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Abstrakt

Fuzni gen BCR-ABLI1 je charakteristicky pro pacienty s chronickou myeloidni leukémii
(CML), je vSsak mozné jej detekovat i u ¢asti pacientli s akutni lymfoblastickou leukémii
(ALL). U pacienti s BCR-ABLI-pozitivni ALL jsou k hodnoceni odpovédi na 1écbu
a stanoveni minimalni rezidudlni nemoci (MRN) vyuzivany dva pfistupy — kvantifikace
klonalnich piestaveb imunoreceptorovych gent (Ig/TCR) na DNA urovni a stanoveni exprese
BCR-ABLI. Zavedli jsme metody k nalezeni genomického pfechodu BCR-ABL1 a intronové
zlomy vyuzili k monitorovani MRN 1 kvantifikaci BCR-ABL1 na DNA trovni. Srovnani
hladin MRN ziskanych kvantifikaci ptestaveb Ig/TCR a BCR-ABLI na DNA turovni u
konsekutivni kohorty 47 détskych pacientl ukdzalo dlouhodobé zvysené hladiny fuzniho genu
priblizné u 25 % pacientl. U téchto pacientti bylo mozné detekovat fizni gen nejen v ALL
blastech, ale i v bunéénych typech, které nenesou klonalni prestavby Ig/TCR (T-lymfocyty,
myeloidni buiiky). Tuto novou podskupinu leukémie s ptitomnosti BCR-ABL1-pozitivnich
bunék ve vice liniich jsme — na zéklad€ podobnosti s CML — oznacili jako ,,CML-like*. NasSe

probihajici studie je zamétena na prognosticky vliv tohoto multiliniového postiZeni.

Celkem jsme genomickou fizi BCR-ABLI1 nalezli u 428 pacientl (jedna se o dosud
nejrozsahlejsi kohortu pacientll), a tak bylo mozné provést analyzu fuznich sekvenci.
Na zakladé¢ naSich dat se zda, Ze za spojeni obou fuznich partnert je zodpovédny proces

nehomologniho spojovéni koncil.

Na rozdil od pacienti s BCR-ABLI1-pozitivni ALL maji détsti pacienti s vysoce
hyperdiploidni (HHD) ALL (s 51 — 67 chromosomy v leukemickych buiikach) velmi dobrou
prognézu. Nekteré studie vSak do skupiny HHD ALL zatfazuji pacienty s DNA indexem
(DNAIi) > 1,16; nezahrnuji tak pacienty s nizsi ploidii a moznou horsi prognézou. Vysetfili
jsme 89 pacientti s HHD ALL s nizkym DNA1 < 1,16 (LD1) a vysokym DNAi > 1,16 (HD1).
Ve skupiné pacientti s HDi-HHD bylo vice téch s (kombinovanymi) trizomiemi s pozitivnim
prognostickym dopadem (pfedev§im kombinovana trizomie 4 a 18) a pacienti s HDi-HHD
byli jen vzacné stratifikovani do 1écebného ramene s vysokym rizikem relapsu onemocnéni.

Expresni analyza ukazala na biologické rozdily mezi HDi-HHD a LDi-HHD pacienty.

Nase data tykajici se podskupin BCR-ABL1 a HHD leukémii pfinds$i nové poznatky

o biologii détskych leukémii a mohou mit vliv na jejich terapii i prognozu.



Abstract

BCR-ABLI 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-ABLI1 in 47 consecutive childhood patients
showed poor correlation in about 25 % cases with significantly higher BCR-ABLI levels.
In those patients, we found the BCR-ABLI1 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-ABLI involvement “CML-like” leukaemia. Our ongoing study is focused on the

prognostic implications of discordant MRD results.

As we characterized the genomic BCR-ABLI1 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 ABLI fusion.

In contrary to the BCR-ABLI1-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-DNA1 < 1.16 (LD1i) and high-DNA1 > 1.16
(HD1). 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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1 Uvod

Leukémie je velmi heterogenni onemocnéni postihujici leukocyty a/nebo jejich
prekurzory. V détském véku je leukémie nejbéznéjSim typem malignity. Leukémie lze
rozdélit do né€kolika skupin na zéklad¢ rychlosti progrese nelé€eného onemocnéni (akutni
vs. chronické) a postizeni konkrétni leukocytarni vyvojové fady (lymfoidni vs. myeloidni).
V détském véku jsou castéjsi leukémie akutni, u starSich dospélych ptrevazuji leukémie

chronické.

Détska akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) se dale déli do nékolika subtypt, jez jsou
definovany napft. postizenim konkrétnich bunécénych typi (B- nebo T- lymfocytl a jejich
prekurzoril) nebo pfitomnosti chromozomadlni (strukturni ¢i numerické) ¢i genetické aberace.
S riznymi geneticky definovanymi subtypy se mimo jiné poji rozdilnd progndza
(viz Obrazek 1) a vnéekterych ptipadech i 1écba. Mezi subtypy s nejhorsi celkovou

prognozou patii akutni lymfoblasticka leukémie s fiznim genem BCR-ABLI.

E2A-PBX1 (n=11) ETV6-RUNX1 (n=113)

100 -
Vysoka hyperdiploidie (n=160)
»B-others” (n=139)
g 80 1 T-ALL (n=66)
e MLL pfrestavby (n=18)
s 60 ] BCR-ABL1 (n=15)
e
8 Hypodiploidie (n=6)
S 40|
(]
]
(o]
k)
- 20 -
>
1
;.
(=
O 1 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 Rokyod
diagnézy

Obriazek 1 Prognoza détskych pacienti s ALL v zavislosti na subtypu leukémie
Pravdépodobnost preziti u détskych pacienti (n = 528), kteii byli v Ceské republice diagnostikovani
s ALL v letech 2002 — 2010. Ptevzato a upraveno dle Zuna and Zaliova 2015.
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2 Prehled literatury

2.1 BCR-ABL1 pozitivni leukémie

Chromozomalni aberace vedouci k fuzi gentt BCR (Breakpoint cluster region) a ABLI
(homolog Abelsonova viru mysi leukémie) je spojovana predevsim s chronickou myeloidni
a akutni lymfoblastickou leukémii. Zatimco vSichni pacienti s chronickou myeloidni
leukémii (CML) nesou v malignich buiikach fizni gen BCR-ABLI, jen ¢ast pacientil s akutni

lymfoblastickou leukémii mé v leukemickych buiikach tento typ aberace.

2.1.1 Fuzni gen BCR-ABL1

Fuzni gen BCR-ABLI vznika zpravidla reciprokou translokaci mezi chromozomy 9
a 22. Derivovany chromosom 22 s vyslednou aberaci t(9;22)(q34;q11) je na chromozomalni
urovni oznacovan jako tzv. Philadelphsky chromozom. Transkripci a naslednou translaci
fuzniho genu vzniké konstitutivné aktivovand tyrozin kindza, kterd mimo jiné dale aktivuje
signaliza¢ni drdhy AKT-MYC ¢i JAK-STAT. Ve svém disledku vede tato signalizace
k nekontrolovanému déleni, nezéavislosti na ristovych faktorech a redukci apoptozy

(Quintas-Cardama and Cortes 2009).

Zlomy v genu BCR vznikaji nej¢astéji ve dvou oblastech — v oblasti minor (~ 55 kbp,
mezi exony 1 a 2; vznika tak fazni protein p190) a Major (~ 2,9 kbp, mezi exony 13 az 15;
vysledna fuze koduje protein p210), vzacné 1 v oblasti u-BCR (~ 1 kbp, mezi exony 19 a 20)
(Pane et al. 1996, Melo 1996 ). Na devatém chromozomu je zlomova oblast rozsahlejsi —
nejcastéji zlomy vznikaji mezi exony la a 3 genu ABLI (~ 150 kbp), avSak v né€kterych
ptipadech ke zlomim dochézi i pfed genem ABLI (Score et al. 2010, Burmeister et al.

2011).

Studie zahrnujici vétsi mnozstvi pacientti ukazuji, ze rozlozeni zlomu v oblasti Major
BCR neni ndhodné a mé bimodalni charakter (Krumbholz et al. 2019). Naproti tomu v
oblasti genu ABLI, ve které k translokacim dochdzi, jsou zlomy distribuovany spiSe ndhodné
(Ross et al. 2013, Krumbholz et al. 2019). Publikované prace navic ukadzaly mozné rozdilné
rozlozeni zloml v oblasti Major BCR v zéavislosti na véku pacientit (déti vs. dospéli)

(Krumbholz et al. 2012) ¢i pohlavi (Krumbholz et al. 2019). Rozdil v distribuci konkrétnich
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pozic zlomu v zavislosti na typu diagnézy (ALL vs. CML) ¢i typu fazniho genu (Major vs.

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

Detailni analyzy ptfechodovych sekvenci dosud nevedly k objasnéni pfi¢iny vzniku
BCR-ABLI translokace. Za jednu =z moznych pfi¢in byla povazovana pfitomnost
rozptylenych repetic — konkrétné Alu elementti — v blizkosti mist zlomi (Zhang et al. 1995)
¢1 aktivita RAG rekombindz (Score et al. 2010). Pii analyze vétSiho poctu pacientli se vSak
tento predpoklad nepotvrdil. Nebyla prokdzana ani spojitost mezi konkrétnimi pozicemi
zlomt a pfitomnosti DNA motivl, které jsou napf. rozpoznavany nékterym typem
topoizomeraz Ci hraji roli pfi pfestavbach imunoglobulinti (Ross et al. 2013, Krumbholz et
al. 2019). Nicméné na zéklad¢ ptitomnosti mikrohomologii a inzerci v ptfechodovych
sekvencich se zd4, ze ke spojeni obou fuznich partneri dochazi nehomolognim spojovanim
koncti (NHEJ, non-homologous end-joining) (Mattarucchi et al. 2008, Burmeister et al.
2011, Ross et al. 2013).

Vramci dosud publikovanych studii, které se vénuji analyze faznich sekvenci,
byli vySetfovani pouze pacienti s Major typem BCR-ABLI piestavby; jedinou vyjimkou je
prace Score et al. (Score et al. 2010). Podrobny popis fuznich sekvenci minor BCR-ABLI
nebyl dosud publikovan, v nasi praci jsme se tedy mimo jiné zaméfili i na tento typ analyzy.
Prace zabyvajici se charakterizaci genomickych piechodlt BCR-4BLI jsou uvedeny nize

(viz Tabulka 1).
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Tabulka 1 Seznam publikaci zaméfrenych na detekci a analyzu fuznich sekvenci BCR-ABL1

Pocet CML pacientl | Pocet ALL pacient(l | Pocet ALL pacient(
Publikace s Major BCR-ABL1 | s Major BCR-ABL1 | s minor BCR-ABL1
prestavbou prestavbou prestavbou
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 Chronicka myeloidni leukémie
NejcastéjSim onemocnénim, které je spojovano s fuznim genem BCR-ABLI,

je chronicka myeloidni leukémie. Toto onemocnéni je diagnostikovano predevsim ve vys$§im
véku (An et al. 2010), u déti je CML pomémné vzacna — v Ceské republice se jedna o 1 — 2
ptipady ro¢né. VSichni pacienti diagnostikovani s CML maji v leukemickych bunkach
pfitomen fuzni gen BCR-ABLI, témét vzdy se jedna o Major formu BCR-ABLI1 ptestavby,

pouze vyjimecné dochdzi u pacientti s CML k minor formé translokace (Verma et al. 2009).

Pacienti s chronickou myeloidni leukémii jsou léCeni piedevSim dlouhodobym
podavanim tyrozin kindzovych inhibitord (TKI). Dospélym pacientim s CML jsou TKI
podavany kontinualné, avSak s ohledem na nezadouci G¢inky dlouhodobého podavani tohoto
typu chemoterapie probiha v soucasné dobé nékolik studii, které jsou zaméfeny na bezpecné
vysazeni TKI 1é¢by (Rea et al. 2017, Saussele et al. 2018, Clark et al. 2019). Stfidavé
podavani  chemoterapie ¢i  uplné  vysazeni ZVazovano

1écby  je pouze

u pacientl, ktefi se dlouhodob& nachédzeji v remisi onemocnéni. Nejvétsim problémem
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po vysazeni 1é¢by TKI je vSak molekularni relaps onemocnéni (Russo et al. 2015, Saussele
et al. 2018). Vhodné&jsi vybér pacient, kterym je indikovano vysazeni TKI 1€¢by, by mohl
snizit pocet téch, u nichz k relapsu dojde. Soucasnym standardem pro stanoveni hloubky
odpovédi na 1é¢bu — a tedy i pfipadné remise onemocnéni — je u CML kvantifikace fuzniho
transkriptu Major BCR-ABLI. Retrospektivni analyzy ukazuji, Ze citlivd detekce fuzniho
genu BCR-ABLI na DNA 1rovni muze odhalit perzistentni leukemické bunky
s nedetekovatelnou urovni transkripce BCR-ABLI (Bartley et al. 2015, Alikian et al. 2016,
Rainero et al. 2018). Monitorovani fuze na genomické tirovni by tedy v budoucnu mohlo
zajistit spolehliveéjsi vybér pacientli, kterym je 1écba TKI vysazovana. Prehled publikaci
zam¢ifenych na stanoveni hladiny leukemickych bunck kvantifikaci genomického prechodu

BCR-ABL1 viz Tabulka 2.

Tabulka 2 Seznam praci zamérenych na kvantifikaci fiizniho genu BCR-4ABL1 na DNA urovni

Pocet CML pacientd | Pocet ALL pacient(
Publikace s Major BCR-ABL1 s minor BCR-ABL1
prestavbou prestavbou
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

Détsti pacienti s CML byli az donedavna ve vSech piipadech indikovani k transplantaci
hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSCT, haematopoietic stem cell transplantation).

V soucasné dob¢ se vSak od tohoto schématu ustupuje, a to predevsim z divodu komplikaci,

vvvvv
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podéavany kontinudlné a v soucasné dob¢ je pfipravovana studie zamétend na vysazeni TKI
1écby u détskych pacienti (Hijiya and Suttorp 2019). Zda se tedy, ze 1 détsti pacienti by
mohli profitovat zcitlivé detekce fuzniho genu BCR-ABLI na genomické urovni

(Krumbholz et al. 2019).

Z biologického hlediska je CML myeloproliferativnim onemocnénim, které je nejCastéji
diagnostikovano v prib¢hu chronické faze. U Casti pacientti dochazi k progresi onemocnéni
do faze blastického zvratu (Cortes et al. 2006). Blasticky zvrat je mimo jiné definovan
zvySenym poctem blastli v kostni dfeni ¢i periferni krvi pacienta. Ve vétSiné ptipadid dochazi
k myeloidnimu blastickému zvratu, avSak pfiblizné u cCtvrtiny pacientll je blastickym
zvratem postizena lymfoidni vyvojovéa fada (Jain et al. 2017). U pacienti v lymfoidnim
blastickém zvratu mohou byt v lymfoidnich blastech detekovany delece postihujici gen
IKZF1 (Ikaros zink Finger 1) (Nakayama et al. 1999, Grossmann et al.). V pfipadég, ze je
pacient diagnostikovan az ve fazi lymfoidniho blastického zvratu — a to bez znamé historie
chronické faze — je velmi obtizné, spiSe nemozné, klinicky tento stav odlisit od BCR-ABLI-
pozitivni akutni lymfoblastické leukémie, nebot’ klinicky obraz a dominujici populace

nezralych lymfoblastl jsou u obou onemocnéni stejné.

2.1.3 BCR-ABL1-pozitivni akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni lymfoblasticka leukémie s fuznim genem BCR-ABLI tvoii 3 — 5 % vSech ALL
diagnostikovanych u déti (Mullighan 2012). V Ceské republice jsou s timto onemocnénim
ro¢n¢ diagnostikovany 1 — 2 déti. Vétsina détskych pacientd s BCR-ABLI-pozitivni ALL
nese v leukemickych builkkdch minor formu fuzniho genu (Biondi et al. 2018). Kromé
pfitomnosti chromozomalni aberace jsou pro tento typ leukémie charakteristické delece
genu [KZF1 — az 65 % pacientl nese v leukemickych buiikach ncktery typ delece,
které tento gen postihuji (Martinelli et al. 2009, van der Veer et al. 2014).

Déti s BCR-ABLI-pozitivni leukémii jsou v Ceské republice 1é¢eny podle rozsahlého
mezinarodniho 1é¢ebného protokolu EsPhALL/COG (European Intergroup Study on Post
Induction Treatment of Philadelphia Positive Acute Lymphoblastic Leukaemia / Children’s
Oncology Group), v ramci n¢jz jsou jiz standardné podavany tyrozin kindzové inhibitory.
Zavedeni TKI do 1é¢ebného protokolu pro détské BCR-ABLI-pozitivni pacienty dramaticky
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vylepsilo celkovou progndzu téchto pacientli (Arico et al. 2000, Biondi et al. 2012). I pfes to
vSak zlstava détska BCR-ABLI-pozitivni ALL leukémii s jednou z nejhorSich prognoz —
pétileté preziti bez udalosti dosahuje pouze 57 % a celkové preziti 5 let od diagndzy se

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

Soucasny lécebny protokol je rozdélen do dvou ramen s ohledem na mozné riziko
relapsu a celkovou prognézu onemocnéni. Podle poslednich vysledkti se zda, ze by
prognosticky vliv mohla mit hladina leukocytt pfi diagnéze (Biondi et al. 2018). Stejné tak
je za prognosticky vyznamnou povazovana pritomnost delece genu /IKZFI v leukemickych
bunkach, i kdyz po zavedeni TKI jiz pouze u pacientli s nizkym rizikem relapsu onemocnéni
(van der Veer et al. 2014). Nicmén¢ ani jeden z téchto faktorti neslouzi v ramci soucasného
lécebného protokolu ke stratifikaci pacientll. Pacienti jsou do jednotlivych lécebnych ramen
stratifikovani na zékladé odpovédi na lécbu, kterd se urCuje kvantifikaci minimalni
rezidualni nemoci (MRN; viz 2.3). Na zéklad¢ hladiny MRN v konkrétnim ¢asovém bodé
od pocatku 1é€by jsou pacienti téz indikovani k transplantaci hematopoetickych kmenovych

bunék.

Jednim z nejvétSich problémi soucasné terapie détskych pacienti s BCR-ABLI-
davkou pouzivanych chemoterapeutik (Biondi et al. 2018). Deintenzifikace 1écby, kterd vSak
nepovede k CastéjSimu vyskytu relapst, je tedy jednim z hlavnich vyzkumnych cild
soucasného 1é¢ebného protokolu. Vysoka intenzita 1écby détskych pacientt s BCR-ABLI-
pozitivni ALL vyplyva ptedevsim z historickych zkuSenosti, nebot pted zavedenim TKI byli
vzhledem ke Spatné prognodze v ramci celé kohorty détskych ALL vSichni tito pacienti

zatazovani do skupiny s nejvétsim rizikem relapsu onemocnéni.

Jak jiz bylo zminéno vySe, prognoza pacientli s ALL do zna¢né miry zavisi na primarni
genetické aberaci. Na opacném p6lu nezZ BCR-ABLI-pozitivni ALL se ve smyslu uspéSnosti
1écby nachazi vysoce hyperdiploidni ALL, charakterizovanad relativné nizkym poctem

relapsti a celkoveé velmi dobrou prognézou.
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2.2 Hyperdiploidni leukémie

Hyperdiploidni leukémie je definovdna zvySenym poctem chromozomi (> 46)
v leukemickych buiikach a dale se d€li do dvou skupin na nizce (47 — 50 chromozomil)
a vysoce (51 — 67 chromozomti) hyperdiploidni (Williams et al. 1982, Heerema et al. 2007).
Vysoce hyperdiploidni leukémie (HHD, high hyperdiploid) je jednim z nejbéznéjSich
subtypti détské B-prekurzorové ALL, piedstavuje 25 — 30 % vsech ptipadii (Moorman et al.
2003, Dastugue et al. 2013, Paulsson et al. 2013). Nejcastéji je tento typ ALL
diagnostikovan u déti ve véku 2 — 5 let (Dastugue et al. 2013, Paulsson et al. 2013).

U pacientii s vysoce hyperdiploidni leukémii nedochédzi ke zmnozeni jednotlivych
chromozomul zcela ndhodné. Zatimco chromozomy 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 a X byvaji
zmnozeny témeét u vSech pacientd (Paulsson et al. 2013, Reismuller et al. 2017),
chromozomy 5 a 8 jsou zmnozeny pfiblizné ve 40 % ptipadd (Paulsson et al. 2010).
Zbylé chromozomy se nachézeji ve zvySeném poctu kopii jen u 10 — 20 % HHD pacientt

(Heerema et al. 2007).

Ke vzniku hyperdiploidie pravdépodobné dochazi v prubéhu jednoho bunééného déleni,
pfi némz nejsou sesterské chromatidy spravné distribuovany do dcetinych bunék (Paulsson
et al. 2005) . Neékteré studie nicméné ukazuji, Ze samotnd hyperdiploidie nevede k rozvoji
leukémie (Maia et al. 2003, Paulsson et al. 2015). K malignimu zvratu je dulezity tzv. druhy
zéasah, ktery vSak dosud neni jednoznacn€ popsan. Mezi nejCastéj$i sekundarni aberace
u pacientil s vysoce hyperdiploidni leukémii patii mutace v genech signalizacni drdhy RAS
(KRAS, NRAS, FLT3, PTPNII) a genu CREBBP (Paulsson et al. 2008, Malinowska-
Ozdowy et al. 2015), dale se jednd o amplifikaci dlouhého raménka chromozomu 1
(Paulsson et al. 2013) a delece v genech CDKN2A/2B, ETV6, PAX5 a IKZF'1 (Paulsson et al.
2010, Paulsson et al. 2015).

Diagnostika hyperdiploidnich leukémii je zéavisld na piesné analyze bun&tného
karyotypu a to tradicné predevSim pomoci klasické cytogenetiky a fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). Pomoci cytogenetické analyzy vSak neni mozné vZdy presné urcit, které
chromozomy jsou u pacienta zmnozené. Zmnozeni jednotlivych chromozomu, ale i1
necelochromozomové aberace, 1ze detekovat analyzou s pouzitim celogenomovych SNP

arrays (SNP, single nukleotide polymorhism). Hyperdiploidii je mozné detekovat i pomoci
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pratokové cytometrie, a to stanovenim DNA indexu (DNAi). DNAi vyjadiuje pomér
mnozstvi DNA v leukemickych bunkéach a v nemalignich diploidnich bunkach. Hodnota
DNAI vsak pfesné neodrdzi poCet zmnozenych chromozom, nebot’ velikost jednotlivych
chromozomtl — a tedy i mnozstvi DNA — je rliznd (napf. chromozom 1 reprezentuje ~ 4 %
z celkového genomu, zatimco chromozom 21 odpovida pfiblizné¢ 1 % celkové DNA).
Hypoteticky se tedy hodnota DNAI buiikky s 51 chromozomy mulze pohybovat v rozmezi
1,05 -1,2.

Nejcastéji se k diagnostice vysoce hyperdiploidnich leukémii vyuziva cytogeneticka
analyza a/nebo stanoveni DNAi pomoci prutokové cytometrie. V piipadé druhé zminované
metody je HHD ALL zpravidla diagnostikovana pti hodnotach DNAi > 1,16. Tato hodnota
DNAIi byla vSak historicky stanovena na zaklad¢ studie, popisujici u pacientli s touto
hodnotou DNAi vyznamné leps$i odpovéd na 1écbu (Look et al. 1985) a nezohlediuje
cytogenetickou definici HHD ALL (> 50 chromozomii v leukemickych buikach). Studie
zamétené na vysoce hyperdiploidni leukémie tedy mohou ve vysledku analyzovat rozdilné
skupiny pacientl s ohledem na pouzitou diagnostickou metodu. Nékteré novéjsi studie
potvrzuji, ze pacienti s DNAi > 1,16 ¢i s vice nez 53 chromozomy maji lepsi prognoézu nez
ti s niz§im DNAi (Moorman et al. 2003, Dastugue et al. 2013, Reismuller et al. 2017).
Nicméné skupina hyperdiploidnich pacientd s > 50 chromozomy a DNAi < 1,16 je
samostatné analyzovana pouze vyjimecné. V nasi praci jsme se zaméfili na srovnani HHD
pacienti s DNA indexem < 1,16 a > 1,16, a to jak z hlediska molekularné-genetického,

tak 1 z hlediska celkové odpovédi na 1é€bu.

Détsti pacienti s vysoce hyperdiploidni leukémii maji obecné velmi dobrou prognézu —
pravdépodobnost pétiletého pieziti bez udalosti pfesahuje 80 % a pravdépodobnost
celkového preziti 5 let od diagnoézy se pohybuje kolem 92 % (Reismuller et al. 2017).
Nekteti autofi spojuji pfiznivou progndézu predevSim s vySSim pocétem zmnoZenych
chromozom ¢i s konkrétnimi trizomiemi, a to i kombinovanymi. Za prognosticky piiznivé
je povazovano zmnozeni chromozomu 4, 6, 10, 17, 18 ¢i 22 (Moorman et al. 2003,
Reismuller et al. 2017); pozitivni prognosticky efekt podle nékterych autori maji
1 kombinované trizomie chromozomu 4+10, 10+17, 10+18, 4+10+17 ¢1 4+10+18 (Harris et

al. 1992, Moorman et al. 2003, Dastugue et al. 2013, Paulsson et al. 2013,
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Reismuller et al. 2017). Naproti tomu, trizomie chromozomu 5 se zd4d byt negativnim

prognostickym faktorem (Heerema et al. 2000).

Détiti pacienti s vysoce hyperdiploidni leukémii jsou v Ceské republice 1é&eni podle
mezinarodnich 1é¢ebnych protokoltt pro 1écbu détskych leukémii AIEOP-BFM ALL
(Associazione Italiana di Ematologia Oncologia Pediatrica and the Berlin-Frankfurt-
Miinster Acute Lymphoblastic Leukemia). V ramci téchto 1éCebnych protokoll jsou pacienti
podle miry rizika relapsu onemocnéni zatazeni do jednoho ze tfi lécebnych ramen
s rozdilnou intenzitou 1écby. V ramci soucasného protokolu AIEOP-BFM ALL 2017 jiz
nejsou pro zafazeni pacienti do jednotlivych 1éCebnych ramen pouzivany ,klasické™
prognostické faktory (v€k pfi diagndze, leukocytdoza) ani pfitomnost konkrétni
(kombinované) trizomie u pacienti s HHD ALL, jako je tomu v n€kterych jinych 1é¢ebnych
protokolech (Hunger et al. 2013). Stratifikace pacienti probihd na zaklad¢ pritomnosti
nékterych genetickych aberaci a zejména na zakladé ¢asné odpovédi na 1éCbu, tedy podle

hladin minimalni rezidualni nemoci v prvnich mésicich terapie.

2.3 Minimalni rezidualni nemoc

Hladina minimalni rezidudlni nemoci je uréena mnozstvim leukemickych bunck
v periferni krvi ¢i kostni dfeni pacienta v prubéhu 1é¢by. Z technického hlediska 1ze MRN
kvantifikovat nékolika zpasoby, napiiklad cytogeneticky, pomoci prutokové cytometrie
nebo kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci (QPCR, quantitative polymerase chain
reaction). Pribéh minimalni rezidudlni nemoci je pii 1écbé détské ALL vyznamnym
prognostickym faktorem. V ramci lé€ebného protokolu AIEOP-BFM ALL je odpovéd na
1é€bu a hladina MRN stanovovana v konkrétnich ¢asovych bodech — v 8., 15. a 33. dnu,
ve 12. tydnu od pocatku 1écby a ne¢kdy i déle, v zavislosti na rizikové skupiné. Na zakladé
ziskanych hodnot jsou pacienti stratifikovani do jednotlivych lécebnych ramen ¢i indikovani
k transplantaci hematopoetickych kmenovych bun¢k. Lécebny protokol EsPhALL pro 1é€bu
détskych pacienti s BCR-ABLI-pozitivni ALL vychazi z protokolu BFM. Ke stanoveni
hladiny MRN se tedy vyuzivaji stejné¢ asové body, nicméné ke stratifikaci pacientl a téz
k indikaci k transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék slouzi pouze vysledky

naméfené ve 12. tydnu od pocatku 1écby.
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U détskych ALL se pomoci molekularné-genetického ptistupu stanovuje hladina MRN
kvantifikaci klonalnich piestaveb geni pro imunoglobuliny a/nebo T-bunécné receptory
(Ig/TCR). U BCR-ABLI-pozitivni leukémie je mozné méfit hodnoty MRN také kvantifikaci
exprese fuzniho genu; pfesto vramci soucasného lé¢ebného protokolu EsPhALL/COG
slouzi ke stratifikaci pacienti pouze vysledky ziskané kvantifikaci piestaveb Ig/TCR.
Jiz v minulosti vSak bylo u détskych pacienti s BCR-ABLI-pozitivni ALL provedeno
porovnani obou molekularné-genetickych piistupt ke stanoveni hladiny MRN (Ig/TCR vs.
BCR-ABL1 mRNA) a ukdazalo nedostate¢nou korelaci obou metod (Zaliova et al. 2009,
Cazzaniga et al. 2018). V ramci téchto analyz mélo pfiblizné 20 % vzorkl negativni hladiny
MRN na urovni piestaveb Ig/TCR, avSak fuzni transkript bylo mozné v téchto vzorcich

detekovat 1 na velmi vysoké urovni.

Oba srovnavané pristupy se vsSak opiraji o detekci rozdilnych nukleovych kyselin,
a to krom¢ rozdilt v technickém zpracovani piindsi i rozdily biologické. Zatimco
na genomické rovni je v leukemické bufice vzdy pifitomna pravé 1 kopie sledovaného cile,
hladina fazniho transkriptu se mize ménit napt. v zavislosti na fazi bunééného cyklu ¢i
celkového bunécného vyvoje 1 v zavislosti na soucasné probihajici 1é¢be. Sledovani hladin
fazniho genu na RNA turovni je vyuzivano ptedevsim proto, ze témef u vSech pacientl lze
nalézt jeden ze dvou nejbéznéjSich fuznich transkripti (minor nebo Major), zatimco na
genomické Urovni jsou piechodové sekvence pro kazdého pacienta unikatni.
Navic ke zlomim v genech BCR a ABLI dochézi v rozsahlych intronovych oblastech,
a tak je nalezeni konkrétniho fizniho ptechodu casové 1 technicky naroné. Nicméné
abychom potvrdili rozdily mezi hladinami MRN naméfenymi kvantifikaci pfestaveb Ig/TCR
a exprese fuzniho genu BCR-ABLI, zavedli jsme metodu multiplex long distance PCR
(LD-PCR) a nasledn¢ i NGS Custom Target Enrichment (viz 4.5) k charakterizaci
genomickych prechodii fuze BCR-ABLI a nasledné jsme tyto sekvence vyuzili
pro kvantifikaci hladin MRN na DNA drovni. JiZ v minulosti vzniklo n€kolik rozsahlych
praci, které se vénovaly charakterizaci a kvantifikaci genomického fuzniho pfechodu Major
BCR-ABLI u pacienti s CML (Bartley et al. 2015, Pagani et al. 2018, Krumbholz et al.
2019) - v ramci nasi prace jsme se zaméfili na stanoveni hladin fizniho genu u détskych

pacienti s BCR-ABLI-pozitivni ALL.
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3 Cile prace

Zavést spolehlivou metodu pro charakterizaci prechodové sekvence fuzniho genu
BCR-ABLI na genomické urovni
Provést analyzu fiznich sekvenci
Kvantifikovat hladinu minimélni rezidualni nemoci u détskych pacientd s BCR-
ABLI-pozitivni ALL s vyuzitim pfechodové sekvence fuzniho genu na DNA turovni
a srovnat takto naméiené hodnoty s ostatnimi molekularné-genetickymi metodami,

které se vyuzivaji ke stanoveni hladiny minimalni rezidudlni nemoci.

Popsat klinické a biologické vlastnosti pacienti diagnostikovanych s vysoce

hyperdiploidni leukémii a DNA indexem < 1,16
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4 Metody a material

4.1 Skupiny pacientii, zpracovani vzorkii

Pro charakterizaci intronové ptechodové sekvence fuzniho genu BCR-ABLI byly
celkem analyzovany vzorky od 491 pacienta: 220 dospélych pacientd s CML; 11 dospélych
pacienti s BCR-ABLI-pozitivni ALL; 4 détskych pacienti s CML; 39 détskych pacientl
s BCR-ABLI-pozitivni ALL, které byly v Ceské republice diagnostikovany v letech 1997 —
2019; a 217 déti s BCR-ABLI-pozitivni ALL diagnostikovanych v zahrani¢i (Austrélie,
Némecko, Izrael, Italie). Dé&tsti pacienti s BCR-ABLI-pozitivni ALL byli léCeni podle
n¢kolika riiznych 1é¢ebnych protokolil, do kterych byla postupné zaclefiovana 1écba tyrozin-
kindzovymi inhibitory.

Kohorta pacientt s HHD ALL byla vybrana ze souboru détskych pacienti s ALL,
kteti byli v Ceské republice diagnostikovani mezi lety 2011 a 2014. Z celkového poétu 279
pacientli (vSichni byli 1é€eni podle protokolu ALL BFM 2009) byl u 107 ptipadii pomoci
pratokové cytometrie zjistén DNA index (DNAI) v rozmezi 1,0 — 1,6. Z tohoto souboru byl
u 67 pacienti naméfen DNAi > 1,16, a proto byli tito pacienti klasifikovani
jako hyperdiploidni leukémie. Pro analyzu pomoci SNP array byl k dispozici materidl od 51
pacienta. Ze souboru pacientd s DNAi 1,0 — 1,16 byl materidl dostupny u 35 pacientd (ze
40). U jednoho z téchto pacientl nebyla pomoci metody SNP array potvrzena hyperdiploidie
(pocet chromozom v jeho leukemickych blastech nepfesahoval 50 chromozomil). Celkem
tedy bylo analyzovéano 85 pacientli s HHD ALL. Zadny z pacientii, u kterych nebylo mozné
provést SNP array kvili nedostatku materialu, nebyl stratifikovan do ramene protokolu pro
pacienty s vysokym rizikem selhani 1€cby, vysledna skupina analyzovanych pacienti je tedy
mirné obohacena o pfipady s vysokym rizikem relapsu onemocnéni. Do vysledné kohorty
byli navic zafazeni 4 pacienti s HHD ALL (DNAi > 1,0 a > 50 chromozomu), kteti byli
lé¢eni podle predchoziho 1é€ebného protokolu a u kterych byla dostupna data ze SNP array.
Zadny z téchto &ty pacientl nesplitoval kritéria pro zafazeni do skupiny s vysokym rizikem
relapsu onemocnéni. V Zadném ze zminénych lécebnych protokolll nebyla hyperdiploidie
stratifikaénim kritériem. Jako kontrolni skupina pro korelaci hladin DNAi naméfenych

pomoci pritokové cytometrie a SNP array slouzila skupina 54 pacientl, ktefi nebyli
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diagnostikovani s hyperdiploidni leukémii. Do této skupiny byli vybirani predevSim ti

s DNAi # 1,0.

Od vsech pacientd, jejichz material a data byly v této praci pouzity, byl pfedem ziskan

informovany souhlas.

Izolace mononukledrnich bunék z kostni diené (KD) ¢i periferni krve (PK) byla
provadéna metodou gradientové separace pomoci Ficoll-Paque™ PLUS (Sigma-Aldrich).
Ziskané pelety bun€k byly zamrazeny a ulozeny v -80°C (k nasledné izolaci nukleovych
kyselin) a/nebo byly vitalni buniky zamrazeny v 10 % DMSO ve fetadlnim hovézim séru
a ulozeny do tekuté¢ho dusiku (s moznosti nasledného sortovani bunék na jednotlivé

populace).

4.2 Izolace nukleovych kyselin, reverzni transkripce

RNA byla z bun¢k izolovdna metodou modifikované fenol-chloroformové extrakce
(Phenol solution, Sigma-Aldrich), pozdéji pomoci TRIzol™ Reagent (ThermoFisher
Scientific). K izolaci RNA zbunék po sortovani byl pouzit RNeasy Plus Micro Kit
(Qiagen). Kvalita izolované RNA byla ovéfovana pomoci kapilarni elektroforézy Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent RNA 6000 Nano, Agilent Technologies). Reverzni transkripce
byla provadéna pomoci iScript™ cDNA Syntheis Kit (BIO-RAD) a M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega). MnoZstvi ptfepsané cDNA bylo kvantifikovano pomoci stanoveni
exprese jednoho z genl pro B2M, ABLI ¢i GUSB (Ipsogen ABL/GUS Control Gene
Standards, Qiagen; Beillard et al. 2003).

S ohledem na mnozstvi bun€k byl k izolaci DNA vyuZit QIAamp DNA Mini ¢i Micro
Kit (Qiagen). DNA u malé ¢asti vzorkli byla izolovdna pomoci BioRobot (EZ1® DNA
Tissue Kit; Qiagen) nebo metodou vysolovani (Miller 1988). V ptipadé¢ nedostatku
zamrazenych bunéénych pelet byla DNA izolovana zfenolovych fazi (uchovanych

po izolaci RNA fenolem ¢i TRIzolem).

Koncentrace izolovanych nukleovych kyselin byla néasledné stanovena pomoci UV
spektrofotometru NanoDrop 1000. Pro pfesnéjsi stanoveni mnozstvi DNA v konkrétnim
vzorku bylo vyuZito kvantifikace genomické sekvence genu pro albumin (Human Genomic

DNA, Sigma Aldrich).
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4.3 Celogenomova amplifikace

V ptipadé nedostate¢ného mnozstvi izolované DNA a malého mnozstvi zamrazeného
bunééného materidlu bylo vyuzito metody celogenomové amplifikace (REPLI-g Mini Kit,
QIAGEN) k ziskani vétstho mnozstvi DNA. Takto amplifikovana DNA byla nasledné
pouzita pouze pro hledani genomického prechodu fuzniho genu BCR-ABLI a pro stanoveni
delece v genu IKZFI. Mnozstvi DNA ve vzorku po celogenomové amplifikaci bylo

orienta¢né stanoveno pomoci kvantifikace genomické sekvence genu pro albumin.

4.4 Screening deleci v genu IKZF1

U pacient s BCR-ABLI-pozitivni leukémii byly vySetfeny ctyfi typy deleci v genu
IKZFI: delece mezi exony 2 a 7 (A2-7); 4 a 7 (A4-7); 2 a 8 (A2-8); 4 a 8 (A4-8). K nalezeni
téchto typl pfestaveb byly vyuZity jiz diive publikované systémy (Venn et al. 2012, Caye et

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

4.5 Stanoveni genomického prechodu genu BCR-ABL1

Pro hledani ptfechodové sekvence fizniho genu BCR-ABLI na genomické urovni byla
vyuzita metoda multiplex long-distance PCR (LD-PCR). Pro hledéni zlomu u pacientl
sminor BCR-ABLI ptestavbou byly primarné pouzity 4 sady ,,forward* primert (kazda
po péti primerech) na BCR strané a 4 sady reverznich primerti (kazda po péti primerech)
na ABLI strang. U pacientl s negativnim vysledkem prvniho kola LD-PCR, byly vyuZity
jesté dalsi Ctyii sady reverznich primert a jedna sada primert na strané¢ BCR (viz Ptiloha 1).

Pozitivni reakce byly de-multiplexovany na BCR strané.

U pacientl s Major typem piestavby byly na BCR stran¢ pouzity pouze tii primery,
na ABLI stran¢ byly pouZity stejné sady primerii jako v pfipad€ pacientli s minor typem
pfestavby. VéEtSina primert a jejich multiplexovani byla piejata z literatury (Ross et al. 2010,

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

Produkty LD-PCR byly vizualizovany na 0,5% agar6ézovém gelu s GelRed Nucleic
Acid Stain (LAB MARK). Produkty byly nasledné sekvenovany Sangerovou metodou BCR
primerem pouzitym v PCR. Vysledné sekvence byly mapovany pomoci nastroji BLAST
(Altschul et al. 1990), ENSEMBL (Yates et al. 2016) ¢i BLAT (University of California
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Santa Cruz; (Kent 2002). V pfipad¢, ze se pii prvnim sekvenovani nepodafilo nalézt
pirechodovou sekvenci, byly v programu Vector NTI 8 Suite Software (ThermoFisher
Scientific) navrzeny dalsi primery v genu BCR vzdalené n¢kolik set bazi smérem k mistu

zlomu.

U n¢kolika pacientll nebylo ani opakované sekvenovani Sangerovou metodou uspesné,
a tak bylo knalezeni pfechodové sekvence vyuzito platformy GS Junior (454 next-

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

U pacientli s negativnim vysledkem LD-PCR byla ovéfena kvalita DNA pomoci
kontrolniho LD-PCR. V kontrolnim LD-PCR byla amplifikovana oblast genu IKZF1

na chromozomu 7 (primery viz Tabulka 3).

Tabulka 3 Sekvence primeri pouzitych ke kontrolni LD-PCR

Nazev 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 vyuZity dva polymerdzové systémy. Zpocatku byly produkty
amplifikovany pomoci PCR Extender System (5 Prime), nasledné byla vyuzivana vyhradné
AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). Teplotni profil a sloZeni
jednotlivych reakci jsou uvedeny v pfiloze (Pfiloha 1). Krats$i produkty (< 1 kbp) bylo
mozné amplifikovat pomoci HotStarTaq polymerazy (Qiagen).
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V soucasné dobé€ je k nalezeni ptechodové sekvence vyuzivan systém NGS Custom
Target Enrichment (Agilent), ktery umoziuje cilen¢ sekvenovat vybranou oblast genomu.
Pro analyzu pfechodové sekvence fuzniho genu BCR-ABLI byly v obou genech vybrany
oblasti vhodné pro cilené obohaceni sekvenované DNA - celkem je v obou genech umisténo
1992 sond, které pokryvaji 75,65 % z celkové sekvence vybrané k mapovani (Agilent NGS
Custom Target Enrichment Probes, Agilent, viz Obrazek 2). K piipravé knihoven je
vyuzivan Agilent SureSelectQXT Reagent Kit (Agilent), sekvenovani probih4 na piistroji
NextSeq 550 (Illumina). K analyze sekvenacnich dat jsou vyuzivany nastroje STAR (Dobin
etal. 2013) a deFuse (McPherson et al. 2011).

A Lokalizace sond v genu BCR
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Obrazek 2 Mapovani sond (zelené) navrZenych pro NGS Custom Target Enrichment
(zdroj:UCSC Genome Browser)

4.6 Kvantifikace a vyhodnocovani minimdlni rezidudlni nemoci

Detekce klonélnich piestaveb genli pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory
(Ig/TCR) byla standardné provadéna pomoci PCR (van Dongen et al. 2003). V soucasné
dobé¢ se prestavby Ig/TCR detekuji pomoci masivné paralelniho sekvenovani (Kotrova et al.
2015, Kotrova et al. 2017). Pomoci pacient-specifickych systéml navrzenych na konkrétni
diagnostickou ptestavbu Ig/TCR Ize nasledné pomoci qPCR stanovit hladinu MRN v odbéru
ziskaném v prabéhu 1écby. Navrh 1 optimalizace téchto systémt se fidi standardizovanymi

postupy (Verhagen et al. 2000, Langerak et al. 2001, van der Velden et al. 2002a, van der
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Velden et al. 2002b). Vyhodnocovani takto naméfenych dat probihd podle pravidel,
ktera vydala Evropska skupina pro kvantifikaci MRN u pacientti s ALL (van der Velden et
al. 2007). Tato pravidla se uplatiuji pti kvantifikaci MRN v ramci mezinarodnich 1é¢ebnych
protokolt skupiny BFM jiz od roku 2000 a plati tedy i na souc¢asnych protokolech AIEOP-
BFM ALL 2017 (pro BCR-ABL1-negativni détské ALL) a EsSPhALL/COG (pro BCR-ABLI-
pozitivni détské ALL).

Pro kvantifikaci fizniho genu BCR-ABL1 na genomické trovni byly u kazdého pacienta
navrzeny primery tak, aby byla amplifikovana pifechodova oblast mezi obéma geny. Schéma
reakci qPCR odpovidalo schématu pouzivanému pii kvantifikaci prestaveb Ig/TCR.
U nékterych pacienti bylo ke kvantifikaci MRN vyuzito interkala¢ni Cinidlo QuantiTect
SYBR ® Green (Qiagen). U zbylych pacientdi byla ke kvantifikaci pouZita hydrolyza¢ni
sonda (FAM-TAMRA) optimalné¢ navrzena tak, aby mapovala na piechodovou sekvenci
genll BCR a ABLI. Naméiend hladina MRN byla vyhodnocovana podle stejnych pravidel
jako v ptipad¢ kvantifikace ptestaveb Ig/TCR.

Pro kvantifikaci bun€k nesoucich deleci v genu /KZF1 byly pouzity systémy uvedené

v bod¢ 4.4 a nasledné vyhodnocovani bylo taktéz provedeno dle vySe zminovanych pravidel.

Stanoveni exprese fuzniho genu BCR-ABLI probihalo na zéklad¢ dfive publikovanych
systémi (Gabert et al. 2003) s vyuzitim komeréné dostupnych standardd (Ipsogen BCR-
ABL1 m/MBCR Kits, Qiagen). Exprese fuzniho genu byla vzdy vztazena k jednomu
z housekeeping gent (B2M, ABLI ¢i GUSB - viz bod 4.2).

Hladin€ MRN v diagnostickém (vyjimecné v relapsovém) vzorku byla pfifazena
hodnota 1,00. Pro vypocty a graficka znazornéni byla vzorkim, u kterych nebyla detekovana
74dna hladina MRN, pfifazena &iselna hodnota 5 x 10”. Vzorky s nizkou hladinou MRN,
které¢ nesplnily kritéria pro ptesnou kvantifikaci, byly slovné hodnoceny jako pozitivni

nekvantifikovatelné a byla jim p¥ifazena &iselnd hodnota 1 x 107,

4.7 Definice diskrepantnich vysledkii pri stanovovdni hladiny MRN

V ramci této studie nas nejvice zajimalo srovnani hladin MRN ziskanych kvantifikaci
Ig/TCR a BCR-ABLI na DNA turovni. Vzorky, u kterych se hodnoty MRN ziskané obéma

metodami  pohybovaly  vrozmezi jednoho fadu  vcetné, byly oznaceny
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za korelujici/konkordantni. Naproti tomu vzorky, u kterych se hladiny MRN lisily o vice nez
jeden tad, byly oznaceny za nekorelujici/diskordantni. Dalsim kritériem hodnoceni vzorkt
bylo kvantitativni rozmezi a citlivost konkrétniho systému na stanoveni hladiny MRN.
V ptipadé, ze hladina MRN naméfend jednou z metod byla < 1 fad nad kvantitativnim
rozmezim (senzitivitou) metody druhé a zaroven byl dany vzorek druhou metodou
povazovan za pozitivni nekvantifikovatelny (negativni), byl tento oznacen jako konkordantni.
Taktéz vzorek, ktery byl jednou metodou oznacen jako negativni a druhou metodou jako
porzitivni nekvantifikovatelny, pricemz senzitivita druhé metody byla < 1 fad vyssi nez

senzitivita metody prvni, byl oznac¢en jako konkordantni.

Pacienti s nékolika po sobé jdoucimi vzorky/odbéry, které byly oznaleny jako
diskordantni, byli povazovani za pacienty s nekorelujicim/diskordantnim pribéhem MRN.

Ostatni pacienti byli oznaceni jako pacienti s korelujicim/konkordantnim pribéhem MRN.

4.8 Analyza prechodovych sekvenci

Vizualizace a analyza ptfechodovych sekvenci byla provedena v rozhrani R Studia
(v0.98.1079) s pouzitim programu R (v3.5.2). K nalezeni rozptylenych repetic (IR,
interspersed repeats) v genech BCR a ABLI byl vyuzit program RepeatMasker (v.4.0.7.;
(Smit et al.). Pro identifikaci kryptickych rekombinacnich signalnich sekvenci (RSS) byla
vyuzita RSS databaze (Merelli et al. 2010).

4.9 Sortovani bunék a nasledna analyza

Vitalni buiiky (kostni dfené ¢i periferni krve) zamrazené v DMSO (viz bod 4.1) byly
pouzity k sortovani jednotlivych bunéénych populaci na sklicko. Primarné byly sortovany
tyto populace: T-lymfocyty (CD3"), myeloidni buiiky (CD33"), maligni B-buné&éné
prekurzory (CD19°CD10°CD45%™) a nemaligni B-lymfocyty (CD19°CD10°CD45™).
V nékterych piipadech byly tyto populace rozliSovany jesté na zdkladé dopliujicich znakd,
aby byla minimalizovéna pravdépodobnost kontaminace ostatnich populaci leukemickymi
blasty. U né&kolika pacient bylo moZzné sortovat 1 multipotentni progenitory

(CD34°CD38'CD19°CD10°) a kmenové buiiky (CD34 'CD38°CD133"CD19°CDI10).

Buiiky byly na sklicku fixovany modifikovanym fixa¢nim c¢inidlem HCl/Tween20
(Harper et al. 1995). K vizualizaci fuzniho genu BCR-ABLI pomoci fluorescen¢ni in-situ
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hybridizace (FISH) byly pouzity sondy Dual Fusion LPH 007 probe (Cytocell) ¢i Vysis LSI
BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe (Abbott Molecular).

U nékterych pacientli byly buiiky sortovany k nasledné izolaci DNA ¢i RNA. U téchto
vzorkl byly zméteny hladiny MRN podle vySe zminénych ptistupti.

4.10Screening mutaci u pacientii s hyperdiploidni leukémii

U pacientii s hyperdiploidni leukémii byly hledany mutace v genech NRAS a KRAS
(kodony 8-16, 61), FLT3 (kodony 572-623, 810-842), PTPNII (kodony 60-76, 502-210)
a CREBBP (kodony 1259, 1278, 1371, 1408-1412, 1435-1450, 1476-1502, 1550-1576,
1680). Na screening mutaci byly pouzity jiz dfive publikované systémy (Kiyoi et al. 1999,
Christiansen et al. 2007, Paschka et al. 2013) i nové navrzené primery (viz Pfiloha 2).

Ziskané produkty byly nasledné sekvenovany Sangerovou metodou.

4.11 Hodnoceni odpovédi na lécbu

Casna odpovéd’ na 1é¢bu byla sledovana v konkrétnich ¢asovych bodech a analyzovéana
pomoci nékolika metod. V den +8 (DS8) od pocatku 1é¢by je morfologicky vyhodnocovéana
¢asna odpovéd na 1écbu prednisonem. Pomoci pritokového cytometru je analyzovan vzorek
odebrany vden +15 (D15) od pocatku 1écby. Na zakladé stanoveni hladiny MRN
kvantifikaci ptfestaveb Ig/TCR jsou hodnoceny vzorky ze dne +33/tydnu +12 (D33/T12)
od pocatku 1é¢by.

Pacienti se Spatnou odpovédi na 1écbu prednisonem (= 1000 leukemickych blastli na pl
v periferni krvi v D8), s hladinou MRN > 10 % v D15 (pritokova cytometrie), hladinou
MRN > 107 v T12, nebo s hladinou MRN > 10~ v D33 v kombinaci s jakoukoliv pozitivitou
v T12 byli oznaceni jako pacienti s vysokym rizikem relapsu onemocnéni. Ostatni pacienti

byli z pohledu odpovédi na 1écbu oznaceni jako pacienti sttedniho ¢i nizkého rizika.

4.12 Expresni profilovani a analyza dat

Expresni profilovani bylo provedeno technologii microarrays (HumanHT-12 v4
Expression BeadChip; Illumina, USA). Takto ziskand data byla nejdiive predbézné
zpracovana pomoci GenomeStudio software (Illumina), dale byla analyzovana v rozhrani R

Studia (v0.98.1079) s pouzitim R softwaru (v3.2.2). Na nameéfenych intenzitach byla
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provedena korekce na pozadi, kvantilova normalizace a log2 transformace. Pro hledani
rozdiln¢ exprimovanych genit mezi jednotlivymi skupinami byl vyuzit soubor funkci limma
(Linear Models for Microarray Data; Bioconductor v3.26.3). K vyloudeni variability
exprese, ktera mohla byt zplsobena pouzitim vice microarray Cipd, kit riznych Sarzi
a pohlavim  pacienta byl vramci limma analyzy  vytvofen  linearni
model ~ 0 + skupiny-k-porovnani + pohlavi + Cip. Normalizovana data byla korigovana
na zédkladé limma modelu na pohlavi a Cip. Takto korigovana data byla nasledné pouzita
k nesupervidovanému hierarchickému klastrovani (euklidovskd vzdalenost, klastrovani
na zakladé¢ metody ward.D2), k Gene Set enrichment analyze (GSEA v2.1.0, MSigDB

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

ggplot2).

4.13 Stanoveni DNA indexu a variability poctu kopii

K ur¢eni DNA indexu na pritokovém cytometru byl pouzit BD Cycletest Plus DNA
Reagent Kit (BD) dle ndvodu vyrobce. Analyza naméfenych vysledkii byla provedena
pomoci ModFit LT software (Verify Software House). Hodnota DNA1 byla vypocitana jako

pomgér primérit mnozstvi aneuploidnich a diploidnich G0/1 frakci.

Variabilita poctu kopii (CNV) urcitych segmenti DNA byla analyzovédna pomoci SNP
array (Single nucleotide polymorphism, Human Omni Express BeadChip, [llumina). Znaceni
DNA a jeji hybridizace byly provedeny dle Infinum HD Ultra protokolu (Illumina).
Kontrola kvality a genotypova analyza byly provedeny v GenomeStudio Software v2011.1
(Illumina). Oblasti uniparentalni disomie (UPD) a CNV byly detekovany pomoci algoritmu
CNV Parition 2.4.4 plug-in, ktery je soucasti GenomeStudia. Oblasti, které byly oznaceny
jako CNV ¢&1 jako UPD, byly nésledné kontrolovadny v Illumina Genome Browser.
Na zaklad¢ této kontroly byly nékteré souradnice UPD ¢i CNV manualné upraveny. Delece,
které odpovidaly somatickym prestavbam genil pro Ig/TCR, nebo ty, které byly detekovany
1 v remisnich vzorcich, byly vylouceny z dalsi analyzy. K anotaci a nasledné vizualizaci dat
bylo pouzito rozhrani R Studia (viz bod 4.12) a soubory funkci dostupné v rdmci 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.hgl9.knownGene (v. 3.0.0),
VariantAnnotation (v1.16.3). Teoreticky DNA1 byl vypocitan jako pomér mnozstvi DNA
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v dominantnim klonu leukemickych bunék a mnozstvi DNA ve zdravé diploidni buiice

(s ohledem na pohlavi).

4.14 Statistickad analyza

K porovnani metod pro kvantifikaci MRN byl pouzit Spearmantiv korelacni koeficient.
Vzorky, které byly negativni pomoci obou srovnavanych metod, byly vylouc¢eny z korela¢ni
analyzy. Analyza distribuce zlomovych oblasti byla provedena pomoci testu uniformity
na zakladé Pearsonova chi-kvadrat testu. Srovnani mnozstvi bilych krvinek (leukocytoza)
bylo provedeno pomoci dvoucestného ANOVA testu s ohledem na variantu fuzniho genu
BCR-ABLI (minor vs. Major). Srovnani skupin bylo provedeno pomoci Mann-Whitney
U testu a testu Kruskall-Wallis.

K vypoctu korelace hodnot DNAi (prutokova cytometrie vs. SNP array) byl pouzit
Spearmantiv korela¢ni koeficient. Pravdépodobnost pieziti bez udalosti (EFS, event free
survival) byla spocitana na zaklad¢ délky doby od diagnézy do prvni udalosti. Za udalost
bylo povazovano: i) nedosazeni kompletni remise (klasifikovano jako ,,udalost v den 0%),
ii) relaps, ii1) sekundarni malignita, iv) smrt. Kaplan-Meiertiv odhad byl pouzit k vypoctu
pravdépodobnosti EFS. Ke srovnani EFS a celkového pteziti mezi jednotlivymi skupinami

byl pouZzit log-rank test.

Rozdily v zastoupeni dané¢ho jevu mezi jednotlivymi skupinami byly hodnoceny

pomoci Mann-Whitney nebo Fisherova exaktniho testu.
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5 Vysledky

Tato kapitola je rozdélena do dvou casti dle prislusnych projekti se zamétenim
na BCR-ABLI-pozitivni leukémie a vysoce hyperdiploidni leukémie. Podstatna Cast

vysledkl je uvedena v pfilozenych publikacich, soucasti této kapitoly jsou vSak i data

ee v

5.1 Leukémie s fiiznim genem BCR-ABL1

5.1.1 Pocty pacienti

Celkem byla ptechodova sekvence fuzniho genu BCR-ABLI charakterizovana u 428
z 491 (87 %) pacienta. U dospélych pacienti s CML byl zlom nalezen u 162/220 pacienti
(74 %; vsichni pacienti — s jednou vyjimkou - nesli Major typ piestavby), u dospélych
pacientli s ALL se zlom podafilo nalézt v 8 ptipadech (73 %; Major: 7/10; minor: 1/1).
U vSech déti s CML se zlom podafilo charakterizovat (Major 4/4). Ze vSech détskych ALL
se zlom podatilo nalézt u 254/256 pacientd (99 %; Major: 53/55; minor: 201/201 ).

Pomoci metody LD-PCR byl zlom nalezen u 257/344 pacientt (75 %; Major: 187/254;
minor: 70/90). S vyuzitim NGS Target Enrichment byl zlom charakterizovan u 171/172
pacientli (99 %; Major: 39/39; minor: 132/133).

5.1.2 Analyza prechodovych sekvenci

K pilotni analyze ptechodovych sekvenci byla pouZita data ¢asti ndmi osekvenovanych
pacientt (272) a 12 dospélych CML pacientli s Major BCR-ABLI ptechodem, jejichz fuzni
sekvence byly ziskany pomoci NGS pfistupu Nextera® Rapid Capture Custom Enrichment
(Illumina) na Ustavu hematologie a krevni transfiize. Jednalo se o pacienty, u kterych se
nam v minulosti nepodafilo pfechodovou sekvenci charakterizovat pomoci LD-PCR.
Vysledky sekvenovani BCR-ABLI fuze u téchto 12 piipadi ukazaly na nedostate¢né pokryti

¢asti chromozomu 9 pted genem ABL].
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V rdmci oblasti Major BCR, minor BCR a v intronu 1 genu ABLI, ve kterych dochazi
ke zlomiim, klastrovaci analyza neukdzala konkrétni uzs§i rozmezi, v némz by ke vzniku
zlomii dochéazelo preferencné. Test uniformni distribuce vSak ukdzal, Ze oblasti zloml
v genu BCR nejsou rozmistény zcela ndhodn& (Major p < 10™*, minor p = 0,009 vs. ABLI
p = 0,22). U pacientli s minor typem piestavby byly zlomy castéjsi s rostouci vzdalenosti od
BCR exonu 1. U pacientli s Major typem piestavby byl patrna bimodalni distribuce zlomt
s maximy na konci intronu 13 a uprostfed intronu 14. U sedmi a tfi pacientll doslo ke zlomu
v BCR exonu 14 respektive v exonu 15. V oblasti genu ABLI bylo rozlozeni konkrétnich
pozic zlomu signifikantné rozdilné v zavislosti na typu ptestavby (minor vs. Major
p = 0,008), diagn6ze (ALL vs. CML p = 0,002) a véku pacienta (déti vs. dospéli p = 0,005).

Pocty pacientti se zlomem v konkrétnim useku genu ABL1 zobrazuje Obrazek 3.
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Obrazek 3 RozloZeni zlomu v oblasti genu ABLI

Zobrazeni poctu pacientti se zlomem v konkrétnim useku genu ABL/ (oblast genu ABLI je rozdélena na useky
a4 5 kbp, Sed¢). Histogramem je prolozen odhad hustoty pravdépodobnosti vzniku zlomu

pro pacienty s Major (Cervené) a minor (modfe) typem piestavby.
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V deviti ptipadech (7x Major, 2x minor) byl zlom na chromozomu 9 lokalizovéan jesté
pied genem ABLI, u 5 pacientd (4x Major, 1x minor) doslo ke zlomu v genu EXOSC2,
ktery lezi bezprostiedné (~ 9 kbp) pted genem ABLI. U jednoho pacienta (minor) doslo
ke zlomu v ABLI exonu 2. Celkové rozlozeni zlomovych oblasti v genech BCR 1 ABLI

znazornuje Obrazek 4.
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Obrazek 4 Pozice zlomu v genu ABLI a BCR

Konkrétni pozice zlomi u pacientd s Major (4A) a minor (4B) typem piestavby. Zobrazené heatmapy
predstavuji 2D odhad hustoty pravdépodobnosti vyskytu zlomi v danych regionech.
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V osmi piipadech (3 %; vSechny s Major typem piestavby) nebyl charakterizovan
typicky ptechod BCR-ABLI1. U péti pacientl se jednalo o ptechod BCR-inverze ABLI-ABLI.
Délka invertované ¢asti genu ABLI se pohybovala v rozmezi 11 az n¢€kolik set bp. Dal§imi
anomaliemi v pfechodové sekvenci byly: BCR-inverze BCR-ABLI (205 bp);
BCR-duplikace ABLI-ABL1 (26 bp) a BCR-ASIC2-ABL1 (4760 bp; gen ASIC2 je

lokalizovéan na chromozomu 17).

Kratky ptekryv sekvenci geni BCR a ABLI v misté zlomu (v rozsahu do 4 bp) byl
pfitomen u 116 pacientti (41 %; 85x Major, 31x minor) a u 117 pacientt (41 %; 78x Major,
39x minor) doslo ke spojeni tupych koncii. U dvou pacientl s minor typem piestavby doslo
ke zlomu v dlouhé oblasti homologie (56 a 40 bp). Naproti tomu u 30 pacientt (11 %) byly
mezi sekvence obou gent vlozeny ndhodné nukleotidy (rozsah 1 — 42 bp, medidn = 2;

21x Major, 9x minor).

Blizka lokalizace (< 10 bp) rekombinacni signalni sekvence a mista zlomu byla na BCR
strané detekovana u 10 pacienti (7x Major, 3x minor) a na ABLI strané¢ u 8 pacienti
(6x Major, 2x minor). Pouze u jednoho pacienta (Major) byla RSS pfitomna ve spravné

kombinaci (orientace, pravidlo 12/23) na obou vystfizenych fragmentech gentt BCR i ABLI.

Pomoci nastroje Repeatmasker byly ziskany tuseky genit BCR i ABLI, které alespon
castecné mapuji do nékterého ze sekvencnich motivii rozptylenych repetic. Celkové
zastoupeni IR tUsekll v ¢asti genu ABLI, Major BCR a minor BCR je 58, 25 a 41 %
(viz Tabulka 4). Zastoupeni jednotlivych skupin IR a mnozstvi pacientli, u kterych byly
zlomy lokalizovany v mistech IR, zobrazuje Tabulka 4. Pouze 21 pacientid (7 %) mélo
zlomovou sekvenci lokalizovanou v ¢i blizko (< 50 bp) stejné rodiny IR v obou fiznich
partnerech (12 x Alu, 7 x LINE/L1, 1 x LINE/L2, 1 x jednoducha repetice). U dvou pacientii
se zlomem v Alu elementu byly v prechodové oblasti nalezeny tiseky homologie (o délce 56
a 40 bp), kter¢é mapovaly jak do genu BCR, tak do genu ABLI.
U pacienta s rozsdhlou inzerci casti genu ASIC2 do BCR-ABLI flze, doSlo ke zlomu
v genech BCR a ABLI v Alu elementu, nicméné ve zlomovych oblastech genu ASIC2 nebyly
tyto IR detekovany.
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Tabulka 4 Podil IR v genech BCR a ABL1 a jejich lokalizace v oblastech zlomu

Zastoupeni IR v dané oblasti

oblast rozsah fragmenty | fragmenty A *
Alu LINE/LL LINE/L2 LTR ostatni celkem
BCR k 13 -
: onecexl3- | g o | 7,56% 6,66 % 0% 073% | 24,83%
(Major) | konec ex15
BCR | konecexl- | ;3000 | 1039% | 065% | 1063% | 584% | 40,72%
(minor) | zacatek ex2
EXOSC2 konec
ABL1 ex6 - ABL1 29,55 % 14,61 % 2,05 % 4,96 % 8,81 % 58,32 %
zaCatek ex3
MnoZstvi pacientd se zlomem v IR (v okoli + 50 bp od IR) v %
oblast rozsah fragmenty | fragmenty A celkem*
Alu LINE/L1 LINE/L2 LTR ostatni
BCR konec ex13 - 9 9,5 3 0 0,5 22
(Major) | konec ex15 (3) (2,5) (5) (0) (6,5) (17)
BCR konec ex1 - 15,5 8,3 1,2 9,5 3,6 38
(minor) | zacatek ex2 (3,6) (3,6) (0) (2,4) (6,0) (14,3)
ABLI Exe?(.zc_z A';"Lr;ec 21,1 17,2 1,8 3,9 3,2 49,8
(11) (9,8) (2,5) (1) (4,6) (26)

zacatek ex3

V oblasti Major/minor BCR bylo takto analyzovano 200 /84 pacientll, v oblasti ABL1 bylo analyzovano 282 pacientd.

* Hodnota ,,celkem* nemusi odpovidat sou¢tu jednotlivych polozek, nebot’ se IR mohou navzajem piekryvat;
a nebo muze byt zlom lokalizovan v jednom typu IR a zaroven v blizkosti jiného typu IR.
a Pojem ,,ostatni“ zahrnuje DNA elementy, jednoduché repetice, useky s nizkou komplexitou (napt. GA-bohaté oblasti)
a retrotranspozony
ex = exon
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5.1.3 Celkové srovnani a pribéh minimalni rezidualni nemoci

Hladina minimalni rezidudlni nemoci na urovni genomického ptechodu BCR-ABLI
byla stanovena u 55 détskych pacientii (13x Major, 42x minor) s BCR-ABLI-pozitivni ALL.
Celkem bylo timto piistupem zméieno 592 vzorki kostni diené a 169 vzorka periferni krve
(KD/PK Major:128/17; minor:464/152). U téchto vzorki byla hladina MRN soucasné
kvantifikovana také alesponi jednou z nasledujicich metod — 1) kvantifikace Ig/TCR
ptrestaveb: 558 vzorkli KD a 157 vzorka PK; 2) exprese BCR-ABLI: 409 vzorki KD a 147
vzorkl PK; 3) kvantifikace bun¢k s deleci v genu IKZF'I: 180 vzorka KD. Dale byla hladina
MRN stanovena u 34 vzorkt KD od 3 détskych CML (kvantifikace genomického pfechodu
BCR-ABLI1 (34 vzorkt), exprese BCR-ABLI1 (34 vzorkt), kvantifikace Ig/TCR (33 vzorki)
a kvantifikace delece IKZF'1 (14 vzorktl)).

Senzitivity vSech tfi genomickych metod byly srovnatelné a vyznamné se neliSily
(pramér = 4,5 £ 0,1 tad). Nicméné, kvantitativni rozmezi (QR, quantitative range) bylo
signifikantné vétsi u BCR-ABLI pfistupu ve srovnani s méfenim prestaveb Ig/TCR

(p = 0,0006, primér/median QR 4,1/4 vs. 3,7/4 tady pro BCR-ABL]I vs. 1g/TCR).

Pfi analyze celkové korelace metod slouzicich ke stanoveni hladiny MRN jsme se
zaméfili pouze na pacienty s BCR-ABLI-pozitivni ALL. Z této analyzy byly vylouceny
vzorky, které byly negativni obéma porovnavanymi metodami. Srovnani metod zaloZzenych
na kvantifikaci Ig/TCR prestaveb a BCR-ABLI na genomické Urovni ukazalo Spearmanntiv
korelacni koeficient p = 0,61 (356 vzorki KD; 53 pacientl; viz Obrazek 5A). Varianta
fuzniho genu BCR-ABLI neméla vliv na hodnotu korela¢niho koeficientu — u pacienti
s Major a minor typem pfestavby bylo p = 0,71 respektive 0,59 (66 respektive 290 vzorkt
KD). Porovnani metod zalozenych na kvantifikaci fuzniho genu (mRNA vs. DNA) ukazalo
velmi dobrou korelaci obou pristupt (p = 0,85; 257 vzorkd KD; 35 pacientli; viz Obrazek
5B). Pomoci stanoveni hladiny MRN v parovych vzorcich KD a PK bylo mozné ukazat
vys$si citlivost detekce pii kvantifikaci MRN v kostni dfeni a to pro vSechny metody

(viz Obrazek 5C).
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Obrazek 5 Celkové srovnani hladin minimalni rezidualni nemoci

Korelace hladin MRN naméfenych pomoci genomickych metod (5A) a kvantifikaci fuzniho genu (5B). Mnozstvi
vzorkl (5A), které byly na trovni piestaveb Ig/TCR negativni, av§ak fizni gen byl na genomické trovni kvantifikovatelny,
piedstavovalo 21,6 % z celkového poctu 357 vzorki. Z této analyzy byly vylouceny vzorky, které byly negativni obéma
metodami.

Obrazek 5C nabizi srovnani hodnot MRN naméfenych v kostni dieni (KD) a periferni krvi (PK). Stanoveni hladiny MRN
u vzorkll KD dosahovalo vyssi sensitivity bez ohledu na pouZzitou metodu:
pocet negativnich vzorkl pouze na Grovni PK: 10 (Ig/TCR) 7 (BCR-ABLI DNA) 10(BCR-ABLI mRNA)
pocet negativnich vzorkl pouze na Grovni KD: 2 (Ig/TCR) 3 (BCR-ABLI DNA) 1 (BCR-ABLI mRNA)
pocet zméfenych vzorka: 75 (Ig/TCR) 69 (BCR-ABL1 DNA) 76 (BCR-ABLI mRNA)
Sedy pas predstavuje oblast rozdilu do 1 fadu, véetng. Vzorky leZici v tomto rozmezi jsou povazovany za korelujici.

KD = kostni dfen; PK = periferni krev
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Celkové nizka korelace metod opirajicich se o kvantifikaci fizniho genu BCR-ABLI
a detekci Ig/TCR piestaveb byla zpiisobena piedev§im vysSimi hodnotami MRN na urovni
genu BCR-ABLI. Srovnani genomickych metod ukézalo 44 % vzorkl s vyrazné vyssi
(> 1 tad) hladinou genu BCR-ABLI ve srovnani s Ig/TCR (zatimco tadové vyssi hladiny
ptestaveb Ig/TCR ve srovnani s genomickou hladinou BCR-ABLI byly naméfeny u 10 %
vzorki). Podstatnou ¢ast Spatné€ korelujicich vzorkl (21 %) tvofily ty, které byly na Ig/TCR
urovni negativni, avSak hladina MRN na urovni fuzniho genu byla kvantifikovatelnd — a to
1 na vysokych hladinach. RozloZeni vzorku s takto vyznamné rozdilnymi hodnotami nebylo
mezi pacienty ndhodné. Zatimco u vétSiny pacientti (35) koreloval cely pribéh MRN velmi
dobie, u nékterych pacient (18) bylo detekovano n€kolik po sobé jdoucich odbért/vzorka
s vyrazné vy$$imi hodnotami MRN na tirovni BCR-ABLI DNA ve srovnani s prestavbami
Ig/TCR. V ramci konsekutivni kohorty 47 pacienti nebylo zastoupeni pacientii s takto
nekorelujicim pribéhem MRN vyznamné rozdilné v zavislosti na typu piestavby

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

U pacientll s korelujicim pribéhem MRN byly nekorelujici vzorky velmi vzacné
(13/420 tj. ~ 3 %; po odecteni vzorkl, které byly negativnhi obéma metodami (149),
se jednalo o 4,7 %) a vyskytovaly se ojedin¢le, pficemz rozdily hladin MRN byly vzdy
v rozmezi dvou fadi, coz sveédEi spise pro technické diivody nekorelace nez pro biologické.
Naproti tomu, u pacientli s nekorelujicim pribéhem MRN byla u 50 % vzorki (83/167;
po odecteni vzorki, které byly negativni obéma metodami (27) se jednalo o 60 %) hladina
BCR-ABL1 MRN alespon o 1 fad vyssi nez hodnota Ig/TCR MRN, rozdily vétsi nez 2 tady
(BCR-ABL1 > Ig/TCR) byly naméteny u 22 % (37/167) vzorki.

Pti analyze vzorkl pacienti s diskordantnim pribéhem MRN byl v pribéhu intenzivni
terapie nalezen trend ve smyslu zvysujiciho se poctu diskordantnich vzorki s nartistajicim
¢asem od diagnézy. Zatimco po prvnim tydnu lécby (D8) nemél zadny z pacienti
nekorelujici hladiny MRN (0/23), na konci druhého tydne (D15) byly vyssi hladiny
BCR-ABLI naméfeny u 10 % pacientti (3/29) a po uplynuti 1, 3 a 5 mésicit byly vyssi
hladiny fuzniho genu naméteny u 32 %, 40 %, respektive u 63 % pacient (13/41, 10/25
a 19/30; viz Obrazek 6).
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Obrazek 6 Srovnani hladin minimalni rezidualni nemoci v priubéhu 1é¢by

DalSim ptistupem ke stanoveni hladiny MRN byla kvantifikace bun¢k nesoucich deleci
v genu IKZF1. Zatimco u pacientl s korelujicim pribéhem MRN odpovidal pribéh MRN
naméfeny timto pfistupem zbylym genomickym metodam (BCR-ABLI 1 Ig/TCR),
u pacientil s diskordantnim pribéhem MRN odpovidalo mnoZstvi bun€k nesoucich deleci
IKZFI poctu bunék s klonalnimi Ig/TCR piestavbami. Ilustrativni pribéh MRN u pacientti
s korelujicim a nekorelujicim pribéhem MRN zobrazuje Obrazek 7, pribéh MRN

u vétsSiny pacientil je uveden v ptiloze (Ptiloha 1).
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Obrazek 7 Priubéh minimalni rezidudlni nemoci u pacienta s nekorelujicimi a Kkorelujicimi

hladinami MRN

DG = diagnéza; D = den; T = tyden; M = mésic; TKD = transplantace kostni dfené

5.1.4 Pritomnost genu BCR-ABL1 ve vybranych bunécnych subpopulacich

U détskych pacientl s BCR-ABLI-pozitivni ALL, kteii byli v Ceské republice
diagnostikovani s primarni manifestaci ¢i relapsem onemocnéni v obdobi od cervna 2007
do prosince 2014, byla analyzovéna pfitomnost fuzniho genu ve vybranych bunécénych
subpopulacich a hematopoetickych prekurzorech. Celkem bylo takto analyzovano 12
konsekutivné diagnostikovanych pacientii, pouze jeden pacient byl z této kohorty vyloucen
pro nedostatek materidlu. U dvou pacientdl nebylo mozné urcit typ pribéhu MRN
(ne/korelujici) na zaklad¢€ srovnani [g/TCR a BCR-ABLI ptistupu: u jednoho pacienta nebyla
nalezena piechodova sekvence BCR-ABLI na DNA urovni, u druhého nebyla nalezena
klonalni Ig/TCR piestavba vhodna ke kvantifikaci MRN. V téchto piipadech byly
ke korelaci pouzity hladiny MRN naméfené pomoci exprese BCR-ABLI respektive
pritokové cytometrie. Pfitomnost fizniho genu v rtiznych bunéénych populacich bylo dale

mozné stanovit u 1 pacienta s korelujicim pribéhem MRN. Vysledna kohorta byla tedy
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slozena z 9 pacientl s korelujicim praibéhem MRN a 4 pacientl s diskordantnim pritb¢hem

MRN. Kontrolni skupinu tvofili 3 détsti pacienti s CML.

Sortovani na jednotlivé bunécné populace (leukemické blasty, T-lymfocyty, nemaligni
B-lymfocyty a myeloidni buniky) snéaslednou FISH analyzou bylo provedeno
u 12 diagnostickych vzorki (10x BCR-ABLI-pozitivni ALL, 2x CML). Ze zbylych pacient
(1x CML a 3x BCR-ABLI-pozitivni ALL) byl jeden jiz dfive publikovan (Zaliova et al.
2009) a u zbyvajicich byly jednotlivé bunétné populace z diagnostického/relapsového
vzorku analyzovany pomoci qPCR (BCR-ABL1 a Ig/TCR).

U sedmi pacienti s korelujicim pribéhem MRN byl fizni gen detekovan pouze
v leukemickych blastech (v rozmezi 93 — 100 %), zatimco T-lymfocyty, nemaligni
B-lymfocyty a myeloidni buiiky byly negativni (< 2 % BCR-ABLI-pozitivnich bunék;
viz Obrazek 8A). Zbyvajici dva pacienti s korelujicim pribéhem MRN byli diagnostikovani
s ALL, avsak pfi diagnoze u nich byla zaznamendna aberantni exprese myeloidniho znaku
CD33. Jeden z téchto pacientli mél tento znak pii diagnoze na 40 % leukemickych blastd,
pfi relapsu onemocnéni byly jiZ vSechny leukemické buiikky CD33-pozitivni. Druhy pacient
byl diagnostikovan s bilinedlni B/myelo leukémii. U téchto 2 piipadi byl fazni gen
detekovan také v myeloidnich bunkach (sortovanych na zaklad¢ CD33 pozitivity),
T-lymfocyty 1 nemaligni B-buniky byly negativni. Naslednd analyza pomoci qPCR u téchto
dvou pacientli potvrdila v CD33-pozitivnich buiikdch pfitomnost nejen fuzniho genu BCR-

ABLI, ale 1 Ig/TCR prestaveb.

U pacientd s diskordantnim pribéhem MRN byl fuzni gen detekovan nejen
v leukemickych blastech, ale 1 v T-lymfocytech (12 — 21 %), v nemalignich B-lymfocytech
(15 — 83 %) a v myeloidnich bunkach (15 — 80 %; viz Obrazek 8B). U dvou pacientii bylo
mozné potvrdit pfitomnost fuzniho genu v rozdilnych bunéénych typech 1 pomoci qPCR.
Zatimco prestavba BCR-ABLI byla spolehlivé detekovana ve vSech vysetfenych bunéénych
populacich, Ig/TCR ptestavby bylo mozné kvantifikovat pouze v leukemickych blastech.
Ostatni bunécné typy byly na Ig/TCR urovni negativni nebo nizce pozitivni (do 5 %),

coZ odpovida hladin€ mozné kontaminace sortu.

Multipotentni progenitory a kmenové buiikky byly analyzovadny u dvou pacienti

s korelujicim pribéhem MRN a dvou pacientli s nekorelujicim pribéhem MRN.
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Ani v jednom piipadé se ndm vSak nepodafilo spolehlivé potvrdit pfitomnost fizniho genu

BCR-ABLI v sortovanych populacich (viz Ptiloha 1).

U pacientli s CML (2 byli v chronické fazi, 1 ve fazi lymfoidni blastické krize) byl
fuzni gen BCR-ABLI detekovan v lymfoidnich blastech (93 — 100 %), v monocytech
(34 — 100 %) a v granulocytech (34 — 100 %; viz Obrazek 8C). Naproti tomu,
v T-lymfocytech nebyl fuzni gen nalezen ani u jednoho z pacientii. U dvou pacientli bylo
mozné analyzovat i multipotentni progenitory a kmenové buniky. V obou piipadech byl fizni
gen BCR-ABLI ptitomen ve vSech analyzovanych buitkach obou bunéénych typi (viz
Ptiloha 1)

5.1.5 Leukocytdza a variabilita exprese BCR-ABL1 pri diagnoze

Celkové srovnani hladiny leukocytt pifi diagnoéze bylo provedeno u détskych pacientii
s BCR-ABLI-pozitivni ALL. Pacienti s Major typem ptestavby méli signifikantné vyssi
leukocytézu nez pacienti s minor typem BCR-ABLI faze (p = 0,001, viz Obrazek 9A).
Srovnani mezi pacienty s korelujicim a nekorelujicim pribéhem MRN neukézalo

signifikantni rozdily v diagnostické hladin¢ leukocytt (p = 0,2).

Mira exprese BCR-ABLI byla analyzovana pouze u détskych pacientii, u kterych byla
hladina exprese fizniho genu normalizovéana k expresi jednoho ze dvou housekeeping genti:
B2M ¢i GUSB. Mezi pacienty s Major typem prestavby piesahovala variabilita exprese
fuzniho genu pfi diagnoze 2 fady, mezi pacienty s minor BCR-ABL1 fizi byla tato variabilita
jeste vyssi a dosahovala rozdilu o vice nez 3 fady. Varianta fuzniho genu neméla vliv na
miru exprese BCR-ABLI pii diagnoze. Pacienti s nekorelujicim pribéhem MRN méli
signifikantné nizsi expresi fuzniho genu pii diagndze nez pacienti s korelujicim pribéhem

MRN (p = 0,039; viz Obrazek 9B).
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Obrazek 8 Srovnani dynamiky MRN a pritomnosti fize BCR-ABLI v bunéénych subpopulacich

pri diagnoze u pacienti s ALL s korelujicim (A) a nekorelujicim (B) pribéhem

MRN a u pacienta s CML (C)

DG = diagnéza, D = den, T = tyden, M = mésic, TKD = transplantace kostni diené
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Obrazek 9 Srovnani hladiny leukocyti (A) a hodnoty exprese flizniho genu (B) u détskych
pacientii s BCR-ABLI-pozitivni ALL
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5.1.6 Analyza celkového preziti

Do analyzy celkového preziti byla zahrnuta pouze data détskych pacientti s BCR-ABLI-
pozitivni ALL. VétSina téchto pacientli podstoupila 1é€bu tyrozin kindzovymi inhibitory
(s vyjimkou 3 pfipad; dalsi 4 pacienti byli 1éceni TKI az po relapsu onemocnéni),
1 kdyz schéma podavani bylo mezi pacienty rizné (individudlni 1écba, rozdilné lécebné
protokoly). VétSina pacienti (80 %) téZ podstoupila transplantaci hematopoetickych

kmenovych bunék.

Celkové preziti pacientt s korelujicim a nekorelujicim pribéhem MRN nebylo rozdilné.
V kohorté¢ pacientli s korelujicim pribéhem MRN nebyl nalezen rozdil v preziti
mezi pacienty, ktefi podstoupili transplantaci kmenovych buné€k, a témi, ktefi byli 1éceni
pouze pomoci chemoterapie (viz Obrazek 10). Naproti tomu u pacientil s diskordantnim
prabéhem MRN se celkové datilo 1épe transplantovanym pacienttiim (median sledovani ~ 10

let) ve srovnéni s pacienty lé€enymi vyhradné chemoterapii (viz Obrazek 10).

Lééba u pacientl chemoterapie Lé&ba u pacientt chemoterapie
s korelujicim prabéhem MRN == transplantace s nekorelujicim prib&hem MRN == transplantace
1.004 1.00 —|
= 0.75 = 0.75
N N
2 2
o a
‘0 0.50 ‘0 0.50
(@) @]
X X
8 3
0.25 0.25
p=045 p=0.019
0.00 0.00
0 50 . 100 150 200 0 50 . 100 150 200
Cas (mésice) Cas (mésice)

Obrazek 10 Vliv l1écby na celkové preZiti u détskych pacienti s BCR-ABL1-pozitivni ALL
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5.2 Hyperdiploidni leukémie

5.2.1 Pocty chromozomii a korelace s DNA indexem

Analyza metodou SNP array ukazala, Ze u vétSiny pacientli z nasi kohorty HHD ALL
(53/89 pacienti, 60 %) se pocet chromozoml pohyboval v rozmezi 53 -56. Nejc€astéji byly
zmnozeny chromozomy 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 a X, zatimco chromozomy 1, 2, 3, 7, 13, 15,
16, 19, 20 a Y byly trizomické pouze u zlomku pacienti (< 10 %). Grafy znazorfujici pocty
chromozomli a mnozstvi pacientd s konkrétnimi trizomiemi jsou soucasti piilohy

(Ptiloha 2).

Hodnoty DNA indexu (DNAi) naméfené pomoci pritokové cytometrie byly v rozmezi
1,09 — 1,59. Celkova korelace mezi teoretickym DNAI, spoCitanym na zaklad¢ vysledku
analyzy SNP array, a DNAIi ziskanym pomoci pritokové cytometrie byla velmi dobra
(p <0,0001). Soucasti korelacni analyzy byli 1 pacienti (54 ALL), ktefi nebyli klasifikovéani
jako HHD ALL (pocet chromozomii v jejich leukemickych buitkkach byl < 50).
Az na jednoho pacienta byl u vSech pacientl z této skupiny nameéfen DNAi < 1,1. Naproti
tomu, u vSech pacienti diagnostikovanych s HHD ALL — taktéz s jedinou vyjimkou — byla
hodnota DNAi > 1,1. Na zaklad¢ korelace mezi po¢tem chromozomu a hodnotou DNAI bylo
mozné rozdelit pacienty do dvou skupin. Hodnota DNAi > 1,16 byla — s jednou vyjimkou —
detekovana pouze u pacientd s alespont 55 chromozomy. Naproti tomu, u pacientii s niz§im

poctem chromozomi (< 55) byla — vyjma tii pfipadli — namétena hodnota DNAi < 1,16.

V nasledné analyze byla tedy celd kohorta pacientl s hyperdiploidni ALL rozdélena
do dvou skupin, a to na zdkladé¢ hodnoty DNAI. Pacienti s DNAi < 1,16 (34 HHD ALL) byli
oznaceni jako ti s nizkym DNA indexem (LDi-HHD; low-DNAI), pacienti s DNAi > 1,16
(55 HHD ALL) byli oznaceni jako ti s vysokym DNA indexem (HDi-HHD; high-DNA1).
Rozdilné zastoupeni jednotlivych zmnozenych chromozoml u obou skupin (LDi vs. HDi)
zobrazuje Obrazek 11. U pacientli s HDi bylo detekovano signifikantné vyS$si zastoupeni
trizomii (a to 1 kombinovanych) s pozitivnim prognostickym dopadem. AvSak téz trizomie
chromozomu 5 (mozny negativni prognosticky faktor, (Heerema et al. 2000)) byla popsana

u vyssiho poctu pacientt s HDi ve srovnani s LDi skupinou.
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Obrazek 11 Zastoupeni zmnoZenych chromozomiu a jejich kombinaci u pacientd s vysokym

a nizkym DNA indexem

5.2.2 Variabilita poctu kopii

Variabilita poctu kopii (CNV) byla u HHD pacienti detekovana pomoci SNP array.
NejcastéjSim typem strukturni chromozomové aberace byla amplifikace dlouhého raménka
chromozomu 1 (1q), jez byla detekovana u 17 pacientii. Nejbéznéjsi typy deleci byly
nalezeny v genech, jejichz aberace jsou spojené s détskymi leukémiemi —
CDKN2A/CDKN2B (13 pacientt), ETV6 (7 pacient), PAX5 (6 pacientl),
IKZF1 (5 pacientl) a TP53 (4 pacienti). Uniparentalni dizomie byla nejcastéji detekovana

na chromozomu 9 (11 pacientii s celkovou UPD, 3 pacienti s ¢astecnou UPD).

CNV byly ve vys$i mife zastoupeny u pacientti starSich tii let. Konkrétni CNV,
jejiz vyskyt se lisil v zavislosti na v€ku pacienti, byla delece genu ETV6. Tato delece byla

vvvvvv

s vs. bez delece ETV6).

49



5.2.3 Mutace v genech signaliza¢ni drahy RAS a v genu CREBBP

Celkem byly mutace v genech, které¢ se podileji na signalizaci v ramci signalizacni
kaskady RAS (KRAS, NRAS, FLT3, PTPNII), a v genu CREBBP hledany u 85 pacienti.
U jednoho pacienta byla vyuzita data ziskand pomoci celoexomového sekvenovani,
u zbylych pacientl byla analyza provedena na zaklad¢ Sangerova sekvenovani. Konkrétni
oblasti, vnichz byly mutace hledany, byly odvozeny =z diive publikovanych dat
(Malinowska-Ozdowy et al. 2015).

Mutace v nékterém z genti signaliza¢ni kaskady RAS ¢i v genu CREBBP byla nalezena
u 47 pacientt (55 %). U nékolika pacientt (9) bylo v diagnostickém vzorku detekovano vice
mutovanych oblasti, u 4 pacientii byla popsana jak mutace v genu CREBBP tak v jednom
z genl signalizacni drahy RAS. Nejcastéji byla mutace nalezena v genech KRAS (35 %
ptipadtt) a NRAS (12 % ptipadt). V genech FLT3, CREBBP a PTPNII byly mutace
detekovany jen u nékolika pacientt (6 %, 7 % a 8 % ptipadd).

Mutace v genech signalizatni drdhy RAS byly asociovany s niz§im poctem
chromozomul i s niz§i hodnotou DNAi (median 54 vs. 56 a 1,16 vs. 1,19; p = 0,013
a p = 0,018 pro pacienty s vs. bez mutace). Dale byly mutace v téchto genech cCast&jsi
u pacientll s dizomii chromozomu 10 ve srovnani s pacienty s trizomii/tetrazomii tohoto

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

5.2.4 Expresni profilovani

Expresni profilovani metodou microarrays bylo provedeno v 36 ptipadech (21 HDi
a 15 LDi pacientll). Nesupervidované hierarchické klastrovani na zékladé¢ 10 000 sond
s nejvariabilnéj$i expresi rozdélilo pacienty do dvou skupin (viz Obrazek 12). V jedné
skupiné byli pouze HDi pacienti, v druhé skupiné byli kromé pacientii s LDi také dva

1,16/1,17a 1,17/1,162).

pacienti s DNAi > 1,16 (hodnoty DNAi urcené¢ho priatokovou cytometrii/SNP array:

50



14

i HDi-HHD
. | LDi-HHD

7 e T e e — N T o

12

8 10
|

6
|

Obrazek 12 Dendrogram nesupervidovaného hierarchického klastrovani

K nesupervidovanému klastrovani byly pouzity hodnoty exprese 10 000 sond s nejvariabilnéjsi expresi v ramcei
celé kohorty. Cisla uvedena pod dendrogramem predstavuji hodnoty DNAi naméfené pomoci pritokové

cytometrie.

Pfi analyze rozdiln€ exprimovanych genti (p < 0,05) mezi skupinou pacientli s LDi
a HDi bylo nalezeno 92 genti signifikantné vice exprimovanych u LDi pacient a 54 gent
signifikantné vice exprimovanych u HDi pacient. Seznam vSech rozdilné exprimovanych

genll je soucasti prilohy (Ptiloha 2).

Vysledky expresniho profilovani byly dale vyuzity k ,,Gene set enrichment* analyze
(GSEA). Pomoci tohoto pfistupu je mozné sledovat rozdilnou expresi celych sad geni,
které se naptiklad ucastni konkrétniho biologického procesu ¢i jsou lokalizovany na urcitém
useku chromozomu. Nésledujici parametry byly pouZity pro kladné vyhodnoceni rozdilné
exprimovanych genovych sad: 1) pocet genli v sad¢ > 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 ziskano 64 genovych sad, v nichz byly zatazeny geny vice
exprimované u HDi-HHD pfipadi nez u pacientt s LDi-HHD. Sada s nejvyssim
NES (= 2,55) byla slozena z gentl, které se nachazeji v blizkosti genu CDC27 (cell division
cycle 27) a jsou spoletné¢ snim exprimovany (sada GNF2 CDC27, expression
neighbourhoods centred on CDC27) (Su et al. 2004, Subramanian et al. 2005). Protein

CDC27 je soucasti anaphase promoting complex (APC), interaguje s proteiny majicimi svou
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roli v kontrole bunécného cyklu v mitotické fazi (Wu et al. 2000) a mize mit tedy vliv

na kontrolu poc¢atku mitotického déleni.

Pocet genovych sad, ve kterych se vyskytovaly geny s vyssi expresi u LDi pacientl
ve srovnani s HDi pacienty, byl 43. Nejvyssim NES (|-2,31]) byla ohodnocena pozi¢ni sada
gent lezicich na kratkém raménku chromozomu 17 (17p13). U LDi pacientl byly GSEA
analyzou vybrany i dal$i pozi¢ni sady: 17p11,17ql1, 17q24, 17925 a 7p13. Celkovy ptehled
vysledkit GSEA je uveden v ptiloze (Ptiloha 2).

Na zéklad¢ dat ziskanych z expresniho profilovani byl téz analyzovéan vliv genové
davky na expresi. Hodnoty exprese jednotlivych sond byly normalizovany pomoci z-score
(prameér = 0, rozptyl = 1) a nasledné zobrazeny pomoci kumulativni distribuce. Exprese byla
takto porovnana na chromozomech 5, 8, 10 a 21. Stejné srovnani bylo provedeno
1 pro expresi genu lokalizovanych na kratkém a dlouhém raménku chromozomu 1. Pacienti
byli vzdy rozdéleni do dvou skupin, a to na zéklad¢ poctu kopii daného chromozomu ¢i ¢asti
chromozomu 1q. Ze srovndni pomoci kumulativni distribuce bylo patrné, Ze v oblastech
zvySené genové davky dochazelo obecné k vyssi expresi. Je vSak tfeba zdiraznit, ze toto
zvySeni platilo predev§im pro celé oblasti a netykalo se vSech genii lokalizovanych
v amplifikovanych oblastech. Analyza diferencialni exprese ukazala, ze rozdily v expresi
jednotlivych genli byly statisticky signifikantni pouze vzécné (chromozom 5: 71 gent;
chromozom 8: 7 gend; chromozom 10: 4 geny; chromozom 21: 0 genli). Ukazka
kumulativni distribuce exprese zobrazuje Obrazek 13, zbylé¢ vysledky jsou uvedeny

v priloze (Ptiloha 2).

52



1p 19

1.001 e - -
©0.751
(8]
=3
Z
=]
0
o
‘£0.50
=
=
T
= §
E
3 ]

0.25 i

0.00] et |

2 0 2 4 6 2 0 2 4 6
Z-score

= g amplifikaci a

Normalizované hodnoty exprese u pacientd bez amplifikace 1q

Obrazek 13 Kumulativni distribuce exprese geni leZicich na kratkém (1p) a dlouhém (1q)

raménku chromozomu 1

5.2.5 Odpovéd nalécbu a analyza preZiti

Ve skupiné pacientll s nizkym DNAi bylo — ve srovnani se skupinou pacientl
s DNA1 > 1,16 — signifikantné vice téch, kteti byli zafazeni do skupiny s vysokym rizikem
relapsu onemocnéni (14/34 vs. 4/55, p = 0,0002). Srovnani hodnot DNAI v jednotlivych
skupinach nizkého, stfedniho a vysokého rizika zobrazuje Obrazek 14. U pacientl
zatfazenych do nizkého/sttedniho rizika byly navic signifikantné cetnéjSi kombinované
trizomie (soucasnd trizomie chromozomu 4, 10 a 17: 2/18 vs. 43/71 pacientii vysokého vs.
sttedniho/nizkého rizika, p = 0,0002; soucasnd trizomie chromozomt 4 a 10: 6/18 vs. 50/71
pacientl vysokého vs. stiedniho/nizkého rizika, p = 0,0058; souc¢asna trizomie chromozomu
10 a 17: 4/18 vs. 47/71 pacientd vysokého vs. sttedniho/nizkého rizika, p = 0,0011)
a trizomie chromozomu 10 (8/18 vs. 58/71 pacientil vysokého vs. stfedniho/nizkého rizika,
p = 0,0026). TaktéZ trizomie chromozomu 5, nékdy povazovand za negativni prognosticky

vvvvvv

pacientli vysokého vs. stiedniho/nizkého rizika, p = 0,034). U pacientii s HDi byly vyse
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zminéné trizomie — s vyjimkou trizomie chromozomu 5 — asociovany se signifikantné lepsi

odpovédi na 1écbu métenou v D15.

p-val = 0,0005

1,5 ‘

p-val = 0,077

\
p-val = 0,01

Hodnota DNAi naméfena na pritokovém cytometru

-

nizké stiedni vysoké
riziko riziko riziko

Rizikova skupina

Obrazek 14 Hodnoty DNAI v jednotlivych rizikovych skupinach

Srovnani  variability poctu kopii, kterd nepostihovala celé chromozomy,
neukézalo vyznamné rozdily mezi pacienty vysokého a stfedniho/nizkého rizika. Nicméné
u HDi pacientll vysokého rizika byly necelochromozomové CNV signifikantné CastéjSi nez
u HDi pacientl sttedniho/nizkého rizika (median = 6,5 vs. 2; p = 0,017). AZ na jedinou
vyjimku nebyla v naSem souboru pacientli nalezena zadna asociace mezi odpovédi na 1é€bu
a n&kterym typem CNV ¢i mutaci v genech RAS signalizani drahy a CREBBP. Touto
vyjimkou byla delece v genu PAX5, jejiz nositelé vykazovali mirn€ lepsi odpovéd’ na 1écbu

v D15 (p = 0,04).

U pacientti, ktefi by byli zafazeni do vysokého rizika na zaklad¢ pravidel National
Cancer Institute (NCI; vék > 10 let a/nebo mnozstvi leukocyti pii diagnoze > 50 x 10°/1;
17 ptipadit), byla detekovana celkové horsi odpovéd’ na 1écbu métend v D15 —a to jak v celé

kohorté pacientti, tak 1 mezi LDi pacienty (pro obé skupiny bylo p = 0,039). V celkovém
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srovnani vSak rozdéleni pacientli podle NCI kritérii neodpovidalo stratifikaci pacient

do rizikovych skupin na zdklad¢ odpovédi na 1€cbu.

Hodnoceni celkového pieziti a preziti bez udalosti (event-free survival, EFS) bylo
provedeno na zakladé udaji ziskanych do ledna 2019, vcetné€. V ramci vSech 89 vysoce
hyperdiploidnich pacientti bylo zaznamenano 9 udalosti (6 pacientd s HDi-HHD a 3 pacienti
s LDi-HHD) vcetné tii tmrti (2 pacienti s HDi-HHD a 1 pacient s LDi-HHD; median
sledovani: 75 mésict; rozmezi: 7 — 176 mésicli). Kombinovana trizomie chromozomu 4 a 18
byla v nasi kohorté pacientli pozitivnim prognostickym faktorem, a to jak pro celkové
preziti, tak pro pieziti bez udalosti (pétileté EFS: 94,7 % + 2,9 % vs. 81,1 % + 6,9 %;
pétileté celkové preziti: 100 % vs. 90,6 % + 5,1 %). Naproti tomu, pacienti s trizomii
chromozomu 5 méli horsi EFS (pétileté EFS 77,3 % + 8,9 % vs. 93,7 % + 3%; viz Obrazek
15). U pacienti s HDi-HHD m¢la kombinovana trizomie chromozomu 4 a 10 pozitivni
prognosticky vliv na EFS (pétileté EFS 93 % £3,8 % vs. 62,5 % + 17,1 %; viz Obrazek 15).
V ramci na$i analyzy nebyly nalezeny signifikantni rozdily v celkovém pfieziti i pfeziti bez
udélosti mezi pacienty s HDi-HHD a LDi-HHD ani mezi pacienty zafazenymi do vysokého
a nizkého/stfedniho rizika. Vliv na oba zminéné typy pteziti nemél ani vék pfi diagnoze,
leukocytoza, ptitomnost mutace v genech signaliza¢ni drahy RAS ¢i CREBBP ani zadna

z typit CNV zjisténych v naSem souboru pomoci SNP analyzy.
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6 Diskuze

Béhem nékolika poslednich desetileti doSlo ke zcela zasadnimu vylepSeni prognoézy
pacientl s leukémiemi. Za timto vylepSenim nepochybné stoji, mimo jiné, hlubsi poznani
biologické podstaty jednotlivych subtypli tohoto onemocnéni. Symbolickym piikladem je
dramatické vylepseni prognozy pacientli s leukémii s fuznim genem BCR-ABL1 po zavedeni
inhibitorti tyrozin kindz do 1é¢ebnych protokold (Kantarjian et al. 1998, Arico et al. 2000,
Cortes et al. 2016, Biondi et al. 2018). Presto patii skupina détskych pacienti s BCR-ABLI-
pozitivni ALL v ramci vSech déti s akutni leukémii i1 nadale mezi skupiny s nejvysSim

rizikem selhani 1éCby.

Cilem projektu zaméfeného na BCR-ABLI-pozitivni leukémie bylo piedev§im
potvrzeni a dal$i prohloubeni poznatkli o pribéhu onemocnéni u déti s BCR-ABLI-pozitivni
ALL. Jiz v minulosti bylo v nasi laboratofi ukézano, ze u nékterych pacientd dochazi
v pribc¢hu 1é¢by ALL k vymizeni lymfoidnich leukemickych blastii, zatimco buiky
exprimujici fuzni gen BCR-ABLI bylo dial moZné detekovat i na vysokych hladinach
(Zaliova et al. 2009). U nékterych pacientd byla potvrzena ptitomnost fizniho genu
BCR-ABLI 1 mimo lymfoidni buiiky. Nebylo vSak mozné vyloucit, ze za rozdilnymi
vysledky MRN méfené pomoci Ig/TCR a exprese BCR-ABLI alespon do jisté miry nestoji
technické problémy vyplyvajici z porovnavani dvou odlisSnych metodik — kvantifikace
klonalnich pfestaveb imunoreceptorovych genti na DNA trovni a stanoveni exprese fuzniho
genu BCR-ABLI na RNA Urovni. Primdrnim Ukolem naseho projektu bylo tedy zavést
spolehlivou metodu pro nalezeni ptfechodové sekvence BCR-ABLI na genomické urovni a

nasledné vyuzit tyto specifické sekvence ke stanoveni hladiny minimalni rezidudlni nemoci.

Pti vyuzivani metody LD-PCR pro nalezeni pfechodové sekvence je kladen diraz
predevsim na kvalitu a délku fragmentt vstupni DNA. U casti pacient vSak nebylo mozné
amplifikovat fragmenty delsi nez 2 — 4 kbp. K analyze rozsahlych intronovych oblasti genti
BCR a ABLI se tato relativné kratkd DNA ukazala jako nepostacujici. A tak jsme predevsim
zavedenim metody NGS Custom Target Enrichment ziskali robustni, spolehlivou a efektivni
metodu k nalezeni ptechodovych sekvenci. Tuto metodu lze aplikovat i v navaznosti

na celogenomovou amplifikaci u vzorkidl s nizkou koncentraci vstupni DNA. Nésledna
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analyza vzorki, které se nepodatilo charakterizovat pomoci metody LD-PCR, navic ukazala
na mozné nedostate¢né pokryti genit BCR 1 ABLI a jejich okoli v nékolika tsecich. Za nizsi
uspésnosti metody LD-PCR tedy stoji pfredevsim dva faktory — kvalita DNA a pfili§ rozséhlé
useky mezi jednotlivymi primery pouzivanymi k amplifikaci ptechodovych sekvenci.
K analyze jednotlivych pacientti s fuzi BCR-ABLI je vSak ptfedevSim z hlediska cenové
dostupnosti LD-PCR metodou volby (vySetfeni NGS se stava finan¢né srovnatelnym az

pfi soucasné analyze vice vzorki v jednom experimentu).

Diky naSemu dlouhodobému z4jmu a navazané bohaté mezinarodni spolupraci se ndm
dosud podafilo vySetfit a nalézt pfechodovou sekvenci u 258 détskych a 171 dospélych
pacientll s BCR-ABLI-pozitivni leukémii. Jednd se o dosud nejrozsahlejsi soubor pacientt,
u kterych byl zlom na genomické urovni charakterizovan. Dosud publikované prace se navic
jen vyjimeén¢ vénovaly hledani zlomové sekvence typu minor (Score et al. 2010, Rainero et
al. 2018), v nasem souboru se vSak jedna o 202 pacienty. Ziskanim takto Sirokého souboru

bylo tedy mozné rozsitit pivodni zdmér i o analyzu pfechodovych sekvenci.

Vramci pilotni analyzy, ktera byla provedena na casti osekvenovanych vzork,
jsme identifikovali nendhodnou distribuci konkrétnich pozic zlomt v minor i Major oblasti
genu BCR. Dale bylo patrné signifikantné rozdilné rozlozeni zlomt v intronu 1 a okoli genu
rozdilnou distribuci zlomi v genu ABLI mezi détskymi a dospélymi pacienty s CML
(Krumbholz et al. 2012). Zda je vSak i v nasi skupin¢ pacientd rozhodujicim faktorem vék ¢i
ma vliv spiSe typ zlomu nebo diagnoza je obtizné urcit, s ohledem na fakt, Ze minor typ
ptestavby se v nasi skupiné vyskytuje predevsim u déti s ALL, zatimco fize typu Major byla
detekovana hlavné u dospélych pacientii s CML a pouze asi u pétiny déti s ALL. Za timto
ucelem se v souCasné dobé snazime déle rozsifit naS soubor o dospélé pacienty s ALL,

s minor 1 Major typem piestavby.

Na urovni jednotlivych sekvenci zloml nebyl nalezen CcastéjSi vyskyt nckteré
z rozptylenych repetic ani kryptickych rekombinacnich signalnich sekvenci v blizkosti mista
zlomu. U dvou pacientli, u nichz doslo ke zlomu v Alu elementu, byly vSak v pfechodové
oblasti pfitomny homologni useky o délce n€kolika desitek bazi. Z nasi analyzy vyplyva,
Ze na urovni primarni sekvence DNA nemaji rozptylené repetice ani krypticka signaliza¢ni

mista pro RAG rekombindzy zéasadni vliv na vznik zlomul, coz je v souladu s diive
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publikovanymi vysledky u pacientll s Major typem ptestavby (Burmeister et al. 2011, Ross
et al. 2013). Zda maji tyto sekvence vliv na vyssi strukturu DNA (napt. tvorbou smycek,
vazbou histond apod.), a tak ovliviiuji jeji stabilitu, neni mozné nasi analyzou vyhodnotit.
S jistotou lze vSak uvést, ze cely proces translokace, pfi kterém dochazi ke vzniku fizniho
genu BCR-ABLI, je velmi komplexni a muze pii ném dochazet ke vzniku DNA zlomi
na nékolika mistech genu BCR (inverze genu BCR), ABLI (inverze genu ABLI) i jiného
fuzniho partnera (inzerce genu ASIC2). Za nasledné spojeni DNA je pravdépodobné
zodpovédny proces nehomologniho spojovani koncii (Mattarucchi et al. 2008, Burmeister et
al. 2011, Ross et al. 2013). Pro tento typ mechanismu oprav DNA je charakteristické spojeni
tupych konctli, mikrohomologie v rozsahu az 4 bp ¢i inzerce ndhodnych nukleotidii (Chang
et al. 2017). V naSem souboru se tyto typy pfechodovych sekvenci vyskytovaly u vice nez

90 % pacientd.

Genomické sekvence BCR-ABLI fuze byly nasledné vyuzity ke stanoveni hladiny
leukemickych bunék v kostni dfeni ¢i periferni krvi, a to jak u détskych pacienti s ALL,
tak 1 u dospélych pacientii s CML. Zatimco u détskych pacienti s ALL byla sledovana
pfedevsim dynamika pribéhu onemocnéni v tvodu 1écby a jeji mozny prognosticky vliv,
u pacientli s CML se v soucasnosti upira pozornost k citlivé detekci fuzniho genu predevsim
u pacientll v molekularni remisi onemocnéni. Jiz v n€kolika publikacich bylo ukazano,
ze detekce BCR-ABLI na genomické urovni je senzitivngj$im piistupem ve srovnani
se standardné vyuZivanou kvantifikaci exprese fuzniho genu (Bartley et al. 2015, Pagani et
al. 2018), v kombinaci s digitdlnim PCR je navic mozné sledovat i velmi nizké hladiny
bunék s translokaci BCR-ABL1 (Krumbholz et al. 2019). V ramci projektu probihajicim
v Ustavu hematologie a krevni transfuze (pod vedenim doc. Machové) je u pacienti
v dlouhodobé molekularni remisi onemocnéni stanovovana hladina BCR-ABLI-pozitivnich
bunék pomoci genomického prechodu. Cést pacientii je v ramci studie EURO-SKI (Europe
Stops TKI in CML) indikovéana k vysazeni 1é¢by inhibitory tyrozinovych kinaz. Pacienti jsou
k tomuto pteruseni 1é€by indikovani mimo jiné na zaklad€ hladiny fizniho transkriptu, jehoz
detekce je vSak ve srovnani s genomickym pfistupem méné citliva. Zda by mohla citlivéjsi
detekce fuzniho genu na DNA trovni spolehlivéji identifikovat pacienty vhodné k pferuSeni
1écby TKI — piiblizné u poloviny pacientd dochazi po vysazeni k molekularnimu relapsu

onemocnéni (Rea et al. 2017, Saussele et al. 2018) — je pfedmétem pfipravované publikace.
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U déti s BCR-ABLI-pozitivni ALL je v popiedi zdjmu predevSim dynamika casné
odpovédi na 1écbu. V soucasné dobé probiha v ramci léebného protokolu EsPhALL
retrospektivni studie, v niz je analyzovan vliv hladiny MRN naméfené pomoci genomického
ptechodu BCR-ABLI na prognoézu onemocnéni. Tato studie probihd v ndvaznosti na nasi
praci, ve které byla popsana skupina pacientli s dlouhodob¢ zvySenou hladinou fizniho genu
BCR-ABLI a nizkou az nedetekovatelnou hladinou bunck nesoucich klondlni pfestavby
Ig/TCR. V na$i konsekutivni kohorté pacientii byla tato nekorelace nalezena u Ctvrtiny
pacientl, zatimco ve vétSin€ piipadid si hodnoty naméfené ob&ma pfistupy navzajem
odpovidaly. U pacientli s takto korelujicim prabéhem MRN byla fize BCR-ABLI
detekovana pouze v leukemickych blastech. Naproti tomu u pacientl s nekorelujicim
prabéhem MRN byla fuze BCR-ABLI detekovana v bunkéch, které se nachdzely mimo
dominantni leukemickou populaci a byly Ig/TCR-negativni (jednalo se o myeloidni bunky,
T-buiikky a nemaligni B-lymfocyty). Tyto vysledky ukazuji, ze u ¢asti pacienti dochazi
ke vzniku translokace BCR-ABL1 ve velmi ¢asném progenitoru, ¢cimz se podobaji pacientim
s chronickou myeloidni leukémii, a proto jsme je vnasi praci oznalili jako pacienty

s ,,CML-like* leukémii.

Dalsi podobnosti mezi pacienty s ,,CML-like* leukémii a pacienty s typickou CML je
vznik delece v genu IKZF'1 v leukemickych bunikach. U pacientii s CML je tento typ aberace
spojovan s progresi z chronické faze onemocnéni do faze lymfoidniho blastického zvratu
(Mullighan et al. 2008). U pacientt s ,,CML-like* leukémii odpovidalo mnozstvi bunék
nesoucich deleci v genu IKZF1 hladindm bunék s klonalnimi pfestavbami genti pro Ig/TCR.
Obé& skupiny pacientl si navic byly podobné i vyznamné nizsi expresi fizniho genu BCR-
ABLI ve srovnani s pacienty s ,,typickou* BCR-ABLI-pozitivni ALL (s dobrou korelaci
Ig/TCR a BCR-ABLI pftistupu).

Byt vSak maji pacienti s BCR-ABLI-pozitivni ALL s nekorelujicim pribéhem MRN
a pacienti s CML v lymfoidni blastické krizi né€které spolecné znaky, vyznamné se lisi
v zastoupeni BCR-ABLI-pozitivnich bun¢k vradmci jednotlivych bunécnych populaci.
I kdyZ byl u pacientt s ,,CML-like* leukémii fuzni gen detekovan i v myeloidnich bunikéach,
jednalo se o niZsi hladiny nez u pacientti s CML. Navic, zatimco u pacientt s ,,CML-like*
leukémii byla translokace BCR-ABL1 detekovana i v T-lymfocytech, u naSich dvou pacientli
s CML byla tato buné¢na populace BCR-ABLI-negativni. Pacienti s BCR-ABLI-pozitivni
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ALL s nekorelujicim pribéhem MRN jsou tedy v rdmci BCR-ABLI-pozitivnich leukémii
pravdépodobné samostatnou entitou, ktera se svou biologii lisi jak od pacientt s ,,typickou

ALL, tak od pacientti s typickou CML v lymfoidni blastické krizi.

Jaky vliv ma pribéh MRN u ,,CML-like* pacientli a pacientii s ,typickou ALL
na celkovou progndézu onemocnéni nebylo mozné v nasi kohorté spolehlivé analyzovat.
Jednalo se pfedevSim o historickou kohortu pacientti, ktefi byli 1éCeni podle nékolika
ruznych lécebnych protokoll ¢i podstoupili individudlni 1é€bu. Nicméné, z nasi analyzy se
zda, ze pacienti s ,,CML-like* leukémii profitovali z Casné transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék v porovnani s vyhradné chemoterapeutickou IéCbou. Naproti tomu
u pacientu s ,,typickou* ALL nebyl v zavislosti na typu zvolené 1é¢by nalezen prognosticky
rozdil. Otazka celkové progndzy pro pacienty s korelujicim a nekorelujicim pribéhem MRN
— a tedy s odlisnym postizenim jednotlivych bunéénych populaci — je pfedmétem soucasné

studie, kterd probihd v ramci lé¢ebného protokolu EsPhALL.

Téma progndzy bylo reflektovano i v rdmci projektu se zaméefenim na détské pacienty
s vysoce hyperdiploidni leukémii. Obecné maji tito pacienti velmi dobrou prognozu,
nicméné nékteré studie ukazuji v ramci této skupiny na mozny prognosticky efekt spojeny
s trizomii konkrétnich chromozomi ¢i s po¢tem zmnozenych chromozomi (Heerema et al.
2000, Paulsson et al. 2013). Pocet zmnozenych chromozomi neni vSak v rdmci lé¢ebnych
protokolll povaZzovan za stratifikaéni kritérium. Navic ani diagnostika vysoce
hyperdiploidnich leukémii neni mezi 1éCebnymi protokoly jednotna. Pacienty je mozné
detekovat na zaklad€ cytogenetiky, metodou FISH, SNP array ¢i stanovenim DNAIi (Pui et
al. 2009, Reismuller et al. 2017), a tak mohou byt vysledné kohorty pacienti s HHD ALL
odlisné.

Srovnani hodnot DNAI a poctu chromozomil ukazalo, ze pacienti s DNAi > 1,1 maji
ve vétSing piipadll vice nez 50 chromozomu a patii tedy do skupiny HHD ALL. Pfestoze
pacienti s 51 chromozomy mohou mit i niz§i DNAi ~1,09 (Dastugue et al. 2013), na zakladé
naSich dat povazujeme hodnotu DNAi > 1,1 za diagnosticky relevantni, nebot’ je takto
mozné odhalit pres 95 % pacientdh s HHD ALL. NaSe analyza navic ukézala, Ze hodnota

DNAI u vétsiny pacient s 51 — 54 chromozomy nedosahuje 1,16. Naproti tomu u vétSiny
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pacientll s > 54 chromozomy byla hodnota DNAi > 1,16. V ramci naseho projektu tedy
slouzila hranice DNAi > 1,16 pro zafazeni do skupin s nizkym (LDi) a vysokym (HDi)
DNA.I. V diive publikované studii (Dastugue et al. 2013) bylo ukézéano, ze vyznamna Cést
pacienti s DNAi > 1,16 ma, na zdklad¢ ur€eni karyotypu, v leukemickych buikéach 54
chromozomti. V rdmci nasi prace, v niz byl pocet chromozomil stanoven pomoci metody
SNP arrays, byl median DNAi pro pacienty s 54 chromozomy 1,14 a pouze ve dvou
ptfipadech dosahovala tato hodnota alesponi 1,16. Toto srovnani ukazuje, Ze korelace
mezi poctem chromozomti a hodnotou DNALI slouzi spiSe orienta¢né a je zavisla na metodice

zvolené pro stanoveni poctu zmnozenych chromozomii.

Srovnani pacientd snizkym a vysokym DNAi ukézalo na vyznamné rozdily
mezi témito dvéma skupinami. V ramci skupiny pacientii s HDi bylo — ve srovnani s LDi
pacienty — signifikantné vice pfipadii s kombinovanymi trizomiemi, piedevS§im
s kombinovanou trizomii chromozomu 4, 10 a 17. Naproti tomu, skupina pacientti s LDi
byla obohacena o pfipady s mutaci v genech signaliza¢ni drahy RAS a genu CREBBP. Tento
rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny, nebot u vyznamné Casti pacientl s mutaci
v nékterém z té€chto genti se hodnota DNAi pohybovala v rozmezi 1,16 az 1,2. V ramci nasi
studie vSak nebyla nalezena souvislost mezi pfitomnosti mutace v genech signaliza¢ni drahy
RAS a odpovédi na 1écbu ¢i celkovou prognoézou. Ani analyza expresniho profilovani

neukdzala na klastrovani pacientli s mutaci v t€chto genech.

Dal§im pftistupem, ktery poukazal na ob& skupiny pacienti (LDi a HDi) jako
na biologicky odlisné entity, bylo nesupervidované hierarchické klastrovani vytvotrené
na zaklad€ expresnich dat. Timto byli pacienti rozdéleni do dvou skupin dle hodnoty DNAi
— jedna skupina byla tvofena vyhradné pacienty s HDi-HHD, zatimco v druhé se kromé
pacientt s nizkym DNAIi nachazeli i dva s hrani¢né vys§imi hodnotami DNAi (1,16 a 1,17).
Néslednou analyzou rozdiln€ exprimovanych gent bylo ukazano, Ze pocet amplifikovanych
chromozoml a tim i rozdil v genové davce pravdépodobné neni primarnim divodem
k biologickym odliSnostem mezi skupinami pacienti s HDi-HHD a LDi-HHD. Z celkového
poctu 146 rozdiln¢ exprimovanych gend jich byla vétSina — téméf 2/3 — signifikantné vice
exprimovana u pacientil s nizkym DNAI, tedy u pacientil s nizSim poctem chromozomi.
Obecné bylo vSak mozné sledovat vliv ploidie na celkovou expresi genli nachazejicich se

na amplifikovanych chromozomech, coz je v souladu s jiz diive publikovanymi poznatky
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(Gruszka-Westwood et al. 2004, Paulsson et al. 2015). I kdyZ pfi analyze jednotlivych gent,
které jsou lokalizovany na amplifikovanych chromozomech, bylo jen malé procento z nich
signifikantné vice exprimovano u pacientll se zmnozenim pfislusného chromozomu nebo
jeho casti.

Pomoci metodiky GSEA byla nalezena celé fada rozdiln¢ exprimovanych genovych sad
mezi skupinami pacientli s LDi-HHD a HDi-HHD. U pacienti s HDi-HHD se mimo jiné
jednalo o nékolik sad lokalizovanych na chromozomu 10. Amplifikace chromozomu 10 je
Castéj$i u pacientii s HDi-HHD a zdd se, ze by trizomie tohoto chromozomu mohla
ovlivilovat zafazeni pacientii do rizikovych skupin. Je tedy mozné, ze Cast geni lezicich
na tomto chromozomu miize — na zaklad¢ genové davky — ovlivitovat prub¢h 1éCby. Naproti
tomu u pacientll s LDi-HHD byla patrnd zvySena exprese gent lokalizovanych v nékolika
oblastech chromozomu 17. Tento chromozom je vSak amplifikovan v podobné mife jak
u pacientil s LDi-HHD tak s HDi-HHD. Vliv genové davky je tudiz tieba v tomto piipade
ziejme vyloucit.

Hodnoceni casné odpovédi na 1é€bu ukéazalo na Castéjsi zafazeni pacientli s nizkym
DNAI do skupiny s vysokym rizikem relapsu onemocnéni. Na zékladé nasich analyz se vSak
zda, Ze =za zafazenim do jednotlivych rizikovych skupin nestoji celkovy pocet
amplifikovanych chromozomt jako spiSe trizomie chromozomu 10 (v kombinaci
s HDi-HHD a mohl by tedy pozitivné ovliviiovat stratifikaci téchto pacienti do ramen
s niZz$i intenzitou lécby.

Z hlediska celkového preziti a preZiti bez udalosti nebyl nalezen zasadni rozdil mezi
pacienty s nizkym a vysokym DNAi. V nasem souboru pacientl se jako pfiznivy faktor
ovlivitujici pravdépodobnost EFS 1 celkového pieziti projevila kombinovand trizomie
chromozomt 4 a 18. Naopak, z hlediska EFS se jako prognosticky nepfizniva projevila
trizomie chromozomu 5, coz je v souladu s diive publikovanymi daty (Heerema et al. 2000).
U pacienti s HDi-HHD m¢la ptiznivy vliv na EFS kombinovand trizomie chromozomu 4
a 10. S ohledem na celkové nizky pocet udalosti (6 a 3 pacienti s HDi-HHD respektive
s LDi-HHD) je vSak tfeba pohlizet na tento typ analyzy s obezietnosti. Rozsahla studie
pacientt, ktefi byli 1éceni podle protokolu ALL-BFM (Reismuller et al. 2017) — tedy

stejnym typem protokolu jako nase kohorta pacientl — ukézala na lepSi celkové pétileté
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preziti u pacientdl s > 53 chromozomy. Za prognosticky vyznamné byly v této studii
oznaleny i trizomie chromozomu 10 & chromozomu 17. Zadny z téchto parametrti viak
nemél v nasi kohorté vyznamny vliv. Celkové je tedy mozno shrnout, ze ptestoze se definice
détské hyperdiploidni ALL patrné¢ 1iS§i mezi jednotlivymi protokoly ¢i pracovnimi
skupinami, obecné tvoii skupinu s velmi dobrou prognozou. I tak je ovSem podle naSich dat
do jist¢ miry vnitin¢ heterogenni a spolehlivéjsim ukazatelem progndzy se zda byt spiSe

¢asna odpovéd na 1é¢bu nez pritomnost jednotlivych ¢i kombinovanych trizomii.
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7 Zavér

V ramci projektu se zaméienim na BCR-ABLI-pozitivni leukémie jsme zavedli dvé
metody pro charakterizaci BCR-ABLI fuze na genomické tirovni — LD-PCR a NGS Custom
Target Enrichment. Pomoci téchto dvou pfistupli se ndm podatilo nalézt prechodovou
sekvenci u 428 pacientii. Pilotni analyza fuznich sekvenci neukézala na preferen¢ni vznik

zlomt v blizkosti rozptylenych repetic ¢i rekombinacnich signalnich sekvenci. Piechodové

sekvence vétSiny pacientll ukazuji na spojeni obou fuznich partnerd NHEJ mechanismem.

Srovnani hladin MRN ziskanych na zdkladé genomického ptechodu BCR-ABLI
s hladinami ziskanymi detekci klondlnich piestaveb Ig/TCR odhalilo skupinu pacienti
s BCR-ABLI-pozitivni ALL (v konsekutivni kohorté¢ se jednalo o 25 % pacientl)
s dlouhodobé zvySenymi hladinami BCR-ABLI-pozitivnich bun€k. Pacienti v této skupiné
byli pro svou podobnost s CML oznaceni jako pacienti s ,,CML-like* leukémii. Mozné
prognostické¢ rozdily raznych 1é¢ebnych pfistupti (chemoterapie vs. transplantace)
pro pacienty s ,.,typickou* BCR-ABLI-pozitivni ALL a pacienty s ,,CML-like* leukémii jsou

pfedmétem probihajici mezindrodni studie.

Cast této prace se téZ vénovala détskym pacientim s HHD ALL. Pacienty s timto typem
leukémie lze rozdélit na dvé podskupiny, které je mozné definovat jak hodnotou DNAI, tak
1 po¢tem chromozomd. Pacienti s LDi-HHD maji DNAi < 1,16 a v leukemickych buiikach
zpravidla nesou 51 — 54 chromozomil, zatimco pacienti s HDi-HHD maji hodnotu DNAi
vrozmezi 1,16 — 1,6 a v malignich buiikkach je obvykle mozné detekovat 55 — 67
chromozomt. Ob¢ skupiny se od sebe odliSuji expresnim profilem a Casnou odpovédi
na lécbu. Za rychlejsi casnou odpovéd’ na lécbu a tim castcjsi stratifikaci pacientli s HDi-
HHD do lé€ebného ramene s nizkym ¢i stifednim rizikem relapsu onemocnéni mozné stoji
Cast€j$i vyskyt kombinované trizomie chromozomt 4, 10 a 17 u této skupiny pacientl
ve srovnani s pacienty s LDi-HHD. V ramci naSi kohorty pacientil vSak nebyl mezi obéma
skupinami nalezen rozdil v celkovém pieZiti ani v pieZiti bez udalosti. Z hlediska celkového
pteziti by mohla mit prognosticky vyznam kombinovana trizomie chromozomii 10 a 18,

tato data by ovSem musela byt potvrzena na nezavislé kohorté pacienti.
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