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L’NGS nella CLL: il laboratorio incontra il clinico



LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

• La LLC è un disordine linfoproliferativo cronico che coinvolge i linfociti B CD5-positivi e che rientra tra 

le neoplasie a cellule B-mature della classificazione WHO (Muller-Hermelink HK et al, 2008). E’ più 

frequente nei maschi che nelle femmine (1,5-2,0/1), ed ha un’incidenza nei paesi occidentali, riferita 

a 100.000 abitanti, compresa tra 2-6 casi/anno, mentre è rara in Giappone e nei paesi orientali, ove 

l’incidenza è <1 caso/100.000 abitanti (Redaelli A et al, 2004).

• L’età media alla diagnosi è attorno ai 70 anni, e l’incidenza aumenta da 1 caso/anno/100.000 abitanti 

nella fascia 40-50 anni a 20 casi nella fascia 70-80 anni. Oltre il 40% delle LLC è diagnosticata ad 

un’età >75 anni, mentre meno del 10% è diagnosticata prima dei 50 anni (Brenner H et al, 2008).



Chronic lymphocytic leukaemia: ESMO Clinical
Practice Guidelines for diagnosis, treatment and

follow-up
B. Eichhorst, M. Hallek & M. Dreyling

On behalf of the ESMO Guidelines Working Group*
Annals of Oncology 21 (Supplement 5): v162–v164, 2010









 Venetoclax and ibrutinib stopped at 14 months if 8-month BM is MRD(neg)

 Venetoclax and ibrutinib stopped at 26 months if 14-month BM is MRD(neg)

 Ibrutinib alone continues if 26-month BM is MRD(pos)

Phase 2
R/R CLL*  
(N=54)

Ibrutinib + 
Venetoclax

Primary Endpoint: 
MRD eradication (<0.01% CLL cells) in 
BM after 12 months ibrutinib + 
venetoclax

Secondary Endpoints: ORR, PFS, OS, AEs

*First 3 patients only.
AE=Adverse Event.  BM=Bone Marrow.  CT=Computed Tomography.  CLL=Chronic Lymphocytic Leukemia.  MRD=Minimal Residual Disease.

neg=negative.  ORR=Overall Response Rate.  OS=Overall Survival.  PFS=Progression Free Survival.  PO=By Mouth (Orally).  pos=positive.  
QD=Daily.  R/R=Relapsed/Refractory. 

Hillmen P, et al. Oral #428. 59th ASH Annual Meeting and Exposition; December 8-12, 2017; Atlanta, GA.

Treatment 
Schema 

Ibrutinib, 420 mg QD PO

*No previous BTKi or venetoclax
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a Data cut-off: 15 October 2014; Study 116 only
b Data cut-off: 2 May 2016, Studies 116 + 117; median (range) follow-up: 25.0 months (0.3–45.6)
for idelalisib + rituximab and 15.9 months (0.2–44.3) for placebo + rituximab Kreuzer KA, et al. iwCLL 2017 (Abstract 410; poster).

CK does not significantly influence PFS and OS outcomes in idelalisib + rituximab-treated patients

No significant adverse effect of CK on OS in idelalisib-treated patients 
(HR 1.97; 95% CI=0.87, 4.48; p=0.10)

PFSa

CK idelalisib + R (n=26)

No CK idelalisib + R (n=39)

CK placebo + R (n=24)

No CK placebo + R (n=38)
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Study 116/117: Idelalisib + R vs. placebo + R treatment in patients with R/R CLL



RT: Richter’s transformation;
wt: wild type

1. Willander K, et al. BMC Cancer 2013; 13:274. 2. Stilgenbauer S, et al. Blood 2014; 123:3247–3254. 3. Pozzo F, et al. Leukemia 2016; 30:182–189. 4. 
Sutton LA & Rosenquist R. Haematologica 2015; 100:7–16. 5. Rossi D, et al. Blood 2012; 119:521–529. 

• NOTCH1 mutations are found in 
~7% of CLL cases at diagnosis1

• NOTCH1 mutations lead to oncogenic 
pathway activation2 and 
downregulation of CD203

NOTCH1 variants are found in patients with CLL and are associated with 
Richter’s transformation

Risk of Richter’s transformation in patients
with NOTCH1 variants5

5-year risk of RT

NOTCH1 wt 6.8%

NOTCH1 variant 18.3%
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• Chl: chlorambucil; OFA: ofatumumab

• 1. Stilgenbauer S, et al. Blood 2014; 123:3247–3254.
2. https://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00281918 (accessed Feb 2018).

• 3. Tausch E, et al. Blood 2013;122:527.

Patients with NOTCH1 variants treated with FC or Chl do not benefit from 
addition of anti-CD20 therapy

CLL8: Phase III, randomised, open-label trial of FCR 
as a first-line treatment for patients with CLL (N=817)1,2

Rituximab failed to improve PFS in patients 
with NOTCH1 variants

COMPLEMENT-1: Phase III, randomised, open-label trial of Chl 
vs. Chl-OFA as first-line treatment in patients with CLL 

(N=376)3,4
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1. Herling CD, et al. Nat Commun 2018; 9:727.
2. Nahta R, et al. Mol Cancer Ther 2006; 5:1593–1601.

CDKN2A/B and BTG1 mutations may play a role in venetoclax resistance

• Recurrent genomic 
changes that evolved 
during venetoclax 
treatment were 
homozygous 
deletions 
affecting CDKN2A/B (
p16Ink4a/p14Arf) in 3 
patients 
and BTG1 missense 
mutations in 2 cases 
(N=8)1

Clonal evolution profiling in a TP53-deficient
CLL patient with stable disease1

BTG1 loss of function is associated with many
solid and haematological malignancies2

Homozygous loss of 
CDK2NA/B appears to 
enhance cell survival in 

the presence of 
venetoclax

• BTG1 is an important molecular 
mechanism contributing to the 
cytotoxic effects of BCL-2-mediated 
treatments

• Loss of function mutations in BTG1
may abrogate the function of BCL-2 
inhibitors such as venetoclax
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• Donna caucasica, anni 57

• APR: 2012 osteonecrosi della testa del femore, in tale occasione primo riscontro di 
leucocitosi con inversione della formula leucocitaria.

• Negli anni progressivo lento incremento della linfocitosi

• 15/10/2017: primo accesso al nostro ambulatorio: Hb 13,4 gr/dl MCV 90 GB 
77.710/mmc N 8% L 88%

• 18/12/2018: progressione di malattia; inizia immunochemioterapia secondo lo 
schema FCR (Fludarabina, Ciclofosfamide, Rituximab). Pratica 4 cicli a cadenza mensile 
che interrompe per citopenia; al termine remissione completa citofluorimetrica.

• 11/07/2022: ripresa di malattia



11/07/2022: inizia terapia con Ibrutinib cp 420 mg/die

Emocromo 12/10/2022: Hb 12,0 gr/dl  GB 246.200/mmc  Pt 203.000/mmc

Risultati dell’indagine molecolare:

Valutazione stato mutazionale riarrangiamento Ig
• IG-unmutated: prognosi sfavorevole 
(Rosenquist R, et al Immunoglobulin gene sequence analysis in chronic lymphocytic leukemia Updated ERIC Recommendations Leukemia 2017)
Valutazione stato mutazionale TP53
• TP53 mutated

Risultati dell’indagine FISH:

• Delezione del gene ATM nel 6,7% dei nuclei analizzati
• Delezione biallelica del gene DLEU1 nel 39% dei nuclei analizzati



Possibili opzioni terapeutiche

• Prima linea:
• Ibrutinib (terapia continuativa)
• Acalabrutinib (terapia continuativa)
• Venetoclax + Obinutuzumab (terapia a termine)
• Immunochemioterapia (terapia a termine)
• Chlorambucil + Obinutuzumab (terapia a termine)
• Idelalisib + Rituximab (terapia continuativa)



Possibili opzioni terapeutiche

• Seconda linea:
• Ibrutinib (terapia continuativa)
• Acalabrutinib (terapia continuativa)
• Venetoclax (terapia continuativa)
• Venetoclax + Rituximab (terapia a termine)
• Idelalisib + Rituximab (terapia continuativa)
• Immunochemioterapia (terapia a termine)
• Allotrapianto



ANOMALIE CROMOSOMICHE RICORRENTI NELLA CLL

FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION (FISH)CARIOTIPO (CBA)

del11q +12

del13q abn17p

DLEU1 (13q14) x2
CEN12 x3

LAMP (13q34) x2

TP53 (17p13) x2
ATM (11q22.3) x1

TP53 (17p13) x1
ATM (11q22.3) x2DLEU1 (13q14) x1

CEN12 x2

LAMP (13q34) x2



47,XY,del(11)(q14q24),+12,del(13)(q12q21)

presenza di un clone caratterizzato da tre o più anomalie cromosomiche

CARIOTIPO COMPLESSO (CK) NELLA CLL



INTERPRETAZIONE DEI DATI CITOGENETICI NEL CONTESTO CLINICO DELLA CLL
ABN CBA FISH

del13q

+12

del11q

abn/del17p

CK ≥3 abn

PI

+

+/-

-

-

-



CELLULARITA’
1~2x107

TEMPERATURA
Non refrigerare

TEMPO
Entro 24h

ANTICOAGULANTE
Eparina

CARATTERISTICHE DEL CAMPIONE

TIPOLOGIA
Sangue periferico

0,5-5ml

VOLUME



DURATA

DENSITA’
1~2x106cells/ml

CARATTERISTICHE DELLE COLTURE

NUMERO

72h + mitogeni



WORKFLOW CBA/FISH

KCl FIX FIX FIX SPREADColcemid

20 metafasi
~ 300 nuclei in interfase



46,XX,add(4)(p16),del(11)(q21q24)[4]/46,XX[16].nuc ish(ATMx1,TP53x2)[26/389],(D12Z3x2,DLEUx0,LAMP1x2)[144/368]

CASE REPORT

DLEU1 (13q14) x0

ATM (11q22.3) x1

CEN12 x2

LAMP (13q34) x2

TP53 (17p13) x2

WCP 11
WCP 4



VANTAGGI

Analisi genomica completa
Analisi su singola cellula
Identificazione di anomalie numeriche e strutturali
Sensibilità del 10-15%
Identificazione del cariotipo complesso
Identificazione di cloni multipli/evoluzione clonale

LIMITI

Lenta e laboriosa
Morfologia dei cromosomi inadeguata
Risoluzione 10-20 Mb
Necessità di ottenere metafasi

VANTAGGI

Rapida
Risoluzione 150-900kb
Sensibilità del 3-5%
Applicabile in interfase

LIMITI

Analisi mirata
Necessità di usare pannelli per l’identificazione di più anomalie
Complementare al CBA

FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION (FISH)CARIOTIPO (CBA)



VOLUME
0,5-5ml

TEMPO
Entro 24h

ANTICOAGULANTE
EDTA

CARATTERISTICHE DEL CAMPIONE

TIPOLOGIA
Sangue periferico

Estrazione DNA

Langerak AW et al , Leukemia 2011



Diagnosi di Leucemia Linfatica Cronica: Il laboratorio di Biologia Molecolare

Valutazione stato mutazionale TP53 Analisi Ipermutazione Somatica:IGHV

Gene IGH, cromosoma 14

V D J Cμ

Non si fa diagnosi, ma solo PROGNOSI con questi marcatori. Quando viene richiesta 
l’Ipermutazione somatica, siamo in presenza di una patologia già diagnosticata. 



Metodiche utilizzate
Metodica Classica:

PCR e sequenziamento Sanger

Relativamente poco costosa
Flusso non semplice
Dati spesso soggettivi o difficili da
interpretare.

Reazioni multiple simultanee per
singolo gene.
Uso per analisi di regioni geniche con
specifici primer.

Metodica nuova Generazione
Next Generation sequencing

Può essere più costosa
Meno standardizzata (se fatta con metodiche home 
made)

Restituisce dati oggettivi e ben interpretabili.  
Sequenziamento massivo in parallelo di frammenti 
di larghe regioni genomiche
Necessita di analisi Bioinformatiche.



Chronic Lymphocytic Leukemia – Recurrent genetic lesions
Geni coinvolti nella regolazione del Ciclo Cellulare e Apoptosi ( DLEU1, BCL2)

Geni coinvolti nel signalling di NOTCH1( NOTCH1, ICN1, FBXW7)

Geni coinvolti nella risposta al danno su DNA ( TP53, ATM, POT1)

Geni coinvolti nel RNA Processing ( SF3B1, XPO1)

Geni coinvolti nel Pathway Infiammatorio( MYD88, NFKBIE, BIRC3)

Geni coinvolti nel Signalling di BCR( KRAS, BRAF, AKT, BTK, PLCɣ2 )

Bosh F. et al Nature Nov. 2019



Custom Chronic Lymphocytic Leukemia - NGS Workflow
Hybrid-Capture Library Preparation. . . Manual Workflow

21 GENES: AFT1, ATM, BIRC3, BTK, CDK4, CXCR4*, CUL4A*, DLEU1, EGR2, FBXW7, KLF5, KRAS, MYD88, NFKBIE, NOTCH1, 
PLCG2, POT1, PROZ, SF3B1, TP53, XPO1



Custom Chronic Lymphocytic Leukemia - NGS Workflow
Hybrid-Capture Library Preparation . . .Automated Workflow



Custom Chronic Lymphocytic Leukemia - NGS Workflow
Sample Mutiplexing

Flow Cell/Sequencing Kit

Recommended samples per 
run

(for 1000x coverage depth)

MiSeq®*

v3 
(2x300bp) 24

v2 
(2x250bp) 16

Analisi  Stato Mutazionale Analisi Copy Number Variation (CNV)



Custom Chronic Lymphocytic Leukemia - Performance
Overall Performance after Internal Validation (32 samples)



L’analisi delle sequenze degli esoni 2-11 del gene 
TP53 ha evidenziato la presenza di una mutazione 

missenso in esone 7
p.Tyr234Cys (c.707A>G) 5%

CASE REPORT 

L’analisi delle sequenze del gene SF3B1 ha 
evidenziato la presenza di una mutazione 
missenso p.Lys700Glu al 44,5%.

Inoltre, sono presenti CNV di delezione sul 
cromosoma 13 a livello del gene DLEU1

Bosh F. et al Nature Nov. 2019



IGHV: Ipermutazione Somatica

Polyclonal Progression

Clonal Progression

Individuato il clone, si procede con il sequenziamento: la sequenza ottenuta 
viene caricata su un database e paragonata alla sequenza normale. 

L’analisi dell’Ipermutazione Somatica consiste nell’andare ad individuare la presenza di cloni a livello dei 
riarrangiamenti delle immunoglobuline per poi valutarne lo stato mutazionale. 

Polyclonal population – each V-D-J molecule differs in length and sequence

«Le regioni variabili, costituite da un dominio Ig per entrambe le catene contengono le cosiddette regioni ipervariabili tratte della catena polipeptidica 
dove si riscontrano le maggiori variabilità amminoacidiche che donano a ciascun anticorpo la specificità unica verso un antigene»



IGHV: Ipermutazione Somatica…Workflow in NGS

Simple workflow with one-step PCR for library prep
Controls are included with the kits
Following sequencing the FASTQ file can be easily analyzed using the included software solution
Fast analysis does not require bioinformatics knowledge 
Software can run on most standard computers

FASTQ File ANALYSIS



E quindi l’IGHV SHM cos’è? E a cosa serve?
IGHV SHM: fattore prognostico di malattia. Si basa sulla presenza di mutazioni a livello della regione variabile delle Immunoglobuline sul
clone individuato rispetto alla sequenza germinale.

Si effettua SEMPRE e con la ricerca di Ins/del. 

IMGT/V-QUEST
http://www.imgt.org/IMGT_vquest/analysis;jsessionid=F298C4B3E
3DC042BF283FB526A287425

Agathangelidis A. et al Nature May 2022

http://www.imgt.org/IMGT_vquest/analysis;jsessionid=F298C4B3E3DC042BF283FB526A287425


In questo caso la % di identità è del 100% 
ed essendo la % di mutazione pari a 0% il 
campione non è ipermutato

Prognosi sfavorevole

CASE REPORT 
≥ 98% di identità rispetto alla sequenza IgHV germ-line :

Non Mutato (UM)

< 98% di identità rispetto alla sequenza IgHV germ-line :
Mutato (M) 

97-97.99 % di identità rispetto alla sequenza IgHV germ-line : 
Borderline



I Subset

Stereotyped subsets: beyond mutated / unmutated status
Andreas Agathangelidis et al, Blood (2012) 119 (19): 4467–4475.

http://tools.bat.infspire.org/arrest/assignsubsets/

Grazie al sequenziamento dei geni Ig riarrangiati in tanti casi di LLC, si è raggiunta la costruzione di particolari subset di
riarrangiamento VDJ chiamati STEREOTIPI, associabili a differenze di patogenesi e decorso di malattia. La profondità
degli studi molecolari condotti fino ad oggi nella LLC, permette di stabilire un diverso comportamento clinico in
categorie di pazienti MUTATED e UNMUTATED con particolari stereotipi già stratificati per alterazioni citogenetiche quali
del17p e/o 11q.

Agathangelidis A. et al Nature May 2022

http://tools.bat.infspire.org/arrest/assignsubsets/


Five major IGHV stereotyped subsets:

- Subset #1: poor prognosis, aggressive 
clinical course

- Subset #2: poor prognosis

- Subset #4: indolent course

- Subset #5: indolent course

- Subset #8: higher risk of Richter’s
transformation

CASE REPORT 

Riarrangement IGHV3-21

Riarrangement IGHV4-39

Agathangelidis A. et al Nature May 2022



Interpetazione dati: Linee guida
Guidelines from European group

ERIC = European Research Initiative on CLL



Risultati analisi NGS
Questo caso appartiene alla categoria IG-UNMUTATED, che è 
generalmente associata a prognosi sfavorevole. 

Lo stato mutazionale del gene TP53 risulta mutato. 
L’analisi delle sequenze del gene SF3B1 ha evidenziato la presenza di 
una mutazione missenso p.Lys700Glu al 44,5%.

Inoltre, sono presenti CNV di delezione sul cromosoma 13 a livello del 
gene DLEU1



CONCLUSIONI

Il rapido progresso nelle tecniche di genetica e biologia 
molecolare ha significativamente contribuito alla comprensione 
della patogenesi della CLL e potrebbe portare ad una tailored
therapy sulla base delle caratteristiche di ciascun paziente

La profonda caratterizzazione biologica dei pazienti offre nuove 
prospettive per un corretto management della CLL.

I pannelli genici NGS rappresentano oggi una delle metodiche 
di maggior valore nella diagnostica molecolare della CLL.

Bosch, F., Dalla-Favera, R. 
Chronic lymphocytic leukaemia: from genetics to treatment. 
Nat Rev Clin Oncol 16, 684–701 (2019). https://doi.org/10.1038/s41571-019-0239-8

PROSPETTIVE FUTURE….



Custom Chronic Lymphocytic Leukemia – V2
Main updates 



IgH Hypermutation status - Workflow



GRAZIE!
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