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1  Uvod

1.1  Gen WT1

Gen WTI (nazev odvozen od Wilmsova tumoru) byl poprvé izolovan roku 1990, kdy byl
lokalizovan na kratké raménko chromozomu 11 do oblasti 11pl13 a je jednim z genii
odpovédnych za vznik Wilmsova tumoru ledvin [1]. Gen WTI1 je dlouhy 50kbp, sklada se
z 10 exont, kdy exony 7-10 koduji motiv transkripéniho faktoru — motiv Ctyf ,,zinkovych
prsti®. Nckolik alternativnich zacatkli transkripce v oblastech s ostrivky CpG, dva
nezavislé alternativni sestiihy v kodujici oblasti a dale fada posttranskripénich modifikaci
davaji genu WT1 moznost velkého poctu (nejméné 36) ruznych proteinovych izoforem,
které jsou lokalizovany ve specifickych bunéénych kompartmentech v zavislosti na jejich
funkeci, case a typu bunc¢k [2-7].

Mezi dva nezavislé alternativni sestiihy patii: prvni alternativni sestiih, ktery zahrnuje 51
nukleotidii exonu 5, ktery koduje 17 aminokyselin; druhy alternativni sestfih pouziva dvé
donorova sestfihovd mista na 3’ — konci exonu 9, jenz koduje zinkovy prst 3. Zde jsou
vkladany nebo deletovany 3 aminokyseliny: lyzin — treonin — serin = sekvence KTS.
Kombinacemi alternativnich sestfihli vznikaji 4 hlavni sestfihové formy genu WT1 (-/-,+/-
,~/+,+/+), viz Obrazek €. 1. Nejcastéjsi sesttihovou variantou je protein, ktery obsahuje oba
sestifithové tseky, a nejméné Castou variantou je protein, u néhoz jsou oba useky vystiizeny
[8].

Protein WT1 mé né¢kolik funkénich domén, jeho C konec obsahuje jiz zminéné 4 domény
zinkovych prstd, které se vazi na DNA sekvence a nékteré proteiny a obsahuji jaderny
lokalizacni signal. Amino konec proteinu WTI1 obsahuje doménu bohatou na
aminokyseliny prolin a glutamin a domény, které se ucastni jak represe, tak aktivace
transkripce, viz Obrazek ¢.1.

Protein WT1 je transkripéni faktor a reguluje expresi mnoha cilovych genli (ma jak
represni, tak aktivacni uc¢inek) — bylo identifikovano vice nez 45 riznych cilovych gent
(ristové faktory, receptory rastovych faktorti napi. CSF-1, TGFB-1, RARa, c-myc, bcl-2,
WTI1, PDGF-A). Gen WT1 je také zahrnut v postranskripéni upravé RNA. Funkce genu
WTT je jak v kontrole proliferace, diferenciace, bunéném cyklu, tak v apoptoze [4, 9-11].

Fyziologicky je gen WT1 exprimovan prenatdlné v mezotelidlnich liStach abdomindlni
dutiny, zahrnujicich perikard, slezinu, specidlni populaci mi$nich neuroni a sklerotik

vyvijejicich se somitl. Postnatalné pretrvava exprese genu WT1 v podocytech ledvin,
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v Sorteliho bunkach varlat a granuldoznich bunkach d€lohy a vajecniki a
v hematopoetickych prekurzorech [12-16].

Dutlezitd je funkce genu WT1 v kontrole proliferace a diferenciace hematopoetickych
bun¢k, kdy hematopoetické prekurzory (CD34+/CD38-) prochazeji bifazickym vyvojem
exprese genu WTI1: gen WT1 je exprimovdn v nezralych progenitorech, ve kterych
navozuje stav “quiscence”, ¢imz tyto buiiky udrZuje ve fenotypicky primitivnim stavu (GO
faze), poté dochazi k rapidnimu snizeni exprese genu WTI1 a znovuobjeveni aZz ve
zralejSich prekurzorech granulocytarni/monocytarni fady [15-17]. Dvoufazovd exprese
genu WT1 béhem hematopoeze je pozoruhodné podobnd expresi ve vyvijejici se ledving,
kdy lze sledovat nizkou hladinu transkriptu v blastickych bunikach a velmi vysoké hladiny
se objevuji v nasledujicich stadiich diferenciace [18]. Z toho plyne, Ze sniZeni exprese
genu WT1 béhem procesu hematopoezy je vyznamnym pozadavkem pro maturaci
hematopoetickych bunék a naopak vysoka hladina proteinu WT1 diferenciaci a tudiz
maturaci brani.

Pokud vSak dojde zatim nedefinovanym zpisobem k naruSeni tohoto fyziologického
snizeni exprese genu WT1 béhem hematopoezy, tak tato porucha miize vést podle jedné
z teorii k expanzi hematopoetickych progenitord, a tim je ucini citlivé k dalsim genetickym
zménam, které ndsledné mohou vést ke vzniku leukémie. Nékteti autoii predpokladaji
pfimou ucast aberantné exprimovaného proteinu na leukemogenezi, naptiklad v kooperaci
s fuznim genem AMLI1/ETO, kdy Nishida et al. ve své praci ukazuje na mysSim modelu, ze
fuzni gen AMLI/ETO (pfitomny u subtypu akutni myeloidni leukémie M2 a vysledek
t(8;21) — viz kapitola 1.2.2. Akutni myeloidni leukémie) samotny neni schopny spustit
leukémii, pouze zpusobuje u transgennich myS$i abnormdlni myelopoezu podobnou
myelodysplastickému syndromu, kdy se zvySuje pocet nezralych myeloidnich prekurzort
v kostni dfeni, av§ak u mysi nedojde k rozvoji leukémie ani po dlouhé latenci. Na druhou
stranu myS$i model s konstitutivné exprimovanym genem WTI1 vykazoval zvySeni
myelopoezy v kostni dfeni a granulocytézu v periferni krvi. AvSak vSechny mySi po
transplantaci bun¢k kostni dfené transdukovanych fiznim genem AMLI1/ETO a ziskanych
od transgennich mysi s jiz konstitutivné exprimovanym genem WTI vyvinuly akutni
myeloidni leukémii [19].

Také vSak bylo popsédno, Ze v primarnich hematopoetickych prekurzorech a
v leukemickych bunéénych liniich schopnych diferenciace je exprese genu WT1 spojena se
zastavenim bunécného cyklu a spontanni diferenciaci [17]. Tyto vysledky argumentu;ji

proti onkogenni roli WT1 u leukémii. NaruSena funkce tohoto genu tedy mtize ptispét ke
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vzniku urcitych podtypt leukémii, ale vétSina pfipada zfejmé ziskavad mutace, které je
mohou uéinit necitlivé k G€inku ,,wild-type® WTT1 a vést tak ke zpétnovazebné udrzované
¢i dokonce zvySované expresi WT1. S témito vysledky se také shoduji data publikovana
Ellisenem et al, kterd poukazuji na neschopnost ektopické exprese genu WT1 indukovat
diferenciaci v leukemickych buiikach neschopnych odpovédi na diferenciacni agens.

U riiznych typt malignit a premalignich syndromii byly detekovany jak mutace v genu
WTI, tak zmény hladin exprese ,,wild type* genu WT1. Typickym piikladem je uloha
genu WTI1 jako nadorového supresoru u WAGR syndromu (Wilmstv tumor, aniridie,
urogenitalni vady a mentélni retardace), Denis-Drash syndromu a Frasierova syndromu,
kde nachézime heterozygotni mutace [20, 21]. Prvni zminky o tom, Ze gen WT1 mitize byt
ucasten vyvoje leukémii, byly popsany v roce 1990 Callem [1]. Mutace v genu WT1 typu
bodovych mutaci, malych deleci nebo inzerci byly nalezeny u 10-20% pacientd s akutni
leukémii, pfevazné u pacientl s bifenotypickou leukémii a akutni myeloidni leukémii
(AML), vzécné u pacientl s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL). U pacienti s AML
jsou tyto mutace spojeny s horSi prognézou [3, 22]. Nejcastéj$imi mutacemi jsou malé
inzerce vexonu 1 a 7, nonsense mutace vexonu 9 a jejich vysledkem je ve vSech
pripadech zkraceny protein, jenz vykazuje defekt v doméné ,,zinkovych prsti®. Zmény
hladin exprese ,wild type“ genu WTI1 jsou nejcastéji typu nadmérné exprese
(hyperexprese), kdy hyperexprese byla nalezena v 80-90% pacientli s AML, v 70-90%
pacientll s ALL a u pacientl s myelodysplastickym syndromem [5, 22-29]. U chronické
myeloidni leukémie je hladina exprese genu WT1 v chronické fazi nemoci obvykle nizka a
zvysuje se s progresi onemocnéni, tzn. s prechodem do akcelerované faze a blastické krize
[5, 30].

Tamaki et al. [31] se ve své praci zabyva expresi genu WT1 u pacientd s MDS a ukazuje,
ze by hladina exprese genu WT1 mohla slouzit jako nddorovy marker preleukemickych
nebo leukemickych blastih MDS a ze odrazi progresi tohoto onemocnéni. Pokud by exprese
genu WT1 byla skutecn€ jednoznacnym markerem maligniho postizeni, umoZziovala by
jeho kvantitativni detekce spolehlivé rozliSeni refrakterni anémie (RA) od jinych forem
anémie, zejména aplastické (SAA). Soucasné by umoziovala sledovani progrese MDS.
Ztrata exprese genu WTI1 u pacienti s chronickou lymfatickou leukémii, leukémii
z vlasatych bunék a ,,plasma cell leukemia“ naznacuje, Ze exprese genu WT1 je limitovana
pouze na nezralé leukémie [30].

Nékteti autofi [5, 32-36] nalezli nizkou hladinu exprese genu WT1 u relativné zralejSich

AML se subtypem M5 a M7.



V né¢kolika studiich [32, 35-39] byla vysokd exprese genu WT1 pii diagnéze u pacientl
s akutnimi leukémiemi urcena jako nezdvisly prognosticky faktor spojeny s horsi
progndzou, ale néktefi autoii [33, 40, 41] toto tvrzeni ve svych studiich neprokazali.
Nékteré diskrepance mezi jednotlivymi studiemi zabyvajicimi se hladinami exprese genu
WT1 mohou byt zplsobeny rozdilnym souborem pacientli s odliSnym typem Iécby,
velikosti sledovanych souborii (Casto mensi skupiny), ale také nestandardizovanymi
technikami a riznymi kvantifikaénimi pfistupy (semikvantitativni PCR vs. real-time PCR,
relativni vs. absolutni kvantifikace, rizné kontrolni geny).

Zpravy o pfitomnosti, resp. nepiitomnosti jednotlivych izoforem proteinu WT1 v rtiznych
stadiich vyvoje fyziologickych hematopoetickych prekurzort a jejich nepomér v buitkach
akutnich leukémii jsou zatim neuspofddané a vzajemné si protifeci [42-44]. Nékteti autofi
zjistili, ze WT1 (+/+) blokuje G-CSF zprostfedkovanou diferenciaci [45], kdezto WT1(-/-)
urychluje diferenciaci a inhibuje G1/S progresi supresi Cyklinu E a tedy, ze WT1(-/-) a
WTI1(+/+) maji odlisnou funkci béhem hematopoetické diferenciace [46].

To, Ze je gen WT1 zahrnut v leukemogenezi tedy podporuji tyto vysledky: 1. téméft
vSechny leukémie exprimuji gen WTI1 na vysokych hladinach [3, 26, 35], 2. rust
leukemickych bun¢k s vysokou expresi genu WT1 je potlacen pouzitim WT1 antisense
oligonukleotidy [47] a siRNA proti WT1 [48] 3. zvySena exprese genu WT1 v mySich
myeloidnich progenitorech a hematopoetickych progenitorech inhibuje diferenciaci a
podporuje jejich proliferaci pomoci G-CSG [19, 45].

Nadmérna exprese ,,wild type* genu WT1 tedy hraje vyznamnou onkogenni roli nejen u
AML, ale zifejm¢ 1 u fady jinych nddorovych onemocnéni (ovarialni karcinomy,
astrocytarni nadory, plicni nadory atd.). Stale vSak neni zndmo, zda nadmérna exprese

genu WTT1 je zahrnuta v iniciaci nebo progresi nadorového onemocnéni.
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Obrazek €. 1. Schéma struktury WT1 DNA (pouze exony), mRNA a proteinu [9].

1.2 Hematologickd onemocnéni v détském veéku

1.2.1 Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni leukémie jsou nejcastéjsim nddorovym onemocnénim détského veku, piicemz asi
80% détskych leukémii tvofi akutni lymfoblastickd leukémie (ALL). Ro¢né v Ceské
republice onemocni 65-70 déti s typickou veékovou distribuci, kdy vrchol vyskytu je
zaznamenan ve veékové skupiné predskolnich déti [49]. Ve skutecnosti neni ALL jedno
homogenni onemocnéni, ale souhrn relativné pfesn¢ imunofenotypové a genotypovée
charakterizovanych podskupin. Tyto podskupiny se 1i8i typickym vékem pii nastupu
nemoci, odpovédi na 1é€bu a prognézou [50]. Pii podezieni na akutni leukémii je nutné

komplexni vySetieni kostni diené. ALL je definovana nalezem >25% lymfoblasti
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v aspiratu kostni diené. Kromé morfologického a cytochemického vySetieni kostni diené
se provadi vySetieni imunofenotypu a cytogenetické a molekuldrni vySetfeni.
Imunofenotyp zatfadi ALL k fadé¢ B nebo T-lymfocytarni a ur¢i stadium prekurzoru, ze
kterého vznikl leukemicky klon. U déti se nejcastéji vyskytuje ALL znezralych B-
prekurzora (80%), méné Casto z prekurzori a zralych T-lymfocyth (15%) a vyjimecné ze
zralych B-lymfocytl (2%) nebo z velmi nezralych prekurzorii pfed vyvojem lymfocytové
fady (hybridni leukémie). Cytogenetické vySetfeni urci karyotyp leukemického klonu a
molekularni vySetieni zjiSt'uje nejcastéjsi fuzni geny pritomné u ALL (Tabulka ¢ 1). Fazni
geny vznikaji pii chromozomalnich translokacich, kdy dochazi k vyméné genetického
materidlu mezi partnerskymi chromozomy. Fazni geny mohou byt translatovany do
proteinll a zasahovat do bunécnych pochodl [51]. Geny, které se Gi€astni chromozomalnich
aberaci u akutnich leukémii, asto hraji klic¢ovou roli pti vyvoji lymfoidnich a myeloidnich
prekurzord, vétSinou jde o transkripéni faktory, reguldtory bunééného cyklu, molekuly
signalnich kaskad, bunécné receptory nebo molekuly imunoglobulini ¢i T-bunécnych
receptort [51, 52]. Pfitomnost n€kterych fiznich genli ma prognosticky vyznam a/nebo je

asociovana s citlivosti ¢i rezistenci na urcita cytostatika [53-59].

ALL Chromozomalni aberace Fuzni gen Relativni frekvence
B-ALL
t(1;19)(q23;p13) E2A/PBX1 5-8%
t(4;11)(q21;923) MLL/AF4 3-5% (kojenecké ALL az 70%)
t(9;22)(q34:q11) BCR/ABL p190 3-5%
t(9;22)(q34:;q11) BCR/ABL p210 1-2%
t(12;21)(p13;q922) TEL/AMLI 25-30%
Celkem 40-45%
T-ALL
del(1)(p32;p32) SIL/TALI 10-25%

Tabulka €. 1. Nejcastéj$i chromozomalni aberace u détskych ALL [52]

Fuazni geny
TEL/AMLI
Nejcastéjsi translokaci u détskych ALL je t(12;21), kdy dochazi k fazi genu TEL na 12p2
(také nazyvany ETV6) s genem AMLI (synonymum CBFA2 nebo RUNXT1). Fuzni gen je
transkripéni faktor, ktery ma funkci jako represor gent ovliviiovanych samotnym genem

AMLI1 [60]. Starsi studie s krat§i dobou sledovani ukazovaly, Ze TEL/AMLI1 pozitivni
9



leukémie maji mensi procento relapsu [54, 61], studie skupiny BFM (Berlin-Frankfurt-
Miinster) ale ukdzala, Ze incidence této translokace ve skupiné s relapsem je stejna jako pti
inicialni diagnoze. Relaps se vétSinou vyskytuje pozdé a jeho 1écba ma dobrou prognézu
[62]. Oproti tomu studie z Dana Farber Cancer Institute prokézala pozitivitu TEL/AML1
pouze u 1 ze 32 vzorkli z doby relapsu onemocnéni [63]. Tyto rozdily jsou ziejmé
zpusobeny odliSnymi zplsoby 1écby. Studie in vitro ukazaly, Ze TEL/AMLI1 pozitivni
blasty jsou zvySen¢ citlivé k asparagindze, proto je jejich eliminace pravdépodobné

ucinnéjsi na protokolech s vys$§imi ddvkami asparaginazy [64].

BCR/ABL

Fazni gen vznika translokaci t(9;22), kterd je charakteristickd a diagnosticka pro
chronickou myeloidni leukémii (CML). Flzni protein ma alterovanou tyrosinkindzovou
aktivitu, kterd je zodpovédna za maligni transformaci. BCR/ABL pozitivni ALL patii
k nejobtiznéji IéCitelnym ze vSech détskych ALL. Velkou nadéji ptinesl objev specifického
inhibitoru tyrosinkinazy BCR/ABL imatinib masylatu (STI 571, Gleevec, Glivec). Jeho
nasazeni pfineslo pfechodny efekt u pacientli s relapsem, u vétSiny piipadi vSak doslo
k rekurenci choroby. V soucasné dob¢ se testuje nasazeni imatinibu pfi inicialni 1écbé

spolu s chemoterapii.

E2A/PBX1
Tento fizni gen je spojen s preB imunofenotypem. V protokolech vyuzivajicich klasickou
antimetabolitovou 1écbu byl znakem Spatné prognozy, pti pouziti soucasné intenzivni 1écby

se vSak stal nejptiznivéjsim genetickym subtypem détskych ALL s dlouhodobym piezitim

priblizujicimu se 90% [56].

MLL/AF4

Tento flzni gen se vyskytuje az u 70% kojeneckych ALL a postihuje zejména déti do 6
mésict véku. Gen MLL (mixed lineage leukemia) na chromozomu 11 ma kromé genu AF4
jesté fadu dalSich translokaénich partnert a jeho flizni geny se nachazeji asi u 6% détskych
ALL [52]. Fazni gen MLL/AF4 se sdruzuje s nezralym proB fenotypem a neptiznivou
prognoézou u déti do 1 roku véku. Blasty s ptestavbou MLL/AF4 nesou na svém povrchu
casto myeloidni znaky. Studie skupiny ze St Jude Children’s Research Hospital
v Memphisu ukazala, Ze se Spatnou prognozou se poji vSechny translokace genu MLL

[56].
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Klinické prognostické faktory

priznivy je pokladan vék 1-9 let a nizka inicialni leukocytoza (do 50x10°/1). Déti do 1 roku
maji progndzu trvale Spatnou, za coz zvelké casti odpovidd prestavba genu MLL.
Priblizné 12-15% détskych ALL klasifikovanych jako z T bunék mé horSi prognézu nez
ALL z B prekurzord.

Relaps ALL

Nejcastéjsi pricinou netspéchu 1écby ALL je relaps onemocnéni, ktery prodélava 20-25%
déti. Z hlediska dalsi prognozy je velmi dulezita doba od diagnoézy a misto, kde relaps
vznika. Nejhorsi prognézu maji velmi Casné relapsy v kostni dfeni, které vznikaji do 18
meésict od diagnozy. Relativné nejlepsi prognoézu maji pozdni relapsy mimodrenove, které
vznikaji v centrdlnim nervovém systému nebo u chlapci v testes. LéCba relapst je
protokolarni a je rozdélena do 3 rizikovych skupin: skupina s nejniz§im rizikem, skupina
s intermedianni prognoézou a skupina s nejvysSim rizikem. Pfes veSkerou snahu jsou

vysledky 1éCby relapsu vyznamné horsi nez vysledky 1é¢by priméarni ALL.

1.2.2  Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) je u déti relativné vzacnym onemocnénim, které tvori
asi 12% vsSech détskych leukémii a vyskytuje se s incidenci 0,8 nového piipadu/100000
déti/rok [49]. AML vznikd z kmenové myeloidni buiiky, kterd mé zna¢nou diferenciacni
§ifi, a proto leukemickym procesem mize byt postizena granulocytarni, monocytarni,
erytroidni i megakaryocytarni fada. Z pohledu dnes$nich poznatkli je mozné vyclenit fadu
podskupin s riiznym klinickym i laboratornim ndlezem, progn6zou a odpovédi na terapii.
V roce 1976 navrhla ,,French — American — British (FAB) Cooperative Group* klasifikaci
akutnich leukémii na zdklad¢ vySetfeni natért periferni krve a kostni dfené paletou
cytochemickych barveni. Srozvojem novych diagnostickych metod pro bliz§i poznani
akutnich leukémii — imunofenotypizace, cytogenetiky a molekularni biologie — postupné
vznikal navrh integrované klasifikace ,,Morphology, Immunology a Cytogenetic (MIC)

Cooperative Group*.
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Dle FAB klasifikace rozdélujeme AML na subtypy MO0 az M7 [65]:

MO — akutni leukémie s minimalnimi znamkami myeloidni diferenciace (tzv. Casna
myeloidni leukémie) — vyskyt 6%

M1 — akutni myeloidni leukémie bez vyzravani — vyskyt 10%

M2 — akutni myeloidni leukémie s vyzravanim — vyskyt 27%

M3 — akutni promyelocytarni leukémie, M3v — variantni mikrogranularni leukémie M3 —
vyskyt M3 celkem 5%

M4 — akutni myelomonocytarni leukémie, M4Eo — varianta s eozinofilii — vyskyt M4
celkem 21%

M5 — akutni monocytarni leukémie — vyskyt 22%

M6 — erytroleukémie — vyskyt 3%

M7 — akutni megakaryoblasticka leukémie — vyskyt 6%

Pro diagnozu je dilezity nalez blastli v periferni krvi a kostni dfeni: v periferni krvi
nachdzime casto 20 — 90 % blastli, zatimco ve dfeni od né€kolika procent do uplné
infiltrované dien¢.

lymfoblastickou leukémii. Podminkou spravné diagnozy je morfologické, cytochemické,

cytogenetické a imunologické vySetfeni kostni dien¢ a periferni krve (viz Tabulka €. 2).

ALL AML
morfologie zadna granula obvykle granula
zadné Auerovy tyce Auerovy tyCe se mohou
vyskytovat
MPO barveni negativni pozitivni
Imunofenotyp B-tada: CD19+,CD10+ panmyeloidni antigeny
T-tada: cyCD3+, CD7+ pozitivni (CD13, CD33, CD65)
Karyotyp t(8 ;14) (B-ALL) t(8 ;21) (FAB M2)
t(9 ;22) t(15; 17) (FAB M3)
t(1;19) (pre- B-ALL) (9 ;11) (FAB M5)
t(11; 14) (T-ALL) inv(16) (FAB M4eo)
t(4 ;11) (pro- B-ALL) monosomie 7

trisomie § (nespecif.)

Tabulka €. 2. Rozdilné znaky AML a ALL [65]
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Prognostické faktory

Vysetieni pacienta pii diagndze ma stanovit individudlni riziko selhani 1écby, riziko ¢asné
jako u ALL spravné indikovana a provedena intenzivni chemoterapie.

Nalez translokace t(8;21) se vznikem fizniho genu AMLI/ETO, t(15;17) se vznikem
fazniho genu PML/RARa a inverze chromozomu 16 se vznikem fuzniho genu
CBFB/MYHI11 je pfiznivym prognostickym znakem. Naopak néalez monozomie
chromozomu 7 je spojen s nepfiznivou progndzou a vyskytuje se Casto u sekundarnich
AML nebo u AML, kter¢ se vyvinuly z myelodysplastického syndromu (MDS).

Pocet leukocytt v periferni krvi nad 100 000/ul zvysSuje riziko ¢asné smrti na krvaceni
a/nebo leukostazu, zejména u pacientll s monocytarni leukémii. Vyznam poctu leukocyt
pro vznik relapsu je jiz mén¢ jasny.

Vyznamnym prognostickym faktorem je &asna odpovéd na 1é¢bu. Casné vymizeni blasti
z kostni dfené po prvnim bloku chemoterapie (kostni dfeit den +15) zvySuje Sanci na
dlouhodob¢ pieziti. Pacienti s nedostateCcnou nebo zadnou odpoveédi na prvni blok
chemoterapie jsou kandidaty ¢asnych relapsu.

Pacienti s M3 leukémii maji sice vétSinou nizky pocet leukocytl pii diagndze, zato ale
vysoké riziko zivot ohrozujicitho krvaceni pii diseminované intravaskularni koagulaci.
Rovnéz déti s M7 leukémii maji vysoké riziko selhani 1écby (pokud se nejedna o déti
s Downovou nemoci). Némecka pracovni skupina BFM, jejiz protokoly jsou pouzivany
v Ceské republice, déli détské pacienty s AML do dvou rizikovych skupin: standardniho
rizika a vysokého rizika. Do vysokého rizika jsou na zaklad¢ tohoto doporuceni fazeny 2/3
déti s AML, do standardniho rizika jedna tfetina déti.

Tato stratifikace 1é€by do rizikovych skupin umoziuje vyuzit u pacientli s vysokym
rizikem intenzivnéjSich, ale rizikovéjSich terapeutickych postupt (alogenni transplantace

kostni dfen€) a u pacientil s nizkym rizikem se 1ze naopak pokusit 1é¢bu redukovat.

Relaps AML

Pfi¢iny vzniku relapsu nejsou objasnény, ale je zndma fada mechanizmd, které k jeho
vzniku pfispivaji. Nejcastéji je uvadéna existence mnohocetné 1ékové rezistence.
Nepftiznivymi rizikovymi faktory pro uspéch 1écby relapsu jsou délka prvni remise kratsi
nez jeden rok a nalez nepfiznivych cytogenetickych zmén - zejména monozomie
chromozomu 7 a komplexniho karyotypu. Relaps AML se v 60 % ptipadi manifestuje jiz

v prvnim roce od diagnézy. V této situaci je Sance na dosazeni druhé remise pouze 10 —
13



30 % a dlouhodobé¢ pieziti bez relapsu je 0 — 15 % (i po 1écbé transplantaci). Je-li prvni
remise del$i jednoho roku, je Sance na dosazeni druhé remise 40 — 70 % a pravdépodobnost

dlouhodobého preziti je 30 % [65].

1.2.3 Myelodysplasticky syndrom

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je u déti vzdcné onemocnéni a tvofi méné nez 10%
malignich onemocnéni krvetvorby. V Ceské republice je roéné diagnostikovano 3-8 déti a
dospivajicich. Casto postihuje geneticky predisponované jedince. MDS je oznadeni pro
heterogenni skupinu nemoci s charakteristickou monoklonalni hematopoezou s normo-,
hypo- nebo hypercelularni kostni dfeni a soucasnou periferni cytopenii (inefektivni
hematopoezou) postihujici jednu ¢i vice vyvojovych linii.

Morfologické hodnoceni kostni dfené a krevniho obrazu je zdkladem FAB klasifikace,
kterd rozliSuje 5 podskupin MDS (viz déle). Frekvence FAB subtypt se u déti lisi od
vyskytu v dospélosti; agresivni typy RAEB a RAEBt tvofii vice nez 50% détskych MDS a
naopak RAS se u déti prakticky nevyskytuje (Tabulka €. 3).

Klasifikace MDS dle FAB:

Refrakterni anémie (RA)

Projevuje se jako mirnd nebo stfedné tézkd pancytopenie nebo cytopenie jedné fady.
Zastoupeni blastil v kostni dieni je v mezich normy (< 5% blast). Diagnoza je Casto
obtizna v situaci chybéni prikazu klonality. Zejména v kojeneckém véku mohou

morfologicky obraz RA imitovat nékterad infek¢ni a metabolickd onemocnéni.

Refrakterni anémie s prsten¢itymi sideroblasty (RAS)

U déti je extrémné vzacnd. DéEti s morfologickym obrazem RAS maji vétSinou
mitochondrialni cytopatii — sideroblastickou anémii. Pii diagnostice RAS jsou
cytochemickym barvenim Zzeleza detekovany v kostni dfeni prstencité sideroblasty (= 15%

vSech jadernych bunék).

Refrakterni anémie s excesem blastii (RAEB)

Jde o hypercelularni kostni dfel s 5 — 20% blastli a nalez v periferni krvi je < 5% blasti. U
détskych pacientt existuji diferenciadlné diagnostické rozpaky v odliSeni MDS a AML, kdy
v ptipadé nalezu charakteristickych zmén pro AML (fuzni geny AML1/ETO, PML/RARa,
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MYHI11/CBFp) a s detekci méné nez 30% blastli v kostni dfeni ma byt onemocnéni
diagnostikovano jako AML s nizkym poctem blasti.

Refrakterni anémie s excesem blastd v transformaci (RAEBt)

Obraz je podobny jako v ptipadé RAEB, jen podil blasti v kostni dfeni je zvySen na 21-
30% anebo v periferni krvi na 5-20%. Diferencialné diagnostické rozpaky MDS vs AML
stejné jako v ptipadé RAEB.

Chronickd myelomonocytarni leukémie (CMML)/ juvenilni myelomonocytarni leukémie
(JMML)

V piipadé CMML je charakteristicka dysplazie vSech bunécnych linii v kostni dfeni a
zmnozeni monocytarnich bunéénych forem. Pocet blasth v kostni dfeni je <20%.
V periferni krvi je potet monocytarnich bunéénych forem >1x10%/1 a je akceptovano 5 a
vice procent blastii. U déti je nejCastéji pro toto onemocnéni, charakterizované diagnézou
v ranném détstvi (medidn véku pii diagnoze 1,8 roku), vyraznou hepatosplenomegalii,
Castym postizenim klze, leukocyt6zou, monocytézou a pritomnosti nezralych krevnich
prekurzort v periferni krvi, pouzivan ndzev JMML. Chlapci jsou postiZzeni castéji
s pomérem s dévcaty 2,1:1. Asi 65% déti ma normalni karyotyp, 25% méa monozomii
chromozomu 7, 15% pacientl ma klinicky nalez neurofibromatézy 1.typu a 7% ma jiné
anomalie (napf. nemoci charakterizované instabilitou genomu jako je Fanconiho anémie,
Bloomuv syndrom atd., dale rizné imunodeficience, vrozena agranulocyt6za Kostmannova
typu atd.). Nékteré herpetické viry (CMV, EBV, HHV-6) mohou u malych déti imitovat
morfologicky i klinicky obraz JMML. U¢innou 1é¢bou je pouze alogenni transplantace

kostni dfené.

Podtyp incidence u déti (%)
RA 23

RAS 0

RAEB 31

RAEBt 13

CMML/JMML 32

Tabulka €. 3. Vyskyt jednotlivych subtypi u détskych MDS [66]
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Cytogenetické nalezy u MDS

Chromozomalni zmény se popisuji asi u poloviny détskych pacienti. Cast&ji jsou
detekovany pocetni zmény chromozomu. Nejcastéjsi chromozomalni zménou je kompletni
nebo parcialni ztrata chromozomu 7, kterou nachazime az u 30% pacientd. Dale mizeme
detekovat trizomii chromozomu 8 a 21, pfipadné parciadlni delece dlouhych ramének
chromozoml 5, 7, 11 a 20. Monozomie chromozomu 7 se mize vyskytovat u vSech

subtyptt MDS [67].

Sekundarni MDS

U déti 1écenych chemoterapii, radioterapii a transplantaci kostni dien¢ je pozorovano vyssi
riziko vzniku MDS. S rozvojem sekundarniho MDS a leukémie se spojuji zejména dvé
skupiny cytostatik: inhibitory topoizomerazy II a alkylacni agens. Sekundarni MDS je

spojeno s velmi Spatnou progndzou.

Molekularné genetické vySetieni

V soucasné dob¢ jsou rozvijeny metodiky slouzici k priikazu klonalni povahy onemocnéni.
Vétsina metodik vyuziva analyzy X-chromozomu a priikaz klondlniho ¢i polyklonéalniho
charakteru krvetvorby. Detekuje se pfitomnost ¢i chybéni fyziologickych rozdili mezi
otcovskym a matefskym X chromozomem a jsou vybirdny okrsky s pfirozené vysokou
variabilitou jako je mnapf. gen pro hypoxantinfosforibosyl transferazu (HPRT),
fosfoglycerat kindzu (PGK) ¢i lidsky androgenni receptor (HUMARA). Jako dalsi
genetické zmény miizeme detekovat mutace v genech RAS, p53, FLT3 a JAK2 a
v pokrocilejsich stadiich MDS hypermetylaci genu kodujici inhibitor cyklin dependentni
kinadzi p15INK4B [67-70].

1.2.4 Aplastickd anémie

Aplastickd anémie (SAA) je nemaligni typ onemocnéni, charakterizovany nedostate¢nou
tvorbou krevnich bunék v kostni dieni. Muze postihovat jen néktery typ krvinek nebo
celou krvetvorbu. SAA se dé€li na vrozenou a ziskanou, kdy mezi vrozené patii Fanconiho
anémie, Blackfanova - Diamondova anémie, Shwachmantiv - Diamondiv syndrom.
Ziskané SAA mohou znamenat pfechodnou poruchu tvorby erytrocyti, kterd mize byt
zpisobena virovou infekci (EBV), ale mize dojit az k dfefilovému Gtlumu, kdy dochéazi k
postizeni kmenové bunky krvetvorby, projevujici se poklesem vSech krevnich elementt.

Pti¢inou mohou byt nékteré 1€ky, cytostatika, toxické latky, ionizujici zafeni aj.
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Diferencialni diagnostika SAA a nékterych typt MDS typu RA je stidle komplikovana a

neexistuje jednoznaéné kritérium, které by tato zdsadné€ rozdilnd onemocnéni odlisilo.

1.2.5 Anaplasticky velkobunécny lymfom

Anaplasticky velkobunécny lymfom (ALCL) je morfologicky i imunologicky definovana
jednotka non-Hodgkinskych lymfom (NHL), kterd piedstavuje 2-8% vSech lymfomul
[71]. Ve vétsing piipadil jde o lymfomy T fady se ztrdtou povrchovych receptord, ale se
zachovanim produkce cytotoxickych granul (perforin, granzym B, TIA-1). Diagnostika se
opird o morfologicka kritéria a o subklasifikaci ALCL na zakladni imunofenotypy podle
exprese proteinu ALK (anaplastic lymphoma kinase): ALCL CD30+ALK+ a o ALCL
CD30+ ALK-. Molekula CD30 (zvana téz Ki-1) je 120kDa transmembranovy cytokinovy
receptor, ktery patii do rodiny TNFR (tumor necrosis factor receptor). Exprese molekuly
CD30 byla popsana v Hodgkinovych a Reed-Sternbergovych bunkach, buiikdch ALCL a
v aktivovanych B a T lymfocytech [72]. Kromé hematologickych onemocnéni byla exprese
molekuly CD30 také popsana v anaplastickych karcinomech, embryonalnim karcinomu,
melanomu, seminomu atd. [73-75].

ALK protein pozitivni ALCL se vyskytuji ptevazné ve vekovych kategoriich do tietiho
decennia, ALK protein negativni ALCL postihuji starsi osoby s vékovym primeérem 60 let.
Ob¢ skupiny lymfomi maji agresivni pribéh, avSak ALK+ ALCL reaguji dobfe na
systémovou 1écbu a maji ptiznivéjsi prognézu. Piiblizné u 70% ALK+ ALCL je exprese
proteinu ALK vysledkem translokace t(2;5)(p23;q35), ktera vede ke vzniku fizniho genu
NPM/ALK.

NPM/ALK

Fuzni gen NPM/ALK nachazime asi u 75% détskych ALCL. Pifi translokaci
t(2;5)(p23;q35) fazuje cast genu kodujici N-terminalni usek nukleofosminu (NPM) s ¢asti
genu ALK, kterd koduje cytoplazmatickou oblast ALK proteinu [76]. NPM je transportni
fosfoprotein piendsejici nové syntetizované ribonukleoproteiny z cytoplazmy do jadérka a
je pritomen ve vSech bunkdch. ALK protein je transmembranovy receptor s tyrozin
kinazovou aktivitou a postnatdln¢ je exprimovan jen v nékterych bunkach glie,
v endoteliich a pericytech cév v mozku a je neptfitomen v lymfoidnich tkanich [77-79].
Fuzni protein NPM/ALK tvofi homodimery nebo heterodimery s proteinem NPM.
V kaskad¢ aktivacnich reakci aktivuje fuzni protein NPM/ALK fospolipazu C a indukuje
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mitotickou aktivitu, ale také reaguje s dalSimi kindzami, které plsobi v antiapoptickém

cyklu. Transfek¢ni experimenty ukazaly, Ze fizni gen ma transformacni potencial [80-82].

1.3 Minimalni rezidudlni nemoc

U leukémii je minimdlni rezidualni nemoc (MRN) definovdna jako stav, kdy béznymi
cytologickymi metodami detekujeme méné nez 5% malignich bunék v kostni dfeni. V této
situaci hovotime o kompletni hematologické remisi, pfestoze milize mit pacient v téle az
10" malignich bun¢k [83]. Toto mnozstvi je nadale velmi vysoké a pravé tyto prezivajici
nadorové bunky mohou pozd¢ji zpisobit relaps onemocnéni. Proto jsou od pocatku 90. let
ve Vveétsi mife rozvijeny techniky, které detekuji tuto submikroskopickou hladinu
nadorovych bunck. V poslednich letech se pro rutinni sledovani MRN pouzivd pouze
imunofenotypizace (vicebarevnd priatokovd cytometrie) a metody zalozené na
polymerazové fetézové reakci (PCR), Iépe na kvantitativni PCR, ktera umoziuje detekovat
presné mnozstvi nddorovych bunck ptitomnych v kostni dfeni piipadné periferni krvi
pacienta. Metoda pritokové cytometrie vyuziva nejcastéji tii nebo Ctyfbarevnou kombinaci
znaCeni antigenti, kdy nadorové bunky jsou detekovany na zaklad¢ pfitomnosti
aberanntnich antigend, asynchronni exprese nebo atypického mnozstvi exprese antigenti ¢i
jinych kombinaci [83-85]. Problémem detekce MRN vSak mulze byt posun
v imunofenotypu pii relapsu onemocnéni [86, 87]. Citlivost imunofenotypizace se
pohybuje v fadu 10°-107.

Metody detekce MRN pomoci PCR jsou zalozeny na amplifikaci urcitych usekt
nukleovych kyselin, které jsou specifické pro nadorové bunky. Citlivost téchto metod se

pohybuje v fadu 10°-107,

MRN a ALL

V piipadé ALL jsou molekuldrnim cilem pro sledovani MRN fazni geny, produkty
chromozomalnich translokaci, které je mozné detekovat na trovni mRNA nebo piimo
DNA. Kvantifikace mRNA nemonitoruje pfimo mnozstvi leukemickych bunék, ale hladinu
exprese genu. U détskych ALL z B fady je pro své Casté zastoupeni nejvhodnéjsi fizni gen
TEL/AMLI, dale pak BCR/ABL, MLL/AF4, E2A/PBX1 a translokace postihujici
»promiskuitni“ gen MLL (MLL/AF9, MLL/AF6, MLL/AF10, MLL/ENL, MLL/ELL a
dalsi) [52, 88]. U T-ALL je mozno sledovat MRN napi. pomoci translokace SIL/TAL1 na

urovni DNA [89]. Metoda v soucasnosti povazovand za nejspolehlivéjsi pouziva ke

sledovani MRN u ALL kvantitativni detekci klondlné-specifickych piestaveb genti pro
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imunoglobuliny a T-bunéné receptory na urovni DNA. Vyhodou proti pratokové
cytometrii je stabilita DNA piestaveb i v piipadé¢ méniciho se fenotypu leukemické buiiky
v pribéhu terapie a celkové vyssi senzitivita. Na rozdil od kvantifikace fuznich gent je
pouzitelna pro naprostou vetSinu pacientll, navic neni ovlivnéna viabilitou analyzovanych
bunék. Tato metoda se stava ve stale veétsi mife soucasti 1écebnych protokold, a to 1 pfes
svou znacnou ¢asovou, finan¢ni i1 laboratorni naro¢nost.

Rychlost, s jakou klesa hladina MRN po zahdjeni 1écby, je dilezitym znakem, ktery urcuje
pribéh 1écby a riziko vzniku relapsu onemocnéni. Vyznam MRN u ALL pro urceni
progndzy onemocnéni ukazuji nékteré retrospektivni studie [90-96] a rozsahlé prospektivni
studie na velkych souborech pacienti vliv hladiny MRN na prognozu pacienta potvrdily
[97-101]. Pacienti, ktefi maji v kostni dfeni na konci induk¢ni terapie nizkou hladinu MRN
maji signifikantné lep$i prognézu nez pacienti s vysokymi hladinami. Riziko relapsu je
umérné hladiné MRN [91, 94, 95, 97, 98, 100]. Nékteré studie ukazuji, ze velky vyznam
ma sledovani kinetiky MRN ve vice casovych bodech. Na zdklad¢ kinetiky MRN
v pocatecni fazi lé€by je mozné pacienty rozdelit do rizikovych skupin nezéavisle na jinych

prognostickych znacich [97].

MRN a AML

Pro detekci MRN u AML neexistuje univerzalni marker jako pfestavby imunoglobulinti a
T-bunéénych receptori u ALL. Moznosti imunofenotypizace pomoci pritokové cytometrie
jsou zatim omezené, nenachdzeji se kombinace znaki specifickych pro leukemické bunky.
Pfesto bylo publikovano n¢kolik studii, které dokladaji ispéSné monitorovani MRN u
pacientd s AML [102, 103]. Obdobné jako u ALL se i u AML vyskytuji nendhodné
chromozomalni aberace a z nich vychdzejici fuzni geny, které slouzi k detekci MRN. U
pacientti s akutni promyelocytarni leukémii (subtyp M3) se vyskytuji translokace t(15;17),
t(11;17) a t(5;17) a znich vychdzejici fuzni geny PML/RARa respektive PLZF/RARa
respektive NPM/RARa [104]. Fazni gen PML/RARa je mozné pouzit k detekci MRN
pomoci technik zalozenych na PCR nebo FISH [105]. U pacientii se subtypem AML M2 a
M4Eo se vyskytuji translokace t(8;21) respektive inverze chromozomu 16 se vznikem
fuznich gent AMLI/ETO a CBFB/MYHI1, které se daji vyuzit jako cile pro sledovani
MRN [106-109]. Fuzni geny mohou slouzit pro detekci MRN pftiblizné u 30% détskych
pacientd s AML [52]. Hledani univerzalniho markeru vhodného ke sledovani MRN u déti
s AML vedlo k zajmu o dalsi geny: FLT3, WT1 a PRAME. Interni tandemové¢ duplikace

genu FLT3 v leukemickych bunkach je mozné pouzit ke sledovani a kvantifikaci MRN u
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pacienti s AML [110, 111]. Informace o pouziti genu WT1 jako markeru pro detekci MRN
jsou sporné. Nekteré studie nenalezly souvislost mezi dynamikou transkriptu WTI1 a
prognézou nemocného [33, 40, 112, 113], jiné studie, které vyuzivaji kvantitativnich
technik naznacuji prognosticky vyznam dynamiky WT1 u pacientti s AML [32, 35, 36, 39,
114-117]. Overexprese genu PRAME (preferentially expressed antigen in melanoma) byla
nalezena piiblizné u 40% détskych pacientd s AML, kdy pacienti s t(8;21) vykazuji
signifikantné¢ vysokou expresi tohoto genu. Nekteti autofi vyuzili kvantitativni detekci
exprese genu PRAME ke sledovani MRN u AML, kdy nalezli souvislost mezi dynamikou
exprese genu PRAME a pribéhem onemocnéni — snizeni exprese v dobé remise
onemocnéni a zvysSeni hladiny exprese pfi relapsu onemocnéni [118-121].

Klinicky vyznam MRN u AML neni tak zfejmy jako u ALL. U pacienti s AML M3
predikuje nartst hladin transkriptu PML/RARa relaps onemocnéni [122]. Naproti tomu na
prognosticky vyznam piitomnosti detekovanych hladin transkripti AMLI/ETO a
CBFB/MYHI11 u pacientli v remisi se nazory jednotlivych autorti rizni [123]. Zda se, zZe je
nutnd rozsahlejsi studie s pouzitim znakl spole¢nych pro jednotlivé subtypy AML pro

ovéteni vyznamu MRN u pacientti s AML.

MRN a lymfomy

V pfipad¢ lymfomu je detekce lymfomovych bunék v KD oznacovdna jako minimalni
diseminovana (pfipadné rezidudlni) nemoc. Pro zjednoduseni bude dale v textu uvadéno
minimalni rezidudlni nemoc (MRN). Lymfomy jsou asi v 65% ptipad primarné uzlinova
onemocnéni s moznym postizenim KD a leukemizaci. Studie vénujici se hladinam MRN u
lymfoml nejsou zatim stale k dispozici, av§ak odbéry KD a PK v pribéhu terapie na
stanoveni hladin MRN jsou nyni soucasti nejnovéjsich 1é¢ebnych protokoli u pacienti s
ALCL. Recentni studie sleduji hladiny infiltrace KD v dobé zachytu primarniho
onemocnéni vuzliné ¢i jiném mimodienovém organu ve vztahu k predikci relapsu
onemocnéni. Neékteré prace prokazaly prognosticky vyznam infiltrace KD v dobé diagnézy
lymfomu (tzv. cirkulyjici lymfomové buitkky v KD), kdy soucasné postizeni KD je spojeno

se zvySenym rizikem relapsu onemocnéni [124, 125].

1.4 Transplantace hematopoetickych kmenovych bunck
Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék (TKD) je vzhledem ke své naro¢nosti

a toxicit¢ vyhrazena pro pomérné uzkou skupinu pacientli s akutnimi leukémiemi, u
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kterych selhava 1éc¢ba vysokodavkovou chemoterapii. Jedna se predevSim o pacienty
s Casnym dfeflovym relapsem a vysoce rizikovou ALL pfi diagnoze [49]. V piipadé
pacientll s SAA je TKD lécba prvni linie v pfipad¢ dostupnosti identického sourozence.
V ptipadé nedostupnosti identického sourozence pfistupuji pacienti k neptibuzenské TKD
az po selhani imunosupresivni 1éc¢by. U pacienti s MDS je TKD jedinou kurativni
metodou. Vzhledem k pokroklim ve zpracovani §tépu, podptrné 1€¢bé a typizaci tkdnovych
antigend, je TKD dostupna pro vétSinu déti indikovanych k transplantaci [126]. Konecny
vysledek transplantace ovliviiuje celd fada faktorti: darce (pfibuzny vs. nepiibuzny, HLA
shoda vs. neshoda, vék, virologicky status), pouzity st€p (kostni dien vs. periferni kmenové
bunky vs. pupecnikova krev), typ ptredtransplantacni piipravy, typ prevence reakce Stépu
proti hostiteli a stav pacienta pted TKD [127-129]. Vysledek TKD u pacientt s akutni
leukémii transplantovanych ve druhé remisi ovlivituje téz délka prvni remise [130, 131] a
transplantace v obdobi mimo kompletni remisi je velmi malo uspésna. Nekteré publikace
naznacuji, ze mnozstvi malignich buné¢k, se kterymi je pacient transplantovan, je

rozhodujicim faktorem podilejicim se na tspéchu ¢i neuspéchu TKD [132-137].
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2 Cile prace

Prace se zabyva diferencidlné diagnostickym a prognostickym vyznamem exprese genu
WT1 u détskych hematologickych onemocnéni.

1) Zavedeni a standardizovani metodiky (v ramci mezinarodni studie) s cilem sledovat
expresi genu WTI1 pii diagnéze, ptipadné v pribéhu onemocnéni u détskych pacientt

s témito hematologickymi onemocnénimi:

akutni myeloidni leukémie

- akutni lymfoblasticka leukémie
- myelodysplasticky syndrom

- aplastickd anémie

- anaplasticky velkobunécny lymfom

2) Porovnani hladin exprese genu WT1 v pritbéhu terapie se sledovanim rezidudlni nemoci

pomoci pritokové cytometrie.

3) Sledovani exprese genu WT1 a jeho vyznam v bunkach zdravych jedinci (kostni diené,

periferni krve, pupecnikova krev) a v regenerujici se kostni dieni.

4) Koordinovani jak vnitrostatni, tak mezinarodni kontroly kvality vySetfeni hladin exprese

genu WTI.
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3 Metody

3.1 Material

Vzorky odebrané pii diagnéze a béhem lécby détskym pacientim z center Pracovni
skupiny pro détskou hematologii v Ceské republice (Praha, Plzen, Ceské Budgjovice,
Hradec Kralové, Usti nad Labem, Brno, Olomouc, Ostrava,) s hematologickym
onemocnéni byly shromazd’ovany v Laboratofi molekularni genetiky (Laboratorni centrum
Kliniky détské hematologie a onkologie UK 2.LF a Fakultni nemocnice Motol, Praha).
Vzorky dospélych pacientti byly odebrany v Ustavu hematologie a krevni transfuze, Praha;
na Hemato-onkologické klinice FN Olomouc a na Onkologickém oddéleni nemocnice
Ceské Budgjovice.

Vsechny vzorky byly zpracovany v Laboratofi molekuldrni genetiky (Laboratorni centrum
Kliniky détské hematologie a onkologie UK 2.LF a Fakultni nemocnice Motol, Praha) a
v Laboratofi molekularni patologie (Ustavu patologie a molekularni mediciny UK 2.LF

Praha a FN Motol).

3.2 Odbér a zpracovani vzorkl

Vzorky aspirati kostni dien¢ (KD), periferni krve (PK) a pupecnikové krve byly odebrany
do sterilnich zkumavek s antikoagulantii (K, nebo K;EDTA) a ihned transportovany pfi
pokojové teplot¢ do laboratofe, kde probéhla izolace mononukledrnich bunék pomoci
centrifugace v hustotnim gradientu (Ficoll-Pague, hustota 1,077g/ml; Pharmacia, Uppsla,
Svédsko) ptipadné izolace pomoci osmotické 1yzy erytrocyti. Izolované jaderné buiiky
byly uchovavény v alikvotech po 1x10” bundk (v pripadé dostate¢ného mnozstvi) a méng v
-80°C. Celkova RNA byla extrahovdna zavedenou technologii (modifikace ,,single-step*
metody) dle Chomczynského a Sacchi [138] a kontrola integrity a mnozstvi ziskané RNA
byla provedena pomoci vizualizace na agarézovém gelu. Vzorky tkani primarnich nadori
v ptipad¢ pacientii s ALCL byly zpracovany pro histologické vySetieni bud’ jako zmrazeny
material a/nebo fixované ve formolu a zalité do parafinu. Néslednd izolace RNA probihala
v ptipadé kryostatovych fezti pomoci Trizolu (Life Technologies) dle doporuceni vyrobce
a z parafinovych ezl dle komer¢né dostupného kitu (Roche).

Ptepis do cDNA probihal pomoci MMLV reverzni transkriptazy a nahodnych hexametrti v
reakénich podminkéch: 1x RT pufr (50mM Tris-HCI, pH 8,3; 75mM KCI, 3mM MgCIl2);

23



0,01M dithiotreitol; 12,5uM hexamery; 0,5mM kazdého dNTP, 200U MMLV reverzni
transkriptazy — poté 1hod/37°C.

Bunécné populace

Vybrané odbéry pupecnikové krve (dle bunécnosti) byly po izolaci na hustotnim gradientu
nasledné separovany pomoci magnetickych kulicek (CD34 a CD19 MACS-Magnetic Cell
Sorting of Human Leukocytes, Miltenyi, Biotec, Germamy) na bunécné subpopulace
obohacené o danou frakci, ze kterych nasledné probihala izolace RNA a reverzni

transkripce (viz vyse).

3.3 Kvantitativni PCR

Kvantitativni detekce exprese (reverzné transkriptazova PCR v redlném case: RQ-RT-
PCR) genu WT1, fazniho genu NPM/ALK, molekuly CD 30 a ,housekeeping* genu pro
B2-mikroglobulin probihala na pfistroji LightCycler™ (Roche) a/nebo IQcycler (Biorad)
za pouziti hydrolyzacni sondy (gen WT1, fuzni gen NPM/ALK), LNA sondy (molekuly
CD30) a hybridiza¢nich sond (gen pro f2-mikroglobulin).

Provedli jsme amplifikaci genu WT1 od exonu 5 k exonu 10 s naslednym vlozenim do
plazmidu a transformovanim do bunék bakterie E. coli (TOPO T/A Cloning Kit —
Invitrogen, Groningen). Po namnozeni téchto transformovanych bakterii jsme izolovali
plazmid Miniprep metodou s ndmi vlozenym inzertem, poté jsme zméfili koncentraci
plazmidu pomoci spektrofotometru a vypocetli pocet kopii genu WTI1. Pro sestrojeni
standardni kalibra¢ni kiivky pro absolutni kvantifikaci jsme provedli logaritmické fedéni
plazmidu. Red&ni probihalo ze zasobniho roztoku — (10%) ktery odpovidal 2,5x10' poétu
kopii genu WT1 v 1pul. Tento roztok byl logaritmicky fedén do roztoku pufrované vody
TRIS-base pH 8,06 krok po kroku do fedéni 10°. Toto fedéni bylo poté logaritmicky
fedéno do xeno-DNA (koncentrace 0.2 ug/ul, DNA z lososich spermii, Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) krok po kroku do fedéni 107, které odpovida 2,5x10' po&tu kopii genu
WTI. Standardni kalibrac¢ni kfivka, ktera slouzila pro urceni poctu kopii ve vySetfovaném
vzorku, byla sestrojena z 2,5x10° do 2,5x10" kopii genu WTI.

Podobnym zptisobem jsme postupovali i v ptipadé tzv. ,housekeeping genu“ — vybrali
jsme si gen pro [B-2 mikroglobulin. Tento gen spliiuje vSechny podminky pro
,housekeeping gen, nebot’ lidsky genom neobsahuje Zadné jeho pseudogeny (na rozdil od
znamych kontrolnich gent, jako je napt. gen pro B-actin a gen pro glyceraldehyd — fosfat

dehydrogenazu, kde je znamo n=8 respektive n=52 moznych pseudogenil). Dale nema
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tento gen velmi vysokou expresi jako napi. kontrolni gen pro 18S rRNA a nevyznacuje se
ani velmi nizkou expresi a neobsahuje Zadné alternativni zac¢atky transkripce.

Pro sestrojeni standardni kalibra¢ni kiivky jsme provedli fedéni, které probihalo
ze zasobniho roztoku -10° ktery odpovidal 1x10'® po&tu kopii genu pro p-2 mikroglobulin
v 1ul. Tento zasobni roztok byl fedén do roztoku pufrované vody TRIS-base pH 8.06
Standardni kalibra¢ni kiivka, ktera slouZila pro urceni poctu kopii ve vySetfovaném vzorku
byla sestrojena z 1x10 kopii ,,housekeeping genu“ coz odpovidalo expresi ,,housekeeping
genu“ z mnoZstvi izolovaného z 1x10” bungk zdravych darci (odpovida 100%) . Toto
fedéni bylo fedéno do pufrované vody v fedéni 30%, 10%, 3%, 1%, ptipadné 0,1%; které
odpovida 1x10* po¢tu kopii ,,housekeeping genu®.

Utinnost obou systémii — jak detekce exprese genu WTI, tak detekce exprese
,housekeeping genu“ se pohybovala ve stejnych rozmezi (sklon kiivky -3,33+0,2,
korela¢ni koeficient 1,00).

Normalizovana hladina exprese genu WT1 byla poté urCena jako pomér exprese genu WT1
k expresi ,,housekeeping genu* - genu pro -2 mikroglobulin.

Stejnym zplisobem jsme postupovali i v ptipad¢ detekce fuzniho genu NPM/ALK a
molekuly CD30. Standardni kalibra¢ni kiivka pro detekci exprese fuzniho genu NPM/ALK
byla sestrojena z 4,4x10° do 4,4x10" kopii genu v 1ul, v pfipadé detekce molekuly CD30
byla standardni kalibraéni kfivka sestrojena z 1,8x10° do 1,8x10' kopii genu v Ipl.
Normalizovana hladina exprese fuzniho genu NPM/ALK a molekuly CD30 byla poté
urCena jako pomér exprese genu NPM/ALK resp. CD30 kexpresi genu pro (-2
mikroglobulin.

Reakéni podminky kvantitativnich PCR jsou uvedeny v pfiloZenych publikacich (viz str.
54 a str. 55).

3.4 Analyza vysledka a statistické zpracovani

Vsechny statistické analyzy zahrnujici deskriptivni neparametrickou regresni analyzu byly

zhotoveny za pomoci Instant a Stat-View softwaru (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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4 Vysledky

4.1 Kontrolni vzorky

Vysetiili jsme celkem 35 kontrolnich vzorka aspirati kostni dien¢ (KD) a pupecnikové
krve (16x kostni dien od zdravych darcti, 19x pupecnikova krev — z toho 9x celd bunécna
populace, 5x CD34+ populace a 5x CD19+, CD19-, CD34+, CD 34- populace), 44 vzorkl
periferni krve (PK) a 30 vzorkli regenerujici kostni dfen¢ (odbéry od pacientil
s TEL/AMLI1+ ALL odebrané v riznych ¢asovych bodech 1é¢by, kdy v téchto rezidualnich
vzorcich KD jsme nedetekovali MRN pomoci molekularni detekce fuzniho genu
TEL/AMLI).

Kontrolni vzorky KD a pupecnikovych krvi exprimuji gen WT1 na velice nizké nebo
nedetekovatelné hlading (0-41,4; median 0) — viz Obrazek €. 2. Pii rozdéleni na vzorky KD
a pupecnikové krve: KD 0-41,4, median 1 a ve vzorcich pupecnikové krve byly hladiny
nedetekovatelné kromé 5 vzorki ve kterych byla detekovatelnd hladina na velice nizké
urovni (0,1-4). Ve vzorcich PK jsme detekovali velice nizkou pifipadné nulovou expresi
genu WTI. Ve vzorcich regenerujici se KD jsme nalezli stejné rozpéti hladin exprese genu

WTI jako ve vzorcich zdravych déarct KD.

4.2 Pacienti s aplastickou anémii a myelodysplastickym syndromem
Shrnuto v ¢lanku: Je vysoka exprese genu WTI znakem nadorovych bunek?, Transfuze a

hematologie dnes, str. 55.

Pacienti s aplastickou anémii (n=25) maji velice nizkou nebo nedetekovatelnou hladinu
exprese genu WT1 (0-50,9 normalizovanych kopii genu WT1; median 5,9). Pacienti s
MDS (n=14) souhrnné exprimuji gen WT1 na vyssi hladiné neZ pacienti s aplastickou
anémii (18,4 — 7261,9; median 495,1). Pfi rozdéleni pacientl s MDS na jednotlivé
podskupiny byla distribuce expresnich hladin nasledujici: RA (18,4-551,4; median 238,8),
RAEB (34,2-7261,9; median 1441,6), RAEBt (597,1-4251,2; median 2864,6) a JMML
(25,4-581,6; median 307,7) — viz Obrazek ¢.2.

Po statistické analyze pomoci neparametrickych testi Mann-Whitney (2 parametry) a
Kruskal-Wallis (vice nez 2 parametry) jsme nalezli statistickou vyznamnost pii porovnani
hladin exprese u pacientii s aplastickou anémii (SAA) a pacienti s MDS (P<0,001), a
stejné statisticky vyznamné je 1 porovnani téchto skupin s kontrolnimi vzorky. V piipadé

roz€¢lenéni MDS na jednotlivé subtypy (RA, RAEB, RAEBt a JMML) dosahuje statisticka
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vyznamnost hodnoty P<0,001; pfi porovnani se skupinou pacienti s SAA a zdravymi
kontrolami. Pfi porovnani pacientli s SAA se skupinou pacientli s RA nachazime rozdil
statisticky vyznamny (P=0,0079). Zda se tedy, Ze lze na zéklad¢ hladiny exprese genu

WTI rozlisit mezi malignim onemocnénim typu RA a nemalignim onemocnénim SAA.

P =0,0001

kontraly  Sas, RA RAEE RAEBt  JMWL
n=3a n=25 n=4 n=3 n=3 n=4

Obrézek ¢. 2. Hodnoty hladin exprese genu WT1 u zdravych kontrola a u pacientii s SAA a
MDS rozdélené na jednotlivé subtypy. Hodnoty exprese genu WTI1 jsou v logaritmickém
meétitku.

4.2.1 Sledovéani minimalni rezidudlni nemoci u pacienti s MDS

U pacienttl s MDS, ktefi exprimovali gen WT1 na vysoké hladin¢ v dobé diagnézy a méli
k dispozici vice nez jeden rezidudlni vzorek jsme sledovali hladiny MRN béhem 1é¢by a
vysledky jsme korelovali s klinickym pribéhem onemocnéni (celkem 4 pacienti). Jeden
pacient prodélal relaps onemocnéni, ktery byl provazen vysokou hladinou exprese genu
WTI, avSak diky nedostupnosti rezidudlnich vzorkd v dlouhé dobé prfed relapsem
onemocnéni (359 dni) neni mozné urcit, zda by hladina exprese genu WT1 v dobé pied
relapsem tento relaps predikovala. Mimo to u tohoto pacienta byla detekovana vysoka
hladina exprese genu WTI1 i v dobé primarni 1é¢by (den+8) (viz Obrazek €. 3). Ostatni
sledovani pacienti (3 pacienti) s MDS podstoupili TKD a jsou nadale sledovani, kdy ve
vSech rezidualnich vzorcich po TKD jsou detekovany hladiny exprese genu WTI
v rozmezi hodnot detekovanych ve zdravych kontrolach KD a pacienti jsou v klinické
remisi. Pro sledovani predikce relapsu pomoci detekce exprese genu WTI je tfeba jeste

dalsi sledovani a hlavné rozsiteni souboru pacientid s MDS.
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Obrazek ¢. 3. Piiklad sledovani MRN u pacienta s MDS (JMML). Hodnoty exprese genu
WTI jsou v logaritmickém méftitku.

4.3 Pacienti s akutni lymfoblastickou leukémii

Shrnuto v clanku Wilms' tumor gene 1 (WT1) expression in childhood acute lymphoblastic
leukemia: a wide range of WTI expression levels, its impact on prognosis and minimal
residual disease monitoring, Leukemia, str. 56.

A v clanku: Je vysoka exprese genu WTI znakem nddorovych bunék?, Transfuze a

hematologie dnes, str. 55.

Ve spolupraci s kolegy z Irska (skupina Dr. M. Lawlera z Trinity College v Dublinu) jsme
vySettili reprezentativni skupinu détskych pacienti s ALL diagnostikovanych a léenych v
Ceské republice a v Irsku. Vysledky jsme zpracovavali zavedenou metodikou koleg
z Irska, ktera je porovnatelna s nasi kvantitativni metodikou detekce exprese genu WT1.

U détskych pacienti s ALL (n=125) jsme detekovali ve skupiné B-ALL (n=1006)
v diagnostickych vzorcich Siroké rozpéti (pfes 5 tadi) hodnot exprese genu WTI1, kdy
vétSina pacientd exprimovala gen WT1 v rozmezi hodnot detekovanych ve zdravych
kontrolach KD. Exprese genu WT1 ve zdravych kontrolach KD (n=9) byla detekovana ve
velmi nizkych hladindch, avSak v Zadném z ptipadi nebyla detekovana nulovd hodnota
exprese genu WTI.

Exprese genu WT1 u T-ALL (n=19; median 485) byla signifikantn¢ vyssi nez u B-ALL
(medidan 25) (p<0,001). Pii sledovani hladin exprese genu WTI v korelaci
s chromozomalnimi abnormalitami jsme nalezli vysokou hladinu exprese genu WTI u

28



pacienti nesoucich fuzni gen MLL/AF4 a v porovnani s ostatnimi pacienty s ALL bez
chromozomalni aberace, pfipadné s ostatnimi aberacemi jinymi nez MLL/AF4 jsme nalezli
statisticky vyznamny rozdil (p<0,01).

Pti sledovani hladin exprese genu WT1 v zavislosti na véku a poctu leukocytli jsme nalezli
vys$i hladiny exprese genu WT1 u déti starSich 10-ti let v porovnani s détmi ve véku 1-10
let (p<0,001). U déti mladSich 1 roku jsme nalezli vysoké hladiny exprese genu WTI,
avsak do této skupiny jsou zahrnuti i pacienti nesouci fuzni gen MLL/AF4, ktery je spojen
s vysokou expresi genu WT1. Nenalezli jsme rozdil mezi hladinami exprese genu WT1 a
poctem leukocytti u détskych ALL.

Pti studiu exprese genu WT1 jako prognostického faktoru jsme skupinu détskych pacient
s ALL rozd¢lili do 3 skupin: s abnormalné nizkou expresi genu WTI, s expresi v rozmezi
hodnot ve zdravych KD a s abnormdlné vysokou expresi. Ze 125 détskych pacientd 14
prodélalo relaps onemocnéni. Pfi univariantni analyze jsme nalezli signifikantné zvySené
riziko relapsu u pacientli s abnormaln€ nizkou a s abnormalné vysokou expresi genu WT1

(p=0,0006) — Obrazek €. 4 a Obrazek ¢. 5.
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Obrazek €. 4. Exprese genu WT1 u pacientl s relapsem v porovnani s pacienty bez relapsu
a zdravymi kontrolami.
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Obrazek ¢. 5. ,,Disease Free Survival® u pacientli s ALL rozdélenych dle hladin exprese
genu WTI1 na tii skupiny: s abnormalné nizkou expresi genu WTI, s expresi v rozmezi
hodnot ve zdravych KD a s abnormaln¢ vysokou expresi.

Vysledky skupiny Boublikova et al jsou v korelaci snaSimi vysledky popsanymi
v Casopise Transfuze a hematologie dnes:

U pacienti s fiznim genem BCR/ABL (n=5) jsme detekovali nizkou hladinu exprese genu
WTI1 (1,31-182,4; median 106), pacienti nesouci fuzni gen TEL/AMLI1 (n=19) m¢li také
nizkou hladinu exprese genu WT1 (0-459,5; medidn 13,1). Naopak pacienti s fuznim
genem MLL/AF4 (n=10) exprimuji gen WT1 na vysoké urovni (3449,5-16422; median
8642). U pacientii s T typem ALL (n=10) jsme detekovali expresi genu WT1 v Siroké Skale
hladin, od 0,5 do 11532,5 s medianem 287,7.

Pti statistické analyze jsme nalezli signifikantné¢ vysokou hladinu exprese genu WTI1 u

pacientl nesoucich fuzni gen MLL/AF4 (P<0,001).

Dale korelace exprese genu WTI s prutokovou cytometrii v clanku, ktery je zaslan do
Casopisu British Journal of Haematology: WTI protein expression in childhood acute

leukemia, str. 53.

Ve spolupraci s kolegy z Némecka (Dr. G. Kerst, Department of Pediatric Kardiology,

University Children’s Hospital Tuebingen) jsme vySetfovali hladiny exprese genu WT1 na
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souboru détskych pacientti s akutnimi leukémiemi diagnostikovanymi a lécenymi v
Tuebingenu (n=15 B-ALL, n=10 T-ALL, n=15 AML-1xMO0, 1xM1, 4x M2, 5x M5, 3x M6
a Ix hybridni leukémie fazena mezi AML) a souboru bunécnych linii. Vysledky jsme
korelovali s hladinami proteinu WT1 sledovanymi pritokovou cytometrii. V ptipadé
bunéénych linii (K562, HL-60, PLB-985, KG-1 CCRF-CEM) byla detekovana vysoka
exprese genu WTI1 a vysokd hladina proteinu WT1. V primarnich vzorcich akutnich
leukémii byla detekovana nizka hladina proteinu WT1 pomoci pritokové cytometrie. Pti
statistickém hodnoceni linearni korelace mezi hladinou proteinu WT1 sledovanou pomoci
pratokové cytometrie a mnozstvim transkriptu WT1 ur¢enym pomoci RQ-RT-PCR jsme
nalezli hodnoty r=0,382, p<0,03 (Obrazek ¢. 6). Ve ctyfech piipadech akutnich leukémii
byl detekovan protein WT1 a nebyl detekovan transkript pomoci RQ-RT-PCR (ve dvou
pripadech vsak byl detekovan WT1 transkript jinou metodikou detekce exprese genu WT1
s vyuzitim primert v jiné ¢asti genu, coz si mizeme vysvétlit pritomnosti mutace v genu
WTI1 v téchto ptipadech) a v dalSich ¢tyfech piipadech byl detekovan transkript WT1 a
nebyl detekovan protein pritokovou cytometrii. Dals§i biologické konsekvence téchto
nalezi budeme dale studovat. Dle této studie tedy lze detekovat protein WT1 pomoci
pratokové cytometrie, avSak ve velice nizkych hodnotach, a proto se detekce proteinu WT1
pomoci pratokové cytometrie jevi jako nevhodny marker pro sledovani MRN u détskych

akutnich leukémii.
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Obrazek ¢. 6. Korelace hodnot exprese genu WT1 - mRNA (RQ-RT-PCR) a hodnot
proteinu WT1 (pritokova cytometrie)
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4.3.1 Sledovani minimalni rezidualni nemoci u pacientti s ALL

Pacienti s fuznim genem MLL/AF4 exprimuji vysokou hladinu genu WTI1. V piipadé
sledovani MRN u téchto pacientli korelovala hladina MRN detekovand pomoci fuzniho
genu MLL/AF4 (kvalitativni hodnoceni tzn. negativita, pozitivita 2. kolo PCR, ptipadné
pozitivita 1. kolo PCR) s hladinou MRN detekovanou pomoci kvantitativni detekce
exprese genu WTI1. DneSni moznosti sledovani MRN pomoci kvantifikace sekvence
genomické oblasti fize MLL/libovolny partnersky gen jsou vSak mnohem slibnéjsi [139,
140].

Avsak u ostatnich détskych pacienti s ALL se sledovani MRN pomoci detekce exprese
genu WT1 jevi jako nevhodnd metoda na rozdil od ,,zlatého standardu* — kvantitativni
detekce prestaveb imunoglobulinovych fetézct, poptipadé fuzniho genu. Detekéni rozmezi
je totiz vzhledem k nizké inicialni expresi genu WT1 pfili§ malé na to, aby poskytlo validni
informaci o dynamice leukemického klonu. Ptiklad sledovani MRN pomoci exprese genu
WTI, fazniho genu a detekce klondlnich piestaveb T bunécnych receptorti je na Obrazku

¢. 7.
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Obrazek ¢. 7. Sledovéani hladin MRN pomoci kvantitativni detekce exprese genu WTI1
(riizova), kvantitativni detekce exprese fuzniho genu BCR/ABL (modrd); oba hlavni osa y
— logaritmické méfitko; a kvantitativni detekce prestaveb T bunécnych receptorti (zelend) —
vedlejsi osa y — logaritmické méfitko; u détského pacienta s mBCR/ABL+ ALL.
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4.4  Pacienti s akutni myeloidni leukémii
Prvni cast studie shrnuta v clanku Real-Time Quantitative PCR detection of WTI gene
expression in children with AML: prognostic significance, correlation with disease status

and residual disease detection by flow cytometry, Leukemia, str. 57.

U pacienti s AML (n=62) jsme nalezli signifikantné¢ vyss$i hladinu exprese genu WT1 u
subtypu AML M3 (n=8) (319-29213,9; median 5212,1). U subtypu AML M5 (n=10) jsme
shodné s literaturou nalezli niz8§i hladinu exprese a to v hodnotach od 0 do 209,2
s medianem exprese 1,7. Pii porovnani hladin exprese genu WT1 v celé skupiné AML
s kontrolnimi vzorky nachazime statistickou vyznamnost P<0,001. Statisticky vyznamna je
1 vysoka hladina exprese genu WT1 u subtypu AML M3 v porovnani s ostatnimi
skupinami u pacientti s AML (p=0,0001) a pfi porovnani hladin exprese se skupinou AML
M35 nachéazime p=0,0005.

Porovnani hladin exprese genu WT1 u pacientti s AML je na Obrazku €. 8.
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Obrazek ¢. 8. Porovnani hladin exprese genu WT1 u AML. Hodnoty exprese genu WT1
jsou v logaritmickém méftitku.
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Dale korelace exprese genu WTI s priitokovou cytometrii v ¢lanku, ktery je zaslan do
Casopisu British Journal of Haematology: WTI protein expression in childhood acute
leukemia, str. 53.

Viz kapitola 4.3 Pacienti s akutni lymfoblastickou leukémii

Prognosticky vyznam exprese genu WT1 u pacientd s AML

Pti rozdéleni pacienti s AML dle jednotlivych hladin exprese genu WT1 pii diagndze a
vyselektovani subtypu AML M3 z dGvodu jiného typu lécby - zalozené na all-trans
retinové kyseliné (ATRA), jsme nalezli signifikantné lepsi ,,Disease-Free Survival® (DFS)
— preziti bez leukémie pro pacienty exprimujici gen WT1 na hladiné niz§i nez 100
normalizovanych kopii WT1 (logrank p=0,038) viz Obrazek ¢. 9.

Ve skupiné pacientii (bez subtypu M3) s expresi genu WT1 vétsi nez 100 normalizovanych
kopii doslo k 11 relapsim z 24 déti oproti 5 relapstim ze 30 déti s expresi nizsi nez 100
normalizovanych kopii.

Disease-Free Survival pacientd s AML (bez subtypu M3)
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Obrazek €. 9. Sledovani kiivky pteziti bez leukémie u pacienti s AML.

4.4.1 Sledovani minimalni rezidudlni nemoci u pacienti s AML

U pacienti s AML, kteii méli v dobé diagnézy vysokou hladinu exprese genu WT1 (32
pacientil) jsme sledovali hladiny MRN pomoci kvantitativni detekce exprese genu WT1 a
vysledky jsme porovnavali se sledovanim hladin MRN pomoci pritokové cytometrie.

Nalezli jsme statisticky vyznamnou korelaci mezi hodnotami sledovani MRN pomoci
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exprese genu WTI1 a hodnotami pocti blasti detekovanych pratokovou cytometrii
(Obrazek ¢.10).
Ptiklad sledovani MRN pomoci kvantitativni detekce exprese genu WT1 a pomoci detekce

blastli pritokovou cytometrii v korelaci s prubéhem onemocnéni je na Obrazku €. 11.

4(3)-barevna pratokova cytometrie vs. WT1 RQ-RT-PCR MRN
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Obrazek ¢. 10. Korelace vysledkl sledovani MRN pomoci kvantitativni detekce exprese
genu WT1 (osa x) a pratokové cytometrie (procenta blasti, osa y).

Pro sledovani predikce relapsu pomoci detekce exprese genu WT1 je tieba dalsi sledovani
a rozSifeni souboru pacientil, nebot’ z 32 vySetfovanych pacientli s vysokou expresi genu
WTI pii diagnéze prodélalo relaps onemocnéni pouze 11 pacientd. Vzorky k analyze
exprese genu WT1 v Case pred relapsem byly odebrany v rozmezi 27 dni az 377 dni, z toho
plyne, ze nékteré dulezité vzorky v dobé pred relapsem nebyly k dispozici. Ve vsech
dostupnych relapsovych vzorcich jsme detekovali vysokou hladinu exprese genu WTI,
kromé dvou relapst: v jednom ptipadé byl relaps diagnostikovan v dob¢, kdy pratokova
cytometrie detekovala pouze 3% leukemickych blasti na rozdil od morfologické metody,
ktera detekovala 31%, v pripadé exprese genu WT1 jsme detekovali 50x zvySeni hladiny
exprese viuci vzorku odebraném 77 dni pied relapsem, avSak hladina se stale pohybovala

pod 100 kopiemi; ve druhém piipad€ Slo o pacienta se subtypem AML MO, ktery mél
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v dobé diagnozy vysokou hladinu exprese genu WTI1, avSak v dobé relapsu onemocnéni
jsme detekovali nizkou hladinu exprese a dle morfologického hodnoceni relapsového

vzorku $lo o morfologicky posun leukemickych blastt.

Ffiklad korelace MRN: Pacient £€.97 (AML M2)
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Obrazek ¢. 11. Priklad sledovani MRN u pacienta s AML pomoci hladin exprese genu
WTI1 (modra, hlavni osa y — logaritmické méfitko) v porovnani s hodnotami MRN
sledovanymi pomoci prutokové cytometrie (kombinace 4 znakl zelend; jen CD34+ bunky
¢ervend a jen CD117+ bunky modr4; vedlejsi osa y)

4.5 Pacienti podstupujici transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék

Vysledky prezentovany a shrnuty v abstraktu: Little evidence for the prognostic role of
WTI quantitative detection before HSCT in paediatric haematologic malignancies. 31st
Annual Meeting of the European Group for Blood and Marrow Transplantation. Prague,
Czech Republic 2005. Bone Marrow Transplantation 2005, 35(2):S158.

U détskych pacientd (ALL - 11 pacientl, AML - 13 pacientd, MDS - 5 pacienti)
podstupujicich TKD jsme sledovali hladinu exprese genu WT1 v ¢ase diagndzy, pted a po
TKD z divodu sledovani predikce post transplantacniho relapsu. U pacientd s ALL bylo
pritomno 5 post-TKD relapst u 5-ti pacientl, kdy 3 pacienti méli vysokou hladinu exprese
genu WT1 pii diagnoze, avSak u vSech téchto pacientl s post-TKD relapsem onemocnéni
nebyl dle hladiny exprese genu WT1 ve vzorcich pied TKD predikovan relaps na rozdil
od jinych pouzitych metod (detekce fizniho genu a ptestaveb imunoreceptorovych geni

predikovala relaps — viz Tabulka €. 4). V ptipadé AML byly detekovany 3 relapsy po TKD
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u 2 pacientl (oba vysoka hladina exprese genu WT1 pfi diagnéze), avsak pouze u jednoho
pacienta s dvéma post-TKD relapsy byla patrna predikce na zakladé vysSsi exprese genu
WTI ve vzorcich pted TKD. U pacienti s MDS byl pouze jeden post-TKD relaps, ktery

vSak nebyl predikovan vyssi hladinou exprese genu WT1 v predtransplantaénim odbéru.
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Tabulka ¢. 4. Sledovani hladin MRN
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4.6 Pacienti s anaplastickym velkobunéénym lymfomem

U pacienti s ALCL jsme ve vzorcich primarnich nddori a/nebo vzorkli z relapsu
onemocnéni (lymfatické uzliny, kiize, nuchalni krajina, pleura) detekovali nizkou hladinu
exprese genu WT1 (0-883 kopii, median 5 kopii). Vysledky uvedeny v Tabulce ¢. 5. Proto
jsme jako marker nadorovych bunck pro sledovani rezidudlni nemoci u pacientti s ALCL
vyuzili kvantitativni detekci exprese fuzniho genu NPM/ALK a molekuly CD30, které
byly vysoce exprimovany v primdrnich nddorech (11907 kopii resp. 61150 kopii).

Vysledky shrnuty v ¢lanku Quantitative PCR detection of NPM/ALK fusion gene and CD30)
gene expression in patients with anaplastic large cell lymphoma — residual disease

monitoring and a correlation with the disease status, Leukemia Research, str. 54.
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Pacient pohlavi  vék (roky)

1

10

m 5
m 13
m 4
z 19
m 12
z 17
m 23
z 34
m 10
m 12

diagnoza
1.relaps

2. relaps

3.relaps

4.rlelaps

diagnéza
1.relaps
diagnéza
1.relaps

2.relaps

tkan

FF-PE

zmraz.

zmraz.
FF-PE

zmraz.

zmraz.

zmraz.

zmraz.

zmraz.

bone marrow

diagnoéza

diagnoza
1.relaps

diagnoza
diagnéza
diagnoza
diagnéza

1.relaps

diagnoéza

FF-PE

zmraz.

zmraz.

zmraz.

FF-PE

zmraz.

FF-PE

zmraz.
zmraz.

zmraz.

Median (bez KD)

NPM/ALKy
kopie
126016
2251

4235
1145

27104

133
35376

82587

3967

131

41170
6477
7538

103097
216317
79226
6914062

11907
6698

4420

11907

CD30y
kopie
234146
7270

18938
1200

48200

2030
127956

786114

17591

444

158156
10189
4734
61150
21911421
88682
753906

178814
141853

25499

61150

WT1y follow-up

kopie
0

35

ND
37

99

ND

ND

176

883

5

FF-PE tkan fixovana ve formolu a zalitéa do parafinu

zmraz. zmrazeny materidl, ND neanalyzovano

dny|
161

374

731

828

417

155

305

215

179

Tabulka €. 5. Pacienti s ALCL (diagnostické a relapsové vzorky tkani) zatfazeni do studie.
Uvedeny jsou normalizované hladiny exprese genu NPM/ALK, CD30 a WTI.
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4.6.1 Sledovani minimalni rezidualni nemoci u pacientti s ALCL

Vysledky shrnuty v clanku Quantitative PCR detection of NPM/ALK fusion gene and CD30
gene expression in patients with anaplastic large cell lymphoma — residual disease
monitoring and a correlation with the disease status v casopise Leukemia Research, str.
54.

Vzhledem k nizké inicialni expresi genu WT1 v lymfomovych bunkéach v primérnich
nadorech nebylo mozné vyuzit expresi genu WTI1 jako markeru nadorovych bunck
v rezidudlnich vzorcich KD a PK. Proto jsme sledovali hladiny rezidudlni nemoci v 79
vzorcich KD a/nebo PK v prabé¢hu 1é€by u 10 pacienti s ALCL pomoci kvantitativni
detekce exprese fuzniho genu NPM/ALK a molekuly CD30. Ve vSech vzorcich KD
odebranych v ¢ase relapsu a/nebo kratce pred relapsem jsme detekovali expresi jak
NPM/ALK, tak expresi CD30.

P&t z deviti relapsti bylo doprovazeno zvySenim hladiny exprese NPM/ALK v KD
minimalné o pal fadu. Zjistili jsme, ze exprese molekuly CD30 neni vhodny marker pro
sledovani MRN, nebot’” pouze 2 relapsy byly spojeny se zvySenim exprese CD30 nad
fyziologickou hladinu, kterou jsme detekovali ve vzorcich KD/PK i u zdravych darca.
Priklad sledovani MRN u pacienta s ALCL je na Obrazku ¢. 12. Tato studie byla
publikovana v ¢asopise Leukemia Research, kdy se jedna se o prvni vyznamnou studii

detekce MRN u pacientti s ALCL.
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Obrazek €. 12. Sledovani MRN u pacienta s ALCL pomoci kvantitativni detekce exprese
fuzniho genu NPM/ALK(modra), molekuly CD30 (rizova) — oba hlavni osa vy,
logaritmické métitko a kvantitativni detekce TCR prestavby Vgl (zelend) — vedlejsi osa vy,
logaritmické méfitko.

4.7 Mezinarodni studie
Iniciovali jsme zaloZeni mezinarodni pracovni skupiny, kterd by se zabyvala:
e Standardizaci metodiky RQ-RT-PCR pro detekci exprese genu WT1 a vybérem
vhodného ,,housekeeping genu*
e Mezinarodni kontrolou kvality této metodiky a jeji propagaci
e VysSetfovanim exprese genu WT1 u skupin onemocnéni, kde by mohla piispét
k hodnoceni progndzy a sledovani MRN
Spolu s kolegy z Frankfurtu, Jeny (Némecko) a Monzy (Italie) jsme v roce 2003 zalozili
International Cooperative Study Group on WT1 Expression in Childhood AML, v ramci
které standardizujeme metody pro kvantifikaci exprese genu WT1 a kontrolniho genu s
kontrolou kvality minimaln¢ 2x ro¢né. V roce 2004 jsme potradali prvni konferenci této
skupiny v Praze. Od té doby se pritbézn¢ setkavame v prubéhu mezinarodnich konferenci a
pracovnich schiizek.

Dosavadni vysledky prace této skupiny
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e Vyvinuli jsme optimalni metodiku kvantifikace transkriptu WT1 pomoci RQ-RT-
PCR. V soucasné¢ dobé¢ po dohod¢ a fadé experimentd celd skupina vyuZzivad nasi
metodiku kvantitativni detekce exprese genu WTI snami zhotovenym a
pripravenym plazmidem.

e Jako ,housekeeping” gen byl vybran gen pro ABL, kdy vyuzivame metodiku
kolegt z Italie (Gianni Cazzaniga, Tiziana Coliva — Ospedale San Gerardo, Monza,
Italie) i s jimi pfipravenym plazmidem.

« Kontrola kvality probiha 2x ro¢né. Vysledky kontroly kvality viz Obrazek ¢. 13.

Ptiprava metodické publikace: V soucasné dobé probiha statistickd analyza vysledka a

ptipravujeme rukopis prace pro Casopis Leukemia.

Vysledky mezinarodni standardizace WT1 qRT-PCR: Prvni kolo kontroly kvality

Jenay = 3,526x + 17,823 s
45 4
R2 =0.9998 40
Praha y = 3,2506x + 19,375 351
730
5 s
R? = 0.9991 Qo5
Monza y = 3,4405x + 19,378 20+
RZ = 0.9984 104
5 o]
Frankfurt y = 3,508x + 14,585 0 : | | : : |
R? = 0.9965 10 10°° 106 107 108 109

Obrazek ¢. 13. Vysledky kontroly kvality stanoveni hladin exprese genu WTI.
Amplifikovana plazmidova fedici fada, hodnoty osy x: koncentrace plazmidu, osa y:
,,Crossing point*
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5 Diskuze

Aberantni exprese genu WTI1 v leukemickych blastech a v nékterych typech jak
nadorovych, tak nenddorovych buné€k byla a je opakované studovana [44]. Hladina exprese
genu WTI1 je dobife prostudovana u hematopoetickych prekurzori nesoucich molekulu
CD34+, kde hladina transkriptu WT1 miize u malé ¢asti znich (cca 1%) dosahnout
podobnych, hladin jaké jsou nalézany u leukemickych bun¢k [17, 141]. V naSem souboru
zdravych KD, pfipadné pupecnikovych krvi a jejich frakci obohacenych na CD34+ buiiky,
jsme nalezli nulové nebo velmi nizké hladiny exprese genu WTI1. Ve studii détskych
pacientd s ALL jsme s kolegy z Irska jejich metodou vysettili 9 vzorkd KD a 30 vzork
regenerujici se KD a ve vSech piipadech jsme nalezli detekovatelnou hladinu exprese genu
WTI, avSak opét pouze ve velmi nizkych hladinich, navic jsme nenalezli rozdil v expresi
genu WTI1 ve zdravych KD ziskanych od darc a v regenerujicich se KD, které¢ byly
odebrany v raznych fazich 1écby ALL (tyto vzorky KD byly prokazatelné¢ MRN negativni
podle alternativnich metod).

Jak jiz bylo zminéno, exprese genu WT1 v nemalignich krevnich buiikéch (s vyjimkou
malé frakce Casnych progenitori CD347/CD38) by méla byt na nizké nebo
nedetekovatelné hladin€, proto jsme se zaméfili na studium nemaligniho typu onemocnéni
SAA. Diferencialni diagnostika SAA a nékterych typt myelodysplastického syndromu
(MDS typu refrakterni anémie) je stale komplikovana a neexistuje jednoznacné kritérium,
které by tato zasadné rozdilnd onemocnéni odlisilo.

Dle vysledki v naS§em malém souboru (jen 4 RA) hladiny exprese genu WT1 rozliSuji
nemaligni typ anémie SAA a maligni typ anémie MDS — RA (P=0,0079). Velikost souboru
v tomto pfipadé neni zdsadnim problémem: statistické signifikance bylo dosazeno, ale
zasadni prekdzka vyuziti v diferencidlni diagnostice je zfejma. Jak ukazuje Obrazek €. 2,
naméiené hodnoty pro SAA a RA tvoti plynulou skalu. Je tfeba prihlédnout i k tomu, ze
diagnostika probihala na zakladé morfologického obrazu kostni dfen¢ a otdzkou zlstava i
morfologickd hranice mezi SAA a RA a ztoho odvozend diagndéza (a také RA
s multilinearni dyspldzii vs RA). V pifipad¢ dalSich studii zabyvajicich se hladinami
exprese genu WT1 u MDS nalezli autofi ve shod¢ s ndmi expresi u RA také na nizké nebo
nedetekovatelné hladiné [31, 142, 143].

Tamaki et al ve své studii demonstruje, Ze hladina exprese genu WTI1 odraZi stupen

progrese MDS do AML a Ze monitorovani hladiny exprese genu WT1 muize predikovat
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transformaci MDS. Ve své studii ukazuje, Ze mezi hladinami exprese genu WT1 u pacient
s MDS typu RAEB a RAEBt neni statisticky vyznamny rozdil, ale nalezl u nich ptiblizné o
2 tady vyssi hladinu exprese nez u RA. Vysledky vSak neporovnavali s kontrolami ani
s nemalignim onemocnénim. Nase vysledky koreluji s vysledky Tamakiho et al, kdy v nasi
skupiné pacienti s MDS typu RA jsme nalezli o jeden fad niz$i hladinu exprese nez u
pacientli s RAEB a RAEBt a pacienti s RAEB a RAEBt maji podobné hladiny (median
exprese 1441,6 vs 2864,6). V piipadé¢ porovnavani pacientli s RA s ostatnimi pacienty
s MDS (RAEB, RAEBt, JMML) — jsme nalezli statistickou vyznamnost, kdy vyssi hladina
exprese genu WT1 v zasad¢ koreluje s vy$sim zastoupenim blastti. Pfesto i v pfipadé RA a
RAEB zlistava expresni hranice neostra (Obrazek ¢.2).

U détskych pacientli s ALL jsme nalezli velice variabilni hladiny exprese genu WT1. U
subtypu B-ALL vétSina pacientll exprimovala gen WT1 v rozmezi normalni exprese genu
WTI1 detekované ve zdravych KD a pii porovnani medidnu exprese genu WT1 u détskych
B-ALL s expresi ve zdravych KD jsme nenalezli signifikantni rozdil. DEtsti pacienti s T-
ALL exprimovali gen WT1 na signifikantn¢ vysSich hladindch nez B-ALL, navic u
zadného pacienta s T-ALL nebyla detekovana hladina exprese genu WTI1 pod hladinou
fyziologické exprese genu WT1. Dale u pacienti s ALL nesoucich fizni gen MLL/AF4
jsme shodné s literaturou nalezli signifikantn€ vysokou hladinu exprese genu WT1 [27].

V pripad¢ détskych pacienti s ALL patii mezi klinicky pfiznivé faktory v€k v dobé
diagnézy mezi 1-9 lety a nizka leukocytéza a naopak pacienti pod 1 rok véku v dobé
diagnozy maji trvale nepiiznivou prognozu. V naSem souboru détskych pacientti s ALL
jsme nenalezli korelaci mezi leukocytézou a hladinou exprese genu WT1 a skupina
pacientll mezi 1-10 lety méla signifikantné niz$i expresi nez star§i déti a dale pacienti
s kojeneckou ALL exprimovali gen WT1 na vysokych hladinach, coz je dano zastoupenim
pacientti s MLL/AF4+ ALL.

V ptipad€ nizkych hladin exprese genu WT1 u pacienti s hor$i prognoézou danou fuznim
genem BCR/ABL a naopak u pacientli s fuznim genem TEL/AMLI1 spojenym s lepsi
progndézou se nam ukazuje, ze dle hladin exprese genu WTI1 nelze zafazovat pacienty
s ALL do prognostickych skupin a ze vysoka i nizka exprese genu WT1 v piipad¢ pacientt
s ALL ma z hlediska diagnostiky nevalny vyznam.

Statisticky signifikantn€ hors$i prognoéza u déti s velmi vysokou a naopak velmi nizkou
expresi zustava zatim t€zko objasnitelnym fenoménem, kromé faktu, ze do skupiny s velmi

vysokou expresi spadaji pacienti s fuzi MLL/AF4 a tedy extrémné Spatnou progndzou.

45



Naopak zadny spojujici faktor jsme nenalezli pro skupinu déti s velmi nizkou expresi a
Spatnou prognézou (n=7) [144].

V nasi ptedchozi studii [32] jsme nalezli signifikantné horsi prognézu u détskych pacientii
s AML, kteii exprimovali gen WT1 ve vysokych hladinach. Tento trend jsme nalezli i pfi
rozsifeni souboru pacientl a prodlouzeni doby sledovani. Shodn¢ s ndmi popisuji vysokou
hladinu exprese genu WT1 jako nezéavisly prognosticky faktor i jini autofi [35-37, 114-117,
145], ale nékteii toto tvrzeni vyvraceji [33, 40, 41, 112, 113]. Jak jsme uz naznacili, tyto
rozdily mohou byt zptisobeny technickym ptistupem ke kvantifikaci exprese WT1, volbou
a kvalitou pouzitych kontrol a také zaméfenim na détské, resp. dospélé pacienty, ale 1
statistickym zpracovanim dat. Odpovédi na tyto diskrepance (alespont z pohledu détskych
AML) by méla byt planovana prospektivni studie provedend na souboru ¢eskych, italskych
a némeckych pacientl Iécenych jednotné podle protokolu BFM nasi kooperativni skupinou
(viz vyse).

Diskutabilni stale ziistava otazka vyuziti exprese genu WT1 jako potencidlniho markeru ke
sledovani MRN. Byla publikovdna rozporuplna data o expresi genu WTI béhem
hematologické remise. Autofi, ktefi pouzili kvantitativni [114] nebo semi-kvantitativni [36,
115] pfistup zaznamenali korelaci mezi vzestupem hladin transkriptu WT1 a relapsem
onemocnéni, zatimco ostatni autofi korelaci nepotvrdili [112, 113]. Rovnéz pokusy
porovnat hladinu genu WTI1 se znamymi markery specifickymi pro leukemické bunky
(fuzni geny jako vysledky nendhodnych translokaci) pfinesly rozporuplné vysledky. Tyto
neshody jsou ziejm¢ dany nedostatkem korelace mezi klasickou ,,end-point“ PCR
v porovnani s RQ-RT-PCR [41, 113, 114].

K porovnani vysledki sledovani MRN jsme hledali metodu, kterd by pokryvala
vyznamnou vétSinu pacienti s AML a prokazateln¢ by korelovala s vlastnim priabéhem
onemocnéni. Zvolili jsme tfibarevnou/Ctytbarevnou prutokovou cytometrii (3(4)-FC), ktera
stanovuje pfimo zastoupeni leukemickych blasti diky specifické kombinaci tii respektive
Styf antigennich molekul a vySetfuje se u vétsiny pacientd s citlivosti 10° — 10 [102,
103].

Odecteni hladiny MRN pomoci 3(4)-FC je moZzné omezen¢ vyuzit i pro riznd terapeuticka
rozhodnuti. Nicméné je zndmo, Ze maturace leukemickych bunck v piipadé AML je
heterogenni a faktem je, Ze antigenni exprese povrchovych molekul je také heterogenni.

U 30 z 62 pacientl vySetfenych obéma metodami hladina exprese genu WT1 pii diagnoze
neumoznovala dal$i sledovani dynamiky, nebot’ zjisténa normalizovana hladina genu WTI

byla nizkd. U druhé skupiny 32 pacientll s vysokou hladinou exprese genu WTI1 pfi
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diagnoze se projevuje signifikantni zvysSeni hladiny piedchdzejici, piipadné doprovazejici
relaps. Priikazu toho, zda zvySeni hladiny exprese genu WT1 skute¢né piedchazi relaps
onemocnéni, brani skute¢nost, Ze nckteré dilezit¢ vzorky nebyly dostupné v delSim
casovém intervalu pred relapsem onemocnéni.

Bylo by ptfehnané o¢ekavat absolutni korelaci mezi poctem blastti detekovanych 3(4)-FC a
hladinou exprese genu WTI1. Obé& tyto metody mohou odraZzet skutecnou biologickou
situaci. Rozdil je v rizném zplsobu analyzy dat: porovnadvame procenta blastl
exprimujicich specifické antigenni kombinace proti hladiné genové exprese, coz
znemoziuje piimou regresni analyzu. AvSak néapadnd shoda jednotlivych kiivek
reprezentujicich sledovani dynamiky RQ-RT-PCR a 3(4) -FC doklada potencialni moznost
pouziti kvantitativni detekce exprese genu WTI1 jako cile pro monitorovani MRN. Je
mozno konstatovat, ze sledovani dynamiky exprese genu WTI1 pomoci RQ-RT-PCR
predstavuje novou, relativné jednoduchou a rychlou metodu, kterda miize slouzit jako
mozny dalsi rizikovy faktor u détskych pacienti s AML a ke sledovani MRN. I otazku
mozného sledovani MRN a prognostického vyznamu hladin exprese WT1 v urcitych
casovych bodech 1écby détskych AML by méla zodpovédét vySe zminénd mezinarodni
studie, na jejiz koordinaci se podilime.

Zklamanim bylo vyuziti detekce genu WT1 u transplantovanych pacientd. Zatimco
v piipadé¢ non-lymfoidnich malignit =zastavd kvali nizkému pocétu pacientd 1
potransplanta¢nich udélosti vyznam exprese WT1 spiSe nejasny, v piipad¢ détskych ALL
jednoznacné neprokazuje predtransplantacni uréeni hladiny exprese WT1 prognostickou
hodnotu. To vynika zejména ve srovnani se sledovanim MRN ,klasickymi* cily — tedy
kvantifikaci pfestaveb imunoreceptorovych genti resp. hladin transkriptd fiznich genti.

U pacienti s ALCL jsme ve vzorcich primarnich nddord a/nebo vzorkli z relapsu
onemocnéni detekovali nizkou, pfipadné nulovou hladinu exprese genu WT1 a proto jsme
jako marker nadorovych bun€k pro sledovani rezidualni nemoci u pacientti s ALCL vyuzili
kvantitativni detekci exprese fuzniho genu NPM/ALK a molekuly CD30, které byly
vysoce exprimovany v primarnich nddorech. Byla popsana detekce fuzniho genu
NPM/ALK v PK zdravych jedinct a v uzlindch bez infiltrace lymfomem [146, 147] a
exprese molekuly CD30 v aktivovanych B a T lymfocytech [72]. Proto jsme vysetiili KD a
PK od zdravych darct a reaktivni uzliny bez lymfomu na pfitomnost flizniho genu
NPM/ALK a molekuly CD30 a fuzni gen NPM/ALK jsme detekovali na velice nizké
hladin€ pouze v jednom vzorku reaktivni uzliny (1/5), kdy nalez je v korelaci s praci autorii

Maes et al [147], kteti detekovali fuzni gen NPM/ALK ve 20 z 31 lymfoidnich tkani ve
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velice nizkych hodnotach. Molekulu CD30 jsme detekovali jak ve vzorcich KD, PK, tak ve
vzorcich reaktivnich uzlin. Pro detekci MRN jsme tedy urcili fyziologickou expresi
molekuly CD30 v rozmezi hodnot od 0 - 90 kopii.

Otazka sledovani infiltrace KD lymfomovymi buitkami a kinetika jejich naristu ptipadné
ubytku béhem terapie, po 1écbé a v dobé klinické remise onemocnéni je diskutabilni
z hlediska predikce relpapsu onemocnéni. V naSem souboru pacientll jsme detekovali
signifikantni zvySeni exprese fuzniho genu NPM/ALK ve vzorcich KD ptfedchéazejici
a/nebo doprovazejici relaps onemocnéni u péti z deviti uzlinovych relapst. U jednoho
pacienta jsme méli k dispozici pouze vzorek KD z relapsu onemocnéni, ve kterém jsme
detekovali vysokou hladinu exprese fuzniho genu NPM/ALK. Ve zbylych 3 ptipadech
relapsu onemocnéni jsme detekovali sniZzeni hladiny exprese fuzniho genu v KD, avSak
vjednom piipadé jsme neméli k dispozici vzorky v dlouhém obdobi pted relapsem
onemocnéni (154 dni) a méli jsme k dispozici pouze odbér KD v dobé diagnozy lymfomu,
kde byla detekovana vysoka hladina fizniho genu; ve druhém ptipadé¢ Slo o odbér KD u
pacienta, ktery prodélal relaps onemocnéni v kiizi a ve tfetim piipadé pacient prodélal
relaps onemocnéni +58 dni po TKD. Pro sledovéani predikce relapsu pomoci detekce
exprese fuzniho genu NPM/ALK v KD je tfeba jesté dalsi sledovani a rozsifeni souboru
pacienti s ALCL. Vyuziti kvantitativni detekce exprese molekuly CD30 ke sledovani
MRN u pacientli s ALCL se jevi jako nevhodné nebot’ pouze 2 relapsy byly doprovazeny
zvySenim exprese molekuly CD30 nad fyziologickou hodnotu detekovanou ve zdravych

KD a PK.
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6 Zavér

Nase soucasnd studie ptispéla k vyjasnéni nékterych kontroverzi ohledné diagnostického a
prognostického vyznamu exprese genu WTI1. Ukazuje se, Zze v diagnostice détskych
malignit mé jen omezenou roli, s vyjimkou AML. Ukolem prospektivni mezinarodni studie
je nyni tuto roli u détskych AML ovéfit.

V piipadé pacienti s ALCL Slo o prvni publikovanou studii detekce rezidualni nemoci u
pacientil s lymfomy.

Na Obrazku ¢. 14 je souhrnné uvedena hladina exprese genu WT1 u jednotlivych

vysetfovanych détskych pacienti s hematologickymi onemocnénimi.
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Obrazek ¢. 14. Hodnoty hladin exprese genu WTT1 u jednotlivych typt hematologickych
onemocnéni détského veéku.
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7 Seznam pouzitych zkratek

3-FC
ABL
AF4
ALCL
ALK
ALL
AML
AMLI1
AMLI1
bel 2
BCR
bp
BSA
CBF B
CD
cDNA
CLL
CMML
CMV
c-myc
CSF1
Da
DNA
DNA
dNTP
E2A
EBV
ETO
FAB
HCL
HHV-6
JMML
KTS
MDS
MLL
MMLV
MRN
mRNA
MYHI11
NHL
NPM
PBX1
PCR
PDGF-A
PML

tiibarevna pritokova cytometrie

"Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1"
ALL-1 Fused Gene from Chromosome 4
anaplasticky velkobunéény lymfom
anaplastic lymphoma kinase

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie

“acute myeloid leukemia 1 gene”

gen "acute myeloid leukemia 1"

“B cell lekaemia 2 gene”

"breakpoin cluster region"

pary bazi

bovinni sérovy albumin

“core binding factor 3 gene”

,,cluster of differentiation*
komplementarni DNA

chronickd lymfatické leukémie

chronicka myelomonocytarni leukémie
cytomegalovirus

“cell - myelocytomatosis gene”

“colony stimulation factor 1 gene”

Dalton

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleova kyselina

prekurzory - deoxyribonukleotid trifosfaty
, T ranscription Factor E2a Gene*
"Epstein-Barr virus"

“eight twenty - one gene”

French — American — British

leukémie z vlasatych bun¢k

"Human Herpes virus 6"

juvenilni myelomonocytarni leukémie
sekvence tfi aminokyselin lyzin-treonin-serin
myelodysplasticky syndrom

mixed lineage leukemia

"Moloney Murine Leukemia Virus"
minimalni rezidualni nemoc

medidtorovd RNA

,»smooth muscle myosin heavy chain 11 gene*
non-Hodgkintiv lymfom

gen pro nukleofosmin

,Pre-B-Cell Leukemia Transcription Factor 1 Gene*
polymerazova fetézova reakce
“plateled-derived growth factor-A gene”
“promyelocytic leukemia gene”
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PRAME
RA
RAEB
RAEBt
RAR«
RAS
RNA
RQ-RT-PCR
rRNA
SAA
SIL
TAL1
TEL
TGFb-1
TKD
TNFR
WT
WT1

B-2 M

preferentially expressed antigen of melanoma
refrakterni anémie

refrakterni anémie s excesem blastli

refrakterni anémie s excesem blastl v transformaci
alfa receptor kyseliny retinové

Refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty
ribonukleova kyselina

reverzn¢ transkriptdzova polymerazova fetézova reakce v redlném case
ribozomalni RNA

aplasticka anémie

»Stem Cell Leukemia Interrupting Locus Gene

,» T-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia 1 gene*
,,Translocation-ETS-Leukaemia“

"transforming growth faktor beta - 1

transplanatce kostni diené

tumor necrosis factor receptor

Wilmstv tumor

,»Wilms tumor 1 gene*

beta-2 mikroglobulinovy gen
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