazuji
ptinos cytogenetické analyzy CLL bunék po stimulované kultivaci.

Klicova slova: cytogenetickd analyza, komplexni zmény karyotypu,
klonalni vyvoj, multiklonalita, chronicka lymfatickd 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/IL2 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
13914 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 1314, 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



1 Uvod

Chronicka lymfaticka leukemie (CLL) je maligni lymfoproliferativni
onemocnéni ze skupiny B-nehodgkinskych lymfomt. Diagndéza CLL je
stanovena pii pfetrvavajicim zvySeném poctu zralych, dlouho zijicich B
lymfocytd s charakteristickym imunofenotypem (Matutes et al. 1994)
Vv kostni dfeni a periferni krvi. Pfesnd pfi¢ina vzniku CLL neni znama, na
jeji patogenezi se vSak zfejmé podileji kromé genetickych ¢i epigenetickych
faktorti i antigenni stimulace a nddorové mikroprostfedi. 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).

Pfes piehlednou diagnostiku zistdvd CLL heterogenni skupinou
onemocnéni s velmi rozdilnym klinickym pribéhem u jednotlivych
pacienttll. Jednozna¢né prokazanym nepfiznivym prognostickym faktorem je
pritomnost nemutované sekvence variabilni Casti genu pro tézky fetézec
imunoglobulinu (IGVH) (Oscier et al. 2002). Vyznamny vliv na prognézu
onemocnéni maji také mutace gentt TP53 a ATM a cytogenetické aberace.
Cytogenetické vySetfeni bunék CLL je komplikovano jejich nizkou
prolifera¢ni aktivitou, pro =ziskidni dostatku mit6z ke klasickému
chromosomovému vySetfeni je proto nutnd stimulace jejich bunééného
déleni. Diky prvnim stimulovanym kultivacim s riznymi B-bunéénymi
mitogeny (TPA, EBV, LPS E.C., ptip. PKW) byly uréeny nejéastéji se
vyskytujici aberace: trisomie chromosomu 12, delece dlouhych ramen
chromosomti 6, 11, 13 a pfestavby dlouhych ramen chromosomu 14
(Gahrton et al. 1987, Juliusson, Gahrton 1990). Zaroveni bylo provedeno i
prvni hodnoceni jejich prognostického vlivu a jednoznaéné byla prokazana
nepiizniva prognéza spojend s ptitomnosti komplexnich zmén karyotypu
(Juliusson, Gahrton 1990, Juliusson et al. 1990). Zptesnéni prevalence
téchto aberaci (resp. delece 13q14, delece 11q22-23, delece 17p13, trisomie
12, delece 6q21) a jejich vlivu na prognézu onemocnéni bylo dosazeno
molekularné-cytogenetickym vySetfenim interfaznich jader fluorescenéni in-
situ hybridizaci (FISH) (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000, Dewald et
al. 2003), viz tabulka 1.1. Alesponn jedna z uvedenych aberaci byla
prokazana u ptiblizné 80% pacientd (Dohner et al. 1999, Dohner et al. 2000,
Dewald et al. 2003). Vysetieni rekurentnich aberaci interfazickou FISH se
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stalo b&znou soucasti vySetfeni pacientii s diagnézou CLL, jak pro
stratifikaci rizik pti zachytu onemocnéni, tak i pfi monitoraci Gspé&Snosti
1é¢by.

Tabulka 1.1 Frekvence a progndza 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)

I;';‘;g’)'e 12 resp. 16-25% Stredni

Delece 11922-g23 15-18% Nepfiznivd

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

Delece 6q21-23 <7% ---

LepSi moznosti provedeni klasické cytogenetické analyzy piinesly nové
techniky  imunostimulovanych kultivaci CLL bunék. Pfitomnost
patologického klonu az u 80% pacientd ukazala v roce 2002 stimulace
bunééného cyklu CLL bunék indukci CD40 ligandem (Buhmann et al. 2002)
a podobné vysokého zachytu patologickych klont bylo dosazeno i stimulaci
CLL bunék CpG oligonukleotidem DSP30 spole¢né s interleukinem 2
(Dicker et al. 2006, Haferlach et al. 2007).

Podrobné analyzy karyotypt po novych stimulovanych kultivacich potvrdily
u pacientl s CLL ¢asty vyskyt komplexnich zmén karyotypu (> 3 aberace)
s jejich nalezem u 24%, resp. 16% pacientt (Dicker et al. 2006, Haferlach et
al. 2007). Vysoky je u CLL také wvyskyt translokaci, pifevazné
nebalancovanych, které byly popsany u 33% pacientt, s rozdilnym
zastoupenim u nelécenych pacientt (20%) a u pacienti po 1écbé (54%)
(Mayr et al. 2006). Nalezené translokace v naprosté vét§iné nejsou
rekurentni, opakuji se v§ak mista zlomu v jiz dfive popisovanych oblastech
spojenych s delecemi (13914, 11921-11g25, 17p) (Mayr et al. 2006).
Pfitomnost translokaci byla spojena s vyznamné krat$i dobou do zahajeni
16€by i se zhor§enym celkovym piezitim, a to i v ptipadé jedné translokace
ve skupiné dosud nelécenych pacientd (Mayr et al. 2006).



Puvodné bylo postulovano, ze karyotyp CLL bunék je v prib&hu nemoci
spiSe stabilni, bez vyznamného klonalniho vyvoje (Nowell et al. 1988).
Nasledujici studie provedené klasickou analyzou karyotypu vsSak vznik
novych subklond v pribéhu onemocnéni prokazaly u 15-43% piipadd CLL
(Juliusson et al. 1988, Finn et al. 1998, Van Den Neste et al. 2007). Klonalni
vyvoj v priabéhu onemocnéni byl také studovan vySetfenim rekurentnich
aberaci metodou FISH (delece 13q14, delece 11q22-23, trisomie 12, delece
17p13/TP53) s nalezem novych aberaci u 11-26% pacientd (Shanafelt et al.
2006a, Stilgenbauer et al. 2007, Berkova et al. 2009, Loscertales et al.
2010). Mezi klonalnim vyvojem a nemutovanym Stavem IGVH byla
prokazana pozitivni korelace a zaroven byl klonalni vyvoj identifikovan
jako nezavisly prognosticky faktor zkracené doby pieziti (Stilgenbauer et al.
2007).

Nejcastéji prokazovanou aberaci u CLL je delece 13q14, nachazena FISH
u vice nez poloviny pacienti. Pfes variabilitu rozsahu delece (az desitek
Mb) bylo mozné aCGH stanovit nejCastéji se vyskytujici ,,minimalni*
deletovany region (MDR) o velikosti cca 900 kb, nachdzeny v 50-60%
ptipadl delece (Ouillette et al. 2008, Parker et al. 2011). Tento ~900 kb
MDR zahrnuje RNA genovy shluk DLEU1/DLEU2, obsahujici sekvence
pro miRNA15a, miRNA16-1, a protein kodujici gen DLEU7. U vsech
téchto genl je pfedpokladano jejich tumor Supresorové pisobeni (Cimmino
et al. 2005, Palamarchuk et al. 2010). Delece vétsiho rozsahu nez MDR
zahrnuje obvykle i RB1 gen a je vyznamné castéji nachazena
u progredujicich pacientd (Ouillette et al. 2008, Parker et al. 2011).
Vyznam, resp. nepiiznivy vliv, rozsahlé delece 13q14 byl dale zesilen jeji
asociaci se zvySenou genomickou komplexitou (Ouillette et al. 2010). Ke
ztraté 130914 dochazi nejcastéji intersticialni deleci, 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). Delece 13q14 je ve 20-40% piipadi nachazena i
Vv bialelické formé& (Chena et al. 2008, Haferlach et al. 2007, Van Dyke et al.
2010, Dewald et al. 2003).

Delece 11q je variabilniho rozsahu (7-42 Mb), ale vzdy zahrnuje tumor
supresorovy gen ATM v pruhu 11922.3 (Tyybakinoja et al. 2007). Ztrata
ATM genu je zplsobena prevazné intersticialni ¢i terminalni deleci, v ¢asti
piipadii je popisovana i v dusledku nebalancované translokace (Herholz et
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al. 2007, Haferlach et al. 2007). Pouze Cast pacientl s deleci ATM genu
(36%) ma inaktivovanu druhou alelu genu somatickou mutaci (Austen et al.
2007).

Geny, které ptispivaji k patogenezi CLL v dusledku trisomie 12, nejsou
dosud znamy.

Nejvyznamnéj§im cytogenetickym prognostickym faktorem u CLL je delece
tumor supresorového genu TPS53 vpruhu 17pl3.1, ktera je spojena
s rezistenci na 1é¢bu purinovymi analogy (Dohner et al. 1995, el Rouby et
al. 1993, Wattel et al. 1994). Ztrata TP53 je ptitomna v mensi ¢asti p¥ipad
v disledku monosomie 17, nejcastéji je vSak zplsobena strukturni aberaci
(nebalancovanou  translokaci, terminalni deleci, event. tvorbou
isochromosomu 17q) vedouci ke ztraté¢ témetf celych kratkych ramen
chromosomu 17 (Haferlach et al. 2007, Fink et al. 2006). Delece TP53 je
provazena v 80-90% ptipadi somatickou mutaci druhé alely genu (Zenz et
al. 2010, Zenz et al. 2009).

Delece 6q je velmi variabilniho rozsahu, minimalni deletovana oblast a geny
zodpovédné za jeji patogenni vyznam nejsou zatim jednoznaéné
identifikovany. Nejéastéji deletovanou oblasti je pruh 6g21 (Stilgenbauer et
al. 1999, Zhang et al. 2000). Recentné byl v tomto pruhu navrzen minimalni
deletovany region o velikosti 1,4 Mb zahrnujici nékolik gent, napf. geny
FOXO03 a SEC63 (Urbankova et al. 2012). Mensi ¢ast ptipadd ztrat 6q
vznika nebalancovanou translokaci (Haferlach et al. 2007).

Translokace genu (resp. genového shluku) IGH@ pro tézky fetézec
imunoglobulinu (v pruhu 14g32), jsou nachizeny pouze u 7-8% pacientt
s CLL (Cavazzini et al. 2008, Berkova et al. 2008). Variantou translokaci
IGH@ jsou translokace genu (genovych shluki) IGK@ (2pl12) a IGL@
(22q11) pro lehké fetézce imunoglobulinti. Dal§i vzacnou rekurentni
strukturni pfestavbou chromosomu 14 u CLL je intersticialni delece 14q
s incidenci 2% (Reindl et al. 2010). Je zajimavé, ze vétSina rekurentnich
aberaci chromosomu 14 je vyznamné asociovana 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).



2 Cil prace

Na zéklad¢ studia recentnich zdroji byly stanoveny pro tuto disertacni praci

nasledujici cile:

Zhodnotit celkovy piinos DSP30/IL2 stimulované kultivace
CLL bun¢k pro jejich cytogenetickou analyzu ve srovnani
S vySetfenim nestimulovanych bun¢k interfazickou FISH a
vyhodnotit souvislost nalezenych zmén s progresivitou
onemocnéni.

Podrobné studovat rekurentni strukturni zmény v navaznosti na
ocekavané rozsifené moznosti chromosomové analyzy po
stimulované kultivaci CLL bunék, vcetné¢ sledovani
mechanismu vzniku téchto aberaci, jejich vlivu na progresivitu
onemocnéni a souVislosti s klonalnim vyvojem.

Soucasti cili bylo zavedeni stimulované kultivace CLL bun¢k do bézné

laboratorni praxe Genetické laboratofe Ustavu lékaiské genetiky LF UK a
FN Plzen a priibézna publikacni aktivita.
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3 Metodika

Vysetfeno bylo celkem 391 vzorkid kostni diené ¢i periferni krve od 337
pacientti s diagnézou CLL. Jednalo se o vzorky postupné ptichazejici
vobdobi 1/2008 — 12/2012 do Genetické laboratofe Ustavu Ilékaiské
genetiky LF UK a FN Plzen.

Vzorky byly kultivovany 72 hodin za ptitomnosti DSP30 a interleukinu 2
dle (Dicker et al. 2006). U vsech vzorkd byla provedena cytogeneticka
analyza karyotypu G-pruhovanim a molekularné cytogenetické vySetfeni
fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) se sondami pro zjisténi delece
13914, delece genu ATM (11922.3), delece TP53 (17p13.1) a trisomie 12.
Pouzity byly sondy LSI D13S319 / LSI LAMP1 / cepl12, LSI ATM / LSI
TP53 (ob& Abbott-Vysis, viz obrazek 3.1), pfip. ON DLEU1 / 13qter
(Kreatech), cepl12, LSI TP53 / cepl7 a LSI ATM / cepl1 (vSechny Abbott-
Vysis).

Pritomnost translokaci IGH@ byla ovéfovana sondou LSI IGH Dual Color,
Break Apart Rearrangement Probe, pfip. sondami LSI IGH / MYC / CEP 8
Tri-Color DF FISH Probe Kit nebo LSI IGH / CCND1 XT DF FISH Probe
Kit (v8echny Abbott-Vysis). V piipadé nalezu delece 6q v karyotypu nebo
naopak pti normalnim karyotypu i vSech provedenych FISH (véetn¢ analyzy
mitdz) bylo doplnéno vySetteni sondou ON 6q21 / SE6 (Kreatech).

U pacientt s multiklonalni deleci 13q14 byly provedeny dalsi FISH analyzy
deletované oblasti 13q14 se sondami pro lokus DLEUI1 (viz vy$e), RP11-
305D15 v oblasti RB1 genu a RP11-327P2 (obé BlueGnome). Pro
doplitkové vysetieni klonalniho vyvoje u jednoho z pacientti s multiklonalni
deleci 13q14 bylo provedeno FISH vysetfeni s kombinaci sond pro Ctyfi
lokusy na chromosomech 13 a 14 (RP11-316E14 (14qg24), RP11-101G24
(14932) (BlueGnome), ON DLEU1 / 13qter (Kreatech)).

Hodnoceni uspéSnosti kultivace bylo provadéno na celkovém souboru
vySetfenych vzorkd. Stejné¢ bylo postupovano i u sledovani pfitomnosti
jednotlivych rekurentnich aberaci, translokaci, komplexnich zmén apod.,
vcetn¢ zhodnoceni jejich souvislosti s progresivitou onemocnéni, vzhledem
k moznému prvnimu vyskytu dané aberace jako nové ptidatné zmény az
V naslednych vysetfenich stejnych pacienti. Kde je to relevantni, jsou
uvadény i vysledky vztazené na pocet pacientl, piip. na prvni vysetfeni
v8ech pacientd. Pro statistickou analyzu byl vyuZit Fishertv exaktni test.
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4 Vysledky
4.1 Cytogeneticka analyza CLL bunék po DSP30/IL2

stimulované kultivaci

Cytogenetické vySetfeni metafaznich chromosomtit CLL bun¢k po
DSP30/IL2 stimulované kultivaci bylo uspé$né provedeno u 96% vzorka
(375/391). Analyzou karyotypu G-pruhovanim byl prokazan patologicky
klon u 65% vzorkd (254/391). U dalsich 19% vzorka (75/391) byla pii
normalnim karyotypu nalezena FISH analyzou mitdz krypticka intersticialni
delece 13ql4 jako jedind prokézana aberace. U zbylych 12% uspésné
kultivovanych vzorki (46/391) byl karyotyp bez aberaci a bez samostatné
kryptické intersticialni delece 13q14.

FISH analyzou interfaznich jader pro rutinné vySetfované aberace (delece
13914, delece 11g22-23, delece 17p13, trisomie 12) byla alespoti jedna
z téchto aberaci nalezena v 83% (325/391) vzorkt. Ze zbylych 17%
(66/391) vzorku s normalnim nalezem pro vSechny vySetfované lokusy byl
ve 23 piipadech (23/66; 35%) nalezen patologicky klon s jinymi aberacemi
analyzou karyotypu G-pruhovanim, tj. byly pfineseny informace o aberantni
vybavé leukemickych bun€k pro dalSich 6% (23/391) ptipadi. Celkové tedy
byl kombinaci vSech vySetfeni patologicky klon prokdzan u 89%
vySettenych vzorki (348/391).

Porovnanim s vysledky FISH pro rekurentni aberace 1ze déle konstatovat, ze
analyzou karyotypu byly u 44% (171/391) vySetfenych vzorkll nalezeny
dalsi jiné aberace.

Klonalni vyvoj

Alespon dva subklony pfitomné soucasné v daném vysetfovaném vzorku
byly pii analyze karyotypu a/nebo FISH nalezeny celkem u 34% (133/391)
vzorkd.

Nové piidatné zmény v pribéhu onemocnéni byly nalezeny celkem ve 46
vySetfenych vzorcich 43 pacientl, coz je 23% vSech vzorkl vysetfenych
mimo prvozachyt onemocnéni (46/193), resp. 29% pacientd (43/149).
U casti vzorki mohlo byt provedeno hodnoceni pouze piidatnych
rekurentnich zmén (v porovnani oproti pfedchozim vySetfenim interfazickou
FISH), novy klonalni vyvoj byl takto stanoven u 18% (25/139) vzorki, resp.
u 23% (25/108) pacientti. Opakovanym vysetfenim po stimulované kultivaci
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(tj. s moznosti hodnoceni karyotypu i FISH) byl klonalni vyvoj konstatovan
u 39% vzorkt (21/54), resp. u 44% pacientti (18/41).

Ptitomnost vice subklonii ve vzorku byla nachazena castéji ve skupiné
vzorkl vySetfenych v progresi pied 1é€bou, v progresi ¢i relapsu po 1é¢be,
pfipadné u rezistentniho onemocnéni ve srovnani se vzorky z prvozachytu
onemocnéni nebo stabilni choroby bez 1&¢by (P 0,05). Novy klonalni vyvoj
Vv pribéhu onemocnéni byl obdobné ¢astéji nalezen u vzorkd progresivnich
onemocnéni ve srovnani s opakovanym vysetfenim stabilnich onemocnéni
(P 0,05). I v opakovanych vysettenich pacientd po stimulované kultivaci (ve
sledovaném obdobi 1/2008-12/2012) byl prokazan novy klonalni vyvoj
vyznamné Castéji ve vzorcich progredujicich onemocnéni nez u vzorkd
odebranych v parcialni remisi (P 0,04).

Komplexni zmény, chromosomové translokace

Komplexni zmény, definované jako pfitomnost alesponn 3 aberaci, byly
nalezeny u 28% vzorka (111/391). V ptevaze piipadi byly stanoveny
analyzou karyotypu (82/391; 21%), u c¢asti vzorkt (29/391;7%) byly
nalezeny kombinaci nalezii v karyotypu a FISH pro deleci 13ql4. Ztrata
TP53 genu byla nalezena u 18% (19 z 107 vySetfenych v¢. FISH) vzorka
S komplexnimi zménami; oproti tomu v celém souboru byla ztrata TP53
detekovana pouze v 7% vzorkl (27 z 384 vysetfenych v¢. FISH, P 0,002).
Castéji ve srovnani scelym souborem byla také ve skupiné vzorkh
s komplexnimi zménami nachazena delece ATM genu (53/107; 50% vs.
92/387; 24%, P 0,0000006) a delece 6g (20/111; 18% vs. 33/391; 8%, P
0,008).

Chromosomové translokace byly prokazany u 37% (144/391) vySetienych
vzorkti. Po vylou€eni duplicit u opakovanych vySeteni bylo nalezeno 218
translokaci u 121 pacientd, tj. translokace byly nalezeny u 36% (121/337)
pacientl s pramérem 1,80 translokace/pacienta (218/121). U nalezenych 218
translokaci bylo ur€eno 341 mist translokacnich zlomt. Vice nez 10x byly
zlomy prokéazany na 13q (34x), 2p (20x), 14q (19x), 11q (17x), 6q (15%), 1q
(14x), 18q (14x), 49 (13x), 179 (13x), 17p (12x), 8q (11x), 4p (10x), 7q
(10x), 9p (10x), 10g (10x). Nebalancovanych translokaci bylo nalezeno
celkem 185 (185/218; 85%). Nebyly nachazeny jako opakujici se ptestavby,
velmi Casto se vSak jednalo o translokace se zlomy v mistech rekurentnich
deleci (13q, 11q, 6q, 17p) sriznymi translokac¢nimi partnery. Zatimco
nalezené translokace (resp. translokaéni zlomy) 11q a 6q byly spojeny
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s rekurentni deleci v méné nez poloviné piipadd (8/17 u translokace 11q,
5/15 u translokace 6q), u translokaci 13q a translokaci 17p to bylo naopak
Vv pievaze zachycenych piipadi (29/34 zlomt u translokace 13q, 9/12 u
translokace 17p). K dal$im ptipadim ztraty 17p (TP53) doslo u vétSiny
translokaci se zlomy popisovanymi v 17q (8/13; 4x centrickd faze, 4x
nebalancovana translokace 17ql1 se ztratou 17p 1 centromery).
Balancovanych translokaci bylo nalezeno 33 (33/218; 15%); v téméi jedné
tretin€ z nich (9/33; 27%) se jednalo o translokace s priukazem FISH zlomu
IGH@ genového shluku, ve tfech dalSich ptipadech (3/33) o
predpokladanou translokaci IGK@, resp. IGL@. Celkové byla tedy
nalezena translokace imunoglobulinovych gent u 3,5% (12/337) pacientd,
resp. u 4% vsech vySetfenych vzorka (16/391).

Chromosomové translokace i komplexni zmény karyotypu byly statisticky
vyznamné Castéji nachazeny ve skupiné vzorkd vySettenych v progresi pred
1é¢bou, v progresi ¢i relapsu po 1€¢bE, pipadné u rezistentniho onemocnéni
ve srovnani se vzorky z prvozachytu onemocnéni nebo stabilni choroby bez
1é¢by (P 0,000003 pro translokace, P 0,00001 pro komplexni zmény
nalezené pouze analyzou karyotypu, P 0,0002 pro komplexni zmény se
zahrnutim kryptickych zmén 13q14 zjisténych pouze FISH).

4.2 Studium rekurentnich strukturnich aberaci

Delece 13q14

Delece 13q14 byla prokazana celkem u 62% (235/386) vzorkd, resp. 61%
(209/336) pacientti. Analyzou karyotypu (potvrzenou i FISH sondou pro
D13S319 v MDR) byla nalezena intersticialni delece vétsiho rozsahu u 17%
(41/235) vzorkt s deleci 13q14 a jina prestavba chromosomu 13 spojena se
ztratou 13ql14 (translokace s deleci v mist¢ zlomu, monosomie 13) u 10%
(23/235) vzorka s deleci. Krypticka intersticialni delece detekovana pouze
FISH byla zjisténa u 64% (150/235) vzorku, u 2% (4/235) vzorku jina
krypticka ptestavba 13ql4 spojend se ztratou 13ql4 a u zbyvajicich 7%
(17/235) vzorki byla nalezena delece 13q14 pouze interfazickou FISH bez
mozZnosti posouzeni na mitdzach.

Ve skupin¢ vzorkd s rozsahlejsi intersticidlni deleci 13ql4 ¢i s jinou
prestavbou chromosomu 13 spojenou se ztratou 13ql4, detekovanymi
analyzou karyotypu, byly v porovnani se skupinou kryptickych deleci,
stanovenych FISH, nachdzeny statisticky vyznamné castéji komplexni
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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). Ve skupiné
rozsahlejSich deleci 13q14 byly také, oproti delecim kryptickym, mirné
Casté&ji zastoupeny vzorky progredujicich onemocnéni (vzorky z progrese
pfed zahajenim 1éCby, zprogrese po 1éCbé, relapsu ¢i rezistentniho
onemocnéni) (34/64; 53% vs. 60/154; 39%, P 0,07).

U 77% (182/235) vzorkd s deleci 13q14 byla prokazana delece pouze jedné
alely, u 16% (37/235) vzorkdi souCasna piitomnost kloni s mono i
bialelickou deleci a u 7% (16/235) vzorku delece bialelicka.

Hodnocenim mitéz bylo mozné stanovit formu delece, v pievaze piipadi
delece (191/235; 81%) se jednalo o deleci intersticialni, v 7% (16/235)
piipadi delece byla nalezena translokace 13ql4 s prikazem (monoalelické)
delece v misté transloka¢niho zlomu reciproké translokace, v 1% (2/235)
vzorkl S deleci byla prokazana translokace 13ql14 s deleci v misté zlomu
s deleci druhé alely kryptickou intersticialni deleci, u dal§ich celkem 3%
(7/235) piipadi byla nalezena koexistence klont s intersticialni deleci a
klont s deleci v misté translokacniho zlomu, v 1% (2/235) byla nalezena
monosomie 13 a ve zbyvajicich 7% (17/235) nebylo mozné formu delece
ur¢it (byla stanovena pouze interfazickou FISH).

Celkem bylo nalezeno 24 translokaci 13q14 s deleci v misté translokac¢niho
zlomu s29 zjisténymi zlomy 13q (v 25 vzorcich). 20 translokaci bylo
popsano s jednim zlomem na jednom partnerském chromosomu a 4
translokace s komplexni piestavbou s vice zlomy mezi vice nez dvéma
chromosomy. Nejéastéjsim transloka¢nim partnerem byl chromosom 11 (5x
zlom 11q; z toho 2x translokace vedla zaroveni ke ztraté ATM genu) a
chromosom 1 (4x zlom 1q, 3x Ip; 6 z téchto 7 zlomd popsano v ramci
viceCetnych komplexnich pfestaveb). Dalsi urené 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 translokac¢ni partnersky zlom nebyl urcen. Translokace
13q14 s deleci v misté zlomu byly ¢asto nachdzeny v ramci komplexnich
zmén karyotypu (14/25; 56%) a klonalniho vyvoje (17/25; 68%).

4 pacienti s koexistenci klond s deleci 13914 v misté translokaéniho zlomu a
s intersticialni deleci 13q14 byli dale vysetfeni dvéma BAC sondami mimo
MDR (RP11-305D15, RP11-327P2). Celkem bylo u téchto 4 pacientd
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nalezeno 13 kloni sriznymi formami delece 13ql4 (8 klonu
s monoalelickou a 5 s bialelickou deleci). V popisovanych 13 klonech bylo
nalezeno celkem 6 translokaci 13ql4 sdeleci v mist¢ zlomu a 8
intersticidlnich deleci. U jednoho z téchto pacienti byla diky vhodnému
klonalnimu vyvoji spoleénou hybridizaci sond pro detekci delece 14q
(RP11-316E14 / RP11-101G24) a delece 13q14 13ql4 (ON DLEU1 /
13qter) prokdzana na sobé nezavisla piitomnost kloni s obéma formami
delece 13q14 sveédéici pro nezavisly vznik obou typt delece. U dal$ich dvou
pacientil byl prokdzan nezavisly vznik intersticialnich deleci 2. alel (vzdy
v klonu s jednoalelickou deleci v misté translokaéniho zlomu a paralelné
Vv klonu s jednolalelickou intersticialni deleci).

Dalsi ptiklad multiklonality delece 13ql14 byl nalezen u casné
progredujiciho pacienta se tfemi klony s rizné rozsahlymi intersticialnimi
delecemi 1314 (zjisténymi vySetienimi se sondami v MDR i RP11-305D15
a RP11-327P2 mimo MDR). Klonalni vyvoj v tomto piipadé jasné ukazal
nezavisly vznik jedné z téchto deleci na obou zbyvajicich. Retrospektivni
vySetfeni navic potvrdilo ptitomnost vSech tii deleci jiz v dobé zachytu
onemocnéni.

Dalsi rekurentni aberace

Delece ATM genu, odpovidajici parcidlni deleci dlouhych ramen
chromosomu 11, byla prokazana u 24% (92/387) vySetfenych vzorki, resp.
u 24% (81/337) pacientt. Ve vSech nalezenych piipadech se jednalo o deleci
pouze jedné alely. V ptevaze piipadi ztraity ATM byly nalezeny
intersticialni nebo termindlni 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) pfipadi nebylo mozné formu
delece ur¢it (stanovena pouze interfazickou FISH). Uréenymi
translokaénimi partnery u nebalancovanych translokaci vedoucich k deleci
11q byly chromosomy 13 (13q 2x), 6 (6q 1x) a 7 (7q 1x), ve zbyvajicich
ptipadech (4X) nebyl translokaéni partner urcen.

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

Delece genu TP53, resp. kratkych ramen chromosomu 17, byla nalezena u
7% (27/384) vysettenych vzorkd, coz odpovida 6,5% pacientd (22/335). Ve
vSech pfipadech se jednalo o deleci jedné alely genu. Terminalni delece 17p
byla nalezena celkem v 6 vzorcich (6/27; 22%) 6 pacientl, z toho 4x vSak
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paralelné s druhym subklonem s nebalancovanou translokaci chromosomu
17 vedouci ke ztraté 17p a 1x s druhym klonem se ztratou centromerické
oblasti 17 (resp. monosomii 17). Zlomy u 6 nalezenych terminalnich deleci
byly popsany do 17pl10 (1x), 17pll1 (3x) a 17pl11.2 (1x). Ztrata TP53
v disledku nebalancované translokace 17p ¢i centrické fuze 17q10 byla
nalezena celkem v 15 (15/27; 56%) vzorcich 13 pacientl, z toho 4x
paralelné s klonem sdeleci (viz vySe) a Ix také sklonem se ztratou
centromerické oblasti (monosomii 17). Celkem bylo nalezeno 13 translokaci
Stémito translokacnimi zlomy: 17ql0 4x (centrické fize s jinym
chromosomem vedouci k celoraménkové translokaci 17q a soucasné ztraté
17p) a 17pll 9x. Zuréenych translokadnich partnerd byl nejéastéji
zastoupen chromosom 18 (18q 3x), dale byla zaznamenana translokace
s chromosomy 2 (1x), 4 (4q 1x), 6 (69 1x), 9 (9q 1x), 14 (14q 2x) a 15 (15q
2x); 2x translokacni partner nebyl urcen. V dalsich 4 vzorcich (4/27; 15%)
4 pacientt (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 17q11; v jednom
z téchto pripadti byla v subklonu (vedlejSim klonu) nalezena terminalni
delece 17p (resp. centricky fragment chromosomu 17, viz vyse), v dal$im
pfipadé nebalancovana translokace se zlomem v 17pll (viz také vyse).
Transloka¢nimi partnery téchto nebalancovanych translokaci 17ql1
spojenych se ztratou centromerické oblasti i 17p byly chromosomy 3 (3q
1x), 4 (4p 1x, 4q 1x) a 6 (6p 1x).

Delece 6q byla prokazana v 8% (33/391) vySetfenych vzorku, resp. u 8%
pacientl (28/337). Kromé jednoho piipadu vSechny delece zahrnovaly pruh
6921, resp. ztratu lokusu pro gen SEC63. VSechny prokazané ztraty 6q21
byly monoalelické. U 67% (22/33) vzorkt s deleci (u 20 pacientit) se
jednalo o deleci intersticialni ¢i terminalni, u 18% (6/33) o ztratu v disledku
nebalancované translokace (celkem 5 translokaci, translokaéni partnefi byli
chromosom 2 (2p 1x, 2q 1x), 18 (18q 1x) a ve dvou pfipadech nebyl
translokaéni partner uréen).

Intersticialni delece 14q byla nalezena u 7 vzorkd od 7 pacienti (7/391; 2%,
resp. 7/337; 2%).
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5 Diskuse

Dosazena uspésnost kultivace (96%) je srovnatelnd s udaji publikovanymi
dalsimi 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 zpisoben riznym podilem vzorkl
se samostatnou kryptickou intersticialni 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 rozsahlej$i z obou citovanych studii (Haferlach et al. 2007). Celkové
zastoupeni delece 13ql4 jako samostatné zmény karyotypu nalezené
jakoukoli metodou je pfitom obdobné (24%; 91/387 v prezentovaném
souboru vs. 25%; 125/508 v Haferlach et al.). Vzhledem k tomu, Ze u vice
nez poloviny piipadd delece 13ql4 se jednd o deleci men$i nez 1Mb
(Quillette et al. 2008, Parker et al. 2011), je spise pravdépodobny jeji
obtizny nalez analyzou karyotypu a naopak vyssi zachyt pouze FISH
vySetfenim, tedy ve shod¢ s vysledky prezentovanymi v této praci.

Vyse uvedena mira zachytu aberantnich klond analyzou mitéz (vySetfenim
karyotypu a/nebo FISH), tj. 84% (329/391) vzorki s patologickym klonem,
je obdobna jako mira zachytu alesponi jedné z rekurentnich aberaci (delece
13914, delece 11g22-23, delece 17pl3, trisomie 12) interfazickym FISH
vySetienim, 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). Ze vzorkdi snormalnim nalezem FISH pro vsechny
rekurentni aberace (17% vzorkl; 66/391) byly zjistény jiné aberace
Vv karyotypu ve vice nez jedné tfetiné piipadu (23/66; 35%). Souhrnné tedy
kombinaci FISH vySetfeni a analyzy karyotypu po stimulované kultivaci byl
nalezen patologicky klon u 89% vzorkd (348/391), ve srovnatelné mife
s publikovanymi tidaji (85% v (Haferlach et al. 2007)). Provedeni analyzy
karyotypu vSak zasadné¢ navySuje mnozstvi ziskanych informaci
o chromosomovych abnormalitach leukemickych bungk, u 44% (171/391)
vySetfenych vzorkli byla zjisténa i pritomnost jinych chromosomovych
prestaveb nez rekurentnich aberaci vySetfovanych zaroven i FISH.
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Klondlni vyvoj

Pfitomnost vice (sub)klond 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) vzorkl ve shod¢ s 27%
uvadénymi v (Haferlach et al. 2007).

Novy klonalni vyvoj v pribé¢hu onemocnéni byl nalezen celkem u 23%
(46/193) vzorkl vySetfenych mimo prvozachyt onemocnéni, resp. u 29%
vySetfenim na buiikach nestimulované kultivace, byly hodnocenim pouze
rekurentnich aberaci (delece 13ql4, delece 11q22-23, delece 17pl3,
trisomie 12) stanoveny ptidatné zmény v 18% (25/139) vzorku, resp. u 23%
(25/108) pacientti, ve shod¢ s 11-26% udavanymi v literarnich zdrojich
(Shanafelt et al. 2006b, Stilgenbauer et al. 2007, Berkova et al. 2009,
Loscertales et al. 2010). Hodnocenim opakovanych vySetieni po
stimulované kultivaci byl zachycen klondlni vyvoj v podstatné vyssi mife, a
to v 39% (21/54) vzorkd, resp. u 44% (18/41) pacientli. Rozdil je zptisoben
moznosti hodnotit i dal§i zmény karyotypu nez pouze zminované rekurentni
aberace stanovované FISH metodou. Mira cytogenetické evoluce karyotypu
CLL bun¢k neni v odborné literatufe pfili§ uvadéna, dle omezenych udaji je
referovana v obdobné vysi jako v prezentovanych datech, 36% (Van Den
Neste et al. 2007), ptip. 43% (Finn et al. 1998).

Kromé€ nové zachycenych (sub)klondlnich aberaci také bylo zaznamenéano
vymizeni ptivodné prokazovanych klont, celkem 11x (11/46). S vyjimkou
jednoho piipadu parcidlni remise (s pretrvavajici ~60% infiltraci CLL
buitkami dle FACS) se jednalo o vySetfeni pfi klinickém stavu pacienta
hodnoceném jako progrese po 1é¢bé (9x), ptip. relaps (1x), vzdy s infiltraci
dle FACS vice nez 25% (s medidnem 60%). Tento jev neni
Vv cytogenetickych studiich vénovanych CLL dosud zminovan, avsak je
popisovan v recentni praci sledujici klondlni vyvoj u CLL celoexomovym
sekvenovanim, kde vymizeni (resp. vyznamna redukce) jednoho ze
subkloni po 1écbé je spojeno sexpanzi klonu obsahujici silné
mproliferativni* aberaci nebo mutaci (silny ,driver”) (Landau et al. 2013).
Klonalni vyvoj, jak ve formé pifitomnosti subklond ,,in situ* tak i novych
zmén ziskanych v pribéhu onemocnéni, se Castéji vyskytoval ve skupiné
pacientl s progresivnim onemocnénim oproti pacientim vysSetfenym pfi
zachytu onemocnéni ¢i se stabilnim prabéhem (P 0,05 pro klonalni vyvoj
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»in situ®, P 0,05, resp. P 0,04 pro klonalni vyvoj v pribéhu onemocnéni).
Ziskané vysledky podporuji hypotézu vyskytu pomérné Castych klonalnich
zmén v bunikdich CLL (Juliusson et al. 1988, Finn et al. 1998, Van Den
Neste et al. 2007) a spojeni klonalniho vyvoje s progresivitou onemocnéni je
ve shodé sudavanou zhorSenou prognoézou pacientii se zachycenym
klonalnim vyvojem (Stilgenbauer et al. 2007).

Komplexni zmény, chromosomové translokace

Zevrubnou analyzou mit6z byly nalezeny komplexni zmény v 28% vzorkd,
v souladu s publikovanymi udaji, uvad&jicimi 24%, resp. 16% pacientl
s komplexnimi zménami (Dicker et al. 2006, Haferlach et al. 2007). Ve
shodg s literaturou (Haferlach et al. 2007) byla také ve skupiné komplexnich
zmén oproti celému souboru vyznamné Castéji nachdzena ztrata genu TP53
(18% vs. 7%, P 0,002). Rovnéz delece ATM genu a delece 6q byla ve
skupiné komplexnich zmén nachdzena Castéji (50% vs. 24% P 0,0000006,
resp. 18% vs. 8%, P 0,008), coz muze svédéit také pro zvySenou
chromosomovou nestabilitu spojenou s témito aberacemi, dale ptispivajici
ke zhor$ené progndze onemocnéni. Vyznamné Castéjsi vyskyt komplexnich
zmén karyotypu ve skupiné pacientli s progresivnim onemocnénim oproti
pacientiim vySetienym pti zachytu onemocnéni ¢i se stabilnim prub&hem (P
0,00001 pro komplexni zmény zjisténé pouze analyzou karyotypu, P 0,0002
pro komplexni zmény se zahrnutim kryptickych zmén 13q14) je v souladu s
udavanou $patnou prognodzou spojenou s komplexnimi zménami (Juliusson,
Gahrton 1990, Juliusson et al. 1990, Koski et al. 2000).

Chromosomové translokace byly nalezeny v 37% (144/391) vzorkd, resp.
u 36% (121/337) pacientli, 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 rekurentnich deleci
(13q, 11q, 17p, 6q), jak jiz bylo diive popsano (Mayr et al. 2006).
Chromosomové translokace se také vyznamné Cast&ji, statisticky
nejprikaznéji ze vSech sledovanych skupin aberaci, vyskytovaly ve skupiné
pacientti s progresivnim onemocnénim (v progresi pted/po 1é¢bé, v relapsu
¢i s rezistentnim onemocnénim) oproti pacientim vySetfenym pii zachytu
onemocnéni ¢i se stabilnim prabéhem (P 0,000003); toto pozorovani je ve
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shod¢ s udaji v dostupnych publikacich na toto téma (Mayr et al. 2006, Van
Den Neste et al. 2007).

Delece 13q14

Delece 13q14 je nachazena FISH vySetfenim interfaznich jader u 55-64%
pacientt 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) vzorkd, resp. u 61% (209/336) pacientt. Dalsi informace
o charakteru delece 13q14 pfineslo provedeni analyzy mit6z po stimulované
kultivaci metodou FISH a vySetienim karyotypu. Submikroskopicka delece,
krypticka pro analyzu karyotypu G-pruhovanim a detekovana pouze FISH,
byla nalezena v 66% (154/235) ptipadi delece. Tento nalez ziejme odpovida
deleci obvyklého ~900 kb minimalniho deletovaného regionu, kterd je dle
vysledkt aCGH ptitomna u vice neZ poloviny ptipadd delece (Ouillette et
al. 2008, Parker et al. 2011). Rozsahlejsi intersticialni delece 13ql4
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 pfestavba chromosomu 13 spojena se ztratou 13ql4. Ve skupiné
rozséhlych 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
stadiu progrese onemocnéni (pfed lécbou, po [&Cbeé, vrelapsu ¢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 literatufe
uvadéné horsi progndze delece 13q14 vétsiho rozsahu (Ouillette et al. 2008,
Parker et al. 2011) a jeji asociaci se zvySenou genomickou komplexitou
(Ouillette et al. 2010). Pro piesngjsi urceni vyskytu deleci 13ql14 vétsiho
rozsahu a jejich vlivu na prognézu onemocnéni, by bylo vhodné vsechny
vzorky s prokazanou deleci 13ql14 vySetiit dale FISH se sondou mimo
MDR, napi. se sondou pro oblast genu RB1, ktera je u vétSiny vétsich deleci
také deletovana (Ouillette et al. 2008). Zda se byt ziejmé, Ze jednoznaéné
stanoveni deleci 13q14 vétsiho rozsahu by navic pfineslo nové prognostické
informace v individualnich pfipadech onemocnéni.

V 11% (25/235) ptipadt deleci 13914 byla prokézana piitomnost reciproké
translokace s deleci v misté transloka¢niho zlomu jako mechanismu vzniku
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delece jedné (24x) ¢i obou alel (1x). Translokace 13q14 s deleci v misté
transloka¢niho zlomu jako minoritni forma delece 13ql4 u CLL, resp.
u B-NHL, byla v odborné literatuie 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 13q14 u CLL ve vysi 13% a v dalsi
(Struski et al. 2007) ve vysi 10% obecné u B-NHL, tj. obdobné jako
Vv prezentovaném souboru. Vzhledem K rtiznym translokaénim partnerim a
chybgjicim dikazim o ovlinéni genové exprese na partnerském
chromosomu (napt. aktivaci onkogenu) je mozné predpokladat, ze primy
leukemicky efekt translokace 13ql4 spociva (pouze) ve ztraté
tumorsupresorovych genit v MDR, pfip. mimo néj. Na rozdil od
samostatnych deleci 13ql4 je vSak pfitomnost jakékoli, byt jediné,
translokace v karyotypu bunék CLL spojovana se zhorSenou progndzou
(Mayr et al. 2006, Van Den Neste et al. 2007). Pii posouzeni vlivu
translokaci 13q14 na progndézu onemocnéni je nutné vzit v uvahu castou
pritomnost komplexnich zmén karyotypu (14/25; 56%) a klonalniho vyvoje
(17/25; 68%) v piipadech zjisténych translokaci, vyznamnou d&etnost
komplexnich translokaci 13ql4 (4/24 translokaci) a Castou koexistenci
s klony s intersticialni deleci 13q14 (7/25; 28%). Na zakladé téchto nalezl
lze pritomnost translokace 13ql4 povazovat za znak zvySené
chromosomové nestability, kterd souvisi se zhorSenou prognézou
onemocnéni. Toto konstatovani je nicméné provedeno na zakladé hodnoceni
malého souboru dat a bude nutné jej ovéfit na vétsi kohorté vzorkd.

Doplitujicim vySetfenim 4 pacienti s koexistenci klonu s deleci v misté
transloka¢niho zlomu a s intersticialni deleci byl u dvou pacient prokazan
nezavisly vznik (v ruznych paralelnich klonech) deleci 2. alel 13q14 a
u jednoho pacienta se, diky vhodnému klonalnimu vyvoji, podafilo prokazat
nezavisly vznik delece v misté translokac¢niho zlomu na deleci intersticialni.
Je mozné se proto domnivat, ze nezavisle na klonu s intersticialni deleci
vznikaji translokace 13ql4 s deleci v misté zlomu i ve vSech ostatnich
ptipadech a nejedna se tedy o postupny klonalni vyvoj (napf. klonu s deleci
V misté transloka¢niho zlomu z Klonu s intersticialni deleci). Obdobné
tvrzeni miZe navic platit i pro dalsi B-NHL, vzhledem ktomu, Ze
translokace 13ql4 sdeleci v misté zlomu jsou zde rovnéz rekurentné
nachazeny (Struski et al. 2007). Moznym mechanismem pro jednokrokovy
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vznik translokace s deleci v misté transloka¢niho zlomu se zdd byt
mikrohomologii zprostfedkovana, zlomem indukovana replikace (MMBIR),
recentné navrzena pro vznik reciprokych translokaci s duplikacemi
V mistech zlomt v nadorovych butikach (Howarth et al. 2011).

Nejen tyto pripady koexistence obou typi delece 13ql4, ale i piipad
pacienta se tfemi rtizné rozsahlymi intersticialnimi delecemi 13q14 ve t¥ech
ruznych klonech ukazuje na dtlezitost provadéni cytogenetické analyzy po
stimulované kultivaci. U tohoto pacienta byla v dobé zachytu onemocnéni
prokazana FISH vySetfenim interfaznich jader z bun€k nestimulované
kultivace pouze delece 13914, dal§i zmény v¢etné multiklonality delece
13q14 zGstaly skryty, a cytogenetické vySetieni predikovalo piiznivou
prognézu. Onemocnéni vSak progredovalo s nutnosti zahajeni 1é¢by 16
mésici od diagnézy. Pokud je vzat v uvahu neutrdlni vliv na prognézu
pritomné rekurentni translokace t(14;18)(q32;q21) (Put et al. 2009), je
mozné se domnivat, ze multiklonalita delece 13ql4 jako projev
chromosomové  nestability —mohla ptedznamenat rychlou  progresi
onemocnéni. Lze také predpokladat, ze obdobna skryta multiklonalita se
muize vyskytovat i u jinych pfipadi intersticialni delece 13ql4. Odhaleni
dalsich ptipadi muze napomoci disledna chromosomova analyza CLL
bunék po jejich vhodné stimulaci in vitro, zahrnujici kromé vySetieni
karyotypu i FISH s vice riznymi sondami pro oblast 13q14 pro detekci
(sub)klonii s riiznymi rozsahy delece 13q14.

Zjisténé pripady koexistence klon s riznymi formami delece 13ql4 a
pfedpoklad, ze i (n€které) intersticialni delece mohou byt multiklonalni,
vedou k hypotéze, ze frekvence vzniku deleci 13q14 mize byt vyrazné vyssi
nez je maximum dvou udalosti na pacienta v pfipadé¢ bialelické delece.
Pritomnost vice kloni s n€kolika nezavislymi zlomovymi udalostmi
voblasti 13q14 (,hot spotu”) je vyjadifenim chromosomové nestability
zpusobené doposud nerozpoznanou pfi¢inou. V ur€ité ¢asti pripadd ziejmé
mize byt nestabilita genomu u CLL, alespoin na cytogenetické ¢i
molekularné-cytogenetické irovni, vyjadfena pouze multiklonalitou tohoto
jednoho lokusu a i tyto pfipady mohou byt asociovany s rychlejsi progresi
onemocnéni. Multiklonalita 13q14 proto mize byt novym prognostickym
faktorem diilezitym zejména v ptipadech ,,samostatnych® deleci 13q14.
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6 Zavéry

Zhodnoceni DSP30/IL2 stimulované kultivace

DSP30/IL2 kultivace ukazala vysokou tuspéSnost stimulace bunééného
déleni CLL bungk in vitro a umoznila u 96% (375/391) vysettenych vzorkd
uspésné cytogenetické vySetfeni na mitézach. V 65% (254/391) vzorki byl
nalezen patologicky klon analyzou karyotypu G-pruhovanim a v dalSich
19% (75/391) vzorkt kryptickd intersticialni delece 13ql4 prokézana pti
normalnim karyotypu hodnocenim mit6z metodou FISH. Celkem byly tedy
chromosomové abnormality analyzou mit6z odhaleny u 84% (329/391)
vzorkd.

Analyza karyotypu pfinesla u 44% (171/391) vzorkt dal§i informace
o chromosomovych zménach CLL bunék v porovnani s bézné provadénou
diagnostikou rekurentnich aberaci (delece 13ql4, trisomie chromosomu 12,
delece 11g/genu ATM, delece 17p/genuTP53) metodou interfazické FISH.
Chromosomové translokace byly nalezeny u 37% (144/391) vzorku a
komplexni zmény karyotypu (= 3 aberace stanovené analyzou karyotypu
v kombinaci s kryptickymi zménami 13ql4 zjisténymi FISH) u 28%
(111/391) vzorkd. Byla prokazana jejich silna asociace s progresivni formou
onemocnéni, resp. jejich Castéji vyskyt u vzorkd z progrese onemocnéni ve
srovnani se vzorky ze zachytu ¢i stabilnitho onemocnéni (P 0,000003, resp.
P 0,0002).

Piitomnost alespoii dvou klonii v daném vySetfeni byla zjisténa v 34%
(133/391) vzorkd. V prubéhu onemocnéni byl opakovanou analyzou mit6z
po stimulované kultivaci prokazan klonalni vyvoj u 39% (21/54) vzorkd,
resp. u 41% (18/41) pacientli. Kromé vzniku novych subklonii byl
opakované u pacientll v progresi po 1€cbé pozorovan i zanik stavajicich
subklonti se soucasnou expanzi jinych kloni obsahujicich aberace
s progresivn&j§im potencidlem. Klonalni vyvoj, jak ,jin situ“, tak i
detekovany v pribéhu onemocnéni, byl také vyznamné castéji nachazen u
vzorkli z progrese onemocnéni nez u vzorkll ze zdchytu ¢i stabilniho
onemocnéni (P 0,05, resp. P 0,04).
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Studium rekurentnich strukturnich aberaci

Pfitomnost deleci 11q, 17p a 6q byla vyznamné zvySena ve skupiné
komplexnich zmén karyotypu ve srovnani s celym vysetfenym souborem (P
0,00000006, resp. P 0,002, P 0,008), coz koresponduje se zhorSenou
prognodzou spojovanou s témito aberacemi.

U vsech sledovanych deleci (13q14, 11q, 17p i 6q) byl nalezen opakujici se
mechanismus ztraty dané oblasti v dusledku nebalancované translokace.
U delece 17p se dokonce jednalo o pfevazujici mechanismus, detekovany
u 71% (19/27) ptipada 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) ptipadid téchto deleci.

Dulezitym nalezem, poprvé podrobné popsanym v odborné literatute, byla
soucasna pritomnost klonl s deleci 13q14 v misté translokac¢niho zlomu a
klonu s intersticialni deleci 13q14. Tato koexistence byla nalezena u 28%
(7/25) ptipadu translokaci 13q14. U jednoho z pacientt byl, diky vhodnému
klonalnimu vyvoji, prokdzan nezavisly vznik obou koexistujicich forem
deleci. Samostatny paralelni a na sob& nezavisly vznik intersticialni delece
a delece v misté transloka¢niho zlomu je mozné piedpokladat i u dalsich
ptipadi koexistence obou forem delece. U jednoho =z pacientil
S progresivnim onemocnénim byla navic prokazéana i sou¢asna pritomnost tfi
klont srizné rozsahlou intersticialni deleci 13ql4 s jasnym prikazem
nezavislého vzniku jedné z téchto deleci na dvou ostatnich. Tento ptipad
multiklonalni intersticialni delece 13ql4 byl prvnim publikovanym
ptipadem v odborné literatufte.

Stavajicimi metodami obtizna detekce multiklonality 13q14 znamena jeji
moznou skrytou ptitomnost i v dalSich ptipadech deleci 13ql4, coz by
predpokladalo vyssi frekvenci udalosti v oblasti 13ql4 nez odpovida
maximu pouhych dvou udalosti na pacienta v pfipad¢ vzniku bialelické
delece. Ke zlepseni zachytu viceklonalni delece 13q14 mtze zasadné piispét
dasledné provadéni analyzy mitdéz po stimulované kultivaci a rozsiteni
panelu FISH vysetieni o dalsi sondy v oblasti delece 13q14, napt. pro RB1
gen. Multiklonalita 13q14, at’ jiz vyjadfena koexistenci klonl s riznymi
formami delece ¢i vice klony s nezavislymi intersticialnimi delecemi, je
znakem chromosomové nestability a jako takova mize 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 13g14 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 13q14
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 ¢asopisech 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

Hruba M, Dvoidk P, Weberova L, Subrt 1. Independent coexistence of
clones with 13q14 deletion at reciprocal translocation breakpoint and 13q14
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 I. Reciprocal translocation as
recurrent form of 13914 deletion in chronic lymphocytic leukemia. XX.
Biologické dny, Plzeti, 10/2011 - poster, abstrakt: v konferenénim sborniku
s. 45; ISBN 978-80-260-0849-1

Hruba M, Dvoiék P, Weberova L, Subrt I. Soucasna piitomnost vice klonti
s riznou formou delece 13q14 u B-CLL — disledek postupného klonalniho
vyvoje nebo paralelnich nezavislych udalosti? Celostatni sjezd Spole¢nosti
lékaiské genetiky CLS JEP a 44. Vyroéni cytogeneticka konference,
Ttebon, 9/2011, abstrakt: v konferen¢nim sborniku (necislovano); ISBN
978-80-260-0415-8
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Hruba M, Dvoidk P, Weberova L, Subrt I. Reciproka translokace s deleci
Vv misté zlomu jako jeden z Castych mechanismi vzniku rekurentni delece
13914 u B-CLL. 43. Cytogeneticka konference, Ostravice, 9/2010, abstrakt:
Vv konferencnim sborniku (necislovano; el. forma).

Hruba M, Dvoidk P, Cechova L, Subrt I. Vyskyt chromozomovych

translokaci u B-CLL. 42. Vyro¢ni zasedani cytogenetické sekce, Brno,
9/2009

Hruba M, Dvoidk P, Harmackova L, Pittrovd M, Cechova L, Subrt L
Cytogeneticka metafazni analyza B-CLL bunék po imunostimulaci CpG
oligonukleotidem a interleukinem 2. XXIII. Olomoucké hematologické dny
s mezinarodni udasti, Olomouc, 6/2009, abstrakt: Transfuz Hemat dnes.
2009;15(S1):26.

Hruba M, Harmackové L, Pittrovd M, Dvoiék P, Subrt I. Chromozomova
analyza B-CLL bun¢k po imunostimulaci CpG oligonukleotidem a IL2. 41.
Vyrocni zasedani cytogenetické sekce, Olomouc, 9/2008

Dvordk P, Hruba M, Subrt I, Jaklova R, Harmackova L, Pittrova M.
Komplexni zmény karyotypu u nemocnych s B-CLL. Celostatni sjezd
Spole¢nosti 1¢kaiské genetiky CLS JEP a 40. Vyroéni cytogeneticka
konference, Praha, 9/2007 — poster

Hruba M, Skuhrovcova J, Fischlova H. Vysledky vysetfeni bunc¢k kostni
diené metodou FISH u pacientt s B-CLL (2001-2003); korelace s prib&éhem
onemocnéni a CD38 pozitivitou. 37. zasedani Cytogenetické sekce,
Olomouc, 9/2004

2. Publikace bez vztahu k tématu disertace

d) Clanky v odbornych &asopisech s IF

Dvorak P, Lysak D, Vokurka S, Michalova K, Sarova I, Jonasova A, Hruba
M, Rykovska A, Subrt I. 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
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Dvorak P, Hruba M, Subrt I. Development of acute myeloid leukemia
associated with Ph-negative clone with inv(3)(q21926) during imatinib
therapy for chronic myeloid leukemia. Leuk Res. 2009 Jun;33(6):860-1.
Epub 2008 Nov 1. IF (2008) 2,39

a) Clanky v odbornych &asopisech bez IF

Zemanova Z, Michalova K, Tajtlova J, Pavlistova L, Oltova A, Filkova H,
Kuglik P, Némec P, Holzerovd M, Balcarkova J, JaroSova M, Rabasova J,
Hruba M, Fischlova H, gpiéka I, Gregora E, Adam Z, Séudla V, Maisnar
V, Schiitzova M, Kralova D, Hajek R. Vysledky molekularné cytogenetické
analyzy imunofluorescenéné znacenych plasmatickych bunék u pacientt
s mnohoéetnym myelomem zafazenych ve studii CMG 2002. Klin Onkol.
2008 Sep, 21(S1):204 — 206.

b) Prezentace na mezinarodnich konferencich s publikaci abstrakt
v odbornych ¢asopisech s IF

Dvoiak P, Lysak D, Vokurka S, Michalova K, Sarové I, Jonasova A, Hruba
M, Rykovska A, Subrt I. 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, Némec P, Kralova D, Holzerova M, Balcarkova J,JaroSova M,
Rabasova J, Hruba M, 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
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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

C) 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/AMLL 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-AMLL 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.

d) Prezentace na ¢eskych konferencich (bez IF)

Hruba M, Brotanova D, Pittrova M, Novakova P, Hradecky L, Zech N,
Subrt I. ArrayCGH jako metoda preimplantaéniho genetického vysetieni -
zkuSenosti se zavedenim do klinické praxe. 46. vyroéni cytogeneticka
konference, Brno, 9/2013

Dvoiak P, Lysék D, Vokurka S, Michalova K, Sarova I, Jonasova A, Hruba
M, Rykovska A, Subrt I. Translokace t(2;11)(p21;q23) bez prestavby MLL
genu je pravdépodobné spojena s dobrou prognézou u pacientt s MDS.
XXVII. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni ucasti 5/2013,
abstrakt: v konferen¢nim sborniku s. 71; ISBN 978-80-244-3480-3

Hruba M. Poznamky k akreditaci CY TOGENETICKYCH LABORATORI
dle CSN EN ISO 15189; Cytogeneticka vysetfeni mnohocetného myelomu v
roce 2012 — Plzen. XI. narodni workshop Mnohocetny myelom, Mikulov
4/2013
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Dvotak P, Hruba M, Vokurka S, Rykovska A, Subrt I. Vzacné rekurentni
aberace chromosomii u myelodysplastickych syndromt. 45. vyro¢ni
cytogeneticka konference, Olomouc, 9/2012

Rykovska A, Hruba M, Dvoték P, Subrt 1. Evoluce klond s odlisnymi
cytogenetickymi aberacemi u akutni myeloidni leukemie. 45. vyroéni
cytogeneticka konference, Olomouc, 9/2012

Hruba M. Cytogeneticka vysetfeni mnohocetného myelomu v roce 2011 —
Plzen. X. Narodni workshop MM, Mikulov, 4/2012

Vohradska P, Hruba M, Subrt I. 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

Vohradska P, Jaklova R, Hruba M, Pomahacova R, Subrt I. Nebalancované
translokace X;autosom se vznikem derivovaného chromosomu X u Zen a
jejich vliv na fenotyp. Celostatni sjezd Spoleénosti 1ékaiské genetiky CLS
JEP a 44. Vyro¢ni cytogeneticka konference, Tiebon, 9/2011, abstrakt:
V konferenénim sborniku (necislovano); ISBN 978-80-260-0415-8

Hruba M. Cytogeneticka vysetfeni mnohocetného myelomu v roce 2010 —
Plzen. IX. Narodni workshop MM, Mikulov, 4/2011

Vohradska P, Hruba M, Dvoték P, Jaklova R, Subrt 1. Familiarni vyskyt
translokacni formy mikrodelece 22q11.2 — kazuistika. 42. Vyro¢ni zasedani
cytogenetické sekce, Brno, 9/2009

Dvoiak P, Hruba M, Subrt I Pretrvavajici cytogenetické klony po
chemoterapeutické 1é¢bé u pacientti s akutni myeloidni leukémii. XXIII.
Olomoucké hematologické dny s mezinarodni ucasti, Olomouc, 6/2009 —
poster, abstrakt: Transfuz Hemat dnes. 2009;15(S1):78.

Hruba M, Dvoidk P, Subrt I. Cytogenetickd vySetfeni détskych B-ALL
vULG LF UK a FN vPlzni (1998-2008). 18. konference détskych
hematologi a onkologii Ceské a Slovenské republiky, Plzefi, 11/2008,
abstrakt: v konferenénim sborniku s. 66; ISBN 978-80-7177-009-1

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, gpiéka I, Gregora E, Adam Z, Séudla V, Maisnar
V, Schiitzova M, Kralova D, Hajek R. Molekularné cytogeneticka analyza
imunofluorescencné¢  znacenych plasmatickych bunék u pacientd
s mnohoetnym myelomem ve studii CMG 2002. XV. CESKO-
SLOVENSKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD,
Spindlertiv Mlyn, 9/2008, abstrakt: Transfuz Hemat dnes. 2008;14(S2):69.
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Zemanova Z, Michalova K, Babicka L, JaroSova M, Holzerova M, Oltova
A, Hruba M, Smisek P, Mutikova K, Zuna J, Trka J, Mihal V, Stérba J,
Cerna Z, Sedlagek P, Stary J. Frekvence a klinicky vyznam komplexnich
chromozomovych aberaci v souboru 127 déti s TEL/AMLI1 pozitivni akutni
lymfoblastickou  leukemii ~ (ALL). XV. CESKO-SLOVENSKY
HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD, Spindlerav
Mlyn, 9/2008, abstrakt: Transfuz Hemat dnes. 2008;14(S2):74-75.

Hruba M, Subrt I, Schiitzova M, Stranska R. Vysledky FISH analyzy
plazmocyti u pacientd s mnohocetnym myelomem (v ramci grantu IGA MZ
NR/8183-4). XXI. Olomoucké hematologické dny, Olomouc, 6/2007 —
poster, abstrakt: v konferenénim sborniku s. 74; ISBN 978-80-7346-078-5

Jaklova R, Subrt I, Hruba M. Fenotyp ditéte s nevyvazenou translokaci
subtelomerickych oblasti chromosomu 17 a 22 — varianta syndromu delece
22q13.3. Celostatni sjezd Spole¢nosti lékaiské genetiky CLS JEP a 40.
Vyroc¢ni cytogeneticka konference, Praha, 9/2007 — poster

Hruba M, Zavielova M, Harméagkova L, Subrt 1. Vysledky I-FISH analyzy
plazmocytt u pacientd s mnoho¢etnym myelomem v ULG FN Plzefi v ramci
grantu IGA MZ NR/8183-4. 39. Vyro¢ni zasedani cytogenetické sekce,
Ceské Budgjovice, 9/2006, abstrakt: v konferenénim sborniku (neéislovano;
el. forma).

Zemanova Z, Michalova K, Babicka L, Pavlistova L, Oltova A, Mentolova
D, JaroSova M, Holzerova M, Hruba M, Skuhrovcova J, Mutikova K,
Formankova R, Sedlaéek P, Vrzalova A, Stérba J, Mihal V, Cerna Z, Stary
J. Frekvence a klinicky vyznam komplexnich chromosomovych aberaci v
souboru 88 déti s TEL/AMLI pozitivni akutni lymfoblastickou leukemii
(ALL). 15. konference détskych hematologi a onkologii CR a SR, Ceské
Budgjovice, 11/2005, abstrakt: v konferenénim sborniku s. 30; ISBN 80-
7232-264-8

Skuhrovcova J, Hruba M, Fischlova H, Harmackova L, Zavielova M,
Polatova H. Cytogeneticka a FISH vySetfeni prvozachytt MM za rok 2004
Vv ULG v Plzni. Zasedani Ceské myelomové skupiny, Cejkovice, 4/2005
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