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Nové metody pro diagnostiku poruch krvetvorby

Abstrakt

Detekce piestaveb genil pro imunoglobuliny (Ig) a T-bunécné receptory (TR) hraje
klicovou roli pfi stanoveni minimalni rezidudlni nemoci (MRN) u hematologickych
malignit. Hlavnim cilem této prace bylo vyvinout a validovat metodu pro detekci MRN
a soucasné¢ stanoveni repertoaru piestaveb Ig/TR fyziologickych lymfocytd pomoci
sekvenovani nové generace (NGS). Srovnani hladin MRN detekovanych pomoci soucasné
standardni metody kvantitativni PCR v redlném case (QPCR) a nové metody NGS u souboru
458 pacientl s akutni lymfoblastickou leukémii ukazalo, Ze NGS je specifictéjSi metodou,
kterd umozni stratifikovat vice pacienti do skupiny s nizkym rizikem relapsu, a tim snizit
intenzitu a toxicitu lécby. Navzdory témto vysledkim zistdva qPCR standardem
v 1écebnych protokolech, a to predevsim z ekonomickych diivodi. Porovnanim s vysledky
NGS bylo mozné upftesnit interpretacni kritéria pro vyhodnoceni nizce pozitivnich vysledkii
MRN ziskanych pomoci qPCR. Tato kategorie hodnot bude nové rozdélena na dvé
podskupiny: MRN s nizkou pozitivitou a MRN s nejistou signifikanci. Nova pravidla pro
interpretaci budou zavedena do klinického pouziti v roce 2025 a ovlivni laboratote
v 27 zemich. Metoda NGS byla déle vyuZita k analyze klonality repertoaru TR u pacientd
s anaplastickym velkobunéénym lymfomem. U 78 % pacienti byla detekovana klonalni
piestavba TR, ktera by mohla slouzit jako potencialni cil pro detekci MRN. Podrobna
analyza repertoaru TR ale ukazala, Ze u ¢asti pacientl je obtizné odliSit nadorové buiky od
velkych kloni infiltrujicich lymfocyti. U tohoto typu lymfomu ma detekce repertoaru TR
jen vyzkumny vyznam a méfeni MRN je vhodnéjsi provadét jinou metodou, napi. pomoci

hladiny exprese genu ALK.

Kli¢ova slova: sekvenovani nové generace, pirestavby gent pro imunoglobuliny a T-

bunécné receptory, minimalni rezidualni nemoc, akutni lymfoblastick4 leukémie



New methods for the diagnosis of hematopoietic disorders

Abstract

Identification of immunoglobulin (Ig) and T-cell receptor (TR) gene rearrangements
plays a crucial role in the detection of minimal residual disease (MRD) in hematologic
malignancies. The main objective of this study was to develop and validate a method for
MRD detection and simultaneously analyze the Ig/TR repertoire of physiological
lymphocytes using next-generation sequencing (NGS). A comparison of MRD levels
detected using the current standard method, real-time quantitative PCR (qPCR), and the new
NGS method in a cohort of 458 patients with acute lymphoblastic leukemia demonstrated
that NGS is more specific. NGS also enables the stratification of more patients into the low-
risk relapse group, thereby reducing treatment toxicity and intensity. Despite these findings,
qPCR remains the standard method in treatment protocols, mainly because of economic
reasons. Comparison with NGS results enabled redefinition of criteria for evaluating low
positive MRD results obtained using qPCR. This category will be divided into two
subgroups now: low positive MRD and MRD of uncertain significance. The new guidelines
will be implemented in clinical practice in 2025, impacting laboratories across 27 countries.
The NGS method was further employed to analyze TR repertoire clonality in patients with
anaplastic large cell lymphoma. Clonal TR rearrangements were detected in 78 % of
patients, suggesting potential as a target for MRD detection. However, detailed analysis of
the TR repertoire revealed that in some patients, distinguishing tumor cells from large clones
of infiltrating lymphocytes is challenging. In this type of lymphoma, TR repertoire detection
has value only in research, while MRD detection is more appropriately performed by

assessing ALK gene expression levels.

Key words: next generation sequencing, immunoglobulin and T-cell receptor gene

rearrangements, minimal residual disease, acute lymphoblastic leukemia
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1 Uvod

Poruchy v riznych fazich vyvoje lymfocytl zplsobuji Siroké spektrum chorob, od
malignit, pfedevSim leukémii a lymfomu, po geneticky podminéné poruchy krvetvorby
a imunitniho systému. Spole¢nym prvkem B- a T-lymfocytd je pfestavovani genii pro
imunoglobuliny (Ig) a T-bunécné receptory (TR), které zajiStuji genetickou rozmanitost
v reakci na antigen. Poruchy tohoto procesu mohou vést ke vzniku chorob, mechanismus
prestaveb lze ale zaroven vyuzit jako nastroj pro sledovani nadorovych i fyziologickych
klont. Rozvoj metod sekvenovani nové generace (NGS) umoznil detailni poznani prestaveb
Ig/TR a jejich vyuziti ve vyzkumu a diagnostice poruch lymfoidni fady.

Tato dizertacni prace popisuje vyvoj a klinické pouziti nové metody stanoveni prestaveb
Ig/TR pomoci NGS, ktera byla vyvinuta v ramci spoluprace s pracovni skupinou
EuroClonality-NGS pro sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN) (Ptiloha 1).

Tato metodika byla validovana na velkém souboru détskych pacientl s akutni
lymfoblastickou leukémii (ALL) a vysledky byly publikovany (Ptiloha 2). Nova metoda se
ukazala jako pfesnéj$i neZ v soucasnosti pouzivana metoda kvantitativni PCR v redlném
case (qPCR). V dnesni dobé ale qPCR predstavuje cenové dostupnéjsi alternativu a jeji
pouzivani neni mozno zcela opustit. V dalsi studii jsme se zabyvali analyzou vzorkl nizce
pozitivnich pomoci qPCR a cilem této studie bylo zlepsit kritéria pro identifikact MRN
pozitivnich vzorku (Pfiloha 3). Déle jsme tuto metodiku uplatnili pro sledovani klonality
a odpovédi fyziologickych T-lymfocyti u pacientii trpicich anaplastickym velkobunéénym
lymfomem (ALCL) (Ptiloha 4). Tyto publikace jsou podkladem pro piedkladanou dizertacni

praci.

1.1 Prestavby gent pro imunoglobuliny a T-bunééné receptory

Schopnost imunitniho systému rozpoznavat miliony antigennich struktur, dokonce
1 té€ch, se kterymi se organismus nemohl evolu¢né ani setkat, je typicka pro lidsky imunitni
systém. To je umoznéno diky antigenné specifickym receptorim — imunoglobuliniim na B-
lymfocytech a T-bunéénym receptorim na T-lymfocytech. Jedna se o tzv. adaptivni, neboli
ziskanou imunitni odpovéd’, a jejich diverzita je pak ziskana diky jednomu z nejslozitéjSich
biologickych procesti — prestavbam genu pro Ig/TR, tzv. pfestavbam V(D)J. Jedna se

o mechanismus ndhodného pteskupovani genovych usekl za icelem vytvorenijedineénych
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kombinaci pro kazdou lymfocytarni buiiku (Davis & Bjorkman, 1988; Dongen & Wolvers-
Tettero, 1991; Hesslein & Schatz, 2001).

Na zacatku Sedesatych let minulého stoleti bylo pfedstaveno nékolik rozdilnych
teorii vzniku diverzniho antigenniho repertoaru (Weill & Reynaud, 1996). Diverzita
imunoglobulinii je dosazena bud pfestavbami mnoha variabilnich (V) a jednoho
konstantniho (C) genového segmentu (Dreyer & Bennett, 1965), rekombinaci mezi nékolika
geny kodujicimi V segmenty (Edelman & Gally, 1967; Smithies, 1967), inzerci mini exonii
((Wu & Kabat, 1970) anebo hypermutaci n¢kolika genti pro V oblast (S. Brenner & Milstein,
1966). Proces piestaveb genli pro imunoglobuliny a tvorba primarniho antigenniho
repertoaru byly nejprve dokézany v mysi kostni dieni v sedmdesatych letech (Tonegawa,
1983) a dale potvrzeny i u vétSiny obratlovcii. Napiiklad vSak u kufat nebo kralikt se
diverzifikace B-bunécéného repertoaru déje pomoci genové konverze, u ovei pak dochézi

k hypermutacim (Knight & Crane, 1994; Reynaud et al., 1991, 1994).

1.1.1 Vyvoj B-lymfocytu a mechanismus prestavby gent pro imunoglobuliny

Vyvoj B-lymfocyth zafind v kostni dfeni, kde kromé B-lymfocytii vznikaji
z pluripotentnich kmenovych bunék spole¢né progenitory pro dalsi krevni elementy. Dalsi
dozravani probihd v sekundarnich lymfatickych organech. Pro spravnou funkci imunitniho
systému je nezbytné produkovat miliony jedine¢nych imunoglobulinovych molekul, které
jsou pripraveny specificky rozpoznavat obrovské mnozstvi riznych antigenti (Hesslein &
Schatz, 2001). Exprese funkéniho antigenniho receptoru na povrchu B-lymfocyti je kriticky
dalezita pro jejich vyvoj a preziti (Kiippers et al.,, 1999). U bun€k s nespravnym
usporadanim V(D)J dochézi k apoptoze (Lam et al., 1997).

Imunoglobuliny B-lymfocytl jsou slozeny ze dvou identickych lehkych fetézct (L)
a dvou identickych tézkych fetézci (H), které jsou spojené disulfidovou vazbou (Obrazek 1).
Retézce se skladaji z variabilni a konstantni oblasti a jsou kédovany tfemi nezavislymi
genovymi lokusy. Geny Jlgx a IgA pro lehky fetézec se nachazi na
chromosomu 2 a chromosomu 22, gen IgH pro tézky fetézec je na chromosomu 14 (Erikson
et al., 1981; Malcolm et al., 1982; McBride et al., 1982). Kazdy z téchto lokust pokryva od
jedné do nékolika Mb velkou oblast DNA. Genovy segment koédujici tézky fetézec Ig
obsahuje v poradi od 5' konce pfiblizné 46-52 sekvencéné podobnych usekt V (,,variability*),
fadicich se do sedmi rozdilnych rodin (Matsuda et al., 1998; Van Dongen et al., 2003).
Nasleduje skupina 27 funkénich tseka D (,,diversity”) (Corbett et al., 1997), 6 funk¢énich
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usekt J (,,joining®) (Yamada et al., 1991) a na 3' konci jsou geny kédujici konstantni oblast
fetézce. Genové segmenty kodujici lehké fetézce maji mirné odlisné uspotadani na rozdil od
segmentti pro /gH, neobsahuji genové segmenty D a maji mensi pocet usekt V a J (Matsuda
et al., 1998). Struktura kazdého lokusu se muze mezi jednotlivymi zivocisSnymi druhy
dramaticky lisit.

Komplex proteinti zajist'ujici rekombinaci V(D)J rozezndva sekvence nazyvané RSS
(,,rekombinacni signalni sekvence®), které jsou na koncich jednotlivych V, D a J usekt.
Jedna se o vysoce konzervované sekvence heptamerti a nonamerd (Cuomo et al., 1996;
Matsuda et al.,, 1998). Heptamery jsou pro V(D)J rekombinaci naprosto klicoveé,
experimentalné nebyly nalezeny zadné rekombinanty se substraty, ve kterych RSS postrada
heptamer. Na druhou stranu RSS postradajici nonamer mulze stdle projit procesem
rekombinace (Cuomo et al., 1996; Ezekiel et al., 1995). Dilezitou roli dale hraji enzymy
nachazejici se pouze ve vyvijejicich se lymfocytech, konkrétné RAG1 a RAG2 kdédované
rekombina¢né-aktivacnimi geny, které rozpoznavaji pravé RSS sekvence (Cuomo et al.,

1996).

I/A\Vaﬁabﬂnf Tézky
fetézec

Lehky
fetézec

Konstantni
usek

Obrazek 1: Schématické zndzornéni imunoglobulinu. Ptevzato (Kiippers et al., 1999) a upraveno,

Copyright Massachusetts Medical Society.

Pfestavovani gent pro Ig zacina v progenitorech lymfocytl, kdy nejdiive dochéazi
k vystépovani useku genového komplexu mezi ur¢itym nahodnym D segmentem a nékterym
J segmentem — piestavba DJ. Poté nésleduje vystépovani rozsdhlého useku mezi nékterym

V segmentem a DJ segmentem vzniklym v pfedchozim kroku. Tim dochazi ke kompletni
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prestavbeé V(D)J (Obrazek 2) (Alt et al., 1984; Kraj et al., 1997; Rao et al., 1999). Déle jsou
pti této specifické rekombinaci DNA kli¢ové dalsi enzymy, naptiklad DNA ligasa IV, Ku70
a Ku80, dulezit¢ pro opravy DNA (Grawunder et al., 1998; Nussenzweig et al., 1996;
Ouyang et al., 1997) a enzymy terminalni deoxynukleotidyl transferazy, jejichz plisobenim
dochazi k prodluzovani odstfizenych konct o kratké nahodné tseky N, které nejsou ptivodné
pfitomny v zarodecné linii genu a déale zvySuji variabilitu vznikajicich antigennich receptorti

(Baltimore, 1974; Desiderio et al., 1984; Gangi-Peterson, 1997).

J
/ / . -2
1 :H][ f — 3
/ Prestavba D-J
/ .
- -
Prestavba V-D-J
A
; i

Transkripce a sestrih

V D
s T HHHHTT
1
f

B e R N =

R

5|f

I

Obrazek 2: Schéma prestavby genii pro imunoglobuliny. Prevzato (Kiippers et al., 1999) a upraveno,

Copyright Massachusetts Medical Society.

Vsechny tyto vySe popsané kroky probihaji paralelné¢ na obou chromosomech do
chvile, kdy na jednom z nich nedojde k vytvofeni spravné produktivni ptestavby V(D)J. To
je takova pfestavba, ze které se z odpovidajici mRNA miiZe zacit pfepisovat kompletni tézky
fetézec. Diky tzv. alelické exkluzi se pfestavovani na druhém chromosomu v tuto chvili
zastavi a naprosta vétSina B-lymfocytl produkuje pouze jeden tézky fetézec. Stava se z ni
preB-lymfocyt. Déle si buiika syntetizuje tzv. ndhradni lehky fetézec, jehoz pfitomnost je
signalem pro zacatek preskupovani genii lehkych fetézcti. Nejprve dochazi k preskupovani
genu pro /gk a nasledné pro /gA. Pokud na zadném z chromosomu nedojde k uspésnému
preskupeni gentl, buiika umira fizenou bunéénou smrti. PreB-lymfocyt se dostava do dal§iho
stadia expresi povrchového imunoglobulinu (IgM), kdy se z n¢j stava nezraly B-lymfocyt

(Bassing et al., 2002; Hesslein & Schatz, 2001; Weill & Reynaud, 1996).
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P1i setkani buiiky s antigenem dochazi nejen k diverzifikaci Ig repertoaru, ale také
ke zvySovani afinity imunoglobulini ke konkrétnim rozpozndvanym antigeniim. To se d¢je
piedevsim diky procesu zvanému afinitni maturace, ktery zahrnuje biologické déje, jako
somatickou hypermutaci, izotypovy presmyk a nasledn¢ klonalni selekci (Tonegawa, 1983).
Somaticka hypermutace je proces, ktery za ucelem vytvofeni variant s vyssi afinitou vklada
do variabilniho tiseku imunoglobulinu bodové mutace. Dtlezitou roli zde hraje enzym zvany
aktivaci indukovana cytidin deamindza. B-lymfocyty poté musi soutézit o dostupnost
antigenu, a pouze bunky vazici antigen s nejvyssi afinitou piezivaji a stavaji se pamét'ovymi
(Rajewsky, 1996; Teng & Papavasiliou, 2007).

Vsechny vySe popsané procesy sice zvysuji diverzitu imunitniho repertoaru, ale
soucasné¢ mohou vést i k tvorbé B-lymfocytd nesoucich autoreaktivni receptory. Noveé
vytvotené autoreaktivni receptory B-lymfocyti prochéazi bud’ fizenou bunéénou smrti nebo
dochézi k Gpravam tzv. sekunddrni ptestavbou V(D)J. Po tomto procesu, kdy se obvykle
nahrazuje jeden lehky fetézec jinym, dochdzi k expresi receptoru jiz bezproblémového, a B-

lymfocyt opousti kostni dfeni a stdva se zralym, naivnim (Kiippers et al., 1999).

1.1.2 Vyvoj T-lymfocytu a mechanismus prestavby gent pro T-bunééné

receptory

Antigenni receptory T-lymfocytl jsou svou primarni sekvenci, genovou organizaci
a procesem rekombinace podobné imunoglobuliniim. T-bunécné receptory jsou sloZeny ze
dvou fetézcl spojenych disulfidovou vazbou, pti¢emz kazdy fetézec se sklada z variabilniho
a konstantniho useku. TR jsou sloZeny ze Ctyf rliznych polypeptidi o (TRA), S (TRB),
0 (TRD) a y (TRG), které tvoii dva rizné heterodimery (a:f a y.0) (Davis & Bjorkman,
1988). Receptory typu y:0 jsou pritomny napiiklad na vétSin€ dendritickych epidermélnich
T-bunék v kizi, avSak pouze na malém mnozZstvi T-lymfocytl v periferni krvi (Kuziel et al.,
1987; Stingl et al., 1987). Na rozdil od imunoglobulinti B-lymfocyti jsou T-bunééné
receptory neustale pfitomny na povrchu buiiky a antigeny rozeznavaji pouze diky hlavnimu
histokompatibilnimu komplexu (MHC) (Davis & Bjorkman, 1988).

Zakladni organizace genovych lokusti pro TR je podobna jako pro imunoglobuliny.
Obecné plati, ze variabilni fetézec TRB a TRD je kodovan ndhodnou kombinaci genovych
segmentll V, D a J, jako je tomu u tézkych fetézcii imunoglobulinti, a naopak variabilni
fetézec TRA a TRG je kédovan ndhodnou kombinaci pouze dvou genovych segmenti V a J,

jako je tomu u lehkych fetézcii Ig. Geny pro TR maji naptiklad podstatné méné genovych
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segmentd V, nez je tomu u imunoglobulinii. Samotny mechanismus ptestavby V(D)J genii
pro TR i komplex enzymil je podobny jako ptfeskupovani genti pro Ig. Prvni vyjimkou je
umisténi genového lokusu pro TRA a TRD, které jsou oproti ostatnim unikatné umisténym
usektim promichané (Bassing et al., 2002; Davis & Bjorkman, 1988; Hesslein & Schatz,
2001). Druhou vyjimkou je samotna ptestavba V(D)J genti pro TRD, kdy nejdfive dochazi
k vystépovani tiseku genového komplexu mezi urcitym ndhodnym V segmentem a nékterym
D segmentem — piestavba VD. Poté nasleduje vysStépovani useku mezi ndhodnym
J segmentem a VD segmentem vzniklym v pifedchozim kroku — piestavba V(D)J. Navic se
do vysledného slozeni podjednotky TRD mohou vmezefit dalsi dva az tfi
segmenty D (pfestavba VDDJ, VDDDJ), ¢imzZ se zvysuje variabilita tohoto T-bunécného
receptoru (Dongen & Wolvers-Tettero, 1991).

Vyvoj T-lymfocyti probihd az na par vyjimek v thymu, kam prekurzory T-
lymfocytt, tzv. pro-thymocyty, migruji z kostni diené. Zjednodusen¢ se muize rozdélit do tii
stadii: vyvoj T-bunééného receptoru (viz vyse), selekce a zrani. Pfi selekcei je testovéno,
s jakou afinitou se nové vyvijejici se T-lymfocyty prostfednictvim jejich TR a MHC
komplexu vazi na antigeny. Pokud se thymocyt vaze s podprahovou afinitou na MHC
proteiny, nebo naopak pokud vaze pfilis silné¢ komplex MHC proteinti s peptidy, které jsou
télu vlastni, dostava signal, ktery vede k apoptéze. Thymocyty rozeznavajici v thymu
s nizkou afinitou MHC proteiny jsou pozitivné selektovany a jako zralé T-lymfocyty opousti
thymus a migruji do sekundarnich lymfatickych organii (Dongen & Wolvers-Tettero, 1991;
Fowlkes & Pardoll, 1989; Germain, 2002; Spits et al., 1995).

1.1.3 Vyuziti detekce prestaveb Ig/TR

Molekularni analyza specifickych prestaveb gent pro Ig/TR je v dneSni dobé
pouzivéana jak v diagnostice nekterych hematoonkologickych onemocnéni, tak v prabéhu
1écby ke stanoveni prognozy, sledovani remise ¢i k detekei relapsu u téchto chorob. Jako
vhodné diagnostické markery slouzici k detekci nddorovych bun€k jsou pouzivany prave
ptestavby Ig/TR. Lymfocyt prochédzejici nadorovou transformaci dava vznik malignimu
klonu, ktery nese stejnou sekvenci Ig/TR. Castym diagnostickym postupem je nejdiive
analyza klonality vzorku. U maligni nddorové populace bunék je typickym znakem praveé
jejich monoklonalita, kterd mtize tuto populaci odlisit od oligoklonélnich ¢i polyklonalnich
populaci reaktivnich lymfocyt. To vSak nemusi byt pravidlem a monoklonalni populace

lymfocyti nemusi vzdy naznacovat maligni proces. Pro spravnou interpretaci dat je klicova
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predevsim znalost biologie ptfestaveb (Dongen & Wolvers-Tettero, 1991; Groenen et al.,
2008; Van Dongen et al., 2003). Nekompletni ptestavby DJ se vyskytuji nejCastéji u malignit
v ¢asnych vyvojovych stadiich. Jedna se o tzv. neproduktivni pfestavby, tedy takové, které
nevedou k tvorbé proteinu. Naopak u malignit pochézejicich z vyzralejSich stadii se
vyskytuji prestavby kompletni a produktivni, specifické proti konkrétnimu antigenu (Tsakou
et al., 2012). Déle je znalost biologie piestaveb dilezita také naptiklad pro urceni prognozy
u chronické lymfocytarni leukémie (CLL). Pokud se lymfocyt nachazi ve zralejSim
vyvojovém stadiu a jiz proSel procesem afinitni maturace, pacient ma lepsi prognozu, nez

by tomu bylo u mén¢ vyvinutych bun¢k (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 1999).

Analyza klonality

K analyze klonality u lymfoproliferativniho onemocnéni se nejprve vyuzivala
metoda Southern blot, pozd¢ji, koncem devadesatych let minulého stoleti, konsorcium
45 evropskych laboratofi (EuroClonality) iniciovalo vytvofeni standardizované
polymeréazové fetézoveé reakce, ktera spolu s dalS§imi vySetfenimi slouZzi k upfesnéni spravné
diagndzy (Beishuizen et al., 1993, 1994; Breit et al., 1993; Pongers-Willemse et al., 1999;
Van Dongen et al., 2003). Problém ptipadné falesSné negativity byl vyfeSen navrhnutim
kompletniho setu primert, ktery zahrnul v§echny moZné pfestavby V(D)J, a vyhodnocenim
nékolika cili na vzorek. MoZnost falesné pozitivity eliminovalo predevS§im zavedeni
standardizovanych metod pro vyhodnoceni produktii PCR, jako je heteroduplexni analyza,
analyza fragmentti GeneScan, pifipadné nasledné Sangerovo sekvenovani (Bottaro et al.,
1994; Germano et al., 2003; Kneba et al., 1995; Langerak et al., 1997; Pongers-Willemse et
al., 1999; Van Dongen et al., 2003). Tato technika, kterd vyuziva pfes stovku riiznych
primerl, byla Gspé€$né aplikovana na lymfoproliferativni onemocnéni, ukézala vysokou
frekvenci malignich pfipadl vykazujicich klonalitu, a stala se tak celosvétovym standardem
(Bruggemann et al., 2007; Evans et al., 2007; Groenen et al., 2008; Langerak et al., 2007;
Van Dongen et al., 2003). V poslednich letech se vSak do poptedi dostava sekvenovani nové
generace, které postupné nahrazuje dosud pouzivané metody. Pouziva se multiplexni PCR,
pro kterou byly nové navrzeny primery pokryvajici vétSinu kombinaci piestaveb segmentl
V(D)J. Déle se vnasi sekvenacni adaptory a amplikony se sekvenuji s niz§im pokrytim,
nejcasteji na pristrojich firmy Illumina (Kapitola 3.1.4) (Bruggemann et al., 2019; Knecht et
al., 2019; Scheijen et al., 2019; Van Dongen et al., 2003).

Urceni spravné diagnozy u nckterych malignich onemocnéni lymfoidni fady je
obtizné. Detekce ptestaveb Ig/TR jakoZzto analyzy molekularni klonality je mozno vyuzit

u jakychkoliv suspektnich B- a T-bunécnych proliferaci, k ureni rozsahu infiltrace
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lymfomii, u lymfoproliferaci imunosuprimovanych pacientti, véetné téch po transplantaci.
Tuto metodu lze také pouzit pro stanoveni klonalniho vztahu mezi dvéma malignitami
u jednoho pacienta v prib¢hu Casu Ci k rozeznani mezi relapsem a druhou malignitou
(Metzler et al., 2008; Van Dongen et al., 2003; Zuna et al., 2007). Sledovani evoluce klonii
je dulezitym aspektem, jelikoZ ndm umoziiuje monitorovat vyvoj a dynamiku malignity
a jeji odpovéd na terapii a pripadné dale ptizplisobovat 1écbu zménam v pribéhu

onemocnéni (Slamova et al., 2014; Tsakou et al., 2012).

Sledovani minimalni rezidualni nemoci

Vyse popsané klonalni prestavby a jejich sekvence lze dale vyuzit pro sledovani
minimalni rezidualni nemoci, tedy k detekci velmi nizkych pocti leukemickych bunék
(Coustan-Smith et al., 2000).

U leukemickych pacientii se nejéastéji vyuzivaji tii zptisoby detekce MRN. Nejprve
je to prutokova cytometrie. Tato metoda vyuziva schopnost identifikovat a kvantifikovat
leukemické buitkky na zdkladé jejich specifického povrchového fenotypu. Jeji velkou
vyhodou je rychlost a jednoduchost (Campana & Coustan-Smith, 1999). Pritokova
cytometrie umoznuje detekovat kombinaci abnormdlné exprimovanych markerti, a tim
odlisit leukemické klony od zdravych bunék imunitniho systému. Mezi Casto pouZivané
povrchové markery pro B-ALL patii naptiklad CD19, CD10, CD20, CD34, CD45, CD8]1,
CD66¢ nebo CD123, CD73 nebo CD304 a pro T-ALL CD3, CDS5, CD7, CD4, CD8, CD45,
CD48, CD99, CDla a jejich kombinace. Napftiklad pro pacienty s B-prekurzorovou ALL
(BCP-ALL) se v soucasné dobé& v klinické praxi pouziva standardizovany osmi-barevny
panel protilatek, ktery zajiStuje vysokou senzitivitu a specifitu. Citlivost této metody
dosahuje hranice 107>, coz je srovnatelné s metodou gPCR vyuzivajici detekci prestaveb
Ig/TR (Kowarsch et al., 2024; Theunissen et al., 2017).

Dal$im zplsobem stanoveni hladiny MRN je pravé detekce piestaveb Ig/TR.
Nejcastéji se vyuziva qPCR, kterd je 400—4000 senzitivnéj$i, nez diive pouzivany Southern
blot (Van der Velden et al., 2002), a jedna leukemickd buiika mtize byt detekovana mezi
10*-10° zdravych buné&k kostni diené (Foroni et al., 1999; Van der Velden et al., 2002).
Detekcee s citlivosti 107 je teoreticky mozn4, ale pouze pii adekvatnim mnozstvi bunéénych
ekvivalentl v reakci.

Detekce specifickych klonalnich ptestaveb Ig/TR uréend ke sledovani MRN
u pacientii s ALL pomoci qPCR je laboratorn¢ pracna a Casoveé naro¢na metoda, ktera ptinasi
hned nékolik uskali (Pongers-Willemse et al., 1999; Van der Velden et al., 2002). Prvnim
dilezitym krokem je spravny vybér vhodného cile, predev§im pokud jiz v dobé diagnozy
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pozorujeme dal§i subklony (Beishuizen et al., 1994). Cast klonii mize v priibdhu ¢asu
vymizet, ¢imz by mohlo dochazet k falesné pozitivnim vysledkiim (Langlands et al., 1993).
Oligoklonalita imunoglobulinového téZkého fetézce se naptiklad objevuje az u 40 %
pacientll s BCP-ALL (Kitchingman et al., 1986; Szczepanski et al., 1999; Van der Velden
et al., 2002). Spolehlivé rozliSeni ptestaveb Ig/TR spojenych s ALL od jinych klonalné
expandovanych populaci lymfocytt je slozité nejen kviili moznosti oligoklonality, ale také
kvili pfitomnosti tzv. liniové promiskuity (,,cross-lineage®) prestaveb Ig/TR. Jedna se
o proces, kdy jsou prestavovany geny TR u B-ALL a naopak geny pro imunoglobulinové
receptory B-lymfocytl jsou detekovany u T-ALL (Szczepanski et al., 1999). Napiiklad
u BCP-ALL dochazi pomérn¢ Casto k prestavbam TRD v pocatecnich fazich diferenciace,
nejCastéji se jednd o nekompletni pfestavby VD (TRDV2-TRDD3, TRDD2-TRDD3)
(Bruggemann et al., 2019; Brumpt et al., 2000; Kelm et al., 2023; Kotrova et al., 2018;
Meleshko et al., 2006; Szczepanski et al., 1999). V nové studii byly dale u BCP-ALL
popsany expandované kompletni TRDV-TRDJ klonotypy, které pravdépodobné predstavuji
fyziologické .6 T-lymfocytarni subpopulace, které nejsou leukemické a netadi se mezi
typické ,,cross-lineage* TRD. Tyto ptestavby by nemély byt vyuzivany jako cile pro
sledovani MRN (Kelm et al., 2023).

Dale je tfeba navrhnout pacient-specifické primery a spolu s univerzalnimi
reverznimi primery a sondami pro jednotlivé dané pfestavby optimalizovat tento systém
pomoci qPCR. Kvantifikace MRN se nésledné provadi podle fedici fady pfipravené z DNA
diagnostického vzorku. Jako negativni kontrola reakce slouzi DNA zdravych darct, ktera
pomaha stanovit rozmezi faleSné pozitivity (Briiggemann et al., 2004; Van der Velden et al.,
2007). Pravidla pro spravnou interpretaci vysledkli stanovuje konsorcium EuroMRD na
zaklad¢ mnohanasobnych kontrol kvality napii¢ evropskymi laboratofemi (Van der Velden
et al., 2007). Vzdy se také musi zvazit, v jaké fazi 1écby je MRN méfena. Studie ukazuji, Ze
napiiklad po transplantaci kostni diené, kdy dochazi k regeneraci imunitniho systému,
muzeme pozorovat nizce pozitivni hodnoty MRN, piestoZze pacienti ziistavaji v remisi
a skute¢né se jedna pouze o falesné pozitivni vysledky, zptisobené nespecifickou vazbou
primerti (Fronkova et al., 2008; Kotrova et al., 2017). Naopak u né¢kterych malignit dochazi
k dalS$im prestavbam sledovaného klonu a ke zméné sekvence, coz vede k faleSné negativité
(Bruggemann et al., 2010; Van der Velden et al., 2007). Stejné jako se k analyze klonality
Ig/TR jiz vyuziva NGS, tak se i u kvantifikace MRN pomoci detekce Ig/TR dostava tato
metoda do poptedi. Jedna se o laboratorné jednodussi a specifi¢téjsi metodu. Pro stanoveni

hladiny MRN pomoci NGS se opét vyuziva multiplexni PCR reakce. Ke kazdému vzorku
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pacienta je dale pridana standardizovana kontrola DNA, kterd je dulezita pro samotnou
kvantifikaci MRN (Kapitola 3.4) (Bruggemann et al., 2019; Knecht et al., 2019; Kotrova et
al., 2014, 2017). V soucasnosti je snaha zavést tuto metodu do klinické praxe. K tomu bylo
nutné upravit stavajici protokoly pro detekci klonality pro dosazeni dostatecné senzitivity,
porovnat jeji vypovédni hodnotu se stdvajicimi metodami (predevsim qPCR) a provést jeji
standardizaci. Prvni dva kroky byly cilem této disertacni prace.

Posledni zptisob detekce MRN zahrnuje analyzu fiznich genti nebo deleci, ¢ehoz
muze byt vyuzito v ptipadé, kdy az u 5 % pacientl nejsou prestavby Ig/TR nalezeny nebo
nejsou vhodné ke sledovéani (Bruggemann et al., 2010; Fronkova et al., 2005; Kuiper et al.,
2021; Pieters et al., 2016; Van der Velden et al., 2002; Van der Velden & van Dongen,
2009). Tyto genetické zmény jsou Casto povazovany za primarni spoustéce leukemogeneze
a zOstavaji stabilni béhem postupné progrese onemocnéni. Diky tomu jsou idedlnimi
kandidaty jako alternativni cile pro sledovani MRN. Pti pouziti postupu zalozeném na DNA
je dulezité identifikovat genomické zlomy, které jsou unikatni pro kazdého pacienta. To
muze byt zjisténo naptiklad celogenomovym sekvenovanim nebo specidln€é navrzenym
panelovym NGS (De Vree et al., 2014; Hottentot et al., 2017; Kuiper et al., 2021). Casto
jsou pro tyto ucely vyuzivany fuzni geny ETV6::RUNXI, BCR::ABL, KMT2A::AFF1I,
KMT2A4::MLLTI. Nasledné je navrzena specificka reakce qPCR. Pokud vyuZivame RNA,
je nutny pfepis genetické informace a vyuziva se kvantitativni, reverzné transkriptazova
PCR. Studie ukazuji, Ze tato data maji srovnatelné¢ vysledky s detekci MRN pomoci
piestaveb Ig/TR (Kuiper et al., 2021; Peham et al., 2004; Venn et al., 2012; Zuna et al.,
2022).

1.2 Hematologické malignity

Pfi normalni funkci organismu se diky prestavbam genti pro Ig/TR vytvati obrovské
mnozstvi unikéatnich lymfocytti. PfedevS§im pak s rozvojem sekvenovani nové generace se
ukdazalo, Ze mezi jednotlivci se vyznamné 1i$i nejen mnoZstvi jednotlivych pfestavovanych
usekt ale i samotné sekvence (Gadala-Maria et al., 2015; Hou et al., 2016; Kidd et al., 2012).
Fyziologicky stav piestaveb Ig/TR vSak muze byt naruSen v ptipad¢ infekci, kdy dochézi
k masivnimu nariistu kloni, které maji nejvétsi afinitu k danému antigenu, nebo u Sirokého
spektra nejriznéjSich onemocnéni (Davis & Bjorkman, 1988; Langerak et al., 2017;
Tonegawa, 1983). Jedna se o rizné poruchy imunitniho systému, naptiklad imunodeficity,

kdy je podstatné nebo pouze Castecn¢ snizeno mnozstvi lymfocytli, autoimunitni poruchy,
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kdy nedochézi k eliminaci autoreaktivnich klonii, a hematologické malignity, kdy pfi vyvoji
lymfocytu dochazi k maligni transformaci (Cunningham-Rundles & Ponda, 2005; Fischer,
2004; Goodnow, 2007). Pokud v prabéhu procesu krvetvorby dochazi k nadorové
transformaci, vznikaji riizné typy leukémii a lymfomu. Ty mohou byt rozd€leny na zakladé
rychlosti progrese a podle typu postizenych bunck. Z progenitorii lymfoidni linie vznika
akutni lymfoblastickd leukémie, z myeloidnich progenitort akutni myeloidni leukémie
(AML), a ze zralych lymfocytl rtizné typy lymfomu a chronickd lymfocytarni leukémie.
Zvlastnim typem je pak chronickd myeloidni leukémie, kterd vznika nadorovou transformaci
kmenové krevni buiikky (Foon & Todd, 1986; Gambacorti-Passerini et al., 2011; Hope et al.,
2004; Munir & Khan, 2019; Stevenson et al., 2021; Vadillo et al., 2018).

1.2.1 Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni leukémie je nejcastéjSim détskym malignim nddorovym onemocnénim, kdy
tvori téméf 30 % détskych zhoubnych nadorii. Nejcastéj$im typem je pak akutni
lymfoblasticka leukémie, ktera tvoii az 80 % vSech leukémii, druhym nejcastéjSim typem je
akutni myeloidni leukémie, dalSimi pak myelodysplasticky syndrom, chronickd myeloidni
leukémie a juvenilni myelomonocytarni leukémie. V Ceské republice je incidence ALL ti
az pét novych piipadl na sto tisic déti ve véku 0—18 let, pfi¢emz nejvice piipadl je mezi 2—
5 lety Zivota. Pfesné pfi€iny vzniku ALL nejsou zcela znadmy, vyznamnou roli zde mohou
hrat genetické predispozice, ziskané genetické mutace a nasledné nepfimérend imunitni
odpovéd’ na mnohdy bézné viroveé a bakterialni infekce. Incidence onemocnéni je vyssi ve
vyspélych zemich nez v rozvojovych. Pétileté celkove pieziti pacientl se za posledni dekadu
zvysilo a nyni dosahuje vice nez 90 %. To odrazi pokroky v celkovém chapani tohoto
onemocnéni, ke kterému pfispiva prudky vyvoj metod a experimentalnich modelt pro
sledovani molekuldrnich mechanismii. Dal§im pokrokem je piesna rizikova stratifikace
a zapojeni nové cilené 1é¢by v lé¢ebnych protokolech (Hrusak et al., 2002; Inaba &
Mullighan, 2020; Jeha et al., 2019). Podstatné horsi celkové preziti détskych pacientl je
u AML, které se pohybuje zhruba kolem 70 % (Rasche et al., 2018). U dospélych pacientt
s ALL jsou tato Cisla jesté nizsi a progndza zavisi na véku a dalSich rizikovych faktorech.
Zatimco progndza pacientil standardniho rizika s dobrou odpovédi na 1é€bu muze byt az 70—
80 %, u pacientli vysokého rizika je pétileté preziti bez udalosti v soucasnosti v rozmezi 30—
40 % (Jabbour et al., 2015; Stabellini et al., 2023). Soucasné klinické studie se jiz nezamétuji

na celkové preziti, ale stale vétsi diraz kladou na kvalitu zivota pacienta (Pui et al., 2011).
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Genetické znaky

Diagnostické postupy u akutni lymfoblastické leukémie zahrnuji morfologicka,
cytogeneticka a imunologickd vySetieni periferni krve a kostni diené. ALL se na zékladé
imunofenotypu deli na ALL z B-fady, ktera tvoii vétSinu ptipadl a zahrnuje podle zralosti
typy pro-B, ,,common B*, pre-B a vzacné zralou B-ALL/Burkittiiv lymfom a na T-bunécénou
ALL, ktera ptestavuje asi 15 % piipadu a byva spojena s hor$i prognézou. Témét vSechny
détské ptipady ALL mohou byt dale rozdéleny podle specifickych genetickych abnormalit
do n¢kolika subtypt (Obrazek 3), coZ ma vyznamny vliv na prognoézu a volbu lécebného

postupu (Hrusak et al., 2002; Mullighan et al., 2007; Pui et al., 2011).
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Obrdazek 3:Frekvence genetickych subtypii u détskych pacientit s ALL. Pfevzato (Steinemann et al.,
2024) a upraveno.

Mezi nejcastéjsi podtypy ALL patii hyperdiploidni ALL, charakterizovana vice nez
50 chromozomy v leukemické buiice, a leukémie s fuznim genem ETV6::RUNXI,
zpusobend chromozomadlni translokaci t(12;21)(p13;922). Tyto dva podtypy tvoii pfiblizné
50 % vSech ptipadl ALL a jsou spojeny s pfiznivou prognozou, s mén¢ nez 15 % pacientd,
ktetfi prodélaji relaps (Ito et al., 1999; Pui, 2000; Pui & Evans, 1998; Rubnitz, Pui, et al.,
1999). Dalsim podtypem, ktery hraje zdsadni roli ve stratifikaci pacientl a je spojen se
Spatnou prognozou, je ALL s chromozomadlni translokaci t(9;22)(q34;q11), kterd vede ke
vzniku fazniho genu BCR::ABL. Tento gen koduje protein s abnormalni tyrosinkinazovou
aktivitou, coz vede k nekontrolované proliferaci bun¢k. Tato translokace je typickéd pro
chronickou myeloidni leukémii a u ALL u détskych pacientli se vyskytuje zhruba u 3 %
piipadi (Hunger et al., 2011; Zuna et al., 2022). Dal§im dtlezitym subtypem ALL jsou
translokace spojené s genem KMT72A4 (MLL ,,mixed lineage leukemia“) na dlouhém raménku

11. chromozomu, ktery se miZe translokovat s n¢kolika desitkami riznych geni, pficemz
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nejcastéji se jedna o translokaci KMT2A::AFF1 (diive MLL-AF4), ktera je vyznamna
u kojeneckych ALL a je spojend s velmi nepfiznivou prognézou (Pui & Campana, 2007).
Podtyp KMT2A::MLLTI (dtive MLL-ENL), ktery mtize byt pfitomny jak u B-ALL, tak u T-
ALL, je také charakteristicky horsi prognézou, zejména u mladsich pacientt, kde je jeho
vyskyt Castéjsi (Rubnitz et al., 1999). Dalsi subtypy ALL zahrnuji naptiklad ptipady
s nadmérnou expresi genu CRFL2, vedouci k aktivaci signaliza¢ni drahy JAK-STAT nebo
leukémie s fokalni deleci genu ERG (Ofverholm et al., 2013; Roll & Reuther, 2010).
Lécba

Mezi hlavni rizikové faktory détské ALL patii krome riiznych podtypt leukémie také
¢asnd odpoveéd’ na 1écbu, kterou Ize monitorovat pomoci detekce MRN, dale vek, pohlavi
a inicialni podet leukocytii (WBC < 50 x 10%/1). Klinické studie ukazuji, Ze i v ramci jednoho
subtypu ALL mohou byt odpovédi na 1é¢bu zna¢né heterogenni. Z toho diivodu je nezbytné
individualizovat 1éCebné strategie na zakladé specifické reakce kazdého pacienta. Diky
soucasnym chemoterapeutickym protokoliim dosahuje kompletni remise az 99 % détskych
pacientii (Carroll et al., 2003; Pui et al., 2011). Pediatriéti pacienti jsou v Ceské republice
1é€eni podle protokolu AIEOP-BFM ALL 2017, ktery je inicidlné vypracovan v Siroké
mezinarodni spolupraci koordinované italskou asociaci ,,Associazione Italiana di
Ematologia e Oncologia Pediatrica® a némeckou skupinou ,,Berlin-Frankfurt-Miinster*.
Stratifikace pacientli do jednotlivych lécebnych skupin vychazi v soucasné dob& nejen
z pritomnosti urcitych genetickych aberaci, ale nové také predev§im z hodnot minimalni

rezidualni nemoci.

Minimalni rezidualni nemoc u pacientii s ALL

Minimalni rezidualni nemoc je definovéana jako pfitomnost velmi malého mnozstvi
leukemickych bunék, které nejsou detekovatelné béznymi cytologickymi metodami. Pokud
je hladina leukemickych blastl v kostni dfeni nizsi nez 5 %, je pacient v klinické remisi.
Historicky byla detekce MRN zaloZena na morfologickych metodéach, které byly znacné
subjektivni a nejvetsi limitaci byla jejich senzitivita (Campana & Pui, 1995). Soucasné
metody, jak jiz bylo zminéno vyse, vyuzivaji detekci specifickych piestaveb Ig/TR za pouziti
qPCR nebo pomoci pritokové cytometrie. Tyto pfistupy umoziuji pfesnéj$i monitorovani
MRN a pfispivaji k optimalizaci 1é€by (Campana & Coustan-Smith, 1999; Van Dongen et
al., 2003).

Hodnota MRN hraje kli¢ovou roli v progndze pacienta z nékolika hledisek. Hladina

MRN ma prediktivni hodnotu jiz v ¢asnych fazich 1écby, ma klinicky vyznam v remisi, a na
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zaklad¢ jejich hodnot v riiznych Casovych bodech terapie lze vytvofit individualizovana
pravidla pro cilenou 1é¢bu (Borowitz et al., 2015; Campana & Pui, 2017).

Podle riznych klinickych lécebnych protokolti se pravidla stratifikace pacienti
mohou mirn¢ lisit. Tato prace se zamétfuje na predchozi 1 soucasny protokol AIEOP-BFM
ALL 2017, ktery se pouziva pro 1é¢bu détské ALL v CR (Campana & Pui, 2017).
Stratifikace pacient do rizikovych skupin je v soucasné dobé zalozena primarné na
odpovédi na 1écbu a hodnotach MRN. VSichni pacienti jsou stratifikovani do tfi rizikovych
skupin: standardniho rizika (SR), stiedniho rizika (MR) a vysokého rizika (HR). Do skupiny
s vysokym rizikem jsou zafazovani pacienti s nedostatecnou odpovédi na prednisonovou
1é¢bu, kterd je hodnocena osmy den od diagnozy (7 dni 1é¢by prednisonem a jedna davka
metotrexatu) pomoci pritokové cytometrie z periferni krve. Dale sem patii pacienti,
u kterych byla detekovana piitomnost fuznich geni BCR::ABL nebo KMT2A::AFFI,
a také pacienti s hodnotou MRN > 5 x 10 v den 33 a ve 12. tydnu, stanovenou pomoci
maji negativni hodnotu MRN v obou ¢asovych bodech. U téchto pacientti se spiSe dba na

sniZzeni terapeutickych davek, aby se predeslo zbytecnému zatizeni organismu.

1.2.2 Non-Hodgkinovy lymfomy

Maligni lymfomy pfedstavuji velmi diverzni skupinu nadorovych onemocnéni.
Vznikaji klonalni proliferaci v riznych stadiich vyvoje predev§im T- a B-lymfocyti
a nej€astéji postihuji organy lymfatického systému. Existuje vice nez 30 unikatnich typt
lymfomi, které se velmi lisi jak v epidemiologii, klinickych vlastnostech, tak v optimalni
strategii 1écby, pfi¢emz hlavni rozdéleni je na Hodgkinovy (HL) a non-Hodgkinovy
lymfomy (NHL) (Matasar & Zelenetz, 2008).

Prvni zminka o Hodgkinové nemoci pochazi z roku 1832, kdy britsky patolog Thomas
Hodgkin popsal ptipady pacientl s lymfadenopatii a zvétSenou slezinou (Hodgkin, 1832;
Shanbhag & Ambinder, 2018). Az koncem devadesatych let zacal byt termin Hodgkinliv
lymfom chapén jako zhoubny nador (Jaffe, 2001; Shanbhag & Ambinder, 2018). Na z4kladé
rozdilného slozeni nadorovych bunék a okolniho bunééného mikroprostiedi se HL déli na
nékolik histologickych podtypd. Charakteristické mikroprostiedi se sklada vétSinou
z reaktivnich bun€k imunitniho systému a je kli€¢ové pro pieziti nadorovych bunék. Hlavni
nadorové bunky, oznaCované jako Hodgkinovy a Reedovy-Sternbergovy buiiky, typicky

odvozené z B-lymfocytl, jsou v téchto podtypech zastoupeny v riznych pomérech, coz
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ovliviiuje volbu lécebného postupu a samotnou prognoézu onemocnéni. Pfiblizné 10 % nové
diagnostikovanych lymfomt jsou pravé HL, pfi¢emz pétileté preziti dosahuje 85 %.
Vyznamna je jeho spojitost s EBV infekci, kdy virova DNA byla nalezena az
u 50 % piipadi. HL onemocnéni ma dvouvrcholovy vyskyt, kdy nejcastéji postihuje
pacienty ve véku 20-30 let a poté starsi nad 50 let (Alaggio et al., 2022; Inghirami et al.,
1994; Koshy et al., 2016; Kiippers, 2009; Kiippers et al., 2012; Levine et al., 1971; Shanbhag
& Ambinder, 2018; Swerdlow et al., 2016).

Non-Hodgkinovy lymfomy se na rozdil od Hodgkinova lymfomu vyznacuji jasné
danym bunécnym piivodem a morfologickym subtypem, ktery odpovida konkrétni vyvojové
fazi lymfocytu. Prognodza pacientil zavisi na konkrétnim subtypu lymfomu a pti 1é¢be tohoto
onemocnéni je tak dilezitd jeho klasifikace. NHL lze rozdélit podle pivodu bunék na
lymfomy vychézejici z B-lymfocytt, které maji obvykle lepsi prognézu, a na lymfomy
z T nebo NK bun¢k, jez jsou spojeny s horsi prognézou (Armitage, 1993, 2005; Freedman
& Nadler, 1991).

Anaplasticky velkobunéény lymfom (ALCL) byl velmi ¢asto myln¢€ diagnostikovan.
Radné popsan byl v roce 1985 jako nova kategorie lymfomut spadajici do skupiny NHL.
ALCL je nejc¢astéjSim podtypem T-bunécného lymfomu, tvoii az 8 % NHL u dospélych a az
30 % velkobunéénych lymfomi u déti. Vychazi z T-bunék nebo tzv. ,,null-bunék®, bunck
bez jednozna¢nych B nebo T znakt. Je definovan proliferaci velkych pleomorfnich blastd,
které na povrchu exprimuji antigen CD30. EBV infekce nadorovych bunék je u tohoto typu
lymfomu velmi vzacna (Harris et al., 1994; Mora et al., 2000; Nakagawa et al., 1997; Stein
et al., 1985, 2000). Dalsi déleni ALCL na zaklad¢ morfologickych a imunofenotypovych
znak je velmi komplikované. Typicky se déli na primarni systémovy ALCL, primarni kozni
ALCL a sekundarni ALCL. Vyznamnym faktorem je také pfitomnost proteinu anaplastické
lymfomové kindzy (ALK), ktery je dilezity ve vyvoji a rastu bunék. Gen ALK je Casto
ptestavén flzi s jinymi geny. ALK- ALCL je v porovnani s ALK* ALCL ¢asté&jsi u starSich
dospélych, s nejvyssi incidenci kolem 60. roku zivota, a m& obecné horsi prognozu.
Ptitomnost ALK je specifickd pro primarni systémovy ALCL, zatimco primarni koZni
a sekundarni ALCL jsou témét vzdy ALK negativni. Klondlni pfestavby genli pro TR,
konkrétné¢ TRB a TRG, mohou byt identifikovany az v 90 % piipadi ALK* ALCL (Irshaid
& Xu, 2020; Turner et al., 2007). Az u 80 % ALK" ALCL dochazi k chromosomalni
translokaci t(2;5)(p23;935) vedouci k fuznimu proteinu NPM1::ALK (Falini et al., 1999;
Irshaid & Xu, 2020; Turner et al., 2007). U zbyvajicich 20 % piipadi ALK" ALCL se

objevuji riizné dalsi chromozomalni pfestavby vedouci k alternativnim fiznim proteinim.
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Mezi tyto vzacnéjsi translokace patii naptiklad ATIC::ALK, TPM3::ALK, TFG::ALK, kter¢
stejn¢ jako NPM1::ALK podporuji nadorovy riist prostiednictvim signalni ALK drahy. Tato
genetickd riznorodost ovliviiuje biologii nadoru a miize mit dopad na citlivost k riznym
1é¢ebnym postuptim (Colleoni et al., 2000; Hernandez et al., 1999; Irshaid & Xu, 2020;
Lawrence et al., 2000).

Minimalni rezidualni nemoc u pacienti s lymfomy

K detekci minimalni rezidualni nemoci u lymfomi se vyuziva nckolika metod,
z nichz kazda ma specifické vyhody v senzitivit¢ a specifité, jak uz nékteré z nich byly
diskutovany vyse. Vhodna metoda ke sledovani MRN zavisi na konkrétnim subtypu
lymfomu a jeho molekularnich charakteristikach. Pro hodnoceni odpovédi na 1écbu se taktéz
vyuzivaji zobrazovaci metody, jako je pozitronova emisni tomografie a vypocetni
tomografie. Ackoliv tyto techniky poskytuji piehled o rozsahu onemocnéni, jsou velmi
nakladné a nedostatecné senzitivni (D. J. Brenner & Hall, 2007; Herrera & Armand, 2017;
Huntington et al., 2015).

Ke stanoveni MRN je tak u mnoha subtypti lymfomu klicova detekce cirkulujicich
nadorovych bun€k nebo bezbunééné cirkulujici nadorové DNA, ktera mlze byt uvoliiovana
béhem nekrézy ¢€i apoptdzy nebo piimo sekretovana naddorovymi bunikami. K tomu se
vyuziva pratokové cytometrie nebo qPCR, kdy jsou navrZeny specifické primery na
nadorové specifické sekvence, jako jsou mutace nebo chromosomalni translokace (Alix-
Panabiéres & Pantel, 2016; Diaz Jr & Bardelli, 2014; Herrera & Armand, 2017; Roschewski
et al., 2016). U B-bunécnych lymfomli 1ze MRN sledovat pomoci klonalnich genovych
piestaveb Ig (Hoster & Pott, 2016). Nové techniky, jako je pfedev§im sekvenovani nové
generace, poskytuji lepsi vysledky detekce MRN u fady subtypli lymfomii, coz by mohlo
umoznit detailni sledovani MRN v klinické praxi u vétSiny pacientl s timto onemocnénim
(Herrera & Armand, 2017).

Také u ALK" ALCL byl prokazan prognosticky vyznam MRN, ktera je typicky
detekovana pomoci fuzniho genu NPM1::ALK vyuzitim qPCR (Damm-Welk et al., 2020).
Dosud nebyla zkouméana moznost detekce MRN u ALCL pomoci ptestaveb TR.
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2 Cil prace

Cilem predkladané dizertatni prace bylo vyvinout metodu pro detekci MRN

a fyziologického antigenniho repertodru lymfocytl pomoci prestaveb genli pro

imunoglobuliny a T-bunécné receptory, validovat tuto metodu srovndnim se stavajicimi

postupy u vybranych malignit lymfoidni fady a zjistit, jaky je jeji klinicky potencial. Pro

dosazeni téchto cild bylo tfeba splnit nasledujici diléi ukoly:

vyvinout v mezindrodni spolupraci metodu pro detekci MRN pomoci
nejcastéjSich typl prestaveb Ig/TR zaloZenou na NGS, kterd bude vychazet
ze soucasnych postupti skupiny EuroClonality-NGS pro detekci klonality,

zjistit, jak se 1i8i stratifikace do rizikovych skupin u détské ALL provedena

s pouzitim nové metody a stavajiciho postupu zalozeném na qPCR,

na zaklad¢ porovnani s NGS stanovit nova kritéria pro interpretaci nizce
pozitivni hodnoty MRN detekované pomoci qPCR s cilem omezit moznost

falesné pozitivity,

zjistit, zda pouziti detekce piestaveb TR pomoci NGS u pacientl
s ALK* ALCL piinasi benefit oproti stavajicim metodam (naptiklad

v podobé¢ detekce fyziologickych klont reagujicich na neoantigen).
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3 Metody

Tato kapitola poskytuje prehled metod souvisejicich s cilem diserta¢ni prace, které
provadéla nebo optimalizovala autorka. Ostatni metody jsou popsany v pfilozenych

publikacich.

3.1 Analyza klonality a vybér cilli Ig/TR pro sledovani MRN pomoci NGS

Princip stanoveni klonality maligniho vzorku a vhodny vybér cile Ig/TR pro nasledné

sledovani minimalni rezidudlni nemoci byly popsany vyse (Kapitola 1.1.3).

3.1.1 Priprava vzorku

Izolace DNA

Princip metody izolace DNA pomoci QIAamp DNA Kit (QIAGEN) spociva
v nasledujicich krocich: nejprve dochazi k lyze bun€k a uvolnéni DNA, ktera se v dalS§im
kroku véaze na kolonu s kifemiCitym membranovym nosi¢em za piitomnosti vysoké
koncentrace soli. DNA je dale n€kolikrat promyta specidlnimi pufry, a nakonec je ¢ista DNA
eluovana z kiemicité membrany pomoci pufru s nizkou koncentraci soli.

Nejprve byl diagnosticky vzorek periferni krve nebo kostni dfené odebran do
protisrazlivé zkumavky a nasledné byla pomoci hustotniho gradientu (Ficoll-Paque,
Pharmacia) provedena izolace mononuklearnich bun¢k. DNA byla nasledné izolovana podle
navodu QIAamp DNA Blood Mini/Micro Kitu v zavislosti na mnozstvi bunék (QIAamp
DNA Blood Mini Kit — uren pro vice nez dva miliony bun¢k). Z diagnostickych vzorka
ALK" ALCL pacientd byla DNA izolovana z 810 5 um silnych FFPE fezl nebo cerstvé

zmrazené tkan€ pomoci QIAamp FFPE Tissue Kit.

Vysetieni kontrolniho genu pro albumin

VysSetteni kontrolniho genu je dilezité jak pro zjisténi kvality a koncentrace DNA,
tak pro naslednou ptesnou kvantifikaci. Normalizace vici kontrolnimu genu sniZuje
variabilitu v kvalité a kvantit€¢ DNA, zpisobenou rozdily v mnoZzstvi biologického materialu

a pouzitymi izola¢nimi metodami. K tomuto ucelu se vyuziva kontrolni gen pro albumin.
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3.1.2 Priprava sekvenaé€nich knihoven pomoci dvoukolové PCR

Piehled

Zkraceny postup dvoukolové pfipravy sekvenacnich knihoven za ti¢elem analyzy
klonality leukemického vzorku a nasledného vybéru vhodného cile pro sledovani miniméalni

rezidualni nemoci je nasledujici (Obrazek 4).

1. krok PCR

8 reakci na vzorek

15fw.primerd  8fw.primerl  11fw.primer 1fw.primer  38fw. primerl 2fw,primery  8fw. primerd 9 fw. primer(
2rev.primery  1rev.primer  4rev.primery 1rev.primer  14rev. primerl 14rev. primer(i 4rev.primery 6 rev. primer(

IGH-V. IGH-DJ IGK-VJ-Kde intron-Kde TRB-VJ TRB-DJ TRD TRG

~Forward"primer \

l \ Reverzni primer
2. krok PCR

Unikatni kombinace indexu

o \ pro kaZzdou knihovnu
Sekvenaéni adaptor

“ ’#"‘I/
»Forward” index L Jp—
=== v N 0 N /) ===
—m,,,,’ Reverzniindex
I,'
Sekvenacni adaptor
Finalni knihovna
A 1100 N0 1 — v N o N ] A (11 B0/ 00

Obrdzek 4: Schématické znazornéni postupu pripravy dvoukolovych sekvenacnich knihoven.

Ptevzato (Bruggemann et al., 2019) a upraveno.

Nejprve pomoci prvniho kroku PCR amplifikujeme specifické tuseky DNA.

K detekci ptestaveb Ig/TR jako potencidlnich cili byly pouzity kombinace primeri
EuroClonality-NGS: IGH-VJ; IGH-DJ; IGK-VJ-Kde; IGK-intron-Kde; TRB-VJ; TRB-DIJ;
TRG; TRD (Ptiloha 1). Jako kontrola kvality a nésledny kalibrator se do kazdé reakce
pridavaji tzv. ,,spike-ins‘. Jedna se o smeés DNA vybranych bunécnych linii, u kterych zname
ptesné piestavby Ig/TR. SlouZi tak ke kontrole amplifikace ptestaveb u jednotlivych
systéml a nasledné ke kvantifikaci specifickych cili ve vzorku. Tyto kalibratory byly
vyvinuty a validovany v rdmci pracovni skupiny EuroClonality-NGS (Knecht etal., 2019).
Uspé&$nost amplifikace pomoci PCR ovéiime pomoci jedné z elektroforetickych technik.

Bioanalyzér je alternativou k tradi¢ni metodé gelové elektroforézy. Jednd se
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o kapilérni elektroforézu, kdy jednotlivé separované molekuly prochdzi detekénim bodem,
coz zaznamenava fluorescencni detektor. Vysledkem je elektroferogram. Na zaklad¢ tohoto
vysledku bud’ pokracujeme dalsim krokem PCR, piecistujeme pomoci kulicek SPRIselect
(Beckman Coulter) nebo produkty natedime. Pii purifikaci vyuzivame magnetické kulicky,
které za ptitomnosti polyethylen glykolu (PEG) s vysokou koncentraci soli reverzibilné
vazou nukleové kyseliny na zaklad¢ jejich velikosti a typu. Pti rozdilnych koncentracich
PEG a soli Ize preferencné vybrat kratsi nebo delsi fragmenty DNA.

Ve druhém kroku PCR pfiddvame sekvenacni adaptory pro sekvendtory typu
[llumina a tzv. indexy, které ndm umozni sekvenaci vice vzorkd v jednom experimentu.
Nésledné opét ovetujeme vysledné produkty pomoci jedné z elektroforetickych technik.
Poslednim krokem je purifikace pomoci kuli¢ek SPRIselect.

Standardni operacni postup (SOP) pro detekci klonality byl vytvotfen ve spolupraci
s pracovni skupinou EuroClonality-NGS a je dostupny na oficidlnich strankach

EuroClonality (www.euroclonality.org) (Bruggemann et al., 2019). NaSim tkolem bylo

adaptovat tento postup pro detekci MRN a optimalizovat ho k dosazeni dostatecné

senzitivity (minimaln& 10-#) a spolehlivé kvantifikovatelnosti vysledka.

Postup

Tabulka 1: SlozZeni reakcniho mixu prvniho kroku PCR. *Vyrobce Aplied Biosystems.

_16HDJ | 1GK-VJKde
8 8 8 8 8
N g E > E & E x> E &
58 25 [S =5 e s |g =% |8
ge g2 [ (2 |E =g |§ =g |E
~N 2 ic 8 = [ 3 (I8 3 [l 8 3
PCR pufr II* 10x 1x 2,5 1x 2,5 1x 2,5 1x 2,5
MgCl2* 25mM j|2.5mM |2,5 3 mM 3 1.5mM |[1,5 1.5mM |1,5
dNTP-Mix* 10 mM Jj0.2mM |0,5 04mM |1 0.2mM 0,5 0.2mM (0,5
Primer MIX 1 1 1 1
Spike-ins 2 2 2 2
AmpliTaq Gold* 5 U/ul 0,2 1.5U/xn 0,3 1U/mxn 0,2 1U/rxn 0,2
TRB-DJ TRG TRD
@ 4] ()] Q [}
o Q Q Q Q
[ g g ~ o o g 4 jid 4
58 1z% (5 =% |5 l=% |8 =% |8
~N 2 ic 2 3 ic 2 3 Jlic & = ic 2 =
PCR pufr II* 10x 1x 2,5 1x 2,5 1x 2,5 1x 2.5
MgcCl2* 25 mM |4 mM 4 4 mM 4 4 mM 4 2 mM 2
dNTP-Mix* 10 mM Jj0.2mM |0,5 0.2mM (0,5 0.2mM 0,5 0.2mM 0,5
Primer MIX 1 1 1 1
Spike-ins 2 2 2 2
AmpliTaq Gold* 5 U/l 1U/n  |0,2 1U/mxn 0,2 1U/mn  |0,2 1U/mn 0,2
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Nejdiive natfedime diagnostickou DNA na koncentraci 100 ng/ul. Nasledné
pripravime do PCR stripu 8 reakénich mixt, pro kazdy jednotlivy systém (Tabulka 1). Do
kazdé reakce dale piidame 1 pul DNA. Doplnime vodou do finalniho objemu 25 ul. Lehce
zvortexujeme a stoc¢ime. Na thermocycleru iCyclerTM BIO-RAD, GeneAmp® PCR System
2700 a 2720 (Aplied Biosystems) nebo SimplyAmp ™ Thermal Cycler (Life Technologies)

nastavime nasledujici program (Tabulka 2).

Tabulka 2: Termalni program prvniho kroku PCR. *Pro systém TRB-VJ je teplota hybridizace 65°C.

1 cyklus pocatecni denaturace 94°C 10 min

denaturace 94°C 1 min

35 cykll hybridizace 63°C* 1 min

elongace 72°C 30 sec

1 cyklus finalni extenze 72°C 10 min
4°C oo

Uspé&snost amplifikace pomoci PCR ovéfime pomoci gelové elektroforézy.
Pouzivame 1,5% agardzovy gel (90 V, 45 minut). ProtoZe u IGH-VJ a TRB-VJ PCR dochazi
Casto k tvorbé nespecifickych produktl, u t€chto mixa nasleduje precisténi pomoci kulicek
SPRIselect podle doporuceného postupu. Produkt zprvniho kola PCR smichame
s kulickami v poméru 1:1, promyvame 85% ethanolem a eluujeme do 20 pl vody bez
nukledz (Life Technologies). Ostatni produkty z prvniho kola PCR padesatkrat nafedime.
Pokud je specificky pruh na gelu slaby, produkt nefedime. Poté ptipravime reakéni mixy pro
druhou PCR (Tabulka 3), ptfiddvame 3 pl produktu z prvniho kola PCR a celkovy objem
doplnime vodou bez nukleaz do 50 pl. Na thermocycleru nastavime nasledujici program
(Tabulka 4).

Tabulka 3: Slozeni reakéniho mixu druhého kroku PCR. ¥*Vyrobce Merc Life Science.

vSechny systémy
[0 [0
(&) (&)
_g g «
§5|| =5 | &
22 || sg | &
‘© O £ 5 =
N & L & =
PCR pufr Il s MgClI2* 10x 1x 5
dNTP-Mix* 10 mM 0.2mM |1
»Forward“ primer MIX 1
Reverzni primer MIX 1
Fast Start High Fidelity* 5 U/l 2,5U/rxn | 0,5
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Tabulka 4: Termalni program druhého kroku PCR.

1 cyklus pocate¢ni denaturace 95°C 2 min

denaturace 94°C 30 sec

20 cykld  hybridizace 63°C 30 sec

elongace 72°C 30 sec

1 cyklus finalni extenze 72°C 5 min
4°C oo

Uspé$nost druhé amplifikace pomoci PCR ovéfime pomoci gelové elektroforézy.
Nasleduje precisténi pomoci kulicek SPRIselect podle doporu¢ené¢ho postupu. Produkt
z druhého kola PCR smichame s kuli¢kami v rizném pomeéru dle jednotlivych systémii. Pro
IGK-VJ-Kde, intron-Kde, TRG a TRD v poméru 1:1; pro IGH-VJ a TRB-VJ v poméru
1:0,7; pro IGH-DJ a TRB-DJ v poméru 1:0,9. Promyvame 85% etanolem a eluujeme do
20 pl vody bez nukleaz. Koncentraci vzorkt zméfime pomoci Qubit® dsDNA HS Assay
Kit. Dle zmétenych koncentraci a délek produktu dle gelové elektroforézy (Tabulka 5)
spocitame molaritu vzorkli a smichame jednotlivé vzorky do finalni knihovny tak, aby jeji

finalni koncentrace byla 4 nM.

Tabulka 5:0c¢ekavany rozsah velikosti konkrétni knihovny pro kazdy systém.

Systém velikost (bp)
IGH-VJ 484-681
IGH-DJ 266-358
IGK-VJ-Kde 296-384
intron-Kde 309-382
TRB-VJ 309-407
TRB-DJ 300-408
TRG 256-360
TRD 309-450

3.1.3 Priprava sekvenac¢nich knihoven pomoci jednokolové PCR

Postup jednokolové piipravy sekvenacnich knihoven pro analyzu klonality
leukemického vzorku a nasledného vybéru vhodného cile pro sledovani MRN je podobny
ptipravé dvoukolovych sekvenacnich knihoven (Kapitola 3.1.2). Na rozdil od dvoukolového
postupu vSak primery pro amplifikaci pfestavénych genil jiz na svém 5' konci obsahuji
specifické sekvenacni adaptory a indexy, coz zkracuje dobu pfipravy knihovny a omezuje
nebezpeci kontaminace vzorkil. Finan¢ni ndklady pro pofizeni sad vSech primert pro
soucasné vysetfovani nékolika vzorkl jsou ale vyssi nez u dvoukolového pfistupu. Pro

odliSeni jednotlivych systémil se vyuzivaji odliSné indexy ve ,,forward* primeru (D/A 50X)
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a k odliseni jednotlivych pacientli rozdilné indexy v reverznich primerech (D/A 70X)
(Obrazek 5).

SOP byly opét vytvoreny ve spolupraci s pracovni skupinou EuroClonality-NGS

a jsou dostupné na oficialnich strankach EuroClonality (www.euroclonality.org) pro ¢lenské

laboratote konsorcia. Tato metoda byla v nasi laboratofi uspésné akreditovana a vyuziva se

ke screeningu prestaveb gend pro Ig/TR na Grovni DNA u pacienti s ALL a pro sledovani

MRN v konkrétnich 1é¢ebnych situacich.

reverzni indexy
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Obrdazek 5: Schématické znazornéni jednotlivych indexii pro pripravu sekvenacnich knihoven.

Ptevzato (Bruggemann et al., 2019) a upraveno.

3.1.4 Sekvenovani nové generace - lllumina sekvenovani

Mezi technologie sekvenovani nové generace patii sekvenovani na pfistrojich
[Mlumina. To umoziiuje masivni paralelni ¢teni kratkych DNA fragmentii. Cely proces Ize
rozdélit na Ctyfi zékladni kroky: ptiprava vzorku, tvorba klastrii, sekvenace a analyza dat.
Ptiprava vzorku se muze liSit, ovSem spoleCnym bodem je vzdy pfidani sekvenacnich
adaptor na konce DNA. Diky tomu se kazdy fragment DNA navaze na desticku (,,flow
cell) pokrytou oligonukleotidy. Poté izotermalni amplifikaci dochdzi k tvorbé klastri.
K amplifikaci dochdzi tzv. metodou ,,mosti*. Molekuly se ,,ohnou* a vytvari tisice kopii
kazdého fragmentu na jednom misté¢ — klastry. Sekvenovani zac¢ind navazanim kratkého
primeru, po némz se postupné pridavaji fluorescencné znacené nukleotidy, které syntetizuji

nové vlakno podle sekvence piivodniho templatu. Pfi pfipojeni kazdého nukleotidu je
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emitovan charakteristicky fluorescenéni signal, ktery umoziuje identifikaci ptislusné baze.
Tento postup je znamy jako sekvenovani syntézou. Pocet cykll urcuje délku cteni.
Poslednim krokem je analyza dat, kdy se sekvence jednotlivych fragmentl sestavi a zpracuji
pomoci bioinformatickych procest.

V nasi laboratofi se screening a méeni MRN provadi nejcastéji pomoci piistroje
Miseq. Spolec¢nost Illumina vSak nabizi 1 dal§i pokrocilé platformy, jako jsou NextSeq
a NovaSeq, které umoznuji vyssi kapacitu sekvenace. Pro dosazeni optimalniho naneseni na
desticku (,,flow cell*) musime zvazit, jaké vzorky sekvenujeme. V nasich podminkéch pii
sekvenaci diagnostickych vzorkll za ucelem analyzy klonality Ig/TR pouzivame chemii
o délce ¢teni 2x250 bp a cilime na finalni koncentraci knihovny 10 pM s 15% PhiX. PhiX
je kontrolni knihovna, kterd se vyuziva ke kontrole kvality sekvenace a vyvazeni slozeni
bazi ve vzorcich. Pfidanim PhiX lze monitorovat piesnost sekvenacniho procesu a validovat
spravné nastaveni pfistroje. Sekvenujeme s nizkym pokrytim, s cilem dosahnout 100 tisic

,reads® na systém.

Bioinformaticka analyza — vybér cili pro sledovani MRN

Analyza sekvenacnich dat probiha za pomoci pouziti platformy ARResT (,,Antigen

Receptors Research Tool*) Interrogate (http://arrest.tools/interrogate-latest) (Bystry et al.,

2017). Sekvence vzorkl jsou anotovany k segmentim V(D)J, jako reference slouzi

zarodecné sekvence z databaze IMGT (https:/www.imgt.org).

Jako cile pro sledovani vybirame vSechny klonalni ptestavby se zastoupenim alespon

10 % po normalizaci pomoci ,,spike-ins‘.

3.2 Analyza klonality a vybér cilli Ig/TR pro sledovani MRN pomoci dalSich
metod

Ptfed vzestupem NGS technologii se analyza klonality prfestaveb Ig/TR provadéla
pomoci analyzy heteroduplexii nebo GeneScan. Pfi analyze heteroduplexii se musi nejprve
produkty PCR denaturovat 5 minut pii 95°C a nasledné rychle renaturovat 1 hodinu pii 4°C
(Van Dongen et al., 2003). Vzorky analyzujeme v 6—8% polyakrylamidovém gelu nebo na
ptistroji Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Z monoklonalnich produkti se
tvotfi homoduplexy, které migruji stejnou rychlosti a tvoti jeden prouzek. Z polyklonalnich
produktli se tvofi neohraniceny, rozptyleny pruh. Homoduplexy vyfiznuté z gelu znovu

amplifikujeme se stejnym primer-mixem, tyto ziskané produkty poté purifikujeme

33


http://arrest.tools/interrogate-latest)

a sekvenujeme na ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Jedna se
o sekvenator zalozeny na principu Sangerova sekvenovani, ktery vyuziva kapildrni
elektroforézu k separaci jednotlivych fluorescencné znacenych DNA fragmentl, coz
umoziuje sekvenovani s vysokou presnosti.

V néekterych laboratofich se pro analyzu klonality vyuziva jesté metoda GeneScan. Ta
umoziuje rozliSit mezi klondlnimi a polyklondlnimi populacemi za pouziti kapilarni
elektroforézy. Nejprve amplifikujeme specifické genové segmenty, které nasledné
separujeme podle jejich délky. Jedna se o laboratorné pomérné jednoduchou metodu, jejiz
nevyhodou ziistava neschopnost odlisit stejné dlouhé fragmenty, které vSak mohou byt

sekvenéné odlisné (napt. biklonalni) (Van Dongen et al., 2003).

3.3 Detekce MRN pomoci qPCR

Pokud u diagnostického vzorku detekujeme specifickou prestavbu Ig/TR, navrhneme
pacient-specificky primer na tento piestavény usek a pomoci kvantitativni polymerazové
fetézové reakce monitorujeme MRN v naslednych vzorcich. Tento systém qPCR vyuZziva
pacient-specificky primer, pro kazdy segment spole¢ny reverzni primer a fluorescenéné
znacené¢ hydrolyzacni sondy (Biotech; Eurofins Genomics). Ty byly navrzeny pracovni
skupinou EuroMRD (Van der Velden et al., 2002, 2004). Tento typ sondy, obvykle
oznacovany jako TaqgMan, obsahuje fluorescen¢ni barvivo (napt. FAM) a zhaSe¢ (napft.
TAMRA), které jsou navazany na opacnych koncich sondy. V neporuSeném stavu sonda
nevydava fluorescenc¢ni signal, protoze zhaSe¢ potlacuje fluorescenci barviva. Béhem PCR,
kdyZ polymeraza syntetizuje nové DNA vlakno, jeji enzymaticka aktivita §t€pi sondu. To
zpiisobi oddéaleni zhdsece od fluorescencniho barviva a vede k uvolnéni fluorescen¢niho
signalu, ktery je detekovan. Emitovana fluorescence je méfena v prib&hu hybridizace.
Pokud nelze pouzit tento typ sondy, vyuziva se SYBR green (Quantitect® SYBR Green
PCR Mix 2x, Qiagen). Ten se vaze do dvoufetézcové DNA, pficemz s dal§imi cykly PCR
exponencialné roste mnozstvi produktu a s tim 1 signdl. Intenzita signalu je v obou ptipadech
pfimo Umeérnd mnozstvi amplifikovaného templatu, coz umoziuje kvantitativni méteni

specifické sekvence Ig/TR.

Navrh pacient-specifickych primeru

Ziskané sekvence (Kapitola 3.1) vyhodnocujeme v programu Vector™ NTI Advance

11.5.1., kde navrhneme klonalné-specifické primery. Tyto primery se snazime navrhnout
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tak, aby jejich teplota tdni (Tm), spocitana timto programem, byla kolem 54°C, coz odpovida
Tm reverznich primerti a zaroven je o cca 10°C nizsi nez Tm sond. Navrhujeme primery
o délce 17-29 nukleotidi. Krom¢ Tm dale kontrolujeme tvorbu dimerti nebo vlasenek.
Zacatek primeru by mél idealn¢ zasahovat do zarodecného segmentu a koncit v N-useku
idealn¢ tak, aby alesponi 45 nukleotidli zasahovalo do specifického N-segmentu piestavby
v oblasti 3'. Pii navrhu primeru zasahujiciho do J segmentu nebo pokud N-usek chybi, nemél
by primer ptesahovat vice nez 5—6 bazi do daného J segmentu. Vzdy vSak hodnotime
kazdého pacienta individualné, a pokud nelze navrhnout ,,optimalni‘‘ primer podle pravidel,
lze vyzkousSet i primery, ktera tato popsana kritéria nespliiuji. Idedlni situaci je pak sledovani

MRN pomoci dvou nezavislych cila.

Optimalizace systému qPCR

Po navrhnuti pacient-specifickych primert je kli¢ové dosazeni co nejvetsi senzitivity
a specifity systému. Toho Ize dosdhnout optimalizaci teploty hybridizace, zménou
koncentrace primeru nebo samotného slozeni reak¢niho mixu. Podle pravidel 1écebného
protokolu AEIOP-BFM je nezbytné mit alespoil jeden systém s minimdlni citlivosti
a rozmezim kvantifikace 10, Proto se vzdy zkousi optimalizovat alespofi dva primery pro
kazdy systém. DalSim problémem je nespecifické nasedani primert na fyziologickeé
lymfocyty. K tomu dochdzi Casto v ptipadé¢, kdy pfestavény segment obsahuje kratké, malo
specifické N-useky, nebo mame nevhodné navrhnuty primer. Jako negativni kontrola se
vyuziva polyklonalni smés DNA, ziskana od nejméné péti zdravych darci (,,buffy coat™ —

BC).

Postup a interpretace vysledku

Postup piipravy vzorku probiha stejné jak jiz bylo popsano vyse (Kapitola 3.1.1).
Nasledné pfipravime fedici fadu (10-'-10%) z DNA diagnostického vzorku (pfipadné
relapsového vzorku) pacienta, pfi¢emz fedime pravé do BC (107! = 20 ng/ul). Pokud je
v diagnostickém vzorku méné blastli nez polovina, upravujeme fedici fadu na blasty (10-' =
10 % blasti). Pouzivdme TagMan® Universal PCR Master Mix (Aplied Biosystems)
a pristroj TagMan 7500 Fast Real-Time PCR System®. Vysledky vyhodnocujeme
v aplikaci QuantStudio™.

Pravidla pro interpretaci vysledkii a samotnd metodickd doporuceni stanovuje
pracovni skupina EuroMRD. K jejich pochopeni je klicové definovat Ct (,,treshlod* cyklus):
cyklus, ve kterém intenzita fluorescence prekroc¢i hodnotu pozadi. Kritéria pro stanoveni

senzitivity systému qPCR jsou nésledujici: nejnizsi fedéni, které se amplifikuje specificky,
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od Ct nefedéného vzorku nebo od interceptu standardni kiivky, coz potvrzuje, zZe i1 ziedény
vzorek je stale detekovatelny a specificky. Kritéria pro kvantifikovatelnost qPCR
(,,quantitave range*, QR) jsou nésledujici: amplifikace musi byt specifickd, rozdil hodnot Ct
a primérnd hodnota Ct musi spadat do stanoveného rozmezi od primérné hodnoty Ct
piedchoziho fedéni. Podle pravidel EuroMRD je déle dilezita hodnota sklonu kiivky, ktera
by méla byt mezi 3,1-3,9.

Po optimalizaci podminek pro pacient-specifickou esej qPCR mtzeme zacit sledovat
hladinu MRN v naslednych vzorcich. Negativni kontrolu (BC) poustime v hexaplikatu,
jednotlivé rezidualni vzorky v triplikatech. Vynesenim hodnoty Ct nezndmého vzorku na
kalibracni kiivku, vypocitdme mnozstvi sledované sekvence ve vzorku. Rezidualni vzorek
je pozitivni, spliuje-li tato pravidla: hodnota Ct alesponl jednoho z replikatl je v rozmezi
Ctyf cykli od senzitivity optimalizovaného systému. Dalsi pravidla se li§i na zéklad¢
konkrétniho ¢asového bodu pacienta a podle jeho l1écebné terapie. V situacich, kde by
falesn¢ negativni vysledek mohl vést ke sniZeni 1écby, je vzorek povazovan za pozitivni,
Ct pozadi. V situacich, kdy by faleSn¢ pozitivni vysledek mohl vést k intenzifikaci 1écby,
napf. po transplantaci kostni diené, je vzorek povazovan za pozitivni, pokud hodnota Ct
alesponi jednoho z replikati je niz$i o tfi cykly neZ nejniZzsi hodnota Ct pozadi (Van der

Velden et al., 2003, 2004, 2007).

3.4 Detekce MRN pomoci NGS

Pokud detekujeme specifickou prestavbu Ig/TR u diagnostického vzorku, mizeme
sledovat MRN pomoci této piestavby za pouziti sekvenovani nové generace.

Postup pfipravy vzorku a piipravy sekvenacnich knihoven probihd obdobné jak jiz
bylo popsano vyse (Kapitola 3.1). Vyuziva se jednokolova ptiprava sekvenaénich knihoven.
K dosaZeni co nejvétsi senzitivity jsou pro kazdou PCR pouzity 2 pg DNA, pficem?Z
maximalni objem miize byt 20 ul. Reakéni mixy jsou pfipravovany podle Tabulky 6 a reakce
je doplnéna vodou bez nukledz do findlniho objemu 100 pl. Program thermocycleru je
nastaven podle Tabulky 2. Uspé&$nost amplifikace PCR je ovéfena pomoci gelové

elektroforézy. Produkty jsou piecistény pomoci kulicek SPRIselect podle doporuc¢eného
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postupu. Produkt PCR je smichan s kulickami v rizném poméru dle jednotlivych systémii.
Pro IGK-VJ-Kde, intron-Kde, TRG a TRD v poméru 1:1; pro IGH-VJ a TRB-VJ v poméru
1:0,7; pro IGH-DJ a TRB-DJ v poméru 1:0,9. Ke kvantifikaci ptecisténych produkta
pouzivame Qubit® dsDNA HS Assay Kit. Dle zmétenych koncentraci a délek produktu dle
gelové elektroforézy (Tabulka 5) spoc¢itdime molaritu vzorkli a smichame jednotlivé vzorky
do finalni knihovny tak, aby jeji findlni koncentrace byla 4 nM. Sekvenujeme s vysokym
pokrytim (kolem 2 miliont ,,reads* na systém) na pfistroji od firmy Illumina, jak jiz bylo

popsano vyse (Kapitola 3.1.4).

Tabulka 6. Priprava reakcniho mixu. *Vyrobce Merc Life Science.

IGK-VJ-Kde intron-Kde
[0} [0) (0] (0] [0
o [&] [&] [&] (6]
- © x © x © ~ © ~
c € — € o - T o N_— o - T o
2 o £g o cQ o cQ o c o o
o c (@ N T 2 N w© 2 N T 2 N
e £ 5 = S 6 = £ 5 = € 5 =
N X L =3 L =3 L 3 L 3
PCR pufr II* 10x 1x 10 1x 10 1x 10 1x 10
MgCl2* 25mM [[1.5mM |6 3 mM 12 1.5mM |6 1.5mM |6
dNTP-Mix* 10mM [[0.2mM |2 0.2mM 2 0.2mM |2 0.2mM |2
"Forward" Primer MIX 4 4 4 4
Reverzni Primer MIX 4 4 4 4
Spike-ins 2 2 2 2
Fast Start High Fidelity* 5U/ul [|2.5U/rxn 0,5 2.5U/rxn 10,5 2.5U/rxn |0,5 2.5U/rxn 10,5
TRB-VJ TRB-DJ TR TRD
[0} [0) (0] (0] [0
o [&] [&] [&] [&]
- © ~ © ~ © ~ © x
c € — € o — T o — T o — T o
2 8 0 o £ Q o £ Q o £ Qo o
ge gsg |8 |zg |8 g |§ |zg |8
‘© O £ 5 = £ o = £ o = £ 5 =
N X L =% L =% L =1 L 3
PCR pufr II* 10x 1x 10 1x 10 1x 10 1x 10
MgcClI2* 25 mM [[4 mM 16 4 mM 16 4 mM 16 2 mM 8
dNTP-Mix* 10mM [[0.2mM (2 0.2mM 2 0.2mM |2 0.2mM 2
"Forward" Primer MIX 4 4 4 4
Reverzni Primer MIX 4 4 4 4
Spike-ins 2 2 2 2
Fast Start High Fidelity* 5U/ul [2.5U/rxn 0,5 2.5U/rxn 10,5 2.5U/rxn |0,5 2.5U/rxn 10,5

Bioinformatick4 analyza — hodnoceni MRN

Na zékladé€ vysledki analyzy klonality diagnostického vzorku jsou vybrany vhodné
»stopovaci sekvence (tzv. ,tracers), které jsou nasledné¢ vyhledavany ve vySetfovaném,
nasledném vzorku. V aplikaci ARResT/Interrogate je mozno piimo provést rekalkulaci

vysledku pomoci vySe zminénych kalibratoru (,,spike-ins®).
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace a priprava SOP pro detekci cilti Ig/TR pro sledovani MRN

Nejprve byl vyvijen a optimalizovan SOP (Ptiloha 1) pro detekci piestaveb Ig/TR jako
cili k monitorovani minimalni rezidualni nemoci prostfednictvim NGS. K dosaZeni
findlniho protokolu, ktery je detailné¢ popsan v Kapitole 3.4, bylo nutné optimalizovat
vSechny systémy pro detekci jednotlivych typii prestaveb Ig/TR s cilem dosdhnout
maximalni specifity a senzitivity vysledki.

Tento proces zahrnoval optimalizaci slozeni reakéniho mixu, Upravu koncentraci
jednotlivych slozek, optimalizaci termalniho programu, nasledné fedéni a/nebo purifikaci
produkti PCR. Jako piiklad jednoho konkrétniho optimaliza¢niho kroku je zde uvedena
purifikace produktu PCR pomoci kulicek SPRIselect (Obrazek 6). Obrazek ukazuje

efektivni odstranéni nespecifickych produktii, véetné tzv. primer-dimerQ, a dosazeni Cisté,

specifické knihovny.
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Obrazek 6: Ukdzka purifikace produktu PCR pomoci kulicek SPRIselect. Prvni graf znazornhuje
produkt PCR pied purifikaci, zatimco na druhém obrazku je znazornén produkt PCR po tspésné

purifikaci, kde doslo k odstranéni nespecifickych produktd a zvyseni Cistoty vysledné knihovny.

SOP byly vytvoieny ve spolupraci s pracovni skupinou EuroClonality-NGS a jsou
dostupné zatim pouze pro ¢leny konsorcii EuroClonality-NGS a EuroMRD. Postup detekce
MRN pomoci jednokolové PCR a NGS dosud nebyl publikovan, protoze v soucasnosti
probihd jeho validace pomoci nékolika kol mezilaboratorniho srovnani se zapojenim
15 laboratofi pod vedenim nasi skupiny. V nasi laboratofi se tato metoda jiz vyuziva ke

stanoveni MRN naptiklad u pacientti po transplantaci kostni dfen¢.
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4.2 Kvantifikace MRN pomoci NGS u pacientti s ALL

V ramci prvni studie (Pfiloha 2), ktera tvoii podklad této dizertacni prace, byla nové
vyvinutd metoda validovana na souboru détskych pacienti s BCP-ALL. Ptestoze se v dnesni
dobe¢ jiz NGS bézn¢ vyuziva pro screeningovou analyzu klonality, standardem v soucasnych
1é¢ebnych protokolech pro stanoveni MRN u BCP-ALL ziistavaji pratokova cytometrie
a detekce prestaveb Ig/TR pomoci qPCR. Cilem tedy bylo porovnat hladinu MRN
stanovenou pomoci rutinni, pacient-specifické qPCR s vysledky dosazenymi nové
vyvinutou metodou.

Do studie bylo zatazeno 458 détskych pacientti s BCP-ALL lécenych podle protokolu
AIEOP-BFM ALL 2009 v letech 2010-2018 na Klinice détské hematologie a onkologie,

2. LF UK a Fakultni nemocnice v Motole. Ze studie bylo vylouceno 19 pacientd, jelikoz
u nich nebyl identifikovan vhodny cil Ig/TR v dob& diagnézy nebo nebyla dostupna
rezidualni DNA ze dne 33. Dale bylo vylou¢eno dalSich 7 pacientd, ktefi neméli k dispozici
puvodni data ze Sangerova sekvenovani, nebo u nichz selhala pifiprava knihovny NGS.
Celkem bylo uspésné ptipraveno 702 sekvenacnich knihoven z 709 (99% tuspé&Snost) pro

432 pacienti (Obrazek 7).

458 pacientt diagnostikovanych s BCP-ALL

bez identifikovaného Ig/TR cile v dobe diagnozy

vylou¢eno 19 pacientl
nebo bez DNA materialu ze dne 33

439 pacientd s 793 Ig/TR cili
vylou€eno 6 cilu
Spatna kvalita
nebo chybéjici plvodni data ze Sangerova sekvenovani

709 NGS knihoven pro 787 Ig/TR cilt

vylouceno 7 cill
neuspésna pfiprava NGS knihovny
702 NGS knihoven pro 780 Ig/TR cilu
sekvenovano a analyzovano u 432 pacientl
Obrazek 7: Schématicky prehled poctu zarazenych pacientii a analyzovanych vzorkii v ramci studie.
Imunoglobulin (Ig), T-bunéény receptor (TR), B-prekurzorova akutni lymfoblasticka leukémie (BCP-
ALL), sekvenovani nové generace (NGS) (Svaton, Skotnicova et al., 2023).
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Vysledky analyzy kionality Ig/TR nukleotidova sekvence V(D)

(Sangerovo sekvenovani nebo NGS) _ N D N! J ]

pacient-specificky systém qF’CH/ \Analfyza sekvenci V(D)J

stanoveni MRN pomoci gPCR stanoveni MRN pomoci NGS
ARResT/Interrogate analyza
normalizace k spike-ins*
1E+00 specificka analyza Ig/TR cil(
1E-01
T 10E-1 10E-210E-3 10E-4
1E-02

13 5 7 9111315171921 2325 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49
Obrazek 8: Schématicke znazornéni procesu vybéru cile pro stanoveni minimalni rezidualni nemoci

(MRN) a detekce MRN pomoci kvantitativni PCR v redlném case (qPCR) a sekvenovadni nové
generace (NGS). Imunoglobulin (Ig), T-bunécny receptor (TR) (Svaton, Skotnicova et al., 2023).

Detekce cilt Ig/TR pro stanoveni MRN pomoci qPCR probihala podle ptedem
definovanych pravidel pracovni skupiny EuroMRD (Kapitola 3.3). Pro detekci MRN byly
idealn¢ pouzity dva nezavislé pacient-specifické systémy qPCR. Pokud byla MRN
zhodnocena jako pozitivni pod QR, byla zafazena do kategorie pozitivni,
nekvantifikovatelné (PnQ). Pro detekci MRN byla pouZzita DNA izolovana z kostni dfené
odebrana v den 33. Dvoukolové knihovny NGS byly pfipraveny podle protokolti pracovni
skupiny EuroClonality-NGS (viz vySe). K dosaZeni senzitivity 10~ byl na jednu reakci
pouzit ekvivalent 150 tisic jadernych bunék. U vzorki, kde nebyla dostate¢na koncentrace
DNA, byl pouzit maximalni objem 15 pl. Hladiny MRN stanovené pomoci NGS byly
normalizovany za pouZiti ,,spike-ins*“. Diky dvéma saddm index0i mohlo byt sekvenovano
az 384 vzorkid v jednom sekvenanim béhu. VétSina pfipravenych knihoven byla
sekvenovana na prtistroji NovaSeq 600 (sekvenacni chemie 2x250bp SP), nékteré knihovny
byly sekvenovany na pfistroji Miseq (sekvenacni chemie 2x250 v2). Sekvenacni data byla
analyzovana pomoci vlastnich bioinformatickych néstrojii a ARResT/Interrogate.
Nukleotidové sekvence V(D)J z diagnostickych vzorkli byly ziskdny z plivodnich dat
pomoci Sangerova sekvenovani a pouzity k identifikaci pacient-specifickych cili Ig/TR pro
stanoveni MRN v knihovné NGS (Obrazek 8). Celkem bylo obéma metodami analyzovano
780 unikatnich cili Ig/TR a sekvenovano 702 knihoven NGS s medianem pokryti
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1 629 389 ,reads. Vzorky, ve kterych byly nalezeny alespon 3 ,,reads* se specifickou

hledanou sekvenci, byly oznaceny jako NGS pozitivni.

Ig/TR MRN cil Druhy Ig/TR MRN cil

neni k dispozici 15

pozmvm 23

pouze gPCR pozitivni NGSE

qPCR 16 "egaﬂvm 41
Celkem 780

neni k dispozici 1
pouze NGS pozitivni NGS 4

pozitivni 10

' negativni 13

qPCR 9

Pozitivni jen jednou metodou

Konkordantni s pozitivnim vysledkem

2001

Konkordantni s negativnim vysledkem

5

T gpcr NGS gPCR NGS gPCR NGS gPCR NGS gPCR NGS gPCR NGS
IGH-DJ IGH-VJ-FR1 IGK-VJ-Kde/intron-Kde TRB-DJ/VJ TRD TRG

Obrazek 9: Vysledky analyzy detekce minimalni rezidudlni nemoci (MRN) zalozené na identifikaci
prestaveb genii pro imunoglobuliny (Ig) a T-bunecné receptory (TR) stanovené metodami sekvenovani
nové generace (NGS) a kvantitativni PCR v redalném case (qPCR). Oranzové jsou znazornény cile
pozitivni pouze pomoci qPCR, zluté cile pozitivni pouze na zakladé¢ dat NGS. Tato data jsou dale
rozdélena a ukazuji vysledek na zakladé analyzy druhého cile Ig/TR. Spodni graf ukazuje rozdéleni
detekovanych cili MRN na zakladé dat z NGS a qPCR podle jednotlivych systémi. Systémy IGK-
VJ-Kde a intron-Kde byly vzhledem k nizkému poctu vzorki slouceny, stejné tak TRB-VJ a TRB-DJ
(Svaton, Skotnicova et al., 2023).

Vysledky byly shodné negativni obéma metodami u 419 cili Ig/TR (53,7 %), zatimco
220 cila (28,2 %) bylo konkordantné pozitivnich. Dalsich 104 cilt (13,3 %) bylo pozitivnich
pouze na zdkladé¢ metody qPCR, a z nich naprostd vétSina (97 cili — 93,3 %) spadala do
kategorie PnQ MRN. U 55 cilt (52,9 %) byla pii vyhodnoceni metody qPCR pozorovana
nespecificka amplifikace kontrolnich polyklonalnich DNA vzorkd. Z téchto 104 cila jich
23 (22,1 %) bylo detekovano také metodou NGS, kterou byly oznaceny jako nespecifické
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(viz déle). Déle bylo 37 cila pozitivnich pouze podle hodnot NGS, pticemz 23 (62 %) z nich
bylo klasifikovano jako PnQ (Obrazek 9). Primérna hodnota MRN stanovena pomoci NGS
u zbyvajicich 14 cilt byla 3,6 x 107. Ziskané hodnoty MRN pomoci qPCR a NGS
signifikantné koreluji (R = 0,83). Detekce MRN pomoci NGS dosahuje vyssiho QR nez
tradi¢n¢ pouzivanad metoda qPCR (Obrazek 10A).

A B
Stratifikace podle hodnoty MRN
1e+00 A — —
L HR
HR 40
400 1| 56
1e-01 4
MR
1e-02 135
300 4| MR
167
1e-03 4 1
(%3]
(1s)
=
1e-04 200 4
1e-05 4 SR
257
SR
100 1| 209
PnQ 4
NEG4 en=419en =97 o o W ©®
(15) (3)
T T T T T T T T 01— —
NEG PnQ 1e-05 1e-04 1e-03 1e-02 1e-01 1e+00 ; s
aPCR gPCR NGS

Obrazek 10: Kvantitativni porovnani detekovanych hladin minimalni rezidudalni nemoci (MRN)
a stratifikace pacientit. (A) Porovnani hladin MRN stanovenych pomoci detekce piestaveb genti pro
imunoglobuliny (Ig) a T-bunécné receptory (TR) s uzitim kvantitativni PCR v realném case (qQPCR)
(0sa x) a sekvenovani nové generace (NGS) (osa y). Cervené jsou oznaceni pacienti, u nichZ doglo
k relapsu. (B) Stratifikace pacientti na zakladé hodnoty MRN ze dne 33 pomoci qPCR a NGS. Pro
zatazeni do skupiny s vysokym rizikem (HR) byla jako prahova hodnota stanovena hladina MRN
107, Na zékladé NGS vysledka se 16 pacientii piefadilo ze skupiny se standardnim rizikem (SR) do
skupiny se stiednim rizikem (MR), 3 pacienti ze skupiny MR do skupiny HR a naopak 64 pacientt
ze skupiny MR do skupiny SR a ze skupiny HR do skupiny MR 18 pacientti. Negativni (NEG),
pozitivni, nekvantifikovatelna hodnota MRN (PnQ) (Svaton, Skotnicova et al., 2023).

Stratifikace pacientli byla provedena vyhradné na zaklad¢ hodnoty MRN ze dne 33.
Pro ucely této studie vedla hodnota MRN 1073 k zafazeni do skupiny HR, jakékoli pozitivita
nizsi nez 10~ do skupiny MR a negativni vysledek do skupiny SR. Stratifikace byla shodna

obéma metodami u 76 % pacienttl, pricemz 193 pacientl (44,7 %) bylo zatazeno do skupiny
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SR, 100 pacientii (23,1 %) do skupiny MR a 37 pacientt (8,6 %) do skupiny HR. Celkem
19 pacientt (4,4 %) bylo na zdkladé NGS pristupu ptrefazeno do skupiny s vétsim rizikem,
do skupiny s niz8im rizikem bylo pfesunuto 82 pacientti (19 %), a to zejména diky eliminaci

faleSné€ pozitivnich vysledka (Obrazek 10B).

specifické s ,index" kontaminaci nespecifické
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Obrazek 11: Ukadzka reprezentativniho cile pro detekci minimadlni rezidudlni nemoci (MRN) pro
kazdou kategorii na zdkladeé analyzy specifity pomoci sekvenovani nové generace (NGS). Specifita
byla hodnocena podle poctu ,,reads* se specifickou sekvenci V(D)J identifikovanou i v nespecifické
knihovné NGS a je zobrazena jako teplotni mapa na logaritmické stupnici. Osy x a y odpovidaji
pouzitym ,,forward* a reverznim indextim pii piipravé sekvenacnich knihoven. Analyzovany cil pro
stanoveni MRN a jeho sekvence, kterd byla analyzovana napfi¢ vSemi knihovnami NGS, je
zobrazena pod grafy. Pacient-specificky vzorek pro kazdy cil je oznacen zelenou teckou. Identické
sekvence nalezené ve velmi nizkych hladindch v knihovnach NGS sdilejicich index (nalevo)
i ndhodné v ostatnich vzorcich (uprostied) jsou oznaceny jako specifické. Nespecificky cil (napravo)
je detekovan ve vysokych hladinach (v rdmci rozdilu o jeden logaritmicky fad) v nesouvisejicich
knihovnach NGS ze dvou nezavislych sekvenaénich béhl. Vzorky, které byly pfipraveny spolu
s pacient-specifickym vzorkem, jsou zobrazeny se zelenym pozadim (Svaton, Skotnicova et al.,
2023).

U jednoho pacienta byl detekovan pouze jeden TRG cil pro sledovani MRN, ktery byl
metodou qPCR vysoce pozitivni, zatimco v datech NGS nebyl detekovan. Tento pacient byl
proto ptefazen ze skupiny HR (qPCR data) do skupiny SR (NGS data). Nasledné byl u tohoto
pacienta zopakovan screening piestaveb TRG v diagnostickém vzorku metodou NGS, coz
vedlo k detekci majoritni klondlni pfestavby TRG, ktera nebyla detekovéna plvodni
metodou Sangerova sekvenovani. Tento cil byl nésledné pomoci NGS identifikovan i ve
vzorku ze dne 33, a na zdklad¢ téchto vysledkl by 1 tento nasledny vzorek byl zatazen do
skupiny HR (Obrazek 10B). U dalSich sedmi pacientt, kteti neméli detekovan cil Ig/TR pro
detekci MRN metodou Sangerova sekvenovani, byl taktéZz zopakovan screening
diagnostického vzorku pomoci NGS. Na zaklad¢ téchto dat byly identifikovany nejmén¢ dva

nezavislé cile u Sesti pacientii. Tato data zdaraznuji dilezitost pouziti NGS metody, jak pro
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analyzu klonalitu v diagnostickém vzorku, tak pro néslednou identifikaci MRN v dalSich

naslednych vzorcich.
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Obrazek 12: Analyza specifity sekvenovani nové generace (NGS) pro detekci cile ke stanoveni

minimalni rezidualni nemoci (MRN). (A) Procento cilii ke stanoveni MRN Kklasifikovanych jako
nespecifické je zobrazeno Cervenou barvou pod kazdym sloupcem jednotlivého systému. (B)
Porovnani délek N-Gsekti mezi jednotlivymi cili klasifikovanymi jako nespecifické (Cerven¢)

a specifické (modie) (Svaton, Skotnicova et al., 2023).

Diky NGS lze piimo sledovat a hodnotit kompletni nukleotidové sekvence V(D)J
veetn¢ zarodecnych genovych segmentli, a vyhnout se tak mnoha faleSn¢ pozitivnim
vysledkim, které se objevuji v pacient-specifickych esejich qPCR. Pii analyze Ig/TR
pomoci NGS bylo identifikovano 54 cild, které nespliovaly kritéria dostate¢né specifity. Pro
potvrzeni specifity byly sledované cile Ig/TR analyzovany ve vSech pfipravenych
knihovnach NGS. Cile Ig/TR, které nebyly nalezeny v zadné jiné knihovné NGS, byly
klasifikovany jako specifické. Cile Ig/TR, u nichz byla identifikovana v malém pokryti
shodna sekvence v knihovné NGS sdilejici jeden z indexti, byly také klasifikovany jako
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specifické s ,,index* kontaminaci (,,missindexed*). Jedna se o technické chyby zplisobené
kontaminaci pfi smichdni velkého poctu NGS knihoven a nasledném sekvenovani v jednom
béhu. Cile Ig/TR s nizkym pozadim byly hodnoceny podle kritérii EuroMRD. Cile Ig/TR
detekované v rtiznych knihovnach NGS napti¢ odliSnymi indexy, v ramci rozdilu o jeden
logaritmicky tad oproti specifické knihovné pacienta, byly klasifikovany jako nespecifické
(Obrazek 11). Jelikoz skute¢né pozitivita u takovychto vzorkl nelze urcit, byly na zakladé
stejného zduvodnéni, jaké se pouziva pfi interpretaci vysledki qPCR s nespecifickou
amplifikaci polyklonalniho pozadi, povazovany za negativni.

Po podrobnéjsi analyze téchto sekvenci V(D)J, z nichz vétSina patfila do systému IGK,
TRD nebo TRG, bylo zjisténo, ze N-useky téchto sekvenci jsou podstatné kratsi
(Obrazek 12). Dva z téch 54 cilt byly v QR a 20 cila bylo klasifikovano jako PnQ pomoci
qPCR. Nespecifickd amplifikace polyklonalniho pozadi byla detekovéna u 16 z téchto cilu,
coz podle kritérii EuroMRD vedlo k negativnimu vysledku qPCR. Pfestoze vysoce pozitivni
hodnoty MRN detekované na zaklad¢ téchto nespecifickych cilti bezpe¢né ukazuji na
pozitivitu, v laboratorni diagnostické praxi je vhodné se jim vyhybat. Spravny vybér cile
Ig/TR je pro ptesnou detekci MRN kli¢ovy. Tato studie ukazuje, ze stanoveni MRN pomoci
NGS detekce cilti Ig/TR je specifi¢téjsi nez stanoveni pomoci qPCR. Navzdory dostupnym
NGS technikdm vSak zGstdva komplexnost celého procesu slozita. Velké soubory
s detekovanymi cili Ig/TR a jejich daty z NGS mohou byt pouzity k predikci specifity
jednotlivych cilt Ig/TR detekovanych v dobé diagndzy, coz by mohlo zlepsit vybér cill pro
MRN s vysokym QR a senzitivitou eseje qPCR.

4.3 Ovéreni pozitivity u nizce pozitivnich vzorkii pomoci qPCR

Jak jiz bylo zminéno, zlatym standardem pro sledovani MRN u hematologickych
malignit stale zlistava detekce genovych prestaveb Ig/TR pomoci qPCR. Tato metodika vSak
ma sva omezeni a interpretace vysledki qPCR muize byt Casto slozitd. Tato studie (Pfiloha
3) se proto zaméfila na podrobné zhodnoceni vysledkii hladin MRN klasifikovanych jako
pozitivni, nekvantifikovatelné pomoci metodiky zalozené¢ na qPCR. Podle stavajicich
pravidel EuroMRD jsou takto klasifikované vzorky oznafeny napiiklad v disledku
nespecifické amplifikace DNA z fyziologickych lymfocytd, coz mize vést k faleSné
pozitivité. Na druhé strané se skutecné pozitivni vzorky mohou zatradit do této kategorie

z divodu nekonzistentni amplifikace mezi jednotlivymi replikaty. Oba tyto piipady mohou

45



ovlivnit terapeutické postupy, a proto je nezbytné definovat nova kritéria pro presnéjsi

klasifikaci.

Tabulka 7: Prehled vzorkii zahrnutych do studie a jejich rozdéleni na zdklade dalsich vysledkii.
Pokud hodnota dalsiho vysledku byla negativni, ozna¢ujeme vzorky jako pravdépodobné negativni
hodnota minimalni rezidualni nemoci (MRN) (pNEG), naopak pokud tato kritéria byla pozitivni,
oznacujeme vzorky jako pravdépodobné pozitivni hodnota MRN (pPOS). Pievzato (Kotrova et al.,

2024) a upraveno.
pNEG pPOS
NGSneg 2. cilneg negKIN NGSpos 2.cilpos | celkem pNEG |celkem pPOS | celkem
ALL u déti 97 41 0 94 13 138 107 245
ALL u dospélych 113 0 655 113 655 | 768
CLL 5 0 0 111 0 5 111 116
MCL 28 0 0 105 0 28 105 133
celkem 130 41 113 310 668 284 978 | 1262

Tabulka 8: Navrzené scénare a jejich jednotliva kritéria. Polyklonalni smés DNA od nejméné péti

zdravych darcu (,,buffy coat“ — BC), ,treshold“ cyklus (Ct). Pievzato (Kotrova et al., 2024)

a upraveno.
kritéria scénaru
&BC“ =3 o 3
ol replikaty
1
2 v
3 v i
4 v () v
5 ¥ ()
6 v (v) v
7 7
8 v v
9| v () v
10| p
11 () i

Do studie bylo zatazeno celkem 1262 vybranych vzorki klasifikovanych jako PnQ,
pochézejicich od pacientii s ALL, CLL a lymfomem plastové zony z raznych tazi 1é€by, a to
z péti referencnich laboratoti skupiny EuroMRD (Kiel, Praha, Rotterdam, Turin a Bristol).
Vybér vzorkl byl podminén dostupnosti dodatecnych dat ke stanoveni MRN, jako jsou
vysledky ziskané NGS metodou, kinetika MRN nebo analyza MRN na zéklad¢ druhého cile
Ig/TR. Na zékladé téchto doplikovych dat bylo 284 vzorkt (22,5 %) s negativnimi vysledky
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pfitazeno do skupiny nazvané jako pravdépodobné negativni hodnota MRN (pNEG),
zatimco 978 vzorku (77,5 %), kde byla dalsi klicova data pozitivni, bylo oznaceno jako
pravdépodobné pozitivni hodnota MRN (pPOS) (Tabulka 7).

‘ . nizka pozitivita
57%
fn nejistda MRN

scénar 1 scénaf 3 scénar 4
100% -
75% =
50% -
falesné pozitivni
25% -
. skutecné pozitivni
0% =
- 4 - - | - ol
23 IA40 $§2IJdo I Ido
>3 @ © =2 - 3 o © = > 3 s © =

Obrdazek 13: Rozdeleni vzorkii na zakladé kritérii jednotlivych scéndari. Horni ¢ast zobrazuje podil
vzorkl spliyjici (nizka pozitivita) a nespliyjici (nejista minimalni rezidualni nemoc — MRN) kritéria
scénafe. Spodni ¢ast zobrazuje vzorky s nizkou pozitivitou MRN. Cervené jsou zobrazeny fale§né
pozitivni vysledky, modie pak skute¢né pozitivni vysledky. Kritéria jednotlivych scénaid jsou
popsana v textu a v Tabulce 8. Akutni lymfoblasticka leukémie u déti (pALL), ALL u dospélych
(aALL), chronicka lymfocytarni leukémie (CLL), lymfom plastové zony (MCL). Pfevzato (Kotrova
et al., 2024) a upraveno.

Bylo navrzeno 11 scénaiGi na zékladé riiznych pravidel (napt. rozdil mezi nejnizsi
a nejvyssi hodnotou v replikatech vzorku), podle kterych by se daly rozlisit pPNEG a pPOS
vzorky (Tabulka 8). Vysledkem jsou tfi kategorie vzorki: pravdivé pozitivni (pPOS vzorky
spliuji dané kritéria); pravdivé negativni (pNEG vzorky nespliiuji dané kritéria); chybné
oznacené pozitivni vzorky (pPOS vzorky nespliujici dand kritéria). Scénai 1 aplikoval
sou€asna pouzivand kritéria, scénat 4 dosahl skute¢né pozitivity 97,9 % (333/340), pokryl
vSak jen asi Ctvrtinu vzorkd a jako nejvhodnéj$i byl zvolen scénat 3 (Tabulka 8
a Obrazek 13), ktery vyzaduje tfi pozitivni replikaty s hodnotou ABC > 3. Tento scénaft

umoznil dosdhnout vyssi specifity, ¢imz se podil skutecné pozitivnich vysledki zvysil ze
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77,5 % (978/1262) na 94,6 % (505/534) s pokrytim 42,8 % vSech analyzovanych PnQ
vzorkl (Obrazek 13).

Na zaklad¢ téchto vysledki je navrZena aktualizace kritérii EuroMRD pro interpretaci
PnQ vzorkli (Obrazek 14). Vzorky, které splituji kritéria scéndfe 3 a jsou vysoce
pravdépodobné pozitivni, budou nové oznacovany jako nizk4 pozitivita MRN. Druhou
skupinu budou tvofit vzorky s nejistou MRN, které nespliuji kritéria scénaie 3 a nelze je
spolehlivé klasifikovat jako skute¢né pozitivni nebo negativni. Pouziti dalSich technik, jako

je NGS, miZze potvrdit nebo vyloucit nejistou pozitivitu téchto vzorkd.

signal PCR nejméné jednoho replikatu 2 1.0 Ct mensi nez nejnizsi Ct pozadi
&g

VSechna kritéria EuroMRD pro kvantifikaci spinéna

Ct hodnoty vSech 3 replikata jsou 2 1.0 Ct nizsi
A potvrzeno

signal PCR alespoii jednoho replikatu 2 3.0 Ct nizsi NGS
neZ nejnizsi Ct pozadi
S e

spravna délka fragmenl_u] spravna délka fragmenl_u]
NE @ NE

MRN
nizka pozitivita,
< QR

MRN
nejista

Obrazek 14: Graf zobrazujici interpretaci ndslednych vzorkii podle novych kritérii EuroMRD.
Minimalni rezidualni nemoc (MRN), ,treshold* cyklus (Ct), sekvenovani nové generace (NGS).

Prevzato (Van der Velden et al., 2024) a upraveno.

4.4 Charakterizace repertoaru TR pomoci NGS u pacientii s ALK* ALCL

Posledni studie (Ptiloha 4), které je podkladem této dizertacni prace, analyzuje pfinos
vyuziti stanoveni repertoaru TR pomoci NGS v diagnostice a  pfipadném

nasledném monitorovani MRN u pacienti s ALK" ALCL. Hlavnim cilem celé studie bylo
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identifikovat specifické fizni geny a klondlni pfestavby Ig/TR a zhodnotit jejich potencial

jak pro diagnostické a prognostické tcely, tak pro sledovani MRN.

Tabulka 9: Charakteristika klonalnich prestaveb TRG a TRB. Zahmuje pfestavény segment, pocet
inzerci a deleci nukleotidli a aminokyselinovou sekvenci. Frekvence byla vypocitana jako podil
poctu ,,reads® pro dany klonotyp k celkovému poctu ,,reads” s identifikovanym segmentem V(D)J.
Podtrzené sekvence byly s presnou shodou nalezeny v databazi TRBdb. Mnozstvi nadorovych bun¢k
ve vzorku bylo stanoveno pomoci znaceni hematoxylinem a eosinem, spolu s imunohistochemii pro
ALK a CD30. Symbol ,,w* oznacuje ,.klondln¢ slabé*“ sekvence. NA: neni k dispozici. Pifevzato

(Kalinova et al., 2024) a upraveno.

Pacient % ALCL bunék TRG klonotyp Frekvence (%) TRB klonotyp Frekvence (%)

22 20 V3 -0/2/-0 J1=]2 CATWDS*IIIRN 32 V19 -6/7/-4 ]1-3 CASSGGGNTIYF 25
V4 -0/15/-3 J1=]2 CATWDGPMGGPLL*ET 13 V24-1 -4/16/-2 J1-5 CATSDPQGAK#NQPQHF 21

24 NA nebylo detekovano V28 -3/16/-1 J1-5 CASSFPRTGSSNQPQHF 8

V7-9 -3/9/-9 J1-5 CASSFTAWPQHF 0%

32 90 V10 -2/12/-4 JP1 CAAWDTPQGHWLVQ 43 V19 -0/27/-5 J1-5 CASSIDGR*GETGW##QPQHF 80
V11 -0/8/-3 J1=]2 CACWIRHPIRYYKK 36 V24-1 -3/19/-4 J2-3 CATSDPTGLVDADTQYF 5

38 25 V2 -0/2/-3 JP2 CATWDGL**LDQ 18% V9 -4/16/-5 ]1-5 CASSPGGGGYQPQHF 8w
V3 -4/6/-2 JP2 CATWVLE**LDQ 15%

45 35 V10 -0/0/-3 JP1 CAAWDYHWLVQ 40 V5-6 -4/5/-5 J1-4 CASSG#NEKLFF 62
V5 -5/1/-0 JP1 CATWVYHWLVQ 34 V6-5 -0/14/-2 J2-7 CASSYSGSGRAYEQYF 20

46 80 V9 -2/2/-9 ]2 CALWED#KKLF 42 V6-1 -11/19/-5 J2-2 CADPDRHR#TGELFF 76
V4 -4/3/-3 J1=]2 CATWDVYYKK 37

49 30 V8 -0/7/-5 J1=]2 CATWDRGVDYKK 31 V28 -7/18/-5 J2-1 CASTMLGRHHNEQFF 82
V10 -4/4/-0 JP1 CAAWGVYHWLVQ 55

50 60 V10 -0/4/-2 J1=]2 CAAWD*WIIIRN 17 nebylo detekovano
V8 -4/5/-8 ]2 CATWESDKKLF 15

53 25 V10 -17/1/-9 JP1 SWFK 31 V6-5 -6/16/-1 J2-7 CASRRGSSLSYEQYF gw
V10 -0/5/-5 JP1 CAAWDYKDWLVQ 11

54 80 V10 -4/6/-11 ]2 CAAWGREKLF a1 V20-1 -1/14/-2 J2-5 CSARVAPPLQETQYF 38
V2 -0/7/-5 J1=J2 CATWDGPGDYKK 16

58 15 V10 -1/3/-2 JP1 CAAWDLDHWLVQ 37 V20-1 -5/20/-2 J2-3 CSAFPLVVFDTDTQYF 66
V5 -33/-1 J1=J2 CATWDQNYYKK 20

59 NA V4 -5[6/-6 J1=]2 CATWGGVIRN 46 V7-9 -0/13/-4 J2-1 CASSLAQGFPYNEQFF 66
V10 -7/9/-3 J1=]2 CAAYKLFIIRN 37

60 60 V10 -3/11/-8 JP1 CAAWDKSARLVQ 69 V28 -4/9/-3 ]1-4 CASSSGSANEKLFF 90

62 40 V2 -0/11/-3 J1=J2 CATWDGLLPTYYKK 25 V7-9 -1/20/-4 J2-7 CASSLGPDRRYSYEQYF 61
V8 -0/1/-2 J1=]2 CATWDRDYYKK 25

63 70 V9 -0/7/-8 J2 CALWEVHVNKKLF 49 V11-2 -4/18/-2 J2-1 CASSSGLAGVPYNEQFF 89
V8 -6/6/-4 J1=]2 CATWPRYYKK 43

64 85 V10 -3/15/-8 ]2 CAAWE*VSI##KKLF 73 V6-1 -6/7/-8 ]1-4 CASRDGEKLFF 90
V4 -0/0/-1 J1=]2 CATWDGNYYKK 19

69 80 V2 -0/2/-0 J1=]2 CATWDGPNYYKK 55 V5-1 -6/16/-0 J2-1 CASTSGTGFSYNEQFF 74
V2 -0/10/-7 ]2 CATWDGPR*#YKKLF gy b

76 30 V8 -8/11/-0 J1=]2 CATLVGEELL*ET 5 V12-3=V12-4 -2[10/-2 ]1-5 CASSLWGWGNQPQHF 43
V8 -2/12/-2 J1=]2 CATWDIVRWDYYKK 5

20 NA nebylo detekovano nebylo detekovano

31 85 nebylo detekovano nebylo detekovano

47 60 nebylo detekovano nebylo detekovano

52 30 nebylo detekovano nebylo detekovano

75 80 nebylo detekovano nebylo detekovano

Tato studie sledovala kohortu 96 pacientd s ALK" ALCL, ktefi byli diagnostikovani
v letech 1992-2021 na Ustavu patologie a molekularni mediciny 2. LF UK a Fakultni
nemocnice v Motole. Median véku pacientli byl 16 let (55 pediatrickych a 41 dospé€lych
pacientll), vékové rozmezi bylo od 2 do 80 let, s pomérem muzi k Zenam 1,23:1. Ze studie
bylo vylouc¢eno pét pacientii kviili nedostupnému materialu.

Chromozomalni zlomy zasahujici do lokusu ALK byly detekovany u vsech
91 vySetienych pacientli. Fuzni gen NPM1::ALK byl identifikovan u 71 pacient (96 %),
ATIC::ALK u 9 pacientl (9,4 %), TPM3::ALK u 3 pacientii a vZdy u 2 pacientil byl
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identifikovan jeden z téchto fuznich gentt CLTC::ALK, MYHY::ALK nebo RNF213::ALK.
Fuze TPM4::ALK, SOSTM1::ALK, SATBI1::ALK, CAPRINI::ALK byly detekovany vzdy
u jednoho pacienta. Pro ucely diagnostiky a monitorovani MRN byla nasledné navrzena
gPCR spojena s reverzni transkripci k detekci exprese translokované casti genu ALK.
Vsichni pacienti s hodnotitelnou RNA vykazovali vysokou hladinu exprese genu ALK,
zatimco u kontrolnich vzorkl byla exprese velmi nizka. Nebyl zaznamenan zadny rozdil
v hlading exprese genu ALK mezi jednotlivymi morfologickymi podtypy ani mezi riznymi
typy fuznich gent.

Pomoci ndmi vyvinuté metody byl dale analyzovan repertoar TR pro 23 pacientd, pro
které byl zamrazeny material stale k dispozici. Sekvence s Cetnosti vyssi nez 5 %, u kterych
byly soucasné detekovany dalsi vétsi klony s méné nez desetindsobnou frekvenci, byly
oznaceny jako ,.klonaln¢ slabé®“. U 18 pacientll (78 %) byla identifikovana alespoil jedna
(rozsah 1-4) klondlni prestavba TRG, pficemz vzdy alespon jedna z piestaveb byla
produktivni. U 16 pacientd byly detekovany prestavby jak pro TRG, tak pro TRB, a vSichni
tito pacienti kromé jednoho meéli dvé hlavni klonalni pfestavby TRG. Naopak u 13 ptipadii
s prestavbou TRB jsme detekovali pouze jednu dominantni pfestavbu TRB, a u dvou
pacientll byly detekovany dvé hlavni klonalni ptestavby TRB (Obrazek 15).

K urceni antigenni specifity sekvenci TR byly déle tyto identifikované sekvence TR
porovnany s databazi slozenou z diive publikovanych dat. Klondlni sekvence TRB deseti
pacientl byly v téchto datovych setech nalezeny, pfi¢emz se jednalo o vzorky krve zdravych
darct, krve pacientli s tumory nebo u virové-specifickych T-lymfocyti. Nebyly nalezeny

zadné¢ sdilené klonotypy mezi jednotlivymi pacienty.
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5 Diskuze

Dizerta¢ni prace se zaméfila na vyvoj a optimalizaci diagnostickych metod pro nékolik
typti onemocnéni krvetvorby pomoci sekvenovani nové generace. Spojovacim prvkem celé
prace je detekce prestaveb genli pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory, predevsim za
ucelem analyzy klonality a kvantifikace minimalni rezidudlni nemoci.

Nejprve byla ve spolupraci s pracovni skupinou EuroClonality-NGS vyvijena metoda
detekce ptestaveb Ig/TR pro stanoveni MRN pomoci NGS. Pro tyto ucely byl optimalizovan
témét kazdy krok ptipravy sekvenaéni knihovny s cilem dosahnout co nejvyssi specifity
a senzitivity.

Prvni studie, ktera je podkladem dizertacni prace, se zame¢fila na validaci této metodiky.
Prestoze se NGS jiz rutinné vyuziva k analyze klonality, pro détské pacienty s ALL stale
zistava zlatym standardem pro kvantifikaci MRN v lécebnych protokolech detekce
ptestaveb Ig/TR pomoci qPCR, ptipadné pratokova cytometrie. Neé&kolik jiz diive
publikovanych studii ukazuje dilezitost NGS a jeho relevanci v klinickém uziti, ptesto
doposud nebyla provedena studie porovnavajici hladiny MRN stanovené pomoci qPCR
a NGS u takto velké kohorty pacientii (Kotrova et al., 2015, 2017, 2022; Li et al., 2020;
Pulsipher et al., 2022; Wood et al., 2018). Zadna ze studii navic nehodnotila piestavby Ig/TR
v celém spektru. Pro tuto studii bylo ptipraveno 702/709 (99 %) sekvenacnich knihoven pro
780 cilit Ig/TR u 432 pacientti. Selhani piipravy knihoven v né¢kolika ptipadech bylo
zpisobeno nedostatkem DNA pro opakovani procesu. Tato vysokd uspéSnost pfipravy
knihoven dokazuje spolehlivost této metodiky, ktera je pln¢ srovnatelna s qPCR. Pro
srovnani, pacient-specifickou esej pro detekci MRN pomoci qPCR lze pfipravit u vice nez
95 % pacientli (Van der Velden & van Dongen, 2009).

Porovnanim hladin MRN detekovanych pomoci NGS a qPCR jsme zjistili, Ze ob¢
metody vykazuji dobrou korelaci (R = 0,83), zejména v rozmezi b&zné kvantifikace.
Nejveétsi rozdily jsme zaznamenali u vzorkll s nizce pozitivnimi hladinami MRN, kde je
systémul. 81,9 % analyzovanych cili bylo shodné hodnoceno obéma metodami, pficemz
53,7 % z nich bylo konkordantné negativnich. U 13,3 % cilt pozitivnich pouze metodou
qPCR byla vétSina klasifikovana jako pozitivni pod kvantifika¢nim rozmezim, a témét
u poloviny z nich byla identifikovana nespecificka amplifikace pozadi. Z cilii pozitivnich
vyhradné pomoci NGS, jich 62 % bylo klasifikovano jako PnQ. NGS diky své schopnosti

presné sledovat sekvence jednotlivych prestaveb poskytuje specifické informace, které
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minimalizuji riziko falesné pozitivnich vysledkli zpisobenych nespecifickou amplifikaci
pozadi. Tato vyhoda je zasadni zejména u nizce pozitivnich hladin MRN, kde nespecificka
amplifikace pozadi Casto omezuje piesnost qPCR. Tato data ukazuji, ze NGS je specifictéjsi
metodou, ackoli vSechny cile sledované pomoci qPCR splnily kritéria EuroMRD. V klinické
praxi je kladen diraz na dosazeni co nejvyssi senzitivity detekce MRN. Skute¢na senzitivita
detekce MRN vsak zavisi na poctu bunck vloZenych do reakce. V této studii byly knihovny
NGS piipravovany z 1 ug DNA, coz odpovida ptiblizn¢ 150 000 jadernym bunkam, ¢imz
bychom méli byt schopni dosahnout senzitivity 10~°. Obrazek 10A doklada tsp&sné dosazeni
této citlivosti, coz je v souladu s pozadavky na pfesnost a spolehlivost analyzy MRN.
Dosazeni senzitivity 107 je teoreticky mozné piidanim vétsiho mnozstvi DNA a rozdélenim
reakce do vice replikati, ale studie cilici na tuto senzitivitu ziskala potfebné mnozstvi
8 ug DNA ve dni 29 induk¢ni 16Eby pouze u 60 % pacientd (Wood et al., 2018).

Dale byla pro kazdy cil Ig/TR provedena analyza specifity pomoci NGS. Specificka
sekvence junkce V(D)J byla hleddna ve vSech ostatnich knihovnach NGS a na zaklad¢ této
analyzy bylo odhaleno 54 cilii Ig/TR. Ty byly zatazeny do tfi riznych skupin — specifické
s ,,index kontaminaci“(,,missindexed), vzorky s nizkym pozadim a vzorky nespecifické.
Indexové kontaminace ,,missindexed* vznikla technickou chybou, ktera je v praxi snadno
eliminovatelna. Pti béZnych sekvenacnich procesech nebyva analyzovano né€kolik stovek
vzorkli souCasné. Zvolenim vhodnych kombinaci jednotlivych indext pii pfipravé
sekvenacnich knihoven lze tento typ chyby minimalizovat. Vzorky s nizkym pozadim byly
ty, u kterych byly specifické sekvence ve velmi nizkém pokryti nalezeny i1 v jinych
knihovnach NGS v nezavislosti na pouzitém indexu. Jedna se stale o specifické cile, které si
uchovévaji klinickou relevanci. Naopak nespecifické cile byly identifikovany ve vysokém
pokryti v dalSich nezavislych knihovnach NGS napti¢ riznymi sekvenacnimi behy. Tyto
knihovny byly pfipravovany odd€lené¢ a nemohlo tedy dojit ke kontaminaci v této fazi
piipravy. Tato nespecifita je pravdépodobné zplisobena samotnou biologii ptestaveb, coz
dokazuje, Ze nékteré cile byly plivodné nevhodné vybrany pro sledovani MRN pomoci
qPCR. Tato analyza doklada, Ze citlivost a specifita pacient-specifickych eseji pro stanoveni
MRN pomoci qPCR je déna ptedevsim peclivym vybérem samotného cile. To opét dokazuje
vyhodu NGS, které umoznuje detailn¢jsi analyzu jednotlivych cilt Ig/TR.

Tyto nespecifické cile jsme dale rozdélili do jednotlivych systémi. Nejveétsi podil
nespecifickych cilt byl identifikovan u systémt IGK, TRD a TRG, kde tvotily 10 az 28,2 %
vSech cilii pouzivanych pro detekci MRN. Spolecnym znakem téchto nespecifickych

piestaveb je délka jejich N-tiseku. Bylo zjisténo, Ze cile s nejkratSimi N-useky bylyzaroven
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nejvice nespecifické. To pravdépodobné souvisi s nizkou sekvenc¢ni variabilitou v kratkych
N-usecich, ¢imz se zvySuje pravdépodobnost shody s jinymi sekvencemi a problematické
navrhnuti pacient-specifického primeru. Timto pfinasSime jedinecny soubor sekvenci, ktery
pomaha urcit, kterym cilim se v budoucnu pfi stanoveni MRN vyhybat. Tyto sekvence jsou
soucasti nove tvorené databaze s ndzvem CloneBook, kterd je k dispozici ¢leniim konsorcia
EuroMRD a pomaha pii vybéru cilti pro stanoveni MRN.

Nasledné byla provedena stratifikace pacientli vyhradné na zakladé hodnot MRN ze
dne 33. Tato stratifikace ma zasadni vyznam, protoze zatazeni pacienta do nizsi rizikové
stratifikani skupiny mulze vyznamné snizit toxicitu 1é¢by a jeji dlouhodobé nésledky.
Analyza ukazala, Ze metoda NGS zatadila 82 pacientli do nizsi rizikové skupiny, zatimco
naopak 19 pacientli bylo zatazeno do vyssi rizikové skupiny. V dne$ni dobé dosahuje
celkové preziti détskych pacientli s ALL dobré urovné, a pozornost se piesouva smérem ke
zlepSeni kvality Zivota téchto pacientl. Jednim z kli€ovych cilii je sniZeni terapeutickych
davek 1é¢iv, a tim sniZzeni dlouhodobych vedlejSich ucinkt, jako jsou neuropsychologické
a endokrinologické dopady (Devilli et al., 2021). Presnéjsi stratifikace pacientl, kterou
umoziuje metoda NGS, by mohla byt vyznamnym krokem k dosaZeni tohoto cile. Naptiklad
pfefazeni pacientll ze stiedni rizikové skupiny do skupiny standardniho rizika na zakladé
analyzy pomoci NGS by mohlo umoznit bezpe¢né snizeni 1écby.

Data ukazuji vysoce shodné vysledky mezi qPCR a NGS, pticemz metoda NGS nabizi
vyssi specifitu a poskytuje hlubsi vhled o imunitnim repertodru Ig/TR. Tato studie poukazuje
na mnoha uskali metodiky qPCR, jako je vétsi nachylnost k faleSné pozitivnim vysledkiim
zpiisobenym nespecifickou amplifikaci, a zaroven podtrhuje vyhody NGS. Pfestoze NGS
piinasi fadu technickych a klinickych vyhod, jeji pouziti je stale spojeno s ur€itymi vyzvami.
NGS je povazovano za mnohem nakladnéjsi metodu nezZ qPCR, kdy potizovaci ndklady na
samotné pfistroje a nasledné potiebné reagencie pro kazdy beh jsou spojeny s vysokymi
cenami. V tomto piipadé je velmi dillezitd celkova logistika laboratoie a vhodné planovani
sekvenace jednotlivych vzorkl. Pokud je sekvenaéni béh plné obsazen, naklady na analyzu
jednoho vzorku rapidné klesaji. AvSak pro laboratoie s mensim obratem vzorka a obtizné
predvidatelnym poctem analyz mize byt vyuZziti NGS naroc¢né. Tyto laboratofe nemusi mit
moznost efektivné pldnovat obsazeni sekvenacnich béht, coz zvysuje ndklady na jednotlivé
analyzy. Do budoucna by technologicky pokrok a pokles cen mohl umoznit Sirsi
implementaci NGS. Pokud nebereme v uvahu finan¢ni néklady, ¢asovd naro¢nost metod
NGS a qPCR je srovnatelna. U NGS zahrnuje celkovy proces od pfijeti vzorku po ziskani

vysledkt nékolik kroki: ptipravu vzorku, ptfipravu sekvena¢nich knihoven, samotny
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sekvenacni béh, jehoz délka se li§i v zavislosti na konkrétnim modelu sekvendtoru
a zvolenych parametrech sekvenovani (napft. pro Illumina Miseq muze trvat az 39 hodin),
a analyzu vysledkl. Naproti tomu qPCR, pokud jiz mame optimalizovanou pacient-
specifickou esej, teoreticky mtize poskytnout vysledek do jednoho dne od pfijeti vzorku
v laboratofi. Casovd naro¢nost vSak dramaticky roste, pokud zahrneme i cely proces
s ndvrhem specifickych primert a naslednou optimalizaci pacient-specifické eseje pomoci
gPCR. Tento proces je laboratorné naro¢ny a vyzaduje zkuSeny persondl. Metoda je ale
dlouhodob¢ standardizovand diky opakovanym kontrolam kvality a dobra spoluprace
v ramci konsorcia EuroMRD umoziuje laboratofim efektivné zvladat tskali této techniky.
Ve vétsiné evropskych laboratoti tak zlistdva qPCR preferovanou metodou pro detekci
MRN. NGS se tak prozatim stava dopliikovou metodou v nejasnych ptipadech, kdy vysledky
ziskané qPCR nejsou jednoznacné. NGS se vyuZziva k ovéfeni nizce pozitivnich vysledk,
k vylouceni falesné€ pozitivnich vysledki, predev§im u pacientti po transplantaci kostni diené
nebo u pacienti, u kterych nelze vhodnou specifickou esej zavést. Z téchto diivodu je stale

dualezité zlepsovat kritéria pro stanoveni MRN pomoci qPCR (Kotrova et al., 2017).

Druhd studie podkladajici tuto dizertani praci, je zaméfend na ovefovani nizce
pozitivnich — tzv. pozitivnich, nekvantifikovatelnych vysledkii qPCR. Jejimz cilem bylo
navrhnout nova pravidla pro interpretaci takovychto vysledkd, a tim zlepsit specifitu qPCR.
Tato kategorie vysledkii qPCR piedstavuje dlouhodobou vyzvu pro interpretaci MRN
a nasledné klinické rozhodnuti, které v pfipad¢ faleSné pozitivity miize vést k nespravnym
1écebnym postuptim. Jiz publikované studie ukazuji, Ze se nejcastéji jedna o vzorky z obdobi
s velkou regeneraci kostni dfené, které mohou byt faleSné pozitivni kvili nespecifické
amplifikaci podobnych sekvenci ve fyziologickych lymfocytech (Fronkova et al., 2008;
Kotrova et al., 2017; Van der Velden et al., 2008).

Do studie bylo zahrnuto 1262 nizce pozitivnich vzorkd, které byly rozdéleny na
pravdépodobné negativni a pravdépodobné pozitivni na zakladé doplitkovych udaji, jako
jsou vysledky NGS, hodnoty MRN pro druhy cil nebo kinetika MRN. Pouzity soubor vzorki
je tak silné ovlivnén a neptredstavuje redlné aktualni pocty nizce pozitivnich vzorkil pro
kazdou skupinu. Nasledné byly vytvofeny kombinace rtiznych kritérii, kdy jako nejlepsi
kombinaci byl zvolen scénat 3, ktery vyzaduje tii pozitivni replikaty s hodnotou ABC > 3

(Ct) u minimaln€ jednoho z nich. Ziskana data ukazuji, Ze zptisnéni kritérii pro interpretaci

.....
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Plvodni mezinarodni kritéria pro interpretaci dat minimalni rezidualni nemoci byla
vyvinuta skupinou EuroMRD a publikovéna jiz v roce 2007 (Van der Velden et al., 2007).
Vzorky, které spliuji kritéria scénare 3, budou nové oznacovany jako nizce pozitivni MRN
a vzorky, které kritéria nespliiuji, budou vzorky s nejistou MRN. Pro potvrzeni spravnosti
vysledkd se také doporucuje kontrola velikosti produktu PCR. Pokud délka fragmentu
neodpovidd ocekavané velikosti, mél by byt vzorek klasifikovan jako negativni. Tato
upravena kritéria jsou publikovana samostatné¢ (Van der Velden et al., 2024) a maji vejit
v platnost v pfistim roce. Implementace téchto pravidel by mohla v klinické praxi vést

k pfesnéjSim rozhodnutim v otazce 1é¢ebného piistupu.

Technika detekce piestaveb TR pomoci NGS byla testovana také u pacientd s ALK*
anaplastickym velkobunéénym lymfomem. Hlavnim cilem této studie bylo porovnat
moznosti vyuziti jak pro diagnostické ucely, tak pro ptipadné nasledné sledovani minimalni
rezidualni nemoci. U 91 vySetfenych pacientl byl identifikovan fuzni gen, pfi¢emz nejcastéji
detekovanym byl NPM1::ALK, ktery byl pfitomen u 74 % pacienti. Tyto vysledky jsou
v souladu s jiz publikovanymi daty (Falini et al., 1999; Irshaid & Xu, 2020; Turner et al.,
2007). Fazni geny SOSTM1::ALK a CAPRINI::ALK nebyly diive popsany, zatimco fuze
SATB1::ALK byla jiz reportovana v jedné predchozi studii (Drieux et al., 2021). Maly pocet
pacient v jednotlivych podskupindch neumoZznil stanovit prognosticky vyznam
jednotlivych aberaci. Detekce novych fuznich partnert genu ALK ma piedevs§im vyznam ve
vyzkumu, pro rutinni diagnostiku v soucasnosti postacuje prikaz zlomu 2p23 pomoci
metody FISH a detekce exprese ALK pomoci imunohistochemie.

Nasledné méteni exprese ALK ukdzalo u vSech analyzovanych pacientll detekované
vysoké hladiny v porovnani s kontrolnimi vzorky. U deviti pacientii byly hladiny
kontrolniho genu pod kvantitativnim rozsahem eseje, a proto byly klasifikovany jako
pozitivni, nekvantifikovatelné. Analyza neprokézala Zadné rozdily v hladinach exprese ALK
mezi pacienty s ruznymi podtypy ALCL, s riznymi typy fuznich genl ani mezi pacienty,
kteti prodé€lali relaps. Tyto vysledky se 1isi od studie (Pomari et al., 2017), ktera ale na rozdil
od na$i studie analyzuje pouze pediatrické pacienty. Detekce exprese ALK je vhodna pro
diagnostické ucely i pro nasledné sledovani MRN u vSech pacientd s ALK* ALCL, coz
v publikaci ukazujeme na piikladu sledovani dvou pacienti. Hladiny MRN stanovené
pomoci exprese ALK velmi dobte korelovaly s klinickym pribéhem.

Pomoci metodiky zalozené na NGS byl analyzovan repertoar TR u 23 pacientt.

U 18 z nich byla identifikovana alesponl jedna klonalni pfestavba TRG, zatimco
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u 17 pacientt byla detekovana alespoi jedna klonalni pfestavba TRB. U péti pacientd jsme
nenalezli zadnou klondlni pfestavbu TR. Tyto vysledky jsou v souladu s predchozi studii,
ktera vyuzila metodu GeneScan a identifikovala podobné zastoupeni klonalnich ptestaveb
TRG a mirné nizsi podil TRB (T. I. M. Malcolm et al., 2016). Frekvence detekovanych klona
TRG byla nizsi nez 50 %, a to bez ohledu na procentuélni zastoupeni nadorovych bunck,
zatimco stanovené frekvence klonti TRB korelovaly 1épe s nddorovou infiltraci. Tento rozdil
l1ze vysvétlit biologii piestaveb TRG, kdy je tento typ lokusu piestavén na obou alelach
u veétSiny T-lymfocyti. Tyto poznatky koreluji s nasimi vysledky, kde u 16 pacient byly
detekovany dvé klonalni prestavby TRG. Naproti tomu dvé klonalni prestavby TRB byly
nalezeny pouze u 4 pacientli. Celkové nizsi frekvence detekovanych piestaveb TRG
pravdépodobné odrazi biologické vlastnosti samotnych vzorkli a miize byt ovlivnéna
odlisnym pozadim.

Postup pro vyhodnoceni dat z NGS pro analyzu klonality byl v této studii podobny jako
nedavno publikovana doporuceni pro interpretaci klonality B-lymfocyti pomoci NGS (Van
den Brand et al., 2023). Na rozdil od klonality B-lymfocytt vSak pro T-buné¢nou klonalitu
stanovenou pomoci NGS dosud nebyla provedena validacni studie, ktera by jednoznacné
definovala optimalni prahové hodnoty. Pravidla pouzitd v této studii by vSak méla byt
dostate¢né specificka a poskytovat spolehlivé vysledky. U jednoho z pacientii (#76) byly
detekovany dvé klonalni ptestavby TRG s frekvenci 5 %. Vzhledem k tomu, Ze jedna
z piestaveb neni produktivni, jde pravdépodobné o bialelickou piestavbu, kde neproduktivni
sekvence odpovida druhé¢ alele u stejného klonu. Dalsi klon ve stejném vzorku byl detekovan
s frekvenci 0,3 %, coz by pii pouZiti pravidel pro hodnoceni klonality u B-lymfocytl
oznacilo zminéné ptestavby jako klonélni. Na druhou stranu se mliZze jednat o reaktivni klon
lymfocytl, protoZe jedna z piestaveb je produktivni. Nase nepublikovana data navic ukazuji,
ze u zdravych déti pozorujeme klony TRB s frekvenci kolem 5 %, které byly popsany jako
reaktivni napfiklad proti virim chiipky nebo CMV. Piedpokladali jsme, Ze produktivita
pfestaveb by mohla slouzit jako parametr pro lepsi rozliSeni jednotlivych klond. To se
nepotvrdilo, jelikoz vétSina detekovanych piestaveb TR byla produktivnich. Naopak
v nékterych ptipadech, naptiklad u pacienta (#38), byly identifikovany dvé€ , klonalné slabé*
sekvence TRG, ob¢ neproduktivni a tedy nereaktivni.

Déle jsme se pokusili ur¢it antigenni specifitu TR sekvenci pomoci databazi
publikovanych dat. Shodu jsme nalezli u 10 pacientt, pfi¢emz klonalni sekvence TRB jiz
byly detekovany naptiklad v krvi zdravych darct, krvi pacientd s tumory nebo u viroveé-

specifickych T-lymfocyti. Nenalezli jsme vSak Zadné sdilené klonotypy u rtiznych pacientt,
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které by potencialné¢ mohly slouzit jako markery onemocnéni. Tyto vysledky naznacuji, ze
detekované sekvence TR jsou nejspiSe pacient-specifické, coz vyrazné omezuje moznost
jejich identifikace pomoci dostupnych databazi se zndmymi sekvencemi TR. Analyza
repertoaru TR nejen v nadorovych buiikach, ale 1 v infiltrujicich T-lymfocytech, je silnou
strankou nasi metody. Nase studie ukazala, ze u ALCL je rozliSeni nadorovych
a infiltrujicich bunék obtizné. Rozliseni by mohly usnadnit novéjsi technologie tzv. ,,Single
Cell*“ RNA sekvenovani.

Na zéklad¢ ziskanych dat a nemoznosti stanovit klonalitu repertoaru TR ve vétsi kohorté
pacientli se ukazuje ze jak pro diagnostické tucely, tak pro monitorovani MRN
u ALK" ALCL pacienti je vhodngjsi detekce hladin exprese ALK. Prestoze analyza
repertoaru TR pomoci NGS pfinasi zajimava vyzkumna data, jeji klinicka vyuZitelnost je

v tomto smeéru zatim omezena.

Nase metodika byla dale vyuzita pro sledovani odpovédi na 1é¢bu a zaroven pritomnost
fyziologickych lymfocytd u syndromil imunitni dysregulace a autoimunitnich onemocnéni.
Ptedevsim pak pro sledovani vyvoje diabetu 1. typu, celiakie, astmatu a alergii v rdmci
evropského projektu HEDIMED (manuskript v pifipravé). Doufali jsme, Ze tuto metodiku
lze vyuzit nejen u malignit, ale také u Sirokého spektra imunitnich poruch, kde velkou roli
hraje repertoar Ig/TR. To je ptfipad i virovych onemocnéni, zejména téch s autoimunitnimi
nasledky. NaSe skupina byla béhem pandemie Covidu-19 soucasti nckolika studii
zaméfujicich se na pacienty s riznymi imunodeficity. Specifickym typem onemocnéni, kde
jsme potvrdili roli autoreaktivnich T-lymfocytarnich klond, je multisystémovy zanétovy
syndrom u déti, ktery se vzacné objevuje u déti po prodélani infekce Sars-CoV-2. Nalezli
jsme superantigenem indukovanou polyklondlni expanzi T-lymfocytli s prestavénym
segmentem TRBV11-2, ktera je pravdépodobné zodpovédnd za organové poskozeni.
V porovnani se zdravymi kontrolami, jsme nasli zvySené zastoupeni tohoto typu segmentu
u vSech pacientil. Tato data nebyla publikovana, jelikoz ke stejnym zavérim dosly dve jiné
studie pted nami. Cést dat z této studie zaméfenych predeviim na humoralni odpovéd’ B-
lymfocytl byla publikovana (Klocperk et al., 2023).

Déle jsme se soustiedili na nékolik projektii zamétujicich se na T-bunécnou imunitni
odpovéd’ po vakcinaci proti Sars-CoV-2 u imunosuprimovanych pacientii. Predpokladali
jsme, Ze nami vyvinutd metoda ndm umozni sledovani kompozice a klonality T-
lymfocytarnich klonG odpovidajicich na rizné typy vakcin a jejich vyvoj v case. Tato

hypotéza nebyla naplnéna, jelikoz na zakladé¢ kultivacnich experimentii nebylo mozné
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s jistotou potvrdit, Ze nalezené sekvence jsou naprosto specifické sekvence proti tomuto
antigenu. Nicméné jsme soucasné hodnotili klinické vysledky, bezpe¢nost a dynamiku
humoralni a T-bunécné imunitni odpovédi na mRNA vakcinu u pacientl s béZnou variabilni
imunodeficienci. Humoralni odpoveéd’ byla detekovana u piiblizné poloviny pacientd jeden
meésic po vakcinaci, zatimco T-bunéénd odpoveéd u piiblizné 33 %. Vysledky této studie
byly publikovany (Milota et al., 2023). Déle jsme pozorovali specifickou odpovéd’ po tieti
davce vakcinace proti Sars-CoV-2 u imunosuprimovanych pacientii, kteii podstoupili
transplantaci plic. Prestoze tito pacienti diky imunosupresi neprodukuji protilatkovou
odpoveéd, treti davka vakcinace indukovala T-bunécnou specifickou odpovéd’, a tyto
vysledky ukazuji na dilezitost vakcinace i u tohoto typu pacienti (Havlin et al., 2022). Tyto
publikace souvisi s tématem prace pouze ¢astecné, a proto nebyly podkladem této dizertacni

prace.

58



6 Zavér

Provedené experimenty a analyzy poskytly tyto vysledky:

V ramci spoluprace s pracovni skupinou EuroClonality-NGS byla vyvinuta
metoda pro sledovani minimalni rezidualni nemoci u pacientit s ALL zalozena

na detekci nejcastejSich typt prestaveb Ig/TR pomoci NGS.

Metodika byla validovana na kohorté détskych pacientti s ALL a detekce MRN
pomoci NGS byla porovnana se standardizovanou kvantifikaci MRN pomoci
qPCR. Dosud nebyla provedena studie, ktera by na tak velké kohorté pacienti
porovnavala stanoveni MRN pomoci qPCR a NGS. Data ukazuji, ze detekce
pirestaveb Ig/TR jako cili pro sledovani MRN pomoci NGS u ALL dosahuje
vice specifickych vysledki, které umozni spolehlivou redukci 1€¢by u pacientl
nizkého rizika. Tato metoda mize byt spolehlivou alternativou k tradi¢ni detekci
MRN. V soucasnosti je jiz implementovana do klinického sledovani pacientti

jako pomocna technika ptedev§im v nejasnych ptipadech nizkych hladin MRN.

Podafilo se upfesnit kritéria EuroMRD pro interpretaci vysledkit MRN u nizce
pozitivnich vzorkli méfenych pomoci qPCR. Tato kategorie bude nové
rozdélena do dvou skupin: MRN s nizkou pozitivitou a MRN s nejistou
signifikanci. Pravidla za¢nou byt pouZivana ¢leny konsorcia od roku 2025. To
ovlivni hodnoceni MRN v 71 referen¢nich laboratotich z 27 zemi Evropy, Asie,

Australie, Jizni i Severni Ameriky.

Klonalni pfestavba TR byla pomoci NGS detekovana u 78 9% pacientl
s ALK" ALCL. Piestavby TR mohou potencialné slouzit jako cile pro
monitorovani MRN. OdliSeni reaktivnich a klondlnich repertoarti TR vSak neni
jednoznaéné. Detekce exprese genu ALK je pro sledovani MRN vhodné;si

vzhledem k jeji pfitomnosti u vSech pacientli, snadné&j$i proveditelnosti

S 24
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7 Souhrn

Tato dizertatni prace vychazi ze tfi publikovanych studii, které se vénuji
problematice stanoveni klonality a MRN pomoci detekce prestaveb Ig/TR. Hlavnim cilem
prace bylo rozvijet a validovat metody pro stanoveni MRN u hematologickych malignit
pomoci NGS. Nami ziskana data ukazuji, Ze NGS poskytuje specifictéjsi detekci MRN
u détskych pacientli s ALL ve srovnani se standardizovanou metodou qPCR. Tento postup
je pfipraven k zarazeni do klinické praxe jako cenny doplnék k jiz zavedené technice qPCR,
zejména v piipadech, kde vysledky qPCR nejsou jednozna¢né. Soucasti prace bylo také
upfesnéni kritérii pro interpretaci nizce pozitivnich vzorkli detekovanych pomoci qPCR.
Navrzené rozdéleni této kategorie by mélo vést ke zlepseni diagnostické presnosti. Kromé
toho NGS nabizi uziteény pohled na klonalitu repertoaru TR u pacientd s ALK™ ALCL. Tato
prace podtrhuje vyznam NGS nejen jako nastroje pro zlepSeni detekce MRN, ale také jako

dilezité soucasti presnéjsi a citliveéjsi diagnostiky.
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8 Summary

This dissertation is based on three published studies focusing on the determination of
clonality and MRD using the detection of Ig/TR gene rearrangements. The main aim of this
study was to develop and validate methods for MRD detection in hematologic malignancies
using NGS. Our data demonstrate that NGS provides more specific MRD detection in
pediatric ALL patients compared to the standardized qPCR method. This approach is
prepared for clinical implementation as a valuable complement to the established qPCR
technique, especially in cases with inconclusive qPCR results. The work also included
redefining criteria for interpreting low-positive samples detected by qPCR. The proposed
classification of this category is expected to enhance diagnostic accuracy. Furthermore, NGS
provides valuable insights into the clonality of the TR repertoire in patients with
ALK" ALCL. This study highlights the significance of NGS not only as a tool for improving

MRD detection but also as an essential part for more accurate and sensitive diagnostics.
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