Univerzita Palackého v Olomouci
[ékarska fakulta

Molekularné cytogenetické studium

chromosomovych zmén u leukémii

(Klinicky vyznam cytogenetiky a molekularni
cytogenetiky u chronické myeloidni leukémie)

Disertac¢ni prace

Olomouc 2010 RNDr. Milena Holzerova



Podékovani



Cestné prohlaseni

ProhlaSuji, ze jsem tuto disertacni praci vypracovala samostatné, s pouZitim uvedené
literatury, pod vedenim skolitelky pani prof. RNDr. Mgr. Marie JaroSové, CSc. a uvadim

v ni pouze vysledky své vlastni vyzkumné prace.

Prace byla podporovana vyzkumnym projektem MSMT & 6198959205, grantem IGA
NS9949-3 a grantem LF University Palackého v Olomouci ¢. 911100041.
V préci byla vyuzita data z databaze CAMELIA.

V Olomouci 28.12.2010 RNDr. Milena Holzerova



OBSAH

1  UVOD.....eeiuecerrnecnnens 6
L1 KIVEEVOTDA ..ottt 8

1.2 Poruchy KrvVetVOIDY .....oiiciiiieiiice ettt 12

L1.2.1  LEUKEIMIC ..ottt 13

2  CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE 15
2.1 DEEINICE .ottt ettt 15

2.2 Epidemiologie @ €tiOlOZIC ...cccuviieeieeeiiieciiie ettt e 17

2.3 Obecna charakteristika CIML .........cccooiiiiiiiiiniiiieieeeee e 18

2.4 Di1agnostika CIML ........oooiiiiiiiecieeeeeee ettt e eeraeeenaeeen 20

2.5 LECDA CML ...ttt sttt st 22

2.6 Prognoza CML.........coooiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e et e e e e nnneeee s 24

3 CYTOGENETIKA A MOLEKULARNI CYTOGENETIKA CML................ 27
3.1 Historie objevu chromosomu Philadelphia............ccccooviiiiiiiiiniiieee e, 27

3.2 Variantni translokace vzniku Ph chromosomu............cccoocoeeiiieiiiiiiiniiniie, 28

3.3 Piidatné chromoSOmMOVE ZIMENY ......cueieiiiieeiiieeiieeeiieeeieeeeieeesree e e eereeeeaee e 31

3.3.1  DRLECE 9q cevviiniieeiiieieeeeee e e 35

3.3.2 Chromosomové zmény v Ph negativnim klonu............ccccoeeevvennieenneen. 36

3.4 Hodnoceni cytogenetické odpoveédi na 16ChU ........cccvvvvieriieiiieiiieieeeee, 36

3.5 Molekularni patofyziologie CML.........cccoeviiieiiieeieceee e 38

4  CILE DISERTACNI PRACE 42
MATERIAL A METODY 43

5.1 SOUDOT PACIENLTL ....eevveeeiieiiieiiie ettt ettt ete et e b e st eebeeseaeenbeessaeenseeaneenne 43

I \Y, (517 16 | 2SS 46

5.2.1 Klasicka cytogenetickd analyza............cccoeeieiienieniienieeieecie e 46

5.2.2 Metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH).........ccceevvvevveennneen. 46

5.2.2.1 Piiprava BAC SONd .......cooiiiiiiiiiieiieieeieee e 47

5.2.3 Metoda mnohobarevné FISH (M-FISH)..........cccccevriiiiiiiieiieeieeee. 48

5.2.4 Metoda komparativni genomové hybridizace (CGH) ..........cccecvvennennee. 48

5.2.5 Hodnoceni vysledka in situ hybridizace...........ccceeevvieecieeeciieeieeeeen. 49

5.2.6 Metoda array komparativni genomové hybridizace (aCGH) ................ 49

5.2.7 Metody molekularn€ biologicke ..........cccvvivviiiiiiiiiiiiieie e, 49

5.2.8 Detekce Ph chromosomu a ptidatnych chromosomovych zmén........... 50

5.2.9 Statistickd analyza..........ccceeeiiieeiiiiiieieee e 50

6 VYSLEDKY woouumcenreunsenscssscssssesssscssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssses 51
6.1 Obecnd charakteristika SOUDOTU.........c.coiiiiiiiiiiiiii e 51

6.2 Vysledky cytogenetické analyzy v dobé diagndézy CML ..........ccccoeveviiniincnnnene 51

6.2.1 Ph chromosom vznikly standardni translokaci ............cccceeeveeeeveennneen. 52

6.2.2  Variantni transloKace ...........ccoeveeriiiiriiiiiienieeieee e 53

6.2.3 Piidatné chromosomove ZmeENnYy ........c.ceecveeeviieeniieeiieeeiee e 55

6.2.3.1 Komplexni pfestavby Karyotypu.........ccocceeviieviienieeciienieeieenen. 59

6.2.3.2 DEIECE 9 weiiiuiiieeiiieeiieeeee e e 62

6.2.3.3 Ztrata chromosomu Y U MUZI ......c.eevveeiienieeiieniie e 65



10
11
12

6.2.3.4 Trisomie ChrOMOSOMU & .. .covveeeieee et e e e 65

6.2.3.5 Dalsi pridatné chromosomoveé zmeény..........cccceevveecveenieeneennen. 65

6.3 Vysledky cytogenetické analyzy v prabehu 1€Cby.........ccovviiiniiieniiiiiiieeieeee, 65
6.3.1 Pfidatné chromosomové zmény u nemocnych s variantni translokaci..71

6.3.2  KompleXni preStavhy ......cuceccuiieriieeriie e et 76

0.3.3  DRLECE 9 c.vvieiieiiieieeee e 78

6.3.4  Ztrata ChromoSOMU Y ....c.oviieiiieiiiieeiee et et 78

6.3.5 Trisomie chromosOmU § ..........ccoeriiriiniiiiinieeeeeeee e 78

6.3.6 Piidatné chromosomové zmény v Ph negativnim klonu ....................... 78

6.4 Hodnoceni l1écebné odpovédi ve skupinach podle cytogenetickych nélezi ........ 79
6.4.1 Nemocni bez vstupnich cytogenetickych dat...........cccoeevvieniiienninnnnnn. 79

6.4.2 Nemocni pouze s Ph chromosomem............cccceoerviniineniienienenieneene. 80

6.4.3  Variantni transloKace .........c.ccceveeiiiiiiiiiiiiiee 80

6.4.4 Komplexni prestavbhy .......cccccierieriiieiieiiieiieeie et 81
6.4.4.1 Komplexni prestavby zjisténé v dob¢ diagndézy CML............... 81

6.4.4.2 Komplexni pfestavby zjisténé v prubéhu &by CML ............... 82

0.4.5  DEICCE 9 wevieiiieeiieeeiee et e 83

6.4.6  Ztrata ChromoOSOMU Y ....covviiiiriiiiiiiiiniieieeienieee ettt 83
6.4.6.1 Ztrata chromosomu Y v dobé& diagnozy CML.............cccuveenee. 83

6.4.6.2 Ztrata chromosomu Y v prabéhu [€Cby .......coceviriiiniininninnene. 84

6.4.7 Trisomie ChromOSOMU 8 ........cociiiiiiiiiiiieiieie e 84
6.4.7.1 Trisomie chromosomu 8§ v dobé diagnézy CML....................... 84

6.4.7.2 Trisomie chromosomu 8 v prub&hu 1€cby ........cccevvevvininnnnnnen. 84

6.4.8 Nemocni s jinymi chromosomovymi zménami...........ccceecveevverieennennne 85

6.5 Hodnoceni lé¢ebné odpovedi ve skupindch podle typu 1€Cby .....ccuveveeveennnennnee. 86
6.5.1 Imatinib v 1. linii 1€CDY ....eeoviiiiiiiiiie e 88
6.5.2 Imatinib v 2. Nl 1€CDY ......covviieiiieieeee e 89

6.5.3 Transplantace krvetvornych bunek (TKB) .......cccccovvieriiiiiiiniiiiienne 92

0.5.4  JINY EYP LECDY et 93

6.6 Nemocni s druhou hematologickou malignitou (kazuistiky)..........ccceeeveeiiiennnnne. 94
6.6.1 Kazuistika 1. — pacientka €. 87 ......ccocvvveeiiiiiiiieeeeee e, 95

6.6.2 Kazuistika 2. —pacient €. 213 .....ccciiiiiiiieiieieee e 99

6.6.3 Kazuistika 3. —pacient €. 215 ...cccvveviiieiieiee e 100

6.6.4 Kazuistika 4. —pacient €. 147 .....ccccoeviiiiieiiiiieieeee e 102

6.6.5 Kazuistika 5. —pacientka €. 94 .......cccooeiiiiiiiiieeee 103
DISKUSE ...uuiitiiinninsuicsensisssisssnssesssnsssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 105
SOUHRN .....ccceverruersenseecnnens 113
SUMMARY ..cucouuiiiisuinsensenssissanssesssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssasssssssess 116
PREHLED POUZITYCH ZKRATEK 119
SEZNAM LITERATURY .ucuuiivinicsnsensinsnisesssisssnssesssssssssassssssssssssssassssssasssssssess 122
SEZNAM PUBLIKACI 138




1 UVOD

Chronickd myeloidni leukémie (CML) je klonalni myeloproliferativni onemocnéni
hematopoetické kmenové builky, které tvoii ptiblizné 15 — 20 % vSech leukémii. Je
charakterizované¢ pfitomnosti cytogenetické zmény, Philadelphia chromosomu
(Philadelphia chromosome — Ph), ktery vznikd reciprokou translokaci mezi dlouhymi
rameny chromosomu 9 v pruhu q34 a chromosomu 22 v pruhu ql1, t(9;22)(q34;ql1).
Vysledkem této translokace na molekuldrni drovni je vznik nového fuzniho genu
BCR/ABLI, ktery koduje protein s konstitutivné zvySenou tyrosinkindzovou aktivitou.
Protein Bcr/Abll aktivuje tadu signalnich drah, které ve svém duasledku vedou
k abnormalni bunééné adhezi, zvysSené proliferaci a inhibici apoptoézy. Bylo prokazano, ze
protein Ber/Abl1 hraje kli¢ovou roli v patogenezi CML.

Objev Ph chromosomu a nésledny objev leukemického fizniho genu BCR/ABLI a proteinu
Ber/Abll béhem 80. let posunuly zasadnim zpisobem naSe poznatky o etiopatogenezi
CML a umoznily koncem minulého stoleti rozvinout a zahdjit realizaci revolu¢ni koncepce
cilené 1écby.

CML byla skute¢né¢ prvnim lidskym nadorovym onemocnénim, u kter¢ho byla
cytogenetickd zména definovana na molekularni Grovni. Pokrok v oblasti molekularniho
klonovani a hybridizanich technik dovolil rozvoj fady dalSich tzv. molekularné
cytogenetickych metod jako je fluorescencni in situ hybridizace (FISH), techniky, ktera je
dnes rutinni laboratorni metodou rychlé detekce pfitomnosti Ph chromosomu a fuze gent
BCR/ABLI. Pouziti této techniky hned po jejim zavedeni odhalilo cytogeneticky
a molekularné geneticky neur¢enou zménu na derivovaném chromosomu 9, deleci, kterd je
cilem diagnostického vySetfeni nemocnych pro stile kontroversni prognosticky vyznam.
Ptesto, ze se dalsi pfidatné zmény k Ph chromosomu v dobé diagnézy CML vyskytuji jen
u 10 % nemocnych, jejich urceni je prognosticky vyznamné a v takovych ptipadech ma své
nezastupitelné misto dal$i metoda molekularni cytogenetiky, metoda mnohobarevné FISH
nebo metoda komparativni genomové hybridizace (CGH).

Vysledky metod klasické cytogenetiky, molekularni cytogenetiky a molekularni genetiky
byly v kone¢ném diisledku vyuzity pro syntézu 1éku pro cilenou 1é¢bu nemocnych s Ph
pozitivni CML. V roce 1992 byl syntetizovan u¢inny ABL kinazovy inhibitor CGP57148,

pozd€ji oznaceny jako STI571, imatinib mesylat (IM), u nds komeréné¢ dostupny



pod nazvem Glivec. Revolu¢ni pokrok v 1écbé CML na zacatku 21. stoleti, odstartoval
nové obdobi, oznacované “érou imatinibu®. Vysledky této cilené 1é¢by posunuly hranice
vyuziti klasické cytogenetické analyzy, kterd nic neztratila na svém vyznamu. Vysledky
cytogenetiky slouZi k hodnoceni odpovédi na 1écbu inhibitory tyrosinovych kinaz (TKI)
a dosazeni cytogenetické odpovedi je rozhodujici pro dalsi 1écebné rozhodovani. Vysoka
ucinnost 1écby TKI a eradikace Ph pozitivniho klonu vede u nékterych nemocnych
k objeveni se fenoménu chromosomovych zmén v Ph negativnim klonu, ktery mize byt
odhalen a potvrzen pravé jen klasickou cytogenetikou a metodami FISH. Role
cytogenetiky zlstavd zachovana 1 v dob& nastupu 1écby preparaty TKI druhé generace.
Vyhodnoceni vysledkii klinickych a laboratornich nalezi u nemocnych s CML jsou
pfedmétem studia vSech hematologickych center, kterd o tyto nemocné pecuji. Aby bylo
mozné vyhodnotit jak klinicka, tak laboratorni data a vysledky 16¢by, byla vytvorena v CR
databdze nemocnych s CML, kterd se nazyva CAMELIA. SdruZzuje celkem 10
hematologickych pracovist Ceské a Slovenské republiky, ktera dobrovolnd poskytuji data
o nemocnych s CML. Tato databaze se soucasti jednotné evropské sité pracovist’, ktera
spole¢né analyzuji vysledky téchto nemocnych a domlouvaji se na spolecné strategii 1éCby
a laboratornich postupli. Evropské leukemicka sit” (European Leukemia Net - ELN), jak
bylo toto uskupeni nazvéno, vydava doporuCeni pro klinické i laboratorni piistupy
k diagnostice, monitorovani i 1é¢bé nemocnych s CML.

Uspésna 1é&ba CML pomoci TKI v prvni linii 1é¢by, kterd vede k dosaZeni kompletni
hematologické odpoveédi u 90 % nemocnych a kompletni cytogenetické odpovédi u 70 %
nemocnych, se tak stala modelem pro dalsi uplatnéni cilené terapie i u jinych nadord.
Na podklade vSech skutecnosti lze fict, ze zakladem soucasné uspésné 1écby nemocnych
s CML bylo odhaleni chromosomové zmény, Ph chromosomu (Obrazek 1). Studium
chromosomovych zmén u nemocnych s CML ma 1 v 21. stoleti stdle nezastupitelny

vyznam.
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Obrazek 1: Karyotyp nemocného s CML: 46,XY,t(9;22)(q34:;q11)
(Hemato-onkologicka klinika FN a LF Olomouc, 2006

1.1 Krvetvorba

Vyvoj krvetvorby (hemopoézy)

Krvetvorba je komplikovany a dodnes ne zcela dostate¢né prozkoumany proces (Ketley
a Newland, 1997), béhem kterého hematopoetickd kmenova buiika diferencuje do mnoha
bunécénych typd. Zakladnimi vlastnostmi hematopoetické kmenové buiiky jsou schopnost
sebeobnovy a pluripotence. Sebeobnova je obecnou vlastnosti kmenovych bunék.
Pluripotence ptedstavuje Siroky diferenciacni potencial — hematopoetickd kmenova butika
vytvaii vSechny bunécné populace krve po cely zivot organismu. Proces proliferace
a diferenciace pluripotentni kmenové buiikky je ovlivnén plisobenim rustovych faktort
(hormony a cytokiny), fyzikdlnimi interakcemi s podplrnymi stromdlnimi buiikami
a chemickou interakci se sérovymi faktory (Weissman, 2001). Krvetvorba je vyvojovy
proces, ktery zacind uz béhem 3. tydne zarodecného zivota (Tavian a Péault, 2005)
a probiha po cely zivot ¢lovéka. Po dobu vyvoje lidského zdrodku dochdzi ke zméné
lokalizace vzniku krvetvorby. Nejprve probihd ve Zloutkovém vaku, pozdé&ji v jatrech,

ve sleziné a od 4. - 5. mésice v kostni dieni.



Krvetvorba v pritbé¢hu zarode¢ného Zivota probiha ve tfech obdobich (Koury a Lichtman,
2010):

1. Mezoblastové obdobi — ke krvetvorbé dochazi v krevnich ostriivcich ve zloutkovém
vaku, je pouze erytroidni povahy. Tvofi se primitivni erytroblasty s buné¢nym jadrem.

2. Hepatolienalni obdobi — od 2. mésice zarodecného Zivota probiha hemopoéza také
v jatrech, v dusledku cirkulace krve mezi zloutkovym vakem a embryem. Stejné jako
v pfedchozim obdobi je stidle pfevazné povahy erytroidni. Spolu s bezjadernymi
erytroblasty se tvofi i prvni druh bilych krvinek (granulocyty) a matetské buiky krevnich
desticek (megakaryocyty). Jatra jsou az do poloviny zarode¢ného Zzivota nejaktivnéjSim
krvetvornym organem. Mezi 3. — 5. mésicem se na krvetvorbé podili i slezina. Zpocatku
vni probihd pouze krvetvorba cervend, pozd¢ji vramci bilé krvetvorby vznikaji
i lymfocyty. Na krvetvorbé lymfocytl se v tomto obdobi na kratky ¢as podili i thymus.

3. Medularni obdobi — v 5. mésici vyvoje se vytvari loziska krvetvorby v kostni dieni.
Soucasné se v lymfatickych uzlinach zacinaji tvofit lymfocyty. S rozvijejici se tvorbou
lymfocytl v lymfatickych uzlindch postupné zanika tvorba krvinek ve sleziné.

Ptriblizné od 3. tydne po narozeni probiha krvetvorba jen v kostni dfeni - rozviji se zde
tvorba Cervenych a vétSiny bilych krvinek a krevnich desticek. I po narozeni se cast
lymfocyth tvoii v lymfatické tkani sleziny, lymfatickych uzlinach, thymu a lymfatickych
tkanich na riznych mistech téla.

Do 5. roku zivota probihd krvetvorba v kostech, pozdéji pouze v kostech kratkych
a plochych, nebo také v hlavicich dlouhych kosti. V ostatnich kostech je krvetvorba
nahrazovana neaktivni tukovou tkani. Po 18. roce Zivota probihd krvetvorba jiz jen
v hrudni kosti, v zebrech, v kostech rukou, nohou, obratlich, v panevni kosti a v lopatce
(Obrazek 2). V dospélosti dochazi k obnoveni krvetvorby v jatrech a sleziné pouze
za patologickych stavll postihujicich kostni dien, naptiklad pfi leukémii a hovoifime o tzv.

extramedularni hemopoéze (Koury a Lichtman, 2010).



Obrazek 2. Lokalizace krvetvorby (Ptevzato: www.lf3.cuni.cz/histologie)

Vyvoj krevnich bunék

Vsechny krvinky maji pavod vjedné spoleéné pluripotentni kmenové buiice.
Z pluripotentnich kmenovych bun€k nejprve vznikaji multipotentni kmenové bunky
dvojiho typu - lymfoidni (Common Lymphoid Progenitor, CLP) a myeloidni (Common
Myeloid Progenitor, CMP). Z multipotentnich kmenovych bunck vznikaji unipotentni
(progenitorové) bunky, ze kterych se mohou dale tvofit jiz jen buiiky urcitych vyvojovych
fad. Z CLP tak vznikaji unipotentni progenitory T-lymfocytii a B-lymfocytlh a z CMP se
vyvijeji multipotentni progenitory CFU-GM (Colony-Forming Unit Granulocyte-
Monocyte) a unipotentni progenitory erytrocytl, megakaryocytl, basofilli a eosinofili.
Z CFU-GM se pak vyvijeji unipotentni progenitory monocytl a neutrofilii (Obrazek 3).
Do krevniho obéhu jsou za fyziologického stavu uvolnovany pouze zralé¢ erytrocyty,

trombocyty, basofily, neutrofily, eosinofily, monocyty, T-lymfocyty a B-lymfocyty.
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Obrazek 3: Hematopoéza (ptevzato z Abbas, 2000).

Rizeni krvetvorby

Rizeni krvetvorby je ovlivnéno piedeviim cytokiny, mezi které pati interleukiny,
interferony, hemopoetické ristové faktory a dalsi regulacni proteiny. V naprosté vétSing
ptipadi se jedna o glykoproteiny, které jsou produkovany v bilych krvinkéch, stromatu
kostni dien¢, endoteliich, pfipadné€ 1 v jinych tkanich. VSechny jsou soucasti regulacné-
informacni sité fidici krvetvorbu, imunitni a zdnétlivé reakce. Preparaty hematopoetickych
rustovych faktori stimulujici myeloidni a erytroidni fadu (GM-CSF, G-CSF a EPO) jsou
v hematologické a onkologické praxi jiz fadu let Siroce vyuzivany, zejména pro reparaci
krvetvorby po chemoterapii, po ozafeni a také pro mobilizaci hematopoetickych
kmenovych bunék a jejich transplantaci. Rastovy faktor G-CSF je pouzivan pii 1écbé
febrilni neutropenie u nemocnych napt. po intenzivni a vysoko ddvkované chemoterapii,

EPO pfi 1é€b¢ chronické anemie u nemocnych s onkologickym onemocnénim. Pasobeni
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cytokinové sité je natolik komplexni, Ze pifesnou tulohu jednotlivych mediatori lze
v nékterych piipadech urcit pouze z¢asti (Obrazek 4). Pribéh krvetvorby je ovliviiovan
také dostupnosti zivin, vitamini — B12, B6, Bl aj., minerdlnich latek, predev$im zeleza,

kobaltu, médi, neuroendokrinnimi vlivy atd.
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Obrazek 4: Vliv cytokinli na diferenciaci krevnich bun€k do jednotlivych linii (Toman,

2000)

1.2 Poruchy krvetvorby

Poruchy tvorby krve mohou nastat z mnoha riznych pfi¢in. Mize jit jak o vrozend, tak
ziskand onemocnéni, o vliv jinych probihajicich chorob, nebo vnéjSich faktort. Tyto
poruchy mohou postihovat v§echny krevni fady, jejich jednotlivé vyvojové faze a ohrozuji
pacienty vSech vékovych skupin. Zdravotni komplikace vznikajici na zakladé poruch

krvetvorby se odvozuji zejména od funkce, kterou postizené krevni elementy zastavaji.
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Sirokou skupinu krvetvornych poruch mizeme rozdé¢lit na poruchy nenadorové

a nadorové. Mezi nadorové fadime predevsim leukémie.

1.2.1 Leukémie

Leukémie jsou heterogenni skupinou nadorovych onemocnéni krvetvorby, které vznikaji
maligni transformaci hematopoetické kmenové bunky. Pficiny jejich vzniku nejsou dosud
jednoznacné objasnény. Soucasna teorie vzniku nadorti piedpoklada, ze i pfi vzniku
leukémie dochazi ke kumulaci tfady genetickych zmén, které vedou k abnormalni
proliferaci, diferenciaci a naruseni procesu apoptozy.

Pted vice jak 10 lety byla publikovana prace Johna Dicka a spolupracovnikd, kteti poprvé
ukézali, ze leukemicky potencidl vétSiny lidskych akutnich myeloidnich leukémii (AML)
spo¢iva v bunécné populaci, kterd nese znaky CD34+/CD38-. KdyZ byly ozéafenym
imunodeficitnim mys$im aplikovany lidské leukemické kmenové bunky CD34+/CD38—,
rozvinula se u nich po cCase leukémie (AML). V ptipadé podani kmenovych bunék
CD34+/CD38+ k vyvoji onemocnéni u mysi nedoslo (Bonnet a Dick, 1997).

Toto pozorovani je povazovano za dikaz existence leukemické kmenové buiky
(Obrazek 5). Pozdéji byla pomoci laboratornich experimentli prokdzana existence

nadorovych kmenovych bunék i u fady solidnich nadorti a neddvno i u CML.
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SEPARACE I?:UHEH PODLE
POVRCHOVVCH ZHAKD

|

HEHADOROVA i
BUHECHA SYHERGICKA HEBO 3
POPULACE XEHO-TRAHSPLANTACE U MYSi

HADOR S BUNECHOU
HETEROGEHITOU

Obrazek 5. Hypotéza nadorové kmenové bunky: Pouze specifickd populace nadorovych
bunék tzv. nadorova kmenova buiitka (CSC) je schopna vytvofit nador a utvofit heterogenni
populaci bunék v nadoru. Sipky oznauji schopnost sebeobnovy, ktery je vyjime¢nou

vlastnosti CSC (Upraveno podle: Stuart, 2009)
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2 CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

2.1 Definice

Chronickd myeloidni leukémie (CML) je klonalni myeloproliferativni onemocnéni
vznikajici maligni transformaci hematopoetické kmenové bunky, ktera diferencuje
ptevazné do myeloidni fady.

Potvrzenim existence leukemické kmenové buiiky u CML bylo provedeno teprve nedavno,
a to na zaklad¢ sledovani odpovédi na 1écbu u nemocnych lé¢enych inhibitory
tyrosinkindz. VétSina na IM senzitivnich nemocnych vykazuje i po 1étech 1é¢by BCR/ABL1
pozitivitu a po zastaveni nebo preruSeni 1écby nastupuje rychly relaps choroby (Faber,
2010 dle Cortes, 2004). Na zaklad¢ téchto zkusenosti se ukazuje, Ze v organismu perzistuje
na lé¢bu neodpovidajici populace leukemickych kmenovych bunék, ktera je schopna nové
progrese do typické CML v chronické fazi. Mechanismus, ktery umoziuje leukemickym
bunkdm ,,vzdorovat® ucinku TKI, neni zatim zcela objasnén. Soucasné studie povazuji
za leukemickou kmenovou buiiku v chronické fazi BCR/ABLI pozitivni CD34+/CD38-
hematopoetickou buniku. Svéd¢i pro to in vitro analyzy CML nemocnych, experimenty
na myS$ich modelech a matematické modely hierarchie hematopoézy u CML (Faber, 2010
dle Jorgensen, 2007; Stuart, 2009).

Kandidatni leukemickou kmenovou bunikou u blastické krize CML je granulocytarni-
makrofagovy progenitor (GMP), ktery ziska v pribéhu progrese CML genetickou zménu
zabezpecujici sebeobnovu (Stuart, 2009) (Obrazek 6). Podle soucasnych studii je tato
ziskana (patologickd) schopnost sebeobnovy GMP u blastické krize CML zprostfedkovéana
aktivaci Wnt/p-kateninové signdlni drahy (Minami, 2008). Mechanismus této aktivace neni
zcela objasnén, jednou z moznosti je deregulace kindzy GSK3p, kterd neni schopna
fosforylovat -katenin (Faber, 2010 dle Abrahamsson, 2009). Kli¢ovymi cilovymi geny [3-
kateninu jsou geny pro cyklin D1, c-myc a dal$i geny, které hraji zasadni roli v preziti

a sebeobnové LSC.
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Normalni stav : CML chronicka faze CML blasticky zvrat
|
Sebeobnova nSeheuhnwa n Sebeobhnova
BCR-ABL' _ 1
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Pridatné
genetické zmenmy

l Sebheohnova

ﬁ t 5 -catenin
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diferenciace

M k=L / Hematopoeticka Lymfoidni blast Granulocyto-makrofagowny
Joki blast HSJ: kmenova burika . progenitor

e

Obrazek 6 : Evoluce leukemické kmenové buiiky (LSC) v pribéhu progrese CML.
V chronické fazi CML dominuje abnormalné zvySeny pocet zralych granulocytt.

Hematopoetick¢é kmenové buiiky (hematopoetic stem cells, HSCs) v tomto piipade

.....

.....

1 GMP, které ziskaji v progresi do blastického zvratu schopnost sebeobnovy (Upraveno

dle Faber, 2010 a Stuart, 2009).

Az 90 — 95 % nemocnych mé v dobé diagnosy CML pfitomen derivovany chromosom 22,
Ph chromosom, ktery je vysledkem reciproké translokace distalnich ¢asti dlouhych ramen
chromosomil 9 v pruhu q34 a chromosomu 22 v pruhu q11 - t(9;22)(q34;q11). Translokace
vede ke vzniku fuzniho genu BCR/ABLI, ktery kdduje fizni protein Ber/Abll (Obrazek 7).
Pfiblizné u 5 % nemocnych Ph chromosom nelze cytogeneticky prokazat, tito nemocni
jsou vSak nositeli fuzniho genu BCR/ABLI a jejich onemocnéni se klinicky v ni¢em

neodlisuje od Ph pozitivni CML.
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BCR 5
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s tyrosin kindzovou
aktivitow

Obrézek 7: Schéma translokace t(9;22)(q34;q11) — vznik Ph chromosomu

(Pfevzato a upraveno podle: http://www.epgonline.org/images/cml/2117-a.gif)

2.2 Epidemiologie a etiologie

CML ptedstavuje 10 — 15 % vSech leukémii s incidenci 1 az 2 nové diagnostikované
ptipady na 100 000 obyvatel a rok. Postihuje muze i Zeny, v poméru piiblizné 1,5:1
(Berger, 2005). Objevuje se ve vsech vékovych kategoriich, ale jeji incidence nartsta
s pfibyvajicim v€kem. V détstvi je choroba vzacna, piedstavuje asi 3 % détskych leukémii
a 10 % vSech leukémii starSich déti a adolescentll. Nejvyssi incidence CML je kolem 60 let
véku (Hehlmann, 2007). Velice vzacné byly popsany piipady familiarniho vyskytu CML,
ale nebyl nalezen obecny etiologicky faktor. VétSina nemocnych s CML nema Zadnou
historii nadmérné expozice zareni nebo chemickym mutagentim. Presto bylo potvrzeno, ze
incidence CML se zvysSuje se zvySujici se davkou zafeni (Maloney, 1987). Po akutni
nebo subakutni expozici vysokymi davkami zateni nasleduje rizné dlouha latentni perioda
4 — 11 let, po které incidence jak AML, tak CML, nariista linearné¢ vzhledem k dévce
obdrzeného zéteni. U Japoncii, ktefi ptezili atomovy vybuch, se vrchol incidence CML
objevil 10 let po vybuchu a byl 50x vyss$i nez vyskyt v neozéafené populaci. Mladsi
nemocni (<15 let) vyvinuli leukémii dfive nez starsi (>30 let) nemocni. V etiologii CML je
tedy jedinym jednoznaéné prokdzanym zevnim faktorem ionizujici zéafeni. Doposud se

nepodafilo jednoznacné prokazat vliv chemikalii nebo vira (Clarkson, 1997).
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Kromé¢ kumulace ziskanych genetickych zmén se na vzniku leukémie mohou podilet
i faktory zevniho prostfedi jako napi. koufeni, chemikalie, radioaktivni zafeni,
pfedchazejici 1écba nddorového onemocnéni. Nejsou znamé vrozené, familiarni,
geografické, etnické nebo ekonomické spojitosti se vznikem CML. Onemocnéni nelze

predchazet a neni dédicné (Bizzozero, 1967).

2.3 Obecna charakteristika CML

Soucasna diagnostika CML se opira o vysledky krevniho obrazu a cytogenetické vySetteni.
Subjektivni klinické projevy onemocnéni jsou nespecifické (Unava, hubnuti, zvySené
poceni, subfebrilie; tzv. B-piiznaky ). Casté potize prameni ze splenomegalie (bolesti
pod levym zebernim obloukem nebo v levém rameni, pocit plnosti v bfiSe), jenz se
vyskytuje u vice jak poloviny pacientll. Vic nez tfetina nemocnych nema pii diagndze
zadné potize. Onemocnéni je u nich zjisténo ndhodné vétSinou pii vySetieni krevniho
obrazu. Nejtypic¢téjSimi laboratornimi projevy CML jsou vyrazna leukocytoza (> 25x10"9
bunék/l) s bazofilii nebo eosinofilii, pocet trombocytl miize byt normalni, nebo mirné
snizeny, ale Castéjsi jsou ptipady s trombocytémii. Mirna anémie se vyskytuje asi u tfetiny
nemocnych. Klinicky obraz a laboratorni hodnoty se méni v zavislosti na progresi choroby.
Nelécena (ale v nékterych piipadech bohuzel i 1é€enda) CML probihé u vétSiny nemocnych
ve 3 fazich:

Chronicka faze (CF) CML - je charakterizovana zmnoZenim neutrofilnich leukocytt
s posunem doleva, nékdy trombocytémii a mirnou splenomegalii. V této fazi maji nemocni
vetSinou normalni kvalitu zivota. Délka trvani CF CML se da ocekavat v rozsahu roki.
Akcelerovana faze (AF) CML — byva charakterizovdna zvétSovanim sleziny, zvySovanim
podilu blast, promyelocytii a bazofili v diferencidlnim rozpoctu leukocytii, anemizaci
a n¢kdy 1 poklesem poctu trombocyti. V AF nemocni s CML piezivaji vétSinou jen meésice
a lécba této faze CML je mén¢ Gspésna, nez 1écba nemocnych v CF CML.

Blasticky zvrat (BZ) CML — je termindlni fazi CML, nelisi se laboratornim ndlezem
v KO ¢i v kostni dieni od obrazu akutni leukémie (> 20% blast). Prognéza BZ CML je
ale vyrazné horS$i nez prognéza de novo akutni myeloidni leukémie (AML) s nadé&ji

na preziti vrozpéti tydnl az mésici. Mirné lep§i progndézu maji  nemocni
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s lymfoblastickym zvratem CML (asi 20 — 30 %) neZ nemocni s myeloblastickym zvratem
CML (asi 70-80 %) (Mayer, 2002; Faber, 2010).

Univerzalni a vSeobecné platnd definice jednotlivych fazi CML (zejména akcelerované
faze) neexistuje. V literatuie se objevuji mnohé definice fazi CML pouzivané jednotlivymi
centry pro 1écbu CML, vétSinou vSak byly vytvorené pied érou 1écby IM. Obsahuji
nékterd spole¢na kriteria — procenta bazofill, blast, promyelocytii v krvi nebo kostni
dfeni, poCty trombocytil, pfitomnost pfidatnych cytogenetickych zmén v Ph pozitivnim
klonu. VétSina studii nezohlediiuje pfi zafazovani nemocnych do skupin, zda jsou
akcelerovana faze nebo blasticky zvrat vysledkem progrese onemocnéni béhem 1€cby nebo
se choroba manifestovala v pokrocilejsSim stadiu onemocnéni. V roce 2006 navrhl

J.E.Cortes nové hodnoceni fazi CML podle kritérii uvedenych v tabulce 1.

Tabulka 1: Hodnoceni fazi CML (Faber, 2010)

Blasticka faze :
» Dblasty v periferni krvi nebo kostni dieni > 30 %

= extramedularni blasticka infiltrace

Akcelerovana faze :
= blasty v periferni krvi nebo kostni dieni 10 — 29 %
» splenomegalie, leukocyty > 10-10°/1 nebo trombocyty > 1000-10°/1 neodpovidajici
na nepferusovanou lécbu
= trombocyty < 100-10°/1 nesouvisejici s 1é¢bou

» Dbazofily v krvi nebo kostni dieni > 20 %

» Dblasty a promyelocyty > 30 %

Chronicka faze :

Vysoké riziko :
= trombocyty > 1000-10°/1 pfed zahajenim 1é&by

» v dob¢ diagndzy neptitomna pridatna cytogeneticka zména

Nizké riziko :
* bazofily v krvi nebo kostni dieni < 10 %
* Dblasty a promyelocyty v krvi nebo kostni dfeni < 20 %

» v dob¢ diagndzy ptitomna piidatna chromosomova zména
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2.4 Diagnostika CML

Stejné¢ jako ostatni hematologické malignity, je 1 CML soucasti klasifikace nadorid
hematopoetické a lymfoidni tkané, jejiz posledni revidované vydani bylo publikovano
v roce 2008 (Vardiman, 2009).

CML je tazena mezi myeloproliferativni neoplasie a tvoii samostatnou podskupinu
,Chronic myelogenous leukemia, BCR/ABLI-positive“. Hlavnim kritériem pro diagnozu
CML je detekce fuzniho genu BCR/ABLI.

Klinicka diagnostika CML je zalozena na fyzikadlnim vySetfeni a na hodnotach

laboratornich vySetteni a tidi se algoritmem vySetfovani (Tabulka 2).

Tabulka 2: Algoritmus diagnostického postupu vySetiovani uvadi nasledujici schéma :

1. Podezieni na myeloproliferativni onemocnéni na zdakladé:
1. leukocytozy
2. hepatosplenomegalie

3. celkové slabosti a sniZené vykonnosti

11. Upiesiiujici vySetieni :
diferencidlni rozpocet leukocytl (neutrofilie, pfitomnost vyvojovych
stadii neutrofili, myelocytil, metamyelocytl v periferni krvi, pfitomnost

blastli - jen ve stadiu akcelerace nebo blastickém zvratu)

II1. Potvrzeni diagnozy CML :
1. vySetfeni kostni diené
2. cytogeneticky prukaz Ph chromosomu nebo FISH s detekci fuzniho
genu BCR/ABLI nebo RT-PCR s prikazem transkriptu BCR/ABL1

3. ptipadna dals$i vysetieni

Fyzikalnim vySetfenim v Casnych stadiich chronické faze se prokaze zpravidla pouze

mirna splenomegalie, kterd se v pokrocilejsich stadiich onemocnéni a s rostoucim poctem

20



leukocytlh zvétSuje, miize se objevit i hepatomegalie, krvacivé projevy a ve velmi
pokrocilych ptipadech také extrameduldrni postizeni (napt. zvétSeni miznich uzlin nebo
kozni infiltraty).

Laboratorni diagnostika se opird o vySetieni krevniho obrazu, cytologické a histologické
vysetieni kostni dfené, vySetieni biochemickych markera (laktatdehydrogenaza, vitamin
B12, kyselina mocové), ale diagnézu jednoznaéné¢ potvrdi pouze -cytogenetické,
molekularné cytogenetické (fluorescencni in situ hybridizace — FISH) nebo molekularné
biologické vySetteni s ndlezem fizniho genu BCR/ABLI.

VysSetieni krevniho obrazu : typickym znakem nemoci je vyraznd leukocytdza v periferni

krvi, ktera miZe dosahovat hodnot 20 — 500x10°/1 (Faber, 2010) s posunem doleva
k nevyzralym formam granulocytd (myelocyty, metamyelocyty, promyelocyty, blasty).
Blasty a promyelocyty v chronické fazi CML vétSinou nepfesahuji 10 — 15 % bunék
v diferencidlnim rozpoétu periferni krve. Castym nalezem je zvyseny pocet bazofilnich
a eozinofilnich granulocytii. Byva pfitomna anémie, pocet desticek je normalni nebo
zvy$eny az na hodnoty 400 — 1000x10°/1. V natéru se nachazeji gigantické trombocyty
a ptilezitostné také jadra megakaryocyta.

Punkce kostni diené: kostni dien je hypercelularni se zmnozenim granulocytdrni fady

aredukovanou erytropoézou. Je patrny posun doleva se zmnozenim myelocytt.
Histologické vysetfeni kostni diené mnohdy prokaze zmnoZeni retikulinovych vléken.
Béhem akcelerované faze CML piibyva v kostni dfeni bazofili a blastli, objevuji se
fibrozy diené¢ (Faber, 2010).

Cytogenetické vySetfeni kostni diené potvrdi jednoznacné diagné6zu CML nédlezem Ph

chromosomu nebo fizniho genu BCR/ABLI metodou FISH.

Molekuldrné biologické metody — metodou RT-PCR (polymerazova fetézova reakce

s vyuzitim reverzni transkriptdzy) je mozné prokdzat nejen ptitomnost fuzniho transkriptu
BCR/ABLI, ale lze také rozlisit jeho typ (ela2, b2a2, b3a2, e19a2). Vétsina nemocnych ma
prestavbu v major oblasti, u malého procenta nemocnych s CML je pifi diagndze

onemocnéni detekovana piestavba v minor oblasti.
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2.5 Lécba CML

I v soucasnosti je alogenni transplantace kmenovych krvetvornych bunék jedinou formou
1é¢by vedouci k vyléCeni CML (Mayer, 2002). Negativem je pomérné velka toxicita
a mortalita vazana na vlastni vykon. O vysledku transplantace kostni dfené rozhoduje fada
faktorti (v€k pacienta, stadium onemocnéni, interval od diagnozy k transplantaci kostni
dfené&, pohlavi darce a fada dalSich).

U pacienti s CML, kteti nemohou podstoupit alogenni transplantaci kmenovych
krvetvornych bunék, bylo cilem 1é¢by, pied érou cilené terapie, oddaleni blastického zvratu
onemocnéni a prodlouZit tak jejich pteZiti.

V chronické fazi onemocnéni se k 1é€bé do nedavné doby pouzival zejména interferon alfa
(IFN-a) a peroralni chemoterapie, eventualn¢ kombinovand lécba. V peroralni
chemoterapii CML je zakladnim lékem hydroxyurea. Jeji i¢inek nastupuje rychle, dobie se
hodi k razantni redukci leukocytl pted zahajenim 1écby IFN-a (Faber, 2010).

Intenzivni davkovani hydroxyureou vede ke kompletni nebo parciadlni hematologické
remisi (az u 80 % nemocnych), avSak podil nemocnych, ktefi dosdhnou cytogenetické
odpovédi, nepresahuje 5 %. (Faber, 2010 dle Hehlmann, 1994).

Dal$im moznym lékem je busulfan, ktery mé4 vSak fadu nezadoucich G¢inkd. Vyuziva se
pii piipravé k alogenni transplantaci kmenovych krvetvornych bunék a k 1écbé
akcelerované faze s rezistenci na hydroxyureu.

Interferon-alfa (IFN-a) byl pfed nastupem cilené 1écby inhibitory tyrosinové kindzy
indikovan k 1€¢bé CML u vSech nemocnych, u kterych nelze provést alogenni transplantaci
kmenovych krvetvornych bunék. Touto 1écbou se preziti pacientti prodlouzi az o 20 mésict
v porovnani s perordlni 1é¢bou. Hematologické remise dosdhne 50 — 80 % nemocnych.
Velké cytogenetické odpovédi dosdhne 10 — 40 % nemocnych a 5 — 25 % nemocnych
dosahne kompletni cytogenetické odpovedi. 20 — 30 % nemocnych je na 1é¢bu IFN-a
rezistentnich (Mayer, 2002).

V dnesdni dobé je 1é€bou prvni linie u vSech nové diagnostikovanych nemocnych s CML
cilena terapie inhibitory tyrosinovych kindz. Historicky prvnim preparatem této tiidy 1ékt
je imatinib (IM).

IM (STI 571, signal transduction inhibitor, chemicky derivat fenylaminopyrimidinu)

(Obrazek 9) je latka, u které byla pocatkem 90. let zjisténa schopnost selektivné inhibovat
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tyrosinkindzovou aktivitu Abll. Mechanismus ucinku je zaloZeny na obsazeni vazebného
mista pro ATP (Goldman, 2003; Klener, 2004) (Obrazek 10). Vazba ATP na Bcr/Abll
tyrosinkindzu zajistuje autofosforylaci Ber/Abll a nésledné fosforylaci tyrozinovych
zbytkli bilkovinnych substrati, které aktivuji celou fadu signalnich drah, jez vedou
k rozvoji leukemického fenotypu bunky. IM jako selektivni kompetitivni inhibitor
kindzové domény Bcr/Abll tuto vazbu zablokuje, a tim zabrzdi leukemogenni aktivity
BCR/ABLI v leukemickych buiikach, coz vede k jejich apoptdéze. U 90 % nemocnych
indukuje IM hematologickou odpoveéd  a u 70 % nemocnych i odpovéd’ cytogenetickou.

IM se podava dlouhodobé a bohuZel béhem lécby se asi u 1/3 nemocnych (u nichZ byla
terapie zahdjena pii stanoveni diagndzy) vyvine rezistence k IM. V tomto piipad¢ je

indikovana lécba inhibitory tyrosinkinadz 2. generace (dasatinib, nilotinib, bosutinib).
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Obrazek 8: Chemicka struktura IM
(Ptevzato: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9¢/IM_mesylate.png)
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Obrazek 9: Schéma mechanismu pusobeni IM. A. Bcr/Abll tyrosinkindaza vaze ATP,
dochdzi k autofosforylaci Bcr/Abll a transferu fosfatu na tyrosinova rezidua rtznych
substratii, ¢imz dochazi k jejich aktivaci. B. Blokovani mista pro navazani ATP blokuje

1 tyrosinkindzovou aktivitu Ber/Abll. (Podle: Mughal a Goldman, 2006)

2.6 Prognoza CML

Délka pteziti nemocnych v chronické fazi onemocnéni je velmi heterogenni (od 2 do 15 az
20 let) a pribéh onemocnéni je ovlivnén fadou faktorli srliznym prognostickym
vyznamem. Zasadni vyznam pro progndézu CML ma cilend terapie inhibitory tyrosinovych
kin4z a dosazena lé¢ebnd odpoveéd (Cortes, 2004).

Na zakladé vstupnich hodnot krevniho obrazu véetné diferencialniho rozpoctu a velikosti
splenomegalie je moZzné stanovit prognostické indexy, které jsou pfed zahajenim lécby

jedinym faktorem umoziujicim odhadnout odpovéd’ na 1écbu. Nejpouzivanéjsi jsou dva

prognostické indexy — Sokaliv index a Hasfordiv index. Oba rozdéluji nemocné
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v chronické fazi CML do skupin s nizkym, stfednim a vysokym rizikem. Sokaliv index
byl vytvofen na zdkladé¢ multivariacni analyzy klinickych charakteristik velkych souborii
nemocnych lé¢enych v chronické fazi chemoterapii, busulfanem a hydroxyureou (Faber,
2010 dle Sokala, 1984). Hasfordiiv index (Nové prognostické skore, Euro index) vznikl
v obdobi 1écby interferonem (Hasford, 1998) a rozliSoval 3 prognostické skupiny 1épe nez
Sokaltiv index. Oba prognostické indexy se pouzivaji i nyni, v éfe IM, kdy vSeobecné
uznavany prognosticky model pro nemocné 1é¢ené IM zatim nebyl vytvoien.

Zpusob 1écby je jednim z dulezitych faktorti ovliviiujici pribéh nemoci. Median celkového
preziti bez 1€cby a pii radioterapii (28 mésicli), ktera se pouzivala k 1écbé CML v prvni
poloving 20. stoleti, se vyrazn¢ nelisil. Lécba busulfanem a hydroxyureou délku pieziti
mirné prodlouzila (median 35 — 48 mésicit). K zdsadni zméné doslo po zavedeni alogenni
HSCT (Hematopoietic stem cell transplantation, transplantace hematopoetickych
kmenovych bunck), kterd vedla u né€kterych nemocnych k vyléceni. Medidn preziti
u nemocnych po alogenni HSCT v chronické fazi se pohybuje kolem 15 let.

Pti lécbe interferonem dosahuje 10 — 20 % nemocnych kompletni cytogenetickou
odpovéd. U nemocnych skompletni cytogenetickou odpovédi, dosazenou 1écbou
interferonem, byla pravdépodobnost desetiletého preziti 78 % (Faber, 2010 dle Kantarjian,
2003). Rada nemocnych musela ukon¢it 1é¢bu interferonem pro nezadouci u&inky
a Spatnou toleranci 1écby.

IM dokaze navodit kompletni cytogenetickou odpovéd az u 40 % nemocnych v pozdni
chronické fazi CML, ktetfi ukoncili 1é¢bu interferonem pro Spatnou toleranci, a u 70 %
nemocnych, u kterych byla 1é¢ba IM nasazena jako 1éCba prvni linie ¢asn€ po stanoveni
diagnozy.

V akcelerované fazi je prognéza nemocnych horsi nez ve fazi chronické. Nemocni 1é¢eni
IM maji lepsi odpovéd’ na terapii, nicméné riziko rozvoje rezistence je stile pomérné
vysoké - pfiblizné¢ u 50 % nemocnych v akcelerované fazi se po dvou letech objevuje
resistence na IM, po 4 letech se pocet rezistentnich nemocnych zvysuje az na 75 % (Faber
2010 dle Guilhot 2007). Zlepseni prognozy nemocnych v akcelerované fazi CML pfinesly
TKI druhé generace — dasatinib a nilotinib.

U nemocnych v blastickém zvratu je IM dostate¢né efektivni jen u malé ¢asti nemocnych
aucinek je kratkodoby. Naprosta vétSina nemocnych v blastické fazi CML je na IM
rezistentni (Faber, 2010).
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Obecné lze tici, ze IM se na zdklad¢ vybornych vysledkl v klinickych studiich stal novym
zlatym standardem Uvodni 1écby CML. Median pfeziti pacientli s CML diagnostikovanou
v chronické fazi se nyni predpoklada vice nez 25 let. Pfes vynikajici u¢innost IM u vétSiny
pacientti s CML, existuje ¢ast nemocnych (cca 30 %), u nichZz 1é¢ba primarné selhava.
V tomto piipadé jsou k dispozici dalsi prosttedky ke zvladani rezistence, tzv. TKI
2. generace: dasatinib (Sprycel®) schvaleny pro uZziti v klinické praxi v r. 2006 pro CML
rezistentni nebo netolerujici IM napfi¢ vSemi fdzemi onemocnéni a nilotinib (Tasigna®),
schvaleny o rok pozdéji pro stejné piipady, vyjma blastickou krizi CML. Zatim
nejsvizelngjSim momentem pii rezistenci na TKI je objeveni se mutace T3151 v ABLI
kinazové doméné, ktera je indikaci k provedeni alogenni transplantace krevetvornych

bunck (http://www.leukemia-cell.org).
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3 CYTOGENETIKA A MOLEKULARNI
CYTOGENETIKA CML

3.1 Historie objevu chromosomu Philadelphia

CML je prvnim lidskym nadorovym onemocnénim, které bylo ddno do souvislosti se
specifickou chromosomovou zménou. V roce 1960 popsali ve Philadelphii Peter Nowell
a David Hungerford v karyotypu nemocnych s CML ndlez malého chromosomu.
Na zaklad¢ velikosti a morfologickych znakl jej zaradili do G skupiny chromosomt
a vzhledem k nedokonalosti konvenéniho barveni jej zpocatku povazovali za chromosom
21. Pozdg¢ji s rozvojem barvicich technik, bylo zafazeni chromosomu upfesnéno. V roce
1973, zavedla Janet Rowleyova pruhovaci techniku barveni chromosomii a tento
Philadelphia chromosom ur€ila jako derivovany chromosom 22, vysledek reciproké
translokace mezi chromosomy 9 a 22, t(9;22)(q34;q11) (Rowley, 1973).

Dalsi informace o mechanismu vzniku translokace a genech, které se translokace ucastni,
souvisi s rozvojem molekularné biologickych metod. V roce 1983 bylo prokdzéano, ze
do translokace je zapojen protoonkogen ABLI, lokalizovany na chromosomu 9, ktery je
lidskym homologem virového onkogenu Abelsonovy mysi leukémie (Heisterkamp, 1983).
O rok pozdégji, vroce 1984, byl popsan partnersky gen, ktery se ucastni translokace
(Groffen, 1984). Funkce partnerského genu, ktery lezi na chromosomu 22, byla v tehdejsi
dobé nezndmad, proto byl oznaen ,breakpoint cluster region® (BCR). Nazev vychazi
z charakteristické vlastnosti — vytvaieni nestalych chromosomovych zlomii. Po roce 1990
byl podrobnéji popsan produkt genu BCR/ABLI, kterym je protein Ber/Abll. Aktivita
proteinu Ber/Abll zptisobuje deregulaci signalnich drah a bunécnych procest, které usti
v nddorovou transformaci bunky. Transformacni potencidl Ber/Abll byl prokazan
na mnoha modelech in vitro a in vivo (Daley, 1990; Gishizky, 1992). Ve stejném roce byl
vyvinut my$i model CML. Podle n& lze ptenesenim BCR/ABLI pozitivnich lidskych
hematopoetickych bun¢k vyvolat u mysi myeloproliferativni onemocnéni, které je shodné
s lidskou CML (Elefanty, 1990).

Dnes je jiz prokdzano, Ze translokace a vznik fuze BCR/ABLI je zmé&nou, kterd spousti

.....
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BCR/ABLI. Fuzni gen BCR/ABLI je lokalizovan na chromosomu 22q- a recipro¢ni fuze
ABL1/BCR na chromosomu 9q+ (Obrézek 10).

Dosud neexistuji jasné dikazy o tom, ze vzniku Ph chromosomu piedchéazeji néjaké
cytogenetick¢é a molekuldrné-genetické zmény, a proto je translokace t(9;22)(q34;qll)

s fuzi BCR/ABLI povazovana za iniciujici udalost, ktera vede ke vzniku CML.

. <«—— Flze ABL1/BCR

«+«—— Flize BCR/ABL1

Obrazek 10: FISH s lokusové specifickou sondou LSI BCR/ABL Dual Color Dual Fusion
Abbott Molecular (Holzerova, Hemato-onkologicka klinika FN a LF Olomouc, 2006)

3.2 Variantni translokace vzniku Ph chromosomu

Ve vétSiné pripadl vznikd Ph chromosom klasickou reciprokou translokaci, pfi niZ dochazi
k vyméné genetického materidlu mezi chromosomy 9 a 22. Pfiblizné u 5 — 10 %
nemocnych byla v dobé diagnézy popséna tzv. variantni translokace, do které je kromé
chromosomu 9 a 22 zahrnut jesté jeden nebo vice dalSich chromosomti (Obrazek 11 a 12).

Bylo jiz popsano vice jak 300 Ph variantnich translokaci, do kterych jsou zapojeny témet
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vSechny chromosomy, vcetné pohlavnich. NejCastéji se vSak variantnich translokaci
ucastni chromosomy 3, 11, 12, 14 a 17 (Fitzerald, 1991).

Mechanismus vzniku variantnich translokaci neni zcela pfesné znam, existuji vSak dvé
teorie vzniku téchto translokaci. Podle prvni se piedpoklada, Ze se jedna o jednostupnovy
proces, pii kterém dojde ve stejném case na tfech rGznych chromosomech ke zlomim
a reciproké vyméné genetického materidlu (Fitzgerald, 1991, 1992). Podle druhé teorie jde
o proces vicestuptiovy. Zakladem je klasickd translokace t(9;22), po niz nésleduje
translokace zahrnujici dal$i chromosom (O’Brien, 1997). Ob¢ tyto teorie predpokladaji, ze

zlomy na chromosomech, které lezi v jadfe v té€sné blizkosti, zplisobuje stejné agens.

Obrazek 11: M-FISH karyotyp: 46,XX,t(4;9;22) (Holzerova, Hemato-onkologicka klinika
FN a LF Olomouc, 2008)
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Obrazek 12. Schematické zndzornéni vzniku variantni translokace: t(4;9;22) (Holzerova,

Hemato-onkologicka klinika FN a LF Olomouc, 2008)

Prvni studie nemocnych s variantni translokaci analyzovaly pouze malé soubory pacient
a informovaly o hors$i prognoze téchto nemocnych. Studie hodnotici naopak velké soubory
nemocnych prokazaly, Ze progndéza nemocnych s variantni translokaci je stejna jako
prognéza nemocnych s klasickou translokaci (El-Zimaity, 2004).

Kromé¢ klasické translokace vzniku Ph chromosomu a translokace variantni, mtize dojit
k submikroskopickym chromosomovym zméndm, pii kterych nelze cytogenetickou
analyzou Ph chromosom uréit. Tento typ ptestavby se vyskytuje pfiblizné u 5 %
nemocnych a byva oznacen jako krypticka translokace nebo ,,maskovany* Ph chromosom.
Pti kryptické translokaci dojde ke dvéma zlomim na dlouhych ramenech chromosomu 9,
pti kterych je oblast 3’ ABL1 genu insertovana do oblasti BCR genu na chromosomu 22.
Pfi¢ina vzniku chromosomovych zlomli a vznik translokace neni zcela uspokojiveé
objasnéna. Zlomy dvousroubovice DNA mohou byt zplisobeny mnoha faktory:
oxidativnim stresem, radiaci, genotoxickymi chemikéliemi nebo replikacnim stresem.
Jsou-li témito mechanismy zasaZzeny geny kodujici tyrosinové kinazy, mize dojit
k vytvoreni chimerickych gent, které koduji fuzni tyrosinovou kinazu. Snaha o vysvétleni
pricin vzniku zloml na chromosomu 9 a 22 vedla k fadé experimentl napft. s riznymi typy

zafeni. Byly provedeny experimenty, pii nichz byly lidské lymfocyty ozafeny neutrony a ty
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prokazaly 11krat vyS$i incidenci aberaci chromosomti 9 a 22, nez se predpokladalo
(Deininger, 1998). Nicméné ani tato pozorovani neprokazala zdsadni vliv exogennich
agens na vznik zlomi a formaci Ph chromosomu. V soucasnosti se domnivame, Ze
chimericky BCR/ABLI gen je vysledkem nespravné opravy dvou zlomil v genech, které
koduji BCR a ABLI a vede k reciproké translokaci t(9;22) (Goldman, 2008).

3.3 Pridatné chromosomové zmény

V dob¢ diagnosy CML je mozné krom¢ Ph chromosomu nemocnych nalézt i dalsi pridatné
chromosomové zmény. Pfidatnou chromosomovou zménou tedy rozumime ndlez dalsi
chromosomové zmény kromé translokace t(9;22).

Ptidatné zmény se mohou vyskytovat nejen v dobé diagndézy onemocnéni, ale predevsim
v dobé blastického zvratu CML. Pfidatné chromosomové zmény detekovatelné G-
pruhovanim se v dobé diagnézy CML objevuji u 10 % nemocnych, v blastické fazi
detekujeme ptfidatné zmény u 60 — 80 % nemocnych (Johansson, 2002). Vyskyt téchto
zmén je nendhodny. Nejcastéji nachdzime trisomii chromosomu 8 (+8), dalsi Ph
chromosom (+Ph), isochromosom dlouhych ramen chromosomu 17 i(17q), trisomii
chromosomu 19 (+19), chybéni chromosomu Y u muzi (-Y), trisomii chromosomu 21
(+21), trisomii chromosomu 17 (+17) nebo monosomii chromosomu 7 (-7) (Johansson,

2002). Procentualni vyskyt piidatnych zmén ukazuje tabulka 3:
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Tabulka 3: Frekvence a typ pfidatnych chromosomovych zmén (Upraveno podle

Johanssona, 2002)

Ptidatnd zména Zapis % vyskytu

trisomie chromosomu 8 +8 38 %
dalsi Ph chromosom +Ph 30 %
1sochromosom 17q 1(17q) 20 %
trisomie 21 +21 7%
chybéni chromosomu Y -Y 8 %
trisomie chromosomu 17 +17 5%
monosomie chromosomu 7 -7 5%
trisomie chromosomu 19 +19 13 %
translokace t(3;21) t(3;21)(q26;922) 2%
translokace t(7;11) t(7;11)(p15;p15) 1 %
komplexni zmény <1 %

Jako hlavni nebo velké ptidatné zmény (,,major route*) jsou ozna¢ovany + Ph, +8, +19
1(17q), ostatni zmeny jsou oznacovany jako malé (,,minor route*) (Johansson, 2002).

Nejcastéjsi ptidatnou chromosomovou zménou je trisomie chromosomu 8. Pti¢ina vzniku
této zmény neni dosud vyjasnéna. Na chromosomu 8 v pruhu q24 je lokalizovany CMYC
gen. Oc¢ekavalo by se tedy, Ze trisomie chromosomu 8 bude spojena s nadmérnou expresi
c-Myc a ze bude souviset s patogenezi progrese onemocnéni. Bylo vSak pozorovano, ze c-
Myc je sice amplifikovan a nadmérné exprimovan v blastické fazi CML (Blick, 1987), ale
nebyla zcela jasné urCena korelace mezi trisomii chromosomu 8 a CMYC
amplifikaci/expresi (Jennings, 1998). Navic, analyzy pomoci Cipi u AML s trisomii
chromosomu 8 jako solo aberaci odhalily fadu nadmérné exprimovanych gend jak
na chromosomu 8§, tak na jinych chromosomech a sniZenou expresi dalSich genli véetné
genu CMYC (Virtaneva, 2001). Patogeneticky efekt trisomie 8 nemusi byt tedy vazan
na nadmérnou expresi specifickych geni nebo jednoho specifického genu. Nicméné
exprese dominantné-negativnich c-Myc molekul potlacuje Bcer/Abll-dependentni
transformaci a 1écba CML-BZ bun¢k s c-Myc antisense oligonukleotidy potlacuje in vitro
tvorbu kolonii a in vivo leukemogenezi (Skorski, 1996). Poné¢kud kuridzni je, Ze trisomie 8
je Castym znakem pfiipadi s klondlnim vyvojem u nemocnych s CML lé¢enych IM, kteti

jsou v cytogenetické remisi — nemaji Ph, ale jen +8 v Ph negativnim klonu. Zd4 se, Ze tyto
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pfipady maji benigni prubéh, naznacujici, Ze trisomie 8 sama o sobé nemusi byt
leukemogenni. Kim se spolupracovniky v roce 2008 analyzoval 470 nemocnych s CML
lécenych IM a zjistil, Ze trisomie 8 se na 1écbé v Ph- klonu vyvinula u 1,5 % nemocnych.
U z&dného nemocného se nevyvinula myelodysplazie ani akutni leukémie, a podle autor
je tedy +8 transientni zménou (Kim, 2008).

Druhou ¢astou ptidatnou chromosomovou zménou u nemocnych s CML je isochromosom
dlouhych ramen chromosomu 17, i(17q). Teorie vzniku isochromosomu ptedpoklada
ztratu urcité casti genetického materialu a naopak, zmnozeni jiné Casti genetického
materialu kratkych a dlouhych ramen chromosomu.

Pti vzniku isochromosomu 1(17q) dochazi ke ztrat¢ jedné kopie genu 7P53. Vzhledem
k tomu, Ze mutace neni u téchto nemocnych pozorovana, je otdzkou, jaky je podil delece
na progresi onemocnéni. Celkové snizeni p53 mulze byt zahrnuto do celkové regulace
apoptozy a mohlo by se na progresi podilet. Také se spekuluje o roli neznamych gent
lokalizovanych na 17q. Kone¢né dusledky této zmény je nutné jesté¢ urcit (Johansson,
2002).

Asi u 8 % muzi s CML mlzeme pozorovat ztratu pohlavniho chromosomu Y. Tato
zména je u starSich muzi povazovana za fenomen spojeny s vékem, protoze se ztrata Y
vyskytuje v normalnich buiikédch starSich muzi. Vysvétleni pro mladS$i nemocné zatim
chybélo. Lippert a spolupracovnici publikovali v roce 2010 studii 60 muzi s Ph+ CML
1é¢enych IM, ve které srovnavali 30 muzi se ztratou chromosomu Y (Y-) a 30 bez ztraty
chromosomu Y (Y+). Pacienti Y- méli opozdéné dosazeni cytogenetické 1 molekularné
genetické odpovédi, nizsi EFS (event free survival, pfeziti bez udalosti) a kratsi OS
(overall survival, celkové pfeziti) nez pacienti s Y+. Tento negativni vliv byl vyrazngjsi,
pokud Slo o klonalni vyvoj ve srovnani s ndlezem ve vSech mit6zach. V této souvislosti se
uvazuje o tom, zda by tito pacienti neméli byt 1é€eni vyssi davkou IM nebo jinou TKI.
Nalez komplexnich chromosomovych prestaveb (komplexni karyotyp), tedy nalez tii
avice chromosomovych zmén, je v chronické fazi CML spiSe vzacny a vyznam
a frekvence riznych chromosomovych zmén nejsou dostateCné prostudovany. Vyskyt
komplexnich piestaveb je vazan na pokrocilejsi formy onemocnéni — vyskytuji se cca u 30
% nemocnych v akcelerované fazi a u 70 — 80 % nemocnych v blastické krizi (Falchi,
2010) a jsou znamkou klonalniho vyvoje karyotypu spojeného s nestabilitou nadorového
genomu. Soucast komplexnich strukturnich piestaveb jsou predevSim nebalancované

genetické zméeny - delece, duplikace a amplifikace (Su, 1999; Babicka, 2006).
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Obecné se piedpokladd, ze nemocni s pfidatnymi chromosomovymi zménami spadaji
do skupiny nemocnych s horsi prognozou. Nalez ptidatnych chromosomovych zmén je
povazovan za znamku akcelerace onemocnéni, pfesto nemusi byt pfic¢inou transformace
CML. Mechanismus zodpovédny za prechod chronické faze CML do blastického zvratu
neni presné znam. Predpokldda se vsSak, ze zvySena exprese BCR/ABLI souvisi se
sekundarnimi chromosomovymi zménami, které jsou v blastické krizi Casté a stimuluji
expanzi malignich bunéénych kloni. Molekularné geneticka analyza akcelerované faze
a blastického zvratu CML prokazala abnormality gend, které hraji vyznamnou roli
v malignim procesu — CDKN2A, MYC, RAS, RBI a TP53 (Barbouti 2002). 7P53 a RBI
jsou nadorové supresorové geny, které se podileji na regulaci bunécné proliferace
a apoptdzy. Pti poSkozeni DNA dochézi k zvySené expresi 7P53 a zastaveni bunécného
déleni v G1 fazi, kdy se spousti mechanismy k opravé poskozené DNA. Pokud vSak DNA
neni opravena, spousti 7P53 apoptozu. Proto je TP53 nazyvan strazcem genomu. RBI gen
je dulezity pro regulaci progrese bunécného cyklu. Zabraiuje pfechodu do S-faze
bunééného cyklu. PoruSenim zékladnich funkci téchto gentt dojde k nekontrolované
proliferaci a snizeni apoptdzy, diferenciace vSak ovlivnéna neni. Vliv téchto gent
na diferenciaci bunék v blastické fazi je pouze sekundarni. Pfedpoklada se, ze v blastické
krizi primarn€ dochazi k deregulaci transkripénich faktort, které se podileji na ftizeni
diferenciace; ptfesny mechanismus diferenciacniho bloku v blastické fazi a role
konkrétnich transkripénich faktorti vSak neni zatim piesn¢ popsan (Perrotti, 2002; Pabst
2006). Nadégji na urceni kandidatnich genti, které se mohou podilet na vyvoji blastické faze
onemocnéni, je zavedeni Cipovych technologii. Vysledky expresnich studii vSak zatim
nejsou jednoznacné, nicméné potvrzuji rozdilnou expresi nejméné 20 gend ve fazi
blastické ve srovnani s fazi chronickou (Radich, 2006; Yong, 2006).

U nemocnych s rezistenci k IM dochazi ke subklondlnimu vyvoji jako mechanismu
rezistence. U nemocnych, u kterych selhala 1écba IM, je efektivni terapii 1é€ba druhou
generaci TKI (dasatinib a nilotinib). Dosud publikovand studie souboru nemocnych
lécenych dasatinibem (Verma, 2010) ukézala, Ze nemocni s pfidatnymi zménami a dal§imi
znamkami AF maji nepfiznivou prognoézu. Multivariantni analyzou vSak  nebylo
prokazéano, ze subklonélni vyvoj je nezavislym prognostickym faktorem. Ve studii, ktera
analyzovala nemocné 1écené nilotinibem, bylo potvrzeno celkové horsi preziti i odpoveéd

na lécbu (Kim, 2010).
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3.3.1 Delece 9q

Molekularn€ cytogenetickd metoda, fluorescencni in situ hybridizace (FISH), dovoluje
pomoci genové specifickych sond urcit fuzi gentt BCR/ABLI jak na chromosomech, tak
i na interfaznich jadrech.

Rutinni vyuziti metody FISH pro rychlou detekci fize jiz na svém pocatku odhalilo
cytogeneticky nepoznané delece, provazejici zlomova mista translokace na derivovaném
chromosomu 9 a 22. Delece na derivovaném chromosomu 9 se vyskytuje u 10 — 15 %
nemocnych se standardni Ph translokaci (Sinclair, 1997, 2000; Herens, 2000; Huntly 2001,
2003) a vice jak u 30 % nemocnych s variantni Ph translokaci (Huntly, 2001).

Bylo prokazano, ze k delecim oblasti piiléhajicich ke zlomovym mistim zapojenych
do translokace t(9;22) dochdzi soucasné se vznikem Ph chromosomu. Delece nesouvisi
s progresi onemocnéni a neni projevem klonalni evoluce. Srovnavaci studie, zabyvajici se
analyzou deleci 9q+ a 22q- u nemocnych CML v progresi onemocnéni s pifechodem
do blastické faze a v dob¢ diagndézy onemocnéni, prokazaly piitomnost deleci jak v dob¢
blastické krize, tak 1 v dob€ diagndézy onemocnéni (Li, 2008).

Ve vétsing pripada (asi 78 % ptipadi deleci 9q) dochazi k deleci na obou chromosomech,
na der(9) i der(22), méné Casté jsou pouze delece 9q (19 %) a delece pouze na 22q jsou
pomérn¢ vzacné (4 %) (Fourouclas, 2006).

Molekularn€ genetické analyzy prokazaly rozdily v rozsahu deleci — od nékolika desitek kb
(Popenoe, 1986) az po oblasti o velikosti t¢émét 25 Mb, ve kterych je lokalizovano az 300
kandidatnich tumor supresorovych geni (Fourouclas, 2006). Uvadi se, Ze vétsi delece jsou
spojovany s horSi prognézou, nemocni Castéji prechazeji z chronické faze do blastické
krize a jejich celkové preziti je krat§Si nez u nemocnych s deleci malého rozsahu
(Fourouclas, 2006) .

Pro nemocné 1é¢ené hydroxyureou nebo IFN-a pfedstavuje delece 9q riziko nepiiznivé
prognozy (Huntly, 2001; Kolomietz, 2001). Ne vSechny studie vSak povazuji deleci 9q
za neptiznivy ukazatel prognézy onemocnéni (Quintas-Cardama, 2005; Kim, 2008).
Zavedenim lécby IM mize byt nepfiznivy prognosticky efekt této delece cCastecné
prekonéan. Lécba IM navozuje CCyR u 70 % nemocnych s 9q+ deleci, véetné nemocnych
s pfidatnymi zménami. Zd4 se, Ze neni rozdil v celkovém pieziti a odpovédi na 1é€bu

u nemocnych s deleci a bez delece, pokud jsou 1éceni IM (Castagnetti, 2010).
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3.3.2 Chromosomové zmény v Ph negativnim klonu

Pted zavedenim 1écby IM predstavovala lécba CML obdobi, ve kterém byla k 1écbé
nemocnych s CML pouZivana hydroxyurea, IFN-a samotny nebo v kombinaci s cytosin
arabinosidem a nebo, pro nékteré nemocné, byla zvolena transplantace hemopoetickych
bunék. Lécba IFN-a vedla k dosazeni velké cytogenetické odpovédi u 25 % pacienti,
kompletni cytogenetické odpovédi dosahlo asi 10 % nemocnych. Béhem 1é¢by IFN-a byl
pozorovan vyvin chromosomovych zmén v Ph negativnim klonu. Prace Lin
a spolupracovnikti (2006) popisuje 11 nemocnych, u kterych byla pozorovana klonalni
zména v Ph- bunkach. Po zavedeni lécby IM, bylo mozné sledovat, Ze u nékterych
nemocnych dochdzi k vyvoji chromosomovych zmén v Ph negativnich metafazich,
pfestoze nemocny odpovida na 1é€bu (Medina, 2003; Terre, 2004; Bumm, 2003). Rada
téchto klondlnich zmén byla davana do souvislosti s vyvojem myelodysplasie (MDS).
Nejcastéji nalezenymi zménami byly trisomie chromosomu &8 nebo monosomie
chromosomu 7 (Bacher, 2005). VSechny tyto nalezy byly spojeny s morfologickymi
dysplastickymi zménami v kostni dfeni, zvla§té v erytroidni a megakaryocytarni linii. Rada
pozorovani vSak ukazuje vyskyt chromosomovych zmén v Ph- klonu bez projevi MDS.
Frekvence téchto zmén se pohybuje v rozmezi 1,6 % - 20,6 % (Feldman, 2002; O’Shea,
2004). S nartstajicim po¢tem popsanych piipadil nartistd i pocet hypotéz, které by mohly
vyskyt téchto zmén objasnit

Ptesto, ze mechanismus vzniku a vyznamu pfidatnych chromosomovych zmén v Ph- klonu
neni zcela jasny, je nutné tyto zmény odliSit od klondlniho vyvoje CML, ktery je
charakterizovan nalezem pfidatnych chromosomovych zmén v Ph pozitivnim klonu,
aktery je znamkou nepfiznivého vyvoje onemocnéni a kritériem transformace

onemocnéni.

3.4 Hodnoceni cytogenetické odpovédi na lécbu

Odpovéd nemocného na 1é€bu miize byt hodnocena na hematologické, cytogenetické nebo

molekularni Grovni.
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Kompletni hematologickou odpovédi rozumime stav, kdy u pacienta s prokazanou
vstupni splenomegalii neni hmatné slezina, vymizi extramedularni postiZzeni (pokud bylo
inicidlné pfitomno) i konstituéni symptomy (extrémni Unava, no¢ni poceni, neinfekéni
teploty a redukce hmotnosti) a dochidzi k normalizaci parametri krevniho obrazu
(trombocyty < 450x10%/1, leukocyty < 10x10°/1 a diferencialni rozpodet bez nezralych
forem granulocyti a poctem bazofili < 5%).

Cytogeneticka odpovéd’ je monitorovana vySetienim bunék kostni diené nebo periferni
krve klasickou cytogenetickou analyzou na pfitomnost Ph chromosomu nebo metodou
FISH, urcujici pfitomnost fizniho genu BCR/ABLI. Jesté citlivejsi je vySetfeni na Urovni
transkriptu genu BCR/ABLI pomoci kvantitativni polymerdzové fetézové reakce (Q-RT-
PCR). Kompletni molekularni odpovédi (CMR, complete molecular remission) je
dosazeno pfi negativnim vysledku vySetfeni pomoci RT-PCR, jako velkd molekularni
odpovéd (MMR, major molecular remission) je hodnocen pomér BCR/ABLI ku ABLI
(nebo k jinému ,,provoznimu* genu) < 0,1 % IS (international score).

V posuzovani kvality cytogenetické odpovédi jsou v soucasné dobé akceptovana
kvantitativni kriteria ELN 2009, ktera rozliSuji cytogenetickou odpovéd: kompletni,

parcialni, malou, minimalni a Zadnou (Tabulka 4).

Cytogeneticka odpoveéd % Ph pozitivnich bun¢k

Velka Kompletni (CCyR) 0 %
Parcialni (PCyR) 1-35%

Mala (Minor CyR) 36 -65%

Miniméalni (Minimal CyR) 66 —95 %

Z4dna (No CyR) 96 — 100 %

Tabulka 4: Hodnoceni cytogenetické odpovédi na 1écbu (Faber, 2010) :

CCyR - kompletni cytogeneticka odpoveéd’ (complete cytogenetic remission),
PCyR - caste¢na cytogeneticka odpovéd’ (partial cytogenetic remission),

Minimal CyR — minimalni cytogenetickd odpovéd’ (minimal cytogenetic remission)

No CyR — z4dné cytogeneticka odpovéd’ (none cytogenetic remission)
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Pii 1écbé IFN-o byl zhlediska dosazeni cytogenetické odpovédi vyznamny interval
jednoho roku od zah4jeni 1é€by. Monitorovani odpovédi se doporucovalo provadét alespoit
jednou ro¢né. Také pfi 1écbé IM a TKI druhé generace je dosazeni velké cytogenetické
odpovédi do jednoho roku Iécby spojeno s obdobnou pravdépodobnosti pieziti jako
u nemocnych se stejnou odpovédi po 1écbé¢ IFN-a (Roy, 2006). Ukazuje se, ze drivejsi
dosazeni odpovédi znamend pro nemocné prognostickou vyhodu. Podle nejnovéjsich
doporuceni by se proto méla cytogenetickd odpovéd’ sledovat po 3, 6 a 12 mésicich 1écby
(Baccarani, 2009). Standardné je nutné vyhodnotit 20 metafazi. Po dosazeni kompletni
odpovédi je doporuc¢ovano provadet kontrolu jednou ro¢né.

U nemocnych lé¢enych IM je sledovani hladiny Ph pozitivnich bun¢k dulezité z hlediska
mozného vyvinu rezistence k 1é€bé TKI.

Primérni rezistence na IM je definovdna jako nedosazeni kompletni hematologické
odpovédi po 3 mésicich lécby (5 % nemocnych), malé cytogenetické odpovédi po 6
mésicich 1écby a velké cytogenetické odpovedi po 12 — 18 mésicich (15 % nemocnych)
(Shah, 2002). Sekundarni rezistence znamena ztratu odpovédi €i progresi onemocnéni
po dosazeni objektivni remise. Po 42 mésicich se sekundarni rezistence rozviji u 16 %
pacientli 1é€enych v asné chronické fazi, u nemocnych predlécenych IFN-a je to 27 %.
S progresi onemocnéni se vyskyt sekundarni remise zvySuje na 73 % ( u akcelerované
faze) a 95 % (u blastické krize) (Guilhot, 2007).

Kontrolni cytogenetické vySetteni je tedy indikovano pii jakémkoliv podezieni na rozvoj
rezistence a pfi molekularni nebo hematologické progresi onemocnéni.

Krom¢ sledovani poklesu hladiny Ph pozitivnich buné€k se monitoruje také vyskyt

pfidatnych chromosomovych zmén.

3.5 Molekularni patofyziologie CML

Od objeveni Ph chromosomu trvalo dalSich 30 let, nez byla poznana molekularni podstata
této cytogenetické zmény a objeven fuzni gen BCR/ABLI. Jim kédovana patologicka
bilkovina, konstitutivn¢ aktivovana tyrosinkinaza Bcer/Abll, je zodpovédna za patogenezu
CML.

Protoonkogen ABLI je lidskym homologem onkogenu, ktery byl pivodné objeven

v Abelsonové viru mysi leukémie (v-Abl, Abelson murine leukemia virus), pravé odtud
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pochézi jeho jméno. Lidsky protoonkogen ABLI je dlouhy 52 kb a obsahuje 11 exont
(referencni sekvence NM_005157). Na svém 5’—konci ma exony oznacované jako elb
a ela. V dusledku alternativniho sestfihu se pieklada pouze jeden z nich. Vysledny protein
Abl1 se tedy vyskytuje ve dvou izoformach (www.genome.cse.ucsc.edu). Je ubiquitni a ma
molekulovou hmotnost 145 kD. Je DNA-vazebny a je lokalizovan v jadie. Jeho N-koncova
¢ast obsahuje tfi domény, které jsou homologni s doménami onkoproteinu Src. Oznacuji se
jako SH1, SH2 a SH3. Doména SHI ma tyrosinkinazovou aktivitu. Domény SH2 a SH3
maji regulacni funkce. V C-koncové casti proteinu Abll jsou domény, z nichz jedna nese
signal k jaderné lokalizaci a dal$i zprosttedkovavaji vazbu na DNA a na aktin.

Jaderny Abll protein hraje ulohu v reakci bunky na poskozeni DNA. To vede bud
k zastavé bunééného cyklu, nebo ke spusténi programované smrti - apoptozy (Sawyers,
1994). Déle Abll protein hraje ulohu v bunééné adhezi.

Protoonkogen BCR je dlouhy 13,8 kb a gen obsahuje vice nez 20 exonil (referencni
sekvence NG 009244). Vysledny protein Bcer je ubiquitni, s molekulovou hmotnosti 160
kD a je lokalizovan v cytoplazmé. Jeho hlavni funkci je pravdépodobné ptfenos signala.
Tento protein ma vice strukturnich domén. Na jeho N-konci je doména se serin-threonin-
kinazovou aktivitou. C-koncova oblast obsahuje doménu aktivujici GTPéazu, ktera
potlacuje nékteré funkce proteinu.

V genu ABLI dochazi ke zlomu, ktery umoznuje translokaci, mezi exony elb a a2, v genu
BCR mohou vznikat zlomy na n¢kolika riznych mistech. Nejcastéji k nim dochazi
v oblasti M (major), dals$i misto se nachazi v oblasti m (minor) a vzacnéjsi je v oblasti p
(mikro). V oblasti major, v zavislosti na mist¢ zlomu je druhy exon (a2) genu ABLI
ptipojen bud’ k exonu b2 (misto spojeni oznaujeme b2a2), nebo exonu b3 (misto spojeni
oznacujeme b3a2) genu BCR. Fuzni gen s konfiguraci b2a2 je ptepisovan do jedné formy
mRNA. U spojeni b3a2 Ize v disledku alternativniho sestfihu nalézt dva transkripty
odpovidajici jak b2a2, tak b3a2. Molekulova hmotnost fizniho proteinu je 210 kD a znaci
se p210” Ber/Abll . Pii zlomu v oblasti m (minor) se stdva soucasti fizniho genu prvni
exon (el), ktery je usekem genu BCR. Fuzni gen se oznacuje ela2 a molekulova hmotnost
fazniho proteinu je 190 kD.

Zlom v oblasti p (mikro) genu BCR je vzacnéj$i. Dochazi ke spojeni mezi 19. exonem
genu BCR a a2 (misto spojeni oznacujeme e19a2 nebo c3a2). Vysledny fuzni protein ma

molekulovou hmotnost. 230 kD.
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Fuzni geny s konfiguraci b2a2 a b3a3 se vyskytuji az u 99 % nemocnych s CML (Faber,
2010), ostatni typy piestaveb jsou vzacngjsi (Obrazek 13).

||
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Obrazek 13: Schematické znazornéni vzniku tfi nejcastéjSich variant BCR/ABL1 fuznich
gent, resp. Ber/Abll chimérickych proteintl. Sipky ukazuji mista zlomt na BCR a ABLI
genomické sekvenci. ,.e“ zna¢i exony BCR genu, ,,a“ zna¢i exony ABLI genu. Jako
»major se oznacuje zlom, vedouci k p210; jako ,,minor* zlom, vedouci k p190 a jako
»micro*“ zlom, vedouci k vzacné varianté chimérického proteinu p230 (prevzato z Faber,

2010).
Fuzni gen BCR/ABLI kéduje konstitutivné aktivni Ber/Abll tyrosinovou kinazu (Lugo,

1990). Tato abnormalni kinaza konstitutivné aktivuje signalni drahy, coz na bunécné

urovni vede k nddorové transformaci bunky (Obrazek 14).
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Obrazek 14: Signalizace Ber/Abll TK. Ber/Abll TK aktivuje nékolik signédlnich drah
ucastnicich se regulace bunécné proliferace, pieziti a adheze. Jeji aktivita také vede

ke genomické nestabilit¢ BCR/ABLI pozitivnich bunék. (Pfevzato z NauSova, 2006)
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4 CILE DISERTACNI PRACE

Cilem diserta¢ni prace bylo:

1. VySetfeni souboru pacientt sCML, stanoveni frekvence a typu

chromosomovych zmén metodami klasické a molekularni cytogeneticky

2. Analyza a srovnani vysledkd 1€€by na zakladé nalezenych cytogenetickych

zmeén
3. Analyza vyskytu a vyznamu piidatnych chromosomovych zmén
4.  Detailni analyzy zajimavych pfipadii nemocnych s CML

5. Statistické vyhodnoceni klinického vyznamu nalezenych genetickych zmén
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Soubor pacienti

VySetfovany soubor tvofilo celkem 256 nemocnych, diagnostikovanych a lécenych
na Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice v Olomouci v letech 1991 — 2009.
CML u nich byla diagnostikovana na zakladé kritérii WHO.

Charakteristika souboru je uvedena v Tabulce 5. Rozdé€leni nemocnych do skupin podle
pouzité terapie ukazuje Tabulka 6. Nejvice nemocnych bylo diagnostikovano v roce 2000,
2003 a 2004 (Graf 1). Z celkového poctu nemocnych v sou€asnosti Zije 63 % nemocnych,

37 % zemtelo (Tabulka 8), celkové pteziti nemocnych ukazuje Graf 2.
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Tabulka 5: Charakteristika souboru nemocnych

Pohlavi N %
muzi 152 59,4 %
zeny 104 40,6 %
Vék N %
<20 let 7 2,7 %
20-29 let 24 9.4 %
30-39 let 38 14,8 %
40-49 let 51 19,9 %
50-59 let 78 30,5 %
60-69 let 40 15,6 %
70-79 let 16 6,3 %
>80 let 2 0,8 %
pramér 49 let

median 52 let

minimum - maximum 16 — 83 let

Pridatné chromosomové zmény

pri dg. CML N %

pfitomny 44 17,2 %
nepiitomny 193 75,4 %
neznamo 19 7,4 %
Variantni translokace N %

piitomna 14 5.5%
nepfitomna 242 94,5 %

Tabulka 6: Stratifikace pacientli do skupin podle typu 1€cby

Lécba N %

imatinib v 1. linii 60 23,4 %
imatinib ve 2. linii 119 46,5 %
alogenni transplantace 21 8,2 %
jina 1écba 56 21,9 %
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Graf 1: Pacienti podle roku stanoveni diagndzy a typu 1écby
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Tabulka 8: Stav pacientti a sledovani v ¢ase (N = 256)

Zijici Zemfieli Vsichni
Délka sledovani N=161 N =95 N =256
(mésice) (62,9 %) (37,1 %) (100 %)
pramér 85,6 52,0 73,1
median 81,5 413 66,9
mhimum - 0,0 - 251,1 3.5-289.4 0,0 - 289.4
maximum

1,0-
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Graf 2: Celkové preziti souboru pacientll (N = 256)
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5.2 Metody

Materidlem pro cytogenetické a molekularné cytogenetické vysetfeni byly nestimulované
buiky kostni diené. Celkem 2 ml punktatu kostni dfen¢ byly vlozeny do RPMI-1640
média (Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, USA) s 20 % inaktivniho bovinniho fetalniho
séra a nasledné rozdéleny na 2 ¢asti: pro piimé zpracovani a pro 24hodinovou kultivaci pii
teplot¢ 37° C v prostfedi 5 % CO,. Kultury byly dale zpracovany podle standardnich
cytogenetickych postupti (Jarosova, 2003). Pro zvySeni po¢tu bunék ve stadiu metafaze
bylo pted zpracovanim k bunécnym suspenzim ptidano 0,1 pg/ml colcemidu (Gibco) na
dobu 20 minut. Suspenze byly inkubovéany v hypotonickém roztoku s 0,075 M KCI (20
minut), poté nasledovalo promyvani fixacnim roztokem Carnoy (methanol:kyselina octova,
3:1). Fixované bunécné suspenze byly bud’ ptimo pouzity pro cytogenetické a molekularné

cytogenetické vysetieni nebo byly zamrazeny pti -20° C pro dalsi pouziti.

5.2.1 Klasicka cytogeneticka analyza

Bunécné suspenze byly nakapany na SuperFrost skla a obarveny technikou G-pruhovani.
Bylo hodnoceno nejméné 20 metafdzi, z toho 10 bylo karyotypovano pomoci softwaru
IKAROS (MetaSystems Althusheim, Némecko). Chromosomy byly hodnoceny podle
kritérii ISCN 2005, u nemocnych vySetfenych po roce 2009 podle ISCN 2009 (Shaffer,
2005, 2009). Za abnormalni klon byl oznacen nalez dvou a vice metafazi se stejnou
strukturni abnormalitou nebo se stejnymi nadpocetnymi chromosomy a ndlez tii a vice

metafazi s deleci nebo chybénim stejného chromosomu.

5.2.2 Metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Klasicka metoda FISH byla pouzita u pacientii s chromosomovou zménou v karyotypu
(v€etné pacientli s komplexnimi zménami) k ovéfeni a bliz§i charakterizaci nalezené
zmény. Bunécné suspenze byly nakapany na SuperFrost skla a inkubovany v 0,5 mg/ml
RNase (Sigma Aldrich) po dobu 30 minut nebo alternativné v roztoku 2xSSC pii teploté
37°C po dobu 30 minut. Skla byla pot¢ omyta roztoky 2xSSC a vysuSena vzestupnou
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tadou alkoholt (70 %, 80 %, 90 % a 96 %). Denaturace sond a cilové DNA byla provedena
podle postuplt vyrobce sond. Byly pouzity komeréné dostupné fluorescencni genové
a centromerické sondy (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA), celochromosomové
sondy (MetaSystems a Cambio, Cambridge, Velka Britanie), ramenové specifické sondy
(MetaSystems) a sondy ptipravené z BAC (bacterial arteficial chromosome) kloni (viz.
kapitola 5.2.2.1). Hybridizace byla provedena podle ndvodu vyrobce sondy a preparaty
byly hybridizovany pti 37 °C pies noc. Po omyti skel v sérii mycich roztok 2xSSC/0,1%
NP40 a 0,4xSSC/0,3% NP40, byla sucha skla zamontovana do roztoku DAPI II (Abbott
Molecular) a nésledné analyzovana pomoci fluorescenéniho mikroskopu a programu ISIS

(Metasystems) (viz kapitola 5.2.5).

5.2.2.1 Ptiprava BAC sond

Pro pfipravu komeréné¢ nedostupnych sond v oblastech chromosomovych zlomul
u detekovanych komplexnich aberaci byly pouzity BAC klony ziskané z knihovny od prof.
M. Rocchi z University v Bari, Italie.

BAC klony byly vnasi laboratoii kultivovany za standardnich podminek pii 37 °C
a pritomnosti selekéniho Cinidla (antibiotikum chloramfenikol ve vysledné koncentraci
12,5 pg/ml kultivaéniho media). Transportni kultury byly vysety na agarézové plotny
a kultivovany ptes noc. Jedna kolonie byla odebrana a preockovana do 4 ml tekutého LB
media (Sigma Aldrich) a kultivovdna 6 hodin. 700 pl této kultury bylo pieneseno do 300
ml glycerolu za ucelem vytvofeni zasobni kultury, kterd je dlouhodobé uchovana pii
teploté -78° C. Ze 4 ml kultury bylo pifeockovano 100 pl do 25 ml tekutého LB media
a kultivovano ptes noc (celkem 3 x 25 ml kultury). Vysledny objem (75 ml) kultury byl
centrifugovan a pelet byl pouZit pro izolaci plazmidové DNA.

Plazmidova DNA byla izolovana kitem QIAGEN plasmid midi kit (QIAGEN Hilden,
Némecko). Kvalita DNA byla ovéfena gelovou elektroforézou a koncentrace DNA byla
zjisténa pristrojem Nanodropl000. DNA byla pomoci metody nahodného navéazani
primeru (random priming, BioPrime Array CGH Genomic Labeling Module; Invitrogen)
znacena fluorochromy SpectrumGreen nebo SpectrumOrange (Abbott Molecular). K takto
oznac¢ené DNA rozpusténé v TE pufru byla pfidana Cotl DNA (1 pg/ul) (Invitrogen), byla
vysrazena s ethanolem a vysuSena. Poté byla sonda rozpusténa v hybridizaénim pufru

(50% formamid/2xSSC/10% dextran sulfat/0,1% Tween20/10mM TrisHCI) a aplikovana
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na piipravené sklo s cilovou DNA. Sonda i cilovda DNA byly kodenaturovany pii 75° C
a inkubovany pii 37 °C pifes noc. Specifita takto pfipravenych sond byla ovéfena

na normalnich metafaznich chromosomech.

5.2.3 Metoda mnohobarevné FISH (M-FISH)

Metoda M-FISH byla pouzita pro ptfesné uréeni chromosomovych zmén u pacientl
s komplexnim karyotypem (Jarosova, 2003). Preparaty byly hybridizovany 72 hodin
s kitem 24XCyte DNA Probe (MetaSystems), hybridizace i posthybridizacni myti
probihalo podle névodu vyrobce. Vysledek hybridizace byl vyhodnocen pomoci

fluorescencniho mikroskopu a programu ISIS (viz kapitola 5.2.5.).

5.2.4 Metoda komparativni genomové hybridizace (CGH)

Metoda CGH byla provedena u vybranych pacientd s vy$$im zastoupenim nadorovych
buncék v kostni dieni a dostupnou DNA. DNA byla izolovana z KD nebo z bunécéné
suspenze fixované v Carnoy fixa¢nim roztoku metodou standardni fenol/chloroformové
extrakce. Ziskand genomicka DNA byla rozpusténa v TE pufru a uloZena pii -20 °C .
Néadorova DNA byla oznatena metodou ndhodného navazani primeru (Invitrogen)
fluorochromem Spectrum Green (Abbott Molecular). Jako kontrolni DNA byla pouzita
komeréné dostupna genomickd DNA (Abbott Molecular). K témto rozdiln¢ fluorescencné
znatenym DNA byla pfiddna Cotl DNA (Invitrogen), byly vysrdZeny s ethanolem
a vysuSeny. Sonda byla rozpusténa v hybridizacnim pufru (CGH hybridizac¢ni pufr, Abbott
Molecular) a aplikovana na pfipravené sklo snormalnimi metafaznimi chromosomy
(Abbott Molecular). Preparaty byly hybridizovany 72 hodiny pii 37° C a poté omyty
v mycich roztocich 2xSSC/0,1% NP40 a 0,4xSSC/0,3% NP40. Suchd skla byla
zamontovana do roztoku DAPI II (Abbott Molecular) a nasledn¢ analyzovana pomoci
fluorescenéniho mikroskopu a programu ISIS (viz kapitola 5.2.5). Hranice normalniho
nalezu byly stanoveny na 0,75 (dolni hranice) pro ztraty genetického materialu a 1,25
(horni hranice) pro zmnozeni genetického materidlu. Chromosomy a chromosomové
oblasti mimo hranice normalniho nélezu byly povaZovany za nebalancované zmény
v nadorovém genomu. Oblasti telomer a heterochromatinové oblasti byly z analyzy

vylouceny (Jarosova, 2001).
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5.2.5 Hodnoceni vysledk in situ hybridizace

Vysledky in situ hybridizace byly hodnoceny pomoci fluorescencnich mikroskopt
Olympus, Zeiss (Olympus America Inc., Center Valley, PA, USA; Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Némecko) vybavenych pfislusnymi fluorescencnimi filtry a CCD kamerami
a analyzovany pomoci softwaru ISIS (MetaSystems).

U metody FISH s centromerickymi a genovymi sondami bylo hodnoceno vzdy alespon 300
interfaznich jader. Hrani¢ni hodnota pozitivity pouZzitych sond (cut-off level) byla shodna
s hodnotou fale$né pozitivity uvadéné vyrobcem dané sondy.

Vysledky metody M-FISH byly zhodnoceny karyotypovanim minimalné 10 mitéz.

Pro hodnoceni vysledku metodou CGH bylo sniméno a zkaryotypovano minimaln¢ 15 — 20

mitdz, tak aby bylo zhodnoceno minimalné 20 chromosomu kazdého homologniho paru.

5.2.6 Metoda array komparativni genomové hybridizace (aCGH)

Pro metodu aCGH byl pouzit 1 Mb BAC cip (Leiden University Medical Center, Leiden,
Nizozemi) obsahujici 3,500 BAC kloni (Welcome Trust Sanger Institute) vyrobeny
v Leiden University Medical Center (LUMC) (Knijnenburg, 2005).

Piiprava sondy byla provedena s malymi Upravami podle Fiegler, 2003. Hybridizace
a posthybridiza¢ni myti probihala s pouzitim hybridizacni stanice Tecan HS400Pro
Hybridization Station (Tecan, Mannedorf, Switzerland). Cipy byly naskenovany za pomoci
GenePix Professional 4200A scanner (Axon Instruments), primarni data byla analyzovana
GenePix Pro 6.1 softwarem (Axon Instruments), vyhodnocena a statisticky upravena
laboratornim excelovym programem (Microsoft Excel 2000). Ztraty a zmnozeni
genetického materidlu byly definovany jako odchylky log2 pomért intenzit fluorescence

z intervalu +0.3.

5.2.7 Metody molekularné biologické

Celkova RNA byla izolovéana z leukocytl kostni diené (periferni krve) dle standardniho
protokolu (Chomczynski, 1987). RNA byla pfepsana do komplementdrni DNA (cDNA)
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pomoci Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko)
s pouzitim nahodnych hexamerii (Promega, USA).

Vysetieni BCR/ABLI transkripti bylo provedeno pomoci nested RT-PCR (kvalitativni
stanoveni) (Van Dongen, 1999) nebo pomoci kvantitativni RT-PCR (Q-RT-PCR,
kvantitativni stanoveni hladiny BCR/ABL1 transkripttl) (Gabert, 2003).

5.2.8 Detekce Ph chromosomu a pridatnych chromosomovych zmén

K detekci Ph chromosomu a potvrzeni diagnéozy CML byly pouzity metody klasické
cytogenetick¢ analyzy, k prokazani piitomnosti fuze gent BCR/ABLI metody
fluorescencni in situ hybridizace (FISH).

Variantni translokace a komplexni chromosomové piestavby u CML byly prokdzany
pomoci metody FISH a M-FISH, s pouzitim specialni smési sond zna¢enych kombinaci
Sesti fluorochromt, kterd umoziiuje analyzu celého genomu v jednom vySetteni.

V piipadé, Ze byl kdispozici dostatek materidlu, byla k detekci nebalancovanych
chromosomovych zmén pouzita metoda CGH, ktera sice neodhali pfitomnost Ph
chromosomu, ale detekuje ztraty pripadné zmnozeni genetického materidlu
v leukemickych buiikach, pokud tyto zmény postihuji minimélné 50 % genomu. K analyze
celého genomu a urceni nebalancovanych zmén, které se vyskytovaly alespont v 25 % byla

pouzita také metoda aCGH.

5.2.9 Statisticka analyza

Zakladni popis sledovanych parametri byl proveden pomoci frekvencnich tabulek
a popisnych statistik: priméru, medidnu, minima a maxima. K zobrazeni pfezivani
pacientll dle jednotlivych sledovanych parametrti byly pouzity Kaplan-Meierovy kiivky
preziti, ke srovnani skupin v analyze pieziti byl pouzit log-rank test. Pro stanoveni
statistické vyznamnosti byla uvazovana hladina 0=0,05. VSechny analyzy a grafické
vystupy byly provedeny ve statistickych softwarech SPSS 12.0.1 for Windows a Statistica
8.0 for Windows.
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6 VYSLEDKY

6.1 Obecna charakteristika souboru

Vysettili jsme 256 nemocnych s CML, 152 muza (59,4 %), 104 zen (40,6 %) s medidnem
veéku 52 let (hranicni hodnoty 16 a 83 rokt). IM v 1. linii 1é¢by bylo 1é¢eno 60 (23,4 %)
nemocnych (58 muzi a 29 Zen), v 2. linii 1é¢by 119 (46,5 %) nemocnych (56 muzi a 36
zen), jinym typem 1éby 56 (21,9 %) nemocnych (28 muzi a 28 Zen) a TKB podstoupilo
21 (8,2 %) nemocnych (10 muzi a 11 Zen).

Medién celkového pieziti nemocnych byl 81,5 mésicii (hrani¢ni hodnoty 0 —251,1 mésicit)
Charakteristiku souboru ukazuje Tabulka 9.

Tabulka 9: Soubor 256 nemocnych

pocet nemocnych 256

muzi 152

zeny 104

Vek pii dg median 52
rozmezi 16 — 83

lécba IM 1. linie 60 (23,4 %)
IM 2. linie 119 (46,5 %)
TKB 24 (9,4 %)
Jiny typ lécby 53 (20,7 %)

Celkové preziti median 81,5 mésict
rozmezi 0—251,1 mésicu

6.2 Vysledky cytogenetické analyzy v dobé diagnozy CML

Klasicka cytogenetickd analyza byla tispéSnd u 221 nemocnych, u 10 nemocnych (3,9 %)
nebyla cytogenetickd analyza v dobé diagnozy provedena, u 18 nemocnych (7 %) byla

neuspésna a u 7 nemocnych (2,7 %) vysledky cytogenetické analyzy nezname.
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U nemocnych, u kterych nebyla cytogeneticka analyza provedena v dobé diagnozy, bylo
cytogenetické vySetfeni provedeno pii nasledujici kontrole 1é€by, u nemocnych
s neuspeésnou cytogenetikou bylo provedeno vysSetfeni metodou FISH. U 7 nemocnych,
u kterych vysledky cytogenetické analyzy nezname, byla stanovena diagndza a zahajena
1écba na jiném pracovisti, na Hemato-onkologické klinice v Olomouci bylo cytogenetické
vySetfeni provedeno v souvislosti se zah4jenim lé¢ebné studie STIS71.

Cytogenetickou analyzou a/nebo metodou FISH byl prokdzan vznik Ph chromosomu
standardni translokaci t(9;22)(q34;q11) u 240 nemocnych, u 14 nemocnych byla potvrzena
variantni translokace t(9;22;V). U dvou nemocnych byl cytogenetickou analyzou urcen
normalni karyotyp, fuze BCR/ABLI byla prokdzana metodou FISH s mikroskopickym
obrazem potvrzujicim vznik Ph chromosomu standardni translokaci (maskovany Ph
chromosom). Usp&$nost cytogenetického vySetieni, vyskyt variantni translokace

a pridatnych zmén ukazuje Tabulka 10.

Tabulka 10: Usp&snost cytogenetického vySetfeni, nalez variantni translokace a p¥idatnych

zmén

Pocet nemocnych 256

Cytogenetické vySetieni (spéSnost) Uspésna 221 (86,3 %)
Neprovedeno 10 (3,9 %)
Netspésna 18 (7,1 %)
Nezname 7 (2,7 %)

Cytogeneticka analyza + FISH Klasicka translokace 242 (94,5 %)
Variantni translokace 14 (5,5 %)

Cytogenetickd analyza + FISH Pouze Ph 193 (75,4 %)
Pridatné zmény 44 (17,2 %)
Nevime 19 (7,4 %)

6.2.1 Ph chromosom vznikly standardni translokaci

Celkem u 237 (92,6 %) nemocnych bylo moZné cytogenetickou analyzou a/nebo metodou

FISH ur¢it, zda jsou v karyotypu nemocnych pfitomny piidatné zmeény. Pouze Ph
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chromosom bez dalSich chromosomovych zmén v karyotypu byl prokazan u 193 (81 %)
nemocnych (115 muzl, 78 Zen), z toho u 10 (4,2 %) nemocnych (8 muzl, 2 Zeny) vznikl

Ph chromosom variantni translokaci.

6.2.2 Variantni translokace

Variantni translokace bez dalSich piidatnych chromosomovych zmén byla prokazana
klasickou cytogenetickou analyzou a potvrzena metodou FISH u 10 (4,2 %) nemocnych.
Do variantni translokace byly kromé¢ chromosomi 9 a 22 zapojeny chromosomy 1 (2x), 2,
3,6(2x),7,9,2,a17 (Tabulka 11).

U 4 nemocnych (€. 35, 113, 154 a 187) byla prokazana variantni translokace soucasné s
pfidatnymi chromosomovymi zménami, nemocni jsou popsani v kapitolach popisujicich

ptidatné zmeény.
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Tabulka 11: Nemocni s variantni translokaci

Pac. Pohl. Vék | Cytogenetika analyza v dobé diagnézy onemocnéni Lécba Léceb. odp. Celkové
k posl. datu preziti

¢. pii Dg. sledovani (mé&sice)
42 M 53 46,XY,1(7;9;22)(q?22;q934;q1 1)[15] IM 1. linie |CMR 58
54 M 55 46,XY,1(9;22;9)(q34;q11;p?721)[15] IM 1. linie |MMR 14
*64 M 64 46,XY,1(6;9;22)(q?21;q34;q1 )[17] IM 2. linie | MiCyR EX 35
68 M 59 46,XY,1(9;22;12)(q34:;911qg;924)[20] IM 2. linie | MMR 103
82 M 21 46,XY,t(1;9;22)(q12;934;q1 1)[25] Jina 1é¢ba NoCyR EX 24
176 M 43 46,XY,1(9;22;17)(q34:;q11;921)[3] IM 2. linie | MMR 129
177 7 27 46,XX,1(9;22;3)(q34;q11;p?24)[20] IM 2. linie  |MMR 46
*189 M 49 46,XY,1(6;9;22)(p?12;q34;q1 1)[4] IM 2. linie | CCyR 123
218 M 65 46,XY,1(1:;9;22)(p13;934:;q1 1)[25] IM 1. linie |MMR 63
230 7 45 46,XX,1(2;9;22)(p?13;q34;q11)[5] IM 2. linie |CMR 77

* u nemocnych se vyvinuly pfidatné chromosomové zmény v pritbéhu 1€¢by
EX - exitus
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6.2.3 Pridatné chromosomové zmény

Z 237 nemocnych cytogeneticky a molekularné cytogeneticky vySetfenych nemocnych
byly u 44 nemocnych (18,6 %) v dob& diagndézy onemocnéni kromé Ph chromosomu
prokdzany jesté dalsi pfidatné chromosomové zmény (Tabulka 12): delece 9q u 14
nemocnych (31,8 %), trisomie chromosomu 8 u 2 nemocnych (4,5 %), ptidatny Ph
chromosom u 4 nemocnych (9,1 %), isochromosom dlouhych ramen chromosomu 17 u
dvou 2 nemocnych (4,5 %), ztrata chromosomu Y u 4 muzi (9,1 %) a dal$i ndhodné
zmény u 12 nemocnych (27,3 %).

U 6 nemocnych (2,7 %) byly prokédzany komplexni pfestavby chromosomti.
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Tabulka 12: Pfidatné chromosomové zmény v dob¢ stanoveni diagn6zy onemocnéni

Pac.C.| Pohl. | Vek |Faze 9q-/22q- | Cytogenetika analyza v dobé diagndzy onemocnéni Lécba Lécebna odp | Celkové
CML k posl. datu | preziti
pred IM sledovani (mésice)
1| z 54 - - | 49,XX X, +5,der(9)t(9;22)(q34;q1 1) +mar[ 14]/ TKD COR EX 27
49, XX, +X,+5,der(9)t(9;22)(q34;q11)-15,+2mar[2]/
46,XX,del(5q),der(9)t(9;22)(q34;11)[2]
. . R
19 2 58 - - 46,XX,49;22)(q34:q1 D[17]/ Jind lésba | oY EX 24
66,XX,+2,43,+5,+der(6),+der(6),+8,t(9;22)(q34;q11),+10,+der(11), +12,+14,
+17,+18,4+18,+18,+19,+21,+22 +der(22)t(9;22)(q34:q1 1),+mar,+ring?[ 7]
IM 2.linie/ | CCyR
350 7 53 AF - 46,XX,der(9)del(9)(p21)t(9;22;7)(q34:q1 1;p? 12)6(7:9)(2;p?21)[cp8] TKD EX 14
87| 7 56 AF - 46,XX,-2,24(3;5),t(9:22)(q34:q11),+M[cp14] M 2dinie | SR EX 71
MR
89| M 44 - - 46,X,-Y,1(2;11),6(9;22)(q34;q1 1), +der(22)t(9;22)(q34;q1 1)[4]/ TKD ¢ 121
46,XY,del(7p),4(9;22)(q34;q1 D[171/45,X,-Y,4(9;22)(q34:q1 1)[9]
R
113 M 44 CF - 47,XY,1(9;22;1;19;6)(q34;q11;p?36;p?13;p?24),+der(22)[32]/ IM 1.linie NoCy EX 4
48,XY,+8,1(9;22;1;19;6)(q34;q1 1;p?36;p?13;p?24),+der(22)t(9;22)(q34;q11)[4]
5 IM 2.linie/ | NoCyR
40| Z 59 AF - 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[23]/47,XX,1(9;22)(q34;q1 1),+der(22)t(9;22)(q34;q11)[10] | TKD EX 51
IM 1.linie/ |CMR
65| M 25 AF - 46,XY,1%(9;22)(q34;91 [ 71/47,XY,t(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)(q34;q1 D[ 7] TKD 76
114 M 53 CF - 46,XY[1]/46,XY,%(9;22)(q34;q11)[26]/ IM 1.linie CMR 31
47,XY,1%(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)(q34;q1 1)[2]
191] M | 54 CF - | 46,XY[1] 47,XY.1(9;22)(q34:q1 1), +der(22)6(9;22)(q34;q1 [23] IM 1 linie | MIMmEYR 14
71 M | s4 AF - | 46,XY,4(9;:22)(q34:q1 1)[28] /47,XY +8,6(9;22)(q34:q11)[5] IM 2.Jinie | MIPOTCYR 140
208 48 AF - 47,XY,1(9;22)(q34;q11),+8[91/46,XY,t(9;22)(q34;q1 1)[11]/46,XY[7] IM 2.linie CMR 157
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Tabulka 12: Pfidatné chromosomové zmény v dob¢ stanoveni diagn6zy onemocnéni (pokra¢ovani)

Pac.C.| Pohl. | Vek |Faze 9q-/22q- | Cytogenetika analyza v dobé diagndzy onemocnéni Lécba Lécebna odp | Celkové
CML k posl. datu | preziti
pred IM sledovani (mésice)
IM 2.linie/ | CMR
71| M 58 CF - 45,X,-Y,409;22)(q34:q1 D[ 11] TKD 110
112] M 67 CF - 45,X,-Y,409;22)(q34:q1 D)[5] M 20inie | TYR 79
213] M 57 CF - 45,X,-Y,409;22)(q34:q1 1)[13] M Liinie | MR 15
249 M 67 CF - 45X,-Y,49;22)(q34:q1 )[27] M Liinie | TSR 24
4] M 46 CF - | 46,XY,409:22)(q34;q1 1)[15]/46,XY 4(9:22)(q34:q1 1),i(17q)[5] M 2dinie | VHROTOYR ey gy
} - . |PGyR
154 7 50 CF -] 46,XX,4(1;9:22)(q42;q34:q11),idic(17)(q1 1)[19] IM Llinie |T<Y 58
9] M | 27 CF  |9q-/22q-| UNSUCCESSFUL / FISH: 93 % fiizi BCR/ABLI M Llinie | VMR 64
161 7 21 AF | 9g-/22q- | UNSUCCESSFUL / FISH: 84 % ftizi BCR/ABLI M 2linie | "MR 142
MR
521 M 66 CF | 9q-/22q- | 46,XX,1(9:22)(q34:q1 1)[14] IM 2dinie | © 97
IM 2.linie/ |CMR
67] M 17 AF | 9g-/22g- | 46,XY 1(9;22)(q34:q11)[10] TKD 120
} MR
7| z 57 CF | 9g-/22g- | 46,XX, £(9:22)(q34:q11)[30] IM 2dinie | © 105
MR
126 M | 45 AF | 9g-/22q- | 46,XY,4(9:22)(q34;q1 )[6] M 20inie | © 81
134) 7 42 CF  |9q-/22q- | 46,XX,1(9;22)(q34:q1 1)[30] M 2dinie | SR 127
156| 7 68 - |9g-22- | 46,XX,4(9;22)(q34;q1 )[21] jindlécba | MIMMOR ey
187] M 52 CF | 9q-/22q- | 46,XY,4(9:22;12)(q34:q11;g?13)[6] M 1linie | SR 21
60| Z 46 CF 9q- | UNSUCCESSFUL / FISH: 57 % fizi BCR/ABLI M 2dinie | MR 124
81| 7 47 CF 9q- | 46,XX,t(9:22)(q34:q1 1)[25] M 20inie | VMR 73
119] M 34 CF 9q- | 46,XY.4(9:22)(q34;q1 [2] M 2dinie | R 90
. |PGyR
215 M 71 AF 9q- | 46,XY,1(9:22)(q34:;q1 1)[7]/46,XY . del(6q),t(9;22)(q34:q11)[3] M 2dinie | 1Y EX 131
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Tabulka 12: Pfidatné chromosomové zmény v dob¢ stanoveni diagn6zy onemocnéni (pokrac¢ovani)

Pac.C.| Pohl. | Vek |Faze 9q-/22q- | Cytogenetika analyza v dobé diagndzy onemocnéni Lécba Lécebna odp | Celkové
CML k posl. datu | preziti
pted IM sledovani (mésice)
IM l.linie/ |CMR
219 M 23 AF 22q- | 46,XY[20]/FISH: 87 % fuzi BCR/ABLI TKD 57
226 M 53 CF - 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1)[15]/46,XY,?2der(1),4(9;22)(q34;q1 D[5] IM 1.linie MMR 55
11 Z 37 CF - 46,XX[15]/46,XX,t(9;22)(q34;91 Dt(9;22)(q?21;q?12)[8] IM 1.linie MMR 15
109 7 59 AF - 46,XX,dup(2p1 Ipter),t(9;22)q34;q1 1)[15] IM 1.linie COR 24
- PCyR
25| M 54 CF - 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[2]/46,XY,del(69),t(9;22)(q34;q11)[8] IM 2.linie ©y 98
2060 M 50 CF - 46,XY,1%(9;22)(q34;q1 1)[2]/47,XY,t(9;22)(q34;q11),+mar|[2] IM 1.linie MMR 48
y MR
209 Z 66 CF - 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[8] IM 2.linie ¢ 98
451 M 54 BF - 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[14]/46,XY,inv(7),t(9;22)(q34;q1 D[7] IM 1.linie POYR EX 10
R
143| M 49 - - 46,XY,1(9;22)(q34;11)t(1,5)(q?32;933)[30] Jina 1écba NoCy EX 30
R
53] M 66 - - 46,XY,1(9;22)(q34;q11),der(19)t(17;19)(q?13;p?13)[25] Jind 1écba NoCy EX 68
5 IM 2.linie/ | NoCyR
93| Z 54 AF - 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[24]/46,XX,t(1,6)(9?36;9725),t(9;22)(q34;q1 )[5] TKD EX 20
R
44| M 34 - - 46,XY,1%(9;22)(q34;q11),t(3;14)(q26;924)[9] Jind 1écba cCy EX 33
258 7 52 AF - |46,XX,add(19).4(9;22)(q34:q1 1)[2]/46,XX,t(9:22)(q34:q1 1)[5] M Llinie | WWMMOR ey 6
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6.2.3.1 Komplexni prestavby karyotypu

Komplexni chromosomové piestavby byly pii stanoveni diagnézy onemocnéni detekovany
u 6 nemocnych (2,7 %), 4 Zen a 2 muzd, z 221 cytogeneticky uspésné¢ vysetfenych. U dvou
nemocnych (pac. €. 35 a 113) vznikl Ph chromosom jako disledek variantni translokace, u

nemocného €. 113 bylo do variantni translokace zapojeno 5 chromosomu (Obrazek 15).

L d | 3 ®4m 5

7mm ®8m v ® 10mm 11m ®12m

® 16mmEm ¢ 17mm

Obrazek 15: M-FISH u nemocného ¢. 113 :
48,XY,+8,t(9;22;1;19;6)(q34;q11;p?36;p?13;p?24),+der(22)

U tii nemocnych byl soucasti komplexnich ptestaveb ptidatny Ph chromosom - u pacienta
¢. 113 (obrazek 15) spolecné s trisomii chromosomu 8, u pacienta ¢. 89 spolecné se ztratou
chromosomu Y a dalsi translokaci t(2;11)(q?;q?) a u posledni nemocné (¢. 19) byl piidatny
Ph chromosom detekovan v klonu s hyperdiploidii. U nemocné ¢. 35 metoda M-FISH
prokézala pfitomnost derivovaného chromosomu der(9), ktery vznikl komplexni traslokaci
t(7;9;22) a druhda, nezavisla translokace zahrnovala kratka ramena stejného derivovaného
chromosomu 9, t(7;9)(?;p?21), za soucasné ztraty oblasti 9p21.

Vice jak jednou byly do komplexnich pfestaveb zahrnuty chromosomy 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9,
11 a 19. Pouze jeden patologicky klon byl nalezen u dvou nemocnych (¢. 35 a 87), u 4
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nemocnych doslo ke klonalni evoluci s pfitomnosti vice patologickych kloni — dva
patologické klony byly prokdzany u 2 nemocnych (¢. 19 a 113) , tfi patologické klony u
dalsich 2 nemocnych (pac. ¢. 1 a 89). Popis nalezenych chromosomovych zmén uvadi
Tabulka 13.
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Tabulka 13: Komplexni pfestavby v dob¢ stanoveni diagndzy onemocnéni

Lécebna odp. Celkoveé
Pac. | Pohl. Vek Cytogenetika analyza v dob¢ diagndzy onemocnéni Lécba k posl. datu preziti
¢. pii Dg sledovani (mésice)
1 Z 54 49, XX, +X,+5,der(9)t(9;22)(q34;q11)+mar[ 14]/ TKD CCyR EX 27
49, XX, +X,+5,der(9)t(9;22)(q34;q11)-15,+2mar[2]/
46,XX,del(5q),der(9)t(9;22)(q34;11)[2]
19 Z 58 46,XX,1(9;22)(q34;q1 )[17)/ jina lécba NoCyR EX 23
66,XX,+2,+3,+5,76q-?,+6q,+8,4(9;22)(q34;q11),+10,+ 1 1p+,+12,+14,+17,
+18,+18,+18,+19,4+21,+22 +der(22)(19;22)(q34;q11),+mar,+ring?[ 7]
35 7 53 46,XX,der(9)del(9)(p21)t(9;22;7)(q34;q11;p?12)t(7;9)(?;p?21)[cp8] IM 2.linie/TKD CCyR EX 15
87 7 56 46,XX,-2,71(3;5),4(9;22)(q34;q11),+mar[cp14] IM 2.linie CCyR EX 71
89 M 44 46,X,-Y,1(2;11),8(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)(q34;q1 1)[4)/ TKD MMR 120
46,XY,del(7p),t(9;22)(q34;q1 1)[17]/
45,X,-Y,1(9;22)(q34;q1 1)[9]
113 M 44 47,XY,1(9;22;1;19;6)(q34;q11;p?36;p?13;p?24),+der(22)t(9;22)(q34;q1 1)[32]/ IM 1.linie NoCyR EX 4

48,XY,+8,1(9;22;1;19;6)(q34;q11;p?36;p?13;p?24),+der(22)t(9;22)(q34;q1 1)[4]
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6.2.3.2 Delece 9q

Z celkového poctu 256 nemocnych v souboru byla u 218 nemocnych k detekci fuze
BCR/ABLI pouzita sonda LSI BCR/ABL (Dual Color Dual Fusion, Abbott Molecular),
pomoci niz je mozné detekovat deleci na der(9) i1 der(22), 38 nemocnych bylo vySetfeno
pomoci sondy LSI BCR/ABL Dual Color Extra Signal, kterd detekuje pouze deleci na
der(9) nebo sondou LSI BCR/ABL Dual Color, jejiz konstrukce nedovoluje delece
prokazat. Jednalo se o nemocné, kteti byli diagnostikovani jesté v dobé€, kdy sonda DC DF
nebyla komeréné dostupna. Téchto 38 nemocnych neni do hodnoceni delece zahrnuto.
Delece 9q byla prokdzana celkem u 14 nemocnych (6,4 %) — 8 muzi a 6 Zen (Tabulka 14).
Cytogenetické vySetfeni bylo u 3 nemocnych (21,4 %) neuspésné, u 9 nemocnych (64,3
%) prokazalo piitomnost Ph chromosomu v karyotypu jako vysledek klasické translokace
t(9;22)(q34;q11), u jednoho nemocného (7,1 %) (¢. 187) vznikl Ph chromosom jako
dasledek variantni translokace t(9;22;12). Jeden nemocny (7,1 %) (¢. 219) mél
konvenénim pruhovanim prokdzany normalni karyotyp. Jedna se o piipad nalezu
normalniho karyotypu bez Ph chromosomu, ale s fizi BCR/ABLI, kterd byla prokazana
metodou FISH s lokusové specifickou sondou, kdy doslo k inserci 3 oblasti genu ABL do
genu BCR a vzniku fizniho genu. U vSech nemocnych s deleci 9q byla fize BCR/ABLI
potvrzena metodou FISH s lokusové specifickou sondou BCR/ABL (Dual Color Dual
Fusion, Abbott Molecular). U 9 nemocnych (4,1 %) byla prokadzana delece na der(9) i
der(22) s mikroskopickym obrazem - jeden signal fuzni, jeden zeleny, jeden Cerveny:
IF1GI1R (Obrazek 16A), delece pouze na der(9) se signaly 1F2G1R (Obrazek 16B) byla
detekovéna u 4 nemocnych (1,8 %) a delece pouze na der(22) se signaly 1F1G2R (Obrazek
16C) u jednoho nemocného (0,5 %). Samostatnd delece na der(22) byla prokézdna u
nemocného s normalnim karyotypem (¢. 219), u kterého fuze BCR/ABLI vznikla jako
dusledek inserce 3 oblasti genu ABLI do genu BCR.
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Obrazek 16 A,B,C: Typy deleci prokdzané¢ metodou iFISH se sondou LSI BCR/ABL DC
DF (Abbott Molecular).
A: 1F1GIR —delece 99-/22qg-. B: 1F2GIR — delece 9q-. C: 1F1G2R- delece 22q
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Tabulka 14: Nemocni s deleci 9q

Pac.c. | Pohl. Vek Typ Vstupni CY/FISH Cytog. zm. | Typ cytog. Lécba nejlepsi odp. | Lécebnd odp. [ Celkové
pii Dg. | delece pii 1écbé zmény na IM/DAS |k posl.datu preziti

klon Ph+/- | pfi 1écbé sledovani (mésice)
9 M 27 9q-/22g- UNSUCCESSFUL /93 % fuzi - IM 1.linie/TKD/DAS [ CCyR MMR 64
161 V4 21 9q-/22q- UNSUCCESSFUL / 84 % fuzi - IM 2.linie CCyR MMR 97
67 M 17 9q-/22q- 46,XY,1(9;22)(q34;q1 D[ 10] Ph+klon [i(17q) IM 2.1linie/TKD CCyR CMR 142
117 7 57 9q-/22q- 46,XX, t(9;22)(q34;q1 1)[30] - IM 2.linie CCyR CMR 120
126 M 45 9q-/22q- 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1)[6] - IM 2.linie/DAS CCyR/CCyR |CMR 81
134 7 42 9q-/22q- 46,XX,1(9;22)(q34;91 1)[30] - IM 2.linie CCyR CCyR 127
156 V4 68 9q-/22q- 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[21] - Jina l1écba Nehodnoceno | minimal CyR | EX 5
52 M 66 9q-/22q- 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1)[14] - IM 2.linie CCyR CMR 97
187 M 52 9q-/22q- 46,XY,1(9;22;12)(q34;q11;9?13)[6] | - IM 1.linie CCyR CCyR 21
60 7 46 9¢g- UNSUCCESSFUL / 57 % fuzi - IM 2.linie CCyR odp. |CMR 124
81 7 47 9q- 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1)[25] - IM 2.linie CCyR MMR 73
119 M 34 9q- 46,XY,1%(9;22)(q34;91 1)[2] - IM 2.linie CCyR MMR 90
215 M 71 9¢- 46,XY,1(9;22)(q34;q1 [ 7]/ Ph- klon 13g- (CLL) | IM 2.linie CCyR PCyR EX 121

46,XY,del(6q),1(9;22)(q34;q1 1)[3]

219 M 23 22¢g- 46,XY[20] / 87 % fuzi - IM 1.1linie/TKD PCyR CMR 57
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6.2.3.3 Ztrata chromosomu Y u muzu

Ztrata chromosomu Y byla prokdzdna u 5 nemocnych (Tabulka 12), u 4 znich jako
samostatnd zména v Ph pozitivnim klonu, u jednoho (pac. ¢. 89) jako soucast komplexnich

prestaveb.

6.2.3.4 Trisomie chromosomu 8

Trisomie chromosomu 8 byla prokdzéna u 3 nemocnych (Tabulka 12). Dvakrat jako jedina
zména k Ph chromosomu (pac. ¢. 7 a 208), jednou v ramci komplexnich pfestaveb u

nemocného €.113 (Obréazek 15).

6.2.3.5 DalSi pridatné chromosomové zmény

Kromé¢ jiz popsanych piidatnych zmén byly prokazany dalsi piidatné chromosomové
zmény u 12 nemocnych (pac. ¢. 11, 25, 44, 45, 53, 93, 109, 143, 206, 209, 226 a 258).

Jednalo se o ojedin€lé zmény, vicekrat se neopakujici (Tabulka 12).

6.3 Vysledky cytogenetické analyzy v prabéhu lécby

Ptidatné chromosomové zmény byly v prubéhu 1é¢by nalezeny u 39 nemocnych (15,2 %)
(Tabulka 15). Z nich 27 (69,2 %) mélo pii diagnéze pouze Ph chromosom, u 6 (15,4 %)
nebyla cytogenetickd data pfi stanoveni diagndzy zndma a 6 nemocnych (15,4 %) mélo
pfidatné zmeény jiz pti diagnéze onemocnéni.

U 27 (69,2 %) z 39 nemocnych se piidatné zmény vyvinuly v Ph pozitivnim klonu, u 11
nemocnych (28,2 %) v Ph negativnim, u 1 nemocné (2,6 %) (€. 129) nebylo mozné urcit,
v kterém klonu k vyvoji zmény doSlo, u nemocné doslo k extrameduldrnimu relapsu
s postizenim lymfatickych uzlin a vySetfeni pomoci iFISH prokazalo trisomii chromosomu
8 hybridizaci na histologickém fezu z parafinového bloc¢ku uzliny.

Vysledky cytogenetického sledovani u 35 nemocnych bez vstupni cytogenetiky prokazaly
pfidatné chromosomové zmény vyvinuté v pritbéhu 1é€by u 10 (28,6 %) nemocnych.

(Tabulka 16)
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Tabulka 15 : Nemocni s pfidatnymi chromosomovymi zménami v prabehu 1éCby

Pac. ¢. | Pohl. | Véek | Faze CML | Cytogenetika analyza/FISH v pribébu 1écby onemocnéni Pfid. zmény | Lécba Lécebna Celkoveé
pfi Dg| pied IM klon Ph+/Ph- odpoved preziti
21| M 49 AF 46,XY[17]/46,XY,t(9;22)(q34;q1 D[5]/ Ph+ IM 2.linie | MMR 97
46,XY,der(®)t(1;12;8)(p?32;p?13,q24)del(12)(p13),t(9;22)(q34;q1 1)[5]
30| Z 70 - 46,XX,1(9;22)(q34;911),t(3;5)(q12;912;923)[6] Ph+ Jind lé¢ba | NoCyR EX 13
31| Z 33 - 46,XX,1(9;22)(q34;q1 )[191/46,XX,der(1)t(1;?),der(2)t(2;7),t(9;22)(q34;q1 1)[3] Ph+ Jind lé¢ba | NoCyR EX 65
41| 7 17 AF 46,XX,1(9;22)(q34;q1 [ 12]/47,XX,+8,1(9;22)(q34;q1 1)[3] Ph+ IM 2.linie | PCyR 251
64| M 64 CF 45,XY,dic(7;12)(p11;p11),t(6;9;22)(q?21;934;911),i(9)(q1 D[11] Ph+ IM 2.linie | MinimCyR | EX 35
65| M 25 AF 47,XY,1(9;22)(q34;q11),der(20)t(2;20)(?;p? 12),+der(22)t(9;22)(q34;q1 )[cp9] Ph+ IM 2.linie | CMR 76
67| M 17 AF 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[16]/46,XY,t(9;22)(q34:q911),i(179)[4] Ph+ IM 2.linie | CMR 120
76| M 53 - 49,XY,+8,+12,+21,1(9;22)(q34;q11)[20] Ph+ Jind 1é€ba | NoCyR EX 42
791 M 66 CF 47,XY,1(9;22)(q34;q1 1),+der(22)t(9;22)(q34;q1 [ 10] Ph+ IM 1.linie | NoCyR EX 21
132| M 57 AF 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[6]/48,XY,+8,t(9;22)(q34;q1 1),+der(22)t(9;22)(q34;q1 )[2] Ph+ IM 2.linie | MinimCyR | EX 38
140| Z 54 AF 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[26]/46,XX,t(9;22)(q34;q1 1)t(9;13)(p?12;q?13)[4] Ph+ IM 2.linie | MinimCyR | EX 108
FISH: 13g-
154] 7 50 CF 46,XX[2]/46,XY,t(1;9;22)(q42;q34;q1 D)[2]/ Ph+ IM l.linie |PCyR 24
46,XX,1(1;9;22)(q42;q934;q11),4(3;7)(q?26;q9722)[26]
167] M 55 CF 47,XY,+8,1(9;22)(q34;q1 )[10]/46,XY,1(9;22)(q34;q1 D[19] Ph+ IM 2.linie | NoCyR EX 93
169 M 46 CF FISH : 2 fuze BCR/ABLI Ph+ IM 2.linie | PCyR EX 68
181] M 53 AF tetrasomie : 4 fuze BCR/ABLI, 4 sig. BCR,ABL1, 4 kopie CEP 8 a CEP 9 Ph+ IM 2.linie | MinorCyR | EX 45
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Tabulka 15 : Nemocni s pfidatnymi chromosomovymi zménami v prabehu 1éCby (pokracovani)

Pac. ¢. | Pohl. | Véek | Faze CML | Cytogenetika analyza/FISH v pribébu 1écby onemocnéni Piid. zmény | Lécba Lécebna Celkoveé
pfi Dg| pied IM klon Ph+/Ph- odpoved preziti

204 7 27 - 46,XX[19]/47,XX, +8,1(9;22)(q34;q11)[8]/ Ph+ Jina lé¢ba | MMR 219
46,XX,1(9;22)(q34;q1 D[ 15]/46, XX t(X;7)(q13;p15),t(9;22)(q34;q1 1)[8]

210 7 49 CF 46,XX[15]/47,XX,t(9;22)(q34;q1 1),+mar[2] Ph+ IM l.linie |CMR 61

213| M 57 CF FISH: +der(16)inv(16), 11qg-, 13- Ph+ IM 1.linie |CMR 15

238| M 19 - 47-48,XY,+4?,+872,1(9;22)(q34;q1 D[7]/46,XY,1(9;22)(q34;q1 D[17] Ph+ TKB CMR 155

241| M 50 CF 46,XY[25]148,XY,+8,t(9;22),+der(22)t(9;22)(q34;q1 1)[3] Ph+ IM 2.linie | CCyR 81

246| 7 69 BZ 46,XX,1(9;22)(q34;q11),der(17)t(?;17)(?;p?11)[3])/ Ph+ IM 2.linie | NoCyR EX 97
45,XX,-5,1(9;22)(q34;q11),der(17)t(5;17)(?;p?11)[3] / FISH: 60 % 17p-

250| 7 44 - 47,XX,1(9,22)(q34:;q11),+der(22)t(9;22)(q34;q1 D[5] Ph+ Jind 1é€ba | NoCyR EX 28

255| M 29 CF 46,XY[18]/47,XY,t(9;22),+der(22)t(9;22)(q34;q1 1)[2] Ph+ IM 2.linie | MinimCyR | EX 145

256| 7 39 AF 44,XX,1(9;22)(q34;q11),der(7)?del(7p),-12,-17,-18,+mar[6]/ Ph+ IM 2.linie | NoCyR EX 139
45,XX,1(9;22)(q34;q11),-17,-18,+mar[6]

260 Z 35 AF 46,XX,der(X),t(9;22)(q34;q11)[5]1/46,XX,t(9;22)(q34;q1 1)[ 14}/ Ph+ IM 2.linie | MinimCyR | EX 289
47,XX,+8,1(9;22)(q34:;q1 D[2]

261 M 53 AF 47,XY,1%(9;22)(q34;q11),+19[2]/46,XX,t(9;22)(q34;q1 1)[28] Ph+ IM 2.linie | NoCyR EX 116

263| M 20 AF 46,XY,1%(9;22)(q34;q11)[24]/46,XY ,der(7),t(9;22)(q34;q1 1),der(12)[4]/ Ph+ IM 2.linie | NoCyR EX 52
47,XY ,der(7),-8,t(9;22)(q34;q11),der(12),-13,+3mar[2]

90| M 52 CF 47,XY,+mar[2]/46,XY[22] Ph+ IM 2.linie | CCyR 131
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Tabulka 15 : Nemocni s pfidatnymi chromosomovymi zménami v prabehu 1éCby (pokracovani)

Pac. ¢. | Pohl. | Véek | Faze CML | Cytogenetika analyza/FISH v pribébu 1écby onemocnéni Piid. zmény | Lécba Lécebna Celkoveé
pfi Dg| pied IM klon Ph+/Ph- odpoved preziti

9| 7 49 AF 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1)[9)/47, XX, +8[11] Ph- IM 2.linie | MMR 96

97| M 39 CF 46,XY[24]/47,XY,+8[4] Ph- IM l.linie | MMR 69
162| Z 48 CF 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[6] / 47, XX, +8[13] /46, XX [1] Ph- IM 2.linie | PCyR 106
189 M 49 CF 46,XY[141/46,XY,1(6;9;22)(p?12;q34;q1 1)[3]/47,XY,+8[2] Ph- IM 2.linie | CCyR 123
129| 7 52 CF FISH: +8 (78 %) Nevime IM 2.linie | PCyR 91
131 M 64 CF FISH: -Y (7 %) Ph- IM 1l.linie |CMR 64
200 M 62 CF FISH: -Y (9 %) Ph- IM 2.linie | PCyR 118
206 M 50 CF FISH: -Y (9 %) Ph- IM 1l.linie | MMR 48
128| M 77 CF FISH: -Y (7 %) Ph- IM 1.linie | CCyR 40
147]| M 68 CF 46,XY[2]/47,XY,+12[28] Ph- IM 1.linie | MMR 23
215| M 71 AF FISH: 13¢g- Ph- IM 2.linie | PCyR 131
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Tabulka 16: Chromosomové zmény detekované v pribéhu onemocnéni u nemocnych bez vstupnich cytogenetickych dat

Pac. Pohl. | Ve¢k Faze Cytogenet. FISH pii | Cytogeneticka analyza pii 1é€bé Lécba Odpovéd | Celkové
[ CML analyza Dg (% fuzi na lécbu preziti
pred IM pti Dg. BCR/ABLI)
31| M 27 - NevySetieno 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[19] Jind lécba | NoCyR EX 65
46, XX, der(1)t(1;?),der()t(2;7),4(9;22)(q34;q1 1)[3]
32 M 59 CF NevySetieno 89% Bez pridatnych chromosomovych zmén IM 2.linie | CMR EX 92
9 7 33 CF Nevysetreno 88% 47,XY,1(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)(q34;q1 1)[10] IM 1.linie | NoCyR EX 21
122 Z 56 AF NevySetieno 92% Pouze FISH IM 1.linie | PCyR 12
129 Z 56 CF NevySetieno 77% FISH na parafinovém fezu: +8 (78 %) IM 2.]inie | PCyR 91
145] M 78 - NevySetfeno 54% ND Jind 1écba | MinorCyR | EX 30
2000 M 55 CF NevySetieno FISH : 1 % fuzi /-Y (9 %) IM 2.linie | PCyR 118
204 7 71 - Nevysetteno 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1)[15]/47,XX,t(9;22)(q34;q11),+8/[8] | Jina 1écba | MMR 219
46, XX, t(X;7)(q13;p15),t(9;22)(q34;q11)[8]/46,XX[19]
211 Z 46 CF NevySetieno 90% Bez ptidatnych chromosomovych zmén IM 2.]inie | MinorCyR | EX 16
233] M 38 BF NevySetieno Bez pridatnych chromosomovych zmén IM 1.linie | MinorCyR 67
9| M 21 CF Netispésna 93% Bez dalsich ptidatnych chromosomovych zmén IM 1.linie | MMR 64
(99-/229-)
5] M 66 CF Neuspésna 94% Bez pridatnych chromosomovych zmén IM 2.linie | NoCyR 84
33] M 55 CF Netispésna 61% Bez piidatnych chromosomovych zmén IM 2.linie | MinorCyR 131
34 Z 52 BF Neuspésna 86% Bez pridatnych chromosomovych zmén IM 1.dinie |MinimCyR | EX 13
36 V4 38 CF Netispésna 94% Bez ptidatnych chromosomovych zmén IM 2.linie | MMR EX 92
50 7 81 - Netispésna 84% Bez ptidatnych chromosomovych zmén Jind 1é¢ba | NoCyR EX 23
60 V4 21 CF Netispésna 86% Bez dalsich ptidatnych chromosomovych zmén IM 2.linie |CMR 124
99-)
62] M 59 - NeuspeéSna 95% Bez ptidatnych chromosomovych zmén TKD CMR EX 6
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Tabulka 16: Chromosomové zmény detekované v pribéhu onemocnéni u nemocnych bez vstupnich cytogenetickych dat (pokracovéni)

Pac. | Pohl. | Vek Faze Cytogenet. FISH pfi | Cytogeneticka analyza pfi 1écbé Lécba Odpoveéd | Celkové
c. CML analyza Dg (% fuzi na lécbu preziti
pred IM pti Dg. BCR/ABLI)
69| M 73 BF Netispésna 62% Bez ptidatnych chromosomovych zmén IM l.linie | CMR 80
130 M 55 AF Neuspesna 89% Bez pfidatnych chromosomovych zmén IM 1.linie |CMR 90
161 V4 53 AF Netispésna 84% Bez dal$ich pfidatnych chromosomovych zmén IM 2.linie | MMR 142
(99-/229-)
165 M 62 - Neuspésna 87% Bez ptidatnych chromosomovych zmén Jind 1é¢ba | CMR 92
166 Z 27 - Netispésna 75% ND Jind 1écba | NoCyR EX 45
167] M 66 CF Neuspésna 96% 47,XY,+8,1(9;22)(q34;q1 DH[101/46,XY,1(9;22)(q34;q1 D[19] |IM 2.linie | NoCyR EX 93
170 M 62 CF Neuspésna 13% Bez ptidatnych chromosomovych zmén IM l.linie | MMR 29
212 M 37 CF Netispésna 96% Bez ptidatnych chromosomovych zmén IM 1.linie |CMR EX 40
247 M 48 - Netispésna 75% ND Jind 1écba | NoCyR 99
252 7 73 - Neuspésna 75% ND Jind 1écba | PCyR EX 10
256 Z 39 AF Nevime 44 XX der(7)?del(7p),t(9;22)(q34;q11),-12,-17,-18,+mar[6]/ |IM l.linie | NoCyR EX 139
45,XX,t(9;22)(q34;q11),-17,-18,+mar[6]
257 Z 45 AF Nevime Bez ptidatnych chromosomovych zmén IM l.linie | PCyR EX 79
260 V4 35 AF Nevime 46,XX,der(X),t(9;22)(q34;q1 1)[5V/ IM l.linie |MinimCyR | EX 289
46,XX,1(9;22)(q34;91 1)[14]1/47,XX,+8,t(9;22)(q34;91 1)[2]
261 M 53 AF | Nevime 47,XY,4%(9;22)(q34;q11),+19[2]/46,XX,t(9;22)(q34;q1 D)[28] |IM 2.linie | NoCyR EX 116
262 M 23 AF | Nevime Bez ptidatnych chromosomovych zmén IM 1.linie | NoCyR 13
263 M 20 AF Nevime 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[24)/ IM 2.linie | NoCyR EX 52
46,XY,der(7),4(9;22)(q34;q11),der(12)[4]/
47,XY,der(7),-8,1(9;22)(q34;q11),der(12),-13,+3mar[2]
264 M 61 AF Nevime FISH : 43 % fuzi IM 2.linie | MinorCyR | EX 64
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6.3.1 Pridatné chromosomové zmény u nemocnych s variantni
translokaci

U nemocnych s variantni translokaci byly ptfidatné zmény vzniklé béhem 1écby prokdzany
u 3 nemocnych - €. 64, 189 a 154 (Tabulka 15). U dvou z nich (€. 64 a ¢. 189) vznikl Ph
chromosom variantni translokaci t(6;9;22). U nemocného ¢. 64 byly metodou M-FISH
prokézany komplexni pfestavby karyotypu souvisejici s progresi onemocnéni :
45,XY,dic(7;12)(p11;p11),t(6;9;22)(q?21;q34;q11),i(9)(q1 1)[11]

U nemocného €. 189 byla prokazana 70 mésicl od stanoveni diagnoézy +8 v Ph negativnim
klonu: 46,XY[141/46,XY,t(6;9;22)(p?12;q34:;q11)[31/47,XY,+8[2]

U tfeti nemocné (pac. €. 154) byl pozorovan nékolikastupnovy klonalni vyvoj karyotypu,
ktery byl zachycen pii opakovanych vysSetfenich v ¢asovém odstupu. Vzhledem ke

komplexnosti tohoto klonédlniho vyvoje je nalez presentovan jako kasuistika.

Kazuistika — pacientka ¢. 154

Jedna se o 50 letou pacientku, které byla Ph+ CML diagnostikovana v fijnu 2008.
Pacientka byla v chronické fazi onemocnéni, s vysokou leukocytézou (289x10°/1),
vyraznou splenomegalii a vysokym rizikem dle Sokala a Euro skore. U nemocné byla
zahajena cytoredukc¢ni terapie Litalirem s dobrym efektem, regresi splenomegalie a
ustupem klinickych obtizi. Cytogenetickym vySetfenim a molekuldrné cytogenetickym
vySettenim (FISH) byla prokdzdna komplexni translokace t(1;9;22) s ptidatnou
chromosomovou zménou — isodicentrickym chromosomem dlouhych ramen chromosomu
17 — 1dic(17q) (Tabulka 12). Pacientka byla zatfazena do studie CA180056, oteviené
multicentrické randomizované studie, srovnavajici 1é€bu imatinibem ve standardni davce
(400 mg/den) a dasatinibem v 1é¢be pacientll s noveé diagnostikovanou CML v chronické
fazi. Nemocna byla randomizovana pro 1écbu IM.

Po 14denni cytoreduk¢ni terapii byla zahdjena léCba preparatem Glivec, vzhledem
k leukopenii, neutropenii a trombopenii ddvkou 100 mg/den, po tydnu byla davka zvysSena
na 200 mg/den a po dalSich 14 dnech pokracovala standardnim dévkovanim 400 mg/den
po dobu 5 mésicti — do dubna 2009, kdy byl metodou FISH prokazan procentualni nartst
fazi BCR/ABLI (v lednu 14 %, v dubnu 24 %) a 1écba byla pro neutropenii a trombopenii
pferusena, nemocné byly aplikovany riustové faktory a hematinika. Kontrolni

cytogenetické vysSetieni prokazalo ptitomnost Ph chromosomu ve vSech hodnocenych
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mitézach, nebyla prokézéna pfitomnost pivodniho Ph pozitivniho klonu s idic(17q).
V cervnu 2009 byla ukoncena ucast ve studii pro cytogenetickou rezistenci, nemocna byla
dale IéCena preparatem Glivec v davkovani 400 mg/den a Neupogenem. V zaii 2009 (cca
rok od stanoveni diagnozy) byl cytogenetickym vySetifenim zachycen klonalni vyvoj
karyotypu, byla prokazana nova chromosomova aberace v Ph pozitivnim klonu -
translokace t(3;7). Terapie Glivecem byla ukoncena v listopadu 2009 pro selhani 1écby a
pacientka byla pfevedena na lécbu tyrosinkindzovym inhibitorem 2. generace — Tasignou
(Nilotinib) v davkovani 400 mg/den. Lécba byla intermitentné prerusovana pro
hematologickou toxicitu, s nezbytnosti poddni G-CSF a transfuzi. Po mésici terapie
Tasignou prokédzalo vySetfeni metodou FISH 36 % fuzi BCR/ABLI a dale trisomii
chromosomu 8 v7 % hodnocenych interfaznich jadrech, kterd vSak pifi naslednych
vySetfenich nebyla zachycena. Nemocnd pokraCovala v 1écbé Tasignou s nizkymi
lé¢ebnymi davkami, pferuSovanou pro trombopenii a anémii s nutnosti podavani transtuzi
a rastovych faktort. V kvétnu 2010 byla Tasigna vysazena a nemocna byla pfipravovana
k neptibuzenské transplantaci kostni diené. Pro onemocnéni dérce doSlo k odloZeni
terminu pfiblizn¢ o jeden mésic a bylo zahajeno vyhledavani nového darce. V mezidobi
bez terapie doSlo k akceleraci choroby s vyplavenim blastii. Pro téZzkou anemii byla u
nemocné znovu zahdjena léba Tasignou v plném davkovani, doSlo k regresi blasti a
pacientka byla po pfipravném rezimu v Cervenci 2010 transplantovdna od HLA
identického neptibuzného darce opacného pohlavi. Pro selhdvani $tépu v den +34 po
transplantaci byla ukon€ena imunosuprese a zahajena 1écba imatinibem, ktera byla v zafi
2010 ukoncena a zahéjena terapie Tasignou. Po tydnu byla 1écba pro cytopenii pieruSena a
kontrolnim cytogenetickym vySetfenim prok4zan dalSi klondlni vyvoj karyotypu v Ph
pozitivnim klonu. Doslo ke ztraté kratkych ramen derivovaného chromosomu 7 zahrnutého
do translokace t(3;7) a duplikaci dlouhych ramen (kter4 nesla ¢ast materidlu chromosomu
3) za vzniku isochromosomu i(7q): der(7)t(3;7)i(7q). Nemocna pokracovala v Iécbé
redukovanou davkou Tasigny a rGstovymi faktory. V fijnu byl prokdzan cytogenetickym
vySetfenim dalsi klonalni vyvoj karyotypu s nalezem nadpocetnych chromosomil véetné
pfitomnosti dalStho Ph chromosomu. Blasticky zvrat onemocnéni byl  potvrzen
imunofenotypizacnim vySetfenim. Pro cytogenetickou rezistenci na Tasignu nemocna
1écbu ukoncila a pocatkem listopadu zahdjila terapii Sprycelem (Dasatinib). Nemocna je

v soucasné dob¢ ptipravovana k 2. neptibuzenské transplantaci.
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Neékolikastupnovy klonalni vyvoj karyotypu u nemocné prehledné zobrazuje Tabulka 17 a
Obrazky 17 - 20.

Tabulka 17: Pfehled cytogenetickych nélezi s klonalnim vyvojem karyotypu u nemocné €.

154
Datum Vysledky cytogenetické analyzy
16.10.2008 | 46,XX,t(1;9;22)(q?42;q34;q11)[19]/
46,XX,1(1;9;22)(q?42;q34;q11),i(17q)[ 1]
27.5.2009 46,XX,1(1;9;22)(q42;q34;q1 1)[17]
30.9.2009 46,XX][2]
46,XX,1(1:;9;22)(q42;q34:;q11)[2]
46,XX,1(1;9;22)(q42;q34;q11),t(3;7)(q?26;q722)[26]
16.12.2009 | 46,XX][7]
46,XX,1(1:;9;22)(q42;q34;q11)[4]
46,XX,1(1;9;22)(q42;q34;q11),t(357)(q?26;q722)[4]
4.2.2010 46,XX[9]
46,XX,1(1;9;22)(q42;q34;q11),t(3;7)(q?26;q?22)[3]
25.8.2010 46,XX, t(1;9;22)(q42;q934;q11),der(7)t(357)(?q;q?722)i(7)(q10)[11]
15.9.2010 46,XX, t(1;9;22)(q42;q934;q11),der(7)t(3;7)(?q;q?722)i(7)(q10)[12]
27.10.2010 | 46,XX, t(1;9;22)(q42;q34;q11),der(7)t(3;7)(?q;q?22)i(7)(q10)[24]

52,XX,+X,1(1;9;22)(q42:q34;q1 1),der(7)t(3;7)(?q;q?22)i(7)(q10),+8,+9,+19,+20,+der(22)[ 14]
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Obrazek 17: Karyotyp nemocné €. 154 v dob¢ stanoveni diagnozy:

46,XX,1(1;9;22)(q?42;q34;q11),i(17q)
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Obrazek 18: Karyotyp (A) a FISH (B) u nemocné ¢. 154 s klonalnim vyvojem 11 mésicii
od diagnézy onemocnéni.

A — Karyotyp: 46,XX,t(1;9;22)(q42;q34;q11),t(3;7)(q?26;q?22)

B — VySetteni metodou FISH — potvrzujici t(3;7): wep 3 (TR) a wep 7 (FITC)
(MetaSystems)
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Obrazek 19: Vysetieni metodou FISH, potvrzujici dalsi klonalni vyvoj 22 mésicti od
diagnézy onemocnéni: wep 3 (FITC) a wep 7 (TR) (MetaSystems):
der(7)t(3;7)(?q;9?22)i(7)(q10)
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Obrazek 20: Karyotyp nemocné €. 154 z doby blastického zvratu:
52, XX, +X,t(1;9;22)(q42;q34;q11),der(7)t(3;7)(?q;q?22)i(7)(q10),+8,+9,+19,+20,+der(22)
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6.3.2 Komplexni prestavby

V pribéhu 1é¢by onemocnéni doSlo k vyvoji komplexnich ptestaveb karyotypu u 12
nemocnych (30,8 %). U 6 z nich byl pfi diagnéze onemocnéni prokézan v karyotypu pouze
Ph chromosom, z toho u jednoho nemocného (€. 64) vznikl variantni translokaci.

Tf1 nemocni méli v dobé diagndzy kromé Ph chromosomu jesté dalsi ptidatnou zménu
(pac. ¢. 65, 154 a 213), u tfi nemocnych (¢. 204, 256 a 263) cytogenetickd data z doby
stanoveni diagndzy onemocnéni nezname.

Soucasti komplexnich pfestaveb vyvinutych v pribéhu onemocnéni byla také trisomie
chromosomu 8 (u 4 nemocnych) a ptidatny Ph chromosom (2 nemocni). Do komplexnich
piestaveb byly 4x zapojeny chromosomy 7, 8, 9 a 12, 2x chromosomy 13 a 22 a po jednom
ptipad¢ chromosomy X, Y, 1,2, 3,5, 11, 16, 17,20 a 21.

Srovnani cytogenetickych nalezti z doby diagnézy onemocnéni s klondlnim vyvojem

karyotypu ukazuje Tabulka 18.
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Tabulka 18. Nemocni s komplexnimi pfestavbami zjisSténymi v priabéhu Ié¢by onemocnéni

Pac. | Pohl. | Vék | Cytogeneticka analyza v dob¢€ diagnozy Cytogenetickd analyza v prab&hu 1écby Lécba Lécebna Celkové
¢. Igfgl odpoveéd | preziti
21 M | 49 |[46,XY[5])/ 46,XY,t(9;22)(q34;q11)[10] 46,XY[17]/46,XY,t(9;22)(q34;q1 D)[5]/ IM 2.linie | MMR 97
46,XY,der(8)t(1;12;8)(p?32;p?13;q24)del(12)(p13),t(9;22)(q34;q1 D[5]
64| M | 64 |46,XY,1(6;9;22)(q?21;934;q1 D[17] 45,XY,dic(7;12)(p11;p11),t(6;9;22)(q?21;934;q11),i(9)(q1 1) [11] IM 2.linie | MinimCyR |EX 35
65| M | 25 |46,XY,t(9;22)(q34;q11)[7]/ 47,XY,1(9;22) |46,XY[1]/47,XY,t(9;22)(q34;q11), IM 1l.linie |CMR 76
(q34;q11),+der(22)t(9;22)(q34;q1 D[7] der(20)t(2;20)(?;p?12),+der(22)t(9;22)(q34;q11)[cp9]
76| M | 53 ]46,XY,t(9;22)(q34;q11)[20] 49,XY,+8,+12,+21,t(9;22)(q34;q1 1)[20] Jind 1écba | NoCyR EX 30
132] M | 57 |46,XY,t(9;22)(q34;q11) [30] 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[6] IM 1.linie | MinimCyR |EX 38
48,XY,+8,1(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)(q34;q1 1)[2]
140| Z 54 |146,XX,t(9;22)(q34;q11)[25] 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[26])/ IM 2.linie | MinimCyR | EX 108
46,XX,der(9)t(9;22)(q34;q1 1)del(9)(q14)t(9;13)(p?12;q9?13)[4]
154 7 50 |46,XX,t(1;9;22)(q42;q34;q11), 46,XX[2]/46,XY,t(1;9;22)(q42;q34;q1 )[2]/ IM 1.linie | PCyR 24
idic(17)(q11) [19] 46,XX,1(1;9;22)(q42;934;q11),t(3;7)(q?26;q722)[26]
31| Z 33 |ND 46,XX,1%(9;22)(q34;q11)[19]/ Jind 1écba | NoCyR EX 65
46, XX, der(1)t(1;?),der(2)t(2;?),t(9;22)(q34;q1 D)[3]
213] M | 57 [45X,-Y,t(9;22)(q34;q11) [13] FISH : +der(16)inv(16), 11qg-, 13g- IM 1.linie |CMR 14
246| 7 69 |46,XX,t(9;22)(q34;ql1) [21] 46,XX,1(9;22)(q34;q11),der(17)t(?;17)(?;p?11)[3]/ IM 2.linie | NoCyR EX 97
45,XX,-5,1(9;22)(q34;q11),der(17)t(5;17)(?;p?11)[3] /FISH: 60 % 17p-
256 Z 39 | Nevime 44,XX,1(9;22)(q34;q11),der(7)?del(7p),-12,-17,-18,+mar[6]/ IM 1.linie | NoCyR EX 139
45,XX,1(9;22)(q34;q11),-17,-18,+mar[6]
263| M 20 |Nevime 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[24]/46,XY ,der(7),t(9;22)(q34;q11),der(12)[4])/ |IM 2.linie | NoCyR EX 51

47 XY, der(7),-8,(9;22)(q34:q11),der(12),-13,+3mar[2]
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6.3.3 Delece 9q

Z celkem 14 nemocnych s deleci 9q, doslo u dvou nemocnych v pribéhu onemocnéni
k vyvoji pridatnych zmén (Tabulka 15). V jednom pfipadé¢ (nem. €. 67) se jednalo o
isochromosom dlouhych ramen chromosomu 17, u druhého nemocného (¢. 215) doslo
k zachytu ptridatné chromosomové zmény — delece 13ql4 v souvislosti s vyvojem druhé

hematologické malignity — chronické lymfatické leukémie (CLL).

6.3.4 Ztrata chromosomu Y

Ztrata chromosomu Y béhem 1é¢by onemocnéni byla prokdzana u 4 (10 %) nemocnych
s ptidatnymi zménami (Tabulka 15), u nichZ doSlo ke ztrat€ chromosomu Y v souvislosti
s klondlnim vyvojem karyotypu v Ph negativnim klonu. U vSech 4 nemocnych byla ztrata
chromosomu Y =zachycena cytogenetickym vySetfenim v malém poctu mitéz (1-3
z piiblizn€¢ 20 hodnocenych) jako jedind zména a byla potvrzena metodou FISH
s centromerickou sondou CEP X/Y (Abbott Molecular) v7 — 9 % hodnocenych

interfazovych jadrech a vzdy byla ztrata chromosomu Y prokazana i na mitézach.

6.3.5 Trisomie chromosomu 8

Trisomie chromosomu 8 v pribéhu 1é¢by byla prokadzéna u 11 (28 %) nemocnych. U 6
nemocnych (¢. 41, 167, 204, 238, 241 a 260) v Ph pozitivnim klonu, u 4 nemocnych doslo
k vyvoji trisomie chromosomu 8 v Ph negativnim klonu (pac. €. 94, 97, 162 a 189). U
jedné nemocné (€. 129) nelze urcit, v kterém klonu doSlo k vyvoji trisomie 8, nemocna
prodélala extramedularni relaps v tfiselné uzliné a vysetfeni bylo provedeno na

histologickém tezu z parafinového blo¢ku uzliny (Tabulka 15).

6.3.6 Pridatné chromosomové zmény v Ph negativnim klonu

Z 39 pacientl s pfidatnymi chromosomovymi zménami vyvinutymi v prubéhu lécby CML,
se u 11 nemocnych (28,2 %) chromosomové zmény vyvinuly v Ph negativnim klonu

(Tabulka 15). U dvou nemocnych to bylo v souvislosti s nastupem druhé hematologické
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malignity (CLL) : u nemocného €. 147 byla prokdzana trisomie 12 a u nemocného €. 215
delece 13q. U 4 nemocnych byla prokazana v Ph- klonu +8 (¢. 94, 97, 162 a 189) au 4
nemocnych ztrata chromosomu Y (pac. €. 126, 129, 200 a 206). U posledniho nemocného
byla cytogenetickym vySetfenim v karyotypu nemocného zjisténa pifitomnost marker
chromosomu, jehoz ptivod se vSak nepodafilo pro nedostatecné mnozstvi bunécné

suspenze prokazat.

6.4 Hodnoceni lécebné odpovédi ve skupinach podle

cytogenetickych nalezi

6.4.1 Nemocni bez vstupnich cytogenetickych dat

V dobé¢ diagnézy onemocnéni 35 nemocnych (13,7 %) nemélo vstupni cytogeneticka data.
U 10 z nich (28,6 %) byly prokdzany v pritbéhu 1écby piidatné chromosomové zmény.

IM v 1. linii byli 1é¢eni 4 nemocni. Z nich jeden dosahl CMR (pac. ¢. 212), dva MMR
(pac. ¢. 9 a 170) a jeden NoCyR (pac. &. 79). Ziji 2 nemocni, dva zemieli.

IM v 2.linii bylo lé¢eno 22 nemocnych. 4 dosédhli CMR (pac. 32, 60, 69 a 130), dva MMR
(36 a 161), 4 PCyR (¢. 122, 129, 200 a 257), 4 MinorCyR (¢. 33, 211, 233 a 264), dva
MinimalCyR (€. 34 a 260) a 6 nemocnych cytogenetické odpovédi nedosahlo (€. 15, 167,
256, 261,262 a 163). V soucasnosti zije 10 nemocnych, 11 zemfelo a jeden (pac. ¢. 122) se
ztratil ze sledovani, posledni udaje jsou z roku 2003.

Jinou terapii bylo 1éceno 8 nemocnych a dosahli CMR (1x), MMR (1x), PCyR (1x),
MinorCyR (1x) a 4 nemocni nedosahli zadné cytogenetické odpovedi.

Ziji pouze dva nemocni s dosazenou CMR (pac. ¢. 165) a MMR (pac. &. 204), 5
nemocnych zemielo a jeden nemocny (pac. ¢. 247) se ztratil ze sledovani, kontroly
ucinnosti 1écby nemocny absolvuje ve spadovém hematologickém centru.

Jeden nemocny podstoupil TKB a zije v kompletni molekularni remisi.

Z celkového poctu 35 nemocnych s nezndmou cytogenetickou v dobé diagnédzy zije 14

nemocnych, 19 nemocnych zemielo a dva se ztratili ze sledovani (Tabulka 16).
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6.4.2 Nemocni pouze s Ph chromosomem

Z celkového poctu vSech 256 nemocnych bylo 166 nemocnych, kteii méli pii diagnoze

v karyotypu pouze Ph chromosom a nevyvinuli Zddné zmény v prib&hu 1éCby.

43 nemocnych (26 %) bylo léceno IM v 1. linii 1é€by, 64 nemocnych (38,5 %) IM v 2. linii

1é¢by, 40 nemocnych (24 %) bylo 1é¢eno jinou terapii a 19 nemocnych (11,4 %)

podstoupilo TKB. Lécebnou odpoveéd uvadi Tabulka 19.

Tabulka 19: Lécebnd odpoveéd u nemocnych bez ptidatnych

diagnozy a v pribéhu 1écby onemocnéni

zmén prokazanych v dobé

IM v 1. linii | IM v 2. linii | Jina lé¢ba | TKB Celkem

CMR 7 17 5 10 39
MMR 26 21 1 1 49
CCyR 3 10 2 2 17
PCyR 5 8 3 0 16
MinorCyR 2 5 1 0 8
MinimalCyR 0 1 6 0 7
NoCyR 0 2 22 6 30
celkem 43 64 40 19 166
Zijict 38 55 6 14 113
zemieli 5 9 34 5 53

Zije 113 nemocnych, 53 zemfelo.

6.4.3 Variantni translokace

Ve skupiné 14 nemocnych s variantni translokaci byly 4 nemocni s pfidatnymi zménami.

Z toho dva méli komplexni ptestavby (pac. ¢. 35 a 113) a jejich odpovéd na 1écbu je

popsana ve kapitole 6.4.4. U jednoho nemocného (pac. ¢. 187) byla prokazana delece 9q a

je popsan v kapitole 6.4.5. U jedné nemocné s pfidatnou zménou (€. 154) doslo ke
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klonalnimu vyvoji karyotypu, lé€ebna odpovéd této nemocné je hodnocena v kapitole
6.4.4 a podrobné popséna jako kazuistika v kapitole 6.3.1.

Ze zbyvajicich 10 nemocnych s variantni translokaci se u dvou nemocnych (¢. 64 a 189)
vyvinuly pfidatné zmény v pribc¢hu 1écby. Nemocny €. 64 je popsan v kapitole 6.4.5. a
nemocny ¢. 189 v kapitole 6.4.7. hodnotici 1écebnou odpovéd’ u nemocnych s trisomii
chromosomu 8 v prib&hu 1écby. 8 nemocnych (57 %) nevyvinulo Zadné zmény.

IM v 1. linii 1é¢by byli 1é¢eni 3 nemocni, vSichni Ziji. Jeden (pac. €. 42) v CMR 59 mésict
od diagndzy, dva (¢. 54 a 218) v MMR 15 a 64 mésict od diagndzy.

IM v 2. linii 1é€by byli 1é¢eni 4 nemocni. Jeden nemocny (pac. ¢. 230) zije v CMR 76
mesict od diagnozy, 2 nemocni (€. 68, 176) v MMR 103 a 129 mésicti od diagndzy. Jedna
nemocna (€.177) doséhla na IM jen PCyR a byla pfevedena na dasatinib, na némz dosahla
MMR, ve které zije 46 mésict od diagnozy.

Jeden nemocny (¢. 82) byl léCeny jinym typem lé¢by. Dosahl pouze minimalni
cytogenetické odpoveédi 10 mésicii po zahajeni terapie, po dalSich 4 mésicich piesel do
blastického zvratu a 2 roky od diagn6zy zemfel pro progresi onemocnéni.

Z 8 nemocnych, u kterych vznikl Ph chrosomosom variantni translokaci a nedoslo ke
klonalnimu vyvoji, zemiel pouze 1 nemocny na progresi onemocnéni, zbyvajicich 7 zije,

dvav CMR a 5 v MMR.

6.4.4 Komplexni prestavby
6.4.4.1 Komplexni prestavby zjiSténé v dobé diagnézy CML

Komplexni zmény byly nalezeny v dobé diagndzy u 6 nemocnych.

IM v prvni linii 1écby byl 1éceny jen jeden nemocny (pac. €. 113), 1écebna odpoveéd neni
hodnocena, pacient zemiel 4 mésice po stanoveni diagndzy z diivodl nesouvisejicich
s onemocnénim.

IM ve druhé linii byli 1éCeni dvé pacientky (pac. ¢.35 a 87). U jedné z nich (pac. €. 35)
byla lécba IM zahdjena pro blasticky zvrat, po 5 meésicich bez odpovédi na 1écbu
podstoupila alogenni TKB a po 4 mésicich zemiela na projevy GvHD. Pribéh 1écby u
druhé¢ znich (pac. ¢. 87) byl komplikovany jinym soubézné¢ probihajicim
myeloproliferativnim onemocnénim s nalezem chromosomové piestavby v Ph negativnim
klonu. Nemocna zemfela 71 mésicii od stanoveni diagnézy CML v souvislosti s jinou

myeloproliferativni chorobou.
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TKB podstoupili dva nemocni. Jedna nemocna (pac. ¢. 1) byla diagnostikovana
v akcelerované fazi s pfechodem do blastického zvratu a po pfipravném rezimu byla
transplantovana. Dosahla CCyR, ale po 27 mésicich od stanoveni diagnozy exitovala na
projevy GvHD. Druhy nemocny (pac. ¢. 89) po TKB zije 120 mé&sicii od stanoveni
diagnozy v CMR.

Jinym typem terapie byla lécena pouze jedna nemocna (pac. ¢.19). U nemocné bylo
onemocnéni diagnostikovano v akcelerované fazi. Na 1écb¢ IFN-a dosahla jen
MinimalCyR, po 10 mésicich doslo k blastickému zvratu a nemocnéd po 23 mésicich od
stanoveni onemocnéni exitovala na progresi onemocnéni

Pouze jeden nemocny s komplexnimi piestavbami detekovanymi pfi stanoveni diagnozy
onemocnéni zije (pac. 89), 5 nemocnych zemielo — 15, 25, 27, 71 a 4 mésice od stanoveni

diagnozy. (Tabulka 13).

6.4.4.2 Komplexni prestavby zjisténé v pribéhu 1é¢by CML

Komplexni pfestavby noveé vyvinuté v priabéhu 1écby byly prokdzany u 12 nemocnych.

IM v 1. linii 1é¢by byli 1é¢eni 2 nemocni. Jeden nemocny (€. 213) ptesel na 1écbe IM do
akcelerované faze, ve stejném case u n¢j doSlo k vyvoji jiné hematologické malignity
(CLL), byl transplantovan a zije 15 mésicli od diagnozy v CMR. Tento ptipad je popsan
v samostatné Casti zabyvajici se druhou malignitou pii 1écbé CML. Druhd pacientka
(¢.154) 1écend IM v prvni linii nereagovala na 1écbu, byla netispésné transplantovana, poté
léCena inhibitory tyrosinkinaz 2. generace bez odpovidajiciho efektu. V soucasné dobé zije
v PCyR 24 mésict od diagnézy. Kazuistika je popsana v kapitole vyvoje ptidatnych zmén
u nemocnych s variantni translokaci.

Imatinibem v 2. linii 1écby bylo 1é¢eno 8 nemocnych. Jeden (pac. ¢. 21) dosahl CCyR po
3 mésicich lécby IM a zije v MMR 97 mésicl od stanoveni diagnézy onemocnéni. Dalsi
nemocny (€. 65) na lécbu IM nezareagoval a byl 9 mésicl po stanoveni diagndzy
transplantovan, Zije v CMR.

Zbyvajicich 6 nemocnych zemielo. U jednoho nemocného (€. 64) doslo po dosazeni CCyR
k progresi onemocnéni a zemfiel 35 mésicti od diagndzy onemocnéni. Dva nemocni (pac. €.
132 a 140) dosahli MinimalCyR a zemfeli 38 a 108 mésicii od diagndzy. Tt nemocni (pac.
¢. 246, 256 a 263) nedosahli na 1é¢be zadné odpovédi a zemieli 97, 139 a 52 mésict od

stanoveni diagnozy.
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Jinou terapii byli 1é€eni dva nemocni (pac. €. 31 a 76), nedosahli na 1é¢bé zadné odpoveédi
a zemieli 30 a 65 mésicl od diagnozy v souvislosti s progresi onemocnéni.
Z celkem 12 nemocnych s komplexnim karyotypem prokazanym v pribéhu lécby ziji 4

nemocni, dva na 1écb¢ IM v 1. linii, 2 IM ve 2. linii (Tabulka 18).

6.4.5 Delece 9q

IM v 1. linii 1écby byli 1éceni 2 nemocni, dosahli kompletni cytogenetické odpovédi na IM
3 (pac. €. 9) a 20 (pac. €. 187) mésicii od zahajeni terapie a ziji v MMR (pac. ¢. 9) a CCyR
(pac. €. 187) 64 a 21 mé&sict od diagndzy.

Na IM v 2. linii 1écby bylo pfevedeno 11 nemocnych (4 pro akceleraci onemocnéni, 7 pro
selhani 1écby IFN-a). Dva z nich podstoupili TKB - pac. ¢. 67 pro selhani 1écby IM (v
soucasnosti zije v CMR). Druhy znich (pac. ¢. 219) dosdhl na IM pouze velké
cytogenetické odpovédi po 6 meésicich od zahajeni terapie, podstoupil alogenni
piibuzenskou TKB Zije v kompletni molekularni remisi. 9 nemocnych dosahlo na IM
CCyR, 5 znich Zije v CMR, 4 v MMR

Jinym typem terapie byla léCena pouze jedna nemocna (pac. ¢.156). Kratce po zahéjeni
1é€by IFN-a pfesla do blastického zvratu a byla 1é€ena terapii pro akutni lymfoblastické
leukemie. Zemiela 5 mésicti od stanoveni diagndzy.

Z celkového poctu 14 nemocnych s deleci 9q dva nemocni zemieli (pac. ¢. 156 a 215) 5 a
121 mésici od diagndézy onemocnéni, jeden v blastické zvratu, druhy pro progresi

onemocnéni. Celkem 12 nemocnych zije, 6 v CMR, 6 dosédhlo PCyR.

6.4.6 Ztrata chromosomu Y

6.4.6.1 Ztrata chromosomu Y v dobé diagnézy CML

V dobé diagnézy CML byla ztrata Y chromosomu prok4zana u 5 nemocnych.

Dva nemocni byli 1é¢eni IM v Llinii 1é¢by — jeden (pac. ¢. 213) vyvinul béhem 1écby
druhou hematologickou malignitu a je popsdn samostatné v kapitole zabyvajici se dalsi
hematologickou malignitou pti CML, druhy (pac.c. 249) dosahl PCyR a Zije 24 mésict od

diagndzy onemocnéni.
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Dva nemocni byli 1éceni IM v 2. linii 1é¢by. Jeden (pac. €. 71) zah4jil 1é¢bu pro progresi
onemocnéni 22 mésicl po transplantaci kostni dien¢, dosahl CMR a zije 108 mésict od
pocatku diagnoézy. Druhy (pac.¢.112) dosahl na IM PCyR po 8 mésicich 1écby, pro
progresi onemocnéni byl po 28 meésicich pfeveden na 1écbu dasatinibem s dosazenim
PCyR po 6 mésicich 1écby. Po 34 meésicich 1écby dasatinibem zahajil 1é¢bu nilotinibem.
Nemocny Zije ve PCyR 80 mésicl od diagnézy onemocnéni.

Posledni nemocny (pac. €. 89) zZije po TKB, byl popsan v ¢asti komplexni pfestavby.

6.4.6.2 Ztrata chromosomu Y v pribéhu lécby

Ztrata chromosomu Y se vyvinula na 1é¢bé u 4 nemocnych. Tii byli 1é¢eni IM v 1.linii
1é¢by. Vsichni tii dosahli na IM CCyR a ziji v CCyR 40 mésict od diagnézy (pac. ¢. 128),
CMR 63 meésicti od diagnézy (pac. €. 131) a MMR 48 mésict od stanoveni diagndzy (pac.
¢. 206). Jeden nemocny (pac. €. 200) byl 1é€en IM v 2. lé€ebné linii. Nemocny Zije

v CCyR 118 mésict od diagnézy onemocnéni.

6.4.7 Trisomie chromosomu 8

6.4.7.1 Trisomie chromosomu 8 v dobé diagnézy CML

Trisomie chromosomu 8 byla v dobé stanoveni diagnézy prokdzdna u 3 nemocnych,
z toho jednou jako soucdst komplexnich pfestaveb u nemocného €. 113. Nemocny byl
popsan v kapitole s komplexnimi piestavbami.

2 nemocni (¢. 7 a 208) byli 1éceni IM ve 2.linii lécby pro akceleraci na IFN-a. Oba Ziji,
pac €. 7 v MinorCyR 139 mésict od stanoveni diagnozy, pac. ¢. 208 v CCyR 154 mésicii
od diagndzy.

6.4.7.2 Trisomie chromosomu 8 v priibéhu 1écby

V pribehu 1éCby byla trisomie chromosomu 8 prokazana u 11 nemocnych.
IM v 1. linii 1é€by byl 1éen jeden nemocny (pac. ¢. 97), zije v MMR 68 mésict od

diagnézy onemocnéni.

84



IM v 2. linii bylo 1é¢eno 8 nemocnych. Dva nemocni (€. 189 a 241) ziji v CCyR 123 a 70
mésict od diagnozy, 3 nemocni (pac. €. 41, 129 a 162) dosahli PCyR a ziji 251, 91 a 106
mésict od diagnodzy, jedna pacientka (¢. 260) dosahla MinimalCyR a zemfela 289 mésict
od diagndzy onemocnéni. U nemocného €. 167 doslo k selhani 1écby a pacient zemiel 93
mesict od diagnézy. Nemocna €. 94 zije ve MMR 97 mésicti od diagndézy onemocnéni,
doslo u ni k rozvoji dal§i hematologické malignity a je popsdna v piislusné kapitole jako
kasuistika.

Jedna nemocnd (¢. 204) byla 1é¢ena jinou terapii. Dosahla MMR a zije 99 mésict od
stanoveni diagnozy.

Jeden nemocny (€. 238) podstoupil pro opétovné selhani 1écby opakované alogenni TKB,
zije v CMR 154 mésict od stanoveni diagnozy.

Celkem zije 9 nemocnych, 2 nemocni exitovali v souvislosti s progresi choroby.

6.4.8 Nemocni s jinymi chromosomovymi zménami

Ze 44 nemocnych s ptidavnymi zménami prokdzanymi v dobé diagndzy onemocnéni bylo
12 nemocnych s jinymi ojedinéle se opakujicimi zménami (Tabulka 15).

IM v 1. linii 1écby byli 1é¢eni 3 nemocni (€. 11, 206 a 226). VSichni 3 dosahli na IM CCyR
5, 10 a 12 mésicti od zahdjeni diagndzy a vSichni 3 Ziji v MMR 15, 48 a 55 mésict od
stanoveni diagnozy.

IM ve 2. linii [éCby bylo 1é¢eno 6 nemocnych. (€. 25, 45, 93, 109, 209 a 258). Pouze 3
z nich dosahli na IM CCyR (€. 25, 109 a 209) — 15, 3 a 9 mésicti od zahdjeni 1éCby a ziji
v CMR (€. 209), CCyR (€. 109) a PCyR (€. 25). Z dalSich tfi nemocnych dosahl jeden (€.
258) minimalni cytogenetické odpovédi na IM, dva (€. 45 a 93) na 1écbu IM neodpovédeli
a vSichni tfi zemfeli 10, 20 a 60 mésicii od diagndzy onemocnéni.

Jinym typem lécby byli 1éceni 3 nemocni (€. 44, 53 a 143). Jeden (. 44) dosahl velké
cytogenetické odpovédi na IFN-a, zbyli dva na 1é€bu neodpovédéli a vSichni ti1 zemieli 33,

68 a 30 mésict od stanoveni onemocnéni.
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6.5 Hodnoceni léCebné odpovédi ve skupinach podle typu 1écby

256 nemocnych v souboru bylo rozdéleno do skupin podle typu pouzité 1é€by, kterou uvadi
Tabulka 20. Graf 3 uvadi celkové pieziti nemocnych podle typu 1é€by, Graf 4 uvadi preziti
pacientll od zahajeni 1éCby imatinibem podle linie 1€cby: A) celkem, B) v chronické fazi

CML.

Lécba N %

imatinib v 1. linii 60 23,4 %
imatinib ve 2. linii 119 46,5 %
alogenni transplantace 21 8,2 %
jina lécba 56 21,9 %

Tabulka 20: Rozdéleni nemocnych do skupin podle 1é¢by CML

Graf 3: Celkové preziti souboru pacientli podle typu 1éby
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Kfivka prezivani nemocnych 1écenych IM v 1. linii nezohlediuje pacienty, kteti zemieli

z jinych pfi¢in nez v souvislosti s CML (Viz kapitola Diskuse).
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Graf 4: PfeZiti pacientd od zah4jeni 1é€by imatinibem podle linie 1é€by: A) celkem, B)

v chronické fazi CML
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Kiivka ptfezivani nemocnych 1é€enych IM v 1. linii nezohlednuje pacienty, kteii zemteli

z jinych pfi¢in neZ v souvislosti s CML (Viz kapitola Diskuse).
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6.5.1 Imatinib v 1. linii 1écby

IM v 1. linii 1é¢by bylo 1éceno 60 nemocnych v chronické fazi onemocnéni, kteii byli

diagnostikovani po roce 2003. Charakteristiku souboru uvadi Tabulka 21, 22 a 23.

Tabulka 21: Zékladni charakteristika souboru pacientt 1écenych IM v 1. linii (N = 60)

Pohlavi N (%)
muzi 40 (66,7 %)
zeny 20 (33,3 %)

VéEk pri diagnoze CML N=60
primeér 52 let
median 53 let
minimum - maximum 20 - 77 let
Faze CML pfi zahijeni 1é¢by imatinibem N (%)
chronicka 60 (100%)
akcelerace 0
blasticky zvrat 0
Piidatné chromosomové zmény pri dg. CML N (%)

piitomny
nepfitomny

11 (18,3 %)
49 (81,7 %)

Variantni translokace N (%)
pritomna 6 (10,0 %)
nepfitomna 54 (90,0 %)

Tabulka 22: Stav pacientl 1é¢enych IM v 1. linii a sledovani v ¢ase (N = 60)

Zijici Zemieli  Vsichni
Délka sledovani (mésice) (18\16,_7 50/%)) (13.3 %) (1%0?06‘% )
pramér 40,0 37,1
median 393 333
minimum - maximum 8,7-825 3,5-40,2 3,5-82)5
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Tabulka 23: Stav pacientt Iécenych IM v 1. linii pti poslednim sledovani

Celkem

N =60
CMR 10 (16,7 %)
MMR 30 (50,0 %)
CCyR 5(8,3 %)
PCyR 5(8,3 %)

MinorCyR 1 (1,7 %)
MinimCyR 1 (1,7 %)
NoCyR

umrti 8 (13,3 %)

Z celkem 60 nemocnych dosdhlo cytogenetickou odpovéd 52 nemocnych, 8 zemielo,

z toho pouze 2 na progresi onemocnéni.

6.5.2 Imatinib v 2. linii 1écby

IM v 2. linii 1é¢by bylo 1éceno 119 nemocnych. V pievdzné ¢asti se jednalo o nemocné,
kteti byli 1é¢eni IFN-a, na kterém doséahli pouze ¢aste¢né, pripadné zadné odpovédi a doslo
u nich k akceleraci choroby nebo k blastickému zvratu. Pro selhani 1écby IFN-a byli

pievedeni na Iécbu IM. Charakteristiku souboru uvadi Tabulka 24, 25 a 26.
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Tabulka 24: Zékladni charakteristika souboru pacientt Ié¢enych IM ve 2. linii (N =119)

Pohlavi N (%)
muzi 74 (62,2 %)
zeny 45 (37,8 %)
V&K pFi diagnéze CML N=119
prumer 47 let
median 50 let
minimum - maximum 17 - 78 let
Vék pri zahajeni 1é¢by imatinibem N=119
pramér 50 let
median 53 let
minimum - maximum 18 - 79 let
Faze CML pfi zahdjeni l1écby imatinibem N (%)

chronicka

70 (58,8 %)

akcelerace 43 (36,1 %)
blasticky zvrat 6 (5,0 %)
Piidatné chromosomové zmény pri dg. CML N (%)

pritomny
nepfitomny
neznamo

26 (21,8 %)
81 (68,1 %)
12 (10,1 %)

Variantni translokace pri dg. CML
pfitomna
nepfitomna

N (%)
7 (5,9 %)
112 (94,1 %)
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Tabulka 25: Stav pacientt Iécenych IM ve 2. linii a sledovani v ¢ase (N =119)

Zijici Zemfreli VSichni
Délka sledovani od diagnozy N =285 N=34 N=119
CML (mésice) (71,4 %) (28,6 %) (100 %)
pramér 106,2 74,2 97,0
median 97,1 69,7 90,8
minimum - maximum 12,0 - 251,1 10,4 - 289.,4 10,4 - 289,4
Délka sledovani od zahajeni N=285 N=34 N=119
1é¢by imatinibem (mésice) (71,4 %) (28,6 %) (100 %)
pramér 81,7 25,5 65,7
median 82,3 14,7 70,6
minimum - maximum 10,0 -203.4 04-112,1 0,4-2034

Tabulka 26: Stav pacientt 1écenych IM ve 2. linii pii poslednim sledovani

Chronicka faze pri Akcelerace /
zz}héje:ni 1é¢by blastic'l‘{y Z,Vl"ilt pri Celkem
iamtinibem zahajeni 1éCby
iamtinibem
N=70 N=49 N=119
CMR 15 (21,4 %) 11 (22,4 %) 26 (21,8 %)
MMR 22 (31,4 %) 4 (8,2 %) 26 (21,8 %)
CCyR 11 (15,7 %) 4 (8,2 %) 15 (12,6 %)
PCyR 8 (11,4 %) 4 (8,2 %) 12 (10,1 %)
MinorCyR 2 (2,9 %) 2 (4,1 %) 4 (3,4 %)
MinimCyR
NoCyR 2 (2,9 %) 2 (1,7 %)
umrti 10 (14,3 %) 24 (49,0 %) 34 (28,6 %)

Cytogenetickou odpoveéd’ dosahlo 83 nemocnych, z toho CCyR 67 nemocnych, zemielo 34
(28,6 %) nemocnych.
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6.5.3 Transplantace krvetvornych bunék (TKB)

Z celkového poctu 256 nemocnych v nasem souboru podstoupilo alogenni transplantaci

krvetvornych bunék 21 nemocnych. Charakteristiku souboru uvadi Tabulka 27, 28 a 29.

Tabulka 27: Zakladni charakteristika souboru pacientii s alogenni transplantaci (N = 21)

Pohlavi N (%)
muzi 10 (47,6 %)
zeny 11 (52,4 %)
VéEk pri diagnoze CML N=21
pramér 36 let
median 36 let
minimum - maximum 16 - 54 let
Piidatné chromosomové zmény pri dg. CML N (%)
pritomny 2 (9,5 %)
nepiitomny 18 (85,7 %)
neznamo 1 (4,8 %)
Variantni translokace N (%)
pritomna 0 (0,0 %)
nepfitomna 21 (100 %)

Tabulka 28: Stav pacientl s alogenni transplantaci a sledovani v ¢ase (N =21)

Zijici Zemfeli Vsichni
Délka sledovini N=16 N=5 N =21
(mésice) (76,2 %) (23,8 %) (100 %)
primér 96,0 25,8 79,2
medin 109,8 26,6 88.2
mimum - 0,0 -216,3 6,2 54,2 0,0 - 216,3
maximum
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Tabulka 29: Stav pacientt s alogenni transplantaci pii poslednim sledovani

Celkem
N=21
CMR 12 (57,1 %)
MMR 1 (4,8 %)
CCyR 1 (4,8 %)
PCyR
MinorCyR
MinimCyR
NoCyR 29,5 %)
umrti 5(23,8 %)

Z celkem 21 nemocnych, ktefi byli 1é¢eni TKB, zije v kompletni cytogenetické odpovedi

14 nemocnych , 5 nemocnych zemielo na komplikace TKB.

6.5.4 Jiny typ lécby

Nemocni s jinym typem léby byli 1é¢eni prevazné IFN-a, které zpravidla predchézela
cytoredukce hydroxyureou (Litalir). Cast nemocnych byla 1é¢ena kombinaci 1é¢by IFN-
o/ ARA-C. Charakteristiku souboru uvadi Tabulka 30, 31 a 32.

Tabulka 30: Zakladni charakteristika souboru pacientil s jinym typem 1éby (N = 56)

Pohlavi N (%)
muzi 28 (50 %)
zeny 28 (50 %)
Vék pri diagnéze CML N=56
pramér 54 let
median 56 let
minimum - maximum 19 - 83 let
Piidatné chromosomové zmény pri dg. CML N (%)
ptitomny 5(8,9 %)
nepfitomny 45 (80,4 %)
neznamo 6 (10,7 %)
Variantni translokace N (%)
pfitomna 1 (1,8 %)
nepfitomna 55 (98,2 %)
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Tabulka 31: Stav pacientl s jinym typem 1éCby a sledovani v ¢ase (N = 56)

Zijici Zemfreli VSichni
Délka sledovani N=28§ N =48 N =56
(mésice) (14,3 %) (85,7 %) (100 %)
pramér 142,1 44,6 58,5
median 138,9 38,5 433
mhimum = 84,4 -219,0 10,0 - 99,4 10,0 - 219,0
maximum

Tabulka 32: Stav pacientt s jinym typem 1écby pfi poslednim sledovani

Celkem
N =156
CMR 5(8,9 %)
MMR 1 (1,8 %)
CCyR
PCyR
MinorCyR
MinimCyR
NoCyR 2 (3,6 %)
umrti 48 (85,7 %)

Z celkem 56 nemocnych lé¢enych jinym typem terapie Zije pouze 8 (14,3 %) nemocnych

s medidnem sledovani 138,9 mésicti. CCyR dosahlo pouze 6 (10,7 %) nemocnych.

6.6 Nemocni s druhou hematologickou malignitou (kazuistiky)

U 5 nemocnych doslo k vyvinu 2. hematologické malignity. U jednoho nemocného (€.
147) se vyvinula CML jako 2. malignita 9 mésicii po diagnéze CLL, dva nemocni (¢ 213 a
215) onemocnéli 6 a 55 mésict od diagné6zy CML chronickou lymfatickou leukémii, jedna
nemocna (€. 94) myelodysplastickym syndromem a u dal$i nemocné (¢. 87) doslo k vyvinu
CML pii skrytém jiném myeloproliferativnim onemocnéni. VSichni nemocni jsou popsani

v nésledujicich kazuistikach.
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6.6.1 Kazuistika 1. — pacientka ¢. 87

Pfi analyze souboru 256 nemocnych s CML, jsme nalezli vyskyt ptfidatné chromosomové
zmény u 44 nemocnych. Jedna nemocné méla zajimavou komplexni translokaci, ktera byla

cilem nasSich cytogenetickych a molekuldrné cytogenetickych vysetieni.

Jedna se o 56-letou pacientku, u které byla diagnostikovana v bfeznu 2004 Ph pozitivni
CML v chronické fazi. U pacientky byla jiz 3 roky pozorovéna anémie, trombocytoza
a splenomegalie. V dob& diagnoézy méla pacientka Sokalovo skore 0,87 a EURO skore
1453. Cytogenetické vysetfeni v dobé diagndzy odhalilo pfitomnost Ph chromosomu jako
vysledek translokace t(9;22)(q34;ql1) s piidatnou chromosomovou zmeénou zahrnujici

derivované chromosomy 2, 3 a 5 ve vSech 14 analyzovanych metafazich (Obrazek 21).
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Obrazek 21: Karyotyp nemocné €. 87: 46,XX,der(2),der(3),der(5),t(9;22)(q34;q11)

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) se sondou LSI BCR/ABL ES Dual Color
Translocation Probe (Abbott Molecular) prokazala ptitomnost fizniho genu BCR/ABLI.
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Pro ptesnéjsi urCeni piidatné zmény byla pouzita metoda M-FISH, ktera prokézala
komplexni translokaci s inzerci t(2;3;5)(q?;p?;q?)ins(2;5)(?q?;q?). K detailnéjs§imu urceni
této abnormality byla M-FISH (Obrézek 22) doplnéna dal§imi vySetfenimi metodou FISH
s lokusové specifickymi (Abbott Molecular) malovacimi (Cambio), ramenové
specifickymi (MetaSystems) a BAC-derivovanymi sondami (Prof. M. Rocchi, Itélie)
a metodou CGH (Obrazek 23) a arrayCGH (Obrazek 24).

5 (25) "

Obrazek 22: M-FISH Obrazek 23: CGH profil chr. 2 a 5.
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Obrazek 24: arrayCGH chr. 2,3 a5 Obréazek 25: Schematické znazornéni t(2;3;5)

Schematické znazornéni této nové pridatné komplexni aberace je na Obrazku 25. Ke
kvantitativnimu stanoveni interfaznich a metafaznich bunék s touto komplexni translokaci
byla pouzita sonda LSI N-myc probe (Abbott Molecular), ktera hybridizuje v oblasti
2p24.1. Byla potvrzena delece oblasti 2p24.1 jiz v dobé diagnozy v 92 % vySetfenych
bun¢k. K urceni zastoupeni Ph pozitivniho a Ph negativniho klonu byla kombinovana
sonda LSI BCR/ABL ES s vySe uvedenou LSI N-myc sondou. Delece byla detekovana
v dobé& diagnosy v obou klonech, v klonu s Ph chromosomem i v malém klonu (22 %) Ph
negativnich bunék. Pacientka byla zpocatku 1écena hydroxyureou (HU) a IFN-q, avSak z
divodu pfitomnosti ptidatnych cytogenetickych abnormalit a nedosazeni kompletni
hematologické odpovédi, po 2 mésicich od diagndzy byla zahajena 1écba imatinibem, 400
mg denné. Pacientka dosdhla kompletni cytogenetické odpovédi (2 z 382 analyzovanych
interfaznich bun¢k v kostni dieni byly Ph pozitivni) a ¢astecné hematologické odpovédi s
perzistenci anémie (IéCené s doCasnym uspéchem derivaty zeleza a erytropoetinem) a
trombocytemie. Po 9 mésicich 1écby IM se objevila hematologicka progrese s bazofilii a
posunem doleva, ackoli pocet BCR/ABL1 pozitivnich buné€k v periferni krvi klesl ze 70 %

pfed nasazenim IM na 1 %. Davka IM byla zvySena na 600 mg denné. Po mésici intenzivni
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terapie nastala stabilizace blastické krize a BCR/ABLI fuze nebyla pomoci kvantitativni
RT-PCR ani nested RT-PCR detekovatelnd. Po roce zvySeného davkovani IM doslo
k hematologické progresi se zhorSujici se anémii a trombocytémii a k posunu doleva
k promyelocytiim. Hematologicky nalez: WBC 5,9x10%/1, RBC 3,26x10'%/1, Hb 88g/1, Htc
0,27, MCV 83,211, PLT 933x10°/1. Manuélni diferencialni pocty: segmenty 0,55, tyce 0,09,
metamyelocyty 0,03, myelocyty 0,01, blasty 0,02, eosinofily 0,01, basofily 0,02, monocyty
0,04, lymphocyty 0,23, erytroblasty 4/100. Laktat dehydrogendza: 8,11 ukat/l (horni
hranice 3,55), ostatni biochemické ukazatele byly v normdalnich mezich. Pfi fyzickém
vySetiteni b&hem hlubokého vdechu byla hmatnd slezina. BCR/ABLI klon nebyl
detekovatelny pomoci PCR, ale procentudlni zastoupeni bunck s piidatnou aberaci
a karyotypem 46,XY,t(2;3;5)ins(2;5)[23] se nezménilo. Z téchto divoda byla davka IM
zvySena na 800 mg denné, ktery byl pfi dvou pfilezitostech vyménén za dasatinib,
indikovany na zédklad¢ in vitro testi senzitivity bunck pacientky k inhibitoriim tyrosinové
kinazy. Ani v jednom piipad¢ vSak po dasatinibu nebyla pozorovana pozitivni odpovéd'.
Vzhledem k hematologické progresi na vysokych davkach IM (pfi trvajici molekularni
odpovédi pfi vysetieni kvantitativni RT-PCR BCR/ABLI) byla nemocna pievedena
na paliativni 1éc¢bu hydroxyureou, jelikoz nebyl nalezen vhodny neptibuzensky darce
k provedeni transplantace krvetvornych bun¢k a pacientka netolerovala IFN-a pii
opakovaném pokusu o jeho znovunasazeni. Na 1é€bé hydroxyureou bylo moZné pozorovat
prechodné zmenseni sleziny. Nicméné s postupem casu doslo k postupnému zhorSovani
celkovych potizi (horecky, profuzni poceni, hubnuti), k prohloubeni anémie a postupnému
nariistu splenomegalie a nemocna exitovala necelych Sest let po stanoveni diagnozy.
Bezprostiedni pfi¢inou umrti byl zanét plic. Kromé cytogenetického a molekularné

cytogenetického vysetieni bylo u pacientky provedeno vysetieni aktivace SFK kinaz.

Src kindzy jsou aktivovdny u mnoha typd nadorovych onemocnéni c¢lovéka. Jako
rozhodujici signdlni molekula muize SFK podporovat aktivitu mnoha onkogennich
signalnich drah (Ishizawar, 2004). U myeloproliferativnich onemocnéni kromé¢ Ph
pozitivnich CML jsou SFK aktivovany onkogennimi fiznimi variantami rastového faktoru
desticek PDGFRp. Interakce mezi fuzni kinazou a Src kindzou je nezbytna pro vyvoj
myeloidniho onemocnéni (Tomasson, 2000). K vySetteni byla pouzita metoda Western blot
s imunodetekci s pouzitim fosfospecifickych protilatek pro Src rodinu kinaz. Po kratké
in vitro inkubaci leukocytii s IM byla stale detekovatelnd fosforylace SFK, dokazuji jejich

aktivaci za pomoci alternativni signalni drahy neblokované IM a nezavislé na BCR/ABLI.
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Abychom prokézali nebo potvrdili zapojeni genu PDGFRf do komplexni translokace,
provedli jsme FISH se sondou pro gen PDGFRS (5q33) (Qbiogene, MP Biomedicals, CA)
a gen EGRI (5q31) (Abbott Molecular). Ukdzalo se, ze signal pro gen PDGFRf je
lokalizovéan na kratkém raménku derivovaného chromosomu 2, ale nejedna se o piestavbu
tohoto genu.

Nas nalez ukazuje, Ze se komplexni zména objevila jesté pred vznikem Ph chromosomu.
Nasledny vznik Ph chromosomu u pacientky s pre-existujicim myeloproliferativnim
onemocnénim je vzacny ptipad, obvykle spojeny s predchozi chemoterapii. NaSe pacientka
nebyla pfed diagnosou CML 1é€ena, cozZ spiSe odpovidé pripadu popsanému autory Curtin
NJ et al. (Curtin, 2005). Jsou popsany jest¢ dalsi dva podobné piipady vyvoje Ph
chromosomu na zdklad¢ pre-existujiciho genetického markeru, JAK2 V617F mutace
(Kramer, 2007) a t(2;11) (Royer-Pokora, 2003). Po eradikaci BCR-ABLI fuzniho genu
1é¢bou IM, zstal ptivodni geneticky marker ve vysokém procentu bunék u obou téchto
piipadi. To odpovida i pfipadu nasi pacientky, u které byla prokdzdna chromosomova
zména v Ph negativnim klonu i po vymizeni Ph pozitivnich bunék. VySe uvedend fakta
naznacuji, ze u téchto ptipadil je do patogeneze myeloproliferativniho onemocnéni zapojen
jiny onkogen nez BCR/ABLI, pravdépodobné asociovany s nestabilitou DNA. U nasi
pacientky byly leukemické buiikky po vymizeni Ph pozitivniho klonu charakterizovany
aktivaci Src kindz. Vzhledem k nedostate¢né inhibici Src kindz in vitro pomoci IM byla
tato pacientka vhodnym kandidatem pro 1é¢bu novou rodinou Src inhibitort, jako je
Dasatinib. Ani tato 1é¢ba nevedla u nemocné k dosazeni klinické odpovédi a nemocna
na paliativni 1é€b€ umira na selhani plic. Aktivace SFK byla nezavisla na Ber-Abl kinaze,
ale byla spojend s novou piidatnou komplexni chromosomalni ptestavbou pfitomnou
v leukemickych buiikach, ktera se objevila pted vznikem BCR/ABLI a zistala dominantni
v bunikach periferni krve 1 po kompletnim vymizeni BCR/ABL1 klonu.

6.6.2 Kazuistika 2. — pacient ¢. 213

Onemocnéni CML bylo u nemocného diagnostikovano v srpnu 2009. V dobé diagndzy
byla v karyotypu nemocného prokazéana ptitomnost Ph chromosomu spolecné se ztratou
chromosomu Y. Nemocny byl 1é¢en imatinibem v 1. linii. Po 6 mésicich doslo k progresi
onemocnéni s klondlnim vyvojem karyotypu — byla prokdzéna ptitomnost nadpocetného

derivované¢ho chromosomu 16 v Ph pozitivnim klonu. Metodou FISH s lokusové
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specifickou sondou LSI inv(16) DC (Abbott Molecular) soucasn¢ se sondou LSI
BCR/ABL DC DF (Abbott Molecular) byla prokdzana ptitomnost dvou kloni: Ph
pozitivniho klonu s inversi chromosomu 16 a druhého Ph pozitivniho klonu s nadpocetnym
der(16)inv(16). Soucasn¢ s progresi onemocnéni byla u nemocného diagnostikovana dalsi
malignita — chronicka lymfaticka leukémie (CLL), s genetickymi zménami — deleci 13q14
a deleci 11q (delece zahrnovala gen 47M). Byla provedena série vySetfeni metodou FISH
k prokéazani ptitomnosti kloni, souvisejicich s obéma malignitami.
1. Hybridizaci s LSI 13q14 (D13S319) ( Abbott Molecular) byla prokazana delece
13q14 v 89 % hodnocenych bunék.
2. Spolecnou hybridizaci s LSI BCR/ABL DC DF a LSI ATM (11g22.3) (Abbott
Molecular)a hodnocenim 49 mit6z byla prokazana ptitomnost 4 klond:
- klonu s normalnim nalezem (BCRx2, ABLIx2, ATMx2)
- klonu s fuzi BCR/ABLI (fuze na der(9), fize na der(22), BCRx]1,
ABLIx1 a2 signaly oblasti genu ATM) bez delece 11q
- klonu s fuzi BCR/ABLI a deleci 11q (ATM)(fuze na der(9), fize na
der(22), BCRx1, ABLIx1 a 1 signal oblasti genu ATM)
- klonu pouze s deleci 11q(47M) (BCRx2, ABLIx2, ATMXx1)

Pro progresi onemocnéni a piechod do blastického zvratu byla terapie imatinibem
ukon¢ena, nemocny byl po pfipravném rezimu transplantovan 10 mésicti od stanoveni
diagnozy. Po 4 meésicich doSlo k extramedularnimu relapsu zdkladniho onemocnéni
s postizenim submandibuldrni uzliny. Pfitomnost fuzi BCR/ABL1 v kultivovanych buiikach
uzliny byla prokazana metodou interfazni FISH s lokusové specifickou sondou. Nemocny
byl pfechodné 1écen dasatinibem, v soucasné dob¢ je 1é¢ba ukoncena, u nemocného byla
prokazana metodou PCR molekularni negativita BCR/ABLI v periferni krvi. Z hlediska

CLL je choroba stabilizovana, bez terapie.

6.6.3 Kazuistika 3. — pacient ¢. 215

U 71 letého nemocného byla v prosinci 1999 diagnostikovana Ph+ CML v chronické fazi
s nizkym prognostickym rizikem dle Sokala. Metodou FISH se sondou LSI BCR/ABL ES
Abbott Molecular byla prokdzana fuze BCR/ABLI s deleci 9q. Po cytoredukci litalirem

byla zahéjena od ledna 2000 1é¢ba IFN-a, kterd vSak musela byt pro toxicitu po pul roce
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pferusena, a nemocny pokracoval v 1€cbé litalirem v nizkych dévkach. Ptiblizné po roce
1é¢by litalirem, v €ervenci 2001 doslo ke zhorSeni klinického stavu pacienta, laboratorni
vysledky prokazaly bazofilii a trombocytozu, objevily se zndmky akcelerace onemocnéni.
Nemocny byl zafazen do lécebné studie s preparatem STIS71, kterd byla zahdjena
v Cervenci 2001, dva a ptl roku od stanoveni diagnézy onemocnéni. Pocatecni davkovani
600 mg/den bylo pro vedlejsi Uc€inky sniZeno na 400 mg/den a postupné byla davka
stabilizovdna na 5x tydng. V unoru 2002 byla 1éc¢ba pro anémii a jiné zdravotni komplikace
(viedova choroba, hypertenze, chronicka renalni insuficience, plicni hypertenze) doc¢asné
pferuSena. Po tpraveé hodnot krevniho obrazu byla v kvétnu 2002 1é€ba STI571 obnovena,
zpocatku v nizkych davkach - 1x tydné, s postupnym zvySovanim terapeutickych davek az
ke kazdodennimu davkovéani vlednu 2003. V bieznu 2003 za trvajici hematologické
remise doSlo k atypickému ndlezu lymfocytdozy v diferencidlnim rozpoctu, ktera
pretrvavala 1 pifi dalSich vySetfenich, zhlediska CML vSak bylo dosaZzeno velké
cytogenetické remise. Opakovanym vySetfenim metodou iFISH v ¢asovém rozmezi od
cervence 2003 do cervence 2004 byly prokazany hodnoty BCR/ABLI nepiesahujici 3 %.
V Cervenci 2004, za kompletni cytogenetické remise, byla imunofenotypizacnim
vySetfenim kostni diené (40 % B-lymfocytd CD19+, CD20+, CD23+, CD5+) potvrzena
soubéznd druha hematologickd malignita — B-chronickd lymfatickd leukémie ve stadiu
Binet A. Molekularné-cytogenetické vysetfeni metodou iFISH prokéazalo deleci 13q14
v 44 % hodnocenych bunék. CLL byla hodnoceno jako stabilizovana choroba bez nutnosti
terapie.

V kvétnu 2006 prodé€lal nemocny cévni mozkovou piihodu, ale pokracoval dale v terapii
IM v davkach 400 mg/denné. V unoru 2008 byl potvrzen cytogenetickym vySetfenim
relaps CML — cytogenetickym vySetfenim byly prokdzany 3 mitézy s Ph chromosomem
z 15 hodnocenych, pacient dale pokracoval v terapii IM. V zaifi 2009 byl nemocny
hospitalizovan na HOK pro celkové zhorSeni zdravotniho stavu, slabost, duSnost,
neschopnost chlize. Pro komplikace byl vysazen IM. Koncem roku 2009 aktudln¢ doslo
k progresi CML i CLL, byla obnovena lécba IM, dale zahajena terapie Prednisonem
a Leukeranem v nizkych davkach. V lednu 2010 byla molekuldrné biologicky prokazéana
mutace F311L v BCR/ABLI kinazové doméné. V bieznu 2010 byla pro hematologicky
relaps s trombocytémii ukoncena terapie IM a zahdjena 1écba tyrosinkidzovym inhibitorem
2. generace Sprycelem. Po 14 dennim uzivani doslo k celkovému zhorSeni zdravotniho

stavu, srde¢ni slabosti snutnosti hospitalizace, terapie Sprycelem byla ukoncena
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anemocny byl pfeveden na terapii hydroxyureou. Pro postupné zhorSovani zdravotniho
stavu s opakovanymi atakami dusnosti, srdeni slabosti a opakované febrilie bylo
vysloveno podezieni na progresi onemocnéni, kterd byla potvrzena cytogenetickym
vySettenim kostni dfené snalezem 14 % fuzi BCR/ABLI, vzristajici hodnotou
patologického klonu s deleci 13q (70 %) a nové zjisténou monosomii chromosomu 13.
Postupné doslo k celkovému zhorSeni zdravotniho stavu. V listopadu 2010, 11 roki od
stanoveni diagndzy pacient exitoval. Graf 5 ukazuje hodnoty fuzi BCR/ABLI, delece 13q

a monosomie chromosomu 13 v pribéhu sledovani 1écby.
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Graf 5: Priibéh sledovani hodnot BCR/ABL1, delece 13q a monosomie 13 u pac. ¢. 215

6.6.4 Kazuistika 4. — pacient €. 147

U 68 letého nemocného €. 147 byla Ph+ CML diagnostikovana jako duplicitni malignita
v ¢ervenci 2008. V té dobé byl nemocny jiz necely rok lé¢en pro B-CLL, ndhodné
zjisténou pii preventivni prohlidce. Cytogenetickym vySetfenim koncem roku 2007 byla
prokézéna trisomie chromosomu 12 a parcidlni delece 5° IgH genu, molekularné

genetickym vySetfenim byl potvrzen nemutovany IgVH status. Pro B symptomy byla
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nemocnému podéna chemoterapie Fludara-cyklofosfamid, kterd byla v Cervenci 2008
po 1. cyklu pro prokazanou BCR/ABLI pozitivitu pferuSena a nemocny zahdjil od zafi
2008 po uvodni cytoredukci hydroxyureou terapii IM v davce 400 mg/den. Po 6 mésicich
terapie dosdhl kompletni cytogenetické odpovédi. Ve stejném Casovém obdobi byl
nemocnému diagnostikovan tumor plic. Histologickym vySetienim z bronchoskopie byl
prokdzan nemalobunéény nizce diferencovany karcinom, pacient zahajil v srpnu 2009
chemoterapii Cisplatina, gemzar, ktera byla ukoncena po 4 kurdch v prosinci 2009.
Nemocny pokracoval terapii IM 400 mg/denné za dosazeni velké molekularni odpovédi,
z hlediska CLL byla choroba stabilizovana, bez lécby, molekularné cytogenetickym
vySetfenim prokdzana v dubnu 2010 trisomie chromosomu 12 v 12 % hodnocenych bunék.
V cervnu 2010 byla prokazéana generalizace adenokarcinomu do CNS, nemocny podstoupil
1é¢bu radioterapii a byla zahdjena biologické terapie Tarcevou. Pro progresi onemocnéni

plicniho adenokarcinomu pacient exitoval 5. 7. 2010.

6.6.5 Kazuistika 5. — pacientka ¢. 94

Jedna se o 49 letou pacientku, u které byla CML diagnostikovana v srpnu 2008 v chronické
fazi onemocnéni, s vysokym rizikem dle Sokala a Haforda, vyraznou splenomegalii,
hyperleukocytozou 264x10°/1, posunem doleva s10 % blastickych elementi.
Cytogenetickym vySetienim byl potvrzen Ph chromosom bez dalSich pfidatnych
chromosomovych aberaci. U nemocné byla zahéjena cytoredukce Litalirem, po kterém se
objevila zavazna kozni reakce. Nemocna byla ptevedena v zafi 2002 na terapii IM, ktera
byla od prosince 2002 do ledna 2003 docasné pieruSena pro pancytopenii, poté bylo
zahajeno intermitentni podavani. Po 16 mésicich od zahajeni 1écby IM, v lednu 2004, byla
pfi kontrolnim cytogenetickém vySetfeni prokdzédna v Ph negativnich bunkéch trisomie
chromosomu 8, kterd pretrvava i pti dalSich vysSetfenich. V kvétnu 2006 dosahla pacientka
kompletni cytogenetické remise, v dubnu 2008 velké molekuldrni remise za perzistence
+8. Pacientka je klinicky stabilizovand, jednordzové dosSlo ke kratkodobému pteruseni
Glivecu pro neutropenii. V zaii byl prokdzan rozvoj MDS RCMD s bicytopenii, trilinearni
dysplazii a monosomii chromosomu 7, pfi sou¢asném trvani velké molekuldrni odpoveédi
CML. VsouCasn¢ dobé¢ je nemocna v predtransplantacni piipravé s planovanou

transplantaci krvetvornych bunék od neptibuzného darce v lednu roku 2011. Nésledujici
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Graf 6. uvadi zastoupeni klonu s fuzi BCR/ABLI, Ph negativniho klonu s +8 a

monosomii 7.
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Graf 6: Prubéh sledovani hodnot BCR/ABLI, trisomie chromosomu 8 a monosomie

chromosomu 7 u nemocné ¢. 94.
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7 DISKUSE

Cytogenetika a molekularni cytogenetika CML ma i v dobé cilené 1éCby inhibitory
tyrosinovych kindz stale diagnosticky, 1é€ebny 1 prognosticky vyznam.

Cilem diserta¢ni prace bylo provést cytogenetickou a molekularné cytogenetickou analyzu
souboru nemocnych s CML, diagnostikovanych a lé€enych v riznych fazich onemocnéni
odlisnymi lécebnymi piistupy, urcit frekvenci a typy chromosomovych zmén a vyhodnotit
klinicky vyznam cytogenetiky pro prognoézu a celkové preziti nemocnych.

Prace popisuje cytogenetickou a molekularné cytogenetickou analyzu souboru 256
nemocnych, diagnostikovanych a lécenych na Hemato-onkologické klinice FN Olomouc
v letech 1990-2010. Soubor tvofilo celkem 237 nemocnych, u kterych byla zndma
diagnostickd cytogenetickd data. U celkem 19 nemocnych se ndm nepodafilo zjistit
cytogeneticka data v dobé diagnéozy CML, nebot’ tito nemocni byli diagnostikovani
ancktefi 1 primarné lé¢eni na jinych pracovistich, ale v jejich 1é€bé a sledovani pak
pokracovalo nase pracoviste.

VSichni nemocni byli cytogeneticky a molekularné cytogeneticky vySetfeni v pribéhu
onemocnéni.

Pouze Ph chromosom v dob¢ diagné6zy CML byl pozorovan u 193 (81,5 %) nemocnych,
znich u 14 (4,7 %) jako vysledek variantni translokace s nejéastéji zahrnutymi
chromosomy 1, 2, 6, 7 a 12. Frekvence variantni translokace v naSem souboru odpovida
literarnim udajam, které udavaji frekvenci variantnich translokaci 5-10 % (Stopera 1990,
Valencia 2009, 7,8 % Bernstein 1984, 6 % EIl-Zimaity 2004, Johansson 2002). Podle
literarnich pozorovani nejcastéji do variantni translokace vstupuji chromosomy 3, 11, 12,
14 a 17 (Fitzerald 1991), coz z vysledku naSeho malého souboru nelze jednoznaéné
potvrdit. Vzhledem k malému souboru nemocnych s variantni translokaci nelze piesné
vyhodnotit jak Cetnost jednotlivych chromosomii vstupujicich do translokace, tak nelze
hodnotit prognosticky vyznam variantni translokace. Lze jen fici, Ze 9 z 10 nemocnych bez
pridatnych zmén odpovidalo na 1é¢bu a dosahlo cytogenetické i hematologické odpovédi
(Tabulka 11). To potvrzuje pozorovani El-Zimaity (2004), ktery na analyze souboru 721
nemocnych 1écenych IM neprokazal vliv variantnich translokaci na lé¢ebnou odpoveéd’,

trvani odpovédi ani vliv na celkové preziti nemocnych.
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Ptidatné chromosomové zmény byly nalezeny u 44 (18,5 %) nemocnych v dobé diagnézy
CML, ztoho 22 (9,5 %) nemocnych bylo pii zahdjeni 1é€by IM v chronické fazi
onemocnéni. To odpovida literatufe, kterd uvadi 10 % frekvenci ptfidatnych zmén
v chronické fazi onemocnéni (Kantarjian 1995). Prognosticky vyznam piidatnych
chromosomovych zmén nebyl z diitvodi nizkého poctu nemocnych a riznym lécebnym
pfistuptim statisticky hodnocen.

Hodnoceni celého souboru nemocnych nezavisle na typu lécby ukazalo, ze z celkového
poctu 256 nemocnych zije s medidnem ptreziti 81,5 meésict celkem 161 (62,9 %)
nemocnych. Na zdklad¢ pouzité 1€€by nemocnych jsme cely soubor 256 CML nemocnych
rozdé¢lili do 4 terapeutickych podskupin (Tabulka 6).

Skupina 60 nemocnych lécenych IM v 1. linii byla tvofena pouze nemocnymi v chronické
fazi (CF) onemocnéni. Kiivka celkového prezivani ukazuje, ze béhem prvnich 24 mésicii
od zah4jeni 1écby zemielo 8 nemocnych. Analyza pficin amrti vSak ukazala, Ze pouze dva
z 8 nemocnych zemfeli v souvislosti s CML. Jeden nemocny piesel v pribé¢hu 4 mésict
nahle do blastického zvratu a v jeho disledku zemfel, druhy nemocny 1 pies pfevedeni
na vys§i davky IM zemfel na progresi v blastické zvratu onemocnéni za 20 mésict
od diagndzy. P&t nemocnych zemielo na komorbiditu a jeden nemocny v disledku
suicidia. Ktivka piezivani nemocnych 1é¢enych IM v chronické fazi onemocnéni v 1. linii
ukazuje po 3 letech plateau, shodné s tidaji v literatute (O Brien, 2008; Hochhaus, 2008).
Hodnoceni cytogenetické odpovédi u téchto 60 nemocnych ukéazalo, ze 45 (75 %)
nemocnych dosdhlo CCyR, 30 znich MMR a 10 CMR. Vysledky jsou v souladu s daty
publikovanymi v literatufe (Hochhaus, 2008). Uginnost IM v 1. linii 16¢by byla potvrzena
ive studii autori de Lavallade a kolektivu (2008). Analyzou 204 nemocnych s nove
diagnostikovanou CML v CF smedianem sledovani 38 mésicti potvrdili dosazeni
kompletni cytogenetické odpovédi u 77 % nemocnych. Studie Pavlovskeho (2009)
ukézala, ze s medidnem sledovani 18 mésicu zije 95 % pacientil a Ze jen 11 % nemocnych
1écenych IM v 1.1inii mé progresi do AF nebo BZ. V nasem souboru s medidnem piezivani
39,3 mésici zije celkem 52 (86,6 %) nemocnych, 8§ nemocnych zemielo, ale jen dva
v souvislosti s CML.

Kromé¢ Ph chromosomu v dobé diagnézy byly u 11 naSich nemocnych urceny piidatné
chromosomové zmény, u 4 nemocnych se piidatné zmény vyvinuly na 1é¢bé, v Ph+ klonu.
Odpovéd’ na lécbu dosahli i nemocni s pfidatnymi zménami, pouze jeden nemocny

s vyvojem dal§iho Ph chromosomu zemiel na progresi onemocnéni. Na zakladé
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hodnoceni tohoto malého poctu nemocnych miizeme fict, ze vyrazny vliv piidatnych
chromosomovych zmén na lé¢ebnou odpovéd’ v nasem souboru nebyl pozorovan. VSichni
nemocni s piidatnymi zménami pfi nasazeni IM ziji, kromé jednoho, ktery nezemfel
v souvislosti s CML. Z 8 nemocnych s vyvojem dalSich zmén na 1é€bé IM zemieli dva
nemocni, pouze jeden vSak v souvislosti s progresi CML. Hodnoceni vlivu sekundarnich
chromosomovych zmén na lécebnou odpovéd’ byla pfedmétem fady studii (Mohamed,
2003; O'Dwyer, 2002; Schoch, 2003). Schoch se spolupracovniky (2003) ukdzali, Ze
u nemocnych s pfidatnymi zménami uréenymi pred 1é€bou IM neni pozorovana odliSna
odpovéd’ ve srovnani s nemocnymi, ktefi maji pti zahajeni 1écby jen Ph chromosom. Tito
autofi dokonce popsali, ze pritomnost pfidatnych zmén nema vyznam pro predpoved
resistence k 1écbé IM. O'Dwyer (2002) pozoroval, ze nemocni s ptidatnymi zménami pred
1écbou IM maji excelentni odpovéd’ na 1écbu.

Skupinu nemocnych lécenych IM ve druhé linii tvofilo 119 nemocnych. Celkem 70

(58,8 %) jich bylo pti zahajeni 1é€by v chronické fazi onemocnéni. Vstupni cytogeneticka
data byla znama u 107 nemocnych. Pouze Ph chromosom pfi diagnéze CML mélo 81
(68,1 %) nemocnych a 26 (21,8 %) meélo piidatné chromosomové zmeény. Z celkem
119 nemocnych 1é€enych IM ve druhé linii dosdhlo 67 nemocnych CCyR. V CF
pfi zahajeni 1é¢by IM bylo 70 nemocnych a CCyR dosahlo 48 (68,6 %) nemocnych, coz se
blizi hodnotam dosaZzenych CCyR u nemocnych lécenych v 1.linii IM. Pfidatné zmény
mélo 11 nemocnych v CF a celkem 8 nemocnych dosdhlo CCyR.

V AF a BZ bylo 49 nemocnych a CCyR dosédhlo 19 (38,7 %) nemocnych. Pfidatné zmény
v AF a nebo v BZ byly pozorovany u 15 (30,6 %) nemocnych, CCyR dosahlo
malého souboru 48 nemocnych 1é¢enych IM v CF (16 nemocnych mélo pfidatné zmény)
ve 2. linii 1écby ukazuje, ze ptidatné chromosomové zmény jsou spojené s niz§im poctem
cytogenetickych odpovédi a snizuji celkové preziti. Tito autoii dale pozorovali, Ze trisomie
chromosomu 8, del(3) a variantni Ph byly spojeny s velkou a malou cytogenetickou
odpovédi, zatimco dal§i Ph chromosom, del(17) a zména chromosomu 2, byly pozorovany
u nemocnych, ktefi byli resistentni na IM. Vzhledem k malému poc¢tu nemocnych nelze
vyznam piidatnych zmén u této skupiny piesné urcit, avsak tendence k méné optimalni
odpovédi je ziejma.

Hodnoceni celkového piezivani nemocnych bez ptidatnych zmén (93 nemocnych)

anemocnych s nepfiznivymi pfidatnymi zménami (5 nemocnych) naznacuje jejich

107



neptiznivou progndzu — zemieli celkem 4 z 5 nemocnych. V souboru nemocnych lécenych
IM ve 2.linii zemfelo celkem 34 (28,6 %) nemocnych, z toho 14 nemocnych s pfidatnymi
zménami.

U 24 nemocnych se v prubéhu 1éc¢by vyvinuly dal§i chromosomové zmény. Jednalo se
o vyskyt trisomie chromosomu 8 u 7 nemocnych, dals§i Ph chromosom u 3 nemocnych,
isochromosom i(17) u jednoho nemocného, komplexni piestavby u 8 nemocnych
a o ostatni zmény u 5 nemocnych. Z t€chto 24 nemocnych zemielo 13 (54,1 %). Studie
O'Dwyera a spol. (2004) ukazala, ze hlavnim prognostickym faktorem pro relaps
onemocnéni je pfitomnost klonalniho vyvoje a nedosazeni velké cytogenetické odpovédi.
Na souboru 141 nemocnych ukazali, ze nemocni s klonalnim vyvojem (22 nemocnych)
méli signifikantné vyssi riziko progrese (50 %) ve srovnani s nemocnymi bez klonalniho
vyvoje.

Hodnoceni cytogenetického vyvoje v 1. a 2. linii 1é€by IM ukazalo rozdil v neprospéch
nemocnych 1é¢enych IM ve 2.linii 1é¢by, kde se u 24 vyvinuly piidatné chromosomové
zmény zatimco u nemocnych léenych IM v 1.linii jen u 4 nemocnych.

Analyza soubor 699 nemocnych s Ph+ CML z databaze CAMELIE (nepublikovand data)
tvotfena 379 nemocnymi lécenymi IM v 1. linii a 193 nemocnych 1é¢enych ve 2. linii 1écby
také ukazala rozdilny vyskyt cytogenetické progrese u nemocnych 1écenych IM ve 2.linii
(11,9 %) ve srovnani s 1écbou IM 1.linie (5,2 %).

Analyzovali jsme také nemocné, kteti byli 1é€eni jinou lé¢bou nez IM. Tento soubor
tvofila heterogenni skupina nemocnych s riznou délkou 1é¢by INF-a, hydroxyureou a/nebo
kombinaci INF-a s AraC. V této skupin¢ jsme analyzovali 56 nemocnych s primérnou
délkou sledovani 43,3 mésict. U 5 nemocnych byly v dobé diagndzy pozorovany piidatné
zmény a u jinych 5 nemocnych se pfidatné zmény vyvinuly v pribéhu lécby. Podle
vysledku hodnoceni celkového ptezivani (Graf 3) tvofi tito nemocni prognosticky
neptiznivou skupinu, ve které¢ 50 (89,3 %) nemocnych zemielo s medidnem celkového
preziti 38,5 mésici. CCyR dosdhlo pouze 6 nemocnych, ktefi Ziji 138,9 mésict
od diagnézy onemocnéni.

Studie nemocnych léCenych INF-a ukazaly, ze touto Iécbou miize byt dosazena
cytogenetickd odpoveéd’ a jeji dosazeni mlze slouzit jako ¢asny marker dlouhodobého
prezivani (Talpaz, 1991). Prace Kantarjiana (2003) ukazala, Ze 78 % nemocnych 1é¢enych

INF-a, kteti dosahli CCyR zije 10 a vice let. To plati i pro nasich 6 nemocnych.
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Samostatné¢ jsme hodnotili skupinu nemocnych lécenych alogenni TKB. Jednalo se
o celkem 21 nemocnych. Dva nemocni méli pfed TKB ptidatné chromosomové zmény.
Z 21 alogenné transplantovanych nemocnych zije celkem 16 nemocnych s medidnem
sledovani 109,8 mésici. CCyR dosahlo 14 nemocnych, dva nemocni nedosahli 1écebné
odpovédi. Zemielo celkem 5 nemocnych, 3 na peritransplantacni komplikace, dva nemocni
na komplikace GVHD.

Spole¢né se skupinou nemocnych lécenych IM v prvni linii 1écby potvrzuji vysledky 1éby
alogennich transplantaci, Ze alogenni transplantaci krvetvornych bun¢k je mozno nemocné
s CML vylécit, ale nejvétSim rizikem této metody je peritransplantaéni mortalita. Proto
jsou u nemocnych v chronické fazi CML v soucasnosti Iékem 1. linie inhibitory
tyrosinovych kinaz.

Cilem této prace bylo také vyhodnotit frekvenci a vyznam p¥idatnych chromosomovych
zmén, které byly cytogeneticky nebo molekularné cytogeneticky urCeny u sledované
skupiny nemocnych.

Ptidatné chromosomové zmény jsou u CML nendhodné a jsou pozorovany u 10 % CML
nemocnych v dobé diagnoézy (Shtivelman 1985, Kantarjian 1995), a az u 60-80 %
nemocnych v blastické fazi onemocnéni (Johansson 2002).

Jednou z hodnocenych pridatnych chromosomovych zmén, kterd se vyskytuje v dobé
diagnozy CML, byla delece na dlouhych ramenech derivovaného chromosomu 9
ur¢end pomoci metody FISH.

Delece na derivovaném chromosomu 9 se vyskytuje u 10-15 % nemocnych se standardni
Ph translokaci (Sinclair, 1997, 2000; Herens, 2000; Huntly, 2001, 2003) a vice jak u 30 %
nemocnych s variantni Ph translokaci (Huntly, 2001).

V nasem souboru byla nalezna delece u 14 nemocnych (6,4 %), coz je nepatrné nizsi
hodnota, nez uvadéji prace jinych autort. Nékteré prace uvadi median véku nemocnych
sdeleci niz§i nez u nemocnych bez delece (Castagnetti, 2010). Podobny rys jsme
zaznamenali 1 v nasem souboru — medidn véku nemocnych s deleci byl 45,5 rokli (rozmezi
17-71), zatimco median véku nemocnych bez delece byl 52 rokti (rozmezi 17-83).
Nejcastéjsim typem delece je delece na obou chromosomech, které vstupuji do translokace
— der(9) a der(22), druhou nejcastéjsi je delece pouze na der(9) a pomérné€ vzacny je vyskyt
delece pouze na 22q. Fourouclas a spoluautofi analyzovali v roce 2006 ve své praci

69 nemocnych sdeleci na 9q. Deleci na obou chromosomech 9q-/22q- prokazali
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u 53 nemocnych (77 %), deleci pouze na 9q u 13 nemocnych (19 %) a deleci na 22q u ti
nemocnych (4 %).

Mezi nasimi 14 nemocnymi bylo 64 % nemocnych s deleci na obou chromosomech 9q-
/22q-, 29 % pouze s deleci 9q a pouze jeden nemocny (7 %) s deleci 22q, coz je podobna
tendence ve vyskytu deleci jako u jinych autort. Rozdily v procentudlnim zastoupeni
jednotlivych variant deleci mohou byt zplisobeny malym poctem nemocnych s deleci 9q
v naSem souboru.

Pro nemocné 1é¢ené hydroxyureou nebo IFN-a pfedstavuje delece 9q riziko nepiiznivé
prognozy (Huntly, 2001; Kolomietz, 2001). V naSem souboru pouze 1 nemocnd byla
léCena IFN-a, kratce po zahajeni 1éCby pfesla do blastického zvratu a zemfela 5 mésict
od diagnézy onemocnéni.

Prognosticky vyznam delece 99 u nemocnych s CML v CF léenych IM byl také
publikovan. Huntley a kol. popsali v roce 2003 ve své praci soubor 275 nemocnych s CML
v CF. 51 (19 %) nemocnych bylo nové¢ diagnostikovanych a 224 (81 %) bylo v pozdni CF
po selhani 1éc¢by IFN-a. Pocty nemocnych s dosazenou kompletni hematologickou remist,
velkou cytogenetickou remisi a kompletni cytogenetickou remisi byly nizs$i u nemocnych
sdeleci nez u nemocnych bez delece, také doba bez progrese onemocnéni byla
signifikantné krat§$i u nemocnych s deleci nez bez delece (Huntley, 2003). Na rozdil
od téchto zavért neprokazaly dal$i dvé studie rozdily v odpovédi na lécbu a preziti mezi
nemocnymi s a bez delece (Quintas-Cardama, 2005; Kim 2008). Quintas-Cardama a kol.
publikovali 320 nemocnych (152 v €asné CF a 168 v pozdni CF), v druhé praci popsali
Kim a spolupracovnici 141 nemocnych (71 v ¢asné CF a 70 v pozdni CF). Molekularni
remise byla hodnocena pouze v praci Kim a spoluautorti. V souhrnu se da fict, Ze vysledky
predchozich dvou publikovanych studii jsou do jist¢é miry konfliktni a uvadéné pocty
nemocnych v ¢asné CF jsou relativné nizké pro objektivni zhodnoceni prognostického
vyznamu delece 9q. Publikace analyzujici prognosticky vyznam delece 9q, ktera byla
detekovana pomoci metody FISH stanovila frekvenci delece u 12 % CML nemocnych
v ¢asné CF CML léceni IM a potvrdila, ze delece neni nepfiznivym prognostickym
faktorem u téchto nemocnych (Castagnetti, 2010). Z nasich nemocnych s deleci 9q byli
pouze dva léCeni IM v Casné CF a oba dosahli CCyR a MMR. 11 nemocnych bylo 1é¢eno
IM po selhani jiné 1écby a 10 z nich dosahlo CCyR, jeden PCyR a pouze 1 nemocny

zemiel v souvislosti s progresi onemocnéni 131 mésicti od diagnézy CML. Jeden nemocny
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byl léceny INF-a, dosdhl pouze minimalni odpovédi na IM a zemiel 20 mésich
od diagn6ézy CML.

Nov¢jsi studie uvadéji, ze zavedenim lécby IM muze byt nepfiznivy prognosticky efekt
této delece ¢astené prekonan. Lécba IM navozuje CCyR u 70 % nemocnych s 9q+ deleci,
vcéetné nemocnych s pfidatnymi zménami. Zda se, ze neni rozdil v celkovém pieziti
a odpovédi na 1écbu u nemocnych s deleci a bez delece, pokud jsou 1é¢eni IM (Quintas-
Cardama, 2005.)

K takzvanym ,,minor route, neboli malym zménam s frekvenci pod 5 % patii i komplexni
zmény, definované jako nalez tii a vice chromosomovych zmén v karyotypu. Komplexni
zmény karyotypu jsou u nemocnych s CML pozorovany velmi vzacné a jejich vyznam
v patogenezi onemocnéni je proto stale nejasny (Mitelman, 1992). VéEii se, ze vyskyt
komplexnich karyotypti u CML je odrazem nestability nddorového genomu, a Ze je spojen
s nepfiznivou progndzou nemocnych (Harrison, 2000).

V nasem souboru 256 CML nemocnych jsme potvrdili komplexni karyotyp u 6 (2,3 %)
nemocnych v dob¢ diagnézy CML. Bylo pozorovéno, ze komplexni zmény karyotypu jsou
spojené s vyskytem riiznych kombinaci chromosomovych ptestaveb - nejcasteji trisomii,
monosomii a dalSich prestaveb. Nejcastéji se vyskytuje kombinace +8, +Ph a i(17q).
Ptidatny Ph chromosom s trisomii 8 byl pozorovan u dvou nemocnych nasi sestavy, dalsi
Ph chromosom spole¢né se ztratou chromosomu Y u jednoho nemocného. Celkem u tfi
nemocnych byla soucasti komplexnich karyotypti hyperploidie s poctem 48-66
chromosomil. Souc¢asti komplexnich ptestaveb byly také nové translokace — t(2;11) u jedné
nemocné a translokace t(7;9) u jiné nemocné. Nizké procento vyskytu komplexnich zmén
v dobé diagndzy bylo pozorovéano i v praci Babické a spol. (2006), kteti popsali vyskyt
komplexnich pfestaveb u 18 z 200 analyzovanych CML nemocnych, ztoho u 14
nemocnych v chronické fazi onemocnéni.

Nélezy komplexnich karyotypll jsou povazovany za zndmku neptiznivé prognozy i u CML.
Analyza klinického priibéhu onemocnéni naSich 6 nemocnych ukazala, Ze 5 nemocnych
zemielo. Zije pouze jeden nemocny 120 mésicti od diagnézy po uspésné alogenni
transplantaci kostni diené.

V souvislosti s uspésnou 1écbou nemocnych inhibitory tyrosinovych kinaz se objevil novy
cytogeneticky fenomén, nalez ptidatnych chromosomovych zmén v Ph negativnim (Ph-)
klonu. Protoze pocateni pozorovani byla popsdna u nemocnych, ktefi byli predléceni

rtiznou chemoterapii, daval se vyskyt téchto zmén do souvislosti s pfedchozi 1é¢bou. Rada
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nasledujicich pozorovani u nemocnych 1é€enych IM v prvni linii souvislost vyskytu zmén
s prechozi 1écbou nepotvrdila. Stale se pfedpoklada, Ze G€inna 1é¢ba IM a potlaceni Ph
positivity vede k ,,odmaskovani* Ph negativniho klonu, ktery mize byt odrazem nestability
CML genomu a mize pfedchazet vzniku Ph+ klonu (Lin, 2006). Vyznamné je, Ze existuji
pozorovani o vyskytu chromosomovych zmén v Ph- klonu, které jsou vsSak transientni
a nebyl zatim prokazan jejich klinicky vyznam (Jabbour, 2007). Spekuluje se, ze IM sadm
muze tyto zmény indukovat. V naSem analyzovaném souboru bylo celkem 10 nemocnych
s vyvojem zmén v Ph- klonu. Jednalo se o nalez trisomie chromosomu 8 u 4 nemocnych,
pouze u jednoho byla trisomie transientni. U 4 muza jsme pozorovali ztratu chromosomu
Y, u jednoho nemocného jsme nadpocetny marker chromosom piesné neurcili.U jedné
nemocné byla komplexni translokace nalezena v Ph- klonu a byla spojena s vyskytem jiné
myeloproliferace. Literatura uvadi vyskyt pfidatnych zmén v Ph- klonu u CML
nemocnych, kteti vyvinuli druhou malignitu — MDS, a u kterych byla prokazana trisomie
chromosomu 8 nebo monosomie chromosomu 7 (Bacher, 2005). Vyvoj MDS byl v nasem
souboru pozorovana pouze u jedné nemocné a celkova frekvence vyskytu v naSem souboru

odpovida literatufe.
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8 SOUHRN

Chronickd myeloidni leukémie je klonalni myeloproliferativni onemocnéni,
charakterizované specifickou chromosomovou zménou — translokaci t(9;22)(q34;ql1) se
vznikem fuzniho genu BCR/ABLI1. Produktem genu BCR/ABLI je protein Bcr/Abll, jehoz
konstitutivni aktivaci dochazi k deregulaci signalnich drah a bunécnych procestt vedouci
k nadorové transformaci bunky.

Prace ukazuje vysledky cytogenetické a molekularné cytogenetické analyzy souboru 256
nemocnych s BCR/ABLI pozitivni CML. Byly hodnoceny nalezy a frekvence ptidatnych
chromosomovych zmén v dobé diagnézy onemocnéni a vyvin chromosomovych zmén
v prub¢hu 1écby onemocnéni, jejich prognosticky a 1é¢ebny vyznam.

Cytogeneticka analyza v dobé diagn6zy onemocnéni, piipadné cytogenetické vySetieni pii
1é¢bé onemocnéni a metoda FISH prokazala vznik Ph chromosomu klasickou translokaci
t(9;22)(q34:;q11) u 242 (94,5 %) nemocnych, z toho u 2 nemocnych byl prokazan tzv.
maskovany Ph chromosom, u 14 (5,5 %) nemocnych byla potvrzena variantni translokace
t(9;22;V). Pouze Ph chromosom bez dal§ich chromosomovych zmén v karyotypu byl
prokazan u 193 (81,4 %) nemocnych, pfidatné zmény byly potvrzeny u 44 (18,6 %)
nemocnych z celkem 237 nemocnych s spéSnou cytogenetikou. NejcastéjSimi ptidatnymi
chromosomovymi zménami byla delece 9q u 14 (31,8 %) nemocnych, ptidatny Ph
chromosom u 4 nemocnych (9,1 %), ztrata chromosomu Y u 4 muzt (9,1 %), trisomie
chromosomu 8 u 2 nemocnych (4,5 %), isochromosom dlouhych ramen chromosomu 17
u2 (4,5 %) nemocnych, a dal$i ndhodné zmény u 12 (27,3 %) nemocnych. U 6 (2,7 %)
nemocnych byl prokdzadn komplexni karyotyp, z nich 5 nemocnych zemielo, Zije pouze
jeden nemocny po uspésné TKB.

V pribéhu 1écby byly ptidatné chromosomové zmény nalezeny u 39 (15,2 %) nemocnych,
znich 27 (69,2 %) mélo pii diagnéze pouze Ph chromosom, u 6 (15,4 %) nebyla
cytogeneticka data pifi diagndze znama a 6 (15,4 %) nemocnych mélo ptidatné zmény jiz
pfi diagnéze onemocnéni. U 11 (28,2 %) z 39 nemocnych se jednalo o zmény v Ph
negativnim klonu, z nich u dvou v souvislosti s vyvojem 2. malignity. U 12 (30,8 %) z 39
nemocnych byl potvrzen komplexni karyotyp. Celkem 8 (66,7 %) nemocnych

s komplexnim karyotypem zemfelo.
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Z celkem 166 (64,8 %) nemocnych s pouze Ph chromosomem pii diagnéze i pribchu
lécby, dosdhlo CCyR 105 (63,3 %) nemocnych, 31 (18,7 %) dosahlo PCyR, MinorCyR
a MinimalCyR a 30 (18,1 %) nemocnych na 1é¢bu neodpovédélo. Zije 113 nemocnych
(68,1 %), 53 (31,9 %) zemielo.

Neprokazali jsme vliv variantni translokace (14 nemocnych) na lécebnou odpovéd
a celkové preziti stejn¢ jako jsme neprokazali vliv delece 9q (14 nemocnych) na dosazeni
cytogenetické odpovédi (CCyR dosdhlo 12 nemocnych) a celkové preziti (vSichni
nemocni ziji).

Ani trisomie chromosomu 8 jako samostatnd pifidatnd zména urcena pii diagnoze nebo
v prib¢hu 1écby CML (13 nemocnych) nevykazovala vliv na 1écebnou odpovéd. Pouze 2
nemocni neodpoveédéli na 1é¢bu, u jednoho byl pozorovan transientni vyskyt +8.

Pro hodnoceni 1écebné odpovédi a celkového preziti v zavislosti na vyskytu
chromosomovych zmén byl analyzovany soubor nemocnych rozdé€len podle typu pouzité
1é¢by do 4 podskupin: skupina 60 (23,4 %) nemocnych lé€enych IM v 1. lé€ebné linii, 119
(46,5 %) nemocnych lécenych IM ve 2. 1é¢ebné linii, 21 (8,2 %) nemocnych po alogenni
transplantaci krvetvornych bunck a posledni skupinu tvofilo 56 (21,9 %) nemocnych
1é€enych jinym typem lécby.

Pti 1é¢be€ IM v 1.linii doséhlo cytogenetickou odpoved 52 (86,7 %) nemocnych, 8 (13,3 %)
zemielo, z toho pouze 2 na progresi onemocnéni. Celkem 52 (76,7 %) nemocnych Zije
s medianem 39,3 mésicu.

IM ve 2. linii bylo 1é€eno 119 nemocnych. Cytogenetickou odpovéd’ dosahlo 83 (69,7 %)
nemocnych, ztoho CCyR 67 nemocnych, zemielo 34 (28,6 %) nemocnych.

Z celkem 21 nemocnych, ktefi byli 1éceni TKB, zije v kompletni cytogenetické odpovédi
14 (66,7 %) nemocnych, 5 (23,8 %) nemocnych zemfielo na komplikace TKB.

Z celkem 56 nemocnych lécenych jinym typem terapie zije pouze 8 (14,3 %) nemocnych
s medidnem sledovani 138,9 mésicti. CCyR dosahlo pouze 6 (10,7 %) nemocnych.

Vliv pfidatnych chromosomovych zmén v jednotlivych lé¢ebnych podskupindch nebyl
pro maly pocet nemocnych s pfidatnymi zménami statisticky hodnocen. Lze vsak fici,
ze nemocni s komplexnim karyotypem, jak v dobé diagnosy, tak v pribéhu onemocnéni
anemocni sdal§im Ph chromosomem pfedstavuji nejrizikovéj$i podskupinu CML

nemocnych i v éte TKI.
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Statisticka analyza prokazala, ze nejucinngjSim lécebnym ptistupem u nemocnych v CF
CML je lécba IM v prvni linii a TKB, nebot’ pfeziva 86,7 % a 76,2 % nemocnych a CCyR
doséhlo 86,5 % a 87,5 % zijicich nemocnych.

Z celkového poctu 256 nemocnych v souboru Zije 161 nemocnych (62,9 %) s medianem
pteziti 81,5 mésici. Zemfielo 95 nemocnych (37,1 %) s medidnem pteziti 41,3 mésict.

Byl potvrzen diagnosticky, 1écebny a prognosticky vyznam cytogenetiky a molekularni

cytogenetiky u nemocnych s CML v dob¢ uspésné 1écby TKI.
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9 SUMMARY

Chronic myeloid leukemia is a clonal myeloproliferative disease characterized by specific
chromosomal abnormality - translocation t(9;22)(q34;ql1) associated with formation
of fusion gene BCR/ABLI. Constitutive activation of protein Bcr/Abll, a product
of BCR/ABLI gene, results in deregulation of signal pathways and cellular processes
leading to a tumor transformation of cell.

The study shows results of cytogenetic and molecular-cytogenetic analysis in a series
of 256 patients diagnozed with BCR/ABLI positive CML. We evaluated the occurence and
frequency of additional chromosomal abnormalities at the time of disease diagnosis,
the development of chromosomal aberrations during disease treatment and their prognostic
and therapeutic importance.

Cytogenetic analysis at the time of disease diagnosis, eventually during disease treatment,
and FISH method detected the origination of Ph chromosome by classical translocation
t(9;22)(q34:;q11) in 242 (94,5 %) patients, in 2 out of them so-called masked Ph
chromosome was found, the variant translocation t(9;22;V) was proved in 14 (5,5 %)
patients. Single Ph chromosome without additional chromosomal changes in karyotype
was detected in 193 (81,4 %) patients, additional chromosomal aberrations were confirmed
in 44 (18,6 %) out of the total of 237 patients with succesfull cytogenetic analysis.
The most frequent chromosomal changes were deletion of the 9q in 14 (31,8 %) patients,
additional Ph chromosome in 4 (9,1 %) patients, loss of the chromosome Y in 4 (9,1 %)
male patients, trisomy of the chromosome 8 in 2 (4,5 %) patients, isochromosome
consisting of the long arms of chromosome 17 in 2 (4,5 %) patients. Other non-recurrent
abnormalities were found in 12 (27,3 %) patients. A complex karyotype was proved in 6
(2,7 %) patients, 5 out of them died, only one patient is alive after succesfull hemopoietic
stem cell transplantation.

Additional chromosomal abnormalities occured in 39 (15,2 %) patients during disease
treatment, 27 (69,2 %) out of them presented with single Ph chromosome at the diagnosis,
6 (15,4 %) out of them had no cytogenetic data available at the diagnosis and 6 (15,4 %)
patients displayed the additional chromosomal changes already at the time of disease
diagnosis. The additional chromosomal abnormalities arised in Ph negative clone in 11

(28,2 %) out of 39 patients, in 2 of them their occurence was associated with secondary
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malignity. A complex karyotype was confirmed in 12 (30,8 %) out of 39 patients.
Altogether 8 (66,7 %) out of 12 patients with a complex karyotyotype died.

CCyR was achieved by 105 (63,3 %) patients out of 166 (64,8 %) patients with single Ph
chromosome at the time of diagnosis and during disease treatment, whereas 31 (18,7 %)
patients reached for only PCyR, MinorCyR or MinimalCyR and 30 (18,1 %) patients did
not respond to the treatment at all. 113 (68,1 %) patients is alive, 53 (31,9 %) patients died.
We did not observe influence of variant translocations (14 patients) to the therapeutic
response and overall survival, as well as we did not proved impact of deletion 9q
(14 patients) on the achievement of cytogenetic response (CCyR achieved by 12 patients)
and overall survival (all patients alive).

Even trisomy of chromosome 8 as a single additional aberration detected at the time
of diagnosis or during treatment of CML (13 patients) did not show the impact
on therapeutic response. Only 2 patients did not respond to the therapy, the transient
occurence of trisomy 8 was detected in 1 out of them.

To evaluate therapeutic response and overall survival in the dependence on chromosomal
aberrations we divided our series of analyzed patients into 4 subgroups according to the
type of used therapy:

subgroup of 60 (23,4 %) patients treated with IM as the first-line therapeutic approach;
subgroup of 119 (46,5 %) patients treated with IM as the second-line therapeutic approach;
subgroup of 21 (8,2 %) patients treated with alogenic transplantation of hemopoietic stem
cells; and the last subgroup was composed of 56 (21,9 %) patients treated with other
therapeutic approach.

By the treatment with IM as the first-line therapeutic approach the cytogenetic response
was achieved by 52 (86,7 %) patients, 8 (13,3 %) patients died, interestingly only 2 out
of them died of disease progression. Altogether 52 (76,7 %) patients are alive with median
survival of 39,3 months.

119 patients were treated with IM as the second-line therapeutic approach. Cytogenetic
response was achieved by 83 (69,7 %) patients, 67 patients out of them acquired CCyR, 34
(28,6 %) patients died.

The total of 21 patients underwent hemopoietic stem cell transplantation. 14 (66,7 %)
patients out of them are alive with complete cytogenetic response, 5 (23,8 %) patients died

of transplant complications.

117



Only 8 (14,3 %) patients out of 56 ones treated with other therapeutic approach are alive
with median of 138,9 months. CCyR was achieved only by 6 (10,7 %) patients.

The impact of additional chromosomal aberrations in different subgroups was not
evaluated statistically because of low number of patients with such additional changes.
Nevertheless we can state, that patients with a complex karyotype detected at the time
of diagnosis as well as during disease course, and patients with additional Ph chromosome
represent the most risky subgroup of CML even in the era of TKI.

Based on statistical analysis we proved that the most efficient therapeutic approaches
for the patients in chronic phase of CML were the treatment with IM as a first-line therapy
and hemopoietic stem cell transplantation. 86,7 % and 76,2 % of patients, respectively,
survived and out of them 86,5 % and 87,5 % of patients achieved CCyR.

Out of total of 256 analyzed patients in our series, 161 (62,9 %) patients are alive
with median survival 81,5 months. 95 (37,1 %) patients died with median survival 41,3
months.

We confirmed diagnostic, therapeutic and prognostic importance of cytogenetic and
molecular cytogenetic investigations of patients diagnosed with CML in the time

of successful treatment with TKI.
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10 PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

aCGH
AF
ALL
AML
ATP
BAC
BCR
BZ
c-ABL

CCD
CCyR
CD
CDKN2A

CF
CFU-GM

CGH
CLL
CLP
CML
CMR
CMP
DAPI I
DNA
EFS
ELN
EPO

array komparativni genomova hybridizace

akcelerovana faze

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie

adenosintrifosfat

bacterial arteficial chromosome (umé¢lé bakterialni chromosomy)
breakpoint cluster region (oblast zlomu na 22. chromosomu)
blasticky zvrat

lidsky homolog genu v-ABL, mysiho onkogenniho viru (Ab-MuLV,
Abelson Murine Leukemia Virus)

charge coupled device (prvek s nabojovou vazbou)

complex cytogenetic remision (kompletni cytogenetickd remise)
Cluster Designation, CD molekuly

Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A (cyklin-dependentni inhibitor
kinazy 2A)

chronicka faze

Colony-Forming Unit Granulocyte-Monocyte (jednotka tvotici kolonie
granulocytii, monocyti)

komparativni genomova hybridizace

chronicka lymfaticka leukémie

Common Lymphoid Progenitor (spolecny lymfoidni progenitor)
chronicka myeloidni leukémie

complete molecular remission

Common Myeloid Progenitor (spole¢ny myeloidni progenitor)
4',6-diamidino-2-phenylindole (fluorescencni barvivo)
deoxyribonukleova kyselina

event free survival (pfeziti bez udalosti)

European Leukemia Net (Evropska leukemicka sit)

erytropoetin
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FAB
FISH
FITC
G-CSF
GM-CSF
GMP
GSK3p
GvHD
HLA
HSCs
HSCT

IFN-a
IL

M

IS

kb

KD
KO
MDS
M-FISH
MMR
mRNA
MYC

0S

PCR
PCYR
PDGFRS

Ph
Q-RT-PCR
RBI

Francouzsko-americko-britska morfologicka klasifikace
fluorescen¢ni in situ hybridizace

fluorescein-izothiokyanat

granulocytarni kolonie stimulujici faktor
granulocytarni/makrofagovy kolonie stimulujici faktor
granulocytarni/makrofdgovy progenitor

glykogensyntazova kinaza 3beta

Graft versus host disease (reakce $tépu proti hostiteli)
Human Leukocyte Antigens (lidsky leukocytarni antigen)
Hematopoietic stem cells (hematopoetické kmenové bunky)
Hematopoietic stem cell transplantation (transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék)

interferon alfa

interleukin

imatinib mesylat

international score (mezinarodni skore)

kilobaze

kostni dfent

krevni obraz

myelodysplasticky syndrom

multicolor FISH, mnohobarevna fluorescenc¢ni in situ hybridizace
major molecular remission (velka molekularni odpovéd’)
mediatorova ribonukleova kyselina

lidsky homolog v-MYC genu, izolovaného z viru ptaci
myelocytomatozy

overall survival (celkové pieziti)

Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
Partial cytogenetic remission (¢astecnd cytogeneticka remise)
platelet derived growth factor receptor beta (receptor destickového
rustového faktoru )

Philadelphia chromosom

kvantitativni polymerazova fetézova reakce

gen pro retinoblastom
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RT-PCR
STI571
TK
TKB
TKI

TP 53
TR
v—ABL
WHO

polymerazova fetézova reakce s vyuzitim reverzni transkriptazy
signal transduction inhibitor

tyrosinova kinaza

transplantace krvetvornych bunék

inhibitor tyrosinové kindzy

tumor protein 53 (tumor supresorovy gen)

Texas Red

mysi onkogenni virus (Ab-MuLV, Abelson Murine Leukemia Virus)

World Health Organization (Svétova zdravotnickd organizace)

121



11 SEZNAM LITERATURY

1. Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS. Cellular and molecular immunology. 2000, 4th
edn. W.B. Saunders.

2. Abrahamsson AE, Geron I, Gotlib J, Dao K-HT, Barroga CF, Newton IG, Giles
FJ, Durocher J, Creusot RS, Karimi M, Jones C, Zehnder JL, Keating A, Negrin
RS, Weissman IL, Jamiesona CHM. Glycogen synthase kinase 3beta missplicing
contributes to leukemia stem cell generation. Proc Natl Acad Sci USA

2009;106(10):3925-3929.

3. Abruzzese E, Gozzetti A, Galimberti S, Trawinska MM, Caravita T, Siniscalchi A,
Cervetti G, Mauriello A, Coletta AM, De Fabritiis P. Characterization of Ph-

negative abnormal clones emerging during imatinib therapy. Cancer

2007;109(12):2466-2472.

4. Babicka L, Zemanova Z, Pavlistova L, Biezinova J, Ransdorfova S, Houskova L,
Moravcova J, Klamova H, Michalova K. Complex chromosomal rearrangements in
patients with chronic myeloid leukemia. Cancer Genet and Cytogenet 2006;168:22-
29.

5. Baccarani M, Cortes J, Pane F, Niederwieser D, Saglio G, Apperley J, Cervantes F,
Deininger M, Gratwohl A, Guilhot F, Hochhaus A, Horowitz M, Hughes T,
Kantarjian H, Larson R, Radich J, Simonsson B, Silver RT, Goldman J, Hehlmann
R; European LeukemiaNet. Chronic myeloid leukemia: an update of concepts and
management recommendations of FEuropean LeukemiaNet. J Clin Oncol

2009;27(35):6041-6051.

6. Bacher U, Hochhaus A, Berger U, Hiddemann W, Hehlmann R, Haferlach T,
Schoch C. Clonal aberration in Philadelphia chromosome negative hematopoiesis

in patients with chronic myeloid leukemia treated with imatinib or interferon alfa.

Leukemia 2005;19(3):460-463.

122


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Proc%20Natl%20Acad%20Sci%20U%20S%20A.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17503437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17503437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19884523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19884523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bacher%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hochhaus%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Berger%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hiddemann%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hehlmann%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Haferlach%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schoch%20C%22%5BAuthor%5D

10.

11.

12.

13.

14.

Barbouti A, Johansson B, Hoglund M, Mauritzson N, Strombeck B, Nilsson PG,
Tanke HJ, Hagemeijer A, Mitelman F, Fioretos T. Multicolor COBRA-FISH
analysis of chronic myeloid leukemia reveals novel cryptic balanced translocations

during disease progression. Genes Chromosomes Cancer 2002;35(2):127-137.

Bennet JM, Katovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galon DA, Gralnick HR, Sultan
C. Proposed revise criteria for the classification of acute leukemia. A report of the
French-American-British Cooperative Group. Ann Intern Med 1985;103(4):620-
625.

Berger U, Maywald O, Pfirrman M, Lahaye T, Hochhaus A, Reiter A, Hasford J,
Heimpel H, Hossfeld DK, Kolb H-J, Loffler H, Pralle H, Queisser W, Hehlmann R.

Gender aspects in chronic myeloid leukemia: long-term results from randomized

studies. Leukemia 2005;19(6):984—989.

Bernstein R, Pinto MR, Wallace C, Penfold G, Mendelow B. The incidence, type,
and subsequent evolution of 14 variant Phl translocations in 180 South African

patients with Phl-positive chronic myeloid leukemia. Cancer Genet Cytogenet.

1984;12(3):225-38.

Bizzozero OJ, Johnson KG, Ciocco A, Kawasaki S, Toyoda S. Radiation-related
leukemia in Hiroshima and Nagasaki 1946-1964: II. Ann Intern Med
1967;66(3):522-530.

Blick M, Romero P, Talpaz M, Kurzrock R, Shtalrid M, Andersson B, Trujillo J,
Beran M, Gutterman J. Molecular characteristics of chronic myelogenous leukemia

in blast crisis. Cancer Genet Cytogenet 1987;27:349-356.

Bonnet D, Dick JE. Human acute myeloid leukemia is organized as a hierarchy that

originates from a primitive hematopoietic cell. Nat Med 1997;3(7):730-737.

Bose S, Deininger M, Gora-Tybor J, Goldman JM, Melo JV. The presence of
typical and atypical BCR-ABL fusion genes in leukocytes of normal individuals:

biologic significance and implications for the assessment of minimal residual

disease. Blood 1998;92(9):3362-3367.

123


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barbouti%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johansson%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22H%C3%B6glund%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mauritzson%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Str%C3%B6mbeck%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nilsson%20PG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tanke%20HJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hagemeijer%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mitelman%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fioretos%20T%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Genes%20Chromosomes%20Cancer.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6586285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6586285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6586285
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Nat%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9787174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9787174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9787174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9787174

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Bumm T, Muller C, Al-Ali HK, Krohn K, Shepherd P, Schmidt E, Leiblein S,
Franke C, Hennig E, Friedrich T, Krahl R, Niederwieser D, Deininger MW.
Emergence of clonal cytogenetic abnormalities in Ph- cells in some CML patients
in cytogenetic remission to imatinib but restoration of polyclonal hematopoiesis in

the majority. Blood 2003;101:1941-1949.

Castagnetti F, Testoni N, Luatti S, Marzocchi G, Mancini M, Kerim S, Giugliano
E, Albano F, Cuneo A, Abruzzese E, Martino B, Palandri F, Amabile M, Iacobucci
I, Alimena G, Pane F, Martinelli G, Saglio G, Baccarani M, Rosti G. Deletions of
the derivative chromosome 9 do not influence the response and the outcome of
chronic myeloid leukemia in early chronic phase treated with imatinib mesylate:

GIMEMA CML Working Party analysis. J Clin Oncol. 2010;28(16):2748-54.

Clarkson BD, Strife A, Wisniewski D, Lambek C, Carpino N. New understanding
of the pathogenesis of CML: a prototype of early neoplasia. Leukemia
1997;11(9):1404-1428.

Cortes J, Talpaz M, O'Brien S, Faderl S, Garcia-Manero G, Ferrajoli A, Verstovsek
S, Rios MB, Shan J, Kantarjian HM. Staging of chronic myeloid leukemia in
imatinib era: an evaluation of the World Health Organization proposal. Cancer

2006;106(6):1306-1315.

Cortes J, O'Brien S, Kantarjian H. Discontinuation of imatinib therapy after

achieving a molecular response. Blood 2004;104(7):2204-2205.

Cortes J, Talpaz M, O'Brien S, Giles F, Beth Rios M, Shan J, Faderl S, Garcia-
Manero G, Ferrajoli A, Wierda W, Kantarjian H. Effects of age on prognosis with
imatinib mesylate therapy for patients with Philadelphia chromosome-positive

chronic myelogenous leukemia. Cancer 2003;98(6):1105-1113.

Curtin NJ, Campbell PJ, Green AR.: The Philadelphia translocation and pre-
existing myeloproliferative disorders. Br J Haematol 2005;128:730-736.

Daley GQ, Van Etten RA, Baltimore D. Induction of chronic myelogenous
leukemia in mice by the P210bcr/abl gene of the Philadelphia chromosome.
Science 1990;247(4944):824-830.

124


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Castagnetti%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Testoni%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Luatti%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marzocchi%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mancini%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kerim%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giugliano%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giugliano%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Albano%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cuneo%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Abruzzese%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martino%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Palandri%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Amabile%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Iacobucci%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Iacobucci%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alimena%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pane%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martinelli%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saglio%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baccarani%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rosti%20G%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Clin%20Oncol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cortes%20JE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Talpaz%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Brien%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Faderl%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garcia-Manero%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferrajoli%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Verstovsek%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Verstovsek%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rios%20MB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shan%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kantarjian%20HM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12973833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12973833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12973833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Daley%20GQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Van%20Etten%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baltimore%20D%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Science.');

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Deininger MW, Goldman JM. Chronic myeloid leukemia. Curr Opin Hematol
1998;5(4):302-308.

de Lavallade H, Apperley JF, Khorashad JS, Milojkovic D, Reid AG, Bua M,
Szydlo R, Olavarria E, Kaeda J, Goldman JM, Marin D. Imatinib for newly
diagnosed patients with chronic myeloid leukemia: incidence of sustained

responses in an intention-to-treat analysis. J Clin Oncol 2008;26(20):3358-63

Elefanty AG, Hariharan IK, Cory S. Bcr-abl, the hallmark of chronic myeloid
leukaemia in man, induces multiple haemopoietic neoplasms in mice. EMBO J

1990;9(4):1069-1078.

El-Zimaity MM, Kantarjian H, Talpaz M, O'Brien S, Giles F, Garcia-Manero G,
Verstovsek S, Thomas D, Ferrajoli A, Hayes K, Nebiyou Bekele B, Zhou X, Rios
MB, Glassman AB, Cortes JE. Results of imatinib mesylate therapy in chronic

myelogenous leukaemia with variant Philadelphia chromosome. Br J Haematol

2004;125(2):187-195.

Faber E. Hemopoetické ristové faktory v praxi. Interni medicina pro praxi

2004;3:126-129.
Faber E, Indrak K. Chronicka myeloidni leukémie. 2010, Praha, 1. vydani Galén.

Falchi L, Rege-Cambrin G, Fava C, Donti E, Luzi D, Giugliano E, Gubbiotti M,
Schippa M, Liberati AM. Sustained molecular remissions are achievable with
tyrosine kinase inhibitor therapy in patients with chronic myeloid leukemia and
additional cytogenetic clonal evolution. Cancer Genet Cytogenet 2010;199:139-
142.

Feldman EJ, Najfeld V, Schuster MW, et al. Emegence of Philadelphia (Ph)
negative, trisomy 8 positive cells in patients with chronic myelogenous leukemia
(CML) treated inatinib mesylate: clinical evidence for a multistep pathogenesis.

Blood 2002;100:585a(Abstract)

125


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9747637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18519952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18519952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18519952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Elefanty%20AG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hariharan%20IK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cory%20S%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'EMBO%20J.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15059141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15059141

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Fitzgerald PH, Morris CM. Complex chromosomal translocations in the
Philadelphia chromosome leukemias. Serial translocations or a concerted genomic

rearrangement? Cancer Genet Cytogenet 1991;57(2):143-151.

Fitzgerald PH, Morris CM. Ph-Negative Chronic Myeloid Leukemia: The Nature of
the Breakpoint Junctions and Mechanism of ABL Transposition. Leuk Lymphoma

1992;6:277-287.

Fourouclas N, Campbell PJ, Bench AJ, Swanton S, Baxter EJ, Huntly BP, Green
AR. Size matters: the prognostic implications of large and small deletions of the
derivative 9 chromosome in chronic myeloid leukemia. Haematologica

2006;91:952-955.

Gishizky ML, Witte ON. Initiation of deregulated growth of multipotent progenitor
cells by ber-abl in vitro. Science 1992;256(5058):836-839.

Goldman JM, Melo JV. Chronic myeloid leukemia — advances in biology and new

approaches to treatment. N Engl J Med 2003;349(15):1451-1464.

Goldman JM, Melo JV. BCR-ABL in Chronic Myelogenous Leukemia — How
Does It Work? Acta Haematol 2008;119:212-217.

Groffen J, Stephenson JR, Heisterkamp N, Bartram C, de Klein A, Grosveld G. The
human c-abl oncogene in the Philadelphia translocation. J Cell Physiol Suppl
1984;3:179-191.

Guilhot F, Apperley J, Kim DW, Bullorsky EO, Baccarani M, Roboz GJ, Amadori
S, de Souza CA, Lipton JH, Hochhaus A, Heim D, Larson RA, Branford S, Muller
MC, Agarwal P, Gollerkeri A, Talpaz M. Dasatinib induces significant hematologic
and cytogenetic responses in patients with imatinib-resistant or intolerant chronic

myeloid leukemia in accelerated phase. Blood 2007;109(10):4143-4150.

Harris NL, Jaffe ES, Diebold J, Flandrin G, Miller-Hermelink HK, Vardiman J,
Lister TA, Bloomfield CD. World Health Organization of neoplastic diseases of the

hematopoetic and lymphoid tissues: report of the Clinical Advisory Committee

126


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1756491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1756491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1756491
http://www.nextbio.com/b/search/author/Nasios%20Fourouclas
http://www.nextbio.com/b/search/author/Peter%20J%20Campbell
http://www.nextbio.com/b/search/author/Anthony%20J%20Bench
http://www.nextbio.com/b/search/author/Soheila%20Swanton
http://www.nextbio.com/b/search/author/E%20Joanna%20Baxter
http://www.nextbio.com/b/search/author/Brian%20Jp%20Huntly
http://www.nextbio.com/b/search/author/Anthony%20R%20Green
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1375394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1375394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6589229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6589229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17264298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17264298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17264298

40.

41.

42.

43.

44,

45.

meeting-Airlie House Virginia, November 1997. J Clin Oncol 1999;17(12):3835-
3849.

Harrison CJ, Gibbons B, Yang F, Butler T, Cheung KL, Kearney L, Dirscherl L,
Bray-Ward P, Gregson M, Ferguson-Smith M. Multiplex fluorescence in situ
hybridization and cross species color banding of a case of chronic myeloid

leukemia in blastic crisis with a complex Philadelphia translocation. Cancer Genet

Cytogenet. 2000;116(2):105-10.

Hasford J, Pfirrmann M, Hehlmann R, Allan NC, Baccarani M, Kluin-Nelemans
JC, Alimena G, Steegmann JL, Ansari H. A new prognostic score for survival of
patients with chronic myeloid leukemia treated with interferon alfa. Writing
Committee for the Collaborative CML Prognostic Factors Project Group. J Natl
Cancer Inst 1998;90(11):850-858.

Hehlmann R, Hochhaus A, Baccarani M. Chronic myeloid leukemia. Lancet

2007;370(9584):342-350.

Heisterkamp N, Stephenson JR, Groffen J, Hansen PF, de Klein A, Bartram CR,
Grosveld G. Localization of the c-abl oncogene adjacent to a translocation break

point in chronic myelocytic leukaemia. Nature 1983; 306(5940):239-242.

Herens C, Tassin F, Lemaire V, Beguin Y, Collard E, Lampertz S, Croisiau C,
Lecomte M, De Prijk B, Longree L, Koulischer L. Deletion of the 5'-ABL region: a
recurrent anomaly detected by fluorescence in situ hybridization in about 10% of
Philadelphia positive chronic myeloid leukaemia patients. Br J Haematol

2000;110(1):214-216.

Hochhaus A, Baccarani M, Deininger M, Apperley JF, Lipton JH, Goldberg SL,
Corm S, Shah NP, Cervantes F, Silver RT, Niederwieser D, Stone RM, Dombret H,
Larson RA, Roy L, Hughes T, Miiller MC, Ezzeddine R, Countouriotis AM,
Kantarjian HM. Dasatinib induces durable cytogenetic responses in patients with

chronic myelogenous leukemia in chronic phase with resistance or intolerance to

imatinib. Leukemia 2008;22(6):1200-6.

127


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10640141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10640141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10640141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9625174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9625174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9625174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6316147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6316147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18401416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18401416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18401416

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Huntly BJ, Reid AG, Bench AJ, Campbell LJ, Telford N, Shepherd P, Szer J,
Prince HM, Turner P, Grace C, Nacheva EP, Green AR. De¢letions of the derivative
chromosome 9 occur at the time of the Philadelphia translocation and provide a

powerful and independent prognostic indicator in chronic myeloid leukemia. Blood

2001;98(6):1732-1738.

Huntly BJ, Bench A, Green AR. Double jeopardy from a single translocation:
deletions of the derivative chromosome 9 in chronic myeloid leukemia. Blood

2003;102(4):1160-1168.

Chomczynski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by quanidium
thiocyanate—phenol—chloroform extraction. Anal Biochem 1987;162:156—159.

Ishizawar R, Parsons SJ: c-Src and cooperating partners in human cancer. Cancer

Cell 2004;6(3):209-214.

Jabbour E, Kantarjian HM, Abruzzo LV, O'Brien S, Garcia-Manero G, Verstovsek
S, Shan J, Rios MB, Cortes J. Chromosomal abnormalities in Philadelphia
chromosome negative metaphases appearing during imatinib mesylate therapy in

patients with newly diagnosed chronic myeloid leukemia in chronic phase. Blood

2007;110(8):2991-5.

Jarosova M, Pospisilovda H, Plachy R, Divokd M, Holzerova M, Papajik T,
Koptikova J, Indrak K. Principy a vyznam pouziti arrayCGH v hematologii. Cas
Lék Cesk 2006;145(1):9-13.

Jarosova M. Comparative genomic hybridization and fluorescence in situ
hybridization in chronic lymphocytic leukemia. Methods Mol Med 2004;97:145-
157.

Jarosova M, Holzerova M, Mihal V, Lakoma I, Divoky V, Blazek B, Pospisilova
D, Hajduch M, Novak Z, Dusek L, Koptikova J, Poulsen TS, Indrak K. Complex
karyotypes in childhood acute lymphoblastic leukemia: cytogenetic and molecular

cytogenetic study of 21 cases. Cancer Genet Cytogenet 2003;145(2):161-168.

128


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17625066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17625066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17625066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15064491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15064491

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Jarosova M, Jedlickova K, Holzerova M, Urbanova R, Papajik T, Raida L, Pikalova
Z, Lakoma I, Prekopova I, Kropackova J, Indrak K. Contribution of comparative
genomic hybridization and fluorescence in situ hybridization to the detection of
chromosomal abnormalities in B-cell chronic lymphocytic leukemia. Onkologie

2001;24(1):60-65.

Jennings BH, Mills KI. C-myc locus amplification and the acquisition of trisomy 8

in the evolution of chronic myeloid leukemia. Leuk Res 1998;22:849-903.

Johanson B, Fioretos T, Mitelman F. Cytogenetic and molecular genetic evolution

of chronic myeloid leukemia. Acta Haematol 2002;107:76-94.

Jorgensen HG, Holyoake TL. Charakterization of cancer stem cells in chronic

myeloid leukemia. Biochem Soc Trans 2007;35(5):1347-51.

Kantarjian H, Smith TL, O’Brien S, Beran M, Pierce S, Talpaz M. Prolonged
survival in chronic myelogenous leukemia after cytogenetic response to interferon-

alpha therapy. TheLeukemia Service. Ann Intern Med 1995;122:254-261.

Kantarjian HM, O'Brien S, Cortes J, Giles FJ, Rios MB, Shan J, Faderl S, Garcia-
Manero G, Ferrajoli A, Verstovsek S, Wierda W, Keating M, Talpaz M. Imatinib
mesylate therapy improves survival in patients with newly diagnosed Philadelphia

chromosome-positive chronic myelogenous leukemia in the chronic phase:

comparison with historic data. Cancer 2003;98(12):2636-2642.

Ketley NJ, Newland AC. Haemopoietic growth factors. Postgrad Med J
1997;73(858):215-221.

Kim DH, Popradi G, Sriharsha L, Kamel-Reid S, Chang H, Messner HA, Lipton
JH. No significance of derivative chromosome 9 deletion on the clearance kinetics
of BCR/ABL fusion transcripts, cytogenetic or molecular response, loss of
response, or treatment failure to imatinib mesylate therapy for chronic myeloid

leukemia. Cancer 2008;113(4):772-781.

Kim M, Lee S, Jung CK, Lim J, Cho SG, Kim DW, Kim H, Han K, Min WS, Kim

CC. Transient trisomy 8 abnormality in Philadelphia-negative cells during imatinib

129


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14669283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14669283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14669283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14669283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20DH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Popradi%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sriharsha%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kamel-Reid%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chang%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Messner%20HA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lipton%20JH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lipton%20JH%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cancer.');

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

mesylate treatment of chronic myelogenous leukemia. Int J Lab Hematol

2008;30(6):508-512.

Knijnenburg J, Szuhai K, Giltay J, Molenaar L, Sloos W, Poot M, Tanke HJ,
Rosenberg C. Insights from genomic microarrays into structural chromosome

rearrangements. Am J Med Genet 2005;132:36-40.

Kolomietz E, Al-Maghrabi J, Brennan S, Karaskova J, Minkin S, Lipton S, Squire
JA. Primary chromosomal rearrangements of leukemia are frequently accompanied

by extensive submicroscopic deletions and may lead to altered prognosis. Blood

2001;97(11):3581-3588.

Koury MJ, Lichtman MA. Structure of the marrow and the hematopoietic
microenvironment. In: Kaushansky K, Lichtman MA, Beutler E, Kipps TJ,
Seligsohn U, Prchal JT, eds. Williams Hematology (8th ed). New York, The
McGraw-Hill Companies Inc; 2010:41-74.

Kramer A, Reiter A, Kruth J, Erben P, Hochhaus A, Muller M, Cross NC, Jones
AV, Ho AD, Hensel M. V617F JAK2 mutation in a patient with Philadelphia

chromosome-positive chronic myeloid leukemia. Lancet Oncol. 2007, 7:658-660.

Li J-Y, Xu W, Wu W, Zhu Y, Qiu H-R, Zhang R, Zhang S-J, Qian S-X. The
Negative Prognostic Impact of Derivative 9 Deletions in Patients Who Received

Hydroxyurea Treatment for Chronic Myelogenous Leukemia in the Chronic Phase.

Onkologie 2008;31(11):585-589.

Lin Y., Bruyere H., Horsman DE, Pantzar T, Barnett MJ, Hogge DE, Nevill TJ,
Nantel SH, Sutherland HJ, Toze CL, Shepherd JD, Lavoie JC, Song KW, Smith
CA, Forrest DL. Philadelphia-negative clonal hematopoiesis following imatinib
therapy in patients with chronic myeloid leukemia: a report of nine cases and

analysis of predictive factors. Cancer Genet Cytogenet 2006; 170:16-23.

Lippert E, Etienne G, Mozziconacci M-J, Laibe S, Gervais C, Girault S, Gachard
N, Tigaud I, Dastugue N, Huguet F, Fort M-P, Legros L, Eclache V, Mahon F-X.

Loss of the Y chromosome in Philadelphia-positive cells predicts a poor response

130


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Lancet%20Oncol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pantzar%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barnett%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hogge%20DE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nevill%20TJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nantel%20SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sutherland%20HJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Toze%20CL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shepherd%20JD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lavoie%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Song%20KW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smith%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smith%20CA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Forrest%20DL%22%5BAuthor%5D

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

of chronic myeloid leukemia patients to imatinib mesylate therapy. Haematologica

2010;95:1604-1609.

Lisker R, Casas L, Mutchinick O, Pérez-Chavez F, Labardini J. Late-appearing
Philadelphia chromosome in two patients with chronic myelogenous leukemia.

Blood 1980;56(5):812-814.

Loriaux M, Deininger M. Clonal cytogenetic abnormalities in Philadelphia
chromosome negative cells in chronic myeloid leukemia patients treated with

imatinib. Leuk Lymphoma 2004;45(11):2197-2203.

Lugo TG, Pendergast AM, Muller AJ, Witte ON. Tyrosine kinase activity and
transformation potency of bcr-abl oncogene products. Science 1990;

2;247(4946):1079-82.
Moloney WC. Radiogenic leukemia revisited. Blood 1987;70(4):905-8.
Mayer J, Stary J. Leukemie. 2002, Praha, 1. vydani Grada.

McWhirter JR, Wang JY. Effect of Ber sequences on the cellular function of the
Ber-Abl oncoprotein. Oncogene 1997;15(14):1625-1634.

Medina, J., Kantarjian, H., Talpaz, M., O’Brien, S., Garcia-Manero, G., Giles, F.,
Rios, M.B., Hayes, K. & Cortes, J. Chromosomal abnormalities in Philadelphia
chromosome-negative metaphases appearing during imatinib mesylate therapy in

patients with Philadelphia chromosome-positive chronic myelogenous leukemia in

chronic phase. Cancer 2003;98:1905-1911.

Minami Y, Stuart SA, Ikawa T, Jiang Y, Banno A, Hunton IC, Young DJ, Naoe T,
Murre C, Jamieson CH, Wang JY. BCR/ABL transformed GMP as myeloid
leukemic cells. Proc Natl Acad Sci USA 2008;105(46):17967-17972.

Mitelman F, Johansson B, Mertens F, editors. Mitelman database of chromosome
aberrations in cancer [Internet]. Updated 2002. Available at:

http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman. Accessed May 2005.

131


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6932978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6932978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15512807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15512807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15512807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moloney%20WC%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Blood.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9349495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9349495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Minami%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stuart%20SA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ikawa%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiang%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Banno%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hunton%20IC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Young%20DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Naoe%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Murre%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jamieson%20CH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20JY%22%5BAuthor%5D
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=url&_cdi=4991&_issn=01654608&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fcgap.nci.nih.gov%252FChromosomes%252FMitelman

79.

80.

81.

82.

83

84.

85.

86.

87.

Mohamed AN, Pemberton P, Zondej J, Schiffer CA. The effects on imatinib
mesylat on patiens with Philadelphia chromosome positive chronic myeloid

leukemia with secondary chromosomal aberrations.Clin Cancer Res 2003;9:1333-7.

Mughal TI, Goldman JM. Molecularly targeted treatment of chronic myeloid
leukemia: beyond the imatinib era. Front Biosci 2006;11:209-220.

Nausova J, Priwitzerovd M, JaroSova M, Indrédk K, Faber E, Divoky V. Chronicka
myeloidni leukémie - rezistence na imatinib mesylat (Glivec) - prehled literatury

a vlastni zkugenosti. Cas Lék Ces 2006;145(5):377-382.

Nowell PC, Hungerford DA. A minute chromosome in human chronic granulocytic

leukemia. Science 1960;132:1497.

. O’Brien S, Thall PF, Siciliano MJ. Cytogenetic of chronic myelogenous leukemia.

Baillieres Clin Haematol 1997;10:259-276.

O’Brien SG, Guilhot F, Goldman JM, Hochhaus A, Hughes TP, Radich JP, Rudoltz
M, Filian J, Gathmann I, Druker BJ, Larson RA. International randomized study of
interferon versus STI5S71 (IRIS) 7-year follow-up: Sustained survival, low rate of
transformation and increased rate of major molecular response (MMR) in patiens
(pts) with newly diagnosed chronic myeloid leukemia in chronic phase (CML-CP)
treated with imatinib (IM). Blood 2008; 112: Abstr. NO 186.

O’Dwyer ME, Druker BJ. Chronic myelogenous leukaemia - new therapeutic

principles. J Int Med 2001;250(1):3-9.

O'Dwyer ME, Mauro MJ, Kurilik G, Mori M, Balleisen S, Olson S, Magenis E,
Capdeville R, Druker BJ. The impact of clonal evolution on response to imatinib

mesylate (STIS71) in accelerated phase CML. Blood 2002;100(5):1628-33

O'Dwyer ME, Mauro MJ, Blasdel C, Farnsworth M, Kurilik G, Hsieh YC, Mori M,
Druker BJ. Clonal evolution and lack of cytogenetic response are adverse
prognostic factors for hematologic relapse of chronic phase CML patients treated

with imatinib mesylate. Blood 2004;103(2):451-5

132


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12176881
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12176881
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14512312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14512312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14512312

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

O’Shea D, Crotty G, Carroll P, Conneally E, McCann S, Neat MJ. Clonal
karyotypic abnormalities in Philadelphia negative cells of CML patients treated
with imatinib: is it under-reported and does it have any clinical significance. Br J

Haematol 2004; 127: 367-369.

Otero L, Ornellas MH, de Azevedo AM, Dobbin J, Abdelhay E, Bouzas LF,
Fernandez T. The impact of additional chromosomal abnormalities in response to
imatinib mesylate therapy for chronic myeloid leukemia. Revista Brasileria de

Cancerologia. 2007;53:405-410

Pabst T, Stillner E, Neuberg D, Nimer S, Willman CL, List AF, Melo JV, Tenen
DG, Mueller BU. Mutations of the myeloid transcription factor CEBPA are not

associated with the blast crisis of chronic myeloid leukaemia. Br J Haematol

2006;133(4):400-402.

Pasternak G, Hochhaus A, Schultheis B, Hehlmann R. Chronic myelogenous
leukemia: molecular and cellular aspects. J Cancer Res Clin Oncol

1998;124(12):643-660.

Pavlovsky C, Kantarjian H, Cortes JE. First-line therapy for chronic myeloid
leukemia: Past, present, and future. Am J Hematol 2009;84(5):287-93

Perrotti D, Cesi V, Trotta R, Guerzoni C, Santilli G, Campbell K, Iervolino A,
Condorelli F, Gambacorti-Passerini C, Caligiuri MA, Calabretta B. BCR/ABL
supresses C/EBPalpha expression through inhibitory action of hnRNP E2. Nat
Genet 2002; 30;48-58.

Popenoe DW, Schaefer-Rego K, Mears JG, Bank A, Leibowitz D. Frequent and
extensive deletion during the 9,22 translocation in CML. Blood 1986;68(5):1123-
1128.

Quintas-Cardama A, Kantarjian H, Talpaz M, O'Brien S, Garcia-Manero G,
Verstovsek S, Garcia-Manero G, Verstovsek S, Rios MB, Hayes K, Glassman A,
Bekele BN, Zhou X, Cortes J. Imatinib mesylate therapy may overcome the poor
prognostic significance of deletions of derivative chromosome 9 in patients with

chronic myelogenous leukemia. Blood 2005;105(6):2281-2286.

133


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Conneally%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McCann%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Neat%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16643447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16643447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pasternak%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hochhaus%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schultheis%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hehlmann%20R%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Cancer%20Res%20Clin%20Oncol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19306355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19306355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guerzoni%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santilli%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Campbell%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Iervolino%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Condorelli%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gambacorti-Passerini%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Caligiuri%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Calabretta%20B%22%5BAuthor%5D

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Radich JP, Dai H, Mao M, Oehler V, Schelter J, Druker B, Sawyers C, Shah N,
Stock W, Willman CL, Friend S, Linsley PS. Gene expression changes associated
with progression and response in chronic myeloid leukemia. Proc Natl Acad Sci

USA 2006;103(8):2794-2799.

Rowley JD. A new consistent chromosomal abnormality in chronic myelogenous
leukaemia identified by quinacrine fluorescence and Giemsa staining. Nature

1973;243:290-293.

Roy L, Guilhot J, Krahnke T, Guerci-Bresler A, Druker BJ, Larson RA, O'Brien S,
So C, Massimini G, Guilhot F. Survival advantage from imatinib interferon-alpha
plus cytarabine in compared with the combination chronic-phase chronic

myelogenous leukemia: historical comparison between two phase 3 trials. Blood

2006;108(5):1478-84.

Royer-Pokora B, Hildebrandt B, Redmann A, Herold C, Kronenwett R, Haas R et
al. Simultaneous occurrence of a t(9;22) (Ph) with a t(2;11) in a patient with CML

and emergence of a new clone with the t(2;11) alone after imatinib mesylate

treatment. Leukemia 2003;17:807-810.

Sawyers CL, McLaughlin J, Goga A, Havlik M, Witte O. The nuclear tyrosine
kinase c-Abl negatively regulates cell growth. Cell 1994;77(1):121-31

Shaffer LG, Tommerup N, (eds). ISCN: An international system for human

cytogenetic nomenclature. 2005 Basel, Karger.

Shaffer LG, Slovak ML, Campbell LJ (eds). ISCN 2009: An International System
for Human Cytogenetic Nomenclature (2009). Recommendations of the
International Standing Committee on Human Cytogenetic Nomenclature, 2009,

Karger.

Schoch C, Haferlach T, Kern W, Schnittger S, Berger U, Hehlmann R, Hiddemann
W, Hochhaus A. Occurrence of additional chromosome aberrations in chronic

myeloid leukemia patients treated with imatinib mesylate. Leukemia

2003;17(2):461-3.

134


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16477019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16477019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roy%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guilhot%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krahnke%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guerci-Bresler%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Druker%20BJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Larson%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Brien%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22So%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Massimini%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guilhot%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7512450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7512450
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&field-author=Lisa%20G.%20Shaffer
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_2?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&field-author=Marilyn%20L.%20Slovak
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_3?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&field-author=Lynda%20J.%20Campbell
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12592348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12592348

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

I11.

112.

Shah NP, Nicoll JM, Nagar B, Gorre ME, Paquette RL, Kuriyan J, Sawyers CL.
Multiple BCR-ABL kinase domain mutations confer polyclonal resistance to the
tyrosine kinase inhibitor imatinib (STI571) in chronic phase and blast crisis chronic

myeloid leukemia. Cancer Cell 2002;2(2):117-125.

Sinclair PB, Green AR, Grace C, Nacheva EP. Improved sensitivity of BCR-ABL
detection: a triple-probe three-color fluorescence in situ hybridization system.

Blood 1997;90:1395-1402.

Sinclair PB, Nacheva EP, Leversha M, Telford N, Chang J, Reid A, Bench A,
Champion K, Huntly B, Green AR. Large deletions at the t(9;22) breakpoint are
common and may identify a poor-prognosis subgroup of patients with chronic

myeloid leukemia. Blood 2000;95(3):738-743.

Skorski T, Nieborowska-Skorska M, Wlodarski P, Zon G, lozzo RV, Calabretta B.
Antisense oligodeoxynucleotide combination therapy of primary chronic

myelogenous leukemia blast crisis in SCID mice. Blood 1996;88:1005-1012.

Sokal JE, Cox EB, Baccarani M, Tura S, Gomez GA, Robertson JE, Tso CY, Braun
TJ, Clarkson BD, Cervantes F. Prognostic discrimination in "good-risk" chronic

granulocytic leukemia. Blood 1984;63(4):789-799.

Shtivelman E, Lifshitz B, Gale RP, Canaani E. Fused transcript of abl and bcr
genes in chronic myelogenous leukaemia. Nature 1985;315(6020):550-4.

Stopera SA, Ray M, Riordan D, Christie N, Wickstrom D. Variant Philadelphia
translocations in chronic myeloid leukemia: correlation with cancer breakpoints,

fragile sites and oncogenes. Cancer Lett 1990; 55(3):249-53.

Stuart SA, Minami Y, Wang JY. The CML stem cell: evolution of the progenitor.
Cell Cycle 2009;8(9):1338-1343.

Su XY; Wong N, Cao Q, Yu LZ, Niu C, Wickham N, Johnson PJ, Chen Z, Chen
SJ. Chromosomal Aberrations During Progression of Chronic Myeloid Leukemia

Identified by Cytogenetic and Molecular Cytogenetic Tools: Implication of 1q12-
21. Cancer Genet Cytogenet 1999;108(1),6-12.

135


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12204532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12204532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12204532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sinclair%20PB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nacheva%20EP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leversha%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Telford%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chang%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reid%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bench%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Champion%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Huntly%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Green%20AR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6584184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6584184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2989692
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2989692
http://www.ingentaconnect.com/content/els/01654608;jsessionid=8soru5ho1qha0.alexandra

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Talpaz M, Kantarjian H, Kurzrock R, Gutterman JU. Interferon alpha in the therapy
of CML. Br J Haematol 1991;79 Suppl 1:38-41.

Tavian M, Péault B. Embryonic development of the human hematopoietic system.

Int J Dev Biol 2005;49(2-3):243-250.

Terre C, Eclache V, Rousselot P, Imbert M, Charrin C, Gervais C, Mozziconacci
MJ, Maarek O, Mossafa H, Auger N, Dastugue N, Talmant P, Van den Akker J,
Leonard C, N'Guyen Khac F, Mugneret F, Viguié¢ F, Lafage-Pochitaloff M, Bastie
JN, Roux GL, Nicolini F, Maloisel F, Vey N, Laurent G, Recher C, Vigier M,
Yacouben Y, Giraudier S, Vernant JP, Salles B, Roussi J, Castaigne S, Leymarie V,
Flandrin G, Lessard M. Report of 34 patients with clonal chromosomal
abnormalities in Philadelphia-negative cells during imatinib treatment

of Philadelphia-positive chronic myeloid leukemia. Leukemia 2004;18:1340-1346.
Tjio JH, Levan A. The chromosome number of man. Hereditas 1956;42:1-6.
Toman M. Veterinarni imunologie. 2000, Praha, 1. vydani Grada Publishing.

Tomasson MH, Sternberg DW, Williams IR, Carroll M, Cain D, Aster JC et al.
Fatal myeloproliferation, induced in mice by TEL/PDGFbetaR expression, depends
on PDGFbetaR tyrosines 579/581. J Clin Invest 2000;105(4):423-32.

Valencia A, Cervera J, Such E, Barragan E, Bolufer P, Fuster O, Collado R,
Martinez J, Sanz MA. Complex Variant t(9;22) Chromosome Translocations in

Five Cases of Chronic Myeloid Leukemia. Adv Hematol 2009;2009:187125.

Van Dongen JJ, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G,
Gottardi E, Rambaldi A, Dotti G, Griesinger F, Parreira A, Gameiro P, Diaz MG,
Malec M, Langerak AW, San Miguel JF, Biondi A. Standardized RT-PCR analysis
of fusion gene transcripts from chromosome aberrations in acute leukemia for
detection of minimal residual disease. Report of the BIOMED-1 Concerted Action:
investigation of minimal residual disease in acute leukemia. Leukemia

1999;13(12):1901-1928.

136


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1931707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1931707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Imbert%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Charrin%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gervais%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mozziconacci%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mozziconacci%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maarek%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mossafa%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Auger%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dastugue%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Talmant%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Van%20den%20Akker%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leonard%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22N'Guyen%20Khac%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mugneret%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vigui%C3%A9%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lafage-Pochitaloff%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bastie%20JN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bastie%20JN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roux%20GL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nicolini%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maloisel%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vey%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Laurent%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Recher%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vigier%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yacouben%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giraudier%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vernant%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salles%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roussi%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Castaigne%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leymarie%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Flandrin%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lessard%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19946422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19946422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=10602411&query_hl=5&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=10602411&query_hl=5&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=10602411&query_hl=5&itool=pubmed_docsum

121.

122.

123.

124.

125.

Vardiman JW, Thiele J, Arber DA, Brunning RD, Borowitz MJ, Porwit A, Harris
NL, Le Beau MM, Hellstrom-Lindberg E, Tefferi A, Bloomfield CD. The 2008
revision of the World Health Organization (WHO) classification of myeloid
neoplasms and acute leukemia: rationale and important changes. Blood

2009;114(5):937-951.

Verma D, Kantarjian H, Shan J, O'Brien S, Estrov Z, Garcia-Manero G, Koller C,
Borthakur G, Cortes J. Survival outcomes for clonal evolution in chronic myeloid

leukemia patients on second generation tyrosine kinase inhibitor therapy. Cancer

2010;116(11):2673-81

Virtaneva K, Wright FA, Tanner SM, Yuan B, Lemon WJ, Caligiuri MA,
Bloomfield CD, de La Chapelle A, Krahe R. Expression profiling reveals
fundamental biologic differences in acute myeloid leukemia with isolated trisomy 8

and normal cytogenetics. Proc Natl Acad Sci U S A 2001;98:1124-1129.

Weissman IL, Anderson DJ, Gage F. Stem and progenitor cells: origins,
phenotypes, lineage commitments, and transdifferentiations. Annu Rev Cell Dev

Biol 2001;17:387-403.

Yong AS, Szydlo RM, Goldman JM, Apperley JF, Melo JV. Molecular profiling of
CD34+ cells identifies low expression of CD7, along with high expression of

proteinase 3 or elastase, as predictors of longer survival in patients with CML.

Blood 2006;107(1):205-212

137


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20499401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20499401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16144796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16144796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16144796

12 SEZNAM PUBLIKACI

1. Publikace souvisejici s diserta¢ni praci

Pivodni védecké publikace uveiejnéné v ¢asopisech s IF

Faber E, Nausova J, Jarosovd M, Egorin MJ, Holzerovd M, Rozmanova S, Maresova 1,

Divoky V, Indrak K. Intermittent dosage of imatinib mesylate in CML patients with a
history of significant hematologic toxicity after standard dosing. Leuk Lymphoma 2006
Jun;47(6):1082-90. IF 1,559

Holzerovd M, Faber E, Veselovska J, Urbankova H, Balcarkova J, Rozmanova S, Voglova
J, Muzik J, Chroust K, Indrak K, JaroSovda M. CAMELIA-Chronic Myeloid Leukaemia
Project.: Imatinib mesylate efficacy in 72 previously treated Philadelphia-positive chronic
myeloid leukemia patients with and without additional chromosomal changes: single-

center results. Cancer Genet Cytogenet 2009 May;191(1):1-9. IF 1,537

Piednasky

Holzerova M, JaroSova M, PospiSilova H, Faber E, Lakoma I, Prekopova I, Hanzlikova J,
Chludovd K, Papajik T, Indrdk K. Interfazni FISH u nemocnych s CML lécenych
preparatem Glivec. V. Hradecky den cytogenetiky a molekuldrni genetiky, Hradec
Kralove, 14. 4. 2004

Holzerovd M, JaroSovd M, PospiSilova H, Priwitzerova M, Divoky V, Lakoma I,
Prekopova I, Hanzlikova J, Divokd M, Vogelova J, Faber E, Indrak K. Ptidatné
chromosomové zmény u pacientlt s CML lé¢enych preparatem Glivec. XVIII. Olomoucké

hematologické dny, Olomouc, 2. — 5. 6. 2004

Holzerovd M, JaroSova M, Pospisilova H, Chludova K, Lakoma I, Prekopova I,

Hanzlikova J, Faber E, Indrak K. Cytogenetika a molekularni cytogenetika nemocnych

138


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16840200?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16840200?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=4

s CML lécenych preparatem Glivec. 37. Vyro¢ni cytogeneticka konference s mezinarodni

ucasti, Olomouc, 9. — 10. 9. 2004

Holzerova M, Faber E, Pospisilova H, Strasilova J, Voglova J, Divoky V, Nausova J,
Indrak K, Jarosova M. Pridatné chromosomové zmény u pacienti s CML lécenych
preparatem Glivec. Dny diagnostické, prediktivni a experimentalni onkologie. Olomouc, 9.

—10. 12. 2005

Postery

Holzerova M, JaroSova M, Faber E, PospiSilova H, Priwitzerova M, Lakoma I, NauSova J,
Divoky V, Divokd M, Vogelova J, Indrak K. Additional chromosomal abnormalities in
CML patients treated with Glivec (cytogenetic and molecular cytogenetic study of 72
cases). 9th Congress of the European Hematology Association, Zeneva, Svycarsko, 10. —

13. 6. 2004

Holzerova M, Faber E, Pospisilova H, Lakoma I, Divoky V, Nausova J, Divoka M,
Voglova J, Indrak K, Jarosova M. Cytogenetic and molecular cytogenetic study of 72 CML
patients treated with imatinib. Konference Evropské spolecnosti pro lidskou genetiku,

Praha, 7. — 10. 5. 2005

II. Ostatni publikace

Pivodni védecké publikace uverejnéné v ¢asopisech s IF

Jarosova M, Holzerova M, Mihal V, Blatny J, Lakoma I, Trka J, Pikalova Z, Hrusék O,
Indrak K. Additional evidence of genetic changes in children with ALL and TEL/AMLI
fusion gene. Leukemia 2002 Sep;16(9):1873-5. IF 4,693

Jarosova M, Holzerovd M, Mihdl V, Lakoma I, Divoky V, Blazek B, PospiSilova D,
Hajduch M, Novak Z, Dusek L, Koptikova J, Poulsen TS, Indrak K. Complex karyotypes

139


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12200711?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12200711?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12935929?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=9

in childhood acute lymphoblastic leukemia: cytogenetic and molecular cytogenetic study

of 21 cases. Cancer Genet Cytogenet 2003 Sep;145(2):161-8. IF 1,542

Jarosova M, Papajik T, Holzerovd M, Dusek L, Pikalova Z, Lakoma I, Raida L, Faber E,
Divokd M, Vlachova S, Prekopova I, Novosadova A, Pospisilova H, Indrak K. High
incidence of unbalanced chromosomal changes in mantle cell lymphoma detected by

comparative genomic hybridization. Leuk Lymphoma 2004 Sep;45(9):1835-46. IF 1,147

Jarosova M, Takacova S, Holzerova M, Priwitzerova M, Divoka M, Lakoma I, Mihal V,
Indrak K, Divoky V. Cryptic MLL-AF10 fusion caused by insertion of duplicated 5' part of
MLL into 10pl12 in acute leukemia: a case report. Cancer Genet Cytogenet 2005 Oct
15;162(2):179-82. IF 1,640

Bedrnicek J, Vicha A, Jarosova M, Holzerova M, Cinatl Jr J, Michaelis M, Cinatl J,
Eckschlager T. Characterization of drug-resistant neuroblastoma cell lines by comparative

genomic hybridization. Neoplasma 2005;52(5):415-9. IF 0,731

Balcarkova J, Urbankova H, Scudla V, Holzerovd M, Bacovsky J, Indrék K, Jarosova M.
Gain of chromosome arm 1q in patients in relapse and progression of multiple myeloma.

Cancer Genet Cytogenet 2009 Jul 15;192(2):68-72. IF 1,537

Jarosova M, Urbankova H, Plachy R, Papajik T, Holzerova M, Balcarkova J, Pikalova Z,
Divoky V, Indrak K. Gain of chromosome 2p in chronic lymphocytic leukemia :

significant heterogenity and a new recurrent dicentric rearrangement, Leukemia and

Lymphoma, 2010;51 (2): 304-313. IF 2,397

Urbankova H, Holzerova M, Balcarkova J, Raida L, Prochazka V, Pikalova Z, Papajik T,
Indrdk K, Jarosovda M. Array comparative genomic hybridization in the detection of
chromosomal abnormalities in T-cell prolymphocytic leukemia. Cancer Genet Cytogenet.

2010 Oct 1;202(1):58-62. IF 1,537

140


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15223644?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15223644?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15223644?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16213369?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16213369?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16151587?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16151587?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20804923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20804923

Pivodni védecké publikace uveiejnéné v recenzovanych védeckych ¢asopisech

Jarosova M, PospiSilova H, Plachy R, Divoka M, Holzerova M, Papajik T, Koptikova J,
Indrak K. Principy a vyznam pouziti array CGH v hematologii. Cas Lék Cesk.
2006;145(1):9-13. Review.

Balcarkova J, Prochazkova K, S¢udla V, Holzerova M, Bacovsky J, Zemanova M,
PospiSilova H, Hanzlikova J, Kropackova J, Prekopové I, Pika T, Minatik J, Indrak K,
JaroSova M Molekularné cytogenetickd analyza plazmatickych bunék u pacientt

s mnohocetnym myelomem. Transfuze a hematologie dnes 2007; 4: 176 -182.

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, Schulzova M, Kralova D, Hijek R:
Vysledky  molekularné  cytogenetické analyzy  imunofluorescenéné  znacenych
plasmatickych bunck u pacientli s mnohocetnym myelomem zatazenych ve studit CMG

2002. Klinicka Onkologie 2008 supplement /2008, 204-206.

Szotkowski T, Jarosova M, Faber E, Hubacek J, Hlusi A, Papajik T, Pikalova Z,
Kucerova L, Holzerova M, Budikova M, Buriankova E, Plachy R, Potomkova J, Klusova
N, Szotkowska R, Indrak K. Precursor T-lymphoblastic lymphoma as a secondary
malignancy in a young patient after successful treatment of acute promyelocytic leukemia.

Onkologie. 2009 Sep;32(8-9):513-5. Epub 2009 Jul 23

Piednasky

Holzerova M, Jarosovd M, PospiSilovda H, Mihal V, Blazek B, Stérba J, Lakoma I,
Prekopova I, Hanzlikova J, Pikalova Z, Zemanova Z, Indrak K. Detekce nebalancovanych
chromozomovych zmén u détskych ALL metodou CGH. Celostatni sjezd Spolecnosti
1ékai'ské genetiky a 36. vyro¢ni zasedani cytogenetické sekce Biologické spole¢nosti CAV,

Plzen, 17.-19. 9. 2003

Holzerova M, Chludova K, S¢udla V, Vyttasovd M, Pospisilovd H, Lakoma I, Prekopova

I, Hanzlikova J, Kropackova J, Indrak K, JaroSova M. Studie chromosomovych zmén u

141


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19745598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19745598

nemocnych s mnohocetnym myelomem. XIX. Olomoucké hematologické dny, Olomouc,

15.—-18. 6.2005

Holzerova M, Chludova K, S¢udla V, Vytrasova M, Pospisilova H, Lakoma I, Prekopova
I, Hanzlikova J, Kropackova J, Indrak K, JaroSova M. Studie chromosomovych zmén u
nemocnych s mnoho¢etnym myelomem. 38. Vyroéni konference cytogenetické sekce Cs.

Biologické spole¢nosti, Brno, 8. — 9. 9. 2005

Holzerovd M, Pospisilova H, Papajik T, Urbanova R, Pikalova Z, Plachy R, Dusek L,
Budinské E, Sulovska I, Indrak K, JaroSova M. Cytogenetic and FISH study in 203 B-CLL

patients. XX. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni ucasti. Olomouc, 31. 5. — 3. 6.

2006

Holzerova M, Lakomé I, PospiSilova H, Prekopova I, Kropackova J, Hanzlikova J,
Pospisilova D, Novak Z, Mihal V, Blazek B, Kuhn T, Ptoczkova H', Indrak K, JaroSova M.
Vysoka frekvence a heterogenita piidatnych chromosomovych zmén u détskych
TEL/AMLI positivnich ALL. Vysledky olomouckého cytogenetického centra z obdobi let
1996-2006. 39. vyroéni konference Cytogenetické sekce Cs. Biologické spole¢nosti, Ceské
Budgjovice, 14. —15.9. 2006

Holzerova M, Lakomé I, Pospisilovda H, Prekopova I, Kropackova J, Hanzlikova J,
Pospisilova D, Novak Z, Mihal V, Blazek B, Kuhn T, Ptoczkova H, Indrak K, JaroSova M.
Dicentrické chromosomy u détskych akutnich lymfoblastickych leukemii (ALL). II. Dny

diagnostické, prediktivni a experimentalni onkologie, Olomouc, 7. -9. 12. 2006

Holzerova M, Lakoma I, Pospisilova H, Balcarkova J, Pospisilova D, Novak Z, Mihal V,
Blazek B, Indrak K, Jarosova M. Dicentric chromosomes in childhood acute lymphoblastic

leukemia (ALL). XXI. Olomoucké hematologické dny, Olomouc, 16. — 19. 6. 2007

Holzerova M, Pospisilova H, Balcarkova J, Hubacek J, Szotkowski T, Indrak K, JaroSova
M. Mapovani chromosomového zlomu zahrnuté¢ho do nové translokace t(11;18) u AML.
Celostatni sjezd spolecnosti 1ékaiské genetiky CLS JEP a 40. vyro¢ni cytogeneticka
konference, Praha, 19.-21. 9. 2007

142



Holzerovd M, Urbankova H, Balcarkova J, Papajik T, Indrak K, JaroSova M. Duplikace
12q u lymfoproliferaci. VII. Hradecky den cytogeneticky a molekularni genetiky, Hradec
Kralové, 16.4.2008

Holzerovd M, Urbankova H, Plachy R, Kucerova L, Pikalova Z, Papajik T, Indrak K,
JaroSovda M. ZmnoZeni oblasti 2p u nemocnych s CLL. 41. vyro¢ni cytogeneticka

konference. Olomouc, 11.—12. zafi 2008

Holzerovd M, Urbankova H, Balcarkova J, Papajik P, Indrak K, JaroSova M. Jak muze
cytogenetické vySetfeni uzliny pfispét k diagnostice lymfomi. 5. Moravské lymfomové

symposium, Olomouc, 23.1.2009

Postery:

Holzerova M, JaroSovd M, Mihél V, Blazek B, Lakoma I, PospiSilova H, Prekopova I,
Hanzlikova J, Divoka M, Pikalova Z, Indrak K. High incidence of additional chromosomal
changes in childhood acute lymphoblastic leukemia with TEL/AMLI1 gene fusion. Eur J
Human Genetics 2003;11; Suppl.1; p.87. European human genetics conference 2003,
England, Birmingham, 3. — 6. 5. 2003

Holzerovd M, JaroSova M, Mihal V, PospiSilova H, Blazek B, Stary J, Zuna J, Trka J,
Pospisilova D, Divokd M, Zemanova Z, Hrusak O, Divoky V, Pikalovd Z, Indrak K.
Comparative genomic hybridization /CGH) in detection of chromosomal changes in 120

childhood acute lymphoblastic leukemias. Update of results. Annales de Génétique; 2003

Holzerovd M, JaroSova M, Mihal V, Blazek B, Lakoma I, Pospisilova H, Prekopova I,
Hanzlikova J, Divokd M, Pikalovda Z, Indrdk K. Vysoka incidence piidatnych
chromosomovych zmén u détskych TEL/AMLI1 pozitivnich ALL. XVII. Olomoucké

hematologické dny s mezinarodni ucasti Olomouc, 4. — 7. 6. 2003

Holzerova M, Mihal V, Lakoma I, Prekopova I, Hanzlikova J, PospiSilova H, Novak Z,
PospiSilova D, Blazek B, Indrak K, JaroSovda M. Chromosome Research, Vol. 13,
Suplement 1, 2005 Aberrations of Chromosome 7 in Childhood Acute Lymphoblastic
Leukemias. 5th European Cytogenetics Conference Spanélsko, Madrid, 4. — 7. 6. 2005

143



Holzerova M, Pospisilova H, Papajik T, Urbanova R, Pikalova Z, Plachy R, Indrak K,
Jarosova M. Cytogenetic and FISH study in 203 B-CLL patients. Haematologica, The
hematology journal, Abstract book, Vol. 91 — Supplement No 1, June, 2006. 11™ Congress
of the Europian Hematology Association (EHA), Amsterdam, the Netherlands, June 15 —
18, 2006

Holzerova M, Lakoma I, Pospisilova H, Balcarkova J, Pospisilova D, Novak Z, Mihal V,
Blazek B, Indrak K, Jarosova M. Dicentric chromosomes in childhood acute lymphoblastic

leukemia (ALL). 6th European Cytogenetic Conference, 7-10 July 2007, Istanbul, Turkey

Holzerova M, Urbankova H, Balcarkova J, Plachy R, Kucerova L, Pikalova Z, Papajik T,
Indrak K, JaroSovd M. Gains of chromosome 2p in chronic lymphocytic leukemia. XXII.

Olomoucké hematologické dny s mezinarodni Gcasti. Olomouc, 28. —31. 5. 2008

Holzerova M, Urbankova H, Balcarkova J, Plachy R, Kucerova L, Pikalova Z, Papajik T,
Indrak K, JaroSova M. Gains of chromosome 2p in chronic lymphocytic leukemia. ESHG

Conference 2008, Barcelona, gpanélsko, 31.6.—3.7.2008

144



