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Abstrakt

Akutni leukémie (AL) predstavuji heterogenni skupinu malignich onemocnéni
krvetvorby s riznou prognoézou. Diky této riznorodosti AL nelze s jistotou predikovat
odpovéd’ pacienta na 1écbu. Proto je velmi dilezité sledovat mnozstvi zbytkové maligni
populace bunék po 1é¢be, tzv. minimalni rezidualni nemoc (MRN). K detekci MRN se
bézn¢ vyuzivaji prestavby tézkého fetézce imunoglobulinu nebo genti pro T-bunécny
receptor, rekurentni cytogenetické abnormality a mutace v hematologicky vyznamnych
genech. Zatimco u naprosté veétsiny dospélych pacienti s akutni lymfoblastickou
leukémii je pomoci rutinniho screeningu identifikovan cil pro sledovani MRN,
U dospélych pacient s akutni myeloidni leukémii nalézdme vhodny cil pouze
U poloviny ptipadl. Z tohoto divodu je velmi Zadouci identifikovat nové specifické
markery leukemickych blastl, které budou slouzit ke sledovani MRN u pacientt,
U nichz nebyla nalezena zadna ze standardné vysetfovanych aberaci.

Cilem dizerta¢ni prace bylo vyvinout novou flexibilni strategii pro mapovani
zlomi aberovanych chromozomu na nukleotidovou uroven a navrhnout klonalné
specificky PCR test pro sledovani MRN u pacient s AL (resp. s AML).

Kombinaci  cytogenetickych  (pruhovani ~ chromozomi,  mikrodisekce
chromozomil), molekularng-cytogenetickych (mFISH, mBAND) a molekularné-
biologickych (sekvenovani DNA, long-range PCR, real-time PCR) metod jsme
v karyotypu pacienti s AL identifikovali unikidtni chromozomové aberace
a charakterizovali nukleotidové sekvence zlomovych mist téchto aberaci. Findlnim
produktem je molekularni test pro real-time PCR, ktery umoznil senzitivné sledovat
MRN.

S pouzitim vySe uvedenych technik jsme zamapovali chromozomové zlomy u 5
pacientd s diagnézou AL. Pfiprava testu pro real-time PCR poté umoznila sledovat
a kvantifikovat populaci bunék nesoucich chromozomovou aberaci identifikovanou
vV zachytu onemocnéni. Srovnani noveé vytvoreného testu se standardnim testem
vyuzivanym V rutinni praxi ukazuje, ze popsanym postupem nalezené molekularni
markery mohou byt vyuzity ke sledovani MRN u pacientii s AL.

Zde popsany pfistup otevira nové moznosti charakterizace unikatnich
chromozomovych zloml. Predlozend prace jasn¢ ukazuje, Ze mapovani
chromozomovych aberaci az na uroven nukleotidii je pro vybrané pacienty s AL

realizovatelné a vhodné pro standardni klinickou praxi.
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Abstract

Acute leukemias (AL) comprise a heterogeneous group of hematologic
malignancies, and individual patient responses to treatment can be difficult to predict.
Monitoring of minimal residual disease (MRD) is thus very important and holds great
potential for improving treatment strategies. Common MRD targets include
immunoglobulin heavy chain or T-cell receptor gene rearrangements, recurrent
cytogenetic abnormalities and mutations in important hematological genes. Whereas in
the majority of adult acute lymphoblastic leukemia patients a suitable MRD target can
be identified, in adult acute myeloid leukemia patients well-characterized targets are
found in only half of cases. The identification of new specific molecular markers of
leukemic blasts for MRD assessment, particularly in AML patients, is therefore highly
desirable.

Our aim was to develop a flexible strategy for mapping of cytogenetically
identified unique clone-specific abnormalities down to the single nucleotide level and,
based on the sequence, design a specific real-time PCR assay for MRD assessment in
AL patients without any previously described MRD marker.

Using a combination of cytogenetic (chromosome banding, chromosome
microdissection), molecular cytogenetic (mFISH, mBAND) and molecular biological
(next-generation sequencing, long-range PCR, Sanger sequencing, real-time PCR)
techniques we were able to characterize the DNA sequence flanking unique
chromosomal breakpoints. Finally, we designed a specific real-time PCR assays for
sensitive MRD monitoring in AL patients.

With the use of above mentioned techniques, we mapped derivative chromosomes
in 5 AL patients and performed real-time PCR quantification of unigue MRD markers
for each patient. A comparison of these newly-designed assays to a standard assay used
in clinical practice shows that our technical approach is suitable for the identification of
novel molecular MRD markers in AL patients.

Our work shows that rapidly moving from the chromosomal level to the
nucleotide level is feasible, opening new vistas in the characterization of unique
chromosomal breakpoints as well as providing new MRD markers for eligible AL

patients.
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Uvod

Akutni leukémie (AL) patii mezi zavaznd hematoonkologickd onemocnéni
Sriznou progndzou, kterd zavisi na vc€asné a spravné diagnostice, vhodné 1éCbé
aVneposledni fadé na genetickém pozadi daného jedince. Diky velké biologické
rozmanitosti AL nelze zcela predikovat odpoveéd’ pacienta na 1é¢bu. Proto je nutné
vyuzivat laboratornich technik, které pomoci klonalné¢ specifickych znaki umozni
spravn¢ diagnostikovat a stratifikovat pacienty s AL a soucasn¢ sledovat mnozstvi
zbytkové maligni populace bun€k po 1é¢bé, tzv. minimalni rezidualni nemoc (MRN).
Vedle morfologického vySetfeni kostni dfen¢, imunofenotypizace blasti
a cytogenetického (pfip. molekularné-cytogenetického) vySetfeni patii mezi tyto
soucasti diagnostického panelu pro pacienty s AL. Uvedena vySetfeni maji také
pfinosny prognosticky vyznam.

Jako MRN jsou oznacovany maligni bunky, které setrvavaji v organizmu i po
dosazeni kompletni hematologické remise a nejsou detekovatelné cytologickymi
metodami. Principem sledovani MRN je identifikace klonalniho markeru leukemické
bunky, ktery je detekovan pomoci vysoce senzitivnich technik zalozenych na real-time
PCR. Pomoci tohoto markeru mizeme sledovat dynamiku maligni populace bunék
v odpovédi na lé¢bu pacienta. Vhodny cil pro sledovani MRN je rutinnimi technikami
identifikovan u vétSiny dospélych pacientt s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL)
a pouze u poloviny pfipada s akutni myeloidni leukémii (AML). Z tohoto duvodu je,
zejména u pacienti s AML, Zadouci identifikovat nové specifické markery
leukemickych blastd, které umozni sledovani MRN iU pacientl, u nichZ nebyla
nalezena zadna ze standardné vySetfovanych aberaci. Informace o MRN je pro
klinického 1€kate velmi dualezita, jelikoz umoziiuje predikovat selhani 1€cebné odpovédi,
pfipadné dovoluje vcas predpovédét blizici se relaps onemocnéni. Dale je zasadni
sledovat hladinu MRN pied transplantaci hematopoetickych kmenovych bungk.

Cilem této dizertacni prace bylo vyvinout zcela jedineény pfistup, ktery umozni
nejen detekovat, ale také charakterizovat zlomova mista unikatnich chromozomovych
aberaci az na troven jednotlivych nukleotidi. Takto ziskana sekvence DNA poté slouzi
k pripravé specifického testu pro real-time PCR, diky kterému mutzeme s vysokou

senzitivitou hodnotit individualni odpovéd’ pacienta na Iécbu.

14



1 Literarni prehled

Akutni leukémie patfi do skupiny zhoubnych onemocnéni krvetvorby
vychazejicich z krvetvorné kmenové buiky. Vyznacuji se nekontrolovanou proliferaci
leukemickych blastli v kostni dfeni. Dle pfislusnosti blastii k myeloidni ¢i lymfoidni
linii 1ze akutni leukémie rozdé¢lit na dvé zakladni skupiny: jedna se o AML, jejiz bunky
odpovidaji vyvojovym stadiim myeloidni hematopoetické fady a ALL, jejiz bunky
nesou znaky lymfoidni linie. AML tvofi pfiblizné 80 % vSech akutnich leukémii
dospé€lych, ALL tvofii zbylych 20 %. Podrobngjsi klasifikace je zalozena na hodnoceni

imunofenotypu, cytogenetickych zmén a molekularné biologického profilu blastu.

1.1 Akutni myeloidni leukémie (AML)

Akutni myeloidni leukémie je maligni klonalni onemocnéni hematopoetické
tkané, pro néz je charakteristickd proliferace a akumulace nezralych myeloidnich
prekurzori v kostni dieni a jejich vyplavovani do periferni krve. Pro stanoveni diagn6zy
AML je typicka pfitomnost nezralych bunék krvetvorby (myeloblastl), které tvori
> 20 % jadernych bunék v kostni dfeni. Proliferace blastl, kterd za fyziologickych
podminek podléha regulaénim mechanismim, se v piipadé AML této regulaci vymyka.
Dusledkem je rychle se zvySujici pocet leukemickych blastli v kostni dieni, ktery
utlacuje fyziologickou krvetvorbu, a tedy rychly pokles poctu vSech zdravych krvinek
v periferni krvi. Klinické pfiznaky jsou zpiisobeny pievazné nedostatkem funkcnich
krvinek v cirkulaci. U nemocnych se ¢asto objevuje malatnost, inava a pocit vycerpani,
dale krvacivé a pfipadné infekéni komplikace. Mezi symptomy patii horecka, ztrata
hmotnosti, nechutenstvi, chudokrevnost nebo bolesti hlavy. Onemocnéni ma prudky
nastup a stav pacienta se rychle zhorSuje. Primérna incidence vyskytu AML v Evropé
¢ini 2 — 4 nové pripady na 100 000 obyvatel za rok (Adam et al. 2008). Vyskyt
onemocnéni stoupa s vékem, u starSich dospélych (nad 65 let) predstavuje az 15 ptipada
na 100 000 obyvatel za rok. Etiologie AML neni zcela objasnéna, existuji vSak néktera
rizika spojena s vyssi incidenci vzniku onemocnéni. Patfi mezi né¢ zejména ionizujici
zafeni a chemické latky (alkylacni cytostatika, benzen, organické rozpoustédla,
herbicidy, pesticidy). Zvysené riziko vzniku AML je spojeno s nékterymi vrozenymi
dédicnymi poruchami (napt. Downiiv syndrom, Bloomtiv syndrom, Fanconiho anémie,

ataxia telangiectasia).
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K zakladnim diagnostickym analyzdm patfi vySetieni krevniho obrazu
s mikroskopicky hodnocenym diferencidlnim krevnim rozpoctem. Obvykle je pfitomna
leukocyt6za vyjimecné presahujici 100 x 1091, pocet leukocytl vsak muze byt normalni
nebo 1 snizeny. V diferencialnim krevnim obraze je snizen vyskyt zralych granulocyta
ajejich vyvojova stadia (myelocyty a metamyelocyty) nejsou piitomna, tzv. hiatus
leucaemicus. Definitivni diagnéza AML je zjistitelnd cytologickym vysetfenim kostni
dfené ziskané sterndlni punkci. Aspirovana kostni dfenl je pouzita nejen na klasické
cytologické vysetieni, ale také na dal$i vySetfeni vedouci k uptesnéni diagndzy
a prognozy (cytogenetické, molekularné-biologické, imunofenotypizacni vysetieni).

AML je velmi heterogenni onemocnéni s fadou subtypd. V praxi se paraleln¢
pouzivaji dva klasifikacni systémy. Prvni piedstavuje konsenzus francouzskych,
americkych a britskych odbornikii z roku 1976 (FAB = French-American-British
cooperative group) (Bennett et al. 1976) a je zalozen na morfologickém
a cytochemickém hodnoceni blasti. FAB klasifikace definuje podskupiny M0 — M7
(Tabulka 1.1). Druha, nov¢jsi klasifikace svétové zdravotnické organizace (WHO)
vychazi nejen z morfologickych, ale zahrnuje také cytogenetické charakteristiky blastd
a lépe zohlednuje heterogenni charakter AML (Sabattini et al. 2010; Abdul-Hamid
2011) — Tabulka 1.2.
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FAB

Nazev Charakteristika
subtyp

MO Nediferencovani AML Velkg l?lasty s napadnymi jadérky, cytochemicky
negativni
Blasty s kulatym jadrem a menSim mnozstvim

M1 AML bez vyzravéni Cytoplaz’my, % ogedlnelyml a;ufoﬁlmml granl’ll}: a
Auerovymi tyCemi, myeloperoxidaza a Sudanova Ceri
pozitivni
Blasty s cetnym azurofilnimi granuly a Auerovymi

M2 AML s vyzravanim ty¢emi, myeloperoxidaza a Sudanova cern pozitivni;

Casta 1(8;21)(q22;q22)

M3 Akutni promyelocytarni leukémie

Blasty s kulatym jadrem a jadérky, hojné Auerovy tyce a
granula, myeloperoxiddza a Sudanova cern silné
pozitivni; ¢asta t(15;17)(q24;921)

Akutni myelomonocytarni

Blasty se svétle Sedou, granulovanou cytoplazmou a

M4 leukémie zprohybanymi jadry, pozitivni nespecifické esterazy
M4eo Akutni myelomor.locyt:.ilrni Blasty vzhledu myelomonocytarni leukémie, eozinofily
leukémie s eozinofilii tvori 5-10 % bungk dfené; Casté abnormality16q22
Blasty se zprohybanymi jadry a hojnou, lehce
M5 Akutni monocytarni leukémie granulovanou cytoplazmou s Auerovymi tyCemi; Casté

abnormality 1123

M6 Akutni erytroblasticka leukémie

Bizarni erytroblasty, ¢asto mnohojaderné

Akutni megakaryocytarni
M7 .
leukémie

Mikromegakaryocyty jedno ¢i dvoujaderné, kyseld
fosfataza pozitivni; Casta inv(3)(q21q26)

Tabulka 1.1: Klasifikace AML dle FAB.
Bennett et al. 1976
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‘ »World Health Organization* (WHO) klasifikace AML ‘
I. AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami
AML s 1(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1
AML s inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22); CBFB-MYH11
AML s t(15;17)(924;921); PML-RARA a variantni fuze
AML s 11923 (KMT2A) abnormalitami
AML s t(6;9)(p23;034); DEK-NUP214
AML s inv(3)(q21g26)/t(3;3)(q21;926); RPN1-EVI1
AML s mutaci genu NPM1
AML s mutaci v genu CEBPA
II. AML s dysplazii vice bunéénych linii

Nasledujici myelodysplasticky syndrom

Bez ptedchoziho myelodysplastického syndromu

III. AML souvisejici s pfedchozi 1é¢bou

Souvisejici s 1é¢bou alkylacnimi cytostatiky

Souvisejici s 1é¢bou inhibitory topoizomerazy 11
Jiné typy
IV. AML jinak nekategorizované

AML minimalné diferencovana

AML bez maturace
AML s maturaci

Akutni myelomonocytarni leukémie

Akutni monoblasticka a monocyticka leukémie
Akutni erytroidni leukémie

Akutni megakaryocytarni leukémie

Akutni bazofilni leukémie

Akutni panmyel6za s myelofibrozou

V. Myeloidni sarkom

VI. Akutni myeloidni proliferace u Downova syndromu

V1l. Akutni leukémie nejasnych linii

Nediferencovana akutni leukémie

Bilinearni akutni leukémie

Bifenotypicka akutni leukémie

Tabulka 1.2: Klasifikace AML dle WHO.
Abdul-Hamid 2011
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1.1.1 Cytogenetické aberace u AML

Nedilnou soucasti vysetieni pii zachytu onemocnéni je cytogenetickd analyza
bunék kostni diené (pfip. periferni krve), ktera umoznuje nejen zpiesnéni diagndzy
aurceni stadia nemoci, ale je také dulezitym nezavislym prognostickym ukazatelem.
Podle karyotypu leukemickych bun¢k 1ze nemocné zatadit do tii prognostickych skupin:
s pfiznivou, stfedni ¢i nepfiznivou prognézou (Tabulka 1.3). Abnormality karyotypu
u de novo zjisténych AML jsou prokazatelné piiblizn€ u 50 - 60 % dospélych pacientt
(Mrozek et al. 2004; Gregory et al. 2009; Bacher et al. 2009) a obvykle jsou
reprezentovany chromozomovymi translokacemi, monozomii, resp. deleci chromozomui
5 ¢i 7 a trizomii chromozomu 8 (Vardimar et al. 2009; Martens et al. 2010). Komplexni
zmény karyotypu (tfi a vice chromozomovych abnormalit) se vyskytuji u 10 - 15 %
pripadt. Nejcastéji byvaji jejich soucasti chromozomy 5, 7, 8, 10, 11, 12, 17 a 21
(Mrozek 2008; Marchesi et al. 2011). Ruzné chromozomové aberace jsou popisovany
iu jednotlivych morfologickych FAB subtypu. Tyto pfestavby maji diagnosticky
a prognosticky vyznam alze je také vyuzit k monitorovani prib&éhu onemocnéni

a k detekci MRN (Haferlach et al. 2003, Marcucci et al. 2004, Grimwade et al. 2010a).

Prognostické skupiny podle nilezu pri cytogenetickém vySetreni ‘

Ptizniva prognéza
1(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922); CBFB-MYH11
t(15;17)(924;921); PML-RARA

Sti‘edné piizniva prognéza

Normalni karyotyp
1(9;11)(p22;923)
+8, +11, +13, +21

Ostatni zmény (nezafazené do pfiznivych a nepiiznivych)

Neprizniva prognéza
Ztrata chromozomi 5, 7 nebo del(5), del(7)
Abnormality 11923
inv(3)(921926)/t(3;3)(q21;926)

Komplexni zmény karyotypu

Tabulka 1.3: Prognosticky vyznam chromozomovych aberaci u AML.
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t(15:17)(q24;921)

K nejcastéjsim translokacim patii t(15;17)(q24;921), kterou identifikujeme
ptiblizné¢ u 10 % pacientt s AML (Grimwade et al. 2010b). U t(15;17) dochazi
k translokaci genu pro alfa receptor kyseliny retinové (RARA) z chromozomu 17 na
chromozom 15, do oblasti genu PML za vzniku chimérického proteinu PML-RARa
s efektem velmi silného represorového komplexu. Dusledkem pro postizenou bunku je
snizena citlivost receptoru na fyziologické koncentrace kyseliny retinové (de Thé et al.
1990). Az vysoka hladina kyseliny retinové pti podavani ATRA vV terapeutickych
davkach vede k disociaci tohoto blokujiciho komplexu (Mrozek et al. 2009; Avvisati et
al. 2011). AML s touto aberaci predstavuji nejlépe charakterizovanou podskupinu - tzv.
akutni promyelocytarni leukémii (APL). K vySetieni pifitomnosti t(15;17) se vyuziva
klasicka cytogeneticka analyza, ptip. FISH s lokus-specifickou sondou. Fuzni transkript
PML-RARA prokazujeme pomoci PCR.

Priblizné u 1 % pacienti s APL fizuje gen RARA s jinymi geny nez PML. Mezi
tyto variantni translokace patii t(11;17)(q23;921), t(5;17)(q35;921), t(11;17)(913;921)
ader(17), u kterych je gen RARA fazovan s genem ZBTB16, NPM1, NUMAL, resp.
STAT5b (Rohr et al. 2012; Grimwade et al. 2000). Akutni promyelocytarni leukémie
s variantnimi translokacemi maji horsi terapeutickou odpovéd’ 1 prognozu nez klasicka

forma APL s t(15;17).

1(8;21)(922;922)

K dalsim typickym aberacim patii translokace t(8;21)(q22;922), ktera vede ke
vzniku fazniho genu RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO) a vyskytuje se az u 7 % pacientd.
Protein RUNX1 je transkripénim aktivatorem kritickym pro diferenciaci
hematopoetické kmenové bunky (Speck et al. 2002), zatimco gen RUNX1T1 kéduje
transkrip¢ni represor. Chiméricky protein RUNX1-RUNX1T1 funguje jako transkripcni
represor a inhibuje expresi RUNX1-dependentnich genti (Asou et al. 2003; Ben-Ami et
al. 2013). Translokace t(8;21) je urcitelna klasickou cytogenetickou analyzou kostni
dfeng, piipadné molekularné-cytogeneticky ~ pomoci FISH S pouzitim
celochromozomovych sond nebo lokus-specifické sondy. Fuzni transkript RUNX1-
RUNX1T1 je mozné prokédzat metodou PCR.
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inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;G22)

Pericentricka inverze chromozomu 16 — inv(16)(p13g22) nebo translokace
t(16;16)(p13;022) vede ke vzniku fuzniho transkriptu CBFB-MYH1l a je
identifikovana pfiblizné u 5-7 % pacienti s AML (Schwind et al. 2013). CBFp je
transkrip¢ni faktor, ktery se pfimo nevaze na DNA, ale spolupracuje s DNA vazebnym
(DNA-binding) transkripénim faktorem RUNX1, ¢imZ zvySuje SVOu schopnost vazat se
na DNA aregulovat transkripci (Lutterbach et al. 2000). Identifikace této zmény je
mozna pomoci klasické cytogenetiky, ale v rutinni praxi tuto zménu obvykle
potvrzujeme molekularné-biologicky, ptip. molekularné-cytogeneticky metodou FISH

s lokus-specifickou sondou.

Aberace postihujici gen KMT2A (diive MLL)

Aberace genu KMT2A lokalizovaného v oblasti 11923 jsou popisovany u 10 %
vSech akutnich hematologickych malignit zahrnujicich myeloidni, lymfoblastické,
bifenotypické a sekundarni leukémie (Chowdhury a Brady 2008; Qian et al. 2010).
Dnes je zndmo vice nez 100 rtznych translokaci zahrnujicich gen KMT2A, a to
u détskych 1dospélych pacienti s AML. Na molekularni trovni bylo dosud
charakterizovano 79 partnerskych genti (Meyer et al. 2009; Meyer et al. 2013). Krom¢
translokaci jsou cCasté i1 dals$i aberace genu KMT2A, pfedevsim amplifikace a delece,
ptipadné také inverze nebo inzerce. Protein KMT2A se nachazi v jadre, kde je soucasti
proteinového komplexu. Jeho role spoéiva v remodelaci, acetylaci, deacetylaci
a methylaci nukleozomu a histond, ¢imz ovlivituje bunénou diferenciaci, apoptodzu,
proliferaci a regulaci bunécného cyklu (Marschalek 2011). Translokace zahrnujici gen
KMT2A jsou obvykle reciproké a balancované. Na nukleotidové tirovni v§ak mohou byt
pfitomny 1 kratké delece, inverze, inzerce nebo amplifikace (Aplan 2006). U AML se
nejCastéji  vyskytuji  tyto  translokace:  t(6;11)(q27;q23), t(9;11)(p22;0923),
t(10;11)(p12;023) a t(11;19)(g23;p13) (Gué et al. 2006). Progndza pacientt
s translokacemi zahrnujicimi gen KMT2A je velmi neptizniva (Grimwade et al. 2010b;
Marchesi et al. 2011). Vyjimku tvofi pouze t(9;11)(p22;q23), kterd ma intermediarni
prognozu (Marchesi et al. 2011).
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AML s normalnim karyotypem

Ptiblizn¢ u 40 % dospélych pacienti s AML nalézame normalni karyotyp —
46,XX, resp. 46,XY (Gregory et al. 2009; Bacher et al. 2009; Grimwade et al. 2010b).
U téchto pacientii jsou cCasté mutace V hematologicky vyznamnych genech, které
identifikujeme pomoci analyz zaloZzenych na piimém sekvenovani. Jednd se napf.
0 mutace genu NPM1, interni tandemovou duplikaci genu FLT3 (FLT3-1TD), mutace
postihujici gen pro CEBPA ¢i parcialni tandemovou duplikaci genu KMT2A (Baldus et
al. 2007; Gregory et al. 2009).

1.1.2 Genové mutace u AML

Mutace V hematologicky vyznamnych genech jsou wuzite¢né zejména pro
prognostickou stratifikaci pacienti s AML, u kterych nebyla nalezena Zzadna
chromozomova aberace. Déle maji velky vyznam jako markery pro sledovani minimalni

rezidualni nemoci — kapitola 1.3.

Gen NPM1 (nukleofosmin 1)

Mutace v genu NPM1 (5g35) identifikujeme pfiblizné u 30 % pacienti s AML
(Falini et al. 2005). Tento gen koduje fosfoprotein nukleofosmin 1, lokalizovany
prevazné v jadie, ktery usnadnuje transport ribozomalnich proteini pies jadernou
membranu. Pokud je gen NPM1 mutovan, dochazi k abnormalni cytoplazmatické
lokalizaci nukleofosminu. Nejéastéjsim typem mutace je tzv. mutace A, u které je
duplikovan tsek 4 bazi ,,TCTG* v pozici 956-959. Tento typ mutace je piitomen
u vétsiny pacientt (Falini et al. 2005).

Az u 85 % pacientd je mutace NPM1 asociovana s normalnim karyotypem,
u zbylych 15 % piipadl byly popsany sekundarni chromozomové abnormality, napf.
trizomie chromozomu 8, trizomie chromozomu 4 a del(9q) (Schnittger et al. 2005;
Dohner et al. 2008). Mutace v genu NPM1 mize byt nalezena také spolecné s dal$imi
genovymi mutacemi, napt. v genu FLT3 a IDH1 (Marcucci et al. 2010). Prognosticky
pfiznivy vyznam mutovaného NPM1 se prosadi jen tehdy, neni-li soucasné ptitomen

mutovany FLT3 (FLT3-1TD) (Verhaak et al. 2005; Dohner et al. 2010).
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Gen FLT3 (fms-related tyrosine kinase 3)

Gen FLT3 je lokalizovan na chromozomu 13 (13912) a kéduje transmembranovy
receptor s tyrozin kinazovou doménou. FLT3 aktivace obecné vede k regulaci fady
bunécnych procest, které jsou kritické pro fizeni normalni krvetvorby a bunécného
rastu (Meshinchi a Appelbaum 2009). K nejcastéjsim mutacim genu FLT3 u AML patii
interni tandemové duplikace - FLT3-ITD, které postihuji juxtamembranovou doménu
receptoru a bodové mutace postihujici kinazovou doménu - FLT3-TKD. Duplikace jsou
variabilni, obvykle postihuji oblast 14. exonu (Stirewalt et al. 2006; Meshinchi
a Appelbaum 2009). V ptipadé AML s normalnim karyotypem je mutace FLT3-ITD
prokazovana piiblizn¢ u 20 % pacientd (Schlenk et al. 2008). Prikaz této mutace je

nezavislym nepiiznivym prognostickym faktorem (Gale et al. 2008).

Gen CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha)

CEBPA je gen lokalizovany na chromozomu 19 (19q13), ktery koduje
transkripéni faktor a uplatiiuje se jako kliovy reguldtor diferenciace granulocytl
(Rosenbauer a Tenen 2007). Mutace v genu CEBPA ¢asto nalézame u pacientd
s normalnim karyotypem a jsou dvou rtiznych typii: nesmyslna (,,nonsense*) mutace
postihujici N-konec proteinu, ktera ma za nasledek vznik zkracené formy proteinu
CEBPA a dale mutace bez posunu ¢éteciho ramce (,,in-frame*) v C-koncové oblasti, jejiz
nasledkem dochazi ke snizeni vazebné aktivity proteinu vic¢i DNA (Koschmieder et al.
2009; Marcucci et al. 2011). Mutace v genu CEBPA pozorujeme piiblizné¢ u 5-10 %

pacienti s AML a jsou spojeny s intermediarni progn6zou (Marcucci et al. 2011).

Gen KMT2A (lysine /K/-specific methyltransferase 2A)

U 6 — 10 % dospélych pacienti s AML identifikujeme parciadlni tandemovou
duplikaci (PTD) genu KMT2A. Tato aberace se vyskytuje pfevazné u nemocnych
s normalnim karyotypem nebo s trizomii chromozomu 11 a je prognosticky neptizniva,
zejména u starSich pacientt (Caligiuri et al. 1998; Dohner et al. 2002; Mrozek et al.
2007). Duplikace genu KMT2A obvykle zahrnuje exony 2 az 8 (Caligiuri et al. 1998).

Mezi dalsi geny, studované u AML na molekularni Grovni, patii: TP53, WT1,
RAS, IDH1, IDH2, DNMT3A, TET2, BCOR atd. (Ghanem et al. 2012; Grossmann et al.
2011; Haferlach et al. 2012b; Chiaretti et al. 2014). V soucasné dobé se vyzkum

zamé&fuje na mutacni screening vybraného panelu genti pomoci sekvenovani nové
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generace (next-generation sequencing — NGS). NGS technologie jsou zaloZeny na
principu masivniho paralelniho sekvenovani a umoznuji sekvenaci az milioni molekul
DNA soucasné. V poslednich letech bylo pomoci NGS provedeno velké mnoZstvi
studii, které poskytly komplexné&js$i molekularni charakterizaci AML a vedly k objevu
novych genut a Kk identifikaci velkého poctu rekurentnich mutaci (Ley et al. 2008; Ley et
al. 2010; Graubert a Mardis 2011; Rao a Smith 2013).
Prvni celogenomovy sekvenaéni projekt byl realizovan na nadorovém
a normalnim vzorku téhoZ pacienta s cytogeneticky normalni AML a vedl k identifikaci
osmi novych somatickych mutaci zucastnénych v patogenezi AML anékolika
somatickych inzerci a deleci (Ley et al. 2008). U pacienti s AML s normalnim
cytogenetickym nalezem byly dale identifikovany rekurentni mutace genu IDH1/2
a DNMT3A, které se vyskytuji az u 27 %, resp. u 30 % pacientii (Rakheja et al. 2012;
Ley et al. 2010).
Popsané zmeény, identifikované pomoci sekvenovani nové generace, mohou vést
predevs$im ke zlepSeni stratifikace AML pacientt, ale také k vyvoji a optimalizaci

novych 1écebnych protokoli.

1.1.3 ZvySena genova exprese

Kromé& chromozomovych aberaci a genovych mutaci bylo prokazéano, Ze zvySena
exprese nékterych gentd, zahrnutych v regulaci krvetvorby, také patii k dulezitym
prognostickym faktorim. Mezi tyto geny patii napiiklad geny BAALC, ERG, MNL1,
EVI1aWT1.

Gen BAALC (brain and acute leukemia, cytoplasmic)

Zvysena exprese genu BAALC (87g22) byla poprvé popsana u pacientd s AML,
u kterych byla nalezena trizomie chromozomu 8. Pozdégji byla také identifikovana
U pacientd s normalnim karyotypem, kde je asociovana se Spatnou prognézou (Baldus et
al. 2003). Funkce genu BAALC a jeho role v leukemogenezi neni doposud zcela znama,

pravdépodobné hraje roli v blokaci myeloidni diferenciace (Heuser et al. 2012).

Gen ERG (ETS-related gene)
Gen ERG (21q22) patti do rodiny ETS (erythroblast transformation-specific)

transkrip¢nich faktort. Jeho nadmérna exprese koreluje se zvySenou regulaci mnoha
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gend zahrnutych v bunééné proliferaci, diferenciaci a apoptoze. Aberantni exprese genu
ERG byla poprvé popsana u pacientli s komplexnim karyotypem a abnormalitami
chromozomu 21 (Gregory et al. 2009). Aberantni exprese ERG u pacienta

s karyotypové normalni AML je spojena se Spatnou progndzou.

Gen MN1 (meningioma 1)

Gen MN1 kéduje transkripéni koaktivator MN1. U pacienti s AML je soucasti
translokace t(12;22)(p13;ql1), ktera vede ke vzniku fuzniho genu MN1-TEL. Vysoka
exprese MN1 je také cCasto identifikovana u AML pacienti s normalnim karyotypem
a vyznamné koreluje s vyskytem nemutovaného genu NPM1, Spatnou odpovédi na

chemoterapii a s vysokym rizikem relapsu (Gregory et al. 2009).

Gen MECOM (MDS1 and EVI1 complex locus)

EVI1 je protein, ktery se uplatiiuje v fizeni proliferace hematopoetické kmenové
buriky, a ktery je kddovan genem MECOM na chromozomu 3g26. Az u 8 % pacientd
sde novo AML pozorujeme jeho zvySenou expresi, ktera vznika dusledkem
chromozomovych piestaveb oblasti 3926 (inverze, translokace), ale byla popsana také
U pacientll bez prokazané aberace 3q26, tudiz k aktivaci EVI1 ziejmé& dochazi i jinymi
mechanizmy (Arai et al. 2011; Haferlach et al. 2012a). Navic bylo prokazano, Ze
u n€kterych pacientd s pfitomnou aberaci oblasti 3926 ke zvySené expresi EVI1
nedochazi (Langabeer et al. 2001). U pfiblizné¢ 2 % pacientd s AML v karyotypu
nalézame inv(3)(g21926)/1(3;3)(q21;926). U této aberace dochazi k aktivaci EVI1
pomoci promotoru genu RPN1 (ribophorin 1) lokalizovaného v oblasti 3921 (Suzukawa
et al. 1994). Tato aberace se v soucasné dob¢ fadi do klasifikace WHO jako samostatna

klinicko-patologicka entita (Tabulka 1.2).

Gen WT1 (Wilms tumor 1)

Gen WT1 je lokalizovan na chromozomu 11 (11p13). Jeho produktem je
transkripcni faktor, ktery reguluje expresi mnoha genli spojenych s proliferaci,
diferenciaci a apoptéozou. WT1 byl poprvé popsan jako gen zodpovédny za détskou
nefrologickou malignitu - Wilmstv tumor (Haber et al. 1990). V tomto piipadé dochazi
k inaktivaci genu WT1 mutaci a predpokladala se tak funkce tumor supresoru. Ukazalo
se vsak, ze u fady malignit se WT1 chovad naopak jako onkogen. WT1 je nadmérné

exprimovan u vétsiny pacientii s AML a celkova exprese na urovni mRNA se pouziva
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jako marker pro sledovani MRN (Candoni et al. 2011; Gray et al. 2012). Existuje vSak
I n€kolik praci, které takovy vyznam pro WT1 nepotvrzuji (Yanada et al. 2004; Miglino
etal. 2011).

1.2 Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

Podobné jako AML, je i ALL zna¢né heterogenni onemocnéni, které vznika
maligni transformaci kmenové hematopoietické bunky. Jsou-li postizeny progenitory B-
lymfocytarni fady, jedna se o tzv. B-ALL (B-bunééna ALL). ALL vychazejici
z progenitor T-lymfocytarni fady se nazyva T-ALL (T-bunécna ALL) a ptedstavuje
ptiblizné 25 % dospélych ALL (Wang et al. 2013).

ALL je nejéastéjSim nadorovym onemocnénim v détském véku, incidence
v dospélé populaci je relativné nizka a ¢ini 1,2 ptipadu na 100 000 obyvatel.
V dospélosti piedstavuje ALL jen 1 % nadorovych onemocnéni a tvoii asi 20 % vSech
akutnich leukémii (Bassan et al. 2011). Klinické piiznaky pacientl byvaji vétSinou
znacn¢ nespecifické. NejcastéjSimi potizemi jsou slabost, Gnava a duSnost, kozni
a slizni¢ni krvaceni, recidivujici akutni infekty obtizné reagujici na 1écbu, bolesti bficha,
zvétSené lymfatické uzliny €i bolesti svald a kloubti. MiiZe se objevit i postizeni jinych
organt nez krve a kostni dfen¢ — hepatomegalie a splenomegalie, mediastindlni tumor
(Cast&ji u T-ALL), infiltrace jinych organi (Castéji u B-ALL) nebo postiZeni centralniho
nervového systému (Adam et al. 2008).

Francouzsko-americko-britska klasifikace (FAB) rozliSuje tfi podtypy blastit ALL
- L1, L2 a L3 (Tabulka 1.4). Klinicky vyznam tohoto déleni nema u dospélych velky
vyznam, protoZe neobsahuje prognostické¢ informace. Nejnovéjsi WHO klasifikace
rozdé€lila ALL na skupinu prekurzorovych B- a T- lymfoblastickych leukémii a skupinu
odpovidajici L3 ve FAB Kklasifikaci — Burkittovu leukémii/lymfom — zafadila mezi
malignity ze zralych B-bunék (Abdul-Hamid 2011) — Tabulka 1.5.

V periferni krvi nemocnych nachidzime anémii, trombocytopenii a leukocytozu.
Vysetieni kostni dfen¢ prokaze infiltraci lymfoblasty. Zasadni vyznam v diagnostice
ALL ma vySetfeni pratokovou cytometrii, které na zaklad¢ exprese povrchovych
a cytoplazmatickych antigenii umoziuje stanovit diagnézu a typ ALL. Vyznamné je
také cytogenetické vysetfeni, piip. molekularné-cytogenetické vysetfeni a metody

molekularni biologie, které umoziuji sledovat MRN — kapitola 1.3.
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,French-American-British“ (FAB) klasifikace ‘

L1 Malé uniformni blasty s bazofilni cytoplazmou

L2 Heterogenni, rizné velké blasty s nepravidelnym tvarem jadra
L3 Velké uniformni blasty

Tabulka 1.4: Klasifikace ALL dle FAB.

»World Health Organization* (WHO) klasifikace ALL

I. Akutni lymfoblasticka leukémie
e Prekurzorova B-ALL
t(9;22)(g34;911); BCR-ABL1
t(v;11)(v;q23); prestavby genu KMT2A
t(1;19)(q23;p13); TCF3-PBX1
1(12;21)(p13;922); TEL-AML1
Hypodiploidni karyotyp (<42 chromozomi)

Hyperdiploidni karyotyp (>50 cromozomit)
o Prekurzorova T-ALL
I1. Burkittiiv lymfom
I11. Bifenotypicka akutni leukémie

Tabulka 1.5: Klasifikace ALL dle WHO.
Abdul-Hamid 2011

1.2.1 Cytogenetické aberace u ALL

Konven¢ni cytogenetické vySetfeni a molekularné-cytogenetické vySetieni
pomoci FISH odhali az u 70 % pacientt patologickou chromozomovou aberaci (Mrozek
et al. 2004). Nejcastéjsim a prognosticky nejvyznamnéj$im nalezem je tzv. filadelfsky
(Ph) chromozom — resp. derivovany chromozom 22, ktery vznika reciprokou translokaci
chromozomt 9 a 22 - 1(9;22)(q34;q11). Pfi této translokaci je protoonkogen ABL1
Zkoncové casti dlouhého ramene chromozomu 9 fizovan sgenem BCR na
chromozomu 22. Vysledkem translokace je fuzni transkript BCR-ABLL, ktery dava
vznik trvale aktivované kinaze (Faderl et al. 2003). Tato aberace je pozorovana
ptiblizn€¢ u 25 % dospélych pacienti s B-ALL a je spojena se Spatnou prognodzou
(Gleissner et al. 2001; Moorman et al. 2007). Dalsim nalezem jsou zmény tykajici se
genu KMT2A, nejcastéji translokace t(4;11)(021;923)/KMT2A-AFF1, ktera je
pozorovana u 8-10 % pacientd s B-ALL a je spojena se $patnou prognézou (Moorman
2012; Marks et al. 2013). Dale je u dospélych pacienti s ALL casto identifikovana
hyperdiploidie (u 2-15 % pacient) a hypodiploidie (az u 10 % pacientt) (Faderl et al.
2010).
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1.2.2 Prestavby genii pro IgH a TCR

Klicovou charakteristikou pacienti s ALL je pfitomnost specifické¢ klonalni
prestavby geni pro tézky imunoglobulinovy fetézec nebo T-bunécny receptor
(IgH/TCR). Tato unikatni sekvence vznika v prub&hu vyvoje lymfocytu pieskupovanim
genovych segmentu (tzv. V, D, J segmenty) a je pro kazdého pacienta specificka (van
Dongen a Wolvers-Tettero 1991). Této charakteristiky se uspéS$né vyuziva k detekci
zbytkové populace leukemickych bunék a nasledné kvantifikaci v ramci sledovani

minimalni rezidualni nemoci (Briiggemann et al. 2012; Schrappe 2012).
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1.3 Minimalni rezidualni nemoc (MRN)

Minimalni rezidualni nemoc byla u pacientd s AL studovana jiz v 70. letech
minulého stoleti (Gutterman et al. 1974). MRN je definovana jako subklinicka uroven
nemoci, kdy v pribéhu terapie jiz nejsou béznymi cytologickymi metodami detekovany
maligni buniky. Pacient je v kompletni hematologické remisi, ale v jeho organismu
miize byt piitomno az 10'° malignich bungk. Toto mnozstvi je nadale vysoké, a prave
tyto prezivajici nadorové buiiky mohou zpusobit relaps onemocnéni. Od pocatku 90. let
jsou ve vétsi mife vyvijeny techniky, které umoziuji detekovat tuto submikroskopickou
hladinu nadorovych bunék. Jejich principem je nalezeni vhodného znaku maligni
buriky, ktery ponese cely klon a bude se jim lisit od zdravych bunék. V soucasné dobé
jsou preferovany zejména techniky s vysokou senzitivitou, kterd by méla dosahovat
alespoti 10, a s moznosti kvantifikace zbytkové nadorové populace bundk. K t&mto
technikam patii predevsim techniky zalozené na PCR a pratokové cytometrii (Tabulka
1.6). Uvedené metody umoziuji velmi citlivé a specificky monitorovat rezidualni
leukemickou populaci bun¢k a patii ke ,,zlatému standardu® v rutinni diagnostice AL
(Schnittger et al., 2003; Kern et al., 2005; Weisser et al. 2005; Kern et al. 2008;
Jorgensen a Chen 2011; Abdelhamid et al. 2012; Buccisano et al., 2012; Miyazaki et al.
2012; Hourigan a Karp 2013; Garand et al. 2013).

Detekce a kvantifikace MRN je v soucasné dobé klicovym nastrojem ke
zhodnoceni kvality odpovédi pacienta na léCbu, jelikoz umozZiuje predikovat jeji
selhéani, pfipadné u pacientil po transplantaci kostni diené¢ dovoluje v€as predpoveédét
bliZici se relaps onemocnéni. V piipad€ selhdni odpovédi na lécbu se klinik rozhoduje
0 vhodné upravé 1écebného protokolu. V piipadé molekularniho relapsu, ktery
pfedchazi plnému klinickému relapsu, klinik dokaZe vcas terapeuticky intervenovat
a zabranit tak plnému rozvinuti relapsu onemocnéni. Prognosticky vyznam detekce
MRN byl potvrzen mnoha pracemi (Schnittger et al., 2003; Campana 2004; Weisser et
al. 2005; Kern et al., 2005; Briiggemann et al. 2006; Szczepanski 2007; Kern et al.
2008; Campana 2010; Candoni et al. 2011; Abdelhamid et al. 2012; Buccisano et al.
2012; Miyazaki et al. 2012; Briiggemann et al. 2012; Hourigan a Karp 2013; Garand et
al. 2013).
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PCR detekce

Priitokova PCR detekce fiznich festaveb
cytometrie transkripti p
IgH/TCR
Senzitivita 10°%10* 10-10° 10*-10°
AML ~ 94 % pacienti ~ 50 % pacientt ~ 10 % pacientti
ALL > 95% pacientll ~ 25 % pacientt 90 — 95 % pacientt
relativné levna a rychla; ouzitelnd u vetin
pouzitelna u vétsiny velmi senzitivni; specificka; P acicnti s ALL: y
Vyhody pacientd; relativne cile stabilni v prib&éhu nemoci; an tivni: acier; "
levna a rychla vhodna pro uniformni skupiny ZS Zciiirc)ké
pacientl - napi. BCR-ABL1+ P
limitovana senzitivita; jen pro nékteré pacienty; Sasove néroéna
Nevyhody imunofenotypovy rozdily v expresi fizniho v dobé diaend
,,shift“ transkriptu gnozy

Tabulka 1.6: Metody vysetiovani MRN.
Upraveno podle Szczepanski 2007.

1.3.1 Detekce MRN pomoci PCR

Techniky zaloZené na PCR jsou specifické a dosahuji citlivosti 10°- 10°° (tzn. je
mozna detekce jedné leukemické bunky v 10° - 10° buiikach kostni diené/periferni krve)
(Hokland et al. 2011; Jorgensen a Chen 2011). K pfesné kvantifikaci leukemickych
bunék se nejcastéji vyuziva metoda real-time PCR (v pfipadé detekce na urovni RNA
navic spojena s reverzni transkripci), kterd umozniuje pfimou kvantifikaci PCR produktu
Vv pritbéhu reakce. K detekci vznikajicitho produktu mohou byt pouzity riizné systémy,
které jsou zalozeny na stanoveni zmény intenzity fluorescen¢niho zafeni b&hem
amplifikace. Dnes se uplatiluje predevsim real-time PCR vyuzivajici oligonukleotidové
sondy, které zajistuji vysokou specifitu reakce (van Dongen et al. 2003; van der Velden
a van Dongen 2009; Grimwade et al. 2009; Schnittger et al. 2009; Campana 2010; Yin
et al. 2012; Jourdan et al. 2013).

Limitaci k pouziti technik PCR je zejména nedostupnost vhodnych specifickych
markeri malignich bungk, a to pfedevs§im u pacienti s AML. Dle né€kolika praci neni
mozné identifikovat vhodny marker pro sledovani MRN témét u poloviny dospélych
pacienti s AML (Kern et al. 2010; Candoni et al. 2011; Paietta 2012; Buccisano et al.
2012).
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1.3.1.1 Markery pro sledovani MRN pomoci PCR

U dospélych pacientii s AML slouzi jako cil ke sledovani MRN chromozomové
abnormality (resp. fazni transkripty, které z nich vznikaji) a genové mutace. Jako
alternativni cil pro sledovani MRN lze pfipadné vyuzit i zmény exprese nékterych gent
- napt. WT1, EVI1, BAALC... (Cilloni et al. 2009; Weisser et al. 2007; Weber et al.
2014).

K detekci MRN u dospélych pacientd s ALL se nejcastéji vyuzivaji genové
piestavby, pfip. fuzni transkripty.

Zatimco u naprosté vétsSiny dospélych pacienti s ALL molekuldrni marker pro
sledovani MRN identifikujeme (Bacher et al. 2009), u dospélych pacientd s AML je
vhodny marker nalezen pouze u poloviny pifipadt (Kern et al. 2010; Paietta 2012;

Buccisano et al., 2012).

Fuzni transkripty

Vysledkem nékterych chromozomovych aberaci (Kapitola 1.1.1) identifikovanych
pii standardnim cytogenetickém vysSetfeni kostni diené (piip. periferni krve) je vznik
faznich transkriptd, které je mozné detekovat na molekularni rovni pomoci PCR. Tyto
transkripty tedy mohou slouzit jako specifické cile k detekci MRN. U pacientd s AML
jde nejcastéji o fuzni transkript PML-RARA, dale RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO)
a CBFB-MYH11 (Mrozek et al. 2001; Jorgensen a Chen 2011). U pacienta s ALL
slouzi jako cil zejména fizni transkripty BCR-ABL1, KMT2A-AFF1 (MLL-AF4)
a TCF3-PBX1 (Szczepanski et al. 2001; Bacher et al. 2009).

K identifikaci fuznich transkriptii u pacienti s AL v nasi laboratofi vyuZivame
unikatni diagnostickou soupravu AcutePlexX CE (Plachy et al. 2011). Tento systém je
zalozen na principu multiplexni real-time PCR a umoziuje detekci vice nez 100
znamych faznich transkriptd a jejich sestiithovych variant v 10 paralelnich PCR reakcich

— Tabulka 1.7.

Genové mutace

Pomoci PCR muizeme jako cil k detekcit MRN vyuzit také rekurentni genové
mutace. U pacientii s AML jde nejcastéji o mutaci v genu NPM1, ktera je identifikovana
az u tfetiny z nich. Dale se jako cil vyuzivaji i vySe popsané mutace v genech FLT3,
KMT2A a CEBPA.
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A t(15;17) PML/RARA (ber 1,2,3) F t(4;11) KMT2A/AFF1
A 1(8;21) RUNXI/RUNX1T1 F t(9;11) KMT2A/MLLT3
B 1(9;22) BCR/ABL1 F t(11;19) KMT2A/MLLT1
B 1(3;21) RUNXI/EVI1/MDS1/EAP F t(6;11) KMT2A/MLLT4
B 1(16;21) RUNX1/CBFA2T3 F t(1;11) KMT2A/EPS15
B t(3;5) MLF1/NPM1 F t(11;19) KMT2A/ELL
c t(10;11) NUP98/HHEX F t(10;11) KMT2A/MLLT10
c 1(7;11) NUP98/HOXA9 G t(X;11) KMT2A/SEPT6
c inv(11) NUP98/DDX10 G t(11;17) KMT2A/MLLT6
c t(11;20) NUP98/TOP1 G t(1;11) KMT2A/MLLT11
c 1(5;11) NUP98/NSD1 G t(11;17) KMT2A/SEPT9
c t(1;11) NUP98/PRRX1 G t(X;11) KMT2A/FOX04
c t(2;11) NUP98/HOXD13 G t(11;19) KMT2A/SH3GL1
c 1(3;11) NUP98/TOP2B G t(11;19) KMT2A/MYO1F
c t(11;18) NUP98/SETBP1 G t(10;11) KMT2A/TET1
c t(11;12) NUP98/HOXC11 G t(11;22) KMT2A/EP300
c 1(8;11) NUP98/WHSC1L1 G t(11;16) KMT2A/CREBBP
c t(2;11) NUP98/HOXD11 H dup(11) KMT2A-PTD
c t(11;12) NUP98/RARG H 1(8;22) KAT6A/EP300
c t(X;11) NUP98/HMGB3 H inv(8) KAT6A/NCOA2
c t(11;17) NUP98/PHF23 H (8;16) KAT6A/CREBBP
c inv(11) NUP98/KMT2A H t(16;21) FUS/ERG

c 1(3;11) NUP98/LNP1 I t(1;22) RBM15/MKL1
c 1(9;11) NUP98/PRRX2 I £(3;3), inv(3) RPN1/MECOM
D inv(16) CBFB/MYH11 I 1(5;12) ETV6/PDGFRB
E (6;9) DEK/NUP214 I 1(12;22) ETV6/MN1

E t(11;17) NUMAL/RARA I t(3;12) ETV6/MECOM
E der(17) PRKARIA/RARA I t(12;13) ETV6/CDX2

E t(X;17) BCOR/RARA I t(12;21) ETV6/RUNX1
E 1(4;17) FIPILI/RARA I t(12;15) ETV6/NTRK3
E 1(5;17) NPM1/RARA I t(1;12) ETV6/ABL2

E der(17) STAT5B/RARA ALL t(1;19) TCF3/PBX1

E t(11;17) ZBTB16/RARA ALL del(1) STIL/TALL

Tabulka 1.7: AcutePlexX CE.
Seznam rekurentnich chromozomovych abnormalit detekovanych u pacientt s AL.
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Exprese gent

Nektefi autofi vyuzivaji ke sledovani MRN u pacient s AL aberantni expresi
genll. Mezi nejznamé;jsi patii geny WT1, BAALC a EVI1. Nicmén¢, molekularni analyzy
zalozené¢ na kvantifikaci genové exprese nedosahuji vzdy vySe zminéné citlivosti
(alespoit 10™), ktera zavisi na expresi pozorované v zachytu onemocnéni (Cilloni et al.

2009; Barjesteh et al. 2003; Weber et al. 2014; Weisser et al. 2007).

Genové pirestavby IgH/TCR

U vétsiny dospélych pacientd s ALL (> 85%) identifikujeme cil pro sledovani
MRN v podobé pacient-specifické klonalni prestavby gentt pro tézké fetézce
imunoglobulinti, ptip. pro T-bunécné receptory (Briiggemann et al. 2006; Garand et al.
2013). Metodika screeningu piestaveb imunoreceptorovych gent je od roku 1999
standardizovana (BIOMED-1, BIOMED-2) (Langerak et al. 2012). Jedna se o detekci
kompletnich V-(D)-J anekompletnich D-J piestaveb IgH a TCR (TCRpB, TCRy
a TCRJ), ktera se provadi pomoci klasické PCR. V piipad¢ nalezu klonalniho produktu
se dana piestavba sekvenuje pro ur¢eni piesné sekvence piechodovych usekt V-(D)-J
oblasti. Na vyslednou sekvenci DNA je navrzen test pro real-time PCR, ¢imz je
umoznéno sledovani MRN (van Dongen et al. 2003). Obrovskou vyhodou, oproti
pratokové cytometrii, je stabilita pfestaveb na DNA trovni i V pfipadé méniciho se
fenotypu v prubehu terapie a vyssi senzitivita. Urcitou limitaci popsané metodiky mize
byt detekce oligoklonality v dob& diagnézy. Sledovani MRN je pak problematické,
protoze klony mohou byt zastoupeny Vv rizném pomeéru a relaps onemocnéni muze
nastat z kteréhokoli klonu. Proto se pfi zjiSténi oligoklonality doporucuje sledovat

maximalni mozné mnozstvi klondu.

1.3.2 Detekce MRN pomoci priutokové cytometrie

Pratokova cytometrie je postavena na detekci specifickych povrchovych
I cytoplazmatickych markerti leukemickych bunék (tzv. LAIP = leukemia associated
immunophenotype) a umoziuje detekovat jednu leukemickou bunku v 10° - 10*
zdravych bungk (citlivost 10 — 10). Hlavni vyhodou pritokové cytometrie je moznost
jejiho vyuziti téméf pro vSechny pacienty s AL, leukemicky imunofenotyp se dafi
popsat ve vice nez 95 % piipadd s ALL a piiblizné¢ u 94 % pacienti s AML
(Szczepanski 2007; Al-Mawali et al. 2008). Nevyhodou je riziko falesné pozitivity
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zdivodu mozné podoby leukemického fenotypu s fenotypem regenerujicich
nemalignich bunék krvetvorby, stejné jako riziko fale$né negativity z davodu nestability
imunofenotypu v prubéhu 1é¢by pacienta — tzv. imunofenotypovy ,,shift* (Macedo et al.
1996; Oelschlagel et al. 2000; Baer et al. 2001). Urcitou limitaci také piedstavuje nizsi
citlivost ve srovnani s technikami zalozenymi na PCR a vysoké ndroky na odbornou
erudici obsluhy a zkusenost pfi interpretaci ziskanych dat (Szczepanski 2007; Jorgensen
a Chen 2011; Miyazaki et al. 2012; Briiggemann et al. 2012).
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2 Cile prace

Modernimi  molekularné-biologickymi  technikami  zalozenymi na PCR
identifikujeme vhodny molekularni marker pro sledovani MRN pouze u poloviny
dospélych pacienti s AML. Z tohoto diivodu je zadouci navrhnout unikatni pfistup,
ktery by umoznil identifikovat markery i u pacientii, u kterych rutinnim screeningem
(detekce fuznich transkripti a genovych mutaci) Zadny cil pro sledovani MRN

nenalezneme. Cilem této prace bylo:
o Charakterizovat abnormality karyotypu u dospélych pacientdl s nové
diagnostikovanou akutni leukémii pomoci cytogenetickych a molekularné-

cytogenetickych technik

e Pomoci konvencni mikrodisekce izolovat zlomova mista derivovanych

chromozomu

e Mapovat zlomova mista az na uroven jednotlivych nukleotidi pomoci

sekvenovani nové generace a long-range PCR

e Navrhnout a optimalizovat unikatni pacient-specifické testy zalozené na real-
time PCR pro sledovani MRN

e Zhodnotit vyznam screeningového vysetfeni zaméteného na identifikaci markert

pro senzitivni sledovani minimdlni rezidualni nemoci
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3 Material a metodika

3.1 Analyzované vzorky

K navrhu a optimalizaci pfistupu K identifikaci novych molekularnich markera
byla pouzita bunécna linie K562 (American Type Culture Collection, USA).

Po otestovani na bunécné linii byl dale analyzovan vzorek kostni dien¢ pacienta
s akutni lymfoblastickou leukémii, u kterého byl pomoci screeningu fuznich transkriptt
(AcutePlexX CE) nalezen cil pro sledovani MRN. Kvantifikace tohoto cile slouzila jako
srovnani s kvantifikacemi nov¢ identifikovanych cild pomoci optimalizovaného
piistupu.

Dale byly analyzovany vzorky kostni diené¢ Sesti pacientd se stanovenou
diagn6zou akutni myeloidni leukémie, u kterych nebyl identifikovan vhodny cil pro
sledovani MRN. Kostni dient byla odebirdna v zachytu onemocnéni a déle v prib&éhu
1écby pacienta. Vzorky byly odebirany na zaklad¢ informovaného souhlasu pacienta
a analyzovany v laboratofi synlab genetics s.r.o., Praha.

Primérny veék pacientl pfi stanoveni diagnozy AL byl 57 let.

3.2 Zpracovani vzorku

Vzorky kostni diené byly odebirany do sterilnich zkumavek s antikoagulancii,
transportovany do laboratote, a poté ihned zpracovany pro Ucely izolace nukleovych
kyselin (vzorek nabiran do zkumavek s EDTA) a pro cytogenetické a molekularné-
cytogenetické analyzy (vzorek nabiran do zkumavek s heparinem).

Vyjimkou byl vzorek pacienta 2, u kterého jsme z Cytogenetické laboratote FN
Hradec Kralové obdrzeli jiz zpracované buiiky ve fixacnim roztoku (methanol : kyselina

octova), nikoli vzorek kostni dien€ ve zkumavce s heparinem.

3.2.1 1Izolace nukleovych kyselin a reverzni transkripce

DNA i RNA byly izolovany z mononuklearni frakce kostni dfen¢ pacientt s AL
V zéchytu onemocnéni a v jednotlivych bodech sledovdni MRN. DNA byla izolovana
pomoci automatického izolatoru MagNA Pure (Roche, Némecko). RNA byla izolovana

pomoci TRI Reagent (Sigma-Aldrich, USA), podle navodu uvedeného vyrobcem.
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Kvalita akoncentrace byla kontrolovana pomoci spektrofotometru NanoDrop
(ThermoScientific, USA).

RNA ve vysledném mnozstvi 1 ug byla piepsana do cDNA Systémem Verso
cDNA Synthesis Kit (ThermoScientific, USA) podle navodu doporu¢ovaného

vyrobcem.

3.2.2 Detekce fuznich transkripti a genovych mutaci

Pro screening faznich transkripti u pacientd s nové diagnostikovanou AL byl
vyuzit multiplexni reverzné transkripéni real-time PCR systém AcutePlexX CE. Jako
interni kontrola byl pouzit gen ABL1. Sekvence primerd a sondy pro amplifikaci genu
ABL1 byly nésledujici:

ptimy (forward) primer: 5' TCCTCCAGCTGTTATCTGGAAGA 3’

zpétny (reverse) primer: 5’ TGGGTCCAGCGAGAAGGTT 3

sonda: FAM - 5" CCAGTAGCATCTGACTTTGAGCCTCAGGG 3’-BHQ1

Vysettovany vzorek byl analyzovan v duplikatu zaroven s pozitivni a negativni
kontrolou. PCR reakce probihala na platformé¢ Rotor-Gene Q (Qiagen, Némecko)
s nasledujicimi reakénimi podminkami: po¢ate¢ni denaturace 8 minut pii teploté¢ 95°C
nasledovana 45 cykly, které se skladaly z denaturace pii 95°C/20 s, nasednuti primert
(»»,annealing*) pti 60°C/20 s a elongace pii 72°C/20 s.

K detekci genovych mutaci byla pouzita klasickA PCR nasledovana sekvenaci
produkti na kapilarnim sekvenatoru ABI 3130 (kapitola 3.2.10). Takto byly
analyzovany geny NPM1 (exon 12), CEBPA, WT1 (exony 7 a 9), c-KIT (exony 8, 9
a17), FLT3-ITD a KMT2A-PTD.

3.2.3 Kultivace bunék

Vzorky kostni dien¢ byly separovany na hustotnim gradientu Histopaque (Sigma-
Aldrich, USA). Bunky odebrané z mononuklearni frakce kostni diené byly kultivovany
v kultivaénim médiu RPMI 1640 (PAA Laboratories, Rakousko) za piitomnosti 10%
fetalniho séra (PAA Laboratories, Rakousko), antibiotik (Penicilin/Streptomycin) a L-
glutaminu (PAA Laboratories, Rakousko) pti 37°C/5% CO, po dobu 24 hodin. VVzorek
byl dale zpracovan dle standardnich cytogenetickych postupti — piidani kolcemidu (0,1
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ug/ml) (Gibco, UK), hypotonie (0,075M KCI) a fixace smési methanol/kyselina octova

V pom¢ru 3:1.

3.2.4 Klasicka cytogeneticka analyza

Vzorky kostni dfené pacientt byly analyzovany klasickou cytogenetickou
analyzou zalozenou na G-pruhovani, pfi niz byl sestaven karyotyp. Preparaty byly
oSetfeny trypsinem (Sigma-Aldrich, USA), barveny roztokem Giemsa (Gibco, UK)
a analyzovany s pouzitim mikroskopu Olympus BX51 a pocitacového programu Ikaros
(verze 5.5, MetaSystems, Némecko). Vysledek cytogenetického vySetieni byl zapsan
v souladu s mezinarodni nomenklaturou ISCN (Schaffer et al. 2013). U kazdého
pacienta bylo analyzovano 20 metafazi.

Karyotyp pacienta 2 byl analyzovan v Cytogenetické laboratofi FN Hradec
Kralové pomoci R-pruhovani. Obrazek karyotypu dodala Mgr. Pavlina Havlikova.

3.2.5 Molekulirné-cytogenetické analyzy

Karyotyp vSech pacientti S AL (a bunécné linie K562) byl dale vySetfen pomoci
technik mnohobarevné fluorescen¢ni in situ hybridizace — mFISH a upfesnéni zlomt na
derivovanych chromozomech bylo provedeno pomoci mnohobarevného pruhovani
chromozomu s vysokou rozliSovaci schopnosti — MBAND (MetaSystems, Némecko) —
Obrazek 3.1. Veskeré hybridizaéni a post-hybridizacni kroky se fidily dle doporuc¢eného

manualu vyrobce.
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Obrazek 3.1: Schémata pouzitych kitti pro mBAND analyzu.
Zobrazeny mBAND kity pro chromozomy 2 - 11, 14 a X, pfevzato z
http://www.metasystems.org/index.php/dna-probe-kits/catalog; stav k prosinci 2014

Ovéfeni piitomnosti aberaci zahrnujicich geny KMT2A (MLL) a MECOM (EVI1)
bylo provedeno lokus-specifickymi sondami ,,XL MLL break-apart probe*, resp. ,,XL
EVI1 break-apart probe“ (MetaSystems, Némecko) (Obrazek 3.2). Na preparatu byly
spoc¢itany fluorescencni signaly alespon na 20 metafizich a miniméaln¢ na 200
interfaznich jadrech. Byl vyhodnocen nejen pocet, ale také charakter fluorescencnich
signald. Cut-off level byl stanoven na 5 %.

Veskeré analyzy probihaly spouzitim fluorescenéniho mikroskopu Axio
Imager.Z2 (Zeiss, Némecko) a pocitacového softwaru Isis (verze 5.4, MetaSystems,

Némecko).
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Obrazek 3.2: Schéma lokus-specifickych sond.

Prevzato z http://lwww.metasystems.org/index.php/dna-probe-kits/catalog a upraveno; stav

k prosinci 2014
(A) Dvoubarevna lokus-specificka sonda pro gen KMT2A (MLL): zelena ¢&ast sondy
hybridizuje proximalné ke genu KMT2A na 11g23; Cervena slozka, lezici distalng, zahrnuje
oblast pro lokus D11S4538.
(B) Ttibarevna lokus-specificka sonda pro gen MECOM (EVI1): modie znacena ¢ast sondy
hybridizuje proximalné ke genu EVI1 (3q26), zelend ¢ast pokryva cely gen EVI1 véetné jeho
sousedicich sekvenci a Cervena c¢ast je specifickd pro oblast distalni ke genim MDS1
a MYNN.

3.2.6 Chromozomova mikrodisekce

Mikrodisekce derivovanych chromozomu probihala ve spolupréci s Institut fiir
Human Genetik, Friedrich-Schiller-Universitédt Jena, Némecko. Bunééné suspenze byly
kapany na kryci skla (24 x 60 mm) osetiena 10% roztokem SDS. Derivované
chromozomy byly rozliSovany pomoci fluorescencné znacenych region-specifickych
sond z knihovny ,,MCB* (Jena, Némecko) a komercné dostupnych centromerickych
sond (MetaSystems, Némecko). Denaturace preparatu a sondy probihala soucasné pfi
73°C/2 min. Hybridizace sond probihala pti 37°C ptes noc. Nespecificky navazana
sonda byla odstranéna promytim v 0,4 X SSC pufru pfi 68 °C po dobu 3 minut.

Vlastni mikrodisekce byla provedena pomoci sklenéné jehly (primér ~ 500 nm)
pod invertovanym mikroskopem (Axiovert-135, Axiovert-10, Zeiss, Némecko), ktery
byl vybaven elektronickym mikromanipulatorem. Po mikrodisekci byly fragmenty
chromozomli (vZdy minimalné 6 fragmentll) oSetfeny roztokem proteinazy

K a amplifikovany pomoci PCR s degenerovanymi primery (DOP-PCR).
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3.2.7 DOP-PCR

K amplifikaci disekovanych chromozomovych fragmentti pomoci DOP-PCR byl
pouzit primer 5" CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG 3’ ve finalni koncentraci 5 uM
a Platinum Tfi Exo(-) polymeraza (ThermoScientific, USA). Amplifikace produkti se
skladala ze dvou fazi: preamplifika¢ni faze a samotnd amplifikace (Telenius et al.
1992).

Cast amplifikatu byla fluorescenéné znadena a pouzita k ovéfeni specifity

disekovanych chromozomovych fragmenti (reverzni fluorescenéni in situ hybridizace).

3.2.8 Sekvenovani nové generace (NGS, Next-Generation Sequencing)

K sekvenaci byl vyuzit pyrosekvenac¢ni systém GS Junior (Roche, Némecko).
V pribéhu celého procesu piipravy DNA knihovny, klondlni amplifikace i vlastniho
sekvenovani bylo postupovéano dle ndvodu vyrobce, pouze s drobnou zménou - pred
upravou konct fragmentii bylo 500 ng produkti DOP-PCR nejprve ptecisténo pomoci
QIAquick Gel Extraction Kitu (Qiagen, Némecko) a nasledné pomoci MinElute PCR
Purification Kitu (Qiagen, Némecko). Pro klonalni amplifikaci fragmenti slouzil GS
Junior Titanium emPCR Lib-L Kit (Roche, Némecko).

3.2.9 Long-range PCR

Primery pro long-range PCR reakci byly navrZzeny pomoci pocitacového
programu Vector NTI Advance (Invitrogen, USA, verze 11.5). K amplifikaci long-
range PCR produkti byl pouzit kit Expand Long Range, dNTPack (Roche, Némecko).
Postup pii PCR reakei se fidil doporuc¢enimi vyrobce. Reakéni smés (celkovy objem 50
ul) obsahovala ptiblizn¢ 200 ng DNA 5 U Expand Long Range Enzyme Mix, DMSO ve
finalni koncentraci 5 %, 1x Expand Long Range Buffer s MgCl,, smés nukleotidi ve
finalni koncentraci 500 uM a 0,4 uM kazdého z navrzenych primerd. Po uvodni
inkubaci (92°C, 8 min) nasledovalo 35 cykli amplifikace - denaturace 92°C/30 s,
nasednuti primert (,,annealing™) 58°C/30 s a elongace 68°C/6 min. Vznikly PCR

produkt byl separovan na 0,7% agarozovém gelu.

41



3.2.10 Sekvenovani DNA - Sangerova metoda

Long-range PCR produkty byly vyfiznuty z gelu, ptecistény pomoci QIAquick
Gel Extraction kitu (Qiagen, Némecko) a osekvenovany v obou smérech (BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems, USA) na analyzatoru ABI
3130 (Applied Biosystems, USA). Obdrzené sekvence byly vyhodnoceny v databazi
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

3.2.11 Test pro real-time PCR

Na identifikované sekvence chromozomovych zlomid byly navrhnuty primery

a sondy pro real-time PCR. Pro vlastni amplifikaci a kvantifikaci DNA byla pfipravena
reakéni smés o celkovém objemu 20 pl s nasledujicim slozenim: Thermo-Start Taq
DNA polymeraza (1 U) v¢etné odpovidajiciho pufru (ThermoScientific, USA), dNTPs
(deoxyribonukleotidy) (10 uM) (ThermoScientific, USA), MgCl, (4 mM)
(ThermoScientific, USA), primery a sonda pro konkrétni oblast zlomu, DNA o vstupni
koncentraci 200 ng/ul a sterilni voda. Jako interni kontrola byl pouzit gen pro albumin
(ALB). Sekvence primert a sondy pro kvantifikaci ALB byly nasledujici:

ptimy (forward) primer: 5' TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT 3’

zpétny (reverse) primer: 5’ CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT 3’

sonda: FAM - 5" TGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGA 3' - BHQ1

Po tvodni inkubaci (95°C, 8 min) nasledovalo 45 cykli amplifikace, které se
skladaly z denaturace pii 95°C/20 s, nasednuti primert pii 61°C/20 s a elongaci pfi
72°C/20 s.

3.2.12 Pocitacovy program BreakLoc

K identifikaci zlomovych mist na derivovanych chromozomech byl nasi laboratofi
vyvinut pocitacovy program BreakLoc (Plachy, nepublikovano), ktery umoziuje
jednotliva cteni (,,reads‘) mapovat na referencni sekvence chromozomi (verze sestaveni
Genome Reference Consortium Human Build 38). Jako hlavni algoritmus pro uréeni
homologie tento program vyuziva BLAST+ (verze 2.2.26). Hlavnim tukolem fidici
aplikace je shromazdovat ziskané informace o homologii apozici jednotlivych
mapovanych c¢teni na referenéni sekvenci. Software umoziiuje nastavit celou fadu

parametrt dilezitych pro srovnani ¢teni s referenci tak, aby vyuzitelnost ziskanych ¢teni
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z piistroje GS Junior byla maximalni, ale pii tom, aby nedochdzelo k faleSn€ pozitivnim

pfifazenim.

3.3 Obecny postup

Piistup k identifikaci nukleotidovych sekvenci zlomovych mist derivovanych
chromozomu spocival v izolaci zlomovych oblasti pomoci konvenéni mikrodisekce
sklenénou jehlou. Takto izolované chromozomové fragmenty byly dale amplifikovany
pomoci DOP-PCR a sekvenovany na platformé NGS (GS Junior). Vznikla ¢teni byla
pomoci pocitatového programu Breakloc pfifazena k referenénim sekvencim
konkrétnich chromozomi. Do oblasti posledniho mapovaného ¢Eteni byla ekvidistantné
(ptiblizné po 1,5 kbp) navrhnuta sada primert pro long-range PCR (Obrazek 3.3).
Vznikly amplikon byl poté sekvenovan z obou stran standardni Sangerovou metodou na
kapilarnim sekvenatoru. Sekvenac¢ni analyza nasledné identifikovala sekvenci DNA
zlomovych oblasti konkrétni aberace. Na tuto sekvenci byly dale navrzeny primery
a sonda pro real-time PCR, ¢imz bylo umoznéno kvantifikovat chromozomovou aberaci
nalezenou v zachytu onemocnéni. Hlavni kroky této strategie jsou znazornény na

Obrazku 3.4.
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Obrazek 3.3: Schématické zobrazeni postupu pii navrhu primert pro long-range PCR.
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Obrazek 3.4: Hlavni kroky k identifikaci nukleotidové sekvence chromozomovych zlomt
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4 Vysledky

4.1 Bunééna linie K562

Metodami mFISH a mBAND jsme u bunééné linie K562 identifikovali
hypotriploidni karyotyp s pritomnosti derivovaného chromozomu -
der(10)t(3;10)(p21;023) (Obrazek 4.1). Cast derivovaného chromozomu 10 obsahujici
material chromozomu 3 a 10 byla disekovana. Celkem bylo disekovano 10 zlomovych
fragmenti der(10), které byly amplifikovany pomoci DOP-PCR. Pomoci NGS
sekvenovani bylo ziskdno 80 789 &teni, kterd byla pfifazena k referencnim sekvencim
chromozomu 3 a 10. Nasledna long-range PCR vedla k zisku produktu o velikosti ~ 4,5
kbp. Tento amplikon byl poté sekvenovan z obou stran standardni Sangerovou metodou
a byli identifikovani fGzni partnefi, gen CDC25A na chromozomu 3 (misto zlomu

v intronu 2) a GRID1 na chromozomu 10 (misto zlomu v intronu 4) (Obrazek 4.2).

(] I
(0 120t <08 0. M8

7 11

008 0%é
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mBAND 10
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] B 10023
(A A |
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Obrazek 4.1: Molekularné-cytogenetickd analyza bunécné linie K562.

A/ mFISH analyza zachycujici aberantni karyotyp; Sipka oznacuje derivovany chromozom 10,
ktery byl disekovan

B/ mBAND analyzy pro chromozomy 3 a 10 prokazujici zlomy v oblastech 3p21 a 10q23

46



CDC25A;3p21 =3 GRID1; 1023

e

Obrazek 4.2: Bunécna linie K562. Nukleotidova sekvence chromozomového zlomu.
Vysledek sekvenace long-range PCR produktu pomoci Sangerova sekvenovani; identifikace
faze gentt CDC25A (3p21) a GRID1 (10g23).

4.2 Pacienti s AL

Pro pacienty s AL byl pouzit postup optimalizovany u linie K562. Celkem jsme
analyzovali 7 pacientl (1 pacient s ALL, 6 pacienti s AML). Zlomové misto a nasledné
sledovani MRN pomoci pacient-specifického testu bylo umoznéno u 5ti z nich (pacienti
1-5). U zbylych 2 pacienti (pacienti 6 a 7) nebyla identifikace sekvence DNA
chromozomovych zlomli mozna.

Ovéteni specificity testu pro sledovani MRN bylo provedeno pomoci smésné
DNA negativnich kontrol. Senzitivita analyzy byla stanovena desitkovym fedénim
DNA z obdobi diagn6zy onemocnéni.

U dvou pacient (pacienti 1 a 2) byl pomoci syst¢ému AcutePlexX CE nalezen
fazni transkript, ale jeho exprese nebyla dostacujici k senzitivnimu sledovani MRN (tzn.
v rozsahu alespon 4 tadi). U pacienta 1 byl identifikovan fazni transkript KMT2A-
AFF1 (MLL-AF4), ktery umoznil sledovat MRN na arovni RNA s citlivosti 107,
a ktery také slouzil k porovnani nové€ identifikovanych cilt se standardné vySetfovanym
cilem. U pacienta 2 byl pomoci AcutePlexX identifikovan fuzni transkript KMT2A-
MLLT10 (MLL-AF10) a jeho exprese umoznila sledovat MRN jen v rozsahu 2 ada.

Screening genovych mutaci (resp. genovych prestaveb u pacienta 1) byl u vSech

pacientt negativni. Celkovy ptehled vysledki jednotlivych analyz podava Tabulka 4.1.
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Pohlavi

Pacient Vek Diagnoza Karyotyp Screening”

1 7/64 ALL 46,XX,t(X;4;11)(925;G21;923)[20] KMT2A-AFF1?

2 M/21 AML  ABXY.Ins(10; ;gr)((ﬂ)zt;(ﬂ?fﬁzgg;réllll))t[(zlol];14)((‘13;‘111)' KMT2A-MLLT10Y
3 M/72 AML 46,XY ,der(7)del(7)(p21)del(7)(q21),t(7;8)(q21;q24)[20] negativni

4 7/57 AML 46,XX,t(3;10)(26;021)[18]/46,XX[2] negativni

5 7/67 AML 46,XX,(3;6)(q26;025)[20] negativni

6 M/57 AML 46,XY,del(9)(q12¢22)[20] negativni

44 XX, der(2)(11pter—11p11::6q14—6q22::2p11—2ql2:
B R R R Al e R
2pter),-6,del(7)(pter —q22:),-11[20]

7 — 7ena; M — muz; uveden vék v dobé diagnozy leukémie
Y Screening v dobé zachytu leukémie zahrnoval:
u AML: detekei fuznich transkripti (AcutePlexX) a genovych mutaci (NPM1, FLT3-ITD, KMT2A-PTD,
CEBPA, WT1, ¢-KIT)
u ALL: detekci fiznich transkriptd (AcutePlexX) a genovych piestaveb (IgH/TCR)
2 ¢il KMT2A-AFF1 byl vyuzit pro srovnani s nové identifikovanym cilem
% ¢il KMT2A-MLLT10 byl nedostatedné exprimovén

Tabulka 4.1: Ptehled vysledku cytogenetickych, molekularné-cytogenetickych a molekularné-
biologickych vysetieni vSech pacientd.

U pacientli 1 — 4, 6 a 7 byla provedena cytogenetickd a molekularné-cytogeneticka
analyza karyotypu (pruhovani chromozomt a mFISH). U pacienta 5 byla provedena
analyza karyotypu jen pomoci mFISH, klasickou cytogenetickou analyzu nebylo mozné
provést z diivodu malého mnozstvi materialu a nizké kvality chromozomd.

K uptesnéni lokalizace zlomovych mist aberovanych chromozomt bylo pouZito
mnohobarevné pruhovani s vysokou rozliSovaci schopnosti (mBAND). K potvrzeni
aberaci zahrnujicich geny KMT2A (MLL) a MECOM (EVI1) byla pouzita lokus-
specificka FISH.

Pacient 1 — srovnani cili pro sledovani MRN

Pacientem 1 byla Zena s diagnézou ALL (v€k v dobé diagndézy = 64 let).
V karyotypu  byla nalezena  balancovand  chromozomova translokace —
t(X;4;11)(q25;921;923) (Obrazek 4.3). Lokus-specifickou sondou bylo potvrzeno, ze
translokace zahrnuje gen KMT2A (Obrazek 4.4). Pomoci real-time PCR (AcutePlexX)
anaslednou sekvena¢ni analyzou byla detekovana ptitomnost fuzniho transkriptu
KMT2A-AFF1. Kvantifikace tohoto cile slouzila ke srovnani s nové identifikovanymi

cily (zlomova mista na derivovaném chromozomu 4 a 11).
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Obrazek 4.3: Pacient 1. Analyza karyotypu.

A/ G-pruhovani (leva ¢ast obrazku) a mFISH (prava Cast obrazku) zachycujici aberantni karyotyp s t(X;4;11); Sipky oznacuji derivované chromozomy;
¢ervené Sipky oznacuji chromozomy, které byly disekovany

B/ mBAND pro chromozomy X, 4 a 11 potvrzujici zlomy v oblastech Xq25, 4921 a 11923
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*® ® der(11)  ®der(X)

Obrazek 4.4: Pacient 1. FISH s lokus-specifickou sondou pro gen KMT2A.

Zelené — 5' konec genu KMT2A

Cervené — 3' konec genu KMT2A

Identifikace zlomu v genu KMT2A. Na chromozomu 11 pozorovan fuzni signal (Cerveny
+ zeleny) indikujici intaktni chromozom 11, na der(11) a der(X) pozorovany oddélené
signaly indikujici prestavbu genu KMT2A.

Derivované chromozomy 4 a 11 byly izolovany mikrodisekci. Od kazdého
derivovaného chromozomu bylo disekovano 10 fragmenti. Pro kontrolu
usp&Snosti  mikrodisekce byly amplifikované chromozomové fragmenty
fluorescencné znaceny a hybridizovany na metafazni chromozomy periferni krve
negativni kontroly (Obrazek 4.5). Sekvenaci disekovanych chromozomovych
fragmentl bylo ziskano 122 279, resp. 120 209 &teni pro chromozomy der(4),
resp. der(11). Pocty ziskanych ¢teni a disekovanych chromozomovych fragmentt

u jednotlivych pacientd a bunécné linie K562 jsou uvedeny v Tabulce 4.2.

Pacient Pohlavi Disekovany  Pocet disekovanych Pocet
/VEék chromozom fragmentii ziskanych cteni
linie K562 - der(10) 10 80 789
y der(4) 10 122 279
1 7/64
der(11) 10 120 209
2 M/21 der(10) 6 149 021
3 M/72 der(8) 10 168 071
4 7/57 der(10) 10 81 753
5 7/67 der(3) 7 133 754
6 M/57 der(9) 8 100 954
7 7/64 der(5) 10 126 670
7 - 7ena
M — muz

Uveden vek v dobé diagnozy leukémie

Tabulka 4.2: Z4kladni informace o mikrodisekci a sekvenaci disekovaného materialu.
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chromozom 4

chromozom X

A

chromozom 4

der(11)

e B 1. B

chromozom 11

Obrazek 4.5: Pacient 1. Reverzni FISH.

Ovéfeni specifity disekovanych chromozomovych fragmentd hybridizaci na chromozomy
negativni kontroly.

A/ Prokazano, ze derivovany chromozom 4, tvofeny materiadlem chromozomu 4 a X,
hybridizuje k chromozomim X a 4

B/ Prokazano, ze derivovany chromozom 11, tvofeny materiadlem chromozomu 11 a 4,
hybridizuje k chromozomtim 11 a 4

Cteni z GS Junior byla mapovana k referenénim sekvencim chromozomu 4
a X, resp. 4 a 11. Do oblasti poslednich mapovanych ¢teni byly navrhnuty primery
pro long-range PCR amplifikaci, ktera vedla Kk zisku produktti o velikostech ~ 0,5
kbp pro derivovany chromozom 4, resp. ~ 3 kbp pro derivovany chromozom 11.
Sekvenovanim  téchto produkti jsme identifikovali DNA  sekvence
chromozomovych zlomil a fuzni partnery. Derivovany chromozom 4 vznikl fazi
pseudogenu LOC392539 z chromozomu X a genu AFF1 na 4qg21. Derivovany
chromozom 11 vznikl fuzi gent KMT2A (11923) a AFF1 (4921) - Obrazek 4.6.
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B/
AFF1;4q21 €——> LOC392539; Xq25 KMT24; 1123

Obrazek 4.6: Pacient 1. Nukleotidova sekvence zlomtl derivovanych chromozom.
Vysledek sekvenace long-range PCR produktli pomoci Sangerova sekvenovani.

A/ derivovany chromozom 4 — identifikace fuznich partnert AFF1(4921) a LOC392539
(Xq25)

B/ derivovany chromozom 11 — identifikace fuze gent KMT2A (11923) a AFF1 (4921)

Navrh testi pro real-time PCR poté umoznil kvantifikaci noveé
identifikovanych cilli (zlomy derivovanych chromozom 4 a 11 - zlomova mista
Xq25;4921, resp. 4921;11923), a také srovnani Sjiz zavedenym cilem pro
sledovani MRN (fuzni transkript KMT2A-AFF1) (Obrazek 4.7).

A/ Relativni kvantifikace der(4) B/ Relativni kvantifikace der(11)
(zlomové misto Xq25;4¢21) (zlomové misto 4921;11qg23)
1100 o . 1x10° P
F - Kostni dfef = -e- kostni dfen
T a0 T 1x100
@ Ji 2 1| 27.03.2012 5 J 3 1| 27.03.2012
T 100 3 2| 02.05.2012 T x0ce Pr—d 2| 02.05.2012
2 o 6| 3| 18062012 £ N 6| 3 18062012
T 100 $-r 4| 18.07.2012 E 100 P-4 18.07.2012
2 oo \ [ | 5| 0082012 8 100 N\ [ | 3| osos20r2
=z \ / 6l 16.08.2012 £ \ / 6l 16.08.2012
£ a0 \ £ 1008 \
% [V 1T S——— — \04—51 rrrrrrr L :: 11004 ‘ :\sz
x pod detekénim limitem PCR 4 pod detekénim limitem PCR
0 50 100 150 0 50 100 150
Den Den
¢/ Relativni kvantifikace MLL/AF4
<t 0
g 0 -+ kostni dreii
3 : 1] 27.03.2012
= umon""_——.\\ §1 2| 02052012
£ SO qaee
@ 01 B -
5 ™0 / 5| 06.08.2012
* 6l 16.08.2012
2 1%10°°
[
2 1does ! i
3 pod detekenim limitem PCR
= 0 Sb 160 150
Den

Obrazek 4.7: Pacient 1. Kvantifikacni grafy.

Srovnani nové vytvorenych testil pro zlomova mista derivovanych chromozomii 4 a 11
— Al a B/ a testu ke kvantifikaci fuzniho transkriptu KMT2A-AFF1 (MLL-AF4) —C/.
Vedle graft jsou uvedena data odbérti vzorkt kostni diené.
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Pacient 2

Pacientem 2 byl muz s AML (vék v dobé diagnézy 21 let). Pomoci
AcutePlexX byl nalezen fazni transkript KMT2A-MLLT10 (Tabulka 4.1).
Z diivodu nizké exprese tohoto fluzniho transkriptu nebylo mozné senzitivné
sledovat MRN. Proto bylo zadouci identifikovat DNA sekvenci chromozomového
zlomu a navrhnout na ni test. Cytogenetickou a molekularné-cytogenetickou
analyzou byl identifikovan komplexni karyotyp, a také potvrzena balancovana
prestavba genu KMT2A. Pomoci mBAND analyz byla upfesnéna zlomova mista
derivovanych chromozomi a oblast, kterd zahrnuje fuzi KMT2A-MLLT10,
aktera byla disekovana (Obrazky 4.8 a 4.9). Sekvenacni analyzou byla
identifikovana sekvence chromozomového zlomu der(10) — Obrazek 4.10. Findlni
test pro real-time PCR umoznil kvantifikovat bunky nesouci derivovany

chromozom 10 v prubéhu 1é¢by pacienta (Obrazek 4.11).
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Obrazek 4.8: Pacient 2. Analyza karyotypu.

A/ R-pruhovani (leva ¢ast obrazku) a mFISH (prava ¢ast obrazku) zachycujici aberantni karyotyp; Sipky oznacuji derivované
chromozomy; ¢ervené Sipky oznacuji chromozom, ktery byl disekovan

B/ mBAND pro chromozomy 10, 11 a 14 potvrzujici zlomy v oblastech 10p12, 11913, 11923 a 14911

C/ vytez z mFISH - krouzkem je zvyraznéna oblast, ktera byla disekovana (zahrnuje region 11q23 a 10p12)
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*® ® der(10)  ®der(14)

Obrazek 4.9: Pacient 2. FISH s lokus-specifickou sondou pro gen KMT2A.

Zelené — 5' konec genu KMT2A

Cervené — 3' konec genu KMT2A

Identifikace zlomu v genu KMT2A. Na chromozomu 11 pozorovan fuzni signal (Cerveny
+ zeleny) indikujici intaktni chromozom 11, na der(10) a der(14) pozorovany oddélené
signaly indikujici pfestavbu genu KMT2A.

KMT2A; 1123 €——3> MLIT10; 10p12

TCCAGECT TG @ 6T TCATTGTECECTTTTT

Wt

Obrazek 4.10: Pacient 2. Nukleotidova sekvence chromozomového zlomu.
Vysledek sekvenace long-range PCR produktu pomoci Sangerova sekvenovani;
identifikace fuze gent KMT2A (11923) a MLLT10 (10p12).

Relativni kvantifikace der(10)
(zlomové misto 10p12;11g23)

alo Tx -~ kostni dren

27.09.2012
15.10.2012
25.10.2012
30.10.2012
19.12.2012
23.01.2013
26.03.2013
21.05.2013
23.07.2013
21.10.2013
06.01.2014
14.04.2014
20.10.2014

Relativni kvantita der(10)
3

..8...9....10..14.....12 13
pod:detekénim limitem PCR

0 200 400 600 800
Den

WN=2O0OOO~NONPRWN -

—— — —

Obriazek 4.11: Pacient 2. Kvantifika¢ni graf.

Relativni kvantifikace chromozomového zlomu na der(10). Vedle grafu jsou uvedena
data odbéra vzorkl kostni dfené.

Alo Tx — alogenni transplantace
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Pacient 3

Analyzou karyotypu pacienta 3 (v€k v dobé diagnozy = 72 let) byla
potvrzena pritomnost balancované reciproké translokace t(7;8)(q21;924) -
Obrazek 4.12. Zakladni screening (AcutePlexX CE a genové mutace) byl
negativni a MRN u tohoto pacienta nemohla byt sledovana. Pro ucely identifikace
unikatniho markeru byla disekovana zlomova oblast na derivovaném
chromozomu 8 a nasledna analyza odhalila nejen sekvenci DNA, ale také fizniho
partnera der(8) — gen CDK®6 (Obrazek 4.13). Nukleotidova sekvence byla vyuzita
k navrhu specifického testu pro real-time PCR (Obrazek 4.14).
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Obrazek 4.12: Pacient 3. Analyza karyotypu.
A/ G-pruhovani (leva ¢ast obrazku) a mFISH (prava ¢ast obrazku) zachycujici aberantni karyotyp; Sipky oznacuji derivované chromozomy; Cervené
Sipky oznacuji chromozom, ktery byl disekovan

B/ mBAND pro chromozomy 7 a 8 potvrzujici zlomy v oblastech 7921 a 8924, resp. 7p21
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Obrazek 4.13: Pacient 3. Nukleotidova sekvence chromozomového zlomu.
Vysledek sekvenace long-range PCR produktu pomoci Sangerova sekvenovani;
identifikace fuze genu CDKG6 (7g21) a intergenové oblasti 8q24.

Relativni kvantifikace der(8)
(zlomové misto 7¢g21;8q24)

g 110 -e~ kostni dfen
g 1><10°‘1

! 1| 04.01.2013
g o "‘\ 2| 05022013
S 400 3| 11.03.2013
S \ 4| 10.04.2013
X 002 2 5| 06.05.2013
o
2 12100 \\ 5
ﬁ 1x10°04 \3’ 4_/.

pod detekénim limitem PCR
0 50 100 150
Den

Obrazek 4.14: Pacient 3. Kvantifika¢ni graf.
Relativni kvantifikace chromozomového zlomu na der(8). Vedle grafu jsou uvedena data
odbérti vzorkt kostni dfen€.

Pacient 4

Pacientem 4 byla zena s AML (vék v dob¢ diagnozy = 57 let). Molekularné-
cytogenetickou analyzou byl identifikovan karyotyp s balancovanou translokaci
zahrnujici gen MECOM - 46,XX,1(3;10)(g26;921) (Obrazky 4.15 a 4.16).
Derivovany chromozom 10 byl dale mapovan na nukleotidovou troven a byl
identifikovan fizni partner genu MECOM — gen C100rf107 v oblasti 10g21.
Sekvence poté slouzila ke sledovani MRN v prubéhu 1é¢by pacienta (Obrazky
417 a 4.18).
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Obrazek 4.15: Pacient 4. Analyza karyotypu.

A/ G-pruhovani (leva ¢ast obrazku) a mFISH (prava ¢ast obrazku) zachycujici aberantni karyotyp st(3;10); Sipky oznacuji derivované
chromozomy; ¢ervené Sipky oznacuji chromozom, ktery byl disekovan

B/ mBAND pro chromozomy 3 a 10 potvrzujici zlomy v oblastech 3926 a 10g21
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Obrazek 4.16: Pacient 4. FISH s lokus-specifickou sondou pro gen MECOM

Identifikace zlomu v genu MECOM. Na chromozomu 3 pozorovan fuzni signal (modry +
zeleny + Cerveny) indikujici intaktni chromozom 3, na der(3) ader(10) pozorovan
odd¢leny signal indikujici ptestavbu genu MECOM.

C100rf107; 10921 ¢ 5 MECOM; 3426

AT I CARATCACHATTCG G A2ARCTTIG G AT T C

Obrazek 4.17: Pacient 4. Nukleotidova sekvence chromozomového zlomu.
Vysledek sekvenace long-range PCR produktu pomoci Sangerova sekvenovani;
identifikace fuze gentt C100rf107 (10g21) a MECOM (3926).

Relativni kvantifikace der(10)
(zlomové misto 3g26;10g21)
1x10°2

=) -~ kostni diefi
T 1x10°!
B 1100 1| 17.06.2013
s N\ 2| 14.08.2013
€ 1x10-¢1 3| 18.10.2013
S ja00 \\ 4| 16.12.2013
€ 1x1002 \2\
B .04 ~ %
& pad detekénim limitem metody

0 50 100 150 200

Den

Obrazek 4.18: Pacient 4. Kvantifikacni graf.

Relativni kvantifikace chromozomového zlomu na der(10). Vedle grafu jsou uvedena
data odbéra vzorkl kostni dfené.
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Pacient 5

Pacientem 5 byla zena s AML (vék v dobé diagnozy = 67 let). Vysetieni
karyotypu odhalilo balancovanou translokaci — t(3;6)(g26;925). Pomoci lokus-
specifické sondy pro oblast 3q26 bylo potvrzeno, ze translokace zahrnuje gen
MECOM (Obrazky 4.19 a 4.20). Pro ucely identifikace molekularniho markeru
pro sledovani MRN byl mikrodisekei izolovan derivovany chromozom 3
a naslednym mapovanim na nukleotidovou uroven byli identifikovani fazni
partnefi z oblasti 3g26 - MECOM a z oblasti 6925 - LOC101928923 (Obrazky
4.21 a4.22).

Obrazek 4.19: Pacient 5. Analyza karyotypu.

A/ mFISH prokazujici aberantni karyotyp s pfitomnosti t(3;6); Sipky oznacuji derivované
chromozomy; cervena Sipka oznacuje chromozom, ktery byl disekovan

B/ mBAND pro chromozomy 3 a 6 prokazujici zlomy v oblastech 3926 a 6925
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Obrazek 4.20: Pacient 5. FISH s lokus-specifickou sondou pro gen MECOM.
Identifikace zlomu v genu MECOM. Na chromozomu 3 pozorovan fuzni signal (modry +
zeleny + Cerveny) indikujici intaktni chromozom 3, na der(3) ader(6) pozorovan
oddéleny signal indikujici prestavbu genu MECOM.

MECOM; 326 =3 LOC101928923;6q25

A W

Obrazek 4.21: Pacient 5. Nukleotidova sekvence chromozomového zlomu.
Vysledek sekvenace long-range PCR produktu pomoci Sangerova sekvenovani;
identifikace fuznich partnert MECOM (3g26) a LOC101928923 (6925).

Relativni kvantifikace der(3)
(zlomové misto 3026;6q25)

- 1x100 4
g — 1 j -o- kostni dreri
@ = 4
o 1ot — 1] 31.10.2013
£ \ P 2| 20.11.2013
£ 11005 3] 30.12.2013
2 100 \\\ 3 / 4| 25.02.2014
= ~ 51 09.04.2014
S 1x10°94
3 1x10°0¢ :
(14 pod:idetekénim limitem PCR

0 5'0 1('JO 150 200

Den

Obrazek 4.22: Pacient 5. Kvantifikacni graf.
Relativni kvantifikace chromozomového zlomu na der(3). Vedle grafu jsou uvedena data
odbért vzorkl kostni diené.
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Pacient 6

Pacientem 6 byl muz se sekundarni AML (v€k v dobé diagndzy
sekundarni AML = 57 let). Analyzou karyotypu byla identifikovana intersticialni
delece chromozomu 9 — del(9)(q12g22). Zlomové misto bylo dale upiesnéno
pomoci mBAND (Obrazek 4.23). Deletovany chromozom 9 byl disekovan
a naslednymi analyzami bylo zjiSténo, ze zlom se nachazi v heterochromatinové
oblasti, kterd nema potiebné pokryti referencemi. Heterochromatinova oblast
zlomu dlouhého ramene chromozomu 9 (~ 9q12) proto nebyla stanovena
(Obrazek 4.24). Zlom v distalni ¢asti chromozomu 9q byl pomoci pocitacového
programu BreakLoc urfen anachazi se v pruhu 9922.3. Sekvence DNA
chromozomového zlomu tedy nebyla identifikovana a u pacienta nebylo mozné

sledovat MRN.
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Obrazek 4.23: Pacient 6. Analyza karyotypu.

A/ G-pruhovani (leva ¢ast obrazku) a mFISH (prava ¢ast obrazku) zachycujici aberantni karyotyp s del(9q); Cervené Sipky oznacuji
chromozom, ktery byl disekovan

B/ mBAND pro chromozom 9 potvrzujici intersticialni deleci oblasti q12-q22
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Obrazek 4.24: Pokryti chromozomu 9 referen¢nimi sekvencemi.

V Cerveném ramecku je vyznacena oblast 9p11-q12, kterd nema potebné pokryti referencemi.
Prevzato z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&build=106.0&chr=9;
stav k lednu 2015

Pacient 7

Pacientem 7 byla zena s AML (vék v dobé diagnézy = 64 let). Pomoci
mFISH jsme u této pacientky nalezli komplexni karyotyp s pfitomnosti
derivovanych chromozomu 2 a 5. Derivovany chromozom 5 se skladal z materialu
chromozomu 5, 6 a 2. Mikrodisekci byla izolovana oblast obsahujici zlomové
misto chromozomi 5 a 6 (Obrazek 4.25). Analyzou sekvena¢nich dat byla
potvrzena piitomnost ¢teni nejen z chromozomu 5 a 6, ale také z chromozomu 4,
ktery se ale dle molekularné-cytogenetickych analyz piestaveb neucastnil, coz
znemoznilo identifikovat sekvenci zlomu. U pacienta 7 tudiz nebylo mozné

identifikovat molekularni marker pro sledovani MRN.
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Obrazek 4.25: Pacient 7. Analyza karyotypu.

5

6
0 e
4 5

mBAND 5

1 |
X 23—
- ) ~5q 3-S5qter

2

A/ G-pruhovani (leva ¢ast obrazku) a mFISH (prava ¢ast obrazku) zachycujici aberantni karyotyp; Sipky oznacuji derivované chromozomy, resp.

monozomii chromozomil 6 a 11; Cervené Sipky oznacuji chromozom, ktery byl disekovan

B/ mBAND pro chromozomy 5, 6 a 2 u der(5) — krouzkem je vyznacena oblast, ktera byla disekovana; mBAND pro chromozomy 11, 6,2 a 5

pro der(2)
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5 Diskuze

Kvantifikace MRN pomoci technik zaloZenych na PCR je pro pacienty s AL
nezavislym prognostickym faktorem. Zavedenim téchto metod do klinické praxe
je mozné sledovat dynamiku maligni populace bunck Vv odpovédi na 1écbu
pacienta a ptipadné vcéas zachytit pocinajici relaps onemocnéni. Z tohoto divodu
ma sledovani MRN v prubéhu [éCby pacienti nesporny klinicky vyznam
(Campana 2004; Kern et al., 2005; Briiggemann et al. 2006; Szczepanski 2007;
Kern et al. 2008; Campana 2010; Schnittger et al., 2003; Weisser et al. 2005;
Candoni et al. 2011; Abdelhamid et al. 2012; Buccisano et al. 2012; Miyazaki et
al. 2012; Hourigan a Karp 2013; Garand et al. 2013). K detekci MRN se
U dospélych pacientti s ALL nejcastéji vyuzivaji klondlni piestavby gent pro
tézky imunoglobulinovy fetézec nebo T-bunény receptor. Dale mizeme MRN
detekovat pomoci fuznich transkript, napi. BCR-ABL1 nebo KMT2A-AFF1
(MLL-AF4). U dospélych pacienti s AML slouzi jako cil pro sledovani MRN
rekurentni cytogenetické aberace (resp. fuzni transkripty, které z nich vznikaji —
napf. RUNX1-RUNX1T1, PML-RARA...), a také klonaln¢ specifické mutace
prognostickych markerti asociovanych s leukémiemi (napt. NPM1, CEBPA,
FLT3-ITD...). V nasi laboratofi slouzi k detekci faznich transkriptd unikatni
diagnosticky systém AcutePlexX CE, diky kterému jsme schopni detekovat vice
nez 100 znamych fuznich transkriptii a jejich sestfihovych variant (Tabulka 1.7).
Mutace gentl a genové piestavby detekujeme pomoci konvenéni PCR s naslednym
sekvenovanim vzniklého produktu. Uvedenymi pfistupy identifikujeme cil pro
sledovani MRN pfiblizn€ u 90 % dospélych pacientd s ALL a pouze u 50 %
dospélych pacient s AML.

Nezbytnou soucasti vySetfeni pacienti s AL je analyza karyotypu.
UmozZiuje urcit, piip. zpfesnit diagnézu a prognézu nemocnych. Klasické
cytogenetické vysetfeni neni ale dostate¢né senzitivni k detekci zbytkovych
leukemickych bunék, a navic je ovlivnéno ziskem adekvatniho poctu
analyzovatelnych metafazi. Molekularné-cytogenetické vysetteni pomoci FISH je
sice citlivejsi (10%), nezavislé na proliferadnim potencialu bungk a umozZiiuje
analyzovat vétsi pocet bun¢k nez je tomu u klasické cytogenetiky, nicméné, pro
ucely stanoveni MRN neni ani tato senzitivita dostate¢nd. Nedilnou soucasti

diagnostického procesu u pacienti s AL je také imunofenotypizacni analyza
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exprese CD antigenii na leukemickych blastech. VysSetieni pomoci priatokové
cytometrie je dulezité nejen pii stanoveni diagndzy, ale také k monitorovani
ucinnosti 1é¢by a stanoveni prognozy onemocnéni. Nicméng, pro ucely senzitivni
detekce  MRN muze byt vyuziti prutokové cytometrie limitovano jednak
nestabilitou imunologickych profilti leukemickych bun¢k v pribéhu 1écby, a také
nizsi senzitivitou (ve srovnani s PCR technikami), ktera se pohybuje mezi 10 -
10™, v zavislosti na typu leukémie, pouZitém piistrojovém vybaveni a detek&nim
panelu protilatek (Szczepanski 2007; Jorgensen a Chen 2011; Miyazaki et al.
2012; Briiggemann et al. 2012). Z tohoto divodu je nesrovnatelné vhodngjsi
a citlivéjsi metodika zaloZzena na real-time PCR, ktera obvykle dosahuje
senzitivity 10 - 10 (Hokland et al. 2011; Jorgensen a Chen 2011).

Z uvedenych davodi bylo cilem dizertaéni prace ptipravit flexibilni
metodiku k identifikaci novych klonaln¢ specifickych znaki leukemickych bunék,
a to zejména pro pacienty s AML, ukterych nelze pomoci bézného
screeningového panelu analyz v zachytu onemocnéni nalézt molekuldrni marker
pro senzitivni sledovani MRN pomoci real-time PCR. S vyuzitim
cytogenetickych,  molekularné-cytogenetickych ~ a molekularné-biologickych
technik (pruhovani chromozomt, mFISH/mBAND, mikrodisekce chromozomd,
sekvenovani nové generace, Sangerovo sekvenovani, long-range PCR, real-time
PCR) jsme pfipravili pacient-specificky test pro real-time PCR, ktery umoziuje
monitorovat chromozomovou aberaci diagnostikovanou v zachytu onemocnéni

s citlivosti az 107,

Zékladnim ptredpokladem k uspésné identifikaci sekvence DNA
chromozomového zlomu je pfesnd charakterizace derivovaného chromozomu.
Klasicka karyotypova analyza je limitovdna morfologii chromozoml a zejména
rozliSenim, které dosahuje 7-10 Mbp (Bickmore 2001). Proto se nam osvédcilo
analyzovat karyotyp, resp. derivovany chromozom pacientl nejen pomoci
klasickych pruhovacich technik, ale také pomoci technik molekuldrni
cytogenetiky — mFISH, mBAND, ptip. BAC-FISH, které poskytuji rozliseni 2-3
Mbp, resp. 1-1,5 Mbp, resp. ~ 100 kbp (Mundle a Koska 2006). Diky témto
metoddm muzeme vyloucit chromozomové aberace, které nejsou vhodné

k mikrodisekci. Naptiklad, unékterych pacienti SAL muze dojit K fuzi
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telomerické oblasti jednoho chromozomu a ,,non-telomerické* oblasti druhého
chromozomu. Takto vznikly derivovany chromozom neni vhodné disekovat,
protoze repetitivni povaha telomery neumoznuje finalni navrh testu pro real-time
PCR (Jones et al. 2012).

V praci byl pouzit piistup izolace derivovaného chromozomu pomoci
mikrodisekce. Tato metodika se bézné vyuziva k pfipravé chromozomoveé
specifickych DNA knihoven, malovacich sond, a také k identifikaci marker
chromozomu (Engelen et al. 1998; Shim et al. 2007). Pfedpokladem pro uspé$nou
disekci je ptitomnost dobife rozestoupenych metafaznich chromozomu a jejich
rozliSeni na zékladé¢ klasickych barvicich technik (barveni Giemsou, G-
pruhovani), ptip. pomoci fluorescenc¢nich sond (Engelen et al. 1998; osobni
sdéleni - prof. Thomas Liehr, Universititsklinikum Jena, Némecko).
Mikrodisekce probiha na vzorcich nakapanych na kryci skla, ktera maji jiné
vlastnosti nez klasicka podlozni skla pouzivand pro cytogenetické a molekularné-
cytogenetické techniky. Navic jsou chromozomy ziskané ze vzorkd kostni diené
obvykle v horsi kvalité nez je tomu u vzorkl periferni krve, a proto se na krycich
jsme aberované chromozomy vsech pacientd (a bunécné linie K562) rozliSovali
pomoci fluorescen¢nich sond, které byly vzdy zvoleny tak, abychom byli schopni
jasné poznat derivovany chromozom. Osvéd¢ilo se ndm kombinovat komeréni
centromerické sondy a ,,MCB* sondy z knihovny prof. Liehra.

Laserova mikrodisekce sice umoziuje rychlou a precizni disekci cilového
chromozomu bez kontaminace nebo poskozeni genetického materialu, nicméné
pro ucely izolace intersticidlnich ¢asti chromozomu nemusi byt pfili§ vhodna
(osobni sdéleni - Dr. Anya Hunt, MMI, Svycarsko). Proto jsme v nasi praci zvolili
konvenéni mikrodisekci s pouzitim sklenéné jehly ovliadané elektronicky fizenym
mikromanipulatorem. Navic, ve srovnani s laserovou mikrodisekei je konvencni
mikrodisekce finanéné dostupnéj§i pro rutinni vyuziti v laboratorni praxi
(Grossmann et al. 2010). K izolaci derivovanych chromozomti miize byt pouzita
I pritokova cytometrie, ale tento pfistup je zavisly na velikosti chromozomil,
aproto nemusi byt vzdy suUspéchem vyuzit, navic neumoziiuje studium
invertovanych chromozomt (Chen et al. 2008). Podobné jako pii pouziti
laserového mikrodisektoru, pritokovou cytometrii neni mozné separovat

specifické intersticidlni fragmenty derivovanych chromozomi. Pofizeni
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pratokového cytometru vybaveného tfidiCem je velmi ndkladnou investici, coz
také limituje jeho pouziti ve standardni laboratofi.

Disekované  fragmenty = chromozomt byly dale amplifikovany
a sekvenovany na platformé GS Junior (Roche). Chen et al. ve své studii popisuje
pouziti celogenomového sekvenatoru Illumina 1G (Solexa), ktery v prabehu jedné
analyzy dokaze ziskat az miliony ¢teni o prumérné délce ~ 200 bp (Chen et al.
2008, Chen et al. 2010). Nami pouzity systém GS Junior sice poskytuje pfiblizné
sto tisic Cteni, ale median jejich délky je ~ 400 bp, coz umoziuje preciznéjsi

mapovani repetitivnich sekvenci, ¢imz stoupa vyuzitelnost jednotlivych ¢teni.

Fazni gen KMT2-AFF1 (MLL-AF4) je u pacientii s ALL Castym nalezem
a Unaprosté¢ vétSiny znich vznikda balancovanou reciprokou translokaci
t(4;11)(g21;923). Nicméng, byly popsany i dal$i mechanizmy vzniku faze gent
KMT2A a AFF1, napt. komplexni translokace, inzerce a kryptické piestavby
(Kowarz et al. 2007). U pacienta 1 jsme nalezli vzacnou, dosud nepublikovanou
(Mitelman et al. 2014) translokaci, které se Gcastni tfi chromozomy (tzv. ,three-
way translocation®) - Obrazek 4.3. ,, Three-way* translokace byly také popsany
u nékolika dalsich klasickych aberaci, napt. t(9;22) a t(15;17) (Park et al. 2009;
Kato et al. 2009). Navic, detekce fuzniho transkriptu KMT2-AFF1 pomoci PCR
technik umoznuje u téchto pacienti sledovat MRN. U naSeho pacienta 1 mélo
vySetfeni zalozené na kvantifikaci fizniho transkriptu citlivost priblizng 107
(Obrazek 4.7 C). Pomoci zde prezentované¢ho pfistupu byl umoznén inavrh
dalsich testti pro real-time PCR, které jsou zalozeny na DNA sekvenci zloma
derivovanych chromozomid 4 a 11. Jejich kvantifikace byla porovnana
s kvantifikaci fazniho transkriptu KMT2-AFF1. Toto srovnani jasné ukazuje, Ze
nov¢ identifikované molekularni markery mohou byt vyuzity ke sledovani MRN
U pacientll s AL. Navic nové testy umoznily sledovat MRN s vyss$i senzitivitou
nez pii vyuziti fazniho transkriptu KMT2A-AFF1 (Obrazek 4.7).

U pacienta 2 byl pomoci systému AcutePlexX CE identifikovan fizni
transkript KMT2A-MLLT10 (MLL-AF10). Geny KMT2A a MLLT10 jsou
transkripcné opacné orientovany a jednoducha reciproka translokace t(10;11) by
vedla ke vzniku fazniho genu sloZeného z 5' ¢asti obou genu (ha chromozomu
11). Vznik funkéniho fazniho transkriptu KMT2A-MLLT10 proto vyzaduje

nejméné tfi chromozomové zlomy. Bylo popsano nékolik riznych mechanizmt
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vedoucich ke vzniku KMT2A-MLLT10. Patii mezi né napf. paracentricka inverze
oblasti 11913-q23 (zahrnujici gen KMT2A), nebo naopak inverze ¢asti genu
MLLT10, nasledovana translokaci na 10pl12, resp. na chromozom 11 (11g23).
Pripadné muze dojit k inzerci 5 konce genu KMT2A do oblasti 10p12, resp.
kinzerci 10p do 11q (van Limbergen et al. 2002; Matsuda et al. 2006).
Pozorovany byly také kryptické inzerce 5' konce genu KMT2A (Klaus et al. 2003).
Podobné komplexni chromozomové piestavby s opacné orientovanymi geny byly
popsany 1 u solidnich nadortt (Ewingliv sarkom) nebo 1 dalSich typi leukémii,
napt. fize geni ETV6 a ABL1 u chronické myeloidni leukémie (Klaus et al.
2003). U pacienta 2 bylo molekularné-cytogenetickymi analyzami (mFISH, lokus-
specificka FISH a mBAND) potvrzeno, Ze doslo k inzerci 5' ¢asti genu KMT2A do
oblasti 10p12 a 3' c¢ast genu KMT2A byla translokovana na derivovany
chromozom 14 (Obrazky 4.8 a 4.9). Na trovni fuzniho transkriptu (aroveit RNA)
byla tato ptestavba velmi nizce exprimovana, a tudiz neumoziovala senzitivné
(v rozsahu alespon 4 tadu) sledovat MRN. Proto bylo nutné kvantifikovat tuto
aberaci na urovni DNA. Identifikace zlomovych mist v genu KMT2A je mozna
nékolika zptisoby. Meyer et al. vyuziva ptistup zalozeny na inverzni long-distance
PCR. Principem je naStépeni DNA pacienta pomoci restrikéniho enzymu
anasledna ligace koheznich koncd. Vznikla cirkularni DNA je poté
amplifikovana pomoci specifickych primert pro gen KMT2A. Vysledkem je
identifikace pacient-specifické fuzni sekvence, a tedy i partnerského genu (Meyer
et al. 2005). Nicméng¢, tispésSnost tohoto pristupu zavisi na distribuci restrik¢nich
mist a formaci cirkularni DNA o takové velikosti, ktera je vhodna pro naslednou
PCR amplifikaci. Zde popsany pfistup, zalozeny na mikrodisekci, neni na téchto
faktorech zavisly a u pacienta 2 tak umoznil identifikaci nukleotidové sekvence
zlomového mista na der(10) a navrh specifického testu pro sledovani MRN. Dalsi
mozZnosti, jak identifikovat zlomova mista na Grovni DNA, je vyuZiti long-range
PCR z intronovych oblasti. U tohoto pfistupu je nutné znat sekvenci fuzniho
transkriptu (RNA uroven) a do prilehlych introntt (tzn. jiz na DNA trovni)
navrhnout kombinace primeri vzdy z genu KMT2A (napt. forward primery)
a partnerského genu (napf. reverzni primery). Tento ptistup je vSak velmi pracny,
jelikoz zlomy jsou lokalizovany v intronech, které jsou mnohonasobné delsi nez
exony, a je tedy nutné navrhnout vétsi pocet primert. U pacienta 2 byl zlom
v genu MLLT10 (AF10) pfitomen v intronu 8, ktery ma délku piiblizn¢ 35 kbp.

71



Tento pfistup muze byt navic komplikovan pfitomnosti nékolika sestiithovych
variant fizniho transkriptu (osobni sdéleni — Mgr. Lenka Zejskova, Ph.D.,
laboratot synlab genetics). Tuto skute¢nost potvrzuji i dalsi autofi (Strehl et al.

2006).

U pacienta 3 jsme zde popsanym postupem identifikovali chromozomovy
zlom v oblasti genu pro CDK6 (cyclin-dependent kinase 6). Gen CDKG6 je
lokalizovan na chromozomu 7 (oblast 7921) a u nékterych typt kanceroz byva
pozorovana jeho zvySena exprese, ktera je asociovana s chromozomovymi
piestavbami oblasti 721 (Douet-Guilbert et al. 2014). CDK6 patii do rodiny
serin/threonin proteinovych kinaz, které maji dilezitou roli v fizeni buné¢ného
cyklu. Konkrétné CDKG® je dulezita pro fizeni postupu G1 fazi, a také fidi pfechod
z G1 faze do S faze bunééného cyklu. Po aktivaci D cyklinem fosforyluje kinaza
CDKG6 (spole¢né¢ s CDK4) protein RB1, ¢imz jej inaktivuje a dochazi tak
K uvolnéni transkripéniho faktoru E2F z vazby na RB1 protein. E2F se vaze na
DNA, méni expresi cilovych geni, Vv dusledku ¢ehoz bunka vstupuje do S faze
buné¢ného cyklu (Sherr 2000). Aberaci genu CDK6 muze dojit ke ztraté kontroly
nad fyziologickym pribéhem bunééného cyklu, coz mize vést ke vzniku malignit.
Bylo prokazano, Ze deregulace kindzy CDK6 vede uhematopoetickych

onemocnéni ke stimulaci angiogeneze (Kollmann et al. 2013).

U pacientti 4 a 5 byla pomoci FISH s lokus-specifickou sondou nalezena
prestavba genu MECOM. Tento gen je lokalizovan na chromozomu 3q26 a jeho
pfestavby pozorujeme az u 5 % pacientd s myeloidnimi malignitami. Bylo
popsano nékolik partnerti genu EVI1 — napt. CDK6 (7921), TRB (7934), ETV6
(12p13) a RUNX1 (21922) (Haferlach et al. 2012a, Lugthart et al. 2010).
Vyznamna je také Casta aberantni exprese genu EVI1, ktera vznika zejména jako
disledek chromozomovych prestaveb, a ktera je u pacienti s AML spojena se
Spatnou progndézou (Lugthart et al. 2010). Deregulovana exprese genu EVI1,
ptipadné dalSich genli zahrnutych v fizeni bunécéné proliferace a diferenciace
(napf. BAALC, WT1...), mize byt vyuzita jako alternativni cil pro sledovani MRN
(Weber et al. 2014; Weisser et al. 2007; Cilloni et al. 2009). Nicméng¢, senzitivita
analyz zaloZenych na sledovani genové exprese vzdy zdvisi na hladin¢ exprese

pfi zachytu onemocnéni. Proto jsou tyto analyzy vhodné jen pro pacienty
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s vysokou hladinou exprese a i u téchto pfipadi obvykle nedosahuji dostate¢né
citlivosti nutné pro sledovani MRN (tzn. alespoit 10™). Z tohoto divodu je vzdy
preferovan specificky test zalozeny na sledovani fuznich transkripti a/nebo
genovych mutaci pomoci PCR. Mikrodisekci aberovanych chromozomu bylo
mozné u pacienta 4 a 5 identifikovat nukleotidovou sekvenci chromozomovych
zloml a pomoci PCR senzitivné sledovat MRN.

U pacienta 4 jsme pomoci cytogenetickych technik nalezli reciprokou
translokaci t(3;10)(q26;921). Dle internetovych databazi (Atlas of Genetics and
Cytogenetics in Oncology and Hematology - http://atlasgeneticsoncology.org;
Mitelman  Database of Chromosome  Aberrations in  Cancer -
http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman; stav klednu 2015) byla tato
translokace popsana jen u jednoho pacienta s AML (Lugthart et al. 2010).
Podobné u pacienta 5 jsme identifikovali reciprokou translokaci t(3;6)(q26;925),
kterd byla dosud popsana jen udvou pacientt s AML (Sinclair et al. 2005;
Schmidt-Hieber et al. 2010). V uvedenych publikacich ale nebyli objasnéni fizni
partnefi téchto translokaci. Zde prezentovanym pfistupem jsme nejen
identifikovali specifické markery pro sledovani MRN, ale také jsme popsali dosud
nepublikované fazni partnery genu MECOM — u pacienta 4 C100rf107 v oblasti
10921 a u pacienta 5 LOC101928923 na chromozomu 6q25.

Moznou limitaci zde popsané metody k identifikaci novych molekularnich
markerti je nedostupnost referencni sekvence (verze sestaveni Genome Reference
Consortium Human Build 38) v misté pfechodu jednotlivych kontigh nékterych
chromozom{l, zejména  pak v repetitivnich oblastech centromer
a V heterochromatinovych oblastech. To byl pfipad pacienta 6, u kterého jsme
identifikovali intersticialni deleci dlouhého ramene chromozomu 9 -
del(9)(q12g22). Misto zlomu v oblasti 922 bylo domapovano, ale zlom
V heterochromatinové oblasti 9912, kterd neni pokryta referencnimi sekvencemi,
nebylo mozno pomoci naseho ptistupu urcit.

Dal§i moznou limitaci jsou molekularné komplikované aberace, napf.
kryptické inzerce nebo nékteré komplexni prestavby. Komplexni karyotyp jsme
nalezli u pacienta 7, u kterého jsme identifikovali dva derivované chromozomy —
der(2) a der(5) — Obrazek 4.25. Pro mikrodisekci jsme zvolili derivovany

chromozom 5 (oblast zlomu mezi chromozomy 5 a 6), protoze byl tvofen
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materidlem pouze ze tii chromozomt - 5, 6 a 2. Na rozdil od der(2), ktery byl dle
6, 11p a 11g. Analyzou dat ziskanych sekvenaci disekovanych fragmentd der(5)
byla nalezena Cteni nejen z chromozomid 5 a 6, ale také zchromozomu 4.
Pravdépodobné tedy doSlo ke kryptické inzerci materialu chromozomu 4 na
der(5), ktera neumoznovala uréit zlomové misto a navrhnout test pro real-time
PCR.

Stabilita noveé identifikovaného molekularniho markeru v prabéhu
onemocnéni také limituje vyuziti klonalné specifickych testu. Z tohoto hlediska
volime pro mikrodisekci takovou chromozomovou aberaci, ktera je, v pripadé
pfitomnosti vice klon v karyotypu pacienta, zastoupena Vv kazdém klonu.
V ptipad€ identifikace nékolika chromozomovych zmén disekujeme vSechny
vhodné aberace (viz der(4) a der(11) u pacienta 1), ¢imz je zaji§téno monitorovani
MRN pomoci n¢kolika nezavislych cilt. U kazdého pacienta miize byt stabilita
markeru (a to i jiz zavedeného a rutinné vyuzivaného) ovlivnéna klonalni evoluci.
Z tohoto divodu je vzdy nutna korelace takto ziskanych vysledkd s dalSimi
klinickymi, biochemickymi a hematologickymi parametry, pritokovou cytometrii

a cytogenetickou analyzou.

Pomoci nové navrzeného piistupu k identifikaci molekularnich markert
bylo umozZnéno senzitivné (10“-10®°) monitorovat MRN u pacientd 1-5.
U pacientii 1 a 2 byla navic timto zpltisobem zvySena senzitivita PCR testi
k detekci fuzi KMT2A-AFF1 (MLL-AF4), resp. KMT2A-MLLT10 (MLL-AF10).
U pacienti 1, 3 - 5 jsme identifikovali dosud nepublikované unikatni markery,
které umoznily senzitivné sledovat MRN. Navic jsme u pacientti 4 a 5 popsali dva
nové fzni partnery genu MECOM (C100rf107 a LOC101928923).
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6 Zavér

Ptedlozena prace popisuje zcela unikatni zplisob identifikace molekularniho
markeru pro sledovani MRN u pacientli s AL. Jedna se o laboratorni pfistup ,,Sity
na miru“ nemocnych s AL, ktery napliiuje naSi predstavu o personalizované
medicing.

Zde popsany piistup kombinuje metody cytogenetiky, molekularni
cytogenetiky a molekularni biologie a umoziuje identifikovat nukleotidovou
sekvenci zlomt derivovanych chromozomu. V pifipadé, Ze u nemocného
nenalezneme vhodny marker pro kvantifikaci MRN, mame k dispozici precizni
postup, ktery umozni dosud nepopsanou chromozomovou aberaci vyuZzit
k vytvoteni specifického PCR testu pro sledovani Gspésnosti 1é¢by pacienta.

V optimalnim pfipadé¢ je PCR test na podkladé¢ unikdtniho klonalné
specifického znaku leukemické populace ptfipraven jiz za 6 tydnl od stanoveni
diagndzy, coz je zcela v souladu s potfebami rutinniho diagnostického procesu
U pacientd s AL, kdy prvni vzorky ke sledovdni MRN dostava laboratof po

doznéni indukéni terapie, coZ je piiblizné 1 mésic od zachytu onemocnéni.

75



10.

Citovana literatura

Abdelhamid E, Preudhomme C, Helevaut N, Nibourel O, Gardin C,
Rousselot P, Castaigne S, Gruson B, Berthon C, Soua Z, Renneville A.
Minimal residual disease monitoring based on FLT3 internal tandem
duplication in adult acute myeloid leukemia. Leuk Res. 2012; 36(3):316-23.

Abdul-Hamid G. (2011). Classification of Acute Leukemia, Acute
Leukemia - The Scientist's Perspective and Challenge, Prof. Mariastefania
Antica (Ed.), ISBN: 978-953-307-553-2, InTech, DOI: 10.5772/19848.
Available from: http://www.intechopen.com/books/acute-leukemia-the-
scientist-s-perspective-and-challenge/classification-of-acute-leukemia

Adam Z, Krej¢i M, Vorlicek J a kolektiv (2008): Hematologie (2. doplnéné
a zcela prepracované vydani). Grada. ISBN: 978-80-247-2502-4

Al-Mawali A, Gillis D, Hissaria P, Lewis I. Incidence, sensitivity, and
specificity of leukemia-associated phenotypes in acute myeloid leukemia
using specific five-color multiparameter flow cytometry. Am J Clin Pathol.
2008;129(6):934-45.

Aplan PD. Chromosomal translocations involving the MLL gene: molecular
mechanisms. DNA Repair. 2006;5(9-10):1265-1272.

Arai S, Yoshimi A, Shimabe M, Ichikawa M, Nakagawa M, Imai Y,
Goyama S,Kurokawa M. Evi-1 is a transcriptional target of mixed-lineage
leukemia  oncoproteins in  hematopoietic  stem  cells.  Blood.
2011;117(23):6304-14.

Asou N. The role of a Runt domain transcription factor AML1/RUNX1 in
leukemogenesis and its clinical implications. Crit Rev Oncol Hematol.
2003;45(2):129-50.

Avvisati G, Lo-Coco F, Paoloni FP, Petti MC, Diverio D, Vignetti M,
Latagliata R, Specchia G, Baccarani M, Di Bona E, Fioritoni G, Marmont F,
Rambaldi A, Di Raimondo F, Kropp MG, Pizzolo G, Pogliani EM, Rossi G,
Cantore N, Nobile F, Gabbas A, Ferrara F, Fazi P, Amadori S, Mandelli F;
GIMEMA, AIEOP, and EORTC Cooperative Groups. AIDA 0493 protocol
for newly diagnosed acute promyelocytic leukemia: very long-term results
and role of maintenance. Blood. 2011;117(18):4716-25.

Bacher U, Schnittger S, Haferlach C, Haferlach T. Molecular diagnostics in
acute leukemias. Clin Chem Lab Med. 2009;47(11):1333-41.

Baer MR, Stewart CC, Dodge RK, Leget G, Sulé N, Mrézek K, Schiffer
CA, Powell BL, Kolitz JE, Moore JO, Stone RM, Davey FR, Carroll AJ,
Larson RA, Bloomfield CD. High frequency of immunophenotype changes
in acute myeloid leukemia at relapse: implications for residual disease

76



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

detection (Cancer and Leukemia Group BStudy 8361). Blood.
2001;97(11):3574-80.

Baldus CD, Mrézek K, Marcucci G, Bloomfield CD. Clinical outcome of de
novo acute myeloid leukaemia patients with normal cytogenetics is affected
by molecular genetic alterations: a concise review. Br J Haematol.
2007;137(5):387-400.

Baldus CD, Tanner SM, Ruppert AS, Whitman SP, Archer KJ, Marcucci G,
Caligiuri MA, Carroll AJ, Vardiman JW, Powell BL, Allen SL, Moore JO,
Larson RA, Kolitz JE, de la Chapelle A, Bloomfield CD. BAALC
expression predicts clinical outcome of de novo acute myeloid leukemia
patients with normal cytogenetics: a Cancer and Leukemia Group B Study.
Blood. 2003 Sep 1;102(5):1613-8.

Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani S, Erpelinck C, van Putten
WL, Valk PJ, van der Poel-van de Luytgaarde S, Hack R, Slater R, Smit
EM, Beverloo HB, Verhoef G, Verdonck LF, Ossenkoppele GJ, Sonneveld
P, de Greef GE, Lowenberg B, Delwel R. High EVII expression predicts
poor survival in acute myeloid leukemia: a study of 319 de novo AML
patients. Blood. 2003;101(3):837-845.

Bassan R, Hoelzer D. Modern therapy of acute lymphoblastic leukemia. J
Clin Oncol. 2011;29(5):532-543.

Ben-Ami O, Friedman D, Leshkowitz D, Goldenberg D, Orlovsky K,
Pencovich N, Lotem J, Tanay A, Groner Y. Addiction of t(8;21) and inv(16)
acute myeloid leukemia to native RUNX1. Cell Rep. 2013;4(6):1131-43.

Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DA, Gralnick HR,
Sultan C. Proposals for the classification of the acute leukaemias. French-
American-British  (FAB) co-operative group. Br J Haematol.
1976;33(4):451-8.

Bickmore WA. Karyotype analysis and chromosome banding. 2001; eLS.
disease in acute myeloid leukemia. Cancer 2008;112: 4-16.

Briiggemann M, Raff T, Flohr T, Gokbuget N, Nakao M, Droese J, Liischen
S, Pott C, Ritgen M, Scheuring U, Horst HA, Thiel E, Hoelzer D, Bartram
CR, Kneba M; German Multicenter Study Group for Adult Acute
Lymphoblastic Leukemia. Clinical significance of minimal residual disease
quantification in adult patients with standard-risk acute lymphoblastic
leukemia. Blood. 2006;107(3):1116-23.

Briiggemann M, Raff T, Kneba M. Has MRD monitoring superseded other
prognostic factors in adult ALL? Blood. 2012;120(23):4470-81.

Buccisano F, Maurillo L, Del Principe MI, Del Poeta G, Sconocchia G, Lo-
Coco F, Arcese W, Amadori S, Venditti A. Prognostic and therapeutic

77



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

implications of minimal residual disease detection in acute myeloid
leukemia. Blood. 2012;119(2):332-41.

Candoni A, Toffoletti E, Gallina R, Simeone E, Chiozzotto M, Volpetti S,
Fanin R. Monitoring of minimal residual disease by quantitative WT1 gene
expression following reduced intensity conditioning allogeneic stem cell
transplantation in acute myeloid leukemia. Clin Transplant.
2011;25(2):308-16.

Caligiuri MA, Strout MP, Lawrence D, Arthur DC, Baer MR, Yu F,
Knuutila S, Mrozek K, Oberkircher AR, Marcucci G, de la Chapelle A,
Elonen E, Block AW, Rao PN, Herzig GP, Powell BL, Ruutu T, Schiffer
CA, Bloomfield CD. Rearrangement of ALL1 (MLL) in acute myeloid
leukemia with normal cytogenetics. Cancer Res. 1998; 58(1):55-9.

Campana D. Minimal residual disease studies in acute leukemia. Am J Clin
Pathol. 2004;122 Suppl:S47-57.

Campana D. Minimal residual disease in acute lymphoblastic leukemia.
Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2010;2010:7-12.

Chen W, Kalscheuer V, Tzschach A, Menzel C, Ullmann R, Schulz MH,
Erdogan F, Li N, Kijas Z, Arkesteijn G, Pajares IL, Goetz-Sothmann M,
Heinrich U, Rost I, Dufke A, Grasshoff U, Glaeser B, Vingron M, Ropers
HH. Mapping translocation breakpoints by next-generation sequencing.
Genome Res. 2008;18(7):1143-9.

Chen W, Ullmann R, Langnick C, Menzel C, Wotschofsky Z, Hu H, Déring
A, Hu Y, Kang H, Tzschach A, Hoeltzenbein M, Neitzel H, Markus S,
Wiedersberg E, Kistner G, van Ravenswaaij-Arts CM, Kleefstra T,
Kalscheuer VM, Ropers HH. Breakpoint analysis of balanced chromosome
rearrangements by next-generation paired-end sequencing. Eur J Hum
Genet. 2010;18(5):539-43.

Chiaretti S, Gianfelici V, Ceglie G, Foa R. Genomic Characterization of
Acute Leukemias. Med Princ Pract. 2014;23(6):1-20.

Cilloni D, Renneville A, Hermitte F, Hills RK, Daly S, Jovanovic JV,
Gottardi E, Fava M, Schnittger S, Weiss T, 1zzo B, Nomdedeu J, van der
Heijden A, van der Reijden BA, Jansen JH, van der Velden VH, Ommen H,
Preudhomme C, Saglio G, Grimwade D. Real-time quantitative polymerase
chain reaction detection of minimal residual disease by standardized WT1
assay to enhance risk stratification in acute myeloid leukemia: a European
LeukemiaNet study. J Clin Oncol. 2009;27(31):5195-201.

de Thé H, Chomienne C, Lanotte M, Degos L, Dejean A. The t(15;17)
translocation of acute promyelocytic leukaemia fuses the retinoic acid
receptor alpha gene to a novel transcribed locus. Nature.
1990;347(6293):558-61.

78



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Douet-Guilbert N, Tous C, Le Flahec G, Bovo C, Le Bris MJ, Basinko A,
Morel F, De Braekeleer M. Translocation t(2;7)(p11;921) associated with
the CDKG6/IGK rearrangement is a rare but recurrent abnormality in B-cell
lymphoproliferative malignancies. Cancer Genet. 2014;207(3):83-6.

Dohner H, Estey EH, Amadori S, Appelbaum FR, Biichner T, Burnett AK,
Dombret H,Fenaux P, Grimwade D, Larson RA, Lo-Coco F, Naoe T,
Niederwieser D, Ossenkoppele GJ, Sanz MA, Sierra J, Tallman MS,
Lowenberg B, Bloomfield CD; European LeukemiaNet. Diagnosis and
management of acute myeloid leukemia in adults: recommendations from an
international expert panel, on behalf of the European LeukemiaNet. Blood.
2010;115(3):453-74.

Doéhner K, Tobis K, Ulrich R, Frohling S, Benner A, Schlenk RF, Déhner
H. Prognostic significance of partial tandem duplications of the MLL gene
in adult patients 16 to 60 years old with acute myeloid leukemia and normal
cytogenetics: a study of the Acute Myeloid Leukemia Study Group Ulm. J
Clin Oncol. 2002;20(15):3254-61.

Doéhner K, Dohner H. Molecular characterization of acute myeloid
leukemia. Haematologica. 2008;93(7):976-82.

Engelen JJ, Albrechts JC, Hamers GJ, Geraedts JP. A simple and efficient
method for microdissection and microFISH. J Med Genet. 1998;35(4):265-
8.

Faderl S, O'Brien S, Pui CH, Stock W, Wetzler M, Hoelzer D, Kantarjian
HM. Adult acute lymphoblastic leukemia: concepts and strategies. Cancer.
2010;116(5):1165-76.

Faderl S, Jeha S, Kantarjian HM. The biology and therapy of adult acute
lymphoblastic leukemia. Cancer. 2003;98(7):1337-54.

Falini B, Mecucci C, Tiacci E, Alcalay M, Rosati R, Pasqualucci L, La
Starza R, Diverio D, Colombo E, Santucci A, Bigerna B, Pacini R,
Pucciarini A, Liso A, Vignetti M, Fazi P, Meani N, Pettirossi V, Saglio G,
Mandelli F, Lo-Coco F, Pelicci PG, Martelli MF; GIMEMA Acute
Leukemia Working Party. Cytoplasmic nucleophosmin in acute
myelogenous leukemia with a normal karyotype. N Engl J Med.
2005;352(3):254-66.

Gale RE, Green C, Allen C, Mead AJ, Burnett AK, Hills RK, Linch DC;
Medical Research Council Adult Leukaemia Working Party. The impact of
FLT3 internal tandem duplication mutant level, number, size, and
interaction with NPM1 mutations in a large cohort of young adult patients
with acute myeloid leukemia. Blood. 2008;111(5):2776-84.

Garand R, Beldjord K, Cavé H, Fossat C, Arnoux I, Asnafi V, Bertrand Y,

Boulland ML, Brouzes C, Clappier E, Delabesse E, Fest T, Garnache-Ottou
F, Huguet F, Jacob MC, Kuhlein E, Marty-Grés S, Plesa A, Robillard N,

79



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Roussel M, Tkaczuk J, Dombret H, Macintyre E, Ifrah N, Béné MC,
Baruchel A. Flow cytometry and IG/TCR quantitative PCR for minimal
residual disease quantitation in acute lymphoblastic leukemia: a French
multicenter prospective study on behalf of the FRALLE, EORTC and
GRAALL. Leukemia. 2013;27(2):370-6.

Ghanem H, Tank N, Tabbara IA. Prognostic implications of genetic
aberrations in acute myelogenous leukemia with normal cytogenetics. Am J
Hematol. 2012;87(1):69-77.

Gleissner B, Rieder H, Thiel E, Fonatsch C, Janssen LA, Heinze B, Janssen
JW, Schoch C, Goekbuget N, Maurer J, Hoelzer D, Bartram CR.
Prospective BCR-ABL analysis by polymerase chain reaction (RT-PCR) in
adult acute B-lineagelymphoblastic leukemia: reliability of RT-nested-PCR
and comparison to cytogenetic data. Leukemia. 2001;15(12):1834-40.

Graubert TA, Mardis ER. Genomics of acute myeloid leukemia. Cancer J.
2011;17(6):487-91.

Gray JX, McMillen L, Mollee P, Paul S, Lane S, Bird R, Gill D, Saal R,
Marlton P. WT1 expression as a marker of minimal residual disease predicts
outcome in acute myeloid leukemia when measured post-consolidation.
Leuk Res. 2012;36(4):453-8.

Gregory TK, Wald D, Chen Y, Vermaat JM, Xiong Y, Tse W. Molecular
prognostic markers for adult acute myeloid leukemia with normal
cytogenetics. J Hematol Oncol. 2009;2:23.

Grimwade D, Biondi A, Mozziconacci MJ, Hagemeijer A, Berger R, Neat
M, Howe K,Dastugue N, Jansen J, Radford-Weiss I, Lo Coco F, Lessard M,
Hernandez JM,Delabesse E, Head D, Liso V, Sainty D, Flandrin G,
Solomon E, Birg F,Lafage-Pochitaloff M. Characterization of acute
promyelocytic leukemia caseslacking the classic t(15;17): results of the
European Working Party. Groupe Francais de Cytogénétique
Hématologique, Groupe de Francais d'Hematologie Cellulaire, UK Cancer
Cytogenetics Group and BIOMED 1 European Community-Concerted
Action  "Molecular  Cytogenetic ~ Diagnosis in  Haematological
Malignancies". Blood. 2000;96(4):1297-308.

Grimwade D, Hills RK, Moorman AV, Walker H, Chatters S, Goldstone
AH, Wheatley K, Harrison CJ, Burnett AK; National Cancer Research
Institute Adult Leukaemia Working Group. Refinement of cytogenetic
classification in acute myeloid leukemia: determination of prognostic
significance of rare recurring chromosomal abnormalities among 5876
younger adult patients treated in the United Kingdom Medical Research
Council trials. Blood. 2010b;116(3):354-65.

Grimwade D, Jovanovic JV, Hills RK, Nugent EA, Patel Y, Flora R,

Diverio D, Jones K, Aslett H, Batson E, Rennie K, Angell R, Clark RE,
Solomon E, Lo-Coco F, Wheatley K, Burnett AK. Prospective minimal

80



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

residual disease monitoring to predict relapse of acute promyelocytic
leukemia and to direct pre-emptive arsenic trioxide therapy. J Clin Oncol.
2009;27(22):3650-8.

Grimwade D, Vyas P, Freeman S. Assessment of minimal residual disease
in acute myeloid leukemia. Curr Opin Oncol, 2010a; 22(6):656-63.

Grossmann V, Hockner M, Karmous-Benailly H, Liang D, Puttinger R,
Quadrelli R, Rothlisberger B, Huber A, Wu L, Spreiz A, Fauth C, Erdel M,
Zschocke J, Utermann G, Kotzot D. Parental origin of apparently balanced
de novo complex chromosomal rearrangements investigated by
microdissection, whole genome amplification, and microsatellite-mediated
haplotype analysis. Clin Genet. 2010;78(6):548-53.

Grossmann V, Tiacci E, Holmes AB, Kohlmann A, Martelli MP, Kern W,
Spanhol-Rosseto A, Klein HU, Dugas M, Schindela S, Trifonov V,
Schnittger S, Haferlach C, Bassan R, Wells VA, Spinelli O, Chan J, Rossi
R, Baldoni S, De Carolis L, Goetze K, Serve H, Peceny R, Kreuzer KA,
Oruzio D, Specchia G, Di Raimondo F, Fabbiano F, Shorgia M, Liso A,
Farinelli L, Rambaldi A, Pasqualucci L, Rabadan R, Haferlach T, Falini B.
Whole-exome sequencing identifies somatic mutations of BCOR in acute
myeloid leukemia with normal karyotype. Blood. 2011;118(23):6153-63.

Gué M, Sun J-S, Boudier T. Simultaneous localization of MLL, AF4 and
ENL genes in interphase nuclei by 3D-FISH: MLL translocation revisited.
BMC Cancer. 2006; 6:20.

Gutterman JU, Mavligit G, Burgess MA, McCredie KB, Hunter C, Freireich
EJ,Hersh EM. Immunodiagnosis of acute leukemia: detection of residual
disease. J Natl Cancer Inst. 1974;53(2):389-92.

Haber DA, Buckler AJ, Glaser T, Call KM, Pelletier J, Sohn RL, Douglass
EC, Housman DE. An internal deletion within an 11p13 zinc finger gene
contributes to the development of Wilms' tumor. Cell. 1990;61(7):1257-69.

Haferlach C, Bacher U, Grossmann V, Schindela S, Zenger M, Kohlmann
A, Kern W, Haferlach T, Schnittger S. Three novel cytogenetically cryptic
EVI1 rearrangements associated with increased EVI1 expression and poor
prognosis identified in 27 acute myeloid leukemia cases. Genes
Chromosomes Cancer. 2012a;51(12):1079-85.

Haferlach C, Kern W, Schindela S, Kohlmann A, Alpermann T, Schnittger
S, Haferlach T. Gene expression of BAALC, CDKN1B, ERG, and MN1
adds independent prognostic information to cytogenetics and molecular
mutations in adult acute myeloid leukemia. Genes, chromosomes Cancer.
2012b;51(3):257-65.

Haferlach T, Schoch C, Loffler H, Gassmann W, Kern W, Schnittger S,

Fonatsch C, Ludwig WD, Wuchter C, Schlegelberger B, Staib P, Reichle A,
Kubica U, Eimermacher H, Balleisen L, Griineisen A, Haase D, Aul C,

81



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Karow J, Lengfelder E, Wormann B, Heinecke A, Sauerland MC, Biichner
T, Hiddemann W. Morphologic dysplasia in de novo acute myeloid
leukemia (AML) is related to unfavorable cytogenetics but has no
independent prognostic relevance under the conditions of intensive
induction therapy: results of a multiparameter analysis from the German
AML Cooperative Group studies. J Clin Oncol. 2003;21(2):256-265.

Heuser M, Berg T, Kuchenbauer F, Lai CK, Park G, Fung S, Lin G, Leung
M, Krauter J, Ganser A, Humphries RK. Functional role of BAALC in
leukemogenesis. Leukemia. 2012;26(3):532-6.

Hokland P, Ommen HB. Towards individualized follow-up in adult acute
myeloid leukemia in remission. Blood. 2011;117(9):2577-84.

Hourigan CS, Karp JE. Minimal residual disease in acute myeloid
leukaemia. Nat Rev Clin Oncol. 2013;10(8):460-71.

Chowdhury T, Brady HJ. Insights from clinical studies into the role of the
MLL gene in infant and childhood leukemia. Blood Cells Mol Dis. 2008;
40(2):192-199.

Jaffe ES. The 2008 WHO classification of lymphomas: implications for
clinical practice and translational research. Hematology Am Soc Hematol
Educ Program. 2009:523-31.

Jones CH, Pepper C, Baird DM. Telomere dysfunction and its role in
haematological cancer. Br J Haematol. 2012;156(5):573-87.

Jorgensen JL, Chen SS. Monitoring of minimal residual disease in acute
myeloid leukemia: methods and best applications. Clin Lymphoma
Myeloma Leuk. 2011; 11 Suppl 1:549-53.

Jourdan E, Boissel N, Chevret S, Delabesse E, Renneville A, Cornillet P,
Blanchet O, Cayuela JM, Recher C, Raffoux E, Delaunay J, Pigneux A,
Bulabois CE, Berthon C, Pautas C, Vey N, Lioure B, Thomas X, Luquet I,
Terré¢ C, Guardiola P, Béné MC, Preudhomme C, Ifrah N, Dombret H;
French AML Intergroup. Prospective evaluation of gene mutations and
minimal residual disease in patients with core binding factor acute myeloid
leukemia. Blood. 2013;121(12):2213-23.

Kato T, Hangaishi A, Ichikawa M, Motokura T, Takahashi T, Kurokawa M.
A new three-way variant t(15;22;17)(q22;q11.2;921) in acute promyelocytic
leukemia. Int J Hematol. 2009;89(2):204-8.

Kern W, Bacher U, Haferlach C, Schnittger S, Haferlach T. The role of
multiparameter flow cytometry for disease monitoring in AML. Best Pract
Res Clin Haematol. 2010;23(3):379-390.

Kern W, Haferlach C, Haferlach T, Schnittger S. Monitoring of minimal
residual disease in acute myeloid leukemia. Cancer. 2008;112(1):4-16.

82



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Kern W, Schoch C, Haferlach T, Schnittger S. Monitoring of minimal
residual disease in acute myeloid leukemia. Crit Rev Oncol Hematol.
2005;56(2):283-3009.

Klaus M, Schnittger S, Haferlach T, Dreyling M, Hiddemann W, Schoch C.
Cytogenetics, fluorescence in situ hybridization, and reverse transcriptase
polymerase chain reaction are necessary to clarify the various mechanisms
leading to an MLL-AF10 fusion in acute myelocytic leukemia with 10;11
rearrangement. Cancer Genet Cytogenet. 2003;144(1):36-43.

Kollmann K, Heller G, Schneckenleithner C, Warsch W, Scheicher R, Ott
RG, Schifer M, Fajmann S, Schlederer M, Schiefer AI, Reichart U,
Mayerhofer M,Hoeller C, Zochbauer-Miiller S, Kerjaschki D, Bock C,
Kenner L, Hoefler G,Freissmuth M, Green AR, Moriggl R, Busslinger M,
Malumbres M, Sexl V. A kinase-independent function of CDK®6 links the
cell cycle to tumor angiogenesis. Cancer Cell. 2013;24(2):167-81.

Koschmieder S, Halmos B, Levantini E, Tenen DG. Dysregulation of the
C/EBPalpha differentiation pathway in human cancer. J Clin Oncol.
2009;27(4):619-28.

Kowarz E, Burmeister T, Lo Nigro L, Jansen MW, Delabesse E, Klingebiel
T, Dingermann T, Meyer C, Marschalek R. Complex MLL rearrangements
in t(4;11) leukemia patients with absent AF4.MLL fusion allele. Leukemia.
2007;21(6):1232-8.

Krivtsov, AV, Armstrong, SA. MLL translocations, histone modifications
and leukaemia stem-cell development. Nature Rev. Cancer. 2007;7(11):823-
833.

Langabeer SE, Rogers JR, Harrison G, Wheatley K, Walker H, Bain BJ,
Burnett AK, Goldstone AH, Linch DC, Grimwade D; MRC Adult
Leukaemia Working Party. EVI1 expression in acute myeloid leukaemia. Br
J Haematol. 2001;112(1):208-11.

Langerak AW, Groenen PJ, Briiggemann M, Beldjord K, Bellan C, Bonello
L, Boone E, Carter GI, Catherwood M, Davi F, Delfau-Larue MH, Diss T,
Evans PA, Gameiro P, Garcia Sanz R, Gonzalez D, Grand D, Hakansson A,
Hummel M, Liu H, Lombardia L, Macintyre EA, Milner BJ, Montes-
Moreno S, Schuuring E, Spaargaren M, Hodges E, van Dongen JJ.
EuroClonality/BIOMED-2 guidelines for interpretation and reporting of
Ig/TCR clonality testing in suspected lymphoproliferations. Leukemia.
2012;26(10):2159-71.

Ley TJ, Ding L, Walter MJ, McLellan MD, Lamprecht T, Larson DE,
Kandoth C, Payton JE, Baty J, Welch J, Harris CC, Lichti CF, Townsend
RR, Fulton RS, Dooling DJ, Koboldt DC, Schmidt H, Zhang Q, Osborne
JR, Lin L, O'Laughlin M, McMichael JF, Delehaunty KD, McGrath SD,
Fulton LA, Magrini VJ, Vickery TL, Hundal J, Cook LL, Conyers JJ, Swift

83



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

GW, Reed JP, Alldredge PA, Wylie T, Walker J, Kalicki J, Watson MA,
Heath S, Shannon WD, Varghese N, Nagarajan R, Westervelt P, Tomasson
MH, Link DC, Graubert TA, DiPersio JF, Mardis ER, Wilson RK.
DNMT3A mutations in acute myeloid leukemia. N Engl J Med.
2010;363(25):2424-33.

Ley TJ, Mardis ER, Ding L, Fulton B, McLellan MD, Chen K, Dooling D,
Dunford-Shore BH, McGrath S, Hickenbotham M, Cook L, Abbott R,
Larson DE, Koboldt DC, Pohl C, Smith S, Hawkins A, Abbott S, Locke D,
Hillier LW, Miner T, Fulton L,Magrini V, Wylie T, Glasscock J, Conyers J,
Sander N, Shi X, Osborne JR, Minx P, Gordon D, Chinwalla A, Zhao Y,
Ries RE, Payton JE, Westervelt P, Tomasson MH, Watson M, Baty J,
Ivanovich J, Heath S, Shannon WD, Nagarajan R, Walter MJ, Link DC,
Graubert TA, DiPersio JF, Wilson RK. DNA sequencing of a
cytogenetically normal acute myeloid leukaemia genome. Nature.
2008;456(7218):66-72.

Lugthart S, Groschel S, Beverloo HB, Kayser S, Valk PJ, van Zelderen-
Bhola SL, Jan Ossenkoppele G, Vellenga E, van den Berg-de Ruiter E,
Schanz U, Verhoef G, Vandenberghe P, Ferrant A, Koéhne CH,
Pfreundschuh M, Horst HA, Koller E, von Lilienfeld-Toal M, Bentz M,
Ganser A, Schlegelberger B, Jotterand M, Krauter J, Pabst T, Theobald M,
Schlenk RF, Delwel R, Dohner K, Lowenberg B, Dohner H. Clinical,
molecular, and prognostic significance of WHO type inv(3)(q21926.2)/
t(3;3)(921;926.2) and various other 3q abnormalities in acute myeloid
leukemia. J Clin Oncol. 2010;28(24):3890-8.

Lutterbach B, Hiebert SW. Role of the transcription factor AML-1 in acute
leukemia and hematopoietic differentiation. Gene. 2000;245(2):223-35.

Macedo A, san Miguel JF, Vidriales MB, et al. Phenotypic changes in acute
myeloid leukaemia: implication in the detection of minimal residual disease.
J Clin Pathol. 1996;49(1):15-18.

Marcucci G, Haferlach T, Dohner H. Molecular genetics of adult acute
myeloid leukemia: prognostic and therapeutic implications. J Clin Oncol.
2011;29(5):475-86.

Marcucci G, Maharry K, Wu YZ, Radmacher MD, Mrézek K, Margeson D,
Holland KB, Whitman SP, Becker H, Schwind S, Metzeler KH, Powell BL,
Carter TH, Kolitz JE, Wetzler M, Carroll AJ, Baer MR, Caligiuri MA,
Larson RA, Bloomfield CD. IDH1 and IDH2 gene mutations identify novel
molecular subsets within de novo cytogenetically normal acute myeloid
leukemia: a Cancer and Leukemia Group B study. J Clin Oncol.
2010;28(14):2348-55.

Marcucci G, Mrozek K, Ruppert AS, Archer KJ, Pettenati MJ, Heerema
NA, Carroll AJ, Koduru PR, Kaolitz JE, Sterling LJ, Edwards CG, Anastasi
J, Larson RA, Bloomfield CD. Abnormal cytogenetics at date of
morphologic complete remission predicts short overall and disease-free

84



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

survival, and higher relapse rate in adult acute myeloid leukemia: results
from cancer and leukemia group B study 8461. J Clin Oncol.
2004;22(12):2410-2418.

Marks DI, Moorman AV, Chilton L, Paietta E, Enshaie A, DeWald G,
Harrison CJ, Fielding AK, Foroni L, Goldstone AH, Litzow MR, Luger SM,
McMillan AK, Racevskis J, Rowe JM, Tallman MS, Wiernik P, Lazarus
HM. The clinical characteristics, therapy and outcome of 85 adults with
acute  lymphoblastic  leukemia and  t(4;11)(921;923)/MLL-AFF1
prospectively treated in the UKALLXII/ECOG2993 trial. Haematologica.
2013;98(6):945-52.

Marchesi F, Annibali O, Cerchiara E, Tirindelli MC, Avvisati G.
Cytogenetic abnormalities in adult non-promyelocytic acute myeloid
leukemia: a concise review. Crit Rev Oncol Hematol. 2011;80(3):331-46.

Marschalek R. Mechanisms of leukemogenesis by MLL fusion proteins. Br
J Haematol. 2011;152(2):141-54.

Martens JHA, Stunnenberg HG: The molecular signature of oncofusion
proteins in acute myeloid leukemia. FEBS Lett 2010; 584(12):2662-26609.

Matsuda K, Hidaka E, Ishida F, Yamauchi K, Makishima H, Ito T, Suzuki
T,Imagawa E, Sano K, Katsuyama T, Ota H. A case of acute myelogenous
leukemia with MLL-AF10 fusion caused by insertion of 5' MLL into 10p12,
with concurrent 3' MLL deletion. Cancer Genet Cytogenet. 2006;171(1):24-
30.

Meshinchi S, Appelbaum FR. Structural and functional alterations of FLT3
in acute myeloid leukemia. Clin Cancer Res. 2009;15(13):4263-9.

Meyer C, Hofmann J, Burmeister T, Groger D, Park TS, Emerenciano M,
Pombo de Oliveira M, Renneville A, Villarese P, Macintyre E, Cavé H,
Clappier E, Mass-Malo K, Zuna J, Trka J, De Braekeleer E, De Braekeleer
M, Oh SH, Tsaur G, Fechina L, van der Velden VH, van Dongen JJ,
Delabesse E, Binato R, Silva ML, Kustanovich A, Aleinikova O, Harris
MH, Lund-Aho T, Juvonen V, Heidenreich O, Vormoor J, Choi WW,
Jarosova M, Kolenova A, Bueno C,Menendez P, Wehner S, Eckert C,
Talmant P,Tondeur S, Lippert E, Launay E, Henry C, Ballerini P, Lapillone
H, Callanan MB,Cayuela JM, Herbaux C, Cazzaniga G, Kakadiya PM,
Bohlander S, Ahlmann M, Choi JR,Gameiro P, Lee DS, Krauter J,
Cornillet-Lefebvre P, Te Kronnie G, Schifer BW,Kubetzko S, Alonso CN,
zur Stadt U, Sutton R, Venn NC, lzraeli S, Trakhtenbrot L, Madsen HO,
Archer P, Hancock J, Cerveira N, Teixeira MR, Lo Nigro L, Moricke
A,Stanulla M, Schrappe M, Sedék L, Szczepanski T, Zwaan CM, Coenen
EA, van den Heuvel-Eibrink MM, Strehl S, Dworzak M, Panzer-Griimayer
R, Dingermann T,Klingebiel T, Marschalek R. The MLL recombinome of
acute leukemias in 2013. Leukemia. 2013;27(11):2165-76.

85



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Meyer C, Kowarz E, Hofmann J, Renneville A, Zuna J, Trka J, Ben
Abdelali R, Macintyre E, De Braekeleer E, De Braekeleer M, Delabesse E,
de Oliveira MP, Cavé H, Clappier E, van Dongen JJ, Balgobind BV, van
den Heuvel-Eibrink MM, Beverloo HB, Panzer-Griimayer R, Teigler-
Schlegel A, Harbott J, Kjeldsen E, Schnittger S, Koehl U, Gruhn B,
Heidenreich O, Chan LC, Yip SF, Krzywinski M, Eckert C, Moricke A,
Schrappe M, Alonso CN, Schiafer BW, Krauter J, Lee DA, Zur Stadt U, Te
Kronnie G, Sutton R, lzraeli S, Trakhtenbrot L, Lo Nigro L, Tsaur G,
Fechina L, Szczepanski T, Strehl S, llencikova D, Molkentin M, Burmeister
T, Dingermann T,Klingebiel T, Marschalek R. New insights to the MLL
recombinome of acute leukemias. Leukemia. 2009;23(8):1490-9.

Meyer C, Schneider B, Reichel M, Angermueller S, Strehl S, Schnittger
S,Schoch C, Jansen MW, van Dongen JJ, Pieters R, Haas OA, Dingermann
T, Klingebiel T, Marschalek R. Diagnostic tool for the identification of
MLL rearrangements including unknown partner genes. Proc Natl Acad Sci
U S A. 2005;102(2):449-54.

Miglino M, Colombo N, Pica G, Grasso R, Clavio M, Bergamaschi M,
Ballerini F, Ghiso A, Ghiggi C, Mitscheunig L, Beltrami G, Cagnetta A,
Vignolo L, Lucchetti MV, Aquino S, Pierri I, Sessarego M, Carella AM,
Gobbi M. WT1 overexpression at diagnosis may predict favorable outcome
in patients with de novo non-M3 acute myeloid leukemia. Leuk Lymphoma.
2011;52(10):1961-9.

Mitelman Database of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in
Cancer (2014). Mitelman F, Johansson B and Mertens F (Eds.),
http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman”

Miyazaki T, Fujita H, Fujimaki K, Hosoyama T, Watanabe R, Tachibana T,
Fujita A, Matsumoto K, Tanaka M, Koharazawa H, Taguchi J, Tomita N,
Sakai R, Fujisawa S, Kanamori H, Ishigatsubo Y. Clinical significance of
minimal residual dinase detected by multidimensional flow cytometry:
serial monitoring after allogeneic stem cell transplantation for acute
leukemia. Leuk Res. 2012;36(8):998-1003.

Moorman AV, Harrison CJ, Buck GA, Richards SM, Secker-Walker LM,
Martineau M, Vance GH, Cherry AM, Higgins RR, Fielding AK, Foroni L,
Paietta E, Tallman MS,Litzow MR, Wiernik PH, Rowe JM, Goldstone AH,
Dewald GW; Adult Leukaemia Working Party, Medical Research
Council/National Cancer Research Institute. Karyotype is an independent
prognostic factor in adult acute lymphoblastic leukemia (ALL): analysis of
cytogenetic data from patients treated on the Medical ResearchCouncil
(MRC) UKALLXII/Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) 2993
trial. Blood. 2007;109(8):3189-97.

Moorman AV. The clinical relevance of chromosomal and genomic

abnormalities in B-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia. Blood
Rev. 2012;26(3):123-35.

86


http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Mrozek K. Cytogenetic, molecular genetic, and clinical characteristics of
acute myeloid leukemia with a complex Kkaryotype. Semin Oncol.
2008;35(4):365-77.

Mrozek K, Heerema NA, Bloomfield CD. Cytogenetics in acute leukemia.
Blood Rev 2004; 18(2):115-36.

Mrozek K, Heinonen K, Bloomfield CD. Clinical importance of
cytogenetics in acute myeloid leukaemia. Best Pract Res Clin Haematol.
2001;14(1):19-47.

Mrézek K, Marcucci G, Paschka P, Whitman SP, Bloomfield CD. Clinical
relevance of mutations and gene-expression changes in adult acute myeloid
leukemia with normal cytogenetics: are we ready for a prognostically
prioritized molecular classification? Blood. 2007;109(2):431-48.

Mrozek K, Radmacher MD, Bloomfield CD, Marcucci G. Molecular
signatures in acute myeloid leukemia. Curr Opin Hematol. 2009;16(2):64-9.

Mundle SD, Koska RJ. Fluorescence In Situ Hybridization: A major
milestone in luminous cytogenetics. In: Coleman WB, Tsongalis GJ.
Molecular diagnostics for the clinical laboratorian. 2nd Edition, New Jersey,
Humana Press, 2006; 189-201.

Oelschldagel U, Nowak R, Schaub A, Koppel C, Herbst R, Mohr B, Loftler
C, Range U, Gilinther H, Assmann M, Siegert E, Wendt E, Huhn R,
Briutigam E, Ehninger G. Shift of aberrant antigen expression at relapse or
at treatment failure in acute leukemia. Cytometry. 2000;42(4):247-53.

Paietta E. Minimal residual disease in acute myeloid leukemia: coming of
age. Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2012;2012:35-42.

Park TS, Song J, Lee KA, Kim J, Choi JH, Choi JR, Kim SJ, Min YH.
Three-way Philadelphia variant t(9;22;14)(q34;911.2;p11) in chronic
myeloid leukemia. Cancer Genet Cytogenet. 2009;191(1):55-6.

Plachy R, Zejskova L, Cmejla R, et al. Five-color multiplex Real-Time PCR
technology to detect over 75 recurrent chromosomal abnormalities in acute
myeloid leukemia; benefits for minimal residual disease detection. Blood
2011;2526

Qian Z, Joslin JM, Tennant TR, Reshmi SC, Young DJ, Stoddart A, Larson
RA, Le Beau MM. Cytogenetic and genetic pathways in therapy-related
acute myeloid leukemia. Chem Biol Interact. 2010;184(1-2):50-7.

Rakheja D, Konoplev S, Medeiros LJ, Chen W. IDH mutations in acute
myeloid leukemia. Hum Pathol. 2012;43(10):1541-51.

87



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Rao AV, Smith BD. Are results of targeted gene sequencing ready to be
used for clinical decision making for patients with acute myelogenous
leukemia? Curr Hematol Malig Rep. 2013;8(2):149-55.

Rohr SS, Pelloso LA, Borgo A, De Nadai LC, Yamamoto M, Rego EM, de
Lourdes L F Chauffaille M. Acute promyelocytic leukemia associated with
the PLZF-RARA fusion gene: two additional cases with clinical and
laboratorial peculiar presentations. Med Oncol. 2012;29(4):2345-7.

Rosenbauer F, Tenen DG. Transcription factors in myeloid development:
balancing differentiation with transformation. Nat Rev Immunol.
2007;7(2):105-17.

Sabattini E, Bacci F, Sagramoso C, Pileri SA. WHO classification of
tumours of haematopoietic and lymphoid tissues in 2008: an overview.
Pathologica. 2010;102(3):83-7.

Shaffer LG, McGowan-Jordan J., Schmid M. (eds) (2013): ISCN: an
international system for human cytogenetic nomenclature. Basel: S. Karger.

Sherr CJ. The Pezcoller lecture: cancer cell cycles revisited. Cancer Res.
2000;60(14): 3689-95.

Shim SH, Kyhm JH, Chung SR, Kim SR, Park MI, Lee CH, Cho YH.
Generation of FISH probes using laser microbeam microdissection and
application to clinical molecular cytogenetics. J Microbiol Biotechnol.
2007;17(7):1079-82.

Schmidt-Hieber M, Blau IW, Richter G, Tirkmen S, Bommer C, Thiel G,
Neitzel H, Stroux A, Uharek L, Thiel E, Blau O. Cytogenetic studies in
acute leukemia patients relapsing after allogeneic stem cell transplantation.
Cancer Genet Cytogenet. 2010;198(2):135-43.

Schnittger S, Kern W, Tschulik C, Weiss T, Dicker F, Falini B, Haferlach
C, Haferlach T. Minimal residual disease levels assessed by NPM1
mutation-specific RQ-PCR provide important prognostic information in
AML. Blood. 2009;114(11):2220-31.

Schnittger S, Schoch C, Kern W, Mecucci C, Tschulik C, Martelli MF,
Haferlach T, Hiddemann W, Falini B. Nucleophosmin gene mutations are
predictors of favorable prognosis in acute myelogenous leukemia with a
normal karyotype. Blood. 2005;106(12):3733-9.

Schnittger S, Weisser M, Schoch C, Hiddemann W, Haferlach T, Kern W.
New score predicting for prognosis in PML-RARA+, AML1-ETO+, or
CBFBMYH11+ acute myeloid leukemia based on quantification of fusion
transcripts. Blood. 2003;102(8):2746-55.

88



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Schrappe M. Minimal residual disease: optimal methods, timing, and
clinical relevance for an individual patient. Hematology Am Soc Hematol
Educ Program.2012;2012:137-42.

Schwind S, Edwards CG, Nicolet D, Mrézek K, Maharry K, Wu YZ,
Paschka P, Eisfeld AK, Hoellerbauer P, Becker H, Metzeler KH, Curfman J,
Kohlschmidt J, Prior TW, Kolitz JE, Blum W, Pettenati MJ, Dal Cin P,
Carroll AJ, Caligiuri MA, Larson RA, Volinia S, Marcucci G, Bloomfield
CD; Alliance for Clinical Trials in Oncology. inv(16)/t(16;16) acute
myeloid leukemia with non-type A CBFB-MYH11 fusions associate with
distinct clinical and genetic features and lack KIT mutations. Blood.
2013;121(2):385-91.

Sinclair P, Harrison CJ, Jarosova M, Foroni L. Analysis of balanced
rearrangements of chromosome 6 in acute leukemia: clustered breakpoints
in g22-g23 and possible involvement of ¢c-MYB in a new recurrent
translocation, t(6;7)(q23;932 through 36). Haematologica. 2005;90(5):602-
11.

Speck NA, Gilliland DG. Core-binding factors in haematopoiesis and
leukaemia. Nat Rev Cancer. 2002 Jul;2(7):502-13.

Stirewalt DL, Kopecky KJ, Meshinchi S, Engel JH, Pogosova-Agadjanyan
EL, Linsley J, Slovak ML, Willman CL, Radich JP. Size of FLT3 internal
tandem duplication has prognostic significance in patients with acute
myeloid leukemia. Blood. 2006;107(9):3724-6.

Strehl S, Konig M, Meyer C, Schneider B, Harbott J, Jiger U, von Bergh
AR, Loncarevic IF, Jarosova M, Schmidt HH, Moore SD, Marschalek R,
Haas OA. Molecular dissection of t(11;17) in acute myeloid leukemia
reveals a variety of gene fusions with heterogeneous fusion transcripts and
multiple splice variants. Genes Chromosomes Cancer. 2006;45(11):1041-9.

Suzukawa K, Parganas E, Gajjar A, Abe T, Takahashi S, Tani K, Asano S,
Asou H,Kamada N, Yokota J, et al. Identification of a breakpoint cluster
region 3' of the ribophorin | gene at 3921 associated with the transcriptional
activation of the EVI1 gene in acute myelogenous leukemias with
inv(3)(g21926). Blood. 1994;84(8):2681-8.

Szczepanski T. Why and how to quantify minimal residual disease in acute
lymphoblastic leukemia? Leukemia. 2007;21(4):622-6.

Szczepanski T, Orfao A, van der Velden VH, San Miguel JF, van Dongen
JJ. Minimal residual disease in leukaemia patients. Lancet Oncol.
2001;2(7):409-17.

van der Velden VH, van Dongen JJ. MRD detection in acute lymphoblastic

leukemia patients using 1g/TCR gene rearrangements as targets for real-time
quantitative PCR. Methods Mol Biol. 2009;538:115-50.

89



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

van Dongen JJ, Langerak AW, Briiggemann M, Evans PA, Hummel M,
Lavender FL, Delabesse E, Davi F, Schuuring E, Garcia-Sanz R, van
Krieken JH, Droese J, Gonzalez D, Bastard C, White HE, Spaargaren M,
Gonzalez M, Parreira A, Smith JL, Morgan GJ, Kneba M, Macintyre EA.
Design and standardization of PCR primers and protocols for detection of
clonal immunoglobulin and T-cell receptor gene recombinations in suspect
lymphoproliferations: report of the BIOMED-2 Concerted Action BMH4-
CT98-3936. Leukemia. 2003;17(12):2257-317.

van Dongen JJ, Wolvers-Tettero IL. Analysis of immunoglobulin and T cell
receptor genes. Part I: Basic and technical aspects. Clin Chim Acta.
1991;198(1-2):1-91.

van Limbergen H, Poppe B, Janssens A, De Bock R, De Paepe A, Noens L,
Speleman F. Molecular cytogenetic analysis of 10;11 rearrangements in
acute myeloid leukemia. Leukemia. 2002;16(3):344-51.

Vardiman JW, Thiele J, Arber DA, Brunning RD, Borowitz MJ, Porwit A,
Harris NL, Le Beau MM, Hellstrom-Lindberg E, Tefferi A, Bloomfield CD.
The 2008 revision of the World Health Organization (WHO) classification
of myeloid neoplasms and acute leukemia: rationale and important changes.
Blood. 2009; 114(5):937-51.

Verhaak RG, Goudswaard CS, van Putten W, Bijl MA, Sanders MA,
Hugens W, Uitterlinden AG, Erpelinck CA, Delwel R, Lowenberg B, Valk
PJ. Mutations in nucleophosmin (NPM1) in acute myeloid leukemia
(AML): association with other gene abnormalities and previously
established gene expression signatures and thein favorable prognostic
significance. Blood. 2005;106(12):3747-54.

Wang D, Zhu G, Wang N, Zhou X, Yang Y, Zhou S, Xiong J, He J, Jiang L,
Li C, Xu D, Huang L, Zhou J. SIL-TAL1 rearrangement is related with poor
outcome: a study from a Chinese institution. PLoS One. 2013;8(9):e73865.

Weber S, Alpermann T, Dicker F, Jeromin S, Nadarajah N, Eder C, Fasan
A, Kohlmann A, Meggendorfer M, Haferlach C, Kern W, Haferlach T,
Schnittger S. BAALC expression: a suitable marker for prognostic risk
stratification and detection of residual disease in cytogenetically normal
acute myeloid leukemia. Blood Cancer J. 2014;4:e173.

Weisser M, Haferlach C, Haferlach T, Schnittger S. Feasibility of using the
combined MDS-EVI1/EVIL1 gene expression as an alternative molecular
marker in acute myeloid leukemia: a report of four cases. Cancer Genet
Cytogenet. 2007;177(1):64-9.

Weisser M, Kern W, Schoch C, Hiddemann W, Haferlach T, Schnittger S.
Risk assessment by monitoring expression levels of partial tandem
duplications in the MLL gene in acute myeloid leukemia during therapy.
Haematologica. 2005;90(7):881-9.

90



140. Yanada M, Terakura S, Yokozawa T, Yamamoto K, Kiyoi H, Emi N,

141.

Kitamura K, Kohno A, Tanaka M, Tobita T, Takeo T, Sao H, Kataoka T,
Kobayashi M, Takeshita A, Morishita Y, Naoe T, Sugiura I. Multiplex real-
time RT-PCR for prospective evaluation of WT1 and fusion gene transcripts
in newly diagnosed de novo acute myeloid leukemia. Leuk Lymphoma.
2004;45(9):1803-8.

Yin JA, OBrien MA, Hills RK, Daly SB, Wheatley K, Burnett AK.
Minimal residual disease monitoring by quantitative RT-PCR in core
binding factor AML allows risk stratification and predicts relapse: results of
the United Kingdom MRC AML-15 trial. Blood. 2012;120(14):2826-35.

91



8 Prilohy

Piiloha | Prezentace vysledki

Priloha II

Piiloha I1I Publikace in extenso se vztahem k tématu dizerta¢ni prace
Priloha IV



Priloha I

e Publikace, které jsou podkladem dizertace

Jancuskova T., Plachy R., Zemankova L., Hardekopf D. W., Stika J., Zejskova L.,
Praulich I, Kreuzer K.-A., Rothe A., Othman M.A., Kosyakova N., Pekova S.
Molecular characterization of the rare translocation t(3;10)(g26;921) in an acute
myeloid leukemia patient. Mol Cytog. 2014;7:47

IF 2,662

Jancuskova T, Plachy R., Stika J., Zemankova L., Hardekopf D. W., Liehr T.,
Kosyakova N, Cmejla R., Zejskova L., Kozak T., Zak P., Zavrelova A., Havlikova P.,
Karas M., Junge A., Ramel C., Pekova S. A method to identify new molecular markers
for assessing minimal residual disease in acute leukemia patients. Leuk Res.
2013;37(10):1363-73.

IF 2,692

Jantu$kova T., Plachy R., Stika J., Krutilkova L., Hardekopf D. W., Liehr T,
Kosyakova N., Cmejla R., Zejékové L., Kozak T., Zak P., Karas M., Pekova S.
Identifikace novych molekuldrnich markert pro sledovani minimalni rezidualni nemoci
u akutnich leukémii. Transfuze Hematol. dnes, 19, 2013, No. 1, p. 8-21.

e Prezentace na zahrani¢nich konferencich

Jancuskova T., Plachy R., Stika J., Zemankova L., Liehr T., Kosyakova N., Zejskova
L., Zak P., Zavrelova A., Havlikova P., Pekova S. A Novel Approach for Unique MRD
Markers Identification in Acute Leukemia Patients. 2" International Conference on
Predictive, Preventive and Personalized Medicine & Molecular Diagnostics, Las Vegas,
USA 11/2014 — ptednaska

Abstrakt: J Pharmacogenomics Pharmacoproteomics 2014;5(5):46

IF 1,05

Jancuskova T., Plachy R., Stika J., Hardekopf D. W., Zejskova L., Praulich I., Kreuzer
K. A., Kosyakova N., Liehr T., S Pekova S. Characterization of the Rare Translocation
t(3;10)(q26;021) in an Acute Myeloid Leukemia Patient. 19" Congress of European
Hematology Association, Milan, Italy, 06/2014 — poster

Abstrakt: Haematologica 2014;99(s1):283-284. abstract n. P781

IF 5,868

Pekova S., Jancuskova T., Plachy R., Stika J., Zemankova L., Hardekopf D. W., Liehr
T., Kosyakova N., Cmejla R., Zejskova L., Kozak T., Zak P., Zavrelova A., Havlikova
P., Karas M., Junge A., Ramel C. Identification of new molecular markers for minimal
residual disease assessment in acute leukemia patients. 3™ World Congress on Cancer
Science & Therapy, San Francisco, USA, 10/2013 — piednaska

Abstrakt: J Cancer Sci Ther 2013;5(10): 55.

IF 4,203

Pekova S., Jancuskova T., Plachy R., Stika J., Zemankova L., Hardekopf D. W., Liehr
T., Kosyakova N., Zejskova L. Identification of novel molecular markers for minimal


http://www.omicsonline.org/1948-5956/1948-5956-S1.028-025.pdf
http://www.omicsonline.org/1948-5956/1948-5956-S1.028-025.pdf

residual disease assessment in acute leukemia. International Conference on Hematology
& Blood Disorder, Raleigh, USA, 09/2013 — ptednaska

Abstrakt: J Blood Disord Transfus 2013;4(5):76

IF 1,378

Jancuskova T., Plachy R., Stika J., Zemankova L, D Hardekopf D., Liehr T.,
Kosyakova N., Zejskova L, Sedlackova L., Cmejla R., Pekova S. Mapping of Unique
Chromosomal Abnormalities as a Tool for Sensitive Minimal Residual Disease
Assessment in Acute Leukemia Patients. 18" Congress of European Hematology
Association, Stockholm, Sweden, 06/2013 — poster

Abstrakt: Haematologica 2013; 98(s1):394-395. abstract n. P953

IF 5,868

Jancuskova T., Pekova S, Plachy R., Hardekopf D., Liehr T., Weise A., Kosyakova N.,
Stika J., L Zejskova L., Sedlackova L., Krutilkova L, Cmejla R. From Cytogenetics to
Molecular Biology: Mapping of Unique Chromosomal Abnormalities at the Nucleotide
Level. 17" Congress of European Hematology Association, Amsterdam, Netherlands,
06/2012 — poster

Abstrakt: Haematologica 2012;97(s1):279. abstract n. 0684

IF 5,935

Hardekopf D.W., Jancuskova T., Jarosova M., Krutilkova L., Plachy R., Zejskova L.,
Cmejla R., Vydra J., Kozak T., Karas M., Koza V., Zavrelova A., Zak P., Smolej L.,
Pekova S. Identification of Novel Molecular Markers for the Follow-up of Minimal
Residual Disease in Hematooncological Disorders - 53rd ASH Annual Meeting and
Exposition, San Diego, USA, 12/2011

Abstrakt: Blood 2011;118:4905.

IF 9,898

Plachy R., Zejskova L., Cmejla R., Hardekopf W.D., Jancuskova T., Krutilkova L.,
Karas M, Koza V., Vydra J., Zak P., Smolej L. and Pekova S. Five-color multiplex
Real-Time PCR technology to detect over 64 recurrent chromosomal abnormalities in
acute myeloid leukemia; benefits for minimal residual disease detection. 53rd ASH
Annual Meeting and Exposition, San Diego, USA, 12/2011 — poster

Abstrakt: Blood 2011;118:2526.

IF 9,898

o Prezentace na tuzemskvch konferencich

Jancuskova T., Plachy R., Zemankova L., Stika J., Zejékové L., Mazal O., Kosyakova
N., Liehr T., Praulich 1., Kreuzer K.-A., Pekova S. Mapovani chromozomovych zlomi
jako nastroj k identifikaci unikatnich molekularnich markeri pro sledovani MRN u
pacientl s AML. 47. vyroéni zasedani Cytogenetické sekce Cs. biologické spole¢nosti,

Praha, 09/2014 — prednaska

Jancuskova T., Plachy R., Stika J., Hardekopf D. W., Zejékové L., Praulich I., Kreuzer
K. A., Kosyakova N., Liehr T., Pekova S. Mapovani chromozomového zlomu
zahrnutého do unikatni translokace t(3;10)(q26;q21) u pacienta s akutni myeloidni
leukémii. XXVIII. Olomoucké hematologické dny, Olomouc 06/2014 — ptfednaska
Abstrakt: Sbornik abstrakt 2014:41-42; ¢. 2624; ISBN 978-80-244-4099-6



Zejékové L., Plachy R., Janc¢uskova T., Hardekopf D. W, Jifi Stika J., Kosyakova N.,
Liehr T., Zavielova A., Zak P., Peteukova V., Novék J., Kozak T., Pekova S. Moznosti
detekce zlomovych mist u piestaveb zahrnujicich gen MLL. XXVIII. Olomoucké
hematologické dny, Olomouc 06/2014 — poster

Abstrakt: Sbornik abstrakt 2014:77-78; ¢. P49/2625; ISBN 978-80-244-4099-6

JancuSkova T., Plachy R., Stika J., Zeméankova L, Hardekopf D., Zejékové L,
Sedlackova L, Pekova S. Sledovani minimalni rezidudlni nemoci u akutnich leukémii
pomoci nov¢ identifikovanych molekuldrnich markera. 46. vyro¢ni konference
Cytogenetické sekce Cs. biologické spoleénosti, Brno, 09/2013 — piednaska

JancuSkova T. Sledovani minimélni rezidudlni nemoci u akutnich leukémii pomoci
nové identifikovanych molekuldrnich markerti. Studentskd védeckd konference 3.
Iékarské fakulty, Praha, 05/2013 — pfednaska

Abstrakt: Sbornik abstrakt 2013:31-33; ISBN 978-80-260-4327-0

Hardekopf D. W., Jancuskova T., Plachy R., Krutilkova L., Liehr T., Kosyakova N.,
Stika J., Zejskova L., Pekova S. Identification of novel molecular markers for MRD
follow-up in acute leukemia. Proceedings in Molecular Medicine, Praha 03/2013 —
prednaska

Jancuskova T., Plachy R., Hardekopf D. W., Lucie Krutilkova L., Stika J., Zejékové
L., Sedlackova L., Pekova S. Od cytogenetiky k molekularni biologii: mapovani
unikatnich chromozomovych zloml na urovenn nukleotidi. 45. vyro¢ni cytogeneticka
konference, Olomouc, 09/2012 — piednaska

Jancuskova T., Plachy R., Hardekopf D. W., Lucie Krutilkova L., Stika J., Zejékové
L., Sedlackova L., Pekova S. Identifikace novych molekularnich markerti pro sledovani
minimalni rezidualni nemoci u akutnich leukémii. XXIII. IzakoviCov memorial,
Bratislava, 09/2012 — piednaska

Abstrakt: Sbornik abstrakt 2012:18-19

Jancuskova T., Plachy R., Hardekopf D. W., Liehr T., Weise A., Kosyakova N., Stika
J., Zejskova L., Sedlackova L., Krutilkova L., Cmejla R., Pekova S. From Cytogenetics
to Molecular Biology: Mapping of Unique Chromosomal Abnormalities at the
Nucleotide Level. XXVI. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni ucasti,
Olomouc, 06/2012 — piednaska

Abstrakt: Sbornik abstrakt 2012; ISBN 978-80-244-3157-4

JancuSkova T., Plachy R., Hardekopf D. W., Liehr T., Weise A., Kosyakova N., Stika
J., Zejskova L., Sedlackova L., Krutilkova L., Cmejla R., Pekova S. Od cytogenetiky
k molekularni biologii: mapovani unikatnich chromozomovych zlomt na uroven
nukleotidi. Konference DNA analyza IX, Praha, 06/2012 — prednaska

Jancuskova T., Plachy R., Stika J., Hardekopf D. W., Krutilkova L., Liehr T., Zejékové
L., Cmej la R., Zak P., Kozak T., Koza V., Pekova S. Identifikace novych molekularnich
markerll pro sledovani minimalni rezidualni nemoci u akutni myeloidni leukémie. IX.
Hradecky cytogeneticky den, Hradec Kralové, 05/2012 — piednaska



JancuSkova T. Identifikace novych molekuldrnich markerti pro sledovani minimalni
rezidualni nemoci u akutni myeloidni leukémie. Studentskd védecka konference 3.
Iékarské fakulty, Praha, 05/2012 — pfednaska

Abstrakt: Sbornik abstrakt 2012:125-126; ISBN 978-80-260-2180-3

- udéleno 3. misto v postgradualni sekci

Jancuskova T., Hardekopf D. W., Krutilkova L., Cmejla R., Plachy R., Zejékové L.,
Vydra J.,, Karas M., Koza V., Zavielova A., Pekova S. Identifikace novych
molekularnich markera pro sledovani minimalni rezidudlni nemoci u akutnich leukémii.
Celostatni sjezd Spolednosti 1ékatské genetiky CLS JEP a 44. Vyroéni cytogeneticka
konference, Tiebon, 09/2011 — prednaska

Abstrakt: Sbornik (ne¢islovano); ISBN 978-80-260-0415-8

JancusSkova T., Pekova S., Hardekopf D. W., Cmejla R., Zejékové L., Plachy R. Od
megabazi k bazim, aneb kterak molekularné uchopit genomové abnormality.
Konference DNA analyza VIII, Praha, 06/2011 — pfednaska

Hardekopf D. W., Jan¢uskova T., Jarosova M., Plachy R., Zejskova L., Cmejla R.,
Vydra J., Kozadk T., Karas M., Koza V., Zavielova A., 74k P., Pekova S. Identification
of novel molecular markers for the follow-up of minimal residual disease in
hematooncological disorders. XXV. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni
ucasti, Olomouc, 06/2011 — piednaska

Abstrakt: Transfuze Hematol. dnes. 2011;17(S2):53-54

e Publikace bez vztahu k tématu dizertace

Drabova J., Seemanova E., Hancarova M., Horacek M., Jancuskova T., Pekova S.,
Novotna D., Sedlacek Z. Long term follow-up in a patient with a de novo microdeletion
of 14911.2 involving CHD8. Am J Med Genet A. — in press

IF 2,048

Pekova S., Vydra J., Kabickova H., Frankova S., Haugvicova R., Mazal O., Cmejla R.,
Hardekopf D. W, Jancuskova T., Kozak T. Candidatus Neoehrlichia mikurensis
infection identified in 2 hematooncologic patients: benefit of molecular techniques for
rare pathogen detection. Diagn Microbiol Infect Dis. 2011;69(3):266-70.

IF 2,528

Pekova S., Mazal O., Cmejla R., Hardekopf D.W., Plachy R., Zejskova L., Haugvicova
R., Jancuskova T., Karas M., Koza V., Smolej L., Bezdickova L., Kozak T. A
comprehensive study of TP53 mutations in chronic lymphocytic leukemia: Analysis of
1287 diagnostic and 1148 follow-up CLL samples. Leuk Res. 2011;35(7):889-98.

IF 2,923

Zejskova L., Jancuskova T., Kotlabova K., Doucha J., Hromadnikova I. Feasibility of
fetal-derived hypermethylated RASSF1A sequence quantification in maternal plasma--
next step toward reliable non-invasive prenatal diagnostics. Exp Mol Pathol.
2010;89(3):241-7.

IF 2,986



Hromadnikova I., Zejskova L., Kotlabova K., Jancuskova T., Doucha J, Dlouha K,
Krofta L, Jirasek JE, VIkK R. Quantification of extracellular DNA using hypermethylated
RASSF1A, SRY, and GLO sequences--evaluation of diagnostic possibilities for
predicting placental insufficiency. DNA Cell Biol. 2010;29(6):295-301.

IF 2,159



Priloha 11

Jancuskova T., Plachy R., Zemankova L., Hardekopf D. W., Stika J., Zejskova L.,
Praulich I, Kreuzer K.-A., Rothe A., Othman M.A., Kosyakova N., Pekova S.
Molecular characterization of the rare translocation t(3;10)(g26;921) in an acute
myeloid leukemia patient. Mol Cytog. 2014;7:47

IF 2,662



Priloha 111

Jancuskova T, Plachy R., Stika J., Zemankova L., Hardekopf D. W., Liehr T.,
Kosyakova N, Cmejla R., Zejskova L., Kozak T., Zak P., Zavrelova A., Havlikova P.,
Karas M., Junge A., Ramel C., Pekova S. A method to identify new molecular markers
for assessing minimal residual disease in acute leukemia patients. Leuk Res.
2013;37(10):1363-73.

IF 2,692



Priloha IV

JancuSkova T., Plachy R., Stika J., Krutilkova L., Hardekopt D. W., Liehr T.,
Kosyakova N., Cmejla R., Zejékové L., Kozak T., Zak P., Karas M., Pekova S.
Identifikace novych molekuldrnich markert pro sledovani minimalni rezidualni nemoci

u akutnich leukémii. Transfuze Hematol. dnes, 19, 2013, No. 1, p. 8-21.



