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Predmluva

Predkladana habilitatni prace je vysledkem mého soustavného védeckého zajmu
o problematiku akutni lymfoblastové leukémie (ALL) dospélych. Této problematice se vénuji
od roku 2008 na padé Ustavu klinické a experimentélni hematologie UHKT a 1. LF UK
Vv neodmyslitelné spolupréci s dalsimi klinickymi a védeckymi pracovisti sdruzenymi v Ceské
leukemické studijni skupiné — pro zivot (CELL). M¢ vyzkumné aktivity na tomto poli byly
formovany aktivnim ¢lenstvim v Evropské pracovni skupiné pro akutni lymfoblastovou

leukémii dospélych (EWALL).

Prace obsahuje dosud nepublikovanou analyzu vysledki 1écby 297 dospélych pacienti
s akutni lymfoblastovou leukémii 1écenych v letech 2007-2020 v péti €eskych hematologickych
centrech pouzivajicich 1écebnd schémata inspirovana pediatrickymi protokoly, jejichz soucasti
je prospektivni sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN). Jeji soucasti je soubor Sesti
puvodnich védeckych praci, které jsou in extenso fazeny samostatné formou piiloh. Tyto prace
jsou opatieny komentarem a zasazeny do kontextu mych odbornych aktivit. Popis metodiky,
stejné jako vlastni odborna diskuse jsou soucasti jednotlivych originalnich publikaci a nejsou

v habilitacnim spise prekladany a duplikovany.

Je mou milou povinnosti na tomto misté¢ pod€kovat pfedev§im prof. MUDr. Petru
Cetkovskému, Ph.D., MBA za dlouholetou podporu a prostor, ktery mi poskytl pro odborny
rist a rozvoj vlastni vyzkumné &innosti. Dik patii viem kolegtim z klinického useku UHKT,
kteti se podileji na 1écbé ALL. Aktivity na poli akutni lymfoblastové leukémie si nelze
predstavit mimo kontext vySe zminéné studijni skupiny CELL a zéstupct vSech participujicich
center, zejména prof. MUDr. Michaela Doubka, Ph.D. a MUDr. FrantiSka Folbera, Ph.D. Za
hlubsi uvedeni do problematiky molekularni genetiky leukémii a odborné diskuse déku;ji doc.
Mgr. Katefin€ Polakové Machové, Ph.D., Mgr. Han¢ RemeSové, Ph.D., Ing. Jaroslavu Polakovi
in memoriam a kolektivu laboratofe CLIP pti Klinice détské hematologie a onkologie 2. LF UK
a FN Motol. Velmi si vazim pomoci Ing. Pavly Pecherkové, Ph.D. a MUDr. Jana Vydry, Ph.D.
se statistickym zpracovanim dat. V neposledni fadé vyjadiuji nesmirny vdék své rodiné za

inspiraci, toleranci a vielé, stimulujici prostiedi.

V Praze 10. prosince 2021



Teoreticky uvod

Akutni leukémie

Akutni leukémie predstavuji heterogenni skupinu zhoubnych onemocnéni krvetvorby,
charakterizovanou nekontrolovanou klonalni proliferaci leukemickych blastti v kostni dfeni,
jejich neschopnosti vyzravat a utlakem normalni hematopoézy. Podle ptislusnosti leukemickych
blastl ke konkrétni vyvojové linii hematopoézy jsou rozliSovany akutni leukémie myeloidni
(AML) a lymfoblastové (ALL).

Suverénni metodou pro stanoveni liniové piisluSnosti konkrétni akutni leukémie je
imunofenotypizac¢ni vySetfeni pritokovou cytometrii. Pomoci monoklonalnich protilatek
znac¢enych fluorochromy lze stanovit pfitomnost konkrétnich epitopii v cytoplazmé a na
membrang blasti. Kombinace konkrétnich znakt pak definuje nejen B-lymfoidni a T-lymfoidni
linii, ale také linii myeloidni. Kritéria pfislusnosti k jednotlivym liniim krvetvorby jsou

definovana Svétovou zdravotnickou organizaci (Swerdlow et al, 2017):

e myeloidni fada:
MPO (imunofenotypiza¢né, imunohistochemicky nebo cytochemicky) nebo
monocytarni diferenciace (nejméné 2 z nasledujicich znakta: NSE, CDl1c, CDI14,
CD64, lysozym);

e T-lymfoidni fada:
cytopasmaticka CD3 (imunofenotypiza¢né pomoci anti-CD3-¢ protilatky) nebo
povrchova CD3;

e B-lymfoidni fada:
silnd exprese CD19 a zdroven silnd exprese alesponl jednoho z nasledujicich znaki:
CD79a, cytoplasmaticka CD22, CD10 nebo
slaba exprese CD19 a zaroven silna exprese alespon dvou z nésledujicich znaki:

CD79a, cytoplasmatickd CD22, CD10.

Vzacné mohou leukemické blasty vykazovat soucasné znaky myeloidni 1 lymfoidni
linie. Takové leukémie se oznacuji jako leukémie se smisenym fenotypem (MPAL = mixed

phenotype acute leukemias).



Akutni lymfoblastova leukémie

ALL je nejcastéjsim nadorovym onemocnénim détského veéku s vrcholem incidence
mezi druhym a patym rokem zivota. V dospélosti piedstavuje kolem 20 % akutnich leukemii.
Incidence u dospélych ¢ita 1,6/100 000 obyvatel. Narust piipada ve vy$sim véku je pozvolny,
zvySuje se vSak podil prognosticky nepiiznivych cytogenetickych variant, jako je Ph-pozitivni
ALL.

Prognosticky se ALL détského a dospélého veku zasadné lisi. Zatimco u pediatrickych
pacienti docili remise 95 % a dlouhodobé pieziva vice nez 90 % pacienti (Conter et al, 2010,
Stary et al, 2014), v dospélosti kolisa mira remise pii 1é¢b¢ standardnimi
polychemoterapeutickymi protokoly mezi 60-92 % a celkové pieziti v neselektovanych
kohortach kolisa kolem 30-50 % (Bassan & Hoelzer, 2011, Jabbour et al, 2015, Malard &
Mohty, 2020). K pii¢inam se fadi vyssi podil prognosticky neptiznivych cytogenetickych
abnormalit, hor$i tolerance intenzivni chemoterapie i limitace 1écby komorbiditami a vétsi

organovou toxicitou.

Genetické zmény u B-prekurzorové akutni lymfoblastové leukémie

Z genetického pohledu je ALL charakterizovana sekvenéni akumulaci genovych
mutaci, jejichZ charakter a vzdjemna kooperace je urcujici pro zafazeni do konkrétnich
klasifika¢nich systému i pro prognozu pacientt (Paietta et al, 2021, Moorman et al, 2021). Mezi
primarni genetické zmény definujici Casto jiz preleukemicky klon jsou fazeny chromosomalni
translokace, které jsou podkladem wvzniku chimerickych faznich genli, a aneuploidie.
Sekundarni genetické zmény ptedstavuji zmény v poctu kopii segmenttit DNA (copy number
alterations, CNA) a bodové mutace. Radi se k nim alterace v genech pro lymfoidni transkrip&ni
faktory (IKZF1, PAX5, EBF1), regulaci bunécného cyklu (CDKN2A/CDKN2B, RB1)
a transkripce (ETV6, ERG), apoptozu a epigenetické zmény (Mullighan et al, 2007). Na rozdil
od primarnich zmén, které jsou vlastnosti celého leukemického klonu, maji sekundarni zmény

Casto subklonalni charakter (Anderson et al, 2011).

ETV6-RUNX1 a hyperdiploidie

Prognosticky ptiznivou skupinu ALL tvofi leukémie s fuzi ETV6-RUNX1 a ALL
s hyperdiploidni sadou chromosomii. Ob¢ jednotky jsou popisovany az u 60 % détskych ALL,
zatimco v dospélosti ¢itaji <10 % piipadu (fize ETV6-RUNXL1 se v dospélosti vyskytuje zcela



raritné) (Swerdlow et al, 2017). Tento nepomér je povazovan za jednu z pfi¢in rozdilt ve
vysledcich 1é¢by pediatrickych a dospélych pacientti s ALL.

Fuzni gen ETV6-RUNX1 vznik4d chromosomovou translokaci t(12;21)(p13;q22), ktera
nebyva patrna pii klasické cytogenetické analyze. Pro jeji detekci je nutné uzit techniky FISH
nebo PCR. Za fyziologickych podminek tvoii protein RUNX1 spole¢né s jadernym vazebnym
faktorem CBFf heterodimer, ktery ma funkci transkripéniho faktoru regulujiciho fadu cilovych
genll nezbytnych pro normalni hematopoezu. Fuzni protein ETV6-RUNXL tuto regulaci
narusuje. Zarode¢né mutace v genu ETV6 jsou spojeny s vrozenou predispozici k ALL, avSak
<1 % déti, které se rodi s fuznim genem ETV6-RUNXZ, rozvine ALL (Zelent et al, 2004, Zuna
etal, 2011).

Skupina leukémii s vysokou hyperdiploidii je definovana pfitomnosti 51-65
chromosomii bez strukturnich zmén. Nadpocetné chromosomy se vyskytuji nenahodné,
vétsinou jsou ztrojeny chromosomy 4, 6, 10, 14, 17, 18,21 a X (Moorman et al, 2003). Piiznivy
prognosticky vliv se nevztahuje na skupinu s falesSnou hyperdiploidii, kterd vznikd zdvojenim

hypodiploidni sady chromosomu a je naopak prognosticky nepfiznivym znakem (Harrison et

al, 2004).

BCR-ABL1

Filadelfsky chromosom (Ph+) vznikly translokaci t(9;22)(q31.1;q11.2) je pfitomen u 2—
5 % détskych ALL a 25 % dospélych ALL. V populaci starSich dospélych dosahuje jeho
incidence 50 % (Moorman et al, 2010, Chiaretti et al, 2013). Vznikly fazni gen BCR-ABL1
koduje chimericky onkoprotein, ktery je konstituén€ aktivni tyrozinovou kindzou piimo
ovlivityjici fadu bunéénych procest, véetné apoptdzy, diferenciace a bunéné adheze. Tim, ze
zpomaluje prechod mezi G2 a M fazi bunécného cyklu, umoziiuje opravy poskozené DNA, coZ
ma za nasledek rezistenci k chemoterapii a radioterapii. Historicky patifi BCR-ABL1 mezi
faktory spojované se Spatnou prognozou, ovSem v éfe inhibitort tyrosinovych kindz se
vysledky 1é¢by vyrazné zlepsily (Fielding et al, 2014).

Podle lokalizace zlomového mista na chromosomu 22 vznikaji dva ruzné velké
onkoproteiny: 190 kd velky protein (p190, zlom minor), ktery je pfitomen u dvou tietin Ph+
ALL, a 210 kd velky protein (p210, zlom major), jenZ je nalézéan ve tfetiné ptipadi Ph+ ALL
a u vSech pacientli s chronickou myeloidni leukémii. Typ fuzniho transkriptu ovliviluje

lécebnou odpoveéd’, ktera je horsi u pacientt s isoformou p210 (Cimino et al, 2006).



Nekteré Ph+ ALL vznikaji na urovni multipotentnich hematopoetickych prekurzord.
Fuze BCR-ABL1 je u nich pfitomna i v ostatnich krvetvornych liniich, coz kompromituje
interpretaci transkriptd fuzniho genu po dosazeni remise. Tyto ALL se svou klonalni
charakteristikou podobaji chronické myeloidni leukémi v lymfoidnim blastickém zvratu a bylo
pro né navrzeno oznaceni CML-like ALL (Hovorkova et al, 2017).

Ph+ ALL je na genetické tirovni provazena fadou ptidatnych genetickych zmén, jejichz
vyskyt ma ziejmy prognosticky dopad. Nejcasté&ji jsou popisovany delece IKZF1 (84 %), PAX5
(36 %) a CDKN2A (32 %) (Mullighan et al, 2008, Fedullo et al, 2019). Mutace Vv nejcasté&ji
deletovaném transkripénim faktoru IKZF1 (lkaros) jsou povazovany za rizikovy faktor per se
(Stanulla et al, 2020). Nositelem negativni prognozy je predev$im dominantné negativni

isoforma IKZF1 v kombinaci s delecemi CDKN2A nebo PAX5 (Fedullo et al, 2019).

Prestavby genu KMT2A (MLL)

Chromosomové translokace t(v;11q23.3) jsou nejcastéj$i mutaci popisovanou u déti do
1 roku (v 80 %), v dospélosti tvoii ~10 %. Jsou spojeny s nezralym imunofenotypem, vys$im
poctem leukocytl pii diagnoze, extrameduldrnim postizenim CNS, horsi odpovédi na lécbu,
vys$si incidenci relapsti a signifikantné horSim piezitim v porovnani s ostatnimi typy ALL
(Swerdlow et al, 2017). ALL s prestavbou lokusu 11q23.3 ¢asto koexprimuji myeloidni znaky
a tvofi podstatnou ¢ast akutnich leukémii se smiSenym fenotypem B/myeloidnich.

Gen KNMT3A mé u ALL celou fadu transloka¢nich partnert. NejcastéjSim je AFF1
(AF4) pfi t(4;11)(q21.3;g23.3). Druhym nejcastéjsim pak MLLT1 (ENL) pfi
t(11;19)(g23.3;p13.3), ktery je nadto Casto pfitomen u monoblastovych AML. DalSimi
translokaénimi partnery mohou byt zejména MLLT4 (AF6), MLLT3 (AF9) a MLLT10 (AF10).
Tyto translokace tvoii dohromady 85 % vSech ALL z této skupiny.

KNMT3A je histonova methyltranferaza, kterd reguluje transkripci svym vlivem na
remodelaci chromatinu. Mezi jeji cilové geny patii geny ze skupiny HOX a IKZF1, které maji
zasadni roli ve vyvoji lymfocytta (Winters & Bernt, 2017). Leukémie s pfestavbou KNMT3A
vykazuji nizkou frekvenci sekundarnich mutaci, coz podporuje hypotézu, ze tato piestavba je

sama o sob& schopna navodit leukemickou transformaci (Andersson et al, 2015).

Hypodiploidie
U hypodiploidnich leukémii jsou nalézany ztraty riznych chromosomi, které se mohou

vyskytovat spolec¢né se strukturdlnimi zménami. Témét haploidni karyotyp s <30 chromosomy



je popisovan vyhradné¢ u ALL détského véku, nizce hypodiploidni s 30-39 chromosomy je
nalézan u <5 % pediatrickych i dosp€lych pacientti. Hypodiploidni ALL jsou ¢asto doprovazeny
typickymi mutacemi. U ALL s nizce hypodiploidni sadou chromosomt to jsou mutace IKZF1,
mutace aktivujici signalni drahy RAS a PI3K nebo mutace v genech RB1 a TP53 (Holmfeldt et
al, 2013). Hypodiploidie je prognosticky nepfiznivym jevem.

TCF3-PBX1

Fuzni gen TCF3-PBX1 je popisovan u 3 % pediatrickych a 6 % dospélych ALL
(Mullighan, 2012). Je dusledkem translokace t(1;19)(q23;p13). Fuzni protein TCF3-PBX1
interferuje s funkci fyziologického transkripéniho faktoru TCF3 a HOX proteinu PBXI.
Prognosticky vyznam je nejasny. Diive byl povazovan za negativni prognosticky faktor, v éie
intenzivnich polychemoterapeutickych protokolt je negativni vliv této fuze v pediatrické
populaci setfen. Ftize je spojovana s vét§im rizikem relapsu v CNS a hor$i prognézou v ptipadé
relapsu (Jeha et al, 2009). Nékteré protokoly pro 1écbu dospélych pacientd tadi fazi TCF3-
PBX1 nadale mezi faktory definujici vysoké riziko (Beldjord et al, 2014).

IGH-IL3
Vzacné jsou popisovany translokace mezi genem IL3 a genem pro tézky fetézec IGH
pii translokaci t(5;17)(q31.1;932.1). Dusledkem je zvySena exprese interleukinu 3 a s tim

spojend eozinofilie. Prognosticky vyznam je nejasny.

Intrachromosomalni amplifikace chromosomu 21

Nekteré détské ALL vykazuji ¢etné amplifikace a ztraty v prabéhu celého chromosomu
21, které jsou doprovazeny amplifikaci lokusu 21q22.12 s genem RUNXL. Pro definici ALL
s intrachromosomalni amplifikaci chromosomu 21 (1IAMP21) je klicova pfitomnost tii a vice
nadbyte¢nych kopii genu RUNX1 na jednom chromosomu 21. Zména je spojovana s horsi

progndzou (Harrison et al, 2014). U dospélych pacientt je raritni.

Ph-like ALL

Ph-like ALL piedstavuje novou klinickou jednotku, jejiz genovy expresni profil je
podobny BCR-ABLl1-pozitivni ALL, avSak vlastni BCR-ABL1 fuze neni pfitomna. Byla
popsana nezavisle dvéma pracovnimi skupinami v roce 2009 (Den Boer et al, 2009, Mullighan

et al, 2009). Klinicky se vyznacuje vys$sim poétem leukocytu pti diagnoze, vyssi hladinou MRN



po skonceni indukéni faze 1é¢by a hor§im prezitim (Roberts et al, 2014). Prevalence je zavisla
na véku: ¢ita 10 % détskych ALL, nartsta na 28 % ve skupiné mladych dospélych (21-39 let),
poté opét klesa (Roberts et al, 2017).

Jednotka tvoti podskupinu ,,B-other leukémii, které nenesou zadnou z vyse uvedenych
znamych chromosomalnich ¢i karyotypickych zmén. Ph-like leukémie jsou charakterizovany
vysokou cetnosti zmén v genech pro transkripéni faktory (zejména delece IKZF1, které jsou
pritomny u 70-80 % dospélych s Ph-like ALL) (Roberts et al, 2017, Herold et al, 2017, Jain et
al, 2017), mutacemi vedoucimi k deregulaci bunéénych receptort a kinazovych drah. Patii mezi
né zmény exprese a mutace CRLF2 (55-60 %), deregulace tyrozinovych kinaz rodiny ABL,
kinazy JAK2 (7 %), genu pro erytropoetinovy receptor EPOR (3-10 %), mutace aktivujici
signalni drahu JAK-STAT (11 %) a RAS (NRAS, KRAS, PTPN11, NF1; 6 %) (lacobucci &
Mullighan, 2017, Chiaretti et al, 2019). Veskeré fuzni kombinace maji zachovanou intaktni
tyrosinovou kindzu, kterd je typicky konstitucné aktivni.

Gen CRLF2 je lokalizovan na pohlavnim chromosomu Xp22.3/Yp11.3 a kéduje jednu
z podjednotek thymického stromalniho lymfopoetinového receptoru (TSLP), ktery je nezbytny
Vv ¢asné fazi vyvoje B-lymfocytl. ZvySena exprese CRLF2 je nejcastéji disledkem kryptické
translokace do lokusu pro téZky fetézec imunoglobulind (IGH-CRLF2) nebo intersticialni
delece telomerové oblasti vedouci ke vzniku faze P2RY8/CRLF2 (Castéjsi u déti), méné Casto
je zpusobena bodovou mutaci (Russell et al, 2017). VétSina Ph-like leukémii se zvySenou
expresi CRLF2 ma soucasné dalsi mutace vedouci k aktivaci signalnich drah JAK-STAT nebo
RAS (Roberts et al, 2017). Terapeuticky potencial v této skupiné maji cilené inhibitory JAK-
STAT, PI3K a BCL2 signalizace (Reshmi et al, 2017).

Dalsi podskupina Ph-like ALL nese mutace v rodin¢ kinaz ABL. Do této skupiny patii
faze s geny pro kindzy ABL1, ABL2, CSF1R, PDGFRA a PDGFRB. Tyto leukémie jsou citlivé
k inhibitorim ABL1 imatinibu a dasatinibu (Zhang, Y. et al, 2018).

Posledni podskupinu Ph-like leukémii tvofi pfipady s translokaci genu JAK2, ktery ma
vice nez 14 znamych flznich partnerii, a piestavby genu EPOR. Tyto jednotky jsou citlivé

k JAK2 inhibitoru ruxolitinibu (Reshmi et al, 2017).

Prestavby genl DUX4, MEF2D a ZNF384
V nedavné dob¢ byly pomoci techniky vysoce vykonného sekvenovani nové generace
(NGS) identifikovany nové podtypy BCP-ALL obsahujici rekurentni fiize genl pro vazebné
faktory DNA. Patti k nim gen pro double homeobox 4 (DUX4), myocyte enhancer factor 2D
(MEF2D) a zinc finger protein 384 (ZNF384).
10



ALL s piestavbou genu DUX4, ktery koduje klicovy transkripéni faktor uplatiiujici se
v embryonalnim vyvoji, tvoti 4-7 % détské a dospélé ALL. Zatimco v normalni B-lymfocytech
DUX4 exprimovan neni, u BCP-ALL vedou faze DUX4 s geny pro IGH nebo ERG k jeho
zvySené expresi. Leukémie s piestavbou DUX4 se vyznacuji dobrou prognoézou (Yasuda et al,
2016, Zhang, J. et al, 2016).

Prestavby genu MEF2D jsou popisovany u 2—4 % détskych a 2—7 % dospélych BCP-
ALL. Cilovym genem tohoto transkripéniho faktoru je histonova deacetylaza 9 (HDACD9), coz
vedlo k pokustim 1é¢ebné ovlivnit tuto leukémii inhibitorem HDAC panobionstatem. Leukémie
s piestavbou MEF2D maji stfedni prognozu (Gu et al, 2016, Ohki et al, 2019).

Leukémie s piestavbou ZNF384 se vyznacuji koexpresi myeloidnich markerti nebo
splituji diagnosticka kritéria pro MPAL B/myeloidni. Piedstavuji 3—5 % détskych a 3-8 %
dospélych BCP-ALL. Typicka je aktivace signalni drahy JAK-STAT, kterou lze blokovat
cilenymi inhibitory. Zatimco u déti mély tyto leukémie horsi 1écebnou odpoveéd’ na prednison,
u dospélych maji relativné dobrou progndzu (Hirabayashi et al, 2017, Qin et al, 2021, Moorman
etal, 2021).

Genetické zmény u T-akutni lymfoblastové leukémie

Prognosticky vyznam chromosomalnich zmén, genovych fizi a dalSich mutaci je
U T-ALL méné zfetelny, nez je tomu u BCP-ALL. Jednim z diivodi je skute¢nost, ze ackoliv
jsou zmény karyotypu pfitomny u 50-70 % pacientli s T-ALL, nejsou vétSinou detekovany
klasickou cytogenetickou analyzou, nebot’ se jedna o kryptické fuze. Prikladem mtize byt fuzni
gen STIL-TAL1, ktery je pouze vzacné odrazem translokace t(1;14)(p32;q11). V naprosté
vétSin€ vznikd jako disledek intersticidlni delece 1p32 nezachytitelné klasickym
cytogenetickym vySetfenim (Janssen et al, 1993).

S nastupem sekvenacnich technik nové generace (exomového, celogenomového,
transkriptomového sekvenovani) byla popsana fada novych molekularné genetickych zmén,
véetné vzajemnych vazeb mezi mutacemi, alterovanymi signalnimi drahami a konkrétnimi
subtypy T-ALL. Castym jevem u T-ALL je skute¢nost, Ze mutace a genové zlomy se nachézeji
v nekddujicich oblastech mimo vlastni geny, a neni je tedy mozné zachytit klasickym RNA
screeningem (Liu et al, 2017). Kazda T-ALL nese vice nez 10 biologicky relevantnich
genomickych zmén, které spolu rozmanité kooperuji v procesu transformace normalnich

T-bunéénych prekurzort do agresivnich leukemickych bun¢k (Girardi et al, 2017).
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Nekteré narodni studijni skupiny maji definovany mutacni panely, S jejichz pomoci
identifikuji rizikové genetické profily T-ALL. Piikladem je panel francouzské studijni skupiny
GRAALL zahrnujici geny NOTCH1, FBXW?7, RAS a PTEN, jehoz vysledek je jednim z faktorti
zvazovanych pii indikaci alogenni transplantace krvetvornych kmenovych bunék (HSCT)

(Trinquand et al, 2013).

Transkrip¢ni faktory

Spole¢nou vlastnosti v§ech T-ALL je ektopické exprese n€kterého z transkripcnich faktort
(Girardi et al, 2017). Byly popsany ¢tyii mechanismy vedouci ke zvySené expresi téchto
faktori:

e translokace do oblasti genu pro podjednotku T-bunécného receptoru (TCR);

e piestavba do oblasti jiné regulacni sekvence;

e duplikace nebo amplifikace transkripcniho faktoru;

e mutace vedouci ke vzniku nové regulacni sekvence s funkci zesilovace (enhanceru).

Nejcastéjsi variantou, ktera je popisovana piiblizn€ u poloviny pacientd s T-ALL, jsou
ptestavby zahrnujici geny pro podjednotky T-bunééného receptoru (TCR) v lokusech 14q11
(geny TRA a TRD pro podjednotky o a &) a 7934 (gen TRB pro podjednotku ). Mezi
transkripéni faktory, jejichz exprese je touto cestou zvySena, patii TLX1 (HOX11) v lokusu
10g24.3 (30 % dospélych T-ALL), TLX3 (HOX11L2) v lokusu 5g35.1 (10-15 % dospélych
ALL). Dal§imi geny, které Casto translokuji do oblasti gent TCR, jsou geny pro transkripéni
faktory TAL1, TAL2, LYL1, OLIG2, LMOL1, LMO2, NKX2-1, NKX2-2, HOXA, MYC a MYB (De

Keersmaecker et al, 2005).

NOTCH1

Signéalni draha NOTCHI1 ma kli¢ovou tlohu v procesu, ve kterém se multipotentni
hematopoeticky progenitor zadd T-lymfoidni linii, stejné jako v regulaci dalsiho vyvoje
thymocytd (Radtke et al, 2013). Mutace aktivujici NOTCHI1 signalizaci ptedstavuji hlavni
onkogenni udalost ve vyvoji T-ALL. Jsou popisovany ve vice nez 50 % piipadi. V dalSich 10—
15 % ptipadi jsou pfitomny inaktivujici mutace FBXW/. Dusledkem inaktivace tohoto
negativniho regulatoru je stabilizace NOTCHI1 proteinu a aberantni aktivace jeho signalni drahy
(Weng et al, 2004). Potlaceni signalizace NOTCHI1 drahy pomoci inhibitori y-sekretazy

nesplnilo o¢ekavani z divodu nedostatecného protinddorového ucinku a vyrazné toxicity
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(Papayannidis et al, 2015). Jednim z cilovych gent regulovanych NOTCH1 drahou je MYC.
Jeho funkce mohou byt inhibovany inhibitory bromodomény (Ott et al, 2012).

CDKN2A/2B

Genové alterace v lokusu 9g21, kde jsou lokalizovany geny CDKN2A a CDKN2B, jsou
popisovany u 70-80 % T-ALL. Inaktivace téchto genti piedstavuje Casty mechanismus alterace
dréhy nadorového supresoru TP53 u ALL. Deregulace obou gent je zpravidla disledkem
homozygotnich deleci, v ptipadé CDKN2B je navic casto nalézana hypermethylace

v promotorové oblasti (Jang et al, 2019).

Signalni draha JAK/STAT

Zasadni roli ve vyvoji normalnich T-lymfocytli ma signalizace JAK/STAT iniciovana
vazbou interleukinu 7 na receptor IL7R. Kaskadovita forforylace proteini JAK1 a JAK3 vede
k fosforylaci a dimerizaci proteinu STATS, ktery translokuje do jadra a reguluje transkripci
fady genu, v¢etné rodiny antiapoptotickych proteini BCL-2. Aktivujici mutace v genech IL7R,
JAK1, JAK3 a STAT5 jsou popisovany u 20-30 % T-ALL (Vicente et al, 2015). Casto se
vyskytuji spoleéné s mutacemi TLX, HOXA a u ¢asné prekurzorové T-ALL (Zhang, J. et al,
2012).

Signalni draha PI3K/AKT

Aktivace drahy PI3K/AKT vede k zvySeni metabolismu, proliferaci a snizeni stupné
apoptdézy v bunice. U T-ALL je zvySend aktivace vétSinou zpiisobena inaktivujicimi mutacemi
nebo delecemi genu PTEN, jehoz produkt je hlavnim regulatorem pfemény PIP3 na PIP2
v uvodu kaskady. Dal$i moznosti aktivace piedstavuji aktivujici mutace v genech pro

podjednotky PI3K, AKT a mTOR (Cante-Barrett et al, 2016).

NUP214-ABL1

U 6 % T-ALL je pritomna krypticka fuze v lokusu 9q34 davajici vznik fuznimu genu
NUP214-ABL1. Ma funkci konstitucné aktivni tyrosinové kinazy, ktera aktivuje STATS
a signalizaci v kaskadé RAS-MAPK (De Keersmaecker et al, 2014). Jedna se o slaby onkogen,
ktery je u T-ALL vzdy doprovazen zvysSenou expresi TLX1 nebo TLX3 (Graux et al, 2004).
Vzacné jsou popisovany T-ALL s jinymi transloka¢nimi partnery ABL1 (EML1-ABL1, ETV6-
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ABL1). Leukémie z této skupiny vykazuji citlivost k inhibitorim tyrozinovych kinaz (Durinck
et al, 2015).

Casnd pekursorozova T-ALL (ETP-ALL)

ETP-ALL predstavuje samostatnou podjednotku vznikajici z velmi ¢asného prekurzoru
vyvojové zadan¢ho do T-lymfoidni linie. Je charakterizovana chybéjici expresi znakti CD1a
a CD8 a slabou nebo chybé¢jici expresi znaku CDS5 za sou€asné pritomnosti jednoho nebo vice
myeloidnich ¢i kmenovych markera (CD34, CD117, CD13, CD33, CD11b nebo CDG65)
(Coustan-Smith et al, 2009). Jedna se o geneticky heterogenni skupinu s deregulovanou
signalizaci vfad¢ signdlnich drah (JAK/STAT, RAS), mutacemi v hematopoetickych
a lymfoidnich transkrip¢nich faktorech (RUNX1, IKZF1, ETV6, GATA 3, EP300) a mutacemi
vedoucimi ke ztraté funkce epigenetickych regulatorta (EZH2, SUZ12, EED, SETD?2). Ptizna¢né
je chybéni mutaci v NOTCH1 a ptitomnost mutaci FLT3, DNMT3A, IDH1 a IDH2 typickych
spise pro myeloidni leukémie (Zhang, J. et al, 2012, Neumann et al, 2013). Genovy expresni
profil ETP-ALL je podobny hematopoetickym kmenovym bunikam.

ETP-ALL tvofti 10—12 % détskych a 8-10 % dospéelych T-ALL. Klinicky se vyznacuje
rezistenci k indukéni 1€€bé a pomalejsi kinetikou MRN, coZ se pfi 1é€bé standardnimi protokoly
odrazi v horsi prognoze (Jain et al, 2016). Pfi 1é¢bé modernimi protokoly s intenzifikaci terapie
podle MRN se pieziti pacientd zasadné nelisi od ostatnich rizikovych ALL (Patrick et al, 2014,
Bond et al, 2017).

Minimalni rezidudlni nemoc

Maligni buniky, které setrvavaji v organismu i po dosazeni kompletni hematologické
remise a nejsou detekovatelné standardni mikroskopickou analyzou, jsou oznaCovany jako
minimalni rezidualni nemoc (MRN) (Campana & Pui, 1995). K jeji kvantifikaci je mozné
pouzit cytogenetickou analyzu, multiparametrovou priitokovou cytometrii (FCM), kvantitativni
polymerazovou fetézovou reakci v redlném case (QPCR) a metody NGS. Hodnota MRN je
zévisla na citlivosti pouZzité metodiky, proto je v soucasnosti upfednostiiovan termin métitelna
rezidudlni nemoc. V praxi rutinné pouzivanymi metodami FCM a qPCR je v sou¢asnosti mozné
detekovat leukemické buiiky s citlivosti 10 az 10°®.

MRN je parametrem, ktery méfi individualni odpovéd’ pacienta na podanou 1é¢bu. Rada
studii prokazala, Ze ptetrvavajici nebo znovu se objevivsi MRN je nezavislym a klinicky
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zasadnim rizikovym faktorem, ktery poskytuje piidatnou prognosticky relevantni informaci ke
vstupnim klinickym a genetickym parametrim (Hourigan et al, 2017, Bruggemann et al, 2012,
Berry et al, 2017, Gokbuget et al, 2019). Krom¢ piesnéjsiho urceni hloubky remise MRN
umoziuje individualizovat postremisni 1éCbu a casné detekovat relabujici onemocnéni.

Je tieba zdiraznit, ze MRN je tfeba interpretovat vzdy s ohledem na pouzitou metodiku,
fazi 1écby a v kontextu dané¢ho 1é¢ebného protokolu. Prognosticky vyznam se muze lisit
Vv zavislosti na predchazejici 1écbé (jiny u chemoterapeutickych protokoli pediatrického typu
nez u mén¢ intenzivnich protokold, jiny pii 1écbé cilenymi 1€ky), 1 16cb¢ nasledujici po bode,

kdy byla MRN meéiena (Stutterheim et al, 2021).

Pritokova cytometrie

Principem metody je identifikace povrchovych a cytoplasmatickych znaki
exprimovanych na leukemickych blastech pomoci fluorescenéné znacenych monoklonalnich
protilatek. Metodicky Ize identifikovat a nésledné¢ monitorovat spektrum aberantné
exprimovanych znakl definovanych pfi diagnoéze oznaCovanych jako LAIP (imunofenotyp
asociovany s leukémii) nebo vkazdém vzorku patrat po abnormalnich diferencianich
a maturacnich profilech konkrétni krvetvorné linie (pfistup DfN, odli$ny od normalu). Vyhodou
piistupu DfN je mozZnost sledovat MRN 1 v ptipadech, kdy nelze pii diagndze jasné definovat
LAIP nebo kdyZ neni k dispozici diagnosticky vzorek. Nadto se timto pfistupem sniZuje riziko
faleSné negativity v pifipad€, Ze dojde ke ztraté¢ exprese znakll pfitomnych pii diagnoze
(fenomén oznaCovany jako imunofenotypovy posun) (Chen & Wood, 2017). Odborna
konsorcia doporucuji oba pfistupy kombinovat, coz bézné umoznuji pfistroje s osmi
a vicebarevnymi panely protilatek. Uvedeného postupu se vyuziva zejména u AML, kde Castéji
nelze definovat vstupni LAIP (zejména u leukémii s monocytarni diferenciaci) a fenomén
imunofenotypického posunu je mén¢ vzacny (Schuurhuis et al, 2018).

Metodu FCM lze pro detekci MRN pouzit u 90 % akutnich leukémii. Analyza je rychla,
vysledek je zndm do nékolika hodin. To umoZiuje zafadit méfeni MRN do protokoll jiZ
Vv pribéhu indukéni 1é¢by, ¢ehoz se vyuziva u ALL (Basso et al, 2009). Ke zietelnym vyhodam
patii i nizsi cena. Limitujici mize byt zavislost na kvalité vstupniho vzorku, zejména v situaci,
pokud je MRD meéfena v hypocelularni kostni dieni. V obdobi regenerace kostni diené po
podané chemoterapii mohou nékteré lymfoidni prekurzory koexprimovat znaky typické pro

ALL, coz miize vést k faleSné pozitivité méfeni. O fenoménu imunofenotypového posunu jiz
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byla zminka vySe. Metoda je v pokrocilém stadiu standardizace s cilem eliminovat zminéna

rizika a zajistit reprodukovatelnost vysledkti mezi laboratoremi (Kalina et al, 2019).

Molekuldrné genetické metody pro detekci MRN u ALL

Kinetika rezidualni nemoci v ¢asnych fazich 1écby prestavuje samostatny a klinicky
relevantni rizikovy faktor, na jehoz zakladé je mozné stratifikovat pacienty do novych
prognostickych skupin bez ohledu na tradi¢ni rizikové faktory (pocet leukocyti v dobé
diagnézy, imunofenotyp, cytogenetika). Zasadni diskriminacni hodnotu ma hodnota MRN
v 10. az 16. tydnu 1é€by, tedy po 2—3 blocich intenzivni 1é¢by, kterd v fad¢€ narodnich protokola
rozhoduje o intenzifikaci 1é¢by pomoci alogenni HSCT (Bruggemann et al, 2012, Gokbuget et
al, 2019).

Pro sledovani MRN jsou v Evropé¢ konsenzualné doporucovany metody zalozené na
PCR. V bézné klinické praxi jsou rozsifeny dva metodické pfistupy: 1) analyza a kvantifikace
klonalnich pfestaveb genl pro imunoglobuliny a T-bunééné receptory (IG/TR); 2) analyza

a kvantifikace specifickych fuznich geni.

Analyza klonalnich prestaveb genl pro imunoglobuliny a T-bunééné receptory

Soucasnym standardem pro sledovani MRN u ALL jsou metody analyzujici klonalni
ptestavby gent pro imunoglobulinové fetézce a T-bunécné receptory (IG/TR). Dochazi k nim
béhem casného vyvoje B a T lymfocytu. V procesu rekombinace se z tady alternativnich
kédujicich sekvenci vytvari definitivni sekvence slozend ze segmenti V (variable),
D (diversity) a J (joining). Oblasti DNA, které¢ spojuji jednotlivé segmenty, se oznacuji jako
N segmenty. Vznikaji ndhodnymi insercemi ¢i delecemi, jsou zna¢né heterogenni a predstavuji
geneticky ,,otisk prstu® specificky pro jeden konkrétni bunécny klon. U ALL je moZzné
detekovat konkrétni V(D)J ptestavbu IG/TR, ktera charakterizuje ptislusny lymfoblastovy klon,
tuto prestavbu sekvenovat a navrhnout primery pro PCR tak, aby ve vysledném transkriptu byl
obsazen specificky N segment. Pomoci kvantitativni PCR v redlném case (qQPCR) Ize pak
detekovat MRN se senzitivitou v rozmezi 10 az 10° (Cazzaniga & Biondi, 2005).

Metoda je v soucasnosti vysoce standardizovana jak technologicky, tak ve smyslu
interpretace vysledku (van der Velden et al, 2007). Byly definovany podminky pro stanoveni
senzitivity a kvantitativniho rozmezi metody, které musi byt referovany spolu skazdym
vysledkem (Bruggemann et al, 2010). Vyhodou je pouziti stabilni DNA jako vychoziho

materialu a skute¢nost, Ze metoda muize byt pouzita u vétsiny BCP-ALL a T-ALL. Senzitivita

16



zpravidla o 0,5 az 1,0 logaritmus pfevysuje citlivost priitokové cytometrie. Riziko falesné
pozitivity ¢i negativity z divodu klonalni evoluce je relativné nizké, piesto se doporucuje pro
ucely sledovani MRN identifikovat dvé specifické piestavby. Nevyhodou metody je jeji
naroc¢nost ¢asova a financni.

Jako vstupni material k vySetfeni je preferovana kostni dienn. U BCP-ALL jsou hladiny
MRN v periferni krvi 2,1krat niz$i, u T-ALL kvantity MRN v kostni dfeni a periferni krvi dobie
koreluji (Kotrova et al, 2020).

Obtize pifinasi interpretace pozitivnich vysledkti v nekvantifikovatelném rozmezi
metody. Mohou pfedstavovat skutecnou MRN 1 nespecificky signal z neklonalnich lymfocyta.
Po skonceni induk¢ni 1é¢by dosahuje nekvantifikovatelné pozitivity MRN ~15 % dospélych
pacientti s Ph-negativni ALL. Ve srovnani s pacienty, ktefi jsou MRN negativni, je jejich
prognéza signifikantné horsi (Gokbuget et al, 2017, Salek et al, 2021). Absolutni kvantifikaci

MRN v této problematické skupiné umozni az zavedeni metody NGS do bézné praxe (viz dale).

Kvantifikace transkriptu fuznich gen(

MRN u ALL s chromosomélnimi translokacemi vedoucimi ke vzniku fuznich gent
muze byt sledovana pomoci kvantifikace transkriptt téchto fuznich genti. Zminované moznosti
se u dospélych pacientti standardné vyuziva u 25 % leukémii s fizi BCR-ABL1. Stejného
piistupu je mozné vyuzit u leukémii charakterizovanymi fuzemi ETV6-RUNX1, KMT2A-AFF1
a TCF3-PBX1. Zlomovd mista mezi partnerskymi geny jsou rozprostfena do dlouhych
segmentl nekddujicich oblasti DNA. Optimalnim materidlem pro detekci transkriptl je proto
RNA, ktera nese jednu z relativné malého mnozstvi sestfihovych variant daného fizniho genu.
Primery pro kvantitativni PCR s reverzni transkripci (RT-qPCR) jsou shodné pro vSechny
pacienty s piislusnou fuzni variantou (Gabert et al, 2003).

Vyhodou metody je vysoka senzitivita (az 107°), mensi naro¢nost, nizka cena a fakt, ze
neni nutné disponovat diagnostickym materidlem. Riziko pfedstavuje nestabilita RNA a vétsi
nebezpeci kontaminace vzorku. Vysledny transkript je ovlivnén nejen poctem bunek nesoucich
ptislusny fizni gen, ale také poctem transkriptli fizniho genu v leukemické buiice, ktery se
muze liSit pacient od pacienta 1 mezi jednotlivymi leukemickymi bunkami téhoZ pacienta.
Ziskand MRN tak nepiedstavuje absolutni kvantifikaci MRN. Tuto nevyhodu bude mozné
pfekonat zavedenim technik digitdlni PCR nebo sledovanim fznich transkriptii na genomické

urovni pomoci specifickych primert (Hindson et al, 2013, Hovorkova et al, 2017). V ptipadé
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fuze BCR-ABL1 dosud nebylo dosazeno uplné standardizace metodiky pro jeji kvantifikaci;

konsensualni metodicka doporuceni jsou prubézné¢ aktualizovana (Pfeifer et al, 2019).

Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace (NGS) je revolu¢ni technologie schopné generovat miliony
az miliardu unikalnich cteni (,,read*) cilovych sekvenci. Umoziiuje simultanné detekovat celé
spektrum mutaci specifickych pro konkrétniho pacienta (Pastore & Levine, 2015). Mirou
mutacni ndloze je frekvence mutované alely (VAF) udavand jako podil ¢teni obsahujicich
mutaci a celkového poctu ¢teni daného genového lokusu. Klon s nejvyssi frekvenci VAF je
oznacovan jako zakladatelsky klon. Muze se skladat z dalSich subklont, které kromé
zakladatelské mutace obsahuji dalsi aberace s niz§i VAF. NGS tak dava ptredstavu o celé Skale
potencialn¢ kooperujicich mutaci u jednoho pacienta.

Senzitivita je u NGS udavana v procentech zachycenych VAF: senzitivita 1 % VAF
odpovida zachytu 1 buiiky s heterozygotni mutaci mezi 50 testovanymi buiitkami. Je zavisla na
dal§im parametru, pokryti (,,coverage®), ktery udava pocet cteni konkrétniho lokusu v prabéhu
jednoho sekvenacniho béhu. Toho ptistupu je mozné vyuzit pro sledovani MRN. Bézn¢ uzivané
NGS platformy maji senzitivitu umoziujici detekci 2-5 % VAF. Pomoci komplikovanych
korekénich mechanismi k filtrovani sekvenacnich chyb, 1ze senzitivitu zvysit azna 0,01-0,5 %
VAF (Yoest et al, 2020).

Metoda NGS je aplikovatelna na diagnosticky vzorek i na material ziskany v priibéhu
1écby. Vyhodou je moZnost ziskat enormni mnoZstvi sekvenacnich dat v kratkém Ccase
a relativné levné. K nevyhodam patii naro¢nost na expertni bioinformatickou analyzu.

Aplikace metody NGS pro detekci MRN u ALL umoziuje odlisit nespecifickou
amplifikaci neklonalnich pfestaveb v pribéhu regenerace kostni dfené, kterd pifi pouZiti
standardni metodiky muze zptisobovat faleSnou pozitivitu mimo kvantifikaéni rozmezi testu.
Vyhodou je moznost sledovani celého spektra klondlnich prestaveb IG/TR nardz a nezavislost
na diagnostickém materialu (Kotrova et al, 2015, Della Starza, Chiaretti et al, 2019). NGS
eliminuje nutnost pouzivat pro kazdého individualniho pacienta specifické primery pro detekci
piestaveb IG/TR. Ve srovnani se standardni gPCR ma NGS vétsi prediktivni hodnotu pro relaps
(Kotrova et al, 2015, Della Starza, De Novi et al, 2019). Péc¢i konsorcia EuroClonality-NGS
metoda je metoda v pokrocilém stupni standardizace pro ucely sledovani MRN u ALL

(Bruggemann et al, 2019).
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Kapkova digitalni PCR

Zésadni vyhodou kapkové digitalni PCR (ddPCR) pro sledovani MRN je moZnost
absolutni kvantifikace MRN na DNA drovni bez nutnosti tvofit standardni kiivku
z diagnostického materialu. Cilovda DNA je rozdélena do vice nez 20 000 kapének olejové
emulze tak, ze v idealnim ptipadé kazda z kapének obsahuje jednu, nékolik malo nebo Zadnou
kopii DNA. Metoda vyuziva stejnych pacient-specifickych primerii a sond, jako qPCR pro
detekci prestaveb IG/TR. PCR reakce vedouci k amplifikaci cilové sekvence probiha
samostatn¢ v kazdé z kapének. Po skonceni reakce se méfi intenzita fluorescence a kazda
Z kapének je vyhodnocena jako pozitivni nebo negativni. Absolutni kvantita cilové sekvence
ve vstupnim vzorku je urena statickym vypoctem (Coccaro et al, 2020). Metoda vyznamné
snizuje riziko nespecifické amplifikace IG/TR piestaveb a podobné jako NGS umoziiuje
stanovit pozitiviu MRN 1 ve vzorcich, které jsou standardnimi technikami hodnoceny jako
pozitivni nekvantifikovatelné (MRNnq). Nevyhodou je zatim cena i nutnost specialniho
ptistrojového vybaveni.

Srovnani diskutovanych metod pro detekci MRN piehledné shrnuje Tabulka 1.
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Tabulka 1. Srovnani metod pro detekci MRN u ALL.

IG/TR fizni geny
FCM qPCR RT-gPCR ddPCR NGS
individuslni ano pro LAIP
desi o ano ne ano ne
esign ne pro nové pristupy
4 barvy: 10*
8 b 10° 10 az 107
s arev: 10° 4% 1 4% 10 :
senzitivita 104 az 10 10*az 10° 10° Zavisi na mnostvi
8 barev a >10° DNA
bunék: 108
absolutni pii >10%;
kvantifikace absolutni pii <10 relativni absolutni absolutni
semikvantitativni
zavislost na
diagnostickém ne ano ne ano ne
materialu
aplikovatelnost >90 % 90-95 % 30-40%  90-95% >95 %
doba analyzy hodiny tydny dny hodiny 1 tyden
materidl a jeho ~ Dunétnd suspenze DNA RNA DNA DNA
stabilita nestabilni stabilni nestabilni stabilni stabilni
heterogenita klonalni repertoar;
dodatecna . . s4dnd sadnd w1 ) )
informace vySetfované 7adna zadna zadnd  presn identifikace
populace zlomd

Citovano podle (Contreras Yametti et al, 2021); upraveno.
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Pacienti a metodika

Prace zahrnuje analyzu vysledku 1é¢by intenzivné 1é€enych dospélych pacientti s akutni
lymfoblastovou leukémii diagnostikovanych mezi léty 2007 a 2020 v péti
hematoonkologickych centrech v Ceské republice: Ustavu hematologie a krevni transfuze
Vv Praze a fakultnich nemocnicich v Brn¢, Hradci Kralové, Olomouci a Ostravé. Data byla
extrahovana z databaze DATOOL Ceské leukemické skupiny — pro zivot (CELL) ke dni
5.4.2021. VSsichni pacienti podepsali souhlas s ukladanim svych anonymizovanych dat do vyse
uvedené databdze, stejné€ jako souhlas s vyuzitim biologického materidlu pro védecké tcely ve

shodé s Helsinskou deklaraci Svétové 1ékarské asociace.

Celkem bylo 1éCeno 297 pacientli. Pacienti s BCR-ABL1-negativni a BCR-ABL1-
pozitivni ALL byly analyzovdny oddé€lené. Vstupni charakteristicky pacientll jsou shrnuty

v Tabulkach 2 a 3.

Tabulka 2. Charakteristika souboru pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL.

pacientt celkem 203
vék
median (roky), rozmezi 36,0 18-64
<35 let 95 46,8 %
35-55 let 91 44,8 %
>55 let 17 8,4 %
pohlavi
muzi 123 60,6 %
zeny 80 39,4 %
pocet leukocyti pii diagnéze
BCP-ALL
median (x 1091), rozmezi 7,3 0,6-724
vysoké (>30 x 10%1) 18 %
T-ALL
median (x 10%1), rozmezi 43,3 1,2-542
high (>100 x 10%1) 55 %
karyotyp
normalni 71 35,0 %
abnormalni 92 45,3 %
zmény ploidie 53
komplexni karyotyp 25
t(v;11g23.3) 12
del(9)(p21) 9
neznamy 40 19,7 %
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molekularni genetika

bez prestavby 165 81,3 %

pfestavby pfitomny 28 13,8 %
z nich 17 (61 %) mélo prestavbu KMT2A (MLL)

nevysetieno 10 49 %

imunofenotyp

BCP-ALL 140 69,0 %
ProB (B-I) 26 12,8 %
CommonB (B-I1) 88 43,4 %
PreB (B-111) 21 10,3 %
neurc¢eno 5 25 %

T-ALL 63 31,0 %
ProT (T-I) 7 3,5%
PreT (T-11) 21 10,3 %
CorticalT (T-111) 22 10,8 %
MatureT (T-1V) 1 0,5%
neur¢eno 10 4,9 %

rizko dle GMALL

standardni 90 44,8 %
vysoké 104 51,7 %
neur¢eno 9 35%

infiltrace CNS

ne 163 80,3 %

ano 38 18,7 %
Z nich: CNS2 22
CNS3 16

neur¢eno 2 1,0%

1é¢ba rituximabem

ano 29 14,3 %

ne 154 75,9 %

chybi data 20 9,8 %
rok diagnozy

2007-2012 84 41,4 %

2013-2020 119 58,6 %

Vysvétlivky: CNS1, bez zachytu leukemickych blastli v mozkomisnim moku; CNS2, <5 leukocytt v 1
ul mozkomsniho moku, blasty ptitomny; CNS3, >5 leukocytti v 1 pl mozkomsniho moku, blasty
pritomny. Do skupiny CNS3 jsou fazeni i pacienti s loziskem v CNS nebo periferni parézou hlavového
nervu a pfitomnosti blasti v CNS.

Standardni riziko dle GMALL zahrnuje pacienty se vstupni leukocytozou <30 x 10%1 a commonB
nebo preB fenotypem bez t(v;11¢23.3) a pacienty s leukocytdzou <100 x 10%I a cortical T fenotypem.
Podminkou je dosazeni kompletni remise pro prvnim bloku indukéni chemoterapie.
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Tabulka 3. Charakteristika souboru pacientii s BCR-ABL1—pozitivni ALL.

pacientii celkem 94
vék
median (roky), rozmezi 44,5 19-65
<35 let 28 29,8 %
35-55 let 40 42,6 %
>55 let 26 27,6 %
pohlavi
muzi 51 54,3 %
zeny 43 45,7 %
pocet leukocyti pii diagnéze
median (x 10%1), rozmezi 25,4 1,1-466
vysoké (>30 x 10%1) 47 %
karyotyp
1(9;22) 44 46,8 %
t(9;22) s ACA 19 20,2 %
neznamy 31 33,0%
typ piestavby BCR-ABL1
minor 52 55,3 %
major 22 23,4 %
minor + major 6 6,4 %
nespecifikovano 14 14,9 %
imunofenotyp
ProB (B-I) 1 1,1%
CommonB (B-II) 74 78,7 %
PreB (B-III) 16 17,0 %
neurcéeno 3 3,2%

infiltrace CNS

ne 67 71,2 %
ano 16 17,0 %
z nich: CNS2 9
CNS3 7
chybi data 11 11,7 %
rok diagnézy
2007-2012 39 41,5%
2013-2020 55 58,5 %

Vysvétlivky: ACA = ptidatné chromosomalni abnormality.

Pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL byli 1é¢eni prodle protokolu GMALL 07/2003
a z n¢j odvozeného protokolu ALL CELL 2012 Junior. Protokol je zalozen na sekvencnim

podani dvou indukénich a sedmi konsolidacnich chemoterapeutickych blokt a prospektivnim
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sledovani MRN metodou qPCR. Nedosazeni negativity MRN do 18. tydne 1€¢by je povazovano
za samostatny rizikovy faktor a je diivodem k intenzifikaci 1écby provedenim alogenni HSCT.

Podrobny popis protokolu je kdispozici online (clinical.trials.gov identifikator
NCT00198991).

Nemocni s BCR-ABL1-pozitivni ALL byli 1éCeni chemoterapii v kombinaci
s inhibitorem tyrosinové kinazy imatinibem 400-600 mg/den podavaném od prvniho dne
indukce I do alogenni HSCT. Sedmdesat sedm (81,9 %) pacientll dostavalo chemoterapii dle
vysSe uvedeného protokolu GMALL 07/2003 (CELL Junior 2012), 12 pacientu (12,8 %) bylo
1é¢eno dle protokolu hyperCVAD, 5 pacientl (5,3 %) ve véku >55 let dostalo redukovanou
chemoterapii dle protokolu ALL CELL 2012/Ph+ elderly.

MRN byla testovana v kostni dfeni metodou PCR v protokolem stanovenych ¢asech,
tedy po skonceni indukce I (den 26), po skonceni indukce II (den 46), pfed zahdjenim
konsolidace I (tyden 11), pfed zah4jenim konsolidace II (tyden 16), pozdéji pied zahajenim
dalsich konsolida¢nich cykll nebo pfed provedenim HSCT. Primérnim cilem pro stanoveni
MRN byly specifické ptestavby IG/TR (u Ph-negativni ALL) nebo transkript BCR—-ABL1
(u Ph-pozitivni ALL). Vysledky MRN byly kvantifikovany a interpretovany v souladu se
standardy konsorcia EuroMRD (van der Velden et al, 2007, Bruggemann et al, 2010, Pfeifer et
al, 2019). Minimalni senzitivita eseji byla 10*. Vzorky s detekovanou MRN na hladiné >10*
byly interpretovany jako MRN-pozitivni (MRNq). Hodnoty MRN <10 byly povazovany za
nekvantifikovatelné¢ pozitivni (MRNnq). Za negativni byly povazovany vzorky
s nedetekovatelnou MRN pfi zachované minimalni senzitivité 10, tedy vzorky splitujici

definici kompletni MRN odpovédi (CMR).

Analyza je retrospektivni. Celkové pieziti (OS) udava ¢as od diagndzy do data imrti
nebo posledniho kontaktu. Pieziti bez nemoci (DFS) je definovano jako Cas od dosazeni remise
do relapsu, umrti nebo posledniho kontaktu. Efekt MRN na pieZiti u pacienti podstupujicich
HSCT byl hodnocen od data transplantace. HSCT byla hodnocena jako Casové zavisla
proménnd. Vstupni data pacienti byla hodnocena metodami deskriptivni statistiky. VIiv
kategorickych parametrii na funkci pieziti byl odhadovan metodou dle Kaplana-Meiera. Pro
srovnani kiivek preziti mezi skupinami byl pouzit oboustranny log-rank test. Funkce rizik
kontinudlnich proménnych byly hodnoceny metodou Coxova proporcionalniho regresniho
modelovani. Rizikové faktory pro OS a DFS byly ur€eny za pomoci multivariantniho Coxova

modelu proporciondlnich rizik. VSechny analyzy byly provedeny na hladin€ vyznamnosti 5 %
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(p <0,05). K vypoctim byl pouzit statisticky sofware IBM SPSS v23 a MATLAB R2021a (The
MathWorks Inc.).
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Cile

Zhodnotit vysledky 1é¢by dospélych pacientti s BCR-ABL1-negativni ALL lécenych
podle protokolu GMALL 07/2003 (CELL Junior 2012).

. Zhodnotit vysledky 1é¢by dospélych pacientti s BCR-ABL1—pozitivni ALL.

Analyzovat klinicky vyznam nizkych pozitivit MRN v prubéhu indukéni a ¢asné fazi

konsolida¢ni 1écby dospélych pacientii s BCR-ABL1-negativni ALL.

Porovnat prognosticky vyznam MRN hodnoceny metodou pritokové cytometrie

a qPCR.

Validovat model pro rychlou identifikaci pacientt s Ph-like fenotypem.
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Vysledky

Lécba BCR-ABLI—negativni akutni lymfoblastové leukémie

Median sledovani v kohort¢ pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL ¢inil 33,5 mésice
(rozmezi 0,6-120 mésict). Sto osmdesat devét (93,1 %) pacientll dosahlo kompletni remise,
5 (2,4 %) bylo primarné refrakternich. V pribéhu indukéni faze 1é€by zemielo 6 (3,0 %)
pacientil, udaj o vysledku indukéni 1€cby chybél u 3 (1,5 %) pacientd. Relaps byl zaznamenan
u 70 (34,5 %) pacient; median doby do relapsu dosahoval 10,6 mésict (rozmezi 1,5-87,6
mésicll). V dob¢ uzavérky dat pied analyzou bylo 120 (59,1 %) pacientli naZivu. Preziti ve 3

a 5 letech dosahovalo 63,5 % a 55,9 % pro OS a 54,5 % a 49,7 % pro DFS.

Hodnotili jsme vliv vstupnich parametri na preziti. Vedle zakladnich klinickych
charakteristik jako je v€k, cytogeneticky nalez, liniova ptislus$nost, pocet leukocyti pii
diagndze a rizikova skupina dle GMALL a infiltrace CNS (definice uvedena v Tabulce 2) jsme
analyzovali vyznam 1é¢by rituximabem, rozdil ve vysledcich 1é¢by mezi pacienty 1é¢enymi
pted a po roce 2012, provedli jsme landmark analyzu v tydnu 11 pro zhodnoceni vlivu
negativity MRN a studovali jsme vliv provedeni alogenni HSCT v prvni kompletni remisi.
Posledné jmenovany parametr byl hodnocen jako ¢asové zavisla proménnd. Vysledky parovych

analyz jsou shrnuty v Tabulce 4 a graficky znazornény kiivkami pteziti (Obr. 1-11).
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Tabulka 4. Analyza pteziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL.

celkové preziti

preZziti bez nemoci

median, preZiti ve median, preZiti ve
n 95% ClI 3/5 letech 95% ClI 3/5 letech
(mésice) (%) (mésice) (%)
celkem 203 NR 63,5/55,9 55,6 54,5/49,7
vék <35 let 95 NR 70,6/61,0 435 (-) 54,0/49,5
35-55 let 91 NR 59,2/54,1 NR 56,1/54,3
>55 let 17 22,4(11,3-33,6) 44,3/33,3 16,4 (0,0-54,4) 50,0/25,0
p 0,015 NS
karyotyp normalni 88 NR 72,2/65,2 NR 58,0/56,2
hyperdiploidni 25 NR 60,0/60,0 NR 57,1/52,0
ostatni 50 42,1(11,4-69,8) 57,7/44,2 34,4 (-) 47,9/40,5
p 0,05 NS
imunofenotyp BCP-ALL 141 NR 66,0/60,0 435 (-) 54,9/48,4
T-ALL 62 NR 56,8/56,8 81,5(-) 53,8/53,8
p NS NS
hyperleukocytéza ne 153 NR 66,9/58,2 92,3 (-) 56,8/50,6
pri dg ano 50 55,9 (-) 52,0/48,0 33,3(-) 47,2/47,2
p NS NS
riziko dle standardni 90 NR 69,5/61,7 NR 59,2/54,2
GMALL vysoké 104 62,1 (-) 58,6/51,1 39,3 (0,0-84,0) 50,1/45,3
p NS NS
infiltrace CNS ne 163 NR 67,4/60,7 NR 58,2/54,2
ano 38 29,7(0,0-59,5) 48,2/37,0 19,1(10,3-27,9) 39,6/31,7
p 0,016 0,043
1é¢ba ne 154 NR 62,6/52,7 41,3 (0,0-87,6) 53,0/47,9
rituximabem ano 29 NR 54,5/54,5 NR 51,6/51,6
p NS NS
MRN negativni 61 NR 84,7/72,6 NR 67,1/60,3
v tydnu 11 pozitivni 40 52,2(21,0-83,3) 56,8/41,6 22,0(5,5-38,5) 42,0/38,5
p <0,001 0,005
HSCTv1.CR ne 121 48,1(22,9-73,4) 53,1/44,0 41,3(0,1-82,4) 39,4/33,9
ano 82 NR 78,4/73,3 NR 74,5/70,7
p <0,001 <0,001
rok diagnézy 2007-2012 84 52,2 (-) 57,1/47,6 30,0 (11,1-49,0) 46,3/42,5
2013-2020 119 NR 68,2/64,2 NR 62,3/56,1
p 0,05 NS
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Obr. 1. Pieziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL, cela kohorta.

celkové preziti

0.5

0.4

03

0.2

0S

20

40

60 80
¢as (mésice)

100 120 140

ti bez nemoci

preii

09

08

07

06

05

0.4

03

0.2

0.1

DFS

20 40

60 80
cas (mésice)

100 120 140

Obr. 2. Pieziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL podle véku pii diagnoze.
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Obr. 3. Preziti pacientd s BCR-ABL1-negativni ALL podle vstupniho karyotypu.
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Obr. 4. Pteziti pacientu s BCR-ABL1-negativni ALL podle imunofenotypu.
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Obr. 5. Preziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL podle po¢tu leukocytt pii diagnoze.

celkové preziti

0.9

0.8

0.7

06

04

03

02

01

0.5 e

oS

Leukocyty

non-hyperleuko - Median survival time neni
hyperleuko........ Median survival time 55.93

NS

20

40

60 80

Cas (mésice)

100

120

ti bez nemoci

preii

09

08

0.7

06

DFS

Leukocyty

non-hyperleuko - Median survival time 92.28
hyperleuko-----Median survival time 33.29

05 [

04

03

02

01

NS

20 40 60 80

Cas (mésice)

100

120

Obr. 6. Preziti pacientii s BCR-ABL1-negativni ALL podle rizikové skupiny dle GMALL.

celkové preziti

0.9

0.8

0.7

0.6

0571

0.4

0.3

0.2

0.1

os

Vstupni riziko

HR - Median survival ime 62.14
SR -+ Median survival time neni

NS

20

40

60 80
cas (mésice)

100

120

iti bez nemoci

preii

081

0.7

06

047

03r

02¢

017f

DFS

Vstupni riziko

HR Median survival time 39.34
SR Median survival time neni

NS

20 40 60 80
¢as (mésice)

100

120



Obr. 7. Pteziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL podle infiltrace CNS pii diagnoze.
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Obr. 8. Pieziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL podle 1é¢by rituximabem.
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Obr. 9. Preziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL podle MRN v tydnu 11.
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Obr. 10. Pieziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL podle HSCT v 1. kompletni remisi.
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Obr. 11. Pfeziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL podle roku zahajeni 1é¢by.
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Byla provedena multivariantni analyza faktort ovliviijicich preziti (Obr. 12). Zatazeny
byly standardni rizikové faktory charakterizujici onemocnéni pfed zahajenim 1é€by, tedy vék,
karyotyp, imunofenotyp, pocet leukocyti pii diagnoze, rizikova skupina dle GMALL a vstupni
infiltrace CNS. K nim byla jako landmark parametr pfifazena hodnota MRN v tydnu 11, tedy
pfed zahajenim konsolida¢ni faze 1écby. HSCT v prvni kompletni remisi do analyzy zafazena
nebyla, nebot’ v protokolu indikujicim transplanta¢ni 1é¢bu na zakladé hodnoty MRN neslo
o nezavislou proménou. Jako jediny faktor, ktery samostatné ovliviioval celkové pieziti, byla

identifikovana MRN v tydnu 11 s HR 3,06 (95%CI 1,37-6,84; p = 0,006). Pro pteziti bez
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progrese byla vyznamna vstupni infiltrace CNS s HR 2,08 (95%CI 1,04-4,16; p = 0,038)

aMRN v tydnu 11 s HR 2,15 (95%Cl 1,13-4,10; p = 0,020).

Obr. 12. Multivariantni analyza faktor ovliviujicich pteziti u BCR-ABL1-negativni ALL.
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HR=2.23 (0.89,5.59), P=0.088 HR=1.53 (0.66,3.52), P=0.322
Imunofenotyp Imunofenotyp
(BCP-ALL : T-ALL) + (BCP-ALL : T-ALL)
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HR=1.54 (0.65,3.85), P=0.329 HR=1.14 (0.55,2.38), P=0.721
Infiltrace CNS Infiltrace CNS
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HR=2.15 (0.94,4.93), P=0.069 HR=2.08 (1.04,4.16), P=0.038
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HR=3.06 (1.37,6.84), P=0.006 HR=2.15(1.13,4.10), P=0.020
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0.5

Lécba BCR-ABLI1—pozitivni akutni lymfoblastové leukémie

Median sledovani skupiny pacienti s BCR-ABL1-pozitivni ALL ¢inil 24,5 mésice
(rozmezi 0,3-120 mésict). Osmdesat ¢tyfi (89,4 %) pacientt dosahlo kompletni remise, 1
(1,0 %) byl primarné refrakterni. V prubéhu indukéni faze 1écby zemteli 4 (4,3 %) pacienti,
udaj o vysledku indukéni 1€Eby chybél u 5 (2,3 %) pacientli. Zrelabovalo 26 (27,7 %) pacientd;
median doby do relapsu ¢inil 8,6 mésict (rozmezi 3,6—40,5 mésicti). V dobé uzavérky dat pred
analyzou bylo 49 (52,1 %) pacientil nazivu. PfeZiti ve 3 a 5 letech dosahovalo 57,2 % a 52,4 %
pro OS a 50,2 % a 44,9 % pro DFS.
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V analyze preziti jsme samostatné sledovali efekt veéku, pridatnych chromosomalnich
zmén, poctu leukocytl pii diagndze, typu piestavby BCR-ABL1 a infiltrace CNS. Podobné¢ jako
Vv kohort¢ BCR-ABL1-negativnich pacientli byly hodnoceny temporalni parametry, konkrétné
dosazeni negativity MRN v tydnu 11, provedeni alogenni HSCT v 1. CR a lécby pied ¢i po roce
2012. Vysledky jsou pichledn¢ uvedeny v Tabulce 5 a graficky znazornény kiivkami pieziti

(Obr. 13-21).

Tabulka 5. Analyza pteziti pacientd s BCR-ABL1—pozitivni ALL.

celkové preziti preziti bez nemoci
median, I\’/‘:;;;‘ median, preZiti ve
n 95% CI 95% CI 3/5 letech
(mésice) letech (mésice) (%)
(%)

celkem 94 67,2 57,2/52,4 39,4 50,2/44,9
vék <35 let 28 NR 66,7/66,7 NR 58,7/58,7
35-55 let 40 67,2 (-) 56,1/51,8 14,1 (0,0-52,6)  46,8/39,3
>55 let 26 12,1(0,0-54,9) 50,0/36,5 20,0(0,0-68,5  46,2/36,9

D 0,045 NS
karyotyp t(9;22) 44 50,5 (1) 545/47,0 22,9(0,050,7) 47,9/39,5
1(9;22) s ACA 19 NR 73,7/73,7 63,1(0,0-161,3) 58,8/58,8

p NS NS
pocet leukocyt <30 x 109/ 50 67,2 (-) 61,1/55,6 54,8 (0,0-115,3) 55,1/48,7
pii dg >30 x 10%/ 44 50,5 (-) 52,6/48,6 16,9 (0,0-55,5)  45,3/41,2

p NS NS
typ prestavby minor 58 NR 67,7/64,8 63,1(-) 58,3/52,7
major 22 423 (-) 54,6/47,7 16,9 (4,4-29,5)  44,4/44,4

p NS NS
infiltrace CNS ne 67 NR 67,6/63,0 63,1 (-) 58,1/53,1
ano 16 24,8(0,0-87,8) 48,1/481 12,6(1,8-23,3) 38,1/38,1

p NS NS
MRN <10 18 NR 72,2/59,1 54,8 (-) 55,0/48,1
v tydnu 11 >10° 13 NR 65,9/65,9 229 (-) 44,9/44,9

p NS NS
HSCT v 1.CR ne 32 10,6(59-152) 23,2/185 10,0 (4,9-150)  13,0/6,5
ano 62 NR 74,8/69,8 NR 64,7/59,8

P <0,001 <0,001

rok diagnézy 2007-2012 39 15,0(4,6-255) 38,5/33,3 16,9(8,4-254) 43,8/37,5
2013-2020 55 NR 71,0/68,1 NR 54,3/51,1

p <0,001 NS
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Obr. 13. Pieziti pacienti s BCR-ABL1-pozitivni ALL, cela kohorta.
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Obr. 14. Pfeziti pacienti s BCR-ABL1—pozitivni ALL podle veku pii diagndze.
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Obr. 15. Preziti pacient s BCR-ABL1—pozitivni ALL podle vstupniho karyotypu.
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Obr. 16. Pieziti pacienti s BCR-ABL1—pozitivni ALL podle poctu leukocyti pii diagndze.
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Obr. 17. Preziti pacientl s BCR-ABL1—pozitivni ALL podle typu piestavby BCR-ABLL.
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Obr. 18. Preziti pacient s BCR-ABL1—pozitivni ALL podle infiltrace CNS pfi diagnoze.
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Obr. 19. Pieziti pacienti s BCR-ABL1-pozitivni ALL podle MRN v tydnu 11.
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Obr. 20. Pieziti pacienti s BCR-ABL1-pozitivni ALL podle HSCT v 1. kompletni remisi.
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Obr. 21. Preziti pacientll s BCR-ABL1—pozitivni ALL podle roku zahajeni 1é¢by.
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V multivariantni analyze faktorti ovliviujicich pieziti nebyl zadany z prognostickych
faktorii vysSetfovanych pfi diagnéze identifikovan jako nezavisly prognosticky faktor pro OS
nebo DFS (Obr. 22). Na rozdil od BCR-ABLl-negativni ALL, ale v souladu s vysledky
univariantni analyzy nebyla jako signifikantni shleddna ani hladina MRN pied zahajenim

induk¢ni faze 16Cby (Obr. 19).

Obr. 22. Multivariantni analyza faktor ovlivijicich preziti u BCR-ABL1—pozitivni ALL.
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HR=1.03 (0.99,1.07), P=0.168 HR=1.03 (0.99,1.07), P=0.105
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Prognosticky vyznam nizkych pozitivit MRN

Zhodnoceni prognostického vlivu nizkych pozitivit MRN v ¢asné konsolida¢ni fazi
dospélych pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL 1é¢enou dle protokolu GMALL 07/2003
(CELL Junior 2012) jsme vénovali samostatnou publikaci, ktera tvoii Prilohu 1. Soucasti
publikace jsou 1 kiivky pteziti pro OS a DFS porovnavajici prognosticky vyznam dosazeni
kompletni MRN odpovédi (CMR), nizké pozitivity MRN (MRNnq) a pozitivity (MRNq) v 11.

tydnu 1écby, tedy pred zahdjenim prvniho konsolidacniho cyklu. Na tomto misté otiskujeme

38



vystupy analyzy prognostického vyznamu rtiznych hladin MRN méiené 26. den 1écby, tedy po
skonceni 1. indukéniho cyklu (Tabulka 6), v 11. tydnu 1é¢by (Tabulka 7) a v 16. tydnu 1écby
(Tabulka 8).

Tabulka 6. Prognosticky vyznam hladin MRN po 1. indukénim cyklu (den 26).

oS DFS
CMR
n =41 (37,3 %) =4 — -
median preziti (mesice), rozmezi  NR NR
3-leté/5-leté preziti (%) 85,1/73,4 a 68,7/65,1 d
MRNnNq
n =20 (18,2 %) _ B
median preziti (mésice), rozmezi 29,4 (20,8-38,0) c 238(98-378 f
3-leté/5-leté preziti (%) 41,1/32,9 35,1/28,1
MRNq
n =49 (44,5 %) b e
median pteziti (mésice), rozmezi 52,2 (9,2-95,2) 17,8 (5,8-29,8)
3-leté/5-leté pieziti (%) 57,5/45,4 - 37,0/33,3 -
%P =0,006; HR 3,6 (1,5-8,7) 9P =0,04; HR 2,4 (1,1-5,2)
®NS; HR 1,1 (0,5-2,3) ®NS; HR 0,8 (0,4-1,7)

°P =0,002; HR 3,2 (1,5-7,1) P =0,003; HR 2,8 (1,5-5,4)

Tabulka 7. Prognosticky vyznam hladin MRN pied zahajenim 1. konsolida¢niho cyklu
(tyden 11).

oS DFS
CMR
n =55 (60,4 %) - -
median pieziti (mésice), rozmezi  NR NR
3-leté/5-leté preziti (%) 83,7/74,0 a 67,1/61,5 d
MRNnNQ
n =20 (22,0 %) _ _
median pieziti (mésice), rozmezi 57,7 (14,4-21,4) c 31,2(0-281) - f
3-leté/5-1eté preziti (%) 68,9/42,3 n 47,9/41,0
MRNq
n=16 (17,6 %) b e
median preziti (mesice), rozmezi 17,9 (14,4-21,4) 11,7 (5,6-56,7)
3-leté/5-leté pieziti (%) 43,8/35,0 - 30,0/30,0 -
%p=10,02; HR 3,0 (1,3-7,2) 9 =0,05; HR 2,3 (1,1-4,7)
®NS; HR 0,6 (0,2-1,5) ®NS; HR 0,6 (0,3-1,4)

°p <0,001; HR 4,6 (2,0-11,0) fp =0,002; HR 3,5 (1,6-7,5)
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Tabulka 8. Prognosticky vyznam hladin MRN pied zahajenim 2. konsolida¢niho cyklu

(tyden 16).
oS DFS
CMR
n =61 (66,3 %) 7 — 7 —
median pfeziti (mesice), rozmezi  NR 91,8
3-leté/5-leté preziti (%) 82,1/72,1 a 61,5/59,1

MRNnNq

n =19 (20,7 %)
median pieziti (mésice), rozmezi
3-leté/5-leté preziti (%)

MRNq

n=12 (13,0 %)
median pteziti (mésice), rozmezi
3-leté/5-leté pieziti (%)

29,7 (0,9-58,4)
49,4/32,9

19,6 (0-53,9)
50,0/37,5 .

19,8 (10,1-29,6)
31,5/23,6

11,7 (0-25,8)
41,7/41,7

% = 0,001; HR 3,9 (1,7-8,9)

bNS; HR 0,9 (0,4-2,4)

°p = 0,009; HR 3,8 (1,5-9,6)
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Diskuze

Lécba akutni lymfoblastové leukémie dospélych podle MRN

Snahy evropskych narodnich skupin na poli 1écby ALL dospélych byly v uplynulych
tiech dekadach formovany snahou zavést do 1é¢by intenzivni polychemoterapeutické bloky
inspirované sloZenim i designem pediatrickych protokold. Piikladem postupné optimalizace
tohoto pfistupu jsou protokoly némecké studijni skupiny GMALL, kde kazda nova verze
protokolu vedla k stupniovitému zlepSeni pieziti (Ludwig et al, 1998, Gokbuget et al, 2012).
Némecky piistup se stal inspiraci pro Ceskou leukemickou skupinu — pro Zivot (CELL), ktera
zprvu na pozvani predstaviteli GMALL pievzala protokol 07/2003 (clinical.trials.gov
identifikator NCT00198991) a pozdéji jej dale samostatné rozvijela a modifikovala (protokol
ALL CELL Junior 2012).

Do klinické praxe Ceskych pracovist’ se dostal protokol inspirovany pediatrickym
ptistupem a stratifikujici riziko nemoci podle dynamiky MRN méfené standardizovanou
metodou qPCR. Prvni léta ptedstavovala vyzvu, kdy jsme se seznamovali se specifiky
intenzivniho pfistupu kombinujiciho az osm 1ék Vv jednom lécebném bloku, stejné jako
s novymi chemoterapeutiky, ktera do té doby byla uzivana pouze v 1é¢b¢ pediatrické populace.
V tomto ohledu bylo nejnaro¢néjsi ziskat zkusenosti s podanim asparaginazy. Prvni zkuSenosti
S novym lécebnym piistupem vedly k signifikantné lepSim vysledkiim pfeziti naSich pacient
oproti predchozim dekadam (Sélek et al., 2012) a protokol GMALL 07/2003 vstoupil do bézné

lécebné praxe participujicich pracovist CELL.

Lécba BCR-ABLI—negativni akutni lymfoblastové leukémie

Vysledky 1écby pacient s BCR-ABL1-negativni ALL Vv ¢eskych hematologickych
centrech z let 20072020 jsou srovnatelné s vystupy velkych narodnich studii, které v tu dobu
probihaly na referen¢nich zapadnich pracovistich (Rowe et al, 2005, Thomas et al, 2010,
Huguet et al, 2018). V Ceskych centrech se poprvé podafilo v kohorté intenzivné 1écenych
pacientil prekonat 50% pro celkové preziti (Obr. 1). Pfi zohlednéni data diagnozy se ukazalo,
ze preziti nemocnych diagnostikovanych v letech 2013-2020 je signifikantné lepsi nez
u pacientl z let 2007-2012 (OS ve 3 letech 68,2 % vs. 57,1 %, p = 0,05; Obr. 11). Pozitivni

trend je patrny i v parametru DFS. Je pravdépodobné, Ze vysledek odrazi vétsi zkuSenost
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pracovist’ s intenzivnim protokolem, se zvladanim specifickych vedlejSich u¢inkt nékterych
1é¢iv, zejména pegylované asparaginazy, uspéchy v prevenci mykotickych komplikaci
podminéné zavedenim profylaktické 1é¢by posakonazolem i v 1é€b¢ infekénich komplikaci,
lepsimi vysledky transplantacni 1€cby a samoziejmé i novymi moznostmi cilené 1écby relapsu

hematologického 1 molekularniho.

Analyzu vlivu jednotlivych rizikovych faktorti na pteziti tvofi série parovych srovnani,
ktera velmi Casto potvrzuji trend ve prospéch jedné z porovnavanych skupin. Ten je patrny
Z prub¢hu kiivek preziti, nicméné statisticky vystup je zatizen nizkym poctem pacientii
Vv souboru a nevychazi signifikantn¢ (p >0,05). K ziskani vétsiho poctu pacientti by bylo tieba
sbirat data v delSim Casovém intervalu, coz by vsSak — jak naznafeno vySe — pfineslo
ptedpojatost ve prospéch osob 1écenych v pozdéjsi dobé s piistupem k novejsim 1éklim. Je tedy
mozné sledovat trend v delSim pfeziti u pacienti mladSich v€kovych skupin, zejména
adolescentt a mladych dospélych ve véku do 35 let (OS a DFS ve 3 letech 70,6 % a 54,0 % vs.
59,2 % a 56,1 % ve véku 35-55 let vs. 44,3 % a 50,0 % ve veéku >55 let; Obr. 2). Pravé mladi
dospéli profituji z intenzivnich protokold pediatrického typu, na nichZ dosahuji dlouhodobého

preziti 67-78 % (Boissel & Baruchel, 2018, Stock et al, 2019).

Cytogeneticka analyza je standardnim diagnostickym vySetfenim u ALL a pfedev§im
Vv pediatrickych kohortach pfedstavuje karyotyp silny prognosticky faktor pouzivany ke
stratifikaci pacient do ramen s riznou intenzitou 1é¢by. Nase analyza prokazala signifikantné
lepsi OS pacientd snormalnim karyotypem oproti nemocnym S cytogenetickymi
abnormalitami, vyjma hyperdiploidie (Obr. 3). Horsi pieziti vykazovala skupina pacientti
S cytogenetickymi abnormalitami, mezi nimiZ byli nejvice zastoupeni nemocni s komplexnim
karyotypem nebo deleci genu CDKN2A (p16). Nepodatilo se naopak prokazal ptiznivy vliv
hyperdiploidie, ktera definuje dobrou prognozu v détskych kohortach (Dastugue et al, 2013).

V nasi kohorté nebyl pozorovan rozdil v preziti mezi pacienty s BCP a T fenotypem,
ackoliv n€které studie ukazuji na delsi preziti nemocnych s T-ALL (Obr. 4) (Dores et al, 2012,
Neumann et al, 2020) Stirani rozdilu mezi obéma skupinami ve prospéch BCP-ALL je
pfisuzovan novym lékiim, zejména blinatumomabu, inotuzumabu ozogamicinu a anti-CD19
CAR-T lymfocytiim, které pfinaseji nové Sance pro pacienty s relapsem BCP-ALL, zatimco
posledni registrovanou novinkou pro 1é¢bu relapsu T-ALL, jejiz efekt je pon¢kud rozporuplny,

se stal nelarabin v roce 2005.
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V kiivkadch pteziti je patrny trend klepSimu pfeziti pacientd bez vstupni
hyperleukocytézy (Obr. 5) a se standardnim rizikem dle klasifikaéniho syst¢ému GMALL
(definovano v Tabulce 2; Obr. 6). Rozdily v OS ¢ini v obou ptipadech 10 %, na limitovaném
mnozstvi subjektl vSak nedosahuji statistick€é vyznamnosti. Vyznam standardnich rizikovych
faktort, které jsou urcujici pro zafazeni do piislu$né rizikové skupiny GMALL, je v analyze
zastfen vétsim podilem transplantovanych pacientll ve skupiné s vysokym rizikem (62 ze 104,
tj. 59,6 %), zatimco ve skupin¢ standardniho rizika podstoupilo HSCT jen 18 z 90 (20,0 %)

nemocnych.

Byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v preziti pacientli v zavislosti na vstupni
leukemické infiltraci CNS (Obr. 7). Pacienti s nalezem leukemickych blastti v mozkomi$nim
moku Vv Case diagndzy méli signifikantné kratsi OS i DFS (p = 0,016 a 0,043). Za pozitivni
nalez byla povaZovana jakdkoliv pfitomnost blasti v mozkomiSnim moku pfi cytologickém
vySetieni (status CNS2 + CNS3, definovano v Tabulce 2), tedy nikoliv pouze infiltrace blasty
pti lymfocytarni pleocytéze v mozkomisnim moku (status CNS3). Interpretace tohoto vysledku
je obtizna a vyzada si samostatnou studii srovnavajici rizné metodické piistupy k vySetfeni
mozkomisniho moku na rtiznych pracovistich. Ac¢koliv vstupni leukemickd infiltrace CNS je
obecné povazovana za negativni prognosticky faktor, s vyjimkou polské (PALG) jej Zadna
z evropskych leukemickych skupin nepovaZzuje za parametr rozhodujici o intenzifikaci 1écby

pomoci alogenni HSCT (Giebel et al, 2019).

Byla publikovana fada praci poukazujici na hor$i prognézu pacientii s BCP-ALL
a pozitivitou znaku CD20 (Maury et al, 2016, Thomas et al, 2009). Nasi pacienti s vice nez
20% expresi znaku CD20+ na leukemickych blastech byli v souladu s protokolem 1é¢eni infuzi
rituximabu pied kazdym z cykli chemoterapie. Analyza pieziti neprokazala rozdil v preziti

mezi skupinami nemocnych, kteti dostali a nedostali anti-CD20 protilatku (Obr. 8).

Potvrdili jsme silny prognosticky vyznam ¢asného dosazeni MRN negativity méfené
v 11. tydnu po skonceni indukéni 1écby. OS a DFS ve 3 letech u pacientli s kompletni
molekularni odpovédi dosahovalo 84,7 % a 67,1 %, coz kontrastovalo s 56,8 % a 42,0 %
u pacientl s detekovatelnou MRN (p <0,001 a 0,005; Obr. 9). Klinicky vyznam hladiny MRN
v 11. tydnu byl nezavisly na standardnich prognostickych faktorech (vek, karyotyp,
imunofenotyp, pocet leukocyti pii diagnoze, rizikova skupina dle GMALL) (Obr. 12).

Data ukazuji, Ze perzistence MRN pied zahdjenim konsolida¢ni faze 1écby a dale

zejména po skonceni prvniho konsolida¢niho bloku chemoterapie je zavaznym negativnim
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prognostickym faktorem pro pieziti. V soucasné dobé je pro pacienty s BCP-ALL a perzistujici
MRN nebo molekularnim relapsem k dispozici 1é¢ba bispecifickou monoklonalni protilatkou
blinatumomabem, ktera v této indikaci dosahuje 78 % odpovédi (Gokbuget et al, 2018).
Otéazkou zustava, zda vSichni pacienti, ktefi jsou z indikace perzistence MRN indikovani
k cilené 1é¢b¢ a dosahnou na ni CMR, maji podsotupit alogenni HSCT. Zodpovédét se ji snazi

probihajici klinické studie (MolActl; clinical.trials.gov identifikator NCT03109093).

Silny prognosticky vyznam pro pieziti mélo provedeni alogenni HSCT v prvni
kompletni remisi, a to jak v univariantni (Obr. 10), tak multivariantni analyze (Obr. 12).
Neprokazali jsme rozdil v OS mezi pacienty v molekularni remisi, ktefi byli nebo nebyli
transplantovani. Signifikantni rozdil vSak byl vyjadfen v analyze EFS (85,4 % vs. 59,3 %,
p = 0,018; Tabulka 9, Obr. 23). Ki#ivky naznacuji, Ze ¢ast pacientt bez HSCT relabuje kolem
dvacatého mésice 1écby, tedy jesté pred skoncenim udrzovaci terapie. Moderni imunoterapie
dava vétsin¢ z nich Sanci na dosazeni druhé remise a nasledné provedeni alogenni HSCT.
Ptedpokladané je kumulativni incidence relapsu (CIR) transplantovanych pacientll nizsi nez
netransplantovanych, avSak 36,6% CIR u pacienti v CMR bez HSCT je necekané vyssi nez
ukazuji vystupy velkych evropskych skupin (Patel et al, 2010, Huguet et al, 2018, Ribera et al,
2020). Nabizi se otazka, do jaké miry je negativita MRN silnéj§im prognostickymi faktorem

nez nékteré z klasickych rizikovych faktord urcujicich skupinu vysokého rizika.

Tato analyza nebyla primarné koncipovéana na hodnoceni vysledku transplantacni 1é€by
nebo 1é¢by relapsu, avsak nabizi se nékolik faktord, které mohou byt pii¢inou piepojatosti.
Zejména jde o Casovou piedpojatost, nebot’” subjekty byly 1é¢eny v intervalu 14 let, kdy se
zasadné proménily moznosti prevence a lé¢by komplikaci HSCT, stejné jako moznosti 1é¢by

relapsu modernimi imunoterapeutickymi pfistupy (blinatumomab, inotuzumab ozogamicin).
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Tabulka 9. Analyza pieziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL podle MRN v tydnu 11

a HSCT v 1. kompletni remisi.

celkové preziti preZiti bez nemoci CIR
. preziti o preziti
median, ve 3/5 median, ve 3/5 ve 3/5
n (%) 95% ClI letech 95% ClI letech letech
‘o " o
(mésice) (%) (mésice) (%) (%)
MRNneg bez HSCT 41 (37,3) NR 82,4/68,0 43,0 (0,0-109,9) 59,3/49,0 36,6/41,5
MRNneg s HSCT 23(20,9) NR 91,1/84,6 NR 85,4/85,4 8,7/8,7
MRN+ bez HSCT 24 (21,8) 20,1(0,0-64,0) 451/334 11,4(9,5-13,3) 18,3/18,3 66,7/66,7
MRN+ s HSCT 22 (20,0) 62,1 (-) 67,6/56,3 55,6 (-) 63,3/49,3 13,6/13,6

Vysvétlivky: CIR = kumulativni incidence relapsu.

Obr. 23. Preziti pacienti
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s BCR-ABL1-negativni ALL podle MRN v tydnu 11 a HSCT

Srovnani vysledku 1é¢by podle protokolu GMALL 07/2003 (CELL Junior 2012) a méné

intenzivniho protokolu hyperCVAD ukazuje na trend lepsiho preziti u pacientd 1é¢enych podle

protokolu pediatrického typu (median OS nedosazen vs. 27,7 més., OS v 5 letech 56 % vs. 42
%; median DFS nedosazen vs. 27,7 més., DFS v 5 letech 50 % vs. 33 %), ackoliv rozdil mezi

obéma kfivkami neni statisticky vyznamny (Obr. 24). Nadgji predstavuje naznaceny tvar kiivky

preziti pacientt léCenych dle akademického protokolu Blina-CELL s bispecifickou

monoklondlni protilatkou blinatumomabem v induk¢ni fazi 1€cby. Ackoliv bylo ve srovnani
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zahrnuto jen prvnich 18 pacientti, jsou vysledky ptinasejici 97 % kompletnich remisi a 89 %

pteziti v prvnim roce 1écby bez HSCT diivodem k optimistickym oc¢ekavanim.

Obr. 24. Preziti pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL podle pouzitého 1é¢ebného protokolu.
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Lécba BCR-ABL1—pozitivni akutni lymfoblastové leukémie

Upésnost 1é¢by pacientii s BCR-ABL1—pozitivni ALL zaznamenala v poslednich 20
letech dramatické zlepSeni, Vjehoz zakladech stoji zavedeni cilené 1écby inhibitorem
tyrozinové kinazy poddvaném paralelné¢ s chemoterapii. Vysledky studii velkych evropskych
narodnich skupin zaznamenaly az dvacetiprocentni nardst v celkovém preziti, jak ukazuje
srovnani studii italské skupiny GIMEMA, kde OS ve 2 letech stoupl z 25 % v éfe pied
imatinibem na 55 % po zavedeni imatinibu (Bassan et al, 2000, Bassan et al, 2010). Nase
vysledky ukazuji OS ve 3 a 5 letech 57,2 % a 52,4 % (Obr. 13) a v mezindrodnim srovnani plné
obstoji. Podtyp ALL, pro ktery byla historicky vy¢leniovana samostatna rizikova skupina ,,very
high risk®, se postupné z hlediska parametru celkového preziti stal standardné rizikovou ALL,
coz ukazuje srovnani s kohortou pacienti s BCR-ABL1-negativni ALL, kde OS ve 3 a5 letech
¢inilo 63,5 % a 55,9 % (Tabulka 4).

Podminkou tohoto zlepSeni je schopnost absolvovat intenzivni 1écbu zahrnujici
konsolidaci formou alogenni HSCT. V nasem souboru dosahovaly OS a DFS v 5 letech ve
skuping pacientli transplantovanych v prvni kompletni remisi 69,8 % a 59,8 % a vyznamné se

lisily od pfeziti pacienti bez HSCT (18,5 % a 6,5 %, p <0,001; Obr. 20). Tyto vysledky jsou
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zcela srovnatelné s velkymi kohortami, napf. s francouzskou, kde preziti transplantovanych
v 5 letech bylo 62 % a peritransplanta¢ni morbidita a mortalita dosahovala 25,6 % (Chalandon
et al, 2015).

V kohorté pacientli s BCR-ABL1—pozitivni ALL byl jest¢ markantnéji vyjadien rozdil
ve vysledcich 1é¢by nemocnych 1écenych pied a po roce 2012 (Obr. 21). Vysledky odrazeji
nejen vyvoj na poli podpirné 1écby, standardizaci transplantacnich protokolti a vétSi moznosti
Vv 1é¢bé infekEnich 1 imunologicky podminénych potransplantacnich komplikaci, ale také
zménu ve slozeni induk¢ni terapie. V dodatku protokolu GMALL 07/2007 z roku 2012 byla
v rameni pro BCR-ABL1—pozitivni ALL redukovana myelotoxicka lé¢ba, zejména vypusténim
antracyklini. Pfi souCasné terapii imatinibem byla zkrdcena doba neutropenie, snizena
incidence infek¢nich komplikaci, vyrazné redukovéana ¢asnd morbidita i mortalia, a vétsi pocet
pacientl tak mohl podstoupit alogenni HSCT. Tomu nasvédcuje i statisticky vyznamny rozdil
Vv podilu transplantovanych pacientd v letech 2007-2012 (20 z 39, tj. 51,3 %) a v letech 2013—
2020 (42 2 55, tj. 76,4 %; p = 0,011).

Analyza skupiny pacienti s BCR-ABL1-pozitivni ALL je vyznamnég limitovana malym
mnozstvim subjekti. Nebylo tak mozné statisticky prokazat prognosticky vliv fady parametra,
kterym byl ve vétSich kohortach prognosticky vyznam pfiznan. Pfi srovnani skupin dle véku
bylo prokézano lepsi preziti skupiny adolescentli a mladych dospélych do 35 let (AYA) pouze
pro OS (Obr. 14). Nemohli jsme prokézat negativni vliv ptidatnych chromosomalnich zmén na
preziti (Obr. 15), ackoliv literarné jsou genové delece, predevsim delece geni CDKN2A/B,
prokazany jako faktor negativné ovliviwujici preziti (Pfeifer et al, 2018). Pfitomnost CNA
u BCR-ABLl1-pozitivni ALL méla negativni dopad na pfeziti i u pacientd léCenych
kombinovanou imunoterapii ve studii D-ALBA s blinatumomabem a dasatinibem v prvni linii
1é¢by, kde nejhorsich vysledkt dosahovala pravé skupina nemocnych s genotypem IKZF1plus
(Foa et al, 2020).

Podobné jsme nebyli schopni ukazat rozdil v pieziti mezi pacienty s piestavbou BCR-
ABL1 minor oproti pfestavbé major (Obr. 17), 1 kdyZ jiné studie ukézaly na hor$i molekularni
odpovéd nemocnych s prestavbou major (Foa et al, 2011), patrné z diivodu, Ze major piestavba
postihuje Casnéj$i hematopoeticky prekurzor a je exprimovdna nejen Vv nadorové

transformované lymfoidni linii (Hovorkova et al, 2017).

Jiz v analyze publikované roku 2016 jsme ukézali na pomalejsi pribéh MRN u BCR-
ABL1-pozitivni ALL. Cas do dosaZzeni molekularni remise byl 2,3x del3i nez u BCR-ABL1—-
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negativni ALL (Salek et al, 2016; Piiloha 2). Ani na vét§im souboru se nepodafilo efekt ¢asné
MRN odpovédi prokazat. Nebyl pozorovan rozdil v pieziti pacientd, ktefi dosahli negativity
MRN vtydnu 11, ¢i nikoliv (Obr. 19). Tento vysledek koresponduje s pozorovanim
francouzské skupiny GRAALL ve studii GRAAPH-2005, kde osoby v kompletni remisi
s MRN >107 pfed transplantaci neméli horsi pfeziti nez pacienti v hlubsi molekularni odpovédi
(Chalandon et al, 2015, Dhedin et al, 2015). Zasadni prognosticky vyznam je pfisuzovan
sledovani transkriptu BCR-ABL1 po provedené HSCT.

Vyse zminéna francouzska studie dale ukazala, Ze pfeZiti nemocnych, ktefi dosahli pied
transplantaci velké molekuldrni odpovédi (transkript BCR-ABL1 <0,1 %), se nelisilo, pokud
byli transplantovani alogenné nebo autologné. Tato studie se stala zdkladem uvah o odkladu
alogenni transplanta¢ni 1éCby u pacientii s BCR-ABL1-pozitivni B-ALL v molekularni remisi
az do doby piipadného relapsu (viz dale: Akademické protokoly pro 1é¢bu ALL v Ceské
republice). Této strategii nahrava i recentné publikovana analyza srovnavajici 1é¢bu podle
protokolu hyperCVAD v kombinaci se tfemi generacemi TKI, kde pacienti s poklesem
transkriptu  BCR-ABL1 <0,01 % v pribéhu prvnich 3 mésici 1écby neprofitovali
z transplanta¢niho piistupu (Sasaki et al, 2021). Moznou budouci strategii naznacuji i prvni
vysledky kompletné¢ bezchemoterapeutickych ptistupli k 1é€bé prvni linie, kde kombinace
blinatumomabu s dasatinibem vedla k OS ve 2 letech ve vysi 95 % (Foa et al, 2020), kombinace
blinatumomabu s ponatinibem v pribézné analyze dokonce dosahovala OS v 1 roce 100 %
(Short et al, 2021).

Prognosticky vyznam nizkych pozitivit MRN

Prospektivni hodnoceni MRN se v pribéhu poslednich 15 let stalo integralni soucasti
vétSiny evropskych akademickych 1écebnych protokolii (némeckého GMALL, francouzského
GRAAL, britského UKALL, italského NILG, spanélského PETHEMA) (Gokbuget et al, 2012,
Beldjord et al, 2014, Patel et al, 2010, Bassan et al, 2009, Ribera et al, 2020). MRN je
konsensualné hodnocena po skonceni prvniho bloku indukéni 1é¢by (tyden 4/den 26), na konci
induk¢ni faze (tyden 5-6) a po prvnich tfech blocich chemoterapie (tyden 12-16). Po
zhodnoceni vysledkl 1é€by podle zminénych narodnich se klicovy moment pro rozhodovani o
intenzifikaci terapie na zakladé MRN ptesunul do ¢asnéjSich fazi 1écby, konkrétné do intervalu
mezi 10. a 16. tydnem. V nasi analyze nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v pteziti

podle MRN métené pied prvnim a druhym blokem konsolidacni 1é¢by v tydnech 11 a 16. Ve
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shodé s nasimi diive publikovanymi vysledky (Salek et al, 2016; Ptiloha 2) povazujeme MRN
meétenou V tydnu 11 za zdsadni parametr pro hodnoceni odpovédi na polychemoterapeutickou

1é¢bu dle protokolu GMALL 07/2003 (CELL Junior 2012).

V recentn¢ publikované analyze jsme ukazali, Ze klinickou relevanci maji jakékoliv
pozitivity MRN v 11. tydnu 1é¢by a ze hodnoty pacientt s pozitivni nekvantifikovatelnou MRN
(MRNnNQ) maji negativni prognosticky vyznam srovnatelny s pacienty s kvantifikovatelnou
nalozi (MRNQ) (Salek et al, 2021; Ptiloha 1).

Dale jsme pozorovali hor§si DFS v 5 letech u pacientt s MRNnQ Vv tydnu 16 nez
u pacientii s MRNQ. Tento zdanlivy paradox muize byt zplisoben nizkym poctem pacientd,
nicméné nabizi se 1 vysvétleni, Ze odkladani 1écby do doby, az pacienti dosahnou MRNg, je
provazeno vznikem chemorezistentnich klont, coz nasledné vede k hor§im vysledkiim 1éCby

(molekularniho) relapsu.

DosazZeni kompletni MRN odpovédi (CMR) jiz po prvnim indukénim cyklu (den 26)
definuje skupinu pacientd vyzancujici se pétiletym OS 73,4 % a DFS 65,1 %. Pacienti, ktefi
26. den 1éc¢by dosahli MRNNQ, vykazovali stfedni prognozu. Tti Ctvrtiny z nich (12 z 16)
dospéli do CMR pred zahdjenim konsolida¢ni 1é¢by v 11. tydnu a zGstali v remisi, zatimco
zbyvajicich 25 % bylo i nadale MRNnq. Naopak z 37 pacientt, kteti méli v den 26 MRNQg,
dosahlo CMR v tydnu 11 jen 9 (24 %). Dynamiku vyvoje MRN v pribe¢hu indukéni a casné

konsolidaéni faze 1€cby znazoriuje Obr. 25.

Odbér kostni diené bezprostiedné po skonfeni druhé faze indukéni 1é€by (den 46) je
zatizen skutecnosti, zZe v tuto dobu se pacienti nachazeji v aplazii po podané chemoterapii nebo
ve fazi regenerace kostni diené. Tim je dano vyssi riziko falesné pozitivity z diivodu
nespecifického naseddni IG/TR primerd na regenerujici polyklonalni lymfocyty. Je to
pravdépodobné i ditvod, pro¢ vysledky v intervalu MRNNQ v tomto ¢asovém bod¢ nevykazuji

prognosticky vliv na preziti.

Pacienti, ktefi byli na zdkladé¢ zhodnoceni diagnostickych parametri a MRN na konci
indukce zatazeni do skupiny vysokého rizika, podstoupili alogenni HSCT. Hladina MRN pied
vstupem do HSCT piedstavuje nezavisly rizikovy faktor pro preziti po transplantaci (Gokbuget
etal, 2012, Dhedin et al, 2015). Nase kohorta, v niz jsme hodnotili prognosticky vyznam MRN,
¢itala pouze 39 transplantovanych pacienti, z nichz ve skupiné MRNq pted HSCT byli pouze

tii. Tato skuteCnost omezuje interpretaci ziskanych vysledki, byli jsme nicméné schopni
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prokazat vyhodu dosazeni CMR i ve srovnani s MRNng pro OS (33,3 % vs. 83,7 %, HR 4,3,
p =0,03). Podobny trend byl patrny i pro DFS (33,3 % vs. 80,0 %, HR 3,2, p = 0,07).

Obr. 25. Molekularni odpovéd’ pacientt s BCR-ABL1-negativni ALL v pribéhu indukéni a
¢asné konsolida¢ni faze 1é¢by dle protokolu GMALL 07/2003 (CELL Junior 2012).
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Data potvrzuji signifikantné lepsi preziti transplantovanych pacienti, ktefi do HSCT
vstupuji v CMR. Neumoznuji v§ak odpoveédét na otazku, zda pridani dalsiho 1é¢ebného cyklu
pacientiim s pozitivni MRN a nasledné dosazeni CMR povede i k lepsimu pieziti po HSCT. Ze
je to pravdépodobné, ukazala analyza némecké skupiny GMALL, ktera se zaméfila na pacienty

se selhanim molekularni odpovédi v tydnu 16 (Gokbuget et al, 2017).

Nizké pozitivty MRN dosud nebyly povazovany za klinicky relevantni. Tyto vysledky
byly na zakladé¢ doporuceni konsorcia EuroMRD povazovany na MRN negativni
s doporucenim k ¢asné&jsi kontrole (Bruggemann et al, 2010). Nase data prokazuji, ze MRNnq
maji nezanedbatelny prognosticky vyznam srovnatelny s MRN(. Zatim nepublikovand data
némecké skupiny GMALL ukazuji, Ze metodou NGS je mozné tuto skupinu dale rozd¢lit na
pacienty se skutecnou pozitivitou, respektive negativitou MRN (pozitivita MRN byla metodou

NGS potvrzena u 66 % pacientli s MRNNQ v 16. tydnu 1éCby).
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Akademické protokoly pro 1é&bu ALL v Ceské republice

Diky spolupraci s neméckou pracovni skupinou GMALL a vlastnim aktivitam byla
CELL pfizvana k aktivnimu clenstvi v Evropské pracovni skupiné pro ALL dospélych
(EWALL). Toto Clenstvi ndm mimo jiné umoznilo ucastnit se spolecnych akademickych
projektti s novymi cilenymi 1é¢ivy u starsich pacientii s ALL. Ceskou ucast v projektu EWALL-
INO s inotuzumabem v prvni linii 1é¢by starSich pacientti s BCR-ABL1-negativni BCP-ALL
ALL (clinical.trials.gov identifikator NCT03249870) zabezpeCuji z pozice narodniho
koordinatora. Clenstvi v EWALL zarovei ptineslo impuls k navrhim a realizaci vlastnich
nekomercnich klinickych projektt. Jsem autorem a hlavnim koordinatorem studii Blina-CELL
s blinatumomabem v prvni linii 1é¢by BCR-ABL1-negativni BCP-ALL (clinical.trials.gov
identifikator NCT04554485) a Pona-CELL s ponatinibem v prvni linii 1écby BCR-ABL1-
pozitivni BCP-ALL (clinical.trials.gov identifikator NCT04554459). Hlavnim cilem obou
studii je dosazeni ¢asné negativity MRN diky zatazeni modernich cilenych terapeutik do prvni
linie 1écby. Jde o prvni Ceské klinické studie iniciované investigdtorem na poli akutnich

leukémii.

Experimentalni soucasti protokolu Pona-CELL je sledovani MRN metodou kapkové
digitalni PCR (ddPCR), a to jak na trovni transkriptu BCR-ABL1, tak pomoci kvantifikace
specifické fuze na genomické trovni. Tim bude zajisténa absolutni kvantifikace MRN nezavisle
na individudlni variabilité¢ exprese mezi pacienty nebo i mezi jednotlivymi buiikami téhoz
pacienta. K detekci a sledovani dynamiky muta¢nich zmén v kinazové doméné BCR-ABL1 pti
1é€bé ponatinibem bude pouzita metodika alelové specifické ddPCR. Metodu jsme zavedli
a validovali na souboru 10 pacientll s chronickou myeloidni leukémii (CML), ktefi vyvinuli
Vv pritbéhu 1écby rezistentni mutaci, a 12 pacient s BCR-ABL1—pozitivni ALL a lymfoidnim
blastickym zvratem CML, kteti byli prospektivné vySetfovani na pfitomnost mutaci. Polovina
pacientl z posledné jmenované kohorty méla detekovanou rezistentni mutaci T315I, z toho 3
(25 %) v minoritnim klonu jiz v ¢ase diagnozy, dalsi tii (25 %) mutaci rozvinuli v pribéhu
1écby. Zrelabovali ¢tyti pacienti. U vSech byla mutace T3151 v dobé relapsu vlastnosti
dominiantniho klonu. NaSe data ukazala, ze alelové specificka ddPCR je senzitivni a rychlou
metodou vhodnou pro sledovani klondlniho vyvoje a detekci prognosticky vyznamnych mutaci
pfi diagnoze a v pribéhu intenzivni 1é¢by BCR-ABL1-pozitivni ALL (Polivkova et al, 2021;
Ptiloha 3).
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Porovnani metod pro hodnoceni MRN

Paralelné s méfenim MRN pomoci kvantifikace specifickych piestaveb IG/TR metodou
gPCR byla MRN v prabéhu 1écby monitorovana také metodou osmibarevné FCM. Jiz v prvni
analyze naSich pacientd jsme ukazali, ze senzitivita standardni 8-barevné FCM je nizsi nez
gPCR av pribéhu lécby klesa (Salek et al, 2016; Priloha 2). Nejvétsi prognostickou tlohu méla
hodnota MRN méfena 11. den 1é¢by, kdy neni principidlné mozné pouzit metodu IG/TR qPCR.
Pti pouZiti diskrimina¢niho prahu 1 % rozd¢lila FCM MRN kohortu BCR-ABL1-negativnich
ALL na skupinu s 3-letym ptezitim 75 % a 33 % (p = 0,007). Parametr FCM MRN v takto
Casné fazi 1é¢by je mozné povazovat za alternativu k méteni ¢asné odpovédi na kortikosteroidy,

ktera je jednim z nejvyznamnéjsich prognostickych faktort v pediatrickych protokolech.

Samostatnou publikaci jsme vénovali srovnani metod FCM a IG/TR qPCR pro méteni
MRN v ¢asnych fazich 1écby ALL. Ukazali jsme, Ze po prvnim bloku chemotreapie maji ob¢
metody srovnatelnou prediktivni hodnotu pro celkové pieziti (p = 0,001 az 0,008) i pieziti bez
progrese (PFS; 0,03 az 0,04). V souladu s vysledky diskutovanymi v piedeslé kapitole méla
nejveétsi diskriminacni vyznam pro predikcei preziti hodnota MRN meétend metodou qPCR pied
zahajenim konsolidacni faze lécby v 11. tydnu, kdyz za MRN negativni byly povazovany
hodnoty odpovidajici kompletni molekularni odpovédi (p = 0,002 pro OS a p = 0,02 pro PFS).
V tuto fazi 1éCby jiz metoda FCM nebyla prognosticky relevantni, nebot’ jsme nezaznamenali
7zadného pacienta s pozitivou Vv této metodé, ovsem 11 % vysledki bylo diskordantné
pozitivnich v gPCR (Hrabovsky et al, 2018; Priloha 4).

Problém nizsi senzitivity FCM by mohl byt piekonan zavedenim pokrocilejsi metodiky
nové generace — next generation flow (NGF) (Flores-Montero et al, 2017). Inovace spo¢iva ve
vybéru konkrétnich protilatek a fluorochromt umoznujicich odlisit MRN od fenotypickych
odchylek, kter¢é mohou byt pfitomny na regenerujicich B-lymfoidnich prekurzorech
i normalnich T-lymfocytech. Metodu NGF lze aplikovat u vétsiny (>95 %) ALL. Je rychlejsi
a lépe reprodukovatelnd nez NGS. Podminkou a zaroven nejvétSim limitem je pozadavek na
bun&énost vysetiovaného vzorku. Deklarované senzitivity az 10° je mozné dosahnout pfi
vysetteni 107 bun&k. Tomuto pozadavku v§ak v redlné praxi z diivodu riizné tézkého a dlouhého

poskozeni hematopoezy po podané chemoterapii nelze vzdy dostat.
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Detekce a prognosticky vyznam Ph-like fenotypu

Spoluprace v ramci EWALL nam umozZnila Gcastnit se vyzkumnych projekta dalSich
narodnich skupin pro ALL dospélych. Podileli jsme se na testovani algoritmu pro rychlou
detekci Ph-like ALL, ktery byl vyvinut na pracoviti univerzity La Sapienza v Rimé& pod
vedenim dr. Sabiny Chiaretti. Projekt byl navrzen v dob¢, kdy byla obecné pfiijata teze
o negativnim prognostickém vyznamu Ph-like fenotypu a vedly se diskuse o jeho frekvenci
V jednotlivych populacich 1 klinickém vyznamu v éfe 1é€by dle MRN. Dodnes nepanuje shoda
na jednotné definici Ph-like fenotypu, stejné tak se lisi metodické piistupy k jeho detekci. Tyto
kombinuji fadu metod zahrnujicich FACS, FISH, qPCR a analyzu MRN (Roberts et al, 2014,
Fasan et al, 2015). Ve snaze o jednoduchy a rychly test Ph-like fenotypu byl navrzen algoritmus
zalozeny vyhradné¢ na testovani genové exprese pomoci RT-qPCR. Pomoci genového
expresniho profilovani bylo vytipovdno deset gent, jejichz exprese je konstatné zvySena
u Ph-like ALL: CRLF2, SOCS2, IFITM1, CD99, TP53INP1, IFITM2, JCHAIN, NUDT4,
ADGRES a SEMAGA. Expresni data jsou zadana do pocitacového modelu pracujiciho na
principu statistické analyzy hlavnich komponent a regresni analyzy. Vystupem je Ciselna
hodnota, ktera s 88,5% senzitivitou a 100% specifitou umozni diferencovat mezi Ph-like a non-
Ph-like ALL. V kohort¢ ¢itajici 194 pacientt s ,,B-other* ALL prediktor identifikoval Ph-like
profil u 54 (28 %) pripada (Chiaretti et al, 2018; Priloha 5).

NaSe ucast na projetku spocivala nejen ve sdileni vzorkl a klinickych dat, ale také
v testovéni reprodukovatelnosti prediktoru. V laboratofi Oddéleni molekularni genetiky UHKT
jsme pod vedenim doc. Mgr. Katetiny Polakové Machové, Ph.D. paralelné s pracovistém
v Rimé testovali expresi vytipovanych deseti genii a potvrdili reprodukovatelnost prediktoru

pii méfeni exprese v jinych laboratornich podminkach (Chiaretti et al, 2019).

Dale jsme se podileli na vyzkumném projektu kolegt z brnénského pracovisté, ktery
m¢él za cil popsat incidenci a prognosticky vyznam Ph-like fenotypu ve skupiné dospélych
pacientti s B-ALL lé¢enych v Ceské republice. Metodicky bylo kombinovano genové expresni
profilovani, cytogeneticky a RNA screening piestaveb CRLF2, metoda MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification) pro detekci zmén v poctu kopii segmenti DNA (CNA)
zahrnujicich gen IKZF1 a dalsi prognosticky relevantni geny a NGS pro zachyt
jednonukleotidovych variant a malych inserci a deleci. Expresni profil definujici Ph-like subtyp
byl identifikovan u 49 % pacientl, kteti se vyznaCovali mladS$im vékem s medidnem 37 let

(oproti 53 letim ve skupiné non-Ph-like) (Hrabovsky et al, 2021; Priloha 6).
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Ackoliv polovina pacientt s Ph-like ALL v naSem souboru nedosahla negativity MRN
pted zahajenim konsolida¢ni faze 1é¢by (ve skupiné non-Ph-like to bylo jen 13 %), nepodatilo
se nam prokazat negativni vliv Ph-like fenotypu na preziti. Tfi pacienti s Ph-like ALL, kteti
byli 1éCeni novymi protokoly s cilenou imunoterapii v prvni linii 1é¢by, dosahli ¢asné
molekularni remise. Pfedpoklddame, ze zaclenéni novych imunoterapeutickych postupti do
l1écby prvni linie dale potlaci negativni prognosticky vliv pomalé MRN odpovédi, ktery je

pozorovan u Ph-like pacientl 1é¢enych standardni chemoterapii.

Analyzou CNA byla vsouladu s publikovanymi daty identifikovana fada
monoalelickych a bialelickych deleci (Herold et al, 2017). Kombinace deleci v genu IKZF1,
PAX5, CDKN2A/B nebo PAR1 za nepfitomnosti delece ERG, ktera definuje IKZF1P!“ fenotyp,
podminovala i v nasi kohorté skupinu pacienti s hor$im ptezitim podobné, jak jiz bylo popsano

u détskych pacientt (Stanulla et al, 2018).

Detekce Ph-like fenotypu neni v soucasnosti v ¢eskych hematologickych centrech
soucasti rutinni klinické praxe. Pacienti jsou indikovéni k intenzifikované 1écbé na zakladé
nedostateéné MRN odpovédi, kterou se Ph-like ALL vyznacuji. Tuto skupinu identifikujeme
retrospektivné v ramci vyzkumnych projektii. Casnou detekci bychom zavedli v piipadé Gicasti
na klinickém hodnoceni s cilenymi 1é¢ivy indikovanymi na zéklad¢ pfitomnosti mutaci
Vv konkrétnich signaliza¢nich drahach nebo kdyz by podani nékterého z cilenych 1é¢iv bylo
v dané indikaci schvaleno regulacnimi Ufady. Prace prokazujici Uc¢innost pankindzového

inhibitoru ponatinibu u pacientti s Ph-like ALL jiz byly publikovany (Lunghi et al, 2021).
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Zaver

Tato prace pifindsi puvodni analyzu vysledki 1écby 297 dospélych pacientl s akutni
lymfoblastovou leukémii (ALL) 1é¢enych v letech 2007—2020 v péti hematologickych centrech
v Ceské republice podle protokolu GMALL 07/2003 (CELL Junior 2012) s prospektivnim
sledovanim minimalni rezidualni nemoci (MRN).

V kohorté¢ BCR-ABL1-negativni ALL dosdhlo 189 (93,1 %) pacienti kompletni remise,
refrakternich bylo 5 (2,4 %) pacient, Casna mortalita byla 3,0 %. Relaps byl zaznamenéan u 70
(34,5 %) nemocnych v medianu 10,6 mésictu. Pieziti ve 3 a 5 letech dosahovalo 63,5 %
a 55,9 % pro OS a 54,5 % a 49,7 % pro DFS. Vyznamné lepsi celkové preziti meli mladi dospéli
do 35 let (p = 0,015), pacienti bez vstupni infiltrace CNS (p = 0,016), s negativitou MRN pied
zahajenim konsolida¢ni 1é¢by (p <0,001), transplantovani v 1. kompletni remisi (p <0,001)
a nemocni 1é¢eni po roce 2012 (p = 0,05). V multivariantni analyze byla jedinym nezavislym
faktorem ovliviiujicim celkové preziti MRN v 11. tydnu lécby (HR 3,06; p = 0,006). Pro pteziti
bez progrese byla vyznamna vstupni infiltrace CNS s HR 2,08 (p = 0,038) a MRN v 11. tydnu
s HR 2,15 (p = 0,020).

Ve skupiné BCR-ABL1—pozitivni ALL dosahlo kompletni remise 84 (89,4 %) pacientt,
refrakterni byl 1 (1,0 %) pacient, ¢asnd mortalita byla 4,3 %. Zrelabovalo 26 (27,7 %)
nemocnych v medianu 8,6 mésicii. Pfeziti ve 3 a 5 letech dosahovalo 57,2 % a 52,4 % pro OS
a 50,2 % a 44,9 % pro DFS. Statisticky lepsi celkové preziti m¢li transplantovani pacienti
(p <0,001) a nemocni diagnostikovani po roce 2012 (p <0,001).

Analyzou MRN méfené pomoci piestaveb IG/TR v pribéhu indukéni a v casné fazi
konsolida¢ni lécby jsme prokazali, ze nizké nekvantifikovatelné pozitivity (MRNnq) je nutné
povazovat za klinicky relevantni s negativnim prognostickym dopadem srovnatelnym
s kvantifikovatelnymi hodnotami MRN (MRNq). Pacienti s MRNnq po prvnim indukénim
cyklu (den 26), pted prvnim (tyden 11) a druhym konsolida¢nim cyklem lécby (tyden 16) méli
OS a DFS v 5 letech 32,9 % a 28,1 %, 42,3 % a 41,0 %, 32,6 % a 23,6 %, coz se statisticky
neliSilo od OS a DFS pacienti s MRNq v danych fazich 1&cby (45,4 % a 33,3%, 35,0 %
a 35,0 %, 37,5 % a 41,7 %). Na zakladé¢ téchto vysledkli navrhujeme, aby 1 nizké pozitivity
MRN (<10%) detekované v ¢asnych fazich 1écby byly diivodem k 1é&ebné intervenci

a intenzifikaci 1éCby.

55



Uvedené poznatky maji bezprostiedni klinickou odezvu v piivodnich akademickych
klinickych projektech s modernimi prostfedky cilené terapie v prvni linii 1écby, které maji za
primarni cil dosazeni ¢asné negativity MRN coby kli¢ového prognostického faktoru pro preziti.
Hodnota MRN pied zahajenim konsolidacni faze 1éCby je v nich povazovana za faktor urcujici
intenzitu konsolida¢ni 1écby. Konkrétné definuje kohortu nemocnych, u nichz je indikovana
intenzifikace pomoci alogenni HSCT.

Paralelnim méfenim MRN metodou FCM a qPCR jsme ukézali na vyssi senzitivitu
molekularné genetickych metod pro predikci relapsu.

Podileli jsme se na ptipravé a validaci jednoduchého prediktoru pro ¢asnou identifikaci
Ph-like ALL zaloZeném na testovani genové exprese pomoci RT-qPCR. Tento model umoziuje
svice nez 88% senzitivitou a 100% specifitou rychle identifikovat pacienty s Ph-like
fenotypem, coz je ptedpokladem pro vedeni klinickych studii zamétenych na intenzifikaci 1écby

tohoto rizikového subtypu.
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Summary

This work presents an original analysis of 297 adult patients with acute lymphoblastic
leukemia (ALL) treated from 2007 to 2020 in five hematology centers in the Czech Republic
according to the 07/2003 GMALL protocol (CELL Junior 2012) with prospective monitoring
of minimal residual disease (MRN).

In the BCR-ABL1-negative ALL cohort, 189 (93.1%) patients achieved complete
remission and 5 (2.4%) patients were refractory. Early mortality was 3.0%. Relapse was
reported in 70 (34.5%) patients at a median of 10.6 months. Survival at 3 and 5 years was 63.5%
and 55.9% for OS and 54.5% and 49.7% for DFS. Young adults up to 35 years of age
(p = 0.015), patients without initial CNS infiltration (p = 0.016), with MRD negativity before
the start of consolidation treatment (p <0.001), transplantation in first complete remission
(p <0.001) and patients treated after 2012 (p = 0.05) had significantly better overall survival.
MRD at week 11 of treatment was the only independent factor influencing overall survival on
multivariate analysis (HR 3.06; p = 0.006). Central nervous system infiltration and MRD at
week 11 were proven as independent prognostic factors for DFS with HR 2.08 (p = 0.038) and
2.15 (p = 0.020), respectively.

In the BCR-ABL1-positive ALL group, 84 (89.4%) patients achieved complete
remission and 1 (1.0%) patient was refractory. Early mortality was 4.3%. Twenty-six (27.7%)
patients relapsed at a median of 8.6 months. Survival at 3 and 5 years was 57.2% and 52.4%
for OS and 50.2% and 44.9% for DFS. Transplanted patients (p <0.001) and patients diagnosed
after 2012 (p <0.001) had statistically better overall survival.

Analysis of MRD measured using IG/TR rearrangements during induction and early
consolidation treatment demonstrated that low non-quantifiable positivities (MRDnq) should
be considered clinically relevant with a negative prognostic impact comparable to quantifiable
MRD (MRDgq). Patients with MRDnq after the first induction cycle (day 26), before the first
(week 11) and second (week 16) consolidation treatment cycle had OS and DFS at 5 years
32.9% and 28.1%, 42.3% and 41,0%, 32.6% and 23.6%, which was not statistically different
from OS and DFS of patients with MRNq at the given treatment stages (45.4% and 33.3%,
35.0% and 35.0%, 37.5% and 41.7%). Based on these results, we suggest that low-level MRD

of the order of 10 or even lower — if detected at the beginning or during early phase of
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consolidation therapy — should serve as a base for therapeutic interventions or treatment

intensification.

Our findings have a direct clinical impact in new academic clinical studies with early
MRD response as a primary endpoint. As the MRD load prior to the start of consolidation phase
of therapy is a key prognostic factor for survival, we have decided to define the high-risk group
merely based on MRD. These patients should profit from treatment intensification with
allogeneic stem cell transplantation.

Using parallel measurements of MRD by flow cytometry and gPCR, we demonstrated
the higher sensitivity of molecular testing for relapse prediction.

We participated in the preparation and validation of a simple predictor of Ph-like ALL
based on measuring the expression of selected genes using RT-qPCR only. This model helps to
quickly identify patients, a prerequisite for conducting clinical trials that aim to intensify first

line treatment in this prognostically adverse group.
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Seznam zkratek

ACA
ALL
AML
AYA
BCP-ALL
CBF
CELL
Cl

CIR
CNA
CML
CMR
CNS
ddPCR
DfN
DFS
ELN
ETP-ALL
EWALL
FISH
FCM
GMALL
HDAC
HR
HSCT
IDH
IG/TR
LAIP
MLPA
MPAL
MPO
MRN

pridatné chromosomalni zmény

akutni lymfoblastova leukémie

akutni myeloidni leukémie

adolescenti a mladi dospéli (adolescents and young adults)
akutni B-prekurzorova lymfoblastova leukémie

jaderny vazebny faktor

Ceska leukemické skupina — pro Zivot

konfiden¢ni interval

kumulativni incidence relapsu

zmény v poctu kopii segmentli DNA (copy number alterations)
chronicka myeloidni leukémie

kompletni MRN odpoveéd’

centralni nervovy systém

kapkova digitalni PCR

odli$ny od normalu (different from normal)

pieziti bez nemoci

Evropska leukemicka skupina (European LeukemiaNet)
¢asna prekurzorova T-ALL

Evropska pracovni skupina pro ALL dospélych
fluorescenéni hybridizace in situ

multiparametrova prutokova cytometrie

Némecka multicentricka studijni skupina pro ALL dospélych
histonova deacetylaza

pom¢r rizik

transplantace krvetvornych kmenovych bun¢k

isocitrat dehydrogendza

geny pro imunoglobulinové fetézce a T-bunécné receptory
imunofenotyp asociovany s leukémii

multiplex ligation-dependent probe amplification
leukémie se smiSenym fenotypem

myeloperoxiddza

minimalni (méfitelnd) rezidualni nemoc

59



MRNnNq MRN pozitivni nekvantifikovatelna

MRNq MRN pozitivni kvantifikovatelna

NGF pritokova cytometrie nové generace

NGS sekvenovani nové generace

NSE nespecificka esteraza

ON) celkové preziti

PFS pteziti bez progrese

PIP2 fosfatydilinositol-bifosfat

PIP3 fosfatydilinositol-trifosfat

gPCR kvantitativni polymerazova reakce vV realném case
RFS preziti bez relapsu

RT-qPCR kvantitativni PCR s reverzni transkripci

T-ALL akutni T-lymfoblastova leukémie
TCR T-buné¢ny receptor
VAF frekvence mutované alely
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