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Abstrakt 

Fúzní gen BCR-ABL1 je charakteristický pro pacienty s chronickou myeloidní leukémií 

(CML), je však možné jej detekovat i u části pacientů s akutní lymfoblastickou leukémií 

(ALL). U pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL jsou k hodnocení odpovědi na léčbu  

a stanovení minimální reziduální nemoci (MRN) využívány dva přístupy – kvantifikace 

klonálních přestaveb imunoreceptorových genů (Ig/TCR) na DNA úrovni a stanovení exprese 

BCR-ABL1. Zavedli jsme metody k nalezení genomického přechodu BCR-ABL1 a intronové 

zlomy využili k monitorování MRN i kvantifikací BCR-ABL1 na DNA úrovni. Srovnání 

hladin MRN získaných kvantifikací přestaveb Ig/TCR a BCR-ABL1 na DNA úrovni u 

konsekutivní kohorty 47 dětských pacientů ukázalo dlouhodobě zvýšené hladiny fúzního genu 

přibližně u 25 % pacientů. U těchto pacientů bylo možné detekovat fúzní gen nejen v ALL 

blastech, ale i v buněčných typech, které nenesou klonální přestavby Ig/TCR (T-lymfocyty, 

myeloidní buňky). Tuto novou podskupinu leukémie s přítomností BCR-ABL1-pozitivních 

buněk ve více liniích jsme – na základě podobnosti s CML – označili jako „CML-like“. Naše 

probíhající studie je zaměřena na prognostický vliv tohoto multiliniového postižení. 

Celkem jsme genomickou fúzi BCR-ABL1 nalezli u 428 pacientů (jedná se o dosud 

nejrozsáhlejší kohortu pacientů), a tak bylo možné provést analýzu fúzních sekvencí.  

Na základě našich dat se zdá, že za spojení obou fúzních partnerů je zodpovědný proces 

nehomologního spojování konců. 

Na rozdíl od pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL mají dětští pacienti s vysoce 

hyperdiploidní (HHD) ALL (s 51 – 67 chromosomy v leukemických buňkách) velmi dobrou 

prognózu. Některé studie však do skupiny HHD ALL zařazují pacienty s DNA indexem 

(DNAi) ≥ 1,16; nezahrnují tak pacienty s nižší ploidií a možnou horší prognózou. Vyšetřili 

jsme 89 pacientů s HHD ALL s nízkým DNAi < 1,16 (LDi) a vysokým DNAi ≥ 1,16 (HDi). 

Ve skupině pacientů s HDi-HHD bylo více těch s (kombinovanými) trizomiemi s pozitivním 

prognostickým dopadem (především kombinovaná trizomie 4 a 18) a pacienti s HDi-HHD 

byli jen vzácně stratifikováni do léčebného ramene s vysokým rizikem relapsu onemocnění. 

Expresní analýza ukázala na biologické rozdíly mezi HDi-HHD a LDi-HHD pacienty. 

Naše data týkající se podskupin BCR-ABL1 a HHD leukémií přináší nové poznatky  

o biologii dětských leukémii a mohou mít vliv na jejich terapii i prognózu. 
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Abstract 

BCR-ABL1 fusion gene is a hallmark of chronic myeloid leukaemia (CML), but can be 

found also in patients with acute lymphoblastic leukaemia (ALL). In BCR-ABL1-positive 

ALL, two principal approaches for treatment response and minimal residual disease (MRD) 

monitoring are routinely used – quantification of genomic clonal rearrangements of 

immunoglobulin/T-cell receptor genes (Ig/TCR) and BCR-ABL1 expression.  

We established methods for determination of BCR-ABL1 genomic fusion and used the 

intronic breakpoints to measure MRD levels also at the BCR-ABL1 DNA level. Comparison 

of MRD based on Ig/TCR and genomic BCR-ABL1 in 47 consecutive childhood patients 

showed poor correlation in about 25 % cases with significantly higher BCR-ABL1 levels.  

In those patients, we found the BCR-ABL1 not only in ALL-blasts, but also in other cell 

subtypes (T-cells, myeloid cells) negative for clonal Ig/TCR rearrangements.  

For the similarity with CML we assigned this new leukaemia subtype with multilineage 

BCR-ABL1 involvement “CML-like” leukaemia. Our ongoing study is focused on the 

prognostic implications of discordant MRD results.  

As we characterized the genomic BCR-ABL1 fusion in 428 patients (which is to our 

knowledge the largest cohort described so far), we also analysed the origin of the 

breakpoints. Our data suggest that non-homologous end joining seems to be the mechanism 

executing BCR and ABL1 fusion. 

In contrary to the BCR-ABL1-pozitive ALL, childhood high hyperdiploid (HHD) ALL 

– defined by 51 to 67 chromosomes in malignant cells – have in general very good 

prognosis. However, some studies consider as HHD only patients with the DNA index 

(DNAi) ≥ 1.16, thus missing patients with lower ploidy and possibly worse prognosis.  

We investigated 89 HHD ALL patients with low-DNAi < 1.16 (LDi) and high-DNAi ≥ 1.16 

(HDi). The HDi-HHD subgroup was enriched for (combined) trisomies with positive 

prognostic effect (particularly combined trisomy 4 and 18) and HDi-HHD patients were 

only rarely stratified to treatment group with high risk of relapse. Interestingly, expression 

analysis showed biological differences between HDi-HHD and LDi-HHD subgroups.  

Our data both on BCR-ABL1 and on HHD subtypes provide new information  

on biology of childhood leukaemia with possible therapeutic and prognostic implications. 
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Seznam zkratek 

 

ABL1 Abelsonův gen myší leukémie 

AIEOP-BFM Associazione Italiana di Ematologia Oncologia Pediatrica and the Berlin-

Frankfurt-Münster Acute Lymphoblastic Leukemia 

ALL Akutní lymfoblastická leukémie 

APC Anaphase promoting complex 

B2M Beta-2-mikroglobulin 

BCR Breakpoint cluster region 

CDC27 Cell division cycle 27 

CDKN2A/2B Cyclin dependent kinase inhibitor 2A/2B 

CML Chronická myeloidní leukémie 

CNV Copy number variation; variabilita počty kopií 

COG Children oncology group 

CREBBP CREB binding protein 

DNAi DNA index 

EFS Event-free survival; období bez události 

EsPhALL European Intergroup Study on Post Induction Treatment of Philadelphia Positive 

Acute Lymphoblastic Leukaemia 

ETV6 ETS variant 6 

EXOSC2 Exosome komponent 2 

FISH Fluorescence in situ hybridization 

FLT3 FMS related tyrosine kinase 

GSEA Gene set enrichment analysis 

GUSB Beta-glukuronidáza 

HDi-HHD High DNAi-high hyperdiploid leukaemia; hyperdiploidní leukémie s vysokým 

DNAi 

HHD High-hyperdiploidy; vysoká hyperdiploidie 

HSCT Haematopoietic stem cell transplantation, transplantace hematopoetických 

kmenových buněk 

Ig Imunoglobulin 

IKZF1 Ikaros zink finger 1 

IR Interspersed repeats, rozptýlené repetice 



10 

 

 

KD Kostní dřeň 

LD-PCR Long distance PCR 

LDi-HHD Low DNAi-high hyperdiploid leukaemia; hyperdiploidní leukémie s nízkým DNAi 

LINE Long interspersed nuclear elements 

MRN Minimální reziduální nemoc 

NCI National Cancer Institute 

NES Normalised enrichment score 

NGS Next-generation sequencing 

NHEJ Non-homologous end-joining; nehomologní spojování konců 

PAX5 Paired box 5 

PK Periferní krev 

PTPN11 Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11 

qPCR Quntitative PCR, kvantitativní PCR 

QR Quantitative range, kvantitativní rozmezí 

RAG Recombination activating genes 

RSS Rekombinační signální sekvence 

SINE Short interspersed nuclear element 

SNP  Single nukleotide polymorphism 

TCR T-buněčný receptor 

TKD Transplantace kostní dřeně 

TKI Tyrozin kinázové inhibitory 

TP53 Tumor protein p53 

UPD Uniparentální dizomie 
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1 Úvod 

Leukémie je velmi heterogenní onemocnění postihující leukocyty a/nebo jejich 

prekurzory. V dětském věku je leukémie nejběžnějším typem malignity. Leukémie lze 

rozdělit do několika skupin na základě rychlosti progrese neléčeného onemocnění (akutní 

vs. chronické) a postižení konkrétní leukocytární vývojové řady (lymfoidní vs. myeloidní). 

V dětském věku jsou častější leukémie akutní, u starších dospělých převažují leukémie 

chronické.  

Dětská akutní lymfoblastická leukémie (ALL) se dále dělí do několika subtypů, jež jsou 

definovány např. postižením konkrétních buněčných typů (B- nebo T- lymfocytů a jejich 

prekurzorů) nebo přítomností chromozomální (strukturní či numerické) či genetické aberace. 

S různými geneticky definovanými subtypy se mimo jiné pojí rozdílná prognóza  

(viz Obrázek 1) a v některých případech i léčba. Mezi subtypy s nejhorší celkovou 

prognózou patří akutní lymfoblastická leukémie s fúzním genem BCR-ABL1. 

Obrázek 1 Prognóza dětských pacientů s ALL v závislosti na subtypu leukémie 

Pravděpodobnost přežití u dětských pacientů (n = 528), kteří byli v České republice diagnostikováni  

s ALL v letech 2002 – 2010. Převzato a upraveno dle Zuna and Zaliova 2015. 
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2 Přehled literatury 

2.1 BCR-ABL1 pozitivní leukémie 

Chromozomální aberace vedoucí k fúzi genů BCR (Breakpoint cluster region) a ABL1 

(homolog Abelsonova viru myší leukémie) je spojována především s chronickou myeloidní 

a akutní lymfoblastickou leukémií. Zatímco všichni pacienti s chronickou myeloidní 

leukémií (CML) nesou v maligních buňkách fúzní gen BCR-ABL1, jen část pacientů s akutní 

lymfoblastickou leukémií má v leukemických buňkách tento typ aberace.    

2.1.1 Fúzní gen BCR-ABL1 

Fúzní gen BCR-ABL1 vzniká zpravidla reciprokou translokací mezi chromozomy 9  

a 22. Derivovaný chromosom 22 s výslednou aberací t(9;22)(q34;q11) je na chromozomální 

úrovni označován jako tzv. Philadelphský chromozom. Transkripcí a následnou translací 

fúzního genu vzniká konstitutivně aktivovaná tyrozin kináza, která mimo jiné dále aktivuje 

signalizační dráhy AKT-MYC či JAK-STAT. Ve svém důsledku vede tato signalizace 

k nekontrolovanému dělení, nezávislosti na růstových faktorech a redukci apoptózy 

(Quintas-Cardama and Cortes 2009). 

Zlomy v genu BCR vznikají nejčastěji ve dvou oblastech – v oblasti minor (~ 55 kbp, 

mezi exony 1 a 2; vzniká tak fúzní protein p190) a Major (~ 2,9 kbp, mezi exony 13 až 15; 

výsledná fúze kóduje protein p210), vzácně i v oblasti µ-BCR (~ 1 kbp, mezi exony 19 a 20) 

(Pane et al. 1996, Melo 1996 ). Na devátém chromozomu je zlomová oblast rozsáhlejší – 

nejčastěji zlomy vznikají mezi exony 1a a 3 genu ABL1 (~ 150 kbp), avšak v některých 

případech ke zlomům dochází i před genem ABL1 (Score et al. 2010, Burmeister et al. 

2011).  

Studie zahrnující větší množství pacientů ukazují, že rozložení zlomů v oblasti Major 

BCR není náhodné a má bimodální charakter (Krumbholz et al. 2019). Naproti tomu v 

oblasti genu ABL1, ve které k translokacím dochází, jsou zlomy distribuovány spíše náhodně 

(Ross et al. 2013, Krumbholz et al. 2019). Publikované práce navíc ukázaly možné rozdílné 

rozložení zlomů v oblasti Major BCR v závislosti na věku pacientů (děti vs. dospělí) 

(Krumbholz et al. 2012) či pohlaví (Krumbholz et al. 2019). Rozdíl v distribuci konkrétních 
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pozic zlomů v závislosti na typu diagnózy (ALL vs. CML) či typu fúzního genu (Major vs. 

minor, analýza genu ABL1) nebyl nalezen (Score et al. 2010, Burmeister et al. 2011). 

Detailní analýzy přechodových sekvencí dosud nevedly k objasnění příčiny vzniku 

BCR-ABL1 translokace. Za jednu z možných příčin byla považována přítomnost 

rozptýlených repetic – konkrétně Alu elementů – v blízkosti míst zlomů (Zhang et al. 1995) 

či aktivita RAG rekombináz (Score et al. 2010). Při analýze většího počtu pacientů se však 

tento předpoklad nepotvrdil. Nebyla prokázána ani spojitost mezi konkrétními pozicemi 

zlomů a přítomností DNA motivů, které jsou např. rozpoznávány některým typem 

topoizomeráz či hrají roli při přestavbách imunoglobulinů (Ross et al. 2013, Krumbholz et 

al. 2019). Nicméně na základě přítomnosti mikrohomologií a inzercí v přechodových 

sekvencích se zdá, že ke spojení obou fúzních partnerů dochází nehomologním spojováním 

konců (NHEJ, non-homologous end-joining) (Mattarucchi et al. 2008, Burmeister et al. 

2011, Ross et al. 2013).  

V rámci dosud publikovaných studií, které se věnují analýze fúzních sekvencí,  

byli vyšetřováni pouze pacienti s Major typem BCR-ABL1 přestavby; jedinou výjimkou je 

práce Score et al. (Score et al. 2010). Podrobný popis fúzních sekvencí minor BCR-ABL1 

nebyl dosud publikován, v naší práci jsme se tedy mimo jiné zaměřili i na tento typ analýzy. 

Práce zabývající se charakterizací genomických přechodů BCR-ABL1 jsou uvedeny níže  

(viz Tabulka 1). 
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Tabulka 1 Seznam publikací zaměřených na detekci a analýzu fúzních sekvencí BCR-ABL1 

Publikace 
 

Počet CML pacientů 
s Major BCR-ABL1 

přestavbou 

Počet ALL pacientů 
s Major BCR-ABL1 

přestavbou 

Počet ALL pacientů 
s minor BCR-ABL1 

přestavbou 

Bartley et al. 2010a 91 
  Burmeister et al. 2011 32 38 

 Fioretos et al. 1993 133 
  Jeffs et al. 1998 4 
  Krumbholz et al. 2012 59 
  Krumbholz et al. 2019 178 
  Mattarucchi et al. 2008 29 
  Ross et al. 2013 308 
  Score et al. 2010 32 25 25 

Shibata et al. 2010 2 
  Sowerby et al. 1993 5 
  Thorsen et al. 2011 4 
  Waller et al. 1999 22 
  Zhang et al. 1995 14 
  

 

 

2.1.2  Chronická myeloidní leukémie 

Nejčastějším onemocněním, které je spojováno s fúzním genem BCR-ABL1,  

je chronická myeloidní leukémie. Toto onemocnění je diagnostikováno především ve vyšším 

věku (An et al. 2010), u dětí je CML poměrně vzácná – v České republice se jedná o 1 – 2 

případy ročně. Všichni pacienti diagnostikovaní s CML mají v leukemických buňkách 

přítomen fúzní gen BCR-ABL1, téměř vždy se jedná o Major formu BCR-ABL1 přestavby, 

pouze výjimečně dochází u pacientů s CML k minor formě translokace (Verma et al. 2009).  

Pacienti s chronickou myeloidní leukémií jsou léčeni především dlouhodobým 

podáváním tyrozin kinázových inhibitorů (TKI). Dospělým pacientům s CML jsou TKI 

podávány kontinuálně, avšak s ohledem na nežádoucí účinky dlouhodobého podávání tohoto 

typu chemoterapie probíhá v současné době několik studií, které jsou zaměřeny na bezpečné 

vysazení TKI léčby (Rea et al. 2017, Saussele et al. 2018, Clark et al. 2019). Střídavé 

podávání chemoterapie či úplné vysazení léčby je zvažováno pouze  

u pacientů, kteří se dlouhodobě nacházejí v remisi onemocnění. Největším problémem  
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po vysazení léčby TKI je však molekulární relaps onemocnění (Russo et al. 2015, Saussele 

et al. 2018). Vhodnější výběr pacientů, kterým je indikováno vysazení TKI léčby, by mohl 

snížit počet těch, u nichž k relapsu dojde. Současným standardem pro stanovení hloubky 

odpovědi na léčbu – a tedy i případné remise onemocnění – je u CML kvantifikace fúzního 

transkriptu Major BCR-ABL1. Retrospektivní analýzy ukazují, že citlivá detekce fúzního 

genu BCR-ABL1 na DNA úrovni může odhalit perzistentní leukemické buňky 

s nedetekovatelnou úrovní transkripce BCR-ABL1 (Bartley et al. 2015, Alikian et al. 2016, 

Rainero et al. 2018). Monitorování fúze na genomické úrovni by tedy v budoucnu mohlo 

zajistit spolehlivější výběr pacientů, kterým je léčba TKI vysazována. Přehled publikací 

zaměřených na stanovení hladiny leukemických buněk kvantifikací genomického přechodu 

BCR-ABL1 viz Tabulka 2. 

 

Tabulka 2 Seznam prací zaměřených na kvantifikaci fúzního genu BCR-ABL1 na DNA úrovni 

Publikace                   
 

Počet CML pacientů 
s Major BCR-ABL1 

přestavbou 

Počet ALL pacientů 
s minor BCR-ABL1 

přestavbou 

Alikian et al. 2016 32 
 Bartley et al. 2010b 24 
 Bartley et al. 2015 188 
 Cumbo et al. 2018 10 
 Krumbholz et al. 2019 178 
 Pagani et al. 2014 8 
 Pagani et al. 2018 59 
 Porta et al. 2015 8 
 Rainero et al. 2018 15 1 

Ross et al. 2010 18 
 Ross et al. 2018 26 
 Sobrinho-Simoes et al. 2010 17 
 Zhang et al. 1996 10 
 

 

 

Dětští pacienti s CML byli až donedávna ve všech případech indikováni k transplantaci 

hematopoetických kmenových buněk (HSCT, haematopoietic stem cell transplantation). 

V současné době se však od tohoto schématu ustupuje, a to především z důvodu komplikací, 

které s sebou HSCT přináší (Suttorp et al. 2018). I dětským pacientům jsou tedy TKI 
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podávány kontinuálně a v současné době je připravována studie zaměřená na vysazení TKI 

léčby u dětských pacientů (Hijiya and Suttorp 2019). Zdá se tedy, že i dětští pacienti by 

mohli profitovat z citlivé detekce fúzního genu BCR-ABL1 na genomické úrovni 

(Krumbholz et al. 2019). 

Z biologického hlediska je CML myeloproliferativním onemocněním, které je nejčastěji 

diagnostikováno v průběhu chronické fáze. U části pacientů dochází k progresi onemocnění 

do fáze blastického zvratu (Cortes et al. 2006). Blastický zvrat je mimo jiné definován 

zvýšeným počtem blastů v kostní dřeni či periferní krvi pacienta. Ve většině případů dochází 

k myeloidnímu blastickému zvratu, avšak přibližně u čtvrtiny pacientů je blastickým 

zvratem postižena lymfoidní vývojová řada (Jain et al. 2017). U pacientů v lymfoidním 

blastickém zvratu mohou být v lymfoidních blastech detekovány delece postihující gen 

IKZF1 (Ikaros zink Finger 1) (Nakayama et al. 1999, Grossmann et al.). V případě, že je 

pacient diagnostikován až ve fázi lymfoidního blastického zvratu – a to bez známé historie 

chronické fáze – je velmi obtížné, spíše nemožné, klinicky tento stav odlišit od BCR-ABL1-

pozitivní akutní lymfoblastické leukémie, neboť klinický obraz a dominující populace 

nezralých lymfoblastů jsou u obou onemocnění stejné.   

 

2.1.3 BCR-ABL1-pozitivní akutní lymfoblastická leukémie 

Akutní lymfoblastická leukémie s fúzním genem BCR-ABL1 tvoří 3 – 5 % všech ALL 

diagnostikovaných u dětí (Mullighan 2012). V České republice jsou s tímto onemocněním 

ročně diagnostikovány 1 – 2 děti. Většina dětských pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL 

nese v leukemických buňkách minor formu fúzního genu (Biondi et al. 2018). Kromě 

přítomnosti chromozomální aberace jsou pro tento typ leukémie charakteristické delece 

genu IKZF1 – až 65 % pacientů nese v leukemických buňkách některý typ delece,  

které tento gen postihují (Martinelli et al. 2009, van der Veer et al. 2014).  

Děti s BCR-ABL1-pozitivní leukémií jsou v České republice léčeny podle rozsáhlého 

mezinárodního léčebného protokolu EsPhALL/COG (European Intergroup Study on Post 

Induction Treatment of Philadelphia Positive Acute Lymphoblastic Leukaemia / Children’s 

Oncology Group), v rámci nějž jsou již standardně podávány tyrozin kinázové inhibitory. 

Zavedení TKI do léčebného protokolu pro dětské BCR-ABL1-pozitivní pacienty dramaticky 
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vylepšilo celkovou prognózu těchto pacientů (Arico et al. 2000, Biondi et al. 2012). I přes to 

však zůstává dětská BCR-ABL1-pozitivní ALL leukémií s jednou z nejhorších prognóz – 

pětileté přežití bez události dosahuje pouze 57 % a celkové přežití 5 let od diagnózy se 

pohybuje kolem 71 % (Biondi et al. 2018).  

Současný léčebný protokol je rozdělen do dvou ramen s ohledem na možné riziko 

relapsu a celkovou prognózu onemocnění. Podle posledních výsledků se zdá, že by 

prognostický vliv mohla mít hladina leukocytů při diagnóze (Biondi et al. 2018). Stejně tak 

je za prognosticky významnou považována přítomnost delece genu IKZF1 v leukemických 

buňkách, i když po zavedení TKI již pouze u pacientů s nízkým rizikem relapsu onemocnění 

(van der Veer et al. 2014). Nicméně ani jeden z těchto faktorů neslouží v rámci současného 

léčebného protokolu ke stratifikaci pacientů. Pacienti jsou do jednotlivých léčebných ramen 

stratifikováni na základě odpovědi na léčbu, která se určuje kvantifikací minimální 

reziduální nemoci (MRN; viz 2.3). Na základě hladiny MRN v konkrétním časovém bodě  

od počátku léčby jsou pacienti též indikováni k transplantaci hematopoetických kmenových 

buněk.  

Jedním z největších problémů současné terapie dětských pacientů s BCR-ABL1-

pozitivní ALL je vysoká toxicita léčby, která je zapříčiněna především vysokou kumulativní 

dávkou používaných chemoterapeutik (Biondi et al. 2018). Deintenzifikace léčby, která však 

nepovede k častějšímu výskytu relapsů, je tedy jedním z hlavních výzkumných cílů 

současného léčebného protokolu. Vysoká intenzita léčby dětských pacientů s BCR-ABL1-

pozitivní ALL vyplývá především z historických zkušeností, neboť před zavedením TKI byli 

vzhledem ke špatné prognóze v rámci celé kohorty dětských ALL všichni tito pacienti 

zařazováni do skupiny s největším rizikem relapsu onemocnění.   

 

Jak již bylo zmíněno výše, prognóza pacientů s ALL do značné míry závisí na primární 

genetické aberaci. Na opačném pólu než BCR-ABL1-pozitivní ALL se ve smyslu úspěšnosti 

léčby nachází vysoce hyperdiploidní ALL, charakterizovaná relativně nízkým počtem 

relapsů a celkově velmi dobrou prognózou. 
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2.2 Hyperdiploidní leukémie 

Hyperdiploidní leukémie je definována zvýšeným počtem chromozomů (> 46) 

v leukemických buňkách a dále se dělí do dvou skupin na nízce (47 – 50 chromozomů)  

a vysoce (51 – 67 chromozomů) hyperdiploidní (Williams et al. 1982, Heerema et al. 2007). 

Vysoce hyperdiploidní leukémie (HHD, high hyperdiploid) je jedním z nejběžnějších 

subtypů dětské B-prekurzorové ALL, představuje 25 – 30 % všech případů (Moorman et al. 

2003, Dastugue et al. 2013, Paulsson et al. 2013). Nejčastěji je tento typ ALL 

diagnostikován u dětí ve věku 2 – 5 let (Dastugue et al. 2013, Paulsson et al. 2013). 

U pacientů s vysoce hyperdiploidní leukémií nedochází ke zmnožení jednotlivých 

chromozomů zcela náhodně. Zatímco chromozomy 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 a X bývají 

zmnoženy téměř u všech pacientů (Paulsson et al. 2013, Reismuller et al. 2017), 

chromozomy 5 a 8 jsou zmnoženy přibližně ve 40 % případů (Paulsson et al. 2010).  

Zbylé chromozomy se nacházejí ve zvýšeném počtu kopií jen u 10 – 20 %  HHD pacientů 

(Heerema et al. 2007).  

Ke vzniku hyperdiploidie pravděpodobně dochází v průběhu jednoho buněčného dělení, 

při němž nejsou sesterské chromatidy správně distribuovány do dceřiných buněk (Paulsson 

et al. 2005) . Některé studie nicméně ukazují, že samotná hyperdiploidie nevede k rozvoji 

leukémie (Maia et al. 2003, Paulsson et al. 2015). K malignímu zvratu je důležitý tzv. druhý 

zásah, který však dosud není jednoznačně popsán. Mezi nejčastější sekundární aberace  

u pacientů s vysoce hyperdiploidní leukémií patří mutace v genech signalizační dráhy RAS 

(KRAS, NRAS, FLT3, PTPN11) a genu CREBBP (Paulsson et al. 2008, Malinowska-

Ozdowy et al. 2015), dále se jedná o amplifikaci dlouhého raménka chromozomu 1 

(Paulsson et al. 2013) a delece v genech CDKN2A/2B, ETV6, PAX5 a IKZF1 (Paulsson et al. 

2010, Paulsson et al. 2015). 

Diagnostika hyperdiploidních leukémií je závislá na přesné analýze buněčného 

karyotypu a to tradičně především pomocí klasické cytogenetiky a fluorescenční in situ 

hybridizace (FISH). Pomocí cytogenetické analýzy však není možné vždy přesně určit, které 

chromozomy jsou u pacienta zmnožené. Zmnožení jednotlivých chromozomů, ale i 

necelochromozomové aberace, lze detekovat analýzou s použitím celogenomových SNP 

arrays (SNP, single nukleotide polymorhism). Hyperdiploidii je možné detekovat i pomocí 
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průtokové cytometrie, a to stanovením DNA indexu (DNAi). DNAi vyjadřuje poměr 

množství DNA v leukemických buňkách a v nemaligních diploidních buňkách. Hodnota 

DNAi však přesně neodráží počet zmnožených chromozomů, neboť velikost jednotlivých 

chromozomů – a tedy i množství DNA – je různá (např. chromozom 1 reprezentuje ~ 4 %  

z celkového genomu, zatímco chromozom 21 odpovídá přibližně 1 % celkové DNA). 

Hypoteticky se tedy hodnota DNAi buňky s 51 chromozomy může pohybovat v rozmezí 

1,05 – 1,2. 

Nejčastěji se k diagnostice vysoce hyperdiploidních leukémií využívá cytogenetická 

analýza a/nebo stanovení DNAi pomocí průtokové cytometrie. V případě druhé zmiňované 

metody je HHD ALL zpravidla diagnostikována při hodnotách DNAi ≥ 1,16. Tato hodnota 

DNAi byla však historicky stanovena na základě studie, popisující u pacientů s touto 

hodnotou DNAi významně lepší odpověď na léčbu (Look et al. 1985) a nezohledňuje 

cytogenetickou definici HHD ALL (> 50 chromozomů v leukemických buňkách). Studie 

zaměřené na vysoce hyperdiploidní leukémie tedy mohou ve výsledku analyzovat rozdílné 

skupiny pacientů s ohledem na použitou diagnostickou metodu. Některé novější studie 

potvrzují, že pacienti s DNAi  ≥ 1,16 či s více než 53 chromozomy mají lepší prognózu než 

ti s nižším DNAi (Moorman et al. 2003, Dastugue et al. 2013, Reismuller et al. 2017). 

Nicméně skupina hyperdiploidních pacientů s > 50 chromozomy a DNAi < 1,16 je 

samostatně analyzována pouze výjimečně. V naší práci jsme se zaměřili na srovnání HHD 

pacientů s  DNA indexem < 1,16 a ≥ 1,16, a to jak z hlediska molekulárně-genetického,  

tak i z hlediska celkové odpovědi na léčbu. 

Dětští pacienti s vysoce hyperdiploidní leukémií mají obecně velmi dobrou prognózu – 

pravděpodobnost pětiletého přežití bez události přesahuje 80 % a pravděpodobnost 

celkového přežití 5 let od diagnózy se pohybuje kolem 92 % (Reismuller et al. 2017). 

Někteří autoři spojují příznivou prognózu především s vyšším počtem zmnožených 

chromozomů či s konkrétními trizomiemi, a to i kombinovanými. Za prognosticky příznivé 

je považováno zmnožení chromozomů 4, 6, 10, 17, 18 či 22 (Moorman et al. 2003, 

Reismuller et al. 2017); pozitivní prognostický efekt podle některých autorů mají  

i kombinované trizomie chromozomů 4+10, 10+17, 10+18, 4+10+17 či 4+10+18 (Harris et 

al. 1992, Moorman et al. 2003, Dastugue et al. 2013, Paulsson et al. 2013,  



20 

 

 

Reismuller et al. 2017). Naproti tomu, trizomie chromozomu 5 se zdá být negativním 

prognostickým faktorem (Heerema et al. 2000).  

Dětští pacienti s vysoce hyperdiploidní leukémií jsou v České republice léčeni podle 

mezinárodních léčebných protokolů pro léčbu dětských leukémií AIEOP-BFM ALL 

(Associazione Italiana di Ematologia Oncologia Pediatrica and the Berlin-Frankfurt-

Münster Acute Lymphoblastic Leukemia). V rámci těchto léčebných protokolů jsou pacienti 

podle míry rizika relapsu onemocnění zařazeni do jednoho ze tří léčebných ramen 

s rozdílnou intenzitou léčby. V rámci současného protokolu AIEOP-BFM ALL 2017 již 

nejsou pro zařazení pacientů do jednotlivých léčebných ramen používány „klasické“ 

prognostické faktory (věk při diagnóze, leukocytóza) ani přítomnost konkrétní 

(kombinované) trizomie u pacientů s HHD ALL, jako je tomu v některých jiných léčebných 

protokolech (Hunger et al. 2013). Stratifikace pacientů probíhá na základě přítomnosti 

některých genetických aberací a zejména na základě časné odpovědi na léčbu, tedy podle 

hladin minimální reziduální nemoci v prvních měsících terapie.  

 

2.3 Minimální reziduální nemoc 

Hladina minimální reziduální nemoci je určena množstvím leukemických buněk 

v periferní krvi či kostní dřeni pacienta v průběhu léčby. Z technického hlediska lze MRN 

kvantifikovat několika způsoby, například cytogeneticky, pomocí průtokové cytometrie 

nebo kvantitativní polymerázovou řetězovou reakcí (qPCR, quantitative polymerase chain 

reaction). Průběh minimální reziduální nemoci je při léčbě dětské ALL významným 

prognostickým faktorem. V rámci léčebného protokolu AIEOP-BFM ALL je odpověď na 

léčbu a hladina MRN  stanovována v konkrétních časových bodech – v 8., 15. a 33. dnu,  

ve 12. týdnu od počátku léčby a někdy i dále, v závislosti na rizikové skupině. Na základě 

získaných hodnot jsou pacienti stratifikováni do jednotlivých léčebných ramen či indikováni 

k transplantaci hematopoetických kmenových buněk. Léčebný protokol EsPhALL pro léčbu 

dětských pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL vychází z protokolu BFM. Ke stanovení 

hladiny MRN se tedy využívají stejné časové body, nicméně ke stratifikaci pacientů a též 

k indikaci k transplantaci hematopoetických kmenových buněk slouží pouze výsledky 

naměřené ve 12. týdnu od počátku léčby. 
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U dětských ALL se pomocí molekulárně-genetického přístupu stanovuje hladina MRN 

kvantifikací klonálních přestaveb genů pro imunoglobuliny a/nebo T-buněčné receptory 

(Ig/TCR). U BCR-ABL1-pozitivní leukémie je možné měřit hodnoty MRN také kvantifikací 

exprese fúzního genu; přesto v rámci současného léčebného protokolu EsPhALL/COG 

slouží ke stratifikaci pacientů pouze výsledky získané kvantifikací přestaveb Ig/TCR.  

Již v minulosti však bylo u dětských pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL provedeno 

porovnání obou molekulárně-genetických přístupů ke stanovení hladiny MRN (Ig/TCR vs. 

BCR-ABL1 mRNA) a ukázalo nedostatečnou korelaci obou metod (Zaliova et al. 2009, 

Cazzaniga et al. 2018). V rámci těchto analýz mělo přibližně 20 % vzorků negativní hladiny 

MRN na úrovni přestaveb Ig/TCR, avšak fúzní transkript bylo možné v těchto vzorcích 

detekovat i na velmi vysoké úrovni.  

Oba srovnávané přístupy se však opírají o detekci rozdílných nukleových kyselin,  

a to kromě rozdílů v technickém zpracování přináší i rozdíly biologické. Zatímco  

na genomické úrovni je v leukemické buňce vždy přítomna právě 1 kopie sledovaného cíle, 

hladina fúzního transkriptu se může měnit např. v závislosti na fázi buněčného cyklu či 

celkového buněčného vývoje i v závislosti na současně probíhající léčbě. Sledování hladin 

fúzního genu na RNA úrovni je využíváno především proto, že téměř u všech pacientů lze 

nalézt jeden ze dvou nejběžnějších fúzních transkriptů (minor nebo Major), zatímco na 

genomické úrovni jsou přechodové sekvence pro každého pacienta unikátní.  

Navíc ke zlomům v genech BCR a ABL1 dochází v rozsáhlých intronových oblastech,  

a tak je nalezení konkrétního fúzního přechodu časově i technicky náročné. Nicméně 

abychom potvrdili rozdíly mezi hladinami MRN naměřenými kvantifikací přestaveb Ig/TCR 

a exprese fúzního genu BCR-ABL1, zavedli jsme metodu multiplex long distance PCR  

(LD-PCR) a následně i NGS Custom Target Enrichment (viz 4.5) k charakterizaci 

genomických přechodů fúze BCR-ABL1 a následně jsme tyto sekvence využili  

pro kvantifikaci hladin MRN na DNA úrovni. Již v minulosti vzniklo několik rozsáhlých 

prací, které se věnovaly charakterizaci a kvantifikaci genomického fúzního přechodu Major 

BCR-ABL1 u pacientů s CML (Bartley et al. 2015, Pagani et al. 2018, Krumbholz et al. 

2019) - v rámci naší práce jsme se zaměřili na stanovení hladin fúzního genu u dětských 

pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL. 
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3 Cíle práce 

 Zavést spolehlivou metodu pro charakterizaci přechodové sekvence fúzního genu 

BCR-ABL1 na genomické úrovni 

 Provést analýzu fúzních sekvencí 

 Kvantifikovat hladinu minimální reziduální nemoci u dětských pacientů s BCR-

ABL1-pozitivní ALL s využitím přechodové sekvence fúzního genu na DNA úrovni 

a srovnat takto naměřené hodnoty s ostatními molekulárně-genetickými metodami, 

které se využívají ke stanovení hladiny minimální reziduální nemoci. 

 

 Popsat klinické a biologické vlastnosti pacientů diagnostikovaných s vysoce 

hyperdiploidní leukémií a DNA indexem < 1,16 
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4 Metody a materiál 

4.1 Skupiny pacientů, zpracování vzorků 

Pro charakterizaci intronové přechodové sekvence fúzního genu BCR-ABL1 byly 

celkem analyzovány vzorky od 491 pacienta: 220 dospělých pacientů s CML; 11 dospělých 

pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL; 4 dětských pacientů s CML; 39 dětských pacientů 

s BCR-ABL1-pozitivní ALL, které byly v České republice diagnostikovány v letech 1997 – 

2019; a 217 dětí s BCR-ABL1-pozitivní ALL diagnostikovaných v zahraničí (Austrálie, 

Německo, Izrael, Itálie). Dětští pacienti s BCR-ABL1-pozitivní ALL byli léčeni podle 

několika různých léčebných protokolů, do kterých byla postupně začleňována léčba tyrozin-

kinázovými inhibitory. 

Kohorta pacientů s HHD ALL byla vybrána ze souboru dětských pacientů s ALL,  

kteří byli v České republice diagnostikováni mezi lety 2011 a 2014. Z celkového počtu 279 

pacientů (všichni byli léčeni podle protokolu ALL BFM 2009) byl u 107 případů pomocí 

průtokové cytometrie zjištěn DNA index (DNAi) v rozmezí 1,0 – 1,6. Z tohoto souboru byl 

u 67 pacientů naměřen DNAi ≥ 1,16, a proto byli tito pacienti klasifikováni 

jako hyperdiploidní leukémie. Pro analýzu pomocí SNP array byl k dispozici materiál od 51 

pacienta. Ze souboru pacientů s DNAi 1,0 – 1,16 byl materiál dostupný u 35 pacientů (ze 

40). U jednoho z těchto pacientů nebyla pomocí metody SNP array potvrzena hyperdiploidie 

(počet chromozomů v jeho leukemických blastech nepřesahoval 50 chromozomů). Celkem 

tedy bylo analyzováno 85 pacientů s HHD ALL. Žádný z pacientů, u kterých nebylo možné 

provést SNP array kvůli nedostatku materiálu, nebyl stratifikován do ramene protokolu pro 

pacienty s vysokým rizikem selhání léčby, výsledná skupina analyzovaných pacientů je tedy 

mírně obohacena o případy s vysokým rizikem relapsu onemocnění. Do výsledné kohorty 

byli navíc zařazeni 4 pacienti s HHD ALL (DNAi > 1,0 a > 50 chromozomů), kteří byli 

léčeni podle předchozího léčebného protokolu a u kterých byla dostupná data ze SNP array. 

Žádný z těchto čtyř pacientů nesplňoval kritéria pro zařazení do skupiny s vysokým rizikem 

relapsu onemocnění. V žádném ze zmíněných léčebných protokolů nebyla hyperdiploidie 

stratifikačním kritériem. Jako kontrolní skupina pro korelaci hladin DNAi naměřených 

pomocí průtokové cytometrie a SNP array sloužila skupina 54 pacientů, kteří nebyli 
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diagnostikováni s hyperdiploidní leukémií. Do této skupiny byli vybíráni především ti 

s DNAi ≠ 1,0. 

Od všech pacientů, jejichž materiál a data byly v této práci použity, byl předem získán 

informovaný souhlas.  

Izolace mononukleárních buněk z kostní dřeně (KD) či periferní krve (PK) byla 

prováděna metodou gradientové separace pomocí Ficoll-Paque™ PLUS (Sigma-Aldrich).  

Získané pelety buněk byly zamraženy a uloženy v -80°C (k následné izolaci nukleových 

kyselin) a/nebo byly vitální buňky zamraženy v 10 % DMSO ve fetálním hovězím séru  

a uloženy do tekutého dusíku (s možností následného sortování buněk na jednotlivé 

populace). 

4.2 Izolace nukleových kyselin, reverzní transkripce 

RNA byla z buněk izolována metodou modifikované fenol-chloroformové extrakce 

(Phenol solution, Sigma-Aldrich), později pomocí TRIzol™  Reagent (ThermoFisher 

Scientific).  K izolaci RNA z buněk po sortování byl použit RNeasy Plus Micro Kit 

(Qiagen). Kvalita izolované RNA byla ověřována pomocí kapilární elektroforézy Agilent 

2100 Bioanalyzer (Agilent RNA 6000 Nano, Agilent Technologies). Reverzní transkripce 

byla prováděna pomocí iScript™ cDNA Syntheis Kit (BIO-RAD) a M-MLV Reverse 

Transcriptase (Promega). Množství přepsané cDNA bylo kvantifikováno pomocí stanovení 

exprese jednoho z genů pro B2M, ABL1 či GUSB (Ipsogen ABL/GUS Control Gene 

Standards, Qiagen; Beillard et al. 2003). 

S ohledem na množství buněk byl k izolaci DNA využit QIAamp DNA Mini či Micro 

Kit (Qiagen). DNA u malé části vzorků byla izolována pomocí BioRobot (EZ1® DNA 

Tissue Kit; Qiagen) nebo metodou vysolování (Miller 1988). V případě nedostatku 

zamražených buněčných pelet byla DNA izolována z fenolových fází (uchovaných  

po izolaci RNA fenolem či TRIzolem).  

Koncentrace izolovaných nukleových kyselin byla následně stanovena pomocí UV 

spektrofotometru NanoDrop 1000. Pro přesnější stanovení množství DNA v konkrétním 

vzorku bylo využito kvantifikace genomické sekvence genu pro albumin (Human Genomic 

DNA, Sigma Aldrich).  
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4.3 Celogenomová amplifikace 

V případě nedostatečného množství izolované DNA a malého množství zamraženého 

buněčného materiálu bylo využito metody celogenomové amplifikace (REPLI-g Mini Kit, 

QIAGEN) k získání většího množství DNA. Takto amplifikovaná DNA byla následně 

použita pouze pro hledání genomického přechodu fúzního genu BCR-ABL1 a pro stanovení 

delece v genu IKZF1. Množství DNA ve vzorku po celogenomové amplifikaci bylo 

orientačně stanoveno pomocí kvantifikace genomické sekvence genu pro albumin. 

4.4 Screening delecí v genu IKZF1 

U pacientů s BCR-ABL1-pozitivní leukémií byly vyšetřeny čtyři typy delecí v genu 

IKZF1: delece mezi exony 2 a 7 (∆2-7); 4 a 7 (∆4-7); 2 a 8 (∆2-8); 4 a 8 (∆4-8). K nalezení 

těchto typů přestaveb byly využity již dříve publikované systémy (Venn et al. 2012, Caye et 

al. 2013) i nové primery a sonda (viz Příloha 1).   

4.5 Stanovení genomického přechodu genu BCR-ABL1 

Pro hledání přechodové sekvence fúzního genu BCR-ABL1 na genomické úrovni byla 

využita metoda multiplex long-distance PCR (LD-PCR). Pro hledání zlomu u pacientů 

s minor  BCR-ABL1 přestavbou byly primárně použity 4 sady „forward“ primerů (každá  

po pěti primerech) na BCR straně a 4 sady reverzních primerů (každá po pěti primerech)  

na ABL1 straně. U pacientů s negativním výsledkem prvního kola LD-PCR, byly využity 

ještě další čtyři sady reverzních primerů a jedna sada primerů na straně BCR (viz Příloha 1). 

Pozitivní reakce byly de-multiplexovány na BCR straně. 

U pacientů s Major typem přestavby byly na BCR straně použity pouze tři primery,  

na ABL1 straně byly použity stejné sady primerů jako v případě pacientů s minor typem 

přestavby. Většina primerů a jejich multiplexování byla přejata z literatury (Ross et al. 2010, 

Score et al. 2010, Krumbholz et al. 2012) (viz Příloha 1).  

Produkty LD-PCR byly vizualizovány na 0,5% agarózovém gelu s GelRed Nucleic 

Acid Stain (LAB MARK). Produkty byly následně sekvenovány Sangerovou metodou BCR 

primerem použitým v PCR. Výsledné sekvence byly mapovány pomocí nástrojů  BLAST 

(Altschul et al. 1990), ENSEMBL (Yates et al. 2016) či BLAT (University of California 
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Santa Cruz; (Kent 2002). V případě, že se při prvním sekvenování nepodařilo nalézt 

přechodovou sekvenci, byly v programu Vector NTI 8 Suite Software  (ThermoFisher 

Scientific) navrženy další primery v genu BCR vzdálené několik set bází směrem k místu 

zlomu.  

U několika pacientů nebylo ani opakované sekvenování Sangerovou metodou úspěšné, 

a tak bylo k nalezení přechodové sekvence využito platformy GS Junior (454 next-

generation sequencing technology, Roche Diagnostics; Linhartova et al. 2015).  

U pacientů s negativním výsledkem LD-PCR byla ověřena kvalita DNA pomocí 

kontrolního LD-PCR.  V kontrolním LD-PCR byla amplifikována oblast genu IKZF1  

na chromozomu 7 (primery viz Tabulka 3). 

 

Tabulka 3 Sekvence primerů použitých ke kontrolní LD-PCR 

Název primeru Sekvence Délka produktu (kbp) 

AR4 (reverse) CTTCAGCCCATCACTGCTGCACTG - 

AR4 fow2b GGTCACATTTCAAGTGCTCAGGAGTCAC 2 

AR4 fow3 CATGCCAGGAAGCTGCCCTACCAAG 5 

AR4 fow4b GTTTCAGGCAGAAGACCAGCACGGTAG 10 

AR4 fow5 GCATCACAGAATGGCCTTGAGGGTTAG 12 

 

Na LD-PCR byly využity dva polymerázové systémy. Zpočátku byly produkty 

amplifikovány pomocí PCR Extender System (5 Prime), následně byla využívána výhradně 

AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). Teplotní profil a složení 

jednotlivých reakcí jsou uvedeny v příloze (Příloha 1). Kratší produkty (≤ 1 kbp) bylo 

možné amplifikovat pomocí HotStarTaq polymerázy (Qiagen). 
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V současné době je k nalezení přechodové sekvence využíván systém NGS Custom 

Target Enrichment (Agilent), který umožňuje cíleně sekvenovat vybranou oblast genomu. 

Pro analýzu přechodové sekvence fúzního genu BCR-ABL1 byly v obou genech vybrány 

oblasti vhodné pro cílené obohacení sekvenované DNA - celkem je v obou genech umístěno 

1992 sond, které pokrývají 75,65 % z celkové sekvence vybrané k mapování (Agilent NGS 

Custom Target Enrichment Probes, Agilent, viz Obrázek 2). K přípravě knihoven je 

využíván Agilent SureSelectQXT Reagent Kit (Agilent), sekvenování probíhá na přístroji 

NextSeq 550 (Illumina). K analýze sekvenačních dat jsou využívány nástroje STAR (Dobin 

et al. 2013)  a deFuse (McPherson et al. 2011). 

 

 

4.6 Kvantifikace a vyhodnocování minimální reziduální nemoci  

Detekce klonálních přestaveb genů pro imunoglobuliny a T-buněčné receptory 

(Ig/TCR) byla standardně prováděna pomocí PCR (van Dongen et al. 2003). V současné 

době se přestavby Ig/TCR detekují pomocí masivně paralelního sekvenování (Kotrova et al. 

2015, Kotrova et al. 2017). Pomocí pacient-specifických systémů navržených na konkrétní 

diagnostickou přestavbu Ig/TCR lze následně pomocí qPCR stanovit hladinu MRN v odběru 

získaném v průběhu léčby. Návrh i optimalizace těchto systémů se řídí standardizovanými 

postupy (Verhagen et al. 2000, Langerak et al. 2001, van der Velden et al. 2002a, van der 

Obrázek 2 Mapování sond (zeleně) navržených pro NGS Custom Target Enrichment 

(zdroj:UCSC Genome Browser) 
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Velden et al. 2002b). Vyhodnocování takto naměřených dat probíhá podle pravidel,  

která vydala Evropská skupina pro kvantifikaci MRN u pacientů s ALL (van der Velden et 

al. 2007). Tato pravidla se uplatňují při kvantifikaci MRN v rámci mezinárodních léčebných 

protokolů skupiny BFM již od roku 2000 a platí tedy i na současných protokolech AIEOP-

BFM ALL 2017 (pro BCR-ABL1-negativní dětské ALL) a EsPhALL/COG (pro BCR-ABL1-

pozitivní dětské ALL). 

Pro kvantifikaci fúzního genu BCR-ABL1 na genomické úrovni byly u každého pacienta 

navrženy primery tak, aby byla amplifikována přechodová oblast mezi oběma geny. Schéma 

reakcí qPCR odpovídalo schématu používanému při kvantifikaci přestaveb Ig/TCR.  

U některých pacientů bylo ke kvantifikaci MRN využito interkalační činidlo QuantiTect 

SYBR
 ®

 Green (Qiagen). U zbylých pacientů byla ke kvantifikaci použita hydrolyzační 

sonda (FAM-TAMRA) optimálně navržená tak, aby mapovala na přechodovou sekvenci 

genů BCR a ABL1. Naměřená hladina MRN byla vyhodnocována podle stejných pravidel 

jako v případě kvantifikace přestaveb Ig/TCR. 

Pro kvantifikaci buněk nesoucích deleci v genu IKZF1 byly použity systémy uvedené 

v bodě 4.4 a následné vyhodnocování bylo taktéž provedeno dle výše zmiňovaných pravidel.  

Stanovení exprese fúzního genu BCR-ABL1 probíhalo na základě dříve publikovaných 

systémů (Gabert et al. 2003) s využitím komerčně dostupných standardů (Ipsogen BCR-

ABL1 m/MBCR Kits, Qiagen). Exprese fúzního genu byla vždy vztažena k jednomu 

z housekeeping genů (B2M, ABL1 či GUSB - viz bod 4.2).  

Hladině MRN v diagnostickém (výjimečně v relapsovém) vzorku byla přiřazena 

hodnota 1,00. Pro výpočty a grafická znázornění byla vzorkům, u kterých nebyla detekována 

žádná hladina MRN, přiřazena číselná hodnota 5 x 10
-7

. Vzorky s nízkou hladinou MRN, 

které nesplnily kritéria pro přesnou kvantifikaci, byly slovně hodnoceny jako pozitivní 

nekvantifikovatelné a byla jim přiřazena číselná hodnota 1 x 10
-5

. 

4.7 Definice diskrepantních výsledků při stanovování hladiny MRN 

V rámci této studie nás nejvíce zajímalo srovnání hladin MRN získaných kvantifikací 

Ig/TCR a BCR-ABL1 na DNA úrovni. Vzorky, u kterých se hodnoty MRN získané oběma 

metodami pohybovaly v rozmezí jednoho řádu včetně, byly označeny  
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za korelující/konkordantní. Naproti tomu vzorky, u kterých se hladiny MRN lišily o více než 

jeden řád, byly označeny za nekorelující/diskordantní. Dalším kritériem hodnocení vzorků 

bylo kvantitativní rozmezí a citlivost konkrétního systému na stanovení hladiny MRN. 

V případě, že hladina MRN naměřená jednou z metod byla ≤ 1 řád nad kvantitativním 

rozmezím (senzitivitou) metody druhé a zároveň byl daný vzorek druhou metodou 

považován za pozitivní nekvantifikovatelný (negativní), byl tento označen jako konkordantní. 

Taktéž vzorek, který byl jednou metodou označen jako negativní a druhou metodou jako 

pozitivní nekvantifikovatelný, přičemž senzitivita druhé metody byla ≤ 1 řád vyšší než 

senzitivita metody první, byl označen jako konkordantní.  

Pacienti s několika po sobě jdoucími vzorky/odběry, které byly označeny jako 

diskordantní, byli považováni za pacienty s nekorelujícím/diskordantním průběhem MRN. 

Ostatní pacienti byli označeni jako pacienti s korelujícím/konkordantním průběhem MRN. 

4.8 Analýza přechodových sekvencí 

Vizualizace a analýza přechodových sekvencí byla provedena v rozhraní R Studia 

(v0.98.1079) s použitím programu R (v3.5.2). K nalezení rozptýlených repetic (IR, 

interspersed repeats) v genech BCR a ABL1 byl využit program RepeatMasker (v.4.0.7.; 

(Smit et al.). Pro identifikaci kryptických rekombinačních signálních sekvencí (RSS) byla 

využita RSS databáze (Merelli et al. 2010).  

4.9 Sortování buněk a následná analýza 

Vitální buňky (kostní dřeně či periferní krve) zamražené v DMSO (viz bod 4.1) byly 

použity k sortování jednotlivých buněčných populací na sklíčko. Primárně byly sortovány 

tyto populace: T-lymfocyty (CD3
+
), myeloidní buňky (CD33

+
), maligní B-buněčné 

prekurzory (CD19
+
CD10

+
CD45

dim
) a nemaligní B-lymfocyty (CD19

+
CD10

-
CD45

++
). 

V některých případech byly tyto populace rozlišovány ještě na základě doplňujících znaků, 

aby byla minimalizována pravděpodobnost kontaminace ostatních populací leukemickými 

blasty. U několika pacientů bylo možné sortovat i multipotentní progenitory 

(CD34
+
CD38

+
CD19

-
CD10

-
) a kmenové buňky (CD34

+
CD38

-
CD133

+
CD19

-
CD10

-
). 

Buňky byly na sklíčku fixovány modifikovaným fixačním činidlem HCl/Tween20 

(Harper et al. 1995). K vizualizaci fúzního genu BCR-ABL1 pomocí fluorescenční in-situ 
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hybridizace (FISH) byly použity sondy Dual Fusion LPH 007 probe (Cytocell) či Vysis LSI 

BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe (Abbott Molecular). 

U některých pacientů byly buňky sortovány k následné izolaci DNA či RNA. U těchto 

vzorků byly změřeny hladiny MRN podle výše zmíněných přístupů. 

4.10 Screening mutací u pacientů s hyperdiploidní leukémií 

U pacientů s hyperdiploidní leukémií byly hledány mutace v genech NRAS a KRAS 

(kodony 8-16, 61), FLT3 (kodony 572-623, 810-842), PTPN11 (kodony 60-76, 502-210)  

a CREBBP (kodony 1259, 1278, 1371, 1408-1412, 1435-1450, 1476-1502, 1550-1576, 

1680). Na screening mutací byly použity již dříve publikované systémy (Kiyoi et al. 1999, 

Christiansen et al. 2007, Paschka et al. 2013) i nově navržené primery (viz Příloha 2). 

Získané produkty byly následně sekvenovány Sangerovou metodou.  

4.11 Hodnocení odpovědi na léčbu 

Časná odpověď na léčbu byla sledována v konkrétních časových bodech a analyzována 

pomocí několika metod. V den +8 (D8) od počátku léčby je morfologicky vyhodnocována 

časná odpověď na léčbu prednisonem. Pomocí průtokového cytometru je analyzován vzorek 

odebraný v den +15 (D15) od počátku léčby. Na základě stanovení hladiny MRN 

kvantifikací přestaveb Ig/TCR jsou hodnoceny vzorky ze dne +33/týdnu +12 (D33/T12)  

od počátku léčby. 

Pacienti se špatnou odpovědí na léčbu prednisonem (≥ 1000 leukemických blastů na µl 

v periferní krvi v D8), s hladinou MRN  ≥ 10 % v D15 (průtoková cytometrie), hladinou 

MRN > 10
-3

 v T12, nebo s hladinou MRN > 10
-3

 v D33 v kombinaci s jakoukoliv pozitivitou 

v T12 byli označeni jako pacienti s vysokým rizikem relapsu onemocnění. Ostatní pacienti 

byli z pohledu odpovědi na léčbu označeni jako pacienti středního či nízkého rizika.  

4.12 Expresní profilování a analýza dat 

Expresní profilování bylo provedeno technologií microarrays (HumanHT-12 v4 

Expression BeadChip; Illumina, USA). Takto získaná data byla nejdříve předběžně 

zpracována pomocí GenomeStudio software (Illumina), dále byla analyzována v rozhraní R 

Studia (v0.98.1079) s použitím R softwaru (v3.2.2). Na naměřených intenzitách byla 
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provedena korekce na pozadí, kvantilová normalizace a log2 transformace. Pro hledání 

rozdílně exprimovaných genů mezi jednotlivými skupinami byl využit soubor funkcí limma 

(Linear Models for Microarray Data; Bioconductor v3.26.3).  K vyloučení variability 

exprese, která mohla být způsobena použitím více microarray čipů, kitů různých šarží  

a pohlavím pacienta byl v rámci limma analýzy vytvořen lineární  

model ~ 0 + skupiny-k-porovnání + pohlaví + čip. Normalizovaná data byla korigována  

na základě limma modelu na pohlaví a čip. Takto korigovaná data byla následně použita 

k nesupervidovanému hierarchickému klastrování (euklidovská vzdálenost, klastrování  

na základě metody ward.D2), k Gene Set enrichment analýze (GSEA v2.1.0, MSigDB 

v5.0;(Subramanian et al. 2005) a k analýze kumulativní distribuce exprese (bioMart v2.24.1, 

ggplot2). 

4.13 Stanovení DNA indexu a variability počtu kopií 

K určení DNA indexu na průtokovém cytometru byl použit BD Cycletest Plus DNA 

Reagent Kit (BD) dle návodu výrobce. Analýza naměřených výsledků byla provedena 

pomocí ModFit LT software (Verify Software House). Hodnota DNAi byla vypočítána jako 

poměr průměrů množství aneuploidních a diploidních G0/1 frakcí. 

Variabilita počtu kopií (CNV) určitých segmentů DNA byla analyzována pomocí SNP 

array (Single nucleotide polymorphism, Human Omni Express BeadChip, Illumina). Značení 

DNA a její hybridizace byly provedeny dle Infinum HD Ultra protokolu (Illumina).  

Kontrola kvality a genotypová analýza byly provedeny v GenomeStudio Software v2011.1 

(Illumina). Oblasti uniparentální disomie (UPD) a CNV byly detekovány pomocí algoritmu 

CNV Parition 2.4.4 plug-in, který je součástí GenomeStudia. Oblasti, které byly označeny 

jako CNV či jako UPD, byly následně kontrolovány v Illumina Genome Browser.  

Na základě této kontroly byly některé souřadnice UPD či CNV manuálně upraveny. Delece, 

které odpovídaly somatickým přestavbám genů pro Ig/TCR, nebo ty, které byly detekovány 

i v remisních vzorcích, byly vyloučeny z další analýzy. K anotaci a následné vizualizaci dat 

bylo použito rozhraní R Studia (viz bod 4.12) a soubory funkcí dostupné v rámci projektu 

Bioconductor: GenomicRanges (v. 1.22.1), Gviz (v.1.14.0), hiAnnotator (v. 1.0.0), 

org.HS.eg.db (v. 3.0.0), TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene (v. 3.0.0), 

VariantAnnotation (v1.16.3). Teoretický DNAi byl vypočítán jako poměr množství DNA 
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v dominantním klonu leukemických buněk a množství DNA ve zdravé diploidní buňce  

(s ohledem na pohlaví). 

4.14 Statistická analýza 

K porovnání metod pro kvantifikaci MRN byl použit Spearmanův korelační koeficient. 

Vzorky, které byly negativní pomocí obou srovnávaných metod, byly vyloučeny z korelační 

analýzy. Analýza distribuce zlomových oblastí byla provedena pomocí testu uniformity  

na základě Pearsonova chí-kvadrát testu. Srovnání množství bílých krvinek (leukocytóza) 

bylo provedeno pomocí dvoucestného ANOVA testu s ohledem na variantu fúzního genu 

BCR-ABL1 (minor vs. Major).  Srovnání skupin bylo provedeno pomocí Mann-Whitney  

U testu a testu Kruskall-Wallis.  

K výpočtu korelace hodnot DNAi (průtoková cytometrie vs. SNP array) byl použit 

Spearmanův korelační koeficient. Pravděpodobnost přežití bez události (EFS, event free 

survival) byla spočítána na základě délky doby od diagnózy do první události. Za událost 

bylo považováno: i) nedosažení kompletní remise (klasifikováno jako „událost v den 0“),  

ii) relaps, iii) sekundární malignita, iv) smrt. Kaplan-Meierův odhad byl použit k výpočtu 

pravděpodobnosti EFS. Ke srovnání EFS a celkového přežití mezi jednotlivými skupinami 

byl použit log-rank test.  

Rozdíly v zastoupení daného jevu mezi jednotlivými skupinami byly hodnoceny 

pomocí Mann-Whitney nebo Fisherova exaktního testu. 
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5 Výsledky 

Tato kapitola je rozdělena do dvou částí dle příslušných projektů se zaměřením  

na BCR-ABL1-pozitivní leukémie a vysoce hyperdiploidní leukémie. Podstatná část 

výsledků je uvedena v přiložených publikacích, součástí této kapitoly jsou však i data  

a analýzy, které byly do projektů zařazeny později či nebyly součástí uvedených publikací. 

 

5.1 Leukémie s fúzním genem BCR-ABL1 

5.1.1 Počty pacientů 

Celkem byla přechodová sekvence fúzního genu BCR-ABL1 charakterizována u 428 

z 491 (87 %) pacienta. U dospělých pacientů s CML byl zlom nalezen u 162/220 pacientů 

(74 %; všichni pacienti – s jednou výjimkou - nesli Major typ přestavby), u dospělých 

pacientů s ALL se zlom podařilo nalézt v 8 případech (73 %; Major: 7/10; minor: 1/1).  

U všech dětí s CML se zlom podařilo charakterizovat (Major 4/4). Ze všech dětských ALL 

se zlom podařilo nalézt u 254/256 pacientů (99 %; Major: 53/55; minor: 201/201 ).  

Pomocí metody LD-PCR byl zlom nalezen u 257/344 pacientů (75 %; Major: 187/254; 

minor: 70/90). S využitím NGS Target Enrichment byl zlom charakterizován u 171/172 

pacientů (99 %;  Major: 39/39; minor: 132/133). 

5.1.2 Analýza přechodových sekvencí  

K pilotní analýze přechodových sekvencí byla použita data části námi osekvenovaných 

pacientů (272) a 12 dospělých CML pacientů s Major BCR-ABL1 přechodem, jejichž fúzní 

sekvence byly získány pomocí NGS přístupu Nextera® Rapid Capture Custom Enrichment 

(Illumina) na Ústavu hematologie a krevní transfúze. Jednalo se o pacienty, u kterých se 

nám v minulosti nepodařilo přechodovou sekvenci charakterizovat pomocí LD-PCR. 

Výsledky sekvenování BCR-ABL1 fúze u těchto 12 případů ukázaly na nedostatečné pokrytí 

části chromozomu 9 před genem ABL1.  
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 V rámci oblastí Major BCR, minor BCR a v intronu 1 genu ABL1, ve kterých dochází 

ke zlomům, klastrovací analýza neukázala konkrétní užší rozmezí, v němž by ke vzniku 

zlomů docházelo preferenčně. Test uniformní distribuce však ukázal, že oblasti zlomů  

v genu BCR nejsou rozmístěny zcela náhodně (Major p < 10
-4

, minor p = 0,009 vs. ABL1  

p = 0,22). U pacientů s minor typem přestavby byly zlomy častější s rostoucí vzdáleností od 

BCR exonu 1. U pacientů s Major typem přestavby byl patrna bimodální distribuce zlomů 

s maximy na konci intronu 13 a uprostřed intronu 14. U sedmi a tří pacientů došlo ke zlomu 

v BCR exonu 14 respektive v exonu 15. V oblasti genu ABL1 bylo rozložení konkrétních 

pozic zlomů signifikantně rozdílné v závislosti na typu přestavby (minor vs. Major  

p = 0,008), diagnóze (ALL vs. CML p = 0,002) a věku pacienta (děti vs. dospělí p = 0,005). 

Počty pacientů se zlomem v konkrétním úseku genu ABL1 zobrazuje Obrázek 3. 

  

Obrázek 3 Rozložení zlomů v oblasti genu ABL1 

Zobrazení počtu pacientů se zlomem v konkrétním úseku genu ABL1 (oblast genu ABL1 je rozdělena na úseky 

á 5 kbp, šedě). Histogramem je proložen odhad hustoty pravděpodobnosti vzniku zlomu  

pro pacienty s Major (červeně) a minor (modře) typem přestavby. 



35 

 

 

V devíti případech (7x Major, 2x minor) byl zlom na chromozomu 9 lokalizován ještě 

před genem ABL1, u 5 pacientů (4x Major, 1x minor) došlo ke zlomu v genu EXOSC2,  

který leží bezprostředně (~ 9 kbp) před genem ABL1. U jednoho pacienta (minor) došlo  

ke zlomu v ABL1 exonu 2. Celkové rozložení zlomových oblastí v genech BCR i ABL1  

znázorňuje Obrázek 4. 

 

Obrázek 4 Pozice zlomů v genu ABL1 a BCR  

Konkrétní pozice zlomů u pacientů s Major (4A) a minor (4B) typem přestavby. Zobrazené heatmapy  

představují 2D odhad hustoty pravděpodobnosti výskytu zlomů v daných regionech.   
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V osmi případech (3 %; všechny s Major typem přestavby) nebyl charakterizován 

typický přechod BCR-ABL1. U pěti pacientů se jednalo o přechod BCR-inverze ABL1-ABL1. 

Délka invertované části genu ABL1 se pohybovala v rozmezí 11 až několik set bp. Dalšími 

anomáliemi v přechodové sekvenci byly: BCR-inverze BCR-ABL1 (205 bp);  

BCR-duplikace ABL1-ABL1 (26 bp) a BCR-ASIC2-ABL1 (4760 bp; gen ASIC2 je 

lokalizován na chromozomu 17).  

Krátký překryv sekvencí genů BCR a ABL1 v místě zlomu (v rozsahu do 4 bp) byl 

přítomen u 116 pacientů (41 %; 85x Major, 31x minor) a u 117 pacientů (41 %; 78x Major, 

39x minor) došlo ke spojení tupých konců. U dvou pacientů s minor typem přestavby došlo 

ke zlomu v dlouhé oblasti homologie (56 a 40 bp). Naproti tomu u 30 pacientů (11 %) byly 

mezi sekvence obou genů vloženy náhodné nukleotidy (rozsah 1 – 42 bp, medián = 2;   

21x Major, 9x minor).   

Blízká lokalizace (≤ 10 bp) rekombinační signální sekvence a místa zlomu byla na BCR 

straně detekována u 10 pacientů (7x Major, 3x minor) a na ABL1 straně u 8 pacientů  

(6x Major, 2x minor). Pouze u jednoho pacienta (Major) byla RSS přítomna ve správné 

kombinaci (orientace, pravidlo 12/23) na obou vystřižených fragmentech genů BCR i ABL1.   

Pomocí nástroje Repeatmasker byly získány úseky genů BCR i ABL1, které alespoň 

částečně mapují do některého ze sekvenčních motivů rozptýlených repetic. Celkové 

zastoupení IR úseků v části genu ABL1, Major BCR a minor BCR je 58, 25 a 41 %  

(viz Tabulka 4). Zastoupení jednotlivých skupin IR a množství pacientů, u kterých byly 

zlomy lokalizovány v místech IR, zobrazuje Tabulka 4.  Pouze 21 pacientů (7 %) mělo 

zlomovou sekvenci lokalizovanou v či blízko (≤ 50 bp) stejné rodiny IR v obou fúzních 

partnerech (12 x Alu, 7 x LINE/L1, 1 x LINE/L2, 1 x jednoduchá repetice). U dvou pacientů 

se zlomem v Alu elementu byly v přechodové oblasti nalezeny úseky homologie (o délce 56 

a 40 bp), které mapovaly jak do genu BCR, tak do genu ABL1.  

U pacienta s rozsáhlou inzercí části genu ASIC2 do BCR-ABL1 fúze, došlo ke zlomu 

v genech BCR a ABL1 v Alu elementu, nicméně ve zlomových oblastech genu ASIC2 nebyly 

tyto IR detekovány. 
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Tabulka 4 Podíl IR v genech BCR a ABL1 a jejich lokalizace v oblastech zlomu 

oblast rozsah 

Zastoupení IR v dané oblasti   

Alu 
fragmenty 

LINE/L1 
fragmenty 

LINE/L2 
LTR ostatní∆ celkem* 

BCR 
(Major)  

konec ex13 - 
konec ex15 

9,88 % 7,56 % 6,66 % 0 % 0,73 % 24,83 % 

BCR  
(minor) 

konec ex1 - 
začátek ex2 

17,38 % 10,39 % 0,65 % 10,63 % 5,84 % 40,72 % 

ABL1 
EXOSC2 konec 

ex6 - ABL1 
začátek ex3 

29,55 % 14,61 % 2,05 % 4,96 % 8,81 % 58,32 % 

       
 

oblast rozsah 

Množství pacientů se zlomem v IR (v okolí ± 50 bp od IR) v % 

celkem* 
Alu 

fragmenty 
LINE/L1 

fragmenty 
LINE/L2 

LTR ostatní∆ 

BCR  
(Major) 

konec ex13 - 
konec ex15 

9  
(3)   

9,5  
(2,5)  

3  
(5)  

0  
(0) 

0,5  
(6,5)  

22  
(17)  

BCR  
(minor) 

konec ex1 - 
začátek ex2 

15,5  
(3,6) 

8,3  
(3,6)  

1,2  
(0) 

9,5  
(2,4)  

3,6  
(6,0) 

38  
(14,3) 

ABL1 
EXOSC2 konec 

ex6 - ABL1 
začátek ex3 

21,1  
(11) 

17,2  
(9,8) 

1,8  
(2,5) 

3,9  
(1) 

3,2  
(4,6)  

49,8  
(26) 

V oblasti Major/minor BCR bylo takto analyzováno 200 /84 pacientů, v oblasti ABL1 bylo analyzováno 282 pacientů. 

* Hodnota „celkem“ nemusí odpovídat součtu jednotlivých položek, neboť se IR mohou navzájem překrývat;  

       a nebo může být zlom lokalizován v jednom typu IR a zároveň v blízkosti jiného typu IR.            
∆  Pojem „ostatní“ zahrnuje DNA elementy, jednoduché repetice, úseky s nízkou komplexitou (např. GA-bohaté oblasti) 

      a retrotranspozony 
 

ex = exon 
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5.1.3 Celkové srovnání a průběh minimální reziduální nemoci 

Hladina minimální reziduální nemoci na úrovni genomického přechodu BCR-ABL1 

byla stanovena u 55 dětských pacientů (13x Major, 42x minor) s BCR-ABL1-pozitivní ALL. 

Celkem bylo tímto přístupem změřeno 592 vzorků kostní dřeně a 169 vzorků periferní krve 

(KD/PK Major:128/17; minor:464/152). U těchto vzorků byla hladina MRN současně 

kvantifikována také alespoň jednou z následujících metod – 1) kvantifikace  Ig/TCR 

přestaveb: 558 vzorků KD a 157 vzorků PK; 2) exprese BCR-ABL1: 409 vzorků KD a 147 

vzorků PK; 3) kvantifikace buněk s delecí v genu IKZF1: 180 vzorků KD. Dále byla hladina 

MRN stanovena u 34 vzorků KD od 3 dětských CML (kvantifikace genomického přechodu 

BCR-ABL1 (34 vzorků), exprese BCR-ABL1 (34 vzorků), kvantifikace Ig/TCR (33 vzorků)  

a kvantifikace delece IKZF1 (14 vzorků)). 

Senzitivity všech tří genomických metod byly srovnatelné a významně se nelišily 

(průměr = 4,5 ± 0,1 řád). Nicméně, kvantitativní rozmezí (QR, quantitative range) bylo 

signifikantně větší u BCR-ABL1 přístupu ve srovnání s měřením přestaveb Ig/TCR  

(p = 0,0006, průměr/medián QR 4,1/4 vs. 3,7/4 řády pro BCR-ABL1 vs. Ig/TCR). 

Při analýze celkové korelace metod sloužících ke stanovení hladiny MRN jsme se 

zaměřili pouze na pacienty s BCR-ABL1-pozitivní ALL. Z této analýzy byly vyloučeny 

vzorky, které byly negativní oběma porovnávanými metodami. Srovnání metod založených 

na kvantifikaci Ig/TCR přestaveb a BCR-ABL1 na genomické úrovni ukázalo Spearmannův 

korelační koeficient ρ = 0,61 (356 vzorků KD; 53 pacientů; viz Obrázek 5A). Varianta 

fúzního genu BCR-ABL1 neměla vliv na hodnotu korelačního koeficientu – u pacientů 

s Major a minor typem přestavby bylo ρ = 0,71 respektive 0,59 (66 respektive 290 vzorků 

KD). Porovnání metod založených na kvantifikaci fúzního genu (mRNA vs. DNA) ukázalo 

velmi dobrou korelaci obou přístupů (ρ = 0,85; 257 vzorků KD; 35 pacientů; viz Obrázek 

5B). Pomocí stanovení hladiny MRN v párových vzorcích KD a PK bylo možné ukázat 

vyšší citlivost detekce při kvantifikaci MRN v kostní dřeni a to pro všechny metody  

(viz Obrázek 5C).  
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Korelace hladin MRN naměřených pomocí genomických metod (5A) a kvantifikací fúzního genu (5B). Množství 

vzorků (5A), které byly na úrovni přestaveb Ig/TCR negativní, avšak fúzní gen byl na genomické úrovni kvantifikovatelný, 

představovalo 21,6 % z celkového počtu 357 vzorků. Z této analýzy byly vyloučeny vzorky, které byly negativní oběma 

metodami. 

 Obrázek 5C nabízí srovnání hodnot MRN naměřených v kostní dřeni (KD) a periferní krvi (PK). Stanovení hladiny MRN  

u vzorků KD dosahovalo vyšší sensitivity bez ohledu na použitou metodu: 

              počet negativních vzorků pouze na úrovni PK:  10 (Ig/TCR)    7 (BCR-ABL1 DNA)    10(BCR-ABL1 mRNA) 

              počet negativních vzorků pouze na úrovni KD:   2 (Ig/TCR)    3 (BCR-ABL1 DNA)      1 (BCR-ABL1 mRNA) 

              počet změřených vzorků:              75 (Ig/TCR)  69 (BCR-ABL1 DNA)    76 (BCR-ABL1 mRNA) 

Šedý pás představuje oblast rozdílu do 1 řádu, včetně. Vzorky ležící v tomto rozmezí jsou považovány za korelující. 

 KD = kostní dřeň; PK = periferní krev 

 

 

Obrázek 5 Celkové srovnání hladin minimální reziduální nemoci 
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Celkově nízká korelace metod opírajících se o kvantifikaci fúzního genu BCR-ABL1  

a detekci Ig/TCR přestaveb byla způsobena především vyššími hodnotami MRN na úrovni 

genu BCR-ABL1. Srovnání genomických metod ukázalo 44 % vzorků s výrazně vyšší  

(> 1 řád) hladinou genu BCR-ABL1 ve srovnání s Ig/TCR (zatímco řádově vyšší hladiny 

přestaveb Ig/TCR ve srovnání s genomickou hladinou BCR-ABL1  byly naměřeny u 10 % 

vzorků). Podstatnou část špatně korelujících vzorků (21 %) tvořily ty, které byly na Ig/TCR 

úrovni negativní, avšak hladina MRN na úrovni fúzního genu byla kvantifikovatelná – a to  

i na vysokých hladinách. Rozložení vzorků s takto významně rozdílnými hodnotami nebylo 

mezi pacienty náhodné. Zatímco u většiny pacientů (35) koreloval celý průběh MRN velmi 

dobře, u některých pacientů (18) bylo detekováno několik po sobě jdoucích odběrů/vzorků 

s výrazně vyššími hodnotami MRN na úrovni BCR-ABL1 DNA ve srovnání s přestavbami 

Ig/TCR. V rámci konsekutivní kohorty 47 pacientů nebylo zastoupení pacientů s takto 

nekorelujícím průběhem MRN významně rozdílné v závislosti na typu přestavby  

(Major: 2/9; minor: 10/38).  

U pacientů s korelujícím průběhem MRN byly nekorelující vzorky velmi vzácné 

(13/420 tj. ~ 3 %; po odečtení vzorků, které byly negativní oběma metodami (149),  

se jednalo o 4,7 %) a vyskytovaly se ojediněle, přičemž rozdíly hladin MRN byly vždy 

v rozmezí dvou řádů, což svědčí spíše pro technické důvody nekorelace než pro biologické. 

Naproti tomu, u pacientů s nekorelujícím průběhem MRN byla u 50 % vzorků (83/167;  

po odečtení vzorků, které byly negativní oběma metodami (27) se jednalo o 60 %) hladina 

BCR-ABL1 MRN alespoň o 1 řád vyšší než hodnota Ig/TCR MRN, rozdíly větší než 2 řády 

(BCR-ABL1 > Ig/TCR) byly naměřeny u 22 % (37/167) vzorků. 

Při analýze vzorků pacientů s diskordantním průběhem MRN byl v průběhu intenzivní 

terapie nalezen trend ve smyslu zvyšujícího se počtu diskordantních vzorků s narůstajícím 

časem od diagnózy. Zatímco po prvním týdnu léčby (D8) neměl žádný z pacientů 

nekorelující hladiny MRN (0/23), na konci druhého týdne (D15) byly vyšší hladiny  

BCR-ABL1 naměřeny u 10 % pacientů (3/29) a po uplynutí 1, 3 a 5 měsíců byly vyšší 

hladiny fúzního genu naměřeny u 32 %, 40 %, respektive u 63 % pacientů (13/41, 10/25  

a 19/30; viz Obrázek 6).  
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Dalším přístupem ke stanovení hladiny MRN byla kvantifikace buněk nesoucích deleci 

v genu IKZF1. Zatímco u pacientů s korelujícím průběhem MRN odpovídal průběh MRN 

naměřený tímto přístupem zbylým genomickým metodám (BCR-ABL1 i Ig/TCR),  

u pacientů s diskordantním průběhem MRN odpovídalo množství buněk nesoucích deleci 

IKZF1 počtu buněk s klonálními Ig/TCR přestavbami. Ilustrativní průběh MRN u pacientů 

s korelujícím a nekorelujícím průběhem MRN zobrazuje Obrázek 7, průběh MRN  

u většiny pacientů je uveden v příloze (Příloha 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obrázek 6 Srovnání hladin minimální reziduální nemoci v průběhu léčby 
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5.1.4 Přítomnost genu BCR-ABL1 ve vybraných buněčných subpopulacích 

U dětských pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL, kteří byli v České republice 

diagnostikováni s primární manifestací či relapsem onemocnění v období od června 2007  

do prosince 2014, byla analyzována přítomnost fúzního genu ve vybraných buněčných 

subpopulacích a hematopoetických prekurzorech. Celkem bylo takto analyzováno 12 

konsekutivně diagnostikovaných pacientů, pouze jeden pacient byl z této kohorty vyloučen 

pro nedostatek materiálu. U dvou pacientů nebylo možné určit typ průběhu MRN 

(ne/korelující) na základě srovnání Ig/TCR a BCR-ABL1 přístupu: u jednoho pacienta nebyla 

nalezena přechodová sekvence BCR-ABL1 na DNA úrovni, u druhého nebyla nalezena 

klonální Ig/TCR přestavba vhodná ke kvantifikaci MRN. V těchto případech byly  

ke korelaci použity hladiny MRN naměřené pomocí exprese BCR-ABL1 respektive 

průtokové cytometrie. Přítomnost fúzního genu v různých buněčných populacích bylo dále 

možné stanovit u 1 pacienta s korelujícím průběhem MRN. Výsledná kohorta byla tedy 

Obrázek 7 Průběh minimální reziduální nemoci u pacienta s nekorelujícími a korelujícími 

hladinami MRN 

  DG = diagnóza; D = den; T = týden; M = měsíc; TKD = transplantace kostní dřeně 
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složena z 9 pacientů s korelujícím průběhem MRN a 4 pacientů s diskordantním průběhem 

MRN. Kontrolní skupinu tvořili 3 dětští pacienti s CML.  

Sortování na jednotlivé buněčné populace (leukemické blasty, T-lymfocyty, nemaligní 

B-lymfocyty a myeloidní buňky) s následnou FISH analýzou bylo provedeno  

u 12 diagnostických vzorků (10x BCR-ABL1-pozitivní ALL, 2x  CML). Ze zbylých pacientů 

(1x CML a 3x BCR-ABL1-pozitivní ALL) byl jeden již dříve publikován (Zaliova et al. 

2009) a u zbývajících byly jednotlivé buněčné populace z diagnostického/relapsového 

vzorku analyzovány pomocí qPCR (BCR-ABL1 a Ig/TCR). 

U sedmi pacientů s korelujícím průběhem MRN byl fúzní gen detekován pouze 

v leukemických blastech (v rozmezí 93 – 100 %), zatímco T-lymfocyty, nemaligní  

B-lymfocyty a myeloidní buňky byly negativní (< 2 % BCR-ABL1-pozitivních buněk;  

viz Obrázek 8A). Zbývající dva pacienti s korelujícím průběhem MRN byli diagnostikováni 

s ALL, avšak při diagnóze u nich byla zaznamenána aberantní exprese myeloidního znaku 

CD33. Jeden z těchto pacientů měl tento znak při diagnóze na 40 % leukemických blastů,  

při relapsu onemocnění byly již všechny leukemické buňky CD33-pozitivní. Druhý pacient 

byl diagnostikován s bilineální B/myelo leukémií. U těchto 2 případů byl fúzní gen 

detekován také v myeloidních buňkách (sortovaných na základě CD33 pozitivity),  

T-lymfocyty i nemaligní B-buňky byly negativní. Následná analýza pomocí qPCR u těchto 

dvou pacientů potvrdila v CD33-pozitivních buňkách přítomnost nejen fúzního genu BCR-

ABL1, ale i Ig/TCR přestaveb.  

U pacientů s diskordantním průběhem MRN byl fúzní gen detekován nejen 

v leukemických blastech, ale i v T-lymfocytech (12 – 21 %), v nemaligních B-lymfocytech 

(15 – 83 %) a v myeloidních buňkách (15 – 80 %; viz Obrázek 8B). U dvou pacientů bylo 

možné potvrdit přítomnost fúzního genu v rozdílných buněčných typech i pomocí qPCR. 

Zatímco přestavba BCR-ABL1 byla spolehlivě detekována ve všech vyšetřených buněčných 

populacích, Ig/TCR přestavby bylo možné kvantifikovat pouze v leukemických blastech. 

Ostatní buněčné typy byly na Ig/TCR úrovni negativní nebo nízce pozitivní (do 5 %),  

což odpovídá hladině možné kontaminace sortu.   

Multipotentní progenitory a kmenové buňky byly analyzovány u dvou pacientů 

s korelujícím průběhem MRN a dvou pacientů s nekorelujícím průběhem MRN.  
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Ani v jednom případě se nám však nepodařilo spolehlivě potvrdit přítomnost fúzního genu 

BCR-ABL1 v sortovaných populacích (viz Příloha 1). 

U pacientů s CML (2 byli v chronické fázi, 1 ve fázi lymfoidní blastické krize) byl 

fúzní gen BCR-ABL1 detekován v lymfoidních blastech (93 – 100 %), v monocytech  

(34 – 100 %) a v granulocytech (34 – 100 %; viz Obrázek 8C). Naproti tomu,  

v T-lymfocytech nebyl fúzní gen nalezen ani u jednoho z pacientů. U dvou pacientů bylo 

možné analyzovat i multipotentní progenitory a kmenové buňky. V obou případech byl fúzní 

gen BCR-ABL1 přítomen ve všech analyzovaných buňkách obou buněčných typů (viz 

Příloha 1)  

 

5.1.5 Leukocytóza a variabilita exprese BCR-ABL1 při diagnóze 

Celkové srovnání hladiny leukocytů při diagnóze bylo provedeno u dětských pacientů 

s BCR-ABL1-pozitivní ALL. Pacienti s Major typem přestavby měli signifikantně vyšší 

leukocytózu než pacienti s minor typem BCR-ABL1 fúze (p = 0,001, viz Obrázek 9A). 

Srovnání mezi pacienty s korelujícím a nekorelujícím průběhem MRN neukázalo 

signifikantní rozdíly v diagnostické hladině leukocytů (p = 0,2).  

Míra exprese BCR-ABL1 byla analyzována pouze u dětských pacientů, u kterých byla 

hladina exprese fúzního genu normalizována k expresi jednoho ze dvou housekeeping genů: 

B2M či GUSB. Mezi pacienty s Major typem přestavby přesahovala variabilita exprese 

fúzního genu při diagnóze 2 řády, mezi pacienty s minor BCR-ABL1 fúzí byla tato variabilita 

ještě vyšší a dosahovala rozdílu o více než 3 řády. Varianta fúzního genu neměla vliv na 

míru exprese BCR-ABL1 při diagnóze. Pacienti s nekorelujícím průběhem MRN měli 

signifikantně nižší expresi fúzního genu při diagnóze než pacienti s korelujícím průběhem 

MRN (p = 0,039; viz Obrázek 9B).   
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Obrázek 8 Srovnání dynamiky MRN a přítomnosti fúze BCR-ABL1 v buněčných subpopulacích 

při diagnóze u pacientů s ALL s korelujícím (A) a nekorelujícím (B) průběhem 

MRN a u pacienta s CML (C) 

DG = diagnóza, D = den, T = týden, M = měsíc, TKD = transplantace kostní dřeně 
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Obrázek 9 Srovnání hladiny leukocytů (A) a hodnoty exprese fúzního genu (B) u dětských 

pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL 
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5.1.6 Analýza celkového přežití 

Do analýzy celkového přežití byla zahrnuta pouze data dětských pacientů s BCR-ABL1-

pozitivní ALL. Většina těchto pacientů podstoupila léčbu tyrozin kinázovými inhibitory  

(s výjimkou 3 případů; další 4 pacienti byli léčeni TKI až po relapsu onemocnění),  

i když schéma podávání bylo mezi pacienty různé (individuální léčba, rozdílné léčebné 

protokoly). Většina pacientů (80 %) též podstoupila transplantaci hematopoetických 

kmenových buněk.  

Celkové přežití pacientů s korelujícím a nekorelujícím průběhem MRN nebylo rozdílné. 

V kohortě pacientů s korelujícím průběhem MRN nebyl nalezen rozdíl v přežití  

mezi pacienty, kteří podstoupili transplantaci kmenových buněk, a těmi, kteří byli léčeni 

pouze pomocí chemoterapie (viz Obrázek 10). Naproti tomu u pacientů s diskordantním 

průběhem MRN se celkově dařilo lépe transplantovaným pacientům (medián sledování ~ 10 

let) ve srovnání s pacienty léčenými výhradně chemoterapií (viz Obrázek 10).   

 

 

 

Obrázek 10 Vliv léčby na celkové přežití u dětských pacientů s BCR-ABL1-pozitivní ALL 
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5.2 Hyperdiploidní leukémie 

5.2.1 Počty chromozomů a korelace s DNA indexem 

Analýza metodou SNP array ukázala, že u většiny pacientů z naší kohorty HHD ALL 

(53/89 pacientů, 60 %) se počet chromozomů pohyboval v rozmezí 53 -56. Nejčastěji byly 

zmnoženy chromozomy 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 a X, zatímco chromozomy 1, 2, 3, 7, 13, 15, 

16, 19, 20 a Y byly trizomické pouze u zlomku pacientů (< 10 %). Grafy znázorňující počty 

chromozomů a množství pacientů s konkrétními trizomiemi jsou součástí přílohy  

(Příloha 2).  

Hodnoty DNA indexu (DNAi) naměřené pomocí průtokové cytometrie byly v rozmezí 

1,09 – 1,59. Celková korelace mezi teoretickým DNAi, spočítaným na základě výsledků 

analýzy SNP array, a DNAi získaným pomocí průtokové cytometrie byla velmi dobrá  

(p < 0,0001). Součástí korelační analýzy byli i pacienti (54 ALL), kteří nebyli klasifikováni 

jako HHD ALL (počet chromozomů v jejich leukemických buňkách byl ≤ 50).  

Až na jednoho pacienta byl u všech pacientů z této skupiny naměřen DNAi < 1,1. Naproti 

tomu, u všech pacientů diagnostikovaných s HHD ALL – taktéž s jedinou výjimkou – byla 

hodnota DNAi ≥ 1,1. Na základě korelace mezi počtem chromozomů a hodnotou DNAi bylo 

možné rozdělit pacienty do dvou skupin. Hodnota DNAi ≥ 1,16 byla – s jednou výjimkou – 

detekována pouze u pacientů s alespoň 55 chromozomy. Naproti tomu, u pacientů s nižším 

počtem chromozomů (< 55) byla – vyjma tří případů – naměřena hodnota DNAi < 1,16.  

V následné analýze byla tedy celá kohorta pacientů s hyperdiploidní ALL rozdělena  

do dvou skupin, a to na základě hodnoty DNAi. Pacienti s DNAi < 1,16 (34 HHD ALL) byli 

označeni jako ti s nízkým DNA indexem (LDi-HHD; low-DNAi), pacienti s DNAi ≥ 1,16 

(55 HHD ALL) byli označeni jako ti s vysokým DNA indexem (HDi-HHD; high-DNAi). 

Rozdílné zastoupení jednotlivých zmnožených chromozomů u obou skupin (LDi vs. HDi) 

zobrazuje Obrázek 11. U pacientů s HDi bylo detekováno signifikantně vyšší zastoupení 

trizomií (a to i kombinovaných) s pozitivním prognostickým dopadem. Avšak též trizomie 

chromozomu 5 (možný negativní prognostický faktor, (Heerema et al. 2000)) byla popsána 

u vyššího počtu pacientů s HDi ve srovnání s LDi skupinou. 
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5.2.2 Variabilita počtu kopií 

Variabilita počtu kopií (CNV) byla u HHD pacientů detekována pomocí SNP array. 

Nejčastějším typem strukturní chromozomové aberace byla amplifikace dlouhého raménka 

chromozomu 1 (1q), jež byla detekována u 17 pacientů. Nejběžnější typy delecí byly 

nalezeny v genech, jejichž aberace jsou spojené s dětskými leukémiemi – 

CDKN2A/CDKN2B (13 pacientů), ETV6 (7 pacientů), PAX5 (6 pacientů),  

IKZF1 (5 pacientů) a TP53 (4 pacienti). Uniparentální dizomie byla nejčastěji detekována  

na chromozomu 9 (11 pacientů s celkovou UPD, 3 pacienti s částečnou UPD).  

CNV byly ve vyšší míře zastoupeny u pacientů starších tří let. Konkrétní CNV,  

jejíž výskyt se lišil v závislosti na věku pacientů, byla delece genu ETV6. Tato delece byla 

běžnější u dětí diagnostikovaných ve vyšším věku (medián 72 měsíců vs. 45 měsíců –  

s vs. bez delece ETV6).  

 

Obrázek 11 Zastoupení zmnožených chromozomů a jejich kombinací u pacientů s vysokým  

a nízkým DNA indexem 
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5.2.3 Mutace v genech signalizační dráhy RAS a v genu CREBBP 

Celkem byly mutace v genech, které se podílejí na signalizaci v rámci signalizační 

kaskády RAS (KRAS, NRAS, FLT3, PTPN11), a v genu CREBBP hledány u 85 pacientů.  

U jednoho pacienta byla využita data získaná pomocí celoexomového sekvenování,  

u zbylých pacientů byla analýza provedena na základě Sangerova sekvenování. Konkrétní 

oblasti, v nichž byly mutace hledány, byly odvozeny z dříve publikovaných dat 

(Malinowska-Ozdowy et al. 2015). 

Mutace v některém z genů signalizační kaskády RAS či v genu CREBBP byla nalezena 

u 47 pacientů (55 %). U několika pacientů (9) bylo v diagnostickém vzorku detekováno více 

mutovaných oblastí, u 4 pacientů byla popsána jak mutace v genu CREBBP tak v jednom 

z genů signalizační dráhy RAS. Nejčastěji byla mutace nalezena v genech KRAS (35 % 

případů) a NRAS (12 % případů). V genech FLT3, CREBBP a PTPN11 byly mutace 

detekovány jen u několika pacientů (6 %, 7 % a 8 % případů). 

Mutace v genech signalizační dráhy RAS byly asociovány s nižším počtem 

chromozomů i s nižší hodnotou DNAi (medián 54 vs. 56 a 1,16 vs. 1,19; p = 0,013  

a p = 0,018 pro pacienty s vs. bez mutace). Dále byly mutace v těchto genech častější  

u pacientů s dizomií chromozomu 10 ve srovnání s pacienty s trizomií/tetrazomií tohoto 

chromozomu (19/23 vs. 26/62; p = 0,0012). 

 

5.2.4 Expresní profilování 

Expresní profilování metodou microarrays bylo provedeno v 36 případech (21 HDi  

a 15 LDi pacientů). Nesupervidované hierarchické klastrování na základě 10 000 sond 

s nejvariabilnější expresí rozdělilo pacienty do dvou skupin (viz Obrázek 12). V jedné 

skupině byli pouze HDi pacienti, v druhé skupině byli kromě pacientů s LDi také dva 

pacienti s DNAi ≥ 1,16 (hodnoty DNAi určeného průtokovou cytometrií/SNP array: 

1,16/1,17 a 1,17/1,162).  
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Při analýze rozdílně exprimovaných genů (p < 0,05) mezi skupinou pacientů s LDi  

a HDi bylo nalezeno 92 genů signifikantně více exprimovaných u LDi pacientů a 54 genů 

signifikantně více exprimovaných u HDi pacientů. Seznam všech rozdílně exprimovaných 

genů je součástí přílohy (Příloha 2). 

Výsledky expresního profilování byly dále využity k „Gene set enrichment“ analýze 

(GSEA). Pomocí tohoto přístupu je možné sledovat rozdílnou expresi celých sad genů,  

které se například účastní konkrétního biologického procesu či jsou lokalizovány na určitém 

úseku chromozomu. Následující parametry byly použity pro kladné vyhodnocení rozdílně 

exprimovaných genových sad: 1) počet genů v sadě > 30; 2) nominal p-value < 0,01; 3) false 

discovery rate < 0,05; 4) familywise error rate < 0,05; 5) normalised enrichment score 

|(NES)| > 1,5. Celkem bylo takto získáno 64 genových sad, v nichž byly zařazeny geny více 

exprimované u HDi-HHD případů než u pacientů s LDi-HHD. Sada s nejvyšším  

NES (= 2,55) byla složena z genů, které se nacházejí v blízkosti genu CDC27 (cell division 

cycle 27) a jsou společně s ním exprimovány (sada GNF2_CDC27, expression 

neighbourhoods centred on CDC27) (Su et al. 2004, Subramanian et al. 2005). Protein 

CDC27 je součástí anaphase promoting complex (APC), interaguje s proteiny majícími svou 

Obrázek 12 Dendrogram nesupervidovaného hierarchického klastrování 

  K nesupervidovanému klastrování byly použity hodnoty exprese 10 000 sond s nejvariabilnější expresí v rámci 

celé kohorty. Čísla uvedená pod dendrogramem představují hodnoty DNAi naměřené pomocí průtokové 

cytometrie. 
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roli v kontrole buněčného cyklu v mitotické fázi (Wu et al. 2000) a může mít tedy vliv  

na kontrolu počátku mitotického dělení.  

Počet genových sad, ve kterých se vyskytovaly geny s vyšší expresí u LDi pacientů  

ve srovnání s HDi pacienty, byl 43. Nejvyšším NES (|-2,31|) byla ohodnocena poziční sada 

genů ležících na krátkém raménku chromozomu 17 (17p13). U LDi pacientů byly GSEA 

analýzou vybrány i další poziční sady: 17p11,17q11, 17q24, 17q25 a 7p13. Celkový přehled 

výsledků GSEA je uveden v příloze (Příloha 2).   

Na základě dat získaných z expresního profilování byl též analyzován vliv genové 

dávky na expresi. Hodnoty exprese jednotlivých sond byly normalizovány pomocí z-score 

(průměr = 0, rozptyl = 1) a následně zobrazeny pomocí kumulativní distribuce. Exprese byla 

takto porovnána na chromozomech 5, 8, 10 a 21. Stejné srovnání bylo provedeno  

i pro expresi genů lokalizovaných na krátkém a dlouhém raménku chromozomu 1. Pacienti 

byli vždy rozděleni do dvou skupin, a to na základě počtu kopií daného chromozomu či části 

chromozomu 1q. Ze srovnání pomocí kumulativní distribuce bylo patrné, že v oblastech 

zvýšené genové dávky docházelo obecně k  vyšší expresi. Je však třeba zdůraznit, že toto 

zvýšení platilo především pro celé oblasti a netýkalo se všech genů lokalizovaných 

v amplifikovaných oblastech. Analýza diferenciální exprese ukázala, že rozdíly v expresi 

jednotlivých genů byly statisticky signifikantní pouze vzácně (chromozom 5: 71 genů; 

chromozom 8: 7 genů; chromozom 10: 4 geny; chromozom 21: 0 genů). Ukázka 

kumulativní distribuce exprese zobrazuje Obrázek 13, zbylé výsledky jsou uvedeny 

v příloze (Příloha 2). 
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5.2.5 Odpověď na léčbu a analýza přežití 

Ve skupině pacientů s nízkým DNAi bylo – ve srovnání se skupinou pacientů  

s DNAi ≥ 1,16 – signifikantně více těch, kteří byli zařazeni do skupiny s vysokým rizikem 

relapsu onemocnění (14/34 vs. 4/55, p = 0,0002). Srovnání hodnot DNAi v jednotlivých 

skupinách nízkého, středního a vysokého rizika zobrazuje Obrázek 14.  U pacientů 

zařazených do nízkého/středního rizika byly navíc signifikantně četnější kombinované 

trizomie (současná trizomie chromozomů 4, 10 a 17: 2/18 vs. 43/71 pacientů vysokého vs. 

středního/nízkého rizika, p = 0,0002; současná trizomie chromozomů 4 a 10: 6/18 vs. 50/71 

pacientů vysokého vs. středního/nízkého rizika, p = 0,0058; současná trizomie chromozomů 

10 a 17: 4/18 vs. 47/71 pacientů vysokého vs. středního/nízkého rizika, p = 0,0011)  

a trizomie chromozomu 10 (8/18 vs. 58/71 pacientů vysokého vs. středního/nízkého rizika,  

p = 0,0026). Taktéž trizomie chromozomu 5, někdy považovaná za negativní prognostický 

znak, byla signifikantně běžnější u pacientů středního/nízkého rizika (1/18 vs. 22/71 

pacientů vysokého vs. středního/nízkého rizika, p = 0,034). U pacientů s HDi byly výše 

Obrázek 13 Kumulativní distribuce exprese genů ležících na krátkém (1p) a dlouhém (1q) 

raménku chromozomu 1 
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zmíněné trizomie – s výjimkou trizomie chromozomu 5 – asociovány se signifikantně lepší 

odpovědí na léčbu měřenou v D15.  

 

 

Obrázek 14 Hodnoty DNAi v jednotlivých rizikových skupinách 

 

Srovnání variability počtu kopií, která nepostihovala celé chromozomy,  

neukázalo významné rozdíly mezi pacienty vysokého a středního/nízkého rizika. Nicméně  

u HDi pacientů vysokého rizika byly necelochromozomové CNV signifikantně častější než 

u HDi pacientů středního/nízkého rizika (medián = 6,5 vs. 2; p = 0,017).  Až na jedinou 

výjimku nebyla v našem souboru pacientů nalezena žádná asociace mezi odpovědí na léčbu 

a některým typem CNV či mutací v genech RAS signalizační dráhy a CREBBP. Touto 

výjimkou byla delece v genu PAX5, jejíž nositelé vykazovali mírně lepší odpověď na léčbu 

v D15 (p = 0,04).  

U pacientů, kteří by byli zařazeni do vysokého rizika na základě pravidel National 

Cancer Institute (NCI; věk > 10 let a/nebo množství leukocytů při diagnóze > 50 x 10
9
/l;  

17 případů), byla detekována celkově horší odpověď na léčbu měřená v D15 – a to jak v celé 

kohortě pacientů, tak i mezi LDi pacienty (pro obě skupiny bylo p = 0,039). V celkovém 



55 

 

 

srovnání však rozdělení pacientů podle NCI kritérií neodpovídalo stratifikaci pacientů  

do rizikových skupin na základě odpovědi na léčbu. 

Hodnocení celkového přežití a přežití bez události (event-free survival, EFS) bylo 

provedeno na základě údajů získaných do ledna 2019, včetně. V rámci všech 89 vysoce 

hyperdiploidních pacientů bylo zaznamenáno 9 událostí (6 pacientů s HDi-HHD a 3 pacienti 

s LDi-HHD) včetně tří úmrtí (2 pacienti s HDi-HHD a 1 pacient s LDi-HHD; medián 

sledování: 75 měsíců; rozmezí: 7 – 176 měsíců). Kombinovaná trizomie chromozomu 4 a 18 

byla v naší kohortě pacientů pozitivním prognostickým faktorem, a to jak pro celkové 

přežití, tak pro přežití bez události (pětileté EFS: 94,7 % ± 2,9 % vs. 81,1 % ± 6,9 %; 

pětileté celkové přežití: 100 % vs. 90,6 % ± 5,1 %). Naproti tomu, pacienti s trizomií 

chromozomu 5 měli horší EFS (pětileté EFS 77,3 % ± 8,9 % vs. 93,7 % ± 3%; viz Obrázek 

15). U pacientů s HDi-HHD měla kombinovaná trizomie chromozomu 4 a 10 pozitivní 

prognostický vliv na EFS (pětileté EFS 93 % ±3,8 % vs. 62,5 % ± 17,1 %; viz Obrázek 15). 

V rámci naší analýzy nebyly nalezeny signifikantní rozdíly v celkovém přežití i přežití bez 

události mezi pacienty s HDi-HHD a LDi-HHD ani mezi pacienty zařazenými do vysokého 

a nízkého/středního rizika. Vliv na oba zmíněné typy přežití neměl ani věk při diagnóze, 

leukocytóza, přítomnost mutace v genech signalizační dráhy RAS či CREBBP ani žádná 

z typů CNV zjištěných v našem souboru pomocí SNP analýzy. 
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Obrázek 15 Pravděpodobnost celkového přežití a přežití bez události u pacientů s vybranými 

trizomiemi 
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6 Diskuze 

Během několika posledních desetiletí došlo ke zcela zásadnímu vylepšení prognózy 

pacientů s leukémiemi. Za tímto vylepšením nepochybně stojí, mimo jiné, hlubší poznání 

biologické podstaty jednotlivých subtypů tohoto onemocnění. Symbolickým příkladem je 

dramatické vylepšení prognózy pacientů s leukémií s fúzním genem BCR-ABL1 po zavedení 

inhibitorů tyrozin kináz do léčebných protokolů (Kantarjian et al. 1998, Arico et al. 2000, 

Cortes et al. 2016, Biondi et al. 2018). Přesto patří skupina dětských pacientů s BCR-ABL1-

pozitivní ALL v rámci všech dětí s akutní leukémií i nadále mezi skupiny s nejvyšším 

rizikem selhání léčby. 

Cílem projektu zaměřeného na BCR-ABL1-pozitivní leukémie bylo především 

potvrzení a další prohloubení poznatků o průběhu onemocnění u dětí s BCR-ABL1-pozitivní 

ALL. Již v minulosti bylo v naší laboratoři ukázáno, že u některých pacientů dochází 

v průběhu léčby ALL k vymizení lymfoidních leukemických blastů, zatímco buňky 

exprimující fúzní gen BCR-ABL1 bylo dál možné detekovat i na vysokých hladinách 

(Zaliova et al. 2009). U některých pacientů byla potvrzena přítomnost fúzního genu  

BCR-ABL1 i mimo lymfoidní buňky. Nebylo však možné vyloučit, že za rozdílnými 

výsledky MRN měřené pomocí Ig/TCR a exprese BCR-ABL1 alespoň do jisté míry nestojí 

technické problémy vyplývající z porovnávání dvou odlišných metodik – kvantifikace 

klonálních přestaveb imunoreceptorových genů na DNA úrovni a stanovení exprese fúzního 

genu BCR-ABL1 na RNA úrovni. Primárním úkolem našeho projektu bylo tedy zavést 

spolehlivou metodu pro nalezení přechodové sekvence BCR-ABL1 na genomické úrovni a 

následně využít tyto specifické sekvence ke stanovení hladiny minimální reziduální nemoci.  

Při využívání metody LD-PCR pro nalezení přechodové sekvence je kladen důraz 

především na kvalitu a délku fragmentů vstupní DNA. U části pacientů však nebylo možné 

amplifikovat fragmenty delší než 2 – 4 kbp. K analýze rozsáhlých intronových oblastí genů 

BCR a ABL1 se tato relativně krátká DNA ukázala jako nepostačující. A tak jsme především 

zavedením metody NGS Custom Target Enrichment získali robustní, spolehlivou a efektivní 

metodu k nalezení přechodových sekvencí. Tuto metodu lze aplikovat i v návaznosti  

na celogenomovou amplifikaci u vzorků s nízkou koncentrací vstupní DNA. Následná 
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analýza vzorků, které se nepodařilo charakterizovat pomocí metody LD-PCR, navíc ukázala 

na možné nedostatečné pokrytí genů BCR i ABL1 a jejich okolí v několika úsecích. Za nižší 

úspěšností metody LD-PCR tedy stojí především dva faktory – kvalita DNA a příliš rozsáhlé 

úseky mezi jednotlivými primery používanými k amplifikaci přechodových sekvencí. 

K analýze jednotlivých pacientů s fúzí BCR-ABL1 je však především z hlediska cenové 

dostupnosti LD-PCR metodou volby (vyšetření NGS se stává finančně srovnatelným až  

při současné analýze více vzorků v jednom experimentu). 

Díky našemu dlouhodobému zájmu a navázané bohaté mezinárodní spolupráci se nám 

dosud podařilo vyšetřit a nalézt přechodovou sekvenci u 258 dětských a 171 dospělých 

pacientů s BCR-ABL1-pozitivní leukémií. Jedná se o dosud nejrozsáhlejší soubor pacientů,  

u kterých byl zlom na genomické úrovni charakterizován. Dosud publikované práce se navíc 

jen výjimečně věnovaly hledání zlomové sekvence typu minor (Score et al. 2010, Rainero et 

al. 2018), v našem souboru se však jedná o 202 pacienty. Získáním takto širokého souboru 

bylo tedy možné rozšířit původní záměr i o analýzu přechodových sekvencí.  

V rámci pilotní analýzy, která byla provedena na části osekvenovaných vzorků,  

jsme identifikovali nenáhodnou distribuci konkrétních pozic zlomů v minor i Major oblasti 

genu BCR. Dále bylo patrné signifikantně rozdílné rozložení zlomů v intronu 1 a okolí genu 

ABL1 v závislosti na typu zlomu, diagnóze či věku pacientů. Již dřívější studie poukázala na 

rozdílnou distribuci zlomů v genu ABL1 mezi dětskými a dospělými pacienty s CML 

(Krumbholz et al. 2012). Zda je však i v naší skupině pacientů rozhodujícím faktorem věk či 

má vliv spíše typ zlomu nebo diagnóza je obtížné určit, s ohledem na fakt, že minor typ 

přestavby se v naší skupině vyskytuje především u dětí s ALL, zatímco fúze typu Major byla 

detekována hlavně u dospělých pacientů s CML a pouze asi u pětiny dětí s ALL. Za tímto 

účelem se v současné době snažíme dále rozšířit náš soubor o dospělé pacienty s ALL, 

s minor i Major typem přestavby. 

Na úrovni jednotlivých sekvencí zlomů nebyl nalezen častější výskyt některé 

z rozptýlených repetic ani kryptických rekombinačních signálních sekvencí v blízkosti místa 

zlomu. U dvou pacientů, u nichž došlo ke zlomu v Alu elementu, byly však v přechodové 

oblasti přítomny homologní úseky o délce několika desítek bází. Z naší analýzy vyplývá,  

že na úrovni primární sekvence DNA nemají rozptýlené repetice ani kryptická signalizační 

místa pro RAG rekombinázy zásadní vliv na vznik zlomů, což je v souladu s dříve 
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publikovanými výsledky u pacientů s Major typem přestavby (Burmeister et al. 2011, Ross 

et al. 2013). Zda mají tyto sekvence vliv na vyšší strukturu DNA (např. tvorbou smyček, 

vazbou histonů apod.), a tak ovlivňují její stabilitu, není možné naší analýzou vyhodnotit. 

S jistotou lze však uvést, že celý proces translokace, při kterém dochází ke vzniku fúzního 

genu BCR-ABL1, je velmi komplexní a může při něm docházet ke vzniku DNA zlomů  

na několika místech genu BCR (inverze genu BCR), ABL1 (inverze genu ABL1) i jiného 

fúzního partnera (inzerce genu ASIC2). Za následné spojení DNA je pravděpodobně 

zodpovědný proces nehomologního spojování konců (Mattarucchi et al. 2008, Burmeister et 

al. 2011, Ross et al. 2013). Pro tento typ mechanismu oprav DNA je charakteristické spojení 

tupých konců, mikrohomologie v rozsahu až 4 bp či inzerce náhodných nukleotidů (Chang 

et al. 2017). V našem souboru se tyto typy přechodových sekvencí vyskytovaly u více než 

90 % pacientů.  

Genomické sekvence BCR-ABL1 fúze byly následně využity ke stanovení hladiny 

leukemických buněk v kostní dřeni či periferní krvi, a to jak u dětských pacientů s ALL,  

tak i u dospělých pacientů s CML. Zatímco u dětských pacientů s ALL byla sledována 

především dynamika průběhu onemocnění v úvodu léčby a její možný prognostický vliv,  

u pacientů s CML se v současnosti upírá pozornost k citlivé detekci fúzního genu především 

u pacientů v molekulární remisi onemocnění. Již v několika publikacích bylo ukázáno,  

že detekce BCR-ABL1 na genomické úrovni je senzitivnějším přístupem ve srovnání  

se standardně využívanou kvantifikací exprese fúzního genu (Bartley et al. 2015, Pagani et 

al. 2018), v kombinaci s digitálním PCR je navíc možné sledovat i velmi nízké hladiny 

buněk s translokací BCR-ABL1 (Krumbholz et al. 2019). V rámci projektu probíhajícím  

v Ústavu hematologie a krevní transfuze (pod vedením doc. Machové) je u pacientů 

v dlouhodobé molekulární remisi onemocnění stanovována hladina BCR-ABL1-pozitivních 

buněk pomocí genomického přechodu. Část pacientů je v rámci studie EURO-SKI (Europe 

Stops TKI in CML) indikována k vysazení léčby inhibitory tyrozinových kináz. Pacienti jsou 

k tomuto přerušení léčby indikováni mimo jiné na základě hladiny fúzního transkriptu, jehož 

detekce je však ve srovnání s genomickým přístupem méně citlivá. Zda by mohla citlivější 

detekce fúzního genu na DNA úrovni spolehlivěji identifikovat pacienty vhodné k přerušení 

léčby TKI – přibližně u poloviny pacientů dochází po vysazení k molekulárnímu relapsu 

onemocnění (Rea et al. 2017, Saussele et al. 2018) – je předmětem připravované publikace. 
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 U dětí s BCR-ABL1-pozitivní ALL je v popředí zájmu především dynamika časné 

odpovědi na léčbu. V současné době probíhá v rámci léčebného protokolu EsPhALL 

retrospektivní studie, v níž je analyzován vliv hladiny MRN naměřené pomocí genomického 

přechodu BCR-ABL1 na prognózu onemocnění. Tato studie probíhá v návaznosti na naši 

práci, ve které byla popsána skupina pacientů s dlouhodobě zvýšenou hladinou fúzního genu 

BCR-ABL1 a nízkou až nedetekovatelnou hladinou buněk nesoucích klonální přestavby 

Ig/TCR. V naší konsekutivní kohortě pacientů byla tato nekorelace nalezena u čtvrtiny 

pacientů, zatímco ve většině případů si hodnoty naměřené oběma přístupy navzájem 

odpovídaly. U pacientů s takto korelujícím průběhem MRN byla fúze BCR-ABL1 

detekována pouze v leukemických blastech. Naproti tomu u pacientů s nekorelujícím 

průběhem MRN byla fúze BCR-ABL1 detekována v buňkách, které se nacházely mimo 

dominantní leukemickou populaci a byly Ig/TCR-negativní (jednalo se o myeloidní buňky, 

T-buňky a nemaligní B-lymfocyty). Tyto výsledky ukazují, že u části pacientů dochází  

ke vzniku translokace BCR-ABL1 ve velmi časném progenitoru, čímž se podobají pacientům 

s chronickou myeloidní leukémií, a proto jsme je v naší práci označili jako pacienty  

s „CML-like“ leukémií. 

Další podobností mezi pacienty s „CML-like“ leukémií a pacienty s typickou CML je 

vznik delece v genu IKZF1 v leukemických buňkách. U pacientů s CML je tento typ aberace 

spojován s progresí z chronické fáze onemocnění do fáze lymfoidního blastického zvratu 

(Mullighan et al. 2008). U pacientů s „CML-like“ leukémií odpovídalo množství buněk 

nesoucích deleci v genu IKZF1 hladinám buněk s klonálními přestavbami genů pro Ig/TCR. 

Obě skupiny pacientů si navíc byly podobné i významně nižší expresí fúzního genu BCR-

ABL1 ve srovnání s pacienty s „typickou“ BCR-ABL1-pozitivní ALL (s dobrou korelací 

Ig/TCR a BCR-ABL1 přístupu). 

Byť však mají pacienti s BCR-ABL1-pozitivní ALL s nekorelujícím průběhem MRN  

a pacienti s CML v lymfoidní blastické krizi některé společné znaky, významně se liší 

v zastoupení BCR-ABL1-pozitivních buněk v rámci jednotlivých buněčných populací.  

I když byl u pacientů s „CML-like“ leukémií fúzní gen detekován i v myeloidních buňkách, 

jednalo se o nižší hladiny než u pacientů s CML. Navíc, zatímco u pacientů s „CML-like“ 

leukémií byla translokace BCR-ABL1 detekována i v T-lymfocytech, u našich dvou pacientů 

s CML byla tato buněčná populace BCR-ABL1-negativní. Pacienti s BCR-ABL1-pozitivní 
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ALL s nekorelujícím průběhem MRN jsou tedy v rámci BCR-ABL1-pozitivních leukémií 

pravděpodobně samostatnou entitou, která se svou biologií liší jak od pacientů s „typickou“ 

ALL, tak od pacientů s typickou CML v lymfoidní blastické krizi.  

Jaký vliv má průběh MRN u „CML-like“ pacientů a pacientů s „typickou“ ALL  

na celkovou prognózu onemocnění nebylo možné v naší kohortě spolehlivě analyzovat. 

Jednalo se především o historickou kohortu pacientů, kteří byli léčeni podle několika 

různých léčebných protokolů či podstoupili individuální léčbu. Nicméně, z naší analýzy se 

zdá, že pacienti s „CML-like“ leukémií profitovali z časné transplantace hematopoetických 

kmenových buněk v porovnání s výhradně chemoterapeutickou léčbou. Naproti tomu  

u pacientů s „typickou“ ALL nebyl v závislosti na typu zvolené léčby nalezen prognostický 

rozdíl. Otázka celkové prognózy pro pacienty s korelujícím a nekorelujícím průběhem MRN 

– a tedy s odlišným postižením jednotlivých buněčných populací – je předmětem současné 

studie, která probíhá v rámci léčebného protokolu EsPhALL. 

 

Téma prognózy bylo reflektováno i v rámci projektu se zaměřením na dětské pacienty 

s vysoce hyperdiploidní leukémií. Obecně mají tito pacienti velmi dobrou prognózu, 

nicméně některé studie ukazují v rámci této skupiny na možný prognostický efekt spojený 

s trizomií konkrétních chromozomů či s počtem zmnožených chromozomů (Heerema et al. 

2000, Paulsson et al. 2013). Počet zmnožených chromozomů není však v rámci léčebných 

protokolů považován za stratifikační kritérium. Navíc ani diagnostika vysoce 

hyperdiploidních leukémií není mezi léčebnými protokoly jednotná. Pacienty je možné 

detekovat na základě cytogenetiky, metodou FISH, SNP array či stanovením DNAi (Pui et 

al. 2009, Reismuller et al. 2017), a tak mohou být výsledné kohorty pacientů s HHD ALL 

odlišné. 

Srovnání hodnot DNAi a počtu chromozomů ukázalo, že pacienti s DNAi ≥ 1,1 mají  

ve většině případů více než 50 chromozomů a patří tedy do skupiny HHD ALL. Přestože 

pacienti s 51 chromozomy mohou mít i nižší DNAi ~1,09 (Dastugue et al. 2013), na základě 

našich dat považujeme hodnotu DNAi ≥ 1,1 za diagnosticky relevantní, neboť je takto 

možné odhalit přes 95 % pacientů s HHD ALL. Naše analýza navíc ukázala, že hodnota 

DNAi u většiny pacientů s 51 – 54 chromozomy nedosahuje 1,16. Naproti tomu u většiny 
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pacientů s > 54 chromozomy byla hodnota DNAi ≥ 1,16. V rámci našeho projektu tedy 

sloužila hranice DNAi ≥ 1,16 pro zařazení do skupin s nízkým (LDi) a vysokým (HDi) 

DNAi. V dříve publikované studii (Dastugue et al. 2013) bylo ukázáno, že významná část 

pacientů s DNAi ≥ 1,16 má, na základě určení karyotypu, v leukemických buňkách 54 

chromozomů. V rámci naší práce, v níž byl počet chromozomů stanoven pomocí metody 

SNP arrays, byl medián DNAi pro pacienty s 54 chromozomy 1,14 a pouze ve dvou 

případech dosahovala tato hodnota alespoň 1,16. Toto srovnání ukazuje, že korelace  

mezi počtem chromozomů a hodnotou DNAi slouží spíše orientačně a je závislá na metodice 

zvolené pro stanovení počtu zmnožených chromozomů. 

Srovnání pacientů s nízkým a vysokým DNAi ukázalo na významné rozdíly  

mezi těmito dvěma skupinami. V rámci skupiny pacientů s HDi bylo – ve srovnání s LDi 

pacienty – signifikantně více případů s kombinovanými trizomiemi, především 

s kombinovanou trizomií chromozomů 4, 10 a 17. Naproti tomu, skupina pacientů s LDi 

byla obohacena o případy s mutací v genech signalizační dráhy RAS a genu CREBBP. Tento 

rozdíl však nebyl statisticky významný, neboť u významné části pacientů s mutací 

v některém z těchto genů se hodnota DNAi pohybovala v rozmezí 1,16 až 1,2. V rámci naší 

studie však nebyla nalezena souvislost mezi přítomností mutace v genech signalizační dráhy 

RAS a odpovědí na léčbu či celkovou prognózou. Ani analýza expresního profilování 

neukázala na klastrování pacientů s mutací v těchto genech. 

Dalším přístupem, který poukázal na obě skupiny pacientů (LDi a HDi) jako  

na biologicky odlišné entity, bylo nesupervidované hierarchické klastrování vytvořené  

na základě expresních dat. Tímto byli pacienti rozděleni do dvou skupin dle hodnoty DNAi 

– jedna skupina byla tvořena výhradně pacienty s HDi-HHD, zatímco v druhé se kromě 

pacientů s nízkým DNAi nacházeli i dva s hraničně vyššími hodnotami DNAi (1,16 a 1,17). 

Následnou analýzou rozdílně exprimovaných genů bylo ukázáno, že počet amplifikovaných 

chromozomů a tím i rozdíl v genové dávce pravděpodobně není primárním důvodem 

k biologickým odlišnostem mezi skupinami pacientů s HDi-HHD a LDi-HHD. Z celkového 

počtu 146 rozdílně exprimovaných genů jich byla většina – téměř 2/3 – signifikantně více 

exprimována u pacientů s nízkým DNAi, tedy u pacientů s nižším počtem chromozomů. 

Obecně bylo však možné sledovat vliv ploidie na celkovou expresi genů nacházejících se  

na amplifikovaných chromozomech, což je v souladu s již dříve publikovanými poznatky 
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(Gruszka-Westwood et al. 2004, Paulsson et al. 2015). I když při analýze jednotlivých genů, 

které jsou lokalizovány na amplifikovaných chromozomech, bylo jen malé procento z nich 

signifikantně více exprimováno u pacientů se zmnožením příslušného chromozomu nebo 

jeho části. 

Pomocí metodiky GSEA byla nalezena celá řada rozdílně exprimovaných genových sad 

mezi skupinami pacientů s LDi-HHD a HDi-HHD. U pacientů s HDi-HHD se mimo jiné 

jednalo o několik sad lokalizovaných na chromozomu 10. Amplifikace chromozomu 10 je 

častější u pacientů s HDi-HHD a zdá se, že by trizomie tohoto chromozomu mohla 

ovlivňovat zařazení pacientů do rizikových skupin. Je tedy možné, že část genů ležících  

na tomto chromozomu může – na základě genové dávky – ovlivňovat průběh léčby. Naproti 

tomu u pacientů s LDi-HHD byla patrná zvýšená exprese genů lokalizovaných v několika 

oblastech chromozomu 17. Tento chromozom je však amplifikován v podobné míře jak  

u pacientů s LDi-HHD tak s HDi-HHD. Vliv genové dávky je tudíž třeba v tomto případě 

zřejmě vyloučit. 

Hodnocení časné odpovědi na léčbu ukázalo na častější zařazení pacientů s nízkým 

DNAi do skupiny s vysokým rizikem relapsu onemocnění. Na základě našich analýz se však 

zdá, že za zařazením do jednotlivých rizikových skupin nestojí celkový počet 

amplifikovaných chromozomů jako spíše trizomie chromozomu 10 (v kombinaci 

s amplifikací chromozomu 4 a/nebo 17). Tento typ trizomie je běžnější právě u pacientů 

s HDi-HHD a mohl by tedy pozitivně ovlivňovat stratifikaci těchto pacientů do ramen 

s nižší intenzitou léčby. 

Z hlediska celkového přežití a přežití bez události nebyl nalezen zásadní rozdíl mezi 

pacienty s nízkým a vysokým DNAi. V našem souboru pacientů se jako příznivý faktor 

ovlivňující pravděpodobnost EFS i celkového přežití projevila kombinovaná trizomie 

chromozomů 4 a 18.  Naopak, z hlediska EFS se jako prognosticky nepříznivá projevila 

trizomie chromozomu 5, což je v souladu s dříve publikovanými daty (Heerema et al. 2000). 

U pacientů s HDi-HHD měla příznivý vliv na EFS kombinovaná trizomie chromozomů 4  

a 10. S ohledem na celkově nízký počet událostí (6 a 3 pacienti s HDi-HHD respektive 

s LDi-HHD) je však třeba pohlížet na tento typ analýzy s obezřetností. Rozsáhlá studie 

pacientů, kteří byli léčeni podle protokolu ALL-BFM (Reismuller et al. 2017) – tedy 

stejným typem protokolu jako naše kohorta pacientů – ukázala na lepší celkové pětileté 
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přežití u pacientů s > 53 chromozomy. Za prognosticky významné byly v této studii 

označeny i trizomie chromozomu 10 či chromozomu 17. Žádný z těchto parametrů však 

neměl v naší kohortě významný vliv. Celkově je tedy možno shrnout, že přestože se definice 

dětské hyperdiploidní ALL patrně liší mezi jednotlivými protokoly či pracovními 

skupinami, obecně tvoří skupinu s velmi dobrou prognózou. I tak je ovšem podle našich dat 

do jisté míry vnitřně heterogenní a spolehlivějším ukazatelem prognózy se zdá být spíše 

časná odpověď na léčbu než přítomnost jednotlivých či kombinovaných trizomií.    
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7 Závěr 

V rámci projektu se zaměřením na BCR-ABL1-pozitivní leukémie jsme zavedli dvě 

metody pro charakterizaci BCR-ABL1 fúze na genomické úrovni – LD-PCR a NGS Custom 

Target Enrichment. Pomocí těchto dvou přístupů se nám podařilo nalézt přechodovou 

sekvenci u 428 pacientů. Pilotní analýza fúzních sekvencí neukázala na preferenční vznik 

zlomů v blízkosti rozptýlených repetic či rekombinačních signálních sekvencí. Přechodové 

sekvence většiny pacientů ukazují na spojení obou fúzních partnerů NHEJ mechanismem.  

Srovnání hladin MRN získaných na základě genomického přechodu BCR-ABL1 

s hladinami získanými detekcí klonálních přestaveb Ig/TCR odhalilo skupinu pacientů 

s BCR-ABL1-pozitivní ALL (v konsekutivní kohortě se jednalo o 25 % pacientů) 

s dlouhodobě zvýšenými hladinami BCR-ABL1-pozitivních buněk. Pacienti v této skupině 

byli pro svou podobnost s CML označeni jako pacienti s „CML-like“ leukémií. Možné 

prognostické rozdíly různých léčebných přístupů (chemoterapie vs. transplantace)  

pro pacienty s „typickou“ BCR-ABL1-pozitivní ALL a pacienty s „CML-like“ leukémií jsou 

předmětem probíhající mezinárodní studie. 

Část této práce se též věnovala dětským pacientům s HHD ALL. Pacienty s tímto typem 

leukémie lze rozdělit na dvě podskupiny, které je možné definovat jak hodnotou DNAi, tak  

i počtem chromozomů. Pacienti s LDi-HHD mají DNAi < 1,16 a v leukemických buňkách 

zpravidla nesou 51 – 54 chromozomů, zatímco pacienti s HDi-HHD mají hodnotu DNAi 

v rozmezí 1,16 – 1,6 a v maligních buňkách je obvykle možné detekovat 55 – 67 

chromozomů. Obě skupiny se od sebe odlišují expresním profilem a časnou odpovědí  

na léčbu. Za rychlejší časnou odpověď na léčbu a tím častější stratifikací pacientů s HDi-

HHD do léčebného ramene s nízkým či středním rizikem relapsu onemocnění možná stojí 

častější výskyt kombinované trizomie chromozomů 4, 10 a 17 u této skupiny pacientů  

ve srovnání s pacienty s LDi-HHD. V rámci naší kohorty pacientů však nebyl mezi oběma 

skupinami nalezen rozdíl v celkovém přežití ani v přežití bez události. Z hlediska celkového 

přežití by mohla mít prognostický význam kombinovaná trizomie chromozomů 10 a 18,  

tato data by ovšem musela být potvrzena na nezávislé kohortě pacientů.  
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