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Abstrakt:

Liniovy piesmyk z lymfoidni do myeloidni linie béhem 1écby B prekurzorové
akutni lymfoblastické leukemie (BCP ALL) je raritni a byl dosud popisovan
predevsim u pacientl s prestavbou MLL genu. Podafilo se ndm objevit zcela novou
skupinu BCP ALL, u které dochazi k liniovému piesmyku do monocytoidni linie
béhem casné faze 1écby — swALL (“switching” ALL). U zadného pacienta se swALL
fenoménem jsme nenasli prestavbu genu MLL. Zastoupeni swALL pacientd mezi
BCP ALL bylo neoc¢ekavané vysoké (3-4%). VSichni swALL pacienti méli aberantni
expresi antigenu CD2 (LFA-2). ZvySena exprese C/EBPo. genu a hypomethylace
CEBPA promotoru byly pfitomny u vétSiny swALL pacientd jiz pii diagnoze
onemocnéni, diive nez jsme pozorovali liniovy pfesmyk. U pacientl se SWALL jsme
identifikovali v pribéhu liniového presmyku subpopulaci bun¢k exprimujicich
soucasné B lymfoidni a monocytarni znaky. V pribéhu transdiferenciace typicky
dochazi k zvySeni exprese cytokinovych receptortt pro M-CSF a GM-CSF. Liniovy
presmyk je mozné rekapitulovat v in vivo a v in vitro podminkach. Détsti pacienti se
swALL odpovidaji pomaleji na inicidlni 1écbu, asto vyZaduji intenzivnéjsi 1écbu, ale

jejich prognodza se zdé byt srovnatelnd s ,,ostatnimi* BCP ALL.
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Abstract:

So far, the lymphoid to myeloid lineage switch during the treatment of B cell
precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP ALL) was identified only rarely in
patients with the MLL gene rearrangement. We discovered a novel BCP ALL subset
switching to monocytoid lineage during an early phase of the treatment — swALL
with no MLL gene rearrangement. The proportion of swALL cases among BCP
ALLs was unexpectedly high (3-4%). All swALLs have expressed the CD2 antigen
(LFA-2). The upregulation of C/EBPa gene and hypomethylation of the CEBPA
promoter were significant in blasts already at diagnosis, proceeding the lineage
switch in the majority of the cases. SWALL patients were characterized by unique
subpopulation of the cells coexpressing B lymphoid and monocytoid markers.
Changes in the expression of M-CSFR, GM-CSFR and other genes accompanied the
lineage switch. The lineage switch could be recapitulated in vivo and in vitro. Even if
the children patient with swALL respond slowly to initial therapy, the prognosis is
comparable to “other” BCP ALLs. Risk-based ALL therapy appears to be the
treatment of choice for sSwALL.



1. Uvod

AKkutni lymfoblasticka leukemie

Slovo leukemie pochazi zfteckého leukos Aevkog ,"bily" a haima aipo, "Krev".
Terminem leukemie oznacujeme heterogenni skupinu malignich onemocnéni postihujicich
hematopoeticky systém. Hematopoeticky systém kostni diené je slozen z nediferencovanych
pluripotentnich kmenovych bun¢k, které proliferuji a diferencuji do myeloidni a lymfoidni
linie. Maligni transformaci riizn€¢ diferencovanych krevnich bun¢k vznik4 akutni myeloidni
leukemie (AML) a akutni lymfoblasticka leukemie (ALL). Na zakladé nejnovéjsich poznatkt
muzeme vyclenit fadu podskupin s riznym klinickym a laboratornim nalezem, prognoézou i
odpovédi na 1écbu. Leukemie piedstavuji spolu s nadory centralniho nervového systému
nejcast¢jsi onkologickd onemocnéni v détském veéku.

ALL je nejcastéjSim malignim onemocnénim détského véku vyjimku tvoii pouze
oblasti s endemickym vyskytem Burkittova lymfomu. V Ceské republice onemocnélo za rok
2013 celkem 86 déti akutni lymfoblastickou leukémii.

Morfologie

Morfologicky se akutni lymfoblasticka leukemie klasifikuje dle FAB (francouzsko-
americko-britské) klasifikace do tii skupin L1-L3. FAB klasifikace ma z hlediska 1écby a
prognozy v soucasné dobé omezeny vyznam. L1 blasty jsou uniformni, malé lymfoblasty
s kulatym a pravidelnym jadrem. L1 blasty se vyskytuji nejcastéji (v 70-80%) u akutnich
lymfoblastickych leukémii z B lymfocytarnich prekurzord (tzv. B-cell precursor ALL, BCP
ALL). L2 blasty jsou lymfoblasty rozdilné velikosti S jadry rizného tvaru a tvoti 20-25%
akutnich leukemii. L3 blasty jsou uniformni, velké lymfoblasty, s pravidelnym jadrem, se
siln¢ bazofilni cytoplazmou a cCastou vakuolizaci. L3 blasty se nachazeji vzacné, jsou
spojovany se zralou B ALL (Mayer et al. 2002).

Cytogenetika

Chromosomové zmény u akutnich lymfoblastickych leukémii nachazime u 70-95%
pfipadli. Neékteré zmeény koreluji s podtypem ALL, definovanym morfologicky a
imunologicky. Zmény miizeme rozd¢lit na zmény tykajici se poctu chromosomi a zmény

zahrnujici struktury chromosomtl.



Pocetni zmény chromosomti

Numerické abnormality jsou klasifikovany podle poctu chromozémi v buice.
Hyperdiploidie s po¢tem vétsim nez 46 chromosomil se vyskytuje u vice nez 30% détskych
ALL. Hyperdiploidie s poctem vice nez 50 chromosomu je spojena s dobrou progndzou.
Hyperdiploidie nej¢astéji zahrnuje trizomie chromosomit 4, 6, 10, 14, 17, 18, 20 a 21.
Hypodiploidie s po¢tem niz§im nez 46 chromosom je pozorovana asi u 5% détskych ALL a
je spojena se $patnou progndzou (Harrison et al. 2004; Nachman et al. 2007).

Strukturni zmény chromosomil

Strukturalni abnormality zahrnuji translokace, delece, inverze, abnormalni exprese
proto-onkogenli a dal§i genové zmény s onkogenetickym potencidlem, které vedou k
preruSeni specifické bunécéné diferenciace, proliferace, zastaveni apoptotickych signalt a
k leukemogenezi (Pui 2004).Chromosomalni translokace vedou ke vzniku faznich gend.
Evoluce leukemického klonu vyzaduje néckolik genetickych zésahl, v pozdnich fazich
nachazime mnohocetné genetické abnormality (Obrazek 1.).

Nejcastéjsi genetickou zménou u BCP ALL je fuzni gen ETV6/RUNX1, ktery vznika
translokaci t(12;21). Fazni gen ETV6/RUNX1 je spojen s dobrou prognozou (Zuna et al.
1999), zatimco fuzni geny BCR/ABL1 a ptestavby MLL genu jsou spojovany s nepfiznivou
prognozou (Arico et al. 2000; Pieters et al. 2007). BCR/ABL1 vznika translokaci 1(9;22).
Nové metody molekularni genetiky vedou k objevovani novych genetickych zmén a
prognostickych faktorti. Byly zachyceny zmény v genech dulezitych pro vyvoj B lymfocyti
(delece gent PAX-5, EBF1, IKZF1), regulaci buné¢ného cyklu (CDKN2A, RB1) a
cytokinovou signalizaci (CRLF2, JAK3).

U 6-7% BCP ALL pacientli nachazime zvySenou expresi CRLF2 genu, kterd mize byt
zpusobena translokaci ¢i mutaci v samotném genu. Zmény v CRLF2 genu jsou v nékterych
zemich spojovany s nepfiznivou prognoézou (Harvey et al. 2010; Mullighan et al. 2009; Cario
et al. 2010). Nedavno byl popsan pomoci expresniho profilovani novy subtyp, tzv.
BCR/ABL1-like leukemie. Vice nez 80% pacientt s BCR/ABL1-like ma vice nez jednu
abnormalitu v genech, které jsou zapojeny do B lymfocytarniho vyvoje, napt. IKZF1, E2A,
EBF1, PAX-5, PDGFRp a VPREB. BCR/ABL1-like subtyp tvoii 15-20% BCP ALL a je
spojovan s nepiiznivou prognoézou (Boer et al. 2009). Vzhledem ktomu, Ze subtyp je
definovdn pomoci expresniho profilovani, 1ze pomérné obtizn€ u jednotlivych prospektivné

diagnostikovanych pacienti definovat, zda jsou ¢i nejsou BCR/ABL1-like. BCR/ABL1-like
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pacienti s piestavbou EBF1-PDGFRB profituji z podani tyrosinovych inhibitord, pozorovana
u nich byla minimalni odpovéd’ na indukéni 1€¢bé, ale remise onemocnéni bylo dosazeno po

podani tyrosinovych inhibitort (Weston et al. 2013).

CRFL2 overexpression Hyperdiploidy
6% ¢ > 50 chromosomes
25%
ERG deletion
7%~
ETV6-RUNX1
. t(12;21),
iAMP21 ) 26%
Others MYC
7% t(8;14), t(2;8), t(8;22)
2%
BCR-ABL1 E2A-PBX1
t(9,;22) t(1;19)
3% 5%
LYL1 TAL1
MLL rea.rrangem_ents 19p13  1p32 MLL-ENL
e.g., 1(4;22), t(11;19), HOX711L2 0 o 0.3%
(9;11) 5035 1.5% 7% )
8% 2.5% HOXT1
’ 10q24
0.3%

Obrazek 1. Prevzato z (Pui et al. 2011), grafické zastoupeni genetickych abnormalit u B
prekurzorovych akutnich lymfoblastickych leukémii.

Akutni myeloidni leukemie

Akutni myeloidni leukemie (AML) je heterogenni onemocnéni charakterizované
nekontrolovanym délenim myeloidnich bunék a tvoii asi 15% akutnich leukemii v détském
véku. Zvysené riziko vzniku AML maji déti s Downovym syndromem, Fanconiho anemii,
ataxii-teleangiektazii a dal§imi onemocnénimi. V Ceské republice bylo diagnostikovano
v roce 2013 celkem 13 pacientt s akutni myeloidni leukémii v détském veku.
Morfologie

FAB klasifikace rozdé€luje akutni myeloidni leukemie na subtypy MO — M7. FAB
klasifikace AML byla vytvotena v roce 1976 (Bennett et al. 1976). Vychazi z morfologickych
a cytochemickych poznatkt (Tabulka 1.). Svétova zdravotnicka organizace (WHO) navrhla
Vv roce 2008 novou klasifikaci. WHO klasifikace spojuje morfologické, cytogenetické
poznatky a klinické aspekty (Vardiman et al. 2009) (Tabulka 2.).



Cytogeneticka abnormalita

Typ Nazev asociovana s FAB subtypem
MO akutni myeloblasticka leukemie minimalné diferencovana

M1 akutni myeloblasticka leukemie bez vyzravani

M2 akutni myeloblasticka leukemie s granulocytarnim vyzravanim 1(8;21)(922;922), t(6;9)

M3 akutni promyelocytarni leukemie t(15;17)

M4 akutni monomyelocytarni leukemie inv(16)(p13g22), del(16q)

Mdeo | akutni monomyelocytarni leukemie varianta s eozinofilii

inv(16), t(16;16)

M5 akutni monocytdrni leukemie del (11q), t(9;11), t(11;19)
M6 erytroleukemie (M6a) a vzacna Cisté erytroidni leukemie (M6b)
M7 akutni megakaryoblastova leukemie 1(1;22)

Tabulka 1. Klasifikace FAB pro akutni myeloidni leukémii (Bennett et al. 1976).

AML s rekurentni cytogenetickou translokaci:

AML s t(8;21) (g22;922), AML1/ETO
APL s t(15;17) (922;911-12) a variantami, PML/RARa

AML s inverzi chromosomu 16, inv(16) (p13g22) nebo t(16;16)(p13;q11), CBFR/MYH11

AML s translokaci v chromosomu 9 a 11, t(9;11), MLLT3/MLL

AML s multilinearni dysplazii

s pfedchozim MDS
bez pfedchoziho MDS

AML a MDS se vztahem k lécbé

alkylaénimi €inidly
epipodofylotoxiny

jiné typy

AML jinak nezaraditelné

AML s minimalni diferenciaci

AML bez vyzravani

AML s vyzravanim

akutni myelomonocytarni leukemie

akutni monocytarni leukemie

akutni erytroidni a megakaryocytarni leukemie
akutni bazofilni leukemie

akutni panmyeldza s myelofibrézou

Akutni bifenotypické leukemie

Tabulka 2. WHO klasifikace pro akutni myeloidni leukemie (Vardiman et al. 2009).
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Cytogenetika

Genotypova klasifikace odrazi heterogenitu akutnich myeloidnich leukémii. Mezi

nejcastéjsi chromosomové aberace patii translokace AMLL/ETO ((8;21)(q22;922), ktera

koreluje s M2 podtypem, translokace PML-RARa (t(15;17)(q22;q12), ktera koreluje s podtypem
M3, inv16(p13;922) (MYH11-CBFp) korelujici s podtypem M4eo a translokace MLL genu (Pui

et al. 1992). Genové aberace vyskytujici se u AML muzeme rozdélit do nékolika zakladnich

skupin (Obrazek 2):

1) mutace gent vedouci k indukci bunééné proliferace (FLT3/ITD, mutace FLT3, c-Kit, Ras,
PTPN11)

2) mutace gent blokujicich myeloidni diferenciaci (RUNXI, C/EBPa, WTI)

3) mutace gent regulujicich bunéény cyklus a apoptozu (P53, NPM1) (Renneville et al. 2008).

CEBPo,
14% wr1 FLT3/ALM
13% / 3
FLT3-TD RAS
18% 3%
N PTPNTI
| 2%
No mutation /‘/";';
inv(16) 15:17) | yg;21) 2%
12% 12%

8%

Normal

Others 20%

. 17%
MLL
del(9q) I 18%
2% /
del(5q) E

i
2% 29 +8 Rare recurrences

2% 6%

Obrazek 2. Prevzato z (Pui et al. 2011), grafické zastoupeni genetickych abnormalit u

akutnich myeloidnich leukémii.
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Akutni hybridni leukemie

Akutni hybridni leukemie (AHL, MPAL = Mixed Phenotype Acute Leukemia) je
ptipad leukemie, kde neni jednozna¢na piislusnost leukemického klonu k vyvojové linii.
Pokud nalézame expresi antigenu z jin¢€ linie, nazyva se takovato exprese aberantni. Aberantni
exprese muze byt zpusobena deregulaci genové exprese v pribéhu vyvoje akutni leukemie,
nezralosti leukemickych kloni nebo imunofenotyp odpovida fyziologickému progenitoru,
ktery ma potencial diferencovat do riznych vyvojovych linii (Greaves et al. 1986). Akutni
hybridni leukemie piedstavuji 2-5% z akutnich leukémii. Leukemie, ktera muze byt sloZzena
ze dvou odlisnych populaci, jez identifikujeme na zakladé morfologie a imunofenotypu, je
nazyvana akutni bilinearni leukemie. Leukemie s uréitymi cytogenetickymi zménami jsou
spojovany s hybridnim imunofenotypem, k t€émto leukémiim patii napt. AML s t (8;21), ALL
S 1(9;22) ¢i translokaci 11g23 (Weinberg et al. 2010). V ramci nasi skupiny se zabyvame
hybridnimi leukemiemi dlouhodobé. V roce 2010 jsme publikovali soubor pacienti
diagnostikovanych v letech 1996 az 2006. Primarni linie byla vzdy stanovena
imunofenotypizaci pomoci kritérii vychazejici z EGIL klasifikace (The European Group for
the Immunological Classification of Leukemias), znaky zjiné linie jsme hodnotili jako
aberantni. Celkem 28 pacientli mélo hybridni leukémii primarné zatazenou jako BCP ALL
s koexpresi myeloidnich znakd. Primarni AML s vyznamnou koexpresi T lymfoidnich znakt
byla identifikovana u 4 pacientli, u zddného z nich jsme retrospektivné nenasli pfestavby TCR
receptortl. U 3/5 akutnich hybridnich leukémii, primarné klasifikovanych jako T ALL, nebyly
ptekvapivé nalezeny TCR piestavby (Mejstrikova et al. 2010Db).

Imunofenotypizace

Imunocytologickd diagnostika se stala diileZitou soucasti diagnostického procesu
hematologickych onemocnéni. Imunodiagnostika, provadéna pritokovou cytometrii, odhaluje
a klasifikuje maligni klon, urcuje rozsah onemocnéni, sleduje pribéh onemocnéni a
charakterizuje sekundarni zmény po chemoterapii.

Kazdému vyvojovému stadiu leukocytu odpovida urcity imunofenotyp, coz je
soubor antigenli exprimovanych v cytoplazmé a nebo na povrchu buniky. Klonalni populace
hematologickych malignit mohou exprimovat antigeny, které je jednoznacné odliSuji od
normalnich hematopoetickych bun¢k. Pfi imunofenotypizaci leukemickych bun¢k nachdzime

molekuly odpovidajici fyziologickému ekvivalentu, molekuly asynchronni, které¢ odpovidaji
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jinému stupni vyvoje vradmci téze vyvojové fady a molekuly aberantni, které
odpovidaji jinému typu bun¢k (Hrusak et al. 2002). U casti leukémii smisen¢ho fenotypu
nachazime mnohocetnou koexpresi antigenii z jiné linie. Zpravidla 1ze definovat primarni linii
leukemie a které znaky jsou aberantni a podle primarni linie vést terapii (Mejstrikova et al.
2010b). Opaénym ptipadem jsou akutni nediferencované leukemie, kde nelze i pii pouziti
Sirokého panelu monoklonalnich protilatek stanovit jednoznacné ptuvod malignity. Akutni
nediferencovana leukemie je blizka leukémii z prekurzord NK buné¢k, ktera byla zafazena
jako provizorni jednotka do WHO klasifikace 2008 (Borowitz et al. 2008a). WHO Klasifikace
2008 leukemie smiseného fenotypu a nediferencované leukemie spojuje do jedné kategorie
Mixed phenotype acute leukemia — MPAL (Tabulka 3.) (Weinberg et al. 2010; Borowitz et al.
2008b). Starsi klasifikace EGIL, publikovana jiz v roce 1995, je stale pouzitelnou klasifikaci
predev§im pro definici primarni linie hemoblastézy (Bene et al. 1995; Mejstrikova et al.
2010b) (Tabulka 4.). WHO 2008 a EGIL klasifikace byla porovnana u pacientl, ktefi byli
diagnostikovani v letech 2000 — 2008. WHO 2008 zaradila 1,5% zatimco EGIL klasifikace
5,8% pacientt s diagnézou AHL. 1,1% piipada je klasifikovdno shodné obémi klasifikace
jako AHL (van den Ancker et al. 2010).

Linie Znaky
Myeloidni Myeloperoxidasa
NEBO

monocytarni diferenciace alespon dva z nasledujicich znakd:

NSE, CD11c, CD14, CD64, lysosym

T lymfoidni linie cytoplazmaticka CD3
NEBO
povrchova CD3

B lymfoidni linie Silna CD19 A silna exprese alespon jednoho znakti: CD79a, cytoplazmatickd CD22 nebo CD10
NEBO

slaba exprese CD19 silna exprese alespon dvou znaki: CD79a, cytoplazmaticka CD22 nebo CD10

Tabulka 3. WHO 2008 klasifikace pro AHL (MPAL).
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Pocet bodi

B lymfoidni linie

T lymfoidni linie

Myeloidni linie

2 CD79a CD3 (cyt/m) MPO
cyt IgM TCR off (lysosym)
1 CD19 TCR y8
CD10 CDh2 CD13
CD20 CD5 CD33
CD8 CDw65
CD10 CD117
0.5 TdT TdT CD14
CD24 CD7 CD15
CDla CD64

Tabulka 4. EGIL skorovaci systém

Imunofenotypizace akutni lymfoblastické leukemie

Klasifikace imunofenotypu ALL se opira stale pfedev$im o EGIL klasifikaci. Akutni
lymfoblastické leukemie, vychazejici z B fady, rozd€lujeme na ALL z prekurzori B bunék
(BCP ALL, tvotii 80%) a zralou B ALL. BCP ALL je nej¢astéj$im malignim onemocnénim
détského véku. BCP ALL délime na nezralou proB ALL, ktera neexprimuje antigen CD10 ani
intracelularni IgM (u fetézec), common ALL (cALL), kterd je CD10 pozitivni a intracelularni
IgM je negativni a preB ALL, které exprimuji intracelularni IgM a zpravidla i1 antigen CD10.
U zralé¢ B ALL nachazime povrchovou expresi jednoho z lehkych fetézch Ig (x nebo 1),
povrchové IgM a CD79a. T ALL tvori 10-15% détskych akutnich leukémii, vychazeji
z prekurzor T lymfocytii a byvaly spojovany s horsi progndzou (Tabulka 5.). Na soucasnych

lécebnych protokolech T ALL casto jsou typické pomalejsi odpoveédi na 1é€bu oproti BCP

ALL (Conter et al. 2014).
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typ podtyp imunofenotyp molekularni genetika
proB ALL CD10° MLL/AF4, piestavby MLL genu
BCP ALL CALL CD10", cytoplazmatické IgM bez fuzi, ETV6/RUNX1
hyperdiploidni, BCR/ABL1,
preB ALL CD10", cytoplazmatické IgM* E2A/PBX1
CD19" a/nebo CD22" a/nebo
CD79a"
BCP ALL CD3;, povrchové Igi’, Igh
- spole¢na charakteristika obvykle CD7", HLA DR*
povrchové Igk*, Igh” fize onkogenu Myc
zrala B povrchové IgM*, CD10" (50%)
antigeny B fady
proT ALL CD2’, CD5’, CD8
TALL preT ALL CD2" a/nebo CD5" a/nebo CD8*
intermediarni T
ALL CD1a"
zrala T ALL CD3*, CD1a
TCRof zrala T
ALL TCRap*
TCRy§"zrala T
ALL TCRyS"
TALL CD7*, CD3* faze TCRad, TCRB
cytoplazmaticky a/nebo
- spoleéna charakteristika povrchové delece a fuze genu TAL

Tabulka 5. Adaptovana EGIL klasifikace akutni lymfoblastické leukemie pro protokol
ALL IC BFM 2002.

Imunofenotypizace akutni myeloidni leukemie

Primarni diagnostika akutnich myeloidnich leukémii se dosud vyznamné opira o
morfologickou FAB Kklasifikaci. Imunofenotypizace potvrzuje diagnozu AML (zcela zasadni
je pro subtypy AML MO a M7) a urcuje specifickou kombinaci antigent pro sledovéni
minimalni rezidualni nemoci (Creutzig et al. 1995, 2012) (Tabulka 6.). Pro AML MO je
charakteristickd exprese antigenu CD13, CD33, CD65. U podtypu M7 nachazime expresi

megakaryocytarnich antigeni — CD41, CD42 a CD61.

pozitivni antigeny

aberantni

negativni antigeny antigeny

CD13, CD33, ctMPO, HLA-DR

CD7, CD4, CD19

AML CD45dim

FAB subtyp

MO CD34", CD117*, TdT" (pelovinaa vice) CD14", HLA-DR ®0'oina) | cpgg- (etina)
M1 CD34%, CD117*, CD7* (polovinaavice) CD14

M1 Auer+ CD34", TdT™ (Pelovind) o7+ (Polovind) 'Ly A.DR*  CD14", CD15°

M2 CD33*, CDw65* HLA-DR(elovina)

M2 Auer+ HLA-DR', CD13", CD34", TdT (fein CD14", CD4

M3 CD33*, CDw65* HLA-DR®") ' cD34°, CD14°,CD15
M4 HLA-DR*, CD33*, CDW65"

Tabulka 6. Imunofenotypové nalezy u jednotlivych FAB podtypi AML (Mayer et al. 2002).
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Minimdlni rezidudlni nemoc

Zbytkové leukemické bunky, které pietrvavaji po terapii ¢i predtransplantacni
ptipravé, jsou hlavnim zdrojem relapsu onemocnéni a komplikuji 1é¢bu leukemie. Pfitomnost
rezidudlnich leukemickych bunék u pacientti, ktefi jsou v hematologické remisi, se nazyva
minimalni rezidualni nemoc (MRN). Podle metody detekce leukemickych bun€k rozliSujeme
hematologickou remisi (morfologické sledovani), cytogenetickou remisi (absence
chromosomalnich zmén) a molekularné-genetickou remisi (dle specifickych genetickych
zmén specifickych pro leukemicky klon). Limitujicim faktorem detekce MRN je citlivost
danych metod. Hematologické metody zalozené na mikroskopii stejné¢ jako klasické
cytogenetické metody se pohybuji v fadu procent. Metoda fluorescen¢ni in situ hybridizace
dosahuje v idealnim ptipadé citlivosti 0.1%. Molekularné-genetické sledovani s vyuzitim
polymerazové fetézové reakce (PCR), dosahuje citlivosti az 0.0001%. Citlivost 0.0001%
znamena, ze detekujeme jednu leukemickou bufiku mezi 10 000 normalnich bunék (Fronkova

et al. 2008).

Priitokovd cytometrie

K detekci minimalni rezidudlni nemoci lze vyuzit i pratokovou cytometrii. U ALL je
stale zlatym standardem detekce klonalné specifickych pfestaveb imunoreceptorovych genti
pomoci molekularng-genetickych technik. Béhem minulych dvou dekad doSlo k objeveni
pouze omezené¢ho poctu povrchovych znaki, které by se vyskytovaly vyhradné na
leukemickych buiikdch a nevyskytovaly se na nemalignich buiikdch stejné linie. Kombinaci
znaku, které se fyziologicky na dané linii nevyskytuji, spolu s odliSnou intenzitou exprese
liniové ptislusného znaku ¢i asynchronni exprese znaki Ize odlisit leukemickou populaci od
nemalignich bunék. Hodnoceni odpovédi na 1écbu pratokovou cytometrii u ALL je
nejpresnéjSi v indukéni fazi terapie, kdy interpretaci nekomplikuje regenerujici nemaligni
pozadi (Mejstrikova et al. 2010a). Dostupné znaky pro pratokovou cytometrii nam vzdy
neumoznuji rozliSit maligni buniky od pozadi regenerujici kostni diené, coz sniZzuje specificitu
a sensitivitu pritokové cytometrie v odlideni leukemické buiiky. Siri znalosti o novych
znacich, které by byly klinicky vyznamné a nachéazely se na povrchu leukemickych bunék,
jsou nezbytné, proto se vyzkum zamétuje na identifikaci novych povrchovych znaki pomoci
napt. expresniho profilovani (Coustan-smith et al. 2011) nebo proteomickych metod,
(Mirkowska et al. 2013).
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Prestavby genii pro imunoglobuliny a receptory T lymfocyti

Leukemické lymfoidni blasty pochazeji ze spolecné prekurzorové buiilky, nesou
identické ptestavby genti pro imunoglobuliny (Ig) a receptory T lymfocyti (TCR) (Ig/TCR).
Ig/TCR piestavby kvantifikujeme, abychom mohli stanovit minimalni rezidualni nemoc. Tato
metoda muze byt ovlivnéna existenci subklonti s riiznymi piestavbami, které mohou vést
k chybnému vybéru cile pro sledovani minimalni rezidualni nemoci a klonalni evoluci
v prubéhu 1é¢by (Eckert et al. 2011).

Molekuly imunoglobulinii se skladaji ze dvou lehkych a dvou téZkych fetézch. Na
chromosomu 14 se nachazeji geny pro tézké imunoglobulinové fetézce. Na chromosomu 2
lehky fetézec kappa a na chromosomu 22 lehky feté¢zec lambda. Pieskupovani tézkych fetézci
za¢ina mezi genovymi segmenty D (diversity, 27 usekd) a J (joining, 6 usekl). Nasledné
dojde k pteskupovani mezi nové vzniklym DJ segmentem a V segmentem. Lehké fetézce
neobsahuji D segmenty a maji mens$i mnozstvi V (variable) a J segmenti. Pti produktivni
pfestavbé a expresi povrchového imunoglobulinu se bunky diferencuji do nezralych B
lymfocytt (Matsuda et al. 1998). TCR ma dva typy receptori - TCRap a TCRyd. Prestavby
TCRpP a TCRd jsou koédovany libovolnou kombinaci V, D a J segmenti a TCRa a TCRy
nemaji D segmenty (Davis et al. 1988). Proces pieskupovani je fizen enzymatickou aktivitou
rekombinaz RAG1 a RAG2, které se nachazeji na vyvijejicich se lymfocytech. Ke zvySovani
variability sekvenci dochazi vkladanim nahodnych nukleotidi. Tento proces je fizen
terminalni deoxynukleotidyl transferazou (TdT) (Szczepanski et al. 2001). Nase skupina se
zamétila na korelaci MRN v kostni diéni a periferni krvi. Korelace hladin MRN mezi kostni
dfeni a periferni krvi je velmi dobrd u T-ALL zatimco u BCP ALL byla MRN v periferni krvi
detekovana o jeden fad niz8$i nez v kostni dfeni. V rdmci BCP ALL existuji podskupiny
S dobrou korelaci MRN mezi kostni dieni a periferni krvi, a to proB ALL, ALL s faznim
genem BCR/ABL1 (Volejnikova et al. 2012).

Fuzni geny

Chromosomalni aberace se vznikem fiiznich gend jsou identifikovany u akutnich
leukémii, které hraji kli¢ovou roli ve vyvoji a funkci lymfoidnich a myeloidnich bun&k. Casto
koduji transkripéni faktory, ale také regulatory bunécného cyklu, pfenaSeCe signalu.
Chromosomalni aberace, které maji pro leukemii specificky region fizniho genu se pouzivaji
k detekci minimalni rezidualni nemoci za pomoci PCR. MRN je senzitivni v rozmezi 0,001
do 0,000001%. Analyza fiznich gent dle PCR navrhuje oligonukleotidové primery na opacné

stran€ zlomového mista fuzniho genu, takze PCR produkt obsahuje leukemii specifickou
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sekvenci fuzniho genu. BIOMED-1 navrhl standardizované protokoly vyuzivajici PCR
v realném case (RT-PCR) systém, zaroven navrhly primery, které identifikuji nasledujici
fazni geny (E2A-PBX1, MLL-AF4, AML1-ETO, BCR-ABL1, ETV6-RUNX1, PML-RARa,
CBFB-MYH11, SIL-TAL1) (van Dongen et al. 1999).
Masivné paralelni sekvenovdni

Masivné paralerni sekvenovani je novou technologii, kterd by do budoucna mohla
slouzit k detekci minimdlni rezidudlni nemoci akutnich leukémii. Nova technologie by
ptrekonala technické limitace predchozich metod detekce MRN. V novych studiich dochazi
k porovnani standardnich metod detekce MRN a detekce za pomoci masivné paralelniho
sekvenovani. Byla pozorovana dobra korelace mezi obéma metodami (R= 0,791) a vyborna
korelace u 79,6% pacientt, nicméné je potieba dalSich validaci pro potvrzeni téchto vysledki

(Ladetto et al. 2014).

Lécba akutni lymfoblastické a myeloidni leukemie

Akutni lymfoblastickd leukemie - 1écba a stratifikace

V Ceské Republice jsou détiti pacienti s akutni leukémii 1é¢eni podle protokolii skupiny
BFM.
Studijni skupina BFM byla zaloZena v roce 1975 v Némecku. Zahrnovala Berlin (B),

Frankfurt (F) a Miinster (M) a uskutecnila prvni studii BFM. Prvni 1écebny protokol byl
zalozen na vyuziti velmi intenzivni chemoterapie, coz vedlo k dramatické zméné prognézy
pacientt s akutni lymfoblastickou leukemii v détském veku. 1 (International) -BFM studijni
skupina se i nadale zabyva optimalizaci lééebnych protokold na zakladé zkuSenosti
ucastnicich se center. V soucasné dobé se I-BFM studijni skupiny Gc¢astni celkem 34 zemi
véetné Ceské Republiky.

Pacienti, kterymi jsem se zabyvala ve své praci, byli 1éCeni podle nasledujicich
lé¢ebnych protokolti — ALL — BFM 95 (1996-2002), ALL-IC-BFM 2002 (2002-2007), ALL-
BFM 2000 Interim (2007-2010) a AIEOP-BFM 2009 (2010 az do soucasnosti). V 1écebné
studii ALL-IC-BFM 2002 byli pacienti rozfazeni do skupiny standardniho (SR), stfedniho
(MR) a vysokého rizika (HR). Pacienti byli rozdéleni na zékladé véku, leukocytozy, casné
odpovédi na 1écbu (dle % blastl v kostni dieni v den 15 a 33), odpovédi na prednison (tzv.
dobra odpoveéd’ definovana mén¢ nez 1000 blasti na plL Vv periferni krvi vden 8) a
imunofenotypu (Stary et al. 2014). Do vysokého rizika dale byli zatazeni pacienti s fiznim
genem BCR/ABLL, 1(9;22) nebo MLL/AF4, t(4;11) a Spatnou odpovédi na 1é¢bu v den 8, 15
nebo 33. Lécebny protokol ALL-BFM 2000 Interim stratifikoval pacienty do tii skupin
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standardniho (SR), stfedniho (MR) a vysokého rizika (HR). Pacienti byli rozdé€leni do
rizikovych skupin podle odpovéi na prednison, minimélni rezidualni nemoc pomoci piestaveb
Ig/TCR v den 33 a tyden 12 a podle a ptitomnosti BCR/ABL1, t(9;22) a MLL/AF4, t(4;11),
podle minimalni rezidualni nemoci pomoci prutokové cytometrie v den 15 1é¢by (Cario et al.
2014). Lécebny protokol ALL-BFM 95 stratifikoval pacienty dle v€ku, poc¢tu bilych krvinek
v diagnoze, imunofenotypu, cytogenetiky (BCR/ABL1, t(9;22) nebo MLL/AF4, t(4;11)) a
odpovédi na prednison (Mdricke et al. 2010).

Od roku 2010 jsou dé&ti v Ceské republice s ALL 1éeny podle studie AIEOP-
BFM ALL 2009. Lécebna studie AIEOP-BFM ALL 2009 je studii, kterda mé za cil zlepsit
ucinnost 1é¢by a optimalizovat chemoterapii na zaklad¢ nejnovéjSich poznatkli a zkuSenosti
z predchozich studii. Na zaklad¢ absence ¢i piitomnosti rizikovych faktor stratifikujeme
pacienty do tii skupin, s rozdilnym rizikem relapsu leukemie a rozdilnou intenzitou 1é¢by,
standardniho (SR), stfedniho (MR) a vysokého rizika (HR). Podobné jako v pfedchozich
protokolech jednim ze stratifikacnich kritérii je i odpovéd’ na 1é¢bu prednisonem. Dale jsou
pacienti standardniho rizika definovani pomoci PCR (maji negativni MRN v den 33 a tyden
12 1é¢by). Pokud neni PCR-MRN dostupna, pouziva se stanoveni MRN pomoci pritokové
cytometrie v den 15, kterd u SR pacientll by méla byt nizs$i nez 0,1%. Kritérii pro vysoké
riziko je Spatnd odpovéd’ na prednison, nalez rovny nebo nad 10% blastii pomoci pritokové
cytometrie v den 15 1é¢by, nedosazeni kompletni remise v den 33 1é¢by, pozitivita MLL/AF4,
t(4;11), hypodiploidie ( pod 45 chromosomti) a PCR-MRN rovna nebo vice nez 0,001% v den
33 ¢iv tydnu 12.

VSichni pacienti jsou léceni intenzivni chemoterapii dle protokolu I, ktery trva
ptiblizné 9 tydni. Skupina standardniho rizika nebo stfedniho rizika navazuje protokolem M
(8 tydntr) a protokolem II (7 tydnt). Pacienti vysokého rizika dostanou misto protokolu M tfi
kratké, ale velmi intenzivni 1é¢ebné bloky (HR bloky), které jsou opakovany po 3 tydnech, a
nasleduji je tfi protokoly III (4 tydny). Cast pacientd vysokého rizika je indikovana
k transplantaci kmenovych bun¢k krvetvorby po tfetim HR bloku. Nasleduje udrzovaci 1é¢ba.
Tuto ale neobdrZi pacienti po transplantaci kmenovych bunék krvetvorby. Délka 1écby od

stanoveni diagnozy je celkem 2 roky (Obrézek 3.).
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Obrazek 3. Schéma lécebného protokol AIEOP-BFM ALL 2009, zachycujici pocet tydnt
1é¢by pro jednotlivé subtypy ALL: (T/non HR (T akutni lymfoblasticka leukemie, nezatazeni
do vysokého rizika (HR, (high risk)), pB/mnon HR (B prekurzorova akutni lymfoblasticka
leukemie, nezatazeni do vysokého rizika), HR T-ALL (T akutni lymfoblasticka leukemie) a
HR pB —ALL (B prekurzorova akutni lymfoblasticka leukemie) zatazeni do vysokého rizika,
MR (pacienti stiedniho rizika), SR (pacienti standardniho rizika). Nazvy jednotlivych
protokolii: TA, TA", 1Acem, 1B, IB A5°*M, II, HR1’, HR2’, HR3, IIl. pCRT (preventivni
ozéteni krania (preventive cranial radiotherapy)), SCT (transplantace kmenovych buné¢k (stem

cell transplantation)), DNX (DaunoXome), FLA (FLAG). Randomizace Ri, Ry, R pr.

Akutni myeloidni leukemie - léCba a stratifikace

Pacienti s AML jsou v Ceské republice 1é¢eni v souéasné dobé dle protokolu AML
BFM-2012, ktery stratifikuje pacienty do tfi skupin: standardniho rizika (SR), stfedniho rizika
(MR) a vysokého rizika (HR). Do SR skupiny patii pacienti s pfitomnosti t(8;21), resp.
fuznim genem AML1/ETO, inv(16), resp. fuznim genem CBF3/MYH]I1, t(15;17), resp. faznim
genem PML/RARa, t(1;11), normalnim karyotypem a NPM1 mutaci, normalnim karyotypem
a dvojitou mutaci C/EBPa. U HR pacientli nachdzime nésledujici aberace: 12p/t(2;12),
monozomii 7, t(4;11), t(5;11), t(6;11), t(10;11), t(6;9), t(7;12), t(9;22), komplexni karyotyp,
mutaci v genu WT1 a pozitivitu FLT3-ITD. Pokud se zachyti v den 28 1écby vice nez 20%
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leukemickych bunék, jsou pacienti ze standardniho rizika pfetazeni do stfedniho rizika. Na
zaklad¢ Spatné odpovédi na 1éCbu zjisténé molekularné-geneticky a cytogeneticky jsou

pacienti ptefazeni do vysokého rizika (Obrazek 4.).

Registr AML-BFM 2012

Indukee 1 Indukee 2 Blok 3 Blok 4 Blok 5
\
t(15;1]‘:|l m
SR
t(8;21)/
t(;11) | HAM I Al | | haM I I HAE l . P
NPM1 > Udrzovaci Iécha 1 rok
CEBPa dm Cytarabin i.th.
ADXE
IR > lavz-coa I haM | I HAE |
/
Al alloMSD
R >
Jr
[ T N 1 ] ! .
Den 0 8 15 28 56 84 112 140
MRN MRN MRN MRN MRN
Tyden 1 4 8 12 16 20

Obrazek 4. Schéma lécebného protokolu Register AML-BFM 2012. Schéma zachycujici
pocet tydnt 1é¢by, v jakych ¢asovych bodech se provadi detekce minimalni rezidudlni nemoci
(MRN), rozdéleni pacienti dle rizika na SR (standardni riziko), IR (stfedni riziko
(intermediate risk)) a HR (vysokého rizika). Nazvy jednotlivych protokolid: ADxE, Al, HAM,
haM, Al/2 — CDA, HAE, HA(E). Allo MSD/MUD (matched sibling donor (MSD), matched

unrelated donor (MUD) allogenic transplantation (Allo).

Vyvoj hematopoetickych bunék

Krevni buiiky- erytrocyty, leukocyty a trombocyty, maji omezenou dobu Zivota, proto
existuje bunéna populace, kterd je jejich nepfetrZitym zdrojem. Vychozi buiikou je
multipotentni kmenova bunka, kterd mé kapacitu dat vznik specifickym bunécnym liniim.
Kmenové buiiky jsou primitivni, nediferencované, jsou schopné sebeobnovy a diferenciace do
individualnich vyvojovych linii. Z kmenovych bunék vznikaji progenitorové buiky, ktera se
déli a diferencuji do stale zralejSich progenitorii. Pro vyzravani je nutné cytokinové prostiedi

a mikroprostiedi kostni dfené.
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Hematopoetické kmenové buniky (HSCs) jsou déale definovany ptitomnosti antigenu
CD34 (Civin et al. 1996) a neexprimuji defini¢ni antigeny jednotlivych linii jako napt. CD19,
CD20, CD16, CD56, CD2, CD3, CD4, CD8 (Wognum et al. 2003). V kostni dfeni nalézame
1-4% bunék exprimujicich CD34 a vykazujicich schopnost dlouhodobé obnovy. Dle
klasickych modelt hematopoézy dochazi z HSCs Kk diferenciaci striktné oddélenych
progenitord pro lymfoidni a myeloidni linii. Z lymfoidniho progenitoru vznikaji pies
unipotentni progenitory T lymfocyty, B lymfocyty a NK bunky (Kondo et al. 1997). Ze
spolecného myeloidniho progenitoru dale diferencuji stadia spolecnych multipotentnich
progenitort — CFU-GEMM (Colony Forming Unit Granulocyte- Erythrocyte- Monocyte-
Megakaryocyte) a dale CFU-GM (Colony Forming Unit Granulocyte- Monocyte) a CFU-
MegE (Colony Forming Unit Erythrocyte- Megakaryocyte). Nasleduje unipotentni progenitor
a zralé granulocyty, monocyty, trombocyty a erytrocyty (Akashi et al. 2000).

Krom¢ klasickych modeli hematopoézy (Obrazek 5.), které ptredpokladaji striktni
rozdéleni lymfoidni a myeloidni linie, existuji alternativni modely, které ptedpokladaji
existenci mezi-progenitoru, ktery ma jak lymfoidni, tak myeloidni potencial (Kawamoto et al.
2009). Diferenciace do jednotlivych vyvojovych linii mize byt chapana i jako kontinuum, kde
se jednotlivé linie vzajemné ovliviiuji. HSCs mohou mit specificky bunécny osud pies vice
mezi-progenitord (Doulatov et al. 2010) (Obrazek 6.).

Hematopoéza je fizena transkripnimi faktory a cytokiny. Transkripéni faktory
GATA-1, GATA-2, FOGI jsou dulezit¢ pro megakaryocyty-erytrocyty, bazofily nebo
eozinofily. Transkrip¢ni faktor PU.1 fidi HSCs nebo progenitory do myeloidni linie. CEBP/a
exprese je nutnd pro myelomonocytarni vyvoj. PAX-5 transkripéni faktor je dulezity pro

vyvoj lymfoidnich linii (Doulatov et al. 2010).
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Obrazek 6. Alternativni schémata hematopoézy (Doulatov et al. 2010).
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Zména bunécného osudu

Vyvoj hematopoetickych linii od multipotentniho progenitoru probihd pies liniové
specifické transkripéni faktory (Hanna et al. 2008). B lymfocytim, které nejsou plné
diferenciované, mizeme zmeénit bunéény osud smérem do pluripotentniho stadia za pomoci
Ctyf transkripénich faktori — Oct4, Sox2, KlIf4 a c-Myc (Hanna et al. 2008). U plné
diferencovanych B lymfocytl je tfeba k reprogramovani pouzit dalsi transkripéni faktory.
Témito transkripénimi faktory jsou zejména C/EBPa a PAX-5, pfiemz zvySeni exprese
C/EBPa a snizeni exprese PAX-5 vede Kk transdiferenciaci do myeloidni linie.

Exprese transkripcnich faktora C/EBPa a C/EBPp v diferencovanych B lymfocytech
vede K rychlému a uc¢innému reprogramovani a transdiferenciaci do makrofagt. Transkrip¢ni
faktory C/EBPa a CEBPJ zpusobuji zménu bunétného osudu inhibici linioveé specifického
transkripéniho fakturu PAX-5. Inhibice PAX-5 vede ke snizeni exprese antigenu CD19
soubézné s endogenni expresi transkripéniho faktoru PU.l, nasledné dochéazi ke zvySeni
exprese myeloidnich znakt véetné Mac-1. C/EBPa a C/EBPf dokazi zménit transkripéni sit’
B lymfocytii postupnymi a soubéznymi zménami, které vyzaduji transkripéni faktor PU.1
(Xie et al. 2004).

Ektopickd exprese C/EBPa muze vyvolat pieménu i B leukemickych blasti do
makrofagl. Buiky v priabéhu reprogramovani zvysuji hladiny transkriptd makrofagovych
znakl a snizuji hladiny transkript pro B lymfocyty, zvySuji pfilnavost, granularitu, bunéénou
velikost, fagocytarni  kapacitu ~a  nasledn¢  dochdzi ke  klidovée  fazi
(Rapino et al. 2013).

U C/EBPo indukovaného reprogramovani pre-B lymfocyti do makrofagi nebylo
prokdzano zpétné reprogramovani smérem k méné zralému prekurzori. Byla popsana
piechodnd zména exprese gend, které jsou znakem prekurzorti pro granulocyty a makrofagy,
genl omezenych na progenitory (Kit, FIt3), genii regulacni sit¢ mezi B lymfocyty a
makrofagy (Nfe2, T bunécné znaky). Vyznam téchto genti pro reprogramovani je ale sporny.
C/EBPo. kazdopadné utlumuje B lymfocytarni geny a zarovenn blokuje erytroidni a T
lymfocytarni geny (Di Tullio et al. 2011).

Reprogramovani versus transdifereniace mohou byt popsany jako dva procesy, které
se od sebe navzajem lisi. Proces transdiferenciace je rychly v buiikéch, které nepodléhaji
bunéénému de€leni. Procento nedélicich se bun€k se zvySuje se zvySujici se hladinou

transkriptu mMRNA C/EBPa genu. Bunééné déleni tedy neni nutné k procesu transdiferenciace,
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ktera je odliSnd od procesu reprogramovani k pluripotentnimu stadiu. Reprogramovani
vyzaduje prichod bunéénym cyklem, protoze zahrnuje Sir$i Skéalu epigenetickych zmén.
Béhem reprogramovani dochazi k obnoveni funkce genti Nanog, Pou5f1 pfes DNA methylaci,
cely proces trvad vice nez tyden a pravdépodobné vyzaduje DNA replikaci. V procesu
transdiferenciace nebyly pozorovany zmény DNA methylace v promotorech gen,
pozorovany byly pouze histonové modifikace (Bekker-jensen et al. 2012).

Transdiferenciace B lymfocyti do makrofagii byla zkoumana z hlediska zmén v DNA
methylaci. Vysledky byly piekvapivé, protoze nedochazelo k methylacnim zménadm ve
specifickych genech pro B lymfocyty a makrofagy. Zmény nebyly nalezeny ani
v diferencidlné exprimovanych genech v porovnanich mezi B lymfocyty a makrofagy. H3
histonové modifikace se ale ménily dle hladiny exprese jednotlivych gent (Rodriguez-Ubreva
et al. 2012).

C/EBPa gen (CCAAT enhancer binding protein alpha)

C/EBPa jaderny gen je tvofen jednim exonem a je lokalizovany na 19. chromosomu
(19g13.11). C- koncova doména je tvofena zakladnim leucinovym zipem (bZIP), ktery tvofi
DNA-vazajici doménu, pies kterou dochazi k homodimerizaci C/EBPa a heterodimerizaci
ostatnich ¢leni C/EBP rodiny. Tato doména je zapojena do protein-proteinové interakce
s transkripénimi faktory, které jsou zapojeny v liniové diferenciaci a proliferaci. N-terminalni
doména je trans-aktivaéni doména zprosttedkovavajici transkripni proces pro mRNA a
nasledné proteiny dilezité v kontrole bunétného cyklu. Existuji dvé translacni izoformy
s rozdilnym startovacim kodonem, plné¢ dlouhy protein ma 42kDa a zkracend forma jen
30kDa. Pomér izoforem je dilezity pro proliferaci a diferenciaci (Hendricks-Taylor et al.
1992).

C/EBPo. je exprimovan v raznych bunéénych typech (ve stfevech, plicich,
nadledvinkach, prsu, ovariich ¢i placenté (Koschmieder et al. 2009)). Hraje dilezitou roli ve
vyvoji jaternich a tukovych buné¢k, nejvyssi koncentrace dosahuje v kone¢né diferencovanych
bunikdch. Ve vyvoji krvetvornych bunck je exprimovan v myeloidnich buikach a fidi
granulocytarni diferenciaci.

Zarode¢na mutace C/EBPa byla nalezena u 2 familiarnich pfipadt AML. Jedna rodina
nesla heterozygotni zarode¢nou mutaci del (C) v nukleotidu 212, ktera zptisobila piredCasné

ukonceni proteinu v kodonu 158 a byla pifitomna pouze 30kDa dlouha izoforma (Smith et al.
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2004). Druha rodina nesla heterozygotni zarode¢nou mutaci ins (C) v nukleotidu 217 (Sellick
et al. 2005).

Somatické mutace mizeme rozd¢lit na mutace postihujici N- koncovou a C-koncovou
doménu. V N-koncové doméné dochazi k bodovym mutacim, inzerci ¢i deleci, které
zpusobujicich posun ¢teciho ramce a tvorbu zkracenych proteind, tvoii se pouze izoforma
30kDa, které chybi trans-aktivaéni doména. V C-koncové doméné dochédzi k mutacim v ramci
¢teciho rdmce €i missense mutace, které prerusuji zakladni leucinovy zip a ovliviiuji DNA
vazbu. Vyskytuji se rovnéz bialelické mutace (Fitzgibbon et al. 2004).

Mutace C/EBPo. se nachéazeji u 10% akutnich myeloidnich leukémii, casto jsou
spojeny snormalnim karyotypem. Bialelickd mutace je spojena s pfiznivou progndzou
(Taskesen et al. 2011). C/EBPo. exprese je snizena u AML s fiznim genem AML1/ETO, ktery
zpusobuje inhibici promotoru CEBPA (Pabst et al. 2001). K potlaceni translace dochazi ptes
kalretikulin u AML s inv(16)(p13g22) a faznim genem AML1-MDS1-EVI1 (Helbling et al.
2004). Vzacné se C/EBPo. mutace nachazeji u myelodysplastického syndromu, plicnich
nador a nadortt prostaty. SniZzena exprese C/EBPa genu byla rovnéz zaznamenana
Vv blastické krizi chronické myeloidni leukemie (Perrotti et al. 2002). Translokace genu
C/EBPo. jsou vzacné. U BCP ALL byla nalezena t(14;19)(g32;913) kde je C/EBPa je
translokovana k t€zkému imunoglobulinovému fetézci, coz vede ke zvyseni exprese C/EBPa

bez popsanych imunofenotypovych zmén (Robinson et al. 2004; Chapiro et al. 2006).

Liniovy presmyk

Liniovy pfesmyk popisuje situaci, kdy akutni leukemie splni v diagnéze kritéria
lymfoidni ¢i myeloidni linie, ale béhem 1é€by dojde ke zméné do druhé linie. Jedna se vSak o
jeden leukemicky klon, ktery sdili cytogenetické a molekularné- genetické charakteristiky.
Tento jev je pomérné vzacny. Literarné nachazime piedev§im popis jednotlivych kazuistik.
Vétsi kohortu pacientli s liniovym pfesmykem publikoval vroce 2012 Jorge Rossi
z Argentiny (Rossi et al. 2012). V publikovaném souboru tvofila incidence liniového
presmyku 0,6%, vétSina pacientii nesla prestavbu MLL genu, ktery je spojovan s liniovou
promiskuitou a $patnou prognozou, coz se v publikovaném souboru potvrdilo. Stasik et al.
publikoval kazuistiku pacienta s liniovym pfesmykem s pfestavbou MLL genu, liniovy
presmyk se odehral z lymfoidni do myeloidni linie (Stasik et al. 2006).

Liniovy pfesmyk byl pozorovan také u pacientll bez pfitomnosti ptrestavby MLL genu,

zmeéna liniové piisluSnosti se odehrala z lymfoidni do myeloidni linie a v relapsu onemocnéni
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se identifikovala lymfoidni linie. Ve vSech stadiich liniového pfesmyku byly identifikovany
stejné specifické prestavby pro imunoglobuliny a receptory T lymfocytt (Bierings et al.
2001). Zajimava je kazuistika pacientky, kterd byla diagnostikovana jako BCP ALL
s normalnim karyotypem. Po indukcni 1écbé byla pacientka v hematologické remisi. Pro
progredujici hepatomegalii byla provedena biopsie, ktera prokazala leukemickou infiltraci,
nasledn¢ se v periferni krvi objevila leukemicka infiltrace s monocytarni morfologii a
imunofenotypem. Ve fazi pfesmyku na leukemickych blastech byl popsan myeloidni znak
CD33 a lymfoidni znak CD2, CD19 na rozdil od diagnézy byla negativni (Imataki et al.
2010).

Liniovy pfesmyk je spojovam i s dal$imi genetickymi abnormalitami jako je
monozomii 7 a filadelfskym chromosomem. Liniovy pfesmyk byl pozorovan u pacientky
s prokazanym filadelfskym chromosomem pies myeloidné-lymfoidni linii do plné
lymfoidniho imunofenotypu (Hassan et al. 2004). Izolovana monozomie 7 je vzacna
cytogenetickd abnormalita u détskych akutnich lymfoblastickych leukémii. Prokazan byl
liniovy pfesmyk zlymfoidni do myeloidni linie (monocytarni diferenciace), leukemické
blasty mély prokazanou perzistenci izolované monozomie 7 (Fujisaki et al. 1999). Byly
popsany piipady, kdy k liniovému ptesmyku doslo az v relapsu onemocnéni. V relapsu byly
popsany liniové pfesmyky do akutni myeloidni leukemie, kde v myeloidnich leukemickych
bunkach byly popsany nasledujici translokace t(9;11) nebo t(8;16) (Park et al. 2011).
V relapsu byl pozorovan piipad presmyku z B lymfoidni linie do T lymfoidni linie a nasledné
do myeloidni linie, kterd exprimovala antigeny CD2, CD14, CD33. Pacientka méla popsanou
translokaci t(4;11) prodé€lala liniovy pfesmyk z lymfoidni do myeloidni linie, aberantné
exprimovala antigeny CD2, CD14 a CD33 (Park et al. 2011).

Ukazuje se, Zze hematopoeicky systém ma neocekavanou liniovou plasticitu. Existuji
prekurzory B lymfocytarni/ makrofagové, které se vyskytuji v kostni dfeni a jsou schopni se
diferencovat do B lymfocytl nebo myeloidnich smérem (Montecino-Rodriguez et al. 2001).
Prokazuje se, ze neoplazie nejprve vychazeji z lymfoidnich linii mohou vyvijet za urcitych
podminek do myeloidnich malignit jako jsou sarkomy vychazejici z histiocyti, dendritickych.
Spole¢ny piivod neoplazii se prokazuje pomoci klonalni ptibuznosti malignich bunégk.
Mechanismus a podminky, za kterych dochazi k pfeméné lymfoidnich linii do myeloidnich
linii u téchto malignit, zatim neni objasnén (McClure et al. 2010). Kazuistika uvadi piipad
pacienta s akutni lymfoblastickou leukémii, u kterého se po dvou letech objevila atypicka

non-Langerhansova histiocytéza. Zkouména byla klonalni pfibuznost histiocyti a pivodniho
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klonu ALL. Dle specifickych Ig/TCR piestaveb byla prokazana klonalni ptibuznost histiocytt
a leukemickych bunék, coz ukazuje na jejich spolecny pivod. V histiocytarnich buikéach
pacienta prokazali snizenou expresi PAX-5 genu a zvySenou expresi genu C/EBP a a S, coz
ukazuje na to, ze tyto transkripcéni faktory fidi liniovou promiskuitu u hematopoetickych

malignit (Pagni et al. 2014).

Epigenetika

Epigenetika je v&dni podobor genetiky, jenz studuje zmény, které nejsou zpisobeny
zménou nukleotidové sekvence DNA. Epigeneticka informace mize byt dédéna z bunky na
bunku a z generace na generaci, tedy jak pii mitoze, tak pii meidze. Genom vcetné
epigenetickych zmén se oznacuje jako epigenom. Mezi epigenetické mechanismy fadime
modifikaci histonti ¢i methylaci DNA. V genetice ¢lovéka se epigenetika uplatiuje napiiklad
pii inaktivaci chromosomu X, v genovém imprintingu, béhem vyvoje a rozvoji patologickych
mechanismii  onemocnéni. Zéasadni roli hraje v onkogenezi, kde hraje roli ve vyjoji
nadorovych onemocnéni véetné hematologickych malignit (Burke et al. 2014).

DNA methylace u obratlovct se odehrava v CpG dinukleotidech, cytosin-fosfat (p)-
guaninovych mistech, kde je cytosin pifimo nasledovany guaninem v DNA sekvenci.
Methylaci rozumine zménu z cytosinu na 5-methylcytosin, ktera je katalyzovana enzymy
nazyvanymi DNA methyltransferasa. Dnmtl je udrzovaci metyltransferasa, ktera methyluje
nov¢é vznikly fetézec DNA pfi replikaci dle methylacniho vzoru starého fetézce. Dnmt3a a
Dnmt3b jsou tzv. de novo methyltransferasy, které methyluji dosud nemethylované
cytosinové baze. Lidskd DNA obsahuje 80-90% mehtylovanych CpG dinukloetida.
Methylace je zpravidla spojena s inaktivaci genové exprese. Methylace brani vazbé
transkripénich faktordi, nebo umoZiluje vazbu inhibi¢nich komplexii, obsahujicich histon
deacetylasy a dalsi faktory, které vedou k piestavbé chromatinu do inaktivni podoby.
Methylace v genovém télu pozitivné koreluje s vysokou genovou expresi, zatimco methylace
v promotoru je spojena s nizkou hladinou genové exprese. Hlub$i vyznam methylace
v genovém téle se zkouma (Jones 2012). DNA methylace CpA,CpT a CpC se nazyva
methylace non — CpG dinukleotidi Pluripotentni bufiky nesou methylaci non-CpG
dinukleotidd, methylace klesa s diferenciaci a somatické buiikky nemaji methylované non-CpG
dinukleotidy. Béhem reprogramovani pluripotentnich kmenovych bunék dochdzi k obnoveé
methylace non-CpG dinukleotidli, popisovana je vysoka variabilita mezi rozdilnymi
pluripotentnimi buiikami. Zajimavé je, Ze non-CpG dinukleotidy se vyskytuji v tésné blizkosti

CpG ostravku (Ziller et al. 2011).
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Histony jsou bazické nukleoproteiny, které se podili na vystavbé chromatinu. Rozlisuje se pét
typtu histonti: H1/H5, H2A, H2B, H3 a H4. Histony H2A, H2B, H3 a H4 jsou skupinou
histont tvoficich jadro nukleosomu, H1/H5 jsou spojovacimi histony. Histony podléhaji
posttransla¢nim modifikacim jako je acetylace, methylace, fosforylace. Fosforylace histonu
HI souvisi s kondenzaci chromosomu, defosforylace s dekondenzaci. Stejné tak acetylace a
deacetylace histonii souvisi se zménami kondenzace chromosomi a s regulaci genové
aktivity. Histony jsou acetylovany v transkripéné aktivnim chromatinu a deacetylovany v
neaktivnim chromatinu. Acetylace rusi pozitivni naboj histoni a umoziiuje uvolnéni vazby s
DNA a transkripci. Deacetylace histoni vede ke zvySeni pozitivniho naboje a k tésné
elektrostatické vazbé s DNA v inaktivnim chromatinu. Tyto modifikace zajistuji enzymy
histon acetyltransferasy a histon deacetylasy. Mnoho transkripénich faktort ma aktivitu histon
acetyltransferasy, ktera pusobi jako koaktivator transkripce, nebo histon deacetylasy, pak
pusobi jako korepresor genové exprese.

Deacetylace histonti souvisi s DNA methylaci a ptestavbou chromatinu do inaktivni
podoby. Enzymaticky komplex obsahujici histon deacetylasy se vaze na methylovanou DNA
prostfednictvim vazebnych proteind, to vede ke zménam struktury chromatinu. Je-li tento

proces naruSen, dochazi ke zmén¢ transkripéni aktivity gent.

Methylace v leukemogenezi

Specifickh DNA methylace je charakteristickd pro néadorové bunky vcetné
myeloidnich malignit. Mutace v enzymech modifikujicich epigenetické pozadi byly
identifikovany u AML, kde nachizime charakteristickou DNA methylaci. Epigeneticka
deregulace se zda byt nezavisla na genetickém pozadi. Novy model epigenetické deregulace
predpoklada, Ze hematopoetickd kmenova burka ziskdva nahodné genetické mutace a nckteré
tyto mutace zpusobuji epigenetickou deregulaci. Evoluce epigenetickych zmén muze byt
¢asnym krokem leukemické transformace. TET2 mutace se nachazeji v preleukemickych
burikach a shoduji se se specifickymi zménami DNA methylace (Schoofs et al. 2014).

Aberantni DNA methylace byla zkouméana u cytogeneticky normalnich AML.
Epigenetické zmény CEBPA promotoru byly heterogenni a vyskytovaly se v distalni casti,
proximalni ¢asti i v jadfe promotoru. Pfevahu tvofily zmény v distalni ¢asti (38,2%), vzacné
jsou zmény v jadie promotoru (2,5%). Zmény v distalni casti promotoru korelovaly se
snizenou expresi C/EBPa, zvySenym poctem bilych krvinek v diagnéze, specifickym

genovym profilem a T-myeloidnim imunofenotypem. Zména distalni ¢asti promotoru byla
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zastoupena v men$i mife i u pacienti s FLT3, NPM1 ¢i TET2 mutacemi, byla vSak vice
zastoupena u pacientd s RUNX1 a IDH2R140 mutacemi. C/EBPo. epigenetické zmény a
C/EBPo. mutace jsou vzajemné¢ jedineéné. Methylaéni zmény v CEBPA promotoru
neovliviiuji piimo prognézu. Negativnim prognostickym faktorem je epigenetickd zména
vedouci k snizeni hladiny transkriptu mRNA C/EBPa genu (Fasan et al. 2013). Mutace
C/EBPa genu jsou spojeny s lepsi prognézou nez piipady u kterych byl pozorovan silencing
C/EBPa genu (5-leté pieziti 88% versus 25%, p=0,003) (Figueroa et al. 2010). Spekuluje se,
ze k methylaci v C/EBPa genu dochazi v kontextu celkové hypermethylace.

Zkoumana byla téz role methylace u détskych BCP ALL, kde pievaznou Cast tvori
pacienti s fiznim genem ETV6/RUNX1. Methylacni zmény byly pozorovany v genech
MYOD1, PPARG, SFRP1, FOXE3, TCF3, ERG4 a BTG4. Hypomethylace se vyskytovala
v genech TCF3, POU2AF1 a RAG1. Jelikoz se nelisi DNA methylace mezi jednotlivymi
cytogenetickymi subtypy BCP ALL, miZeme spekulovat o sekundarni zméné
v leukemogenezi, ktera vede k deregulaci (Wong et al. 2012).

Polykombova skupina proteinli je znama jako epigeneticky regulator transkripce,
klicové jsou v diferenciaci, u kmenovych bunék a hraji roli v liniové plasticité. Vyskytuji se
Vv proteinovych komplexech nazyvané polykombové represivni komplexy, které modifikuji
histony a tim dochazi k umlceni cilovych genli. Hypermetyla¢ni zmény pievazné postihuji
CpG dinukleotidy polykombovych skupin, hypermethylace pak zpisobi ztratu liniové
plasticity a ziskdvani schopnost neomezené proliferace. Polykombové skupiny jsou vice

methylovany v relapsovych vzorcich v porovnani s diagnostickymi (Nordlund et al. 2013).

Mysi modely v leukemogenezi

Slovo xenotransplantace pochézi z feckého xenos-,"cizi". Xenotranplantaci rozumime
transplataci Zivych bunék, tkani a organli z jednoho zivocisného druhu do jiného. Xenogenni
transplantace leukemickych bunck poskytuje dilezity nastroj pro studium leukemogeneze,
umoziiuje nam namnozeni leukemickych bunék in vivo a hodnoceni novych lécebnych
ptistupt. V xenograftech dochazi k rekapitulaci klinickych rysit ALL a AML. Leukemické
buiiky v mySich modelech jsou vystaveny, podobné jako v lidském organismu, pfiznivym a
nepfiznivym podminkdm pro pifihojovani, je rekapitulovan selekéni tlak pro vyvoj
leukemickych subklontl.

Pred 25 lety byl vyvinut mysi model s mutaci, ktera zpisobuje téZkou kombinovanou

imunodeficienci (SCID), které¢ maji mutaci v Prkdc genu (Bosma et al. 1988) Vyvoj SCID
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mysi poskytl moznost transplantace hematopoetickych bunék bez odhojeni Stépu. Nicméné
pfetrvavajici imunita SCID mysi limitovala xenogenni transplantace. ZvySené kapacity
ptihojovani se dosdhlo s vyvojem mysiho kmene, ktery ma prohloubené¢ imunodeficitni
vlastnosti (NOD/SCID — The non-obese diabetic/severe combined immune deficiency). V
dalsim kroku byl vyvinut mysSi kmen s poSkozenou vrozenou imunitou a nefunkénimi NK
bunkami, ktery ma defekt v gama fetézci receptoru pro interleukin 2 (NSG mys). NSG kmeny
neexprimuji gen Prkdc a taktéz nemaji expresi X-vazaného genu 112rg. NSG mysi kmen je
charakterizovan az 100% ptihojenim a in vivo diferenciaci transplantovanych
hematopoetickych kmenovych bunék (Schmitz et al. 2011). Ukazalo se, ze rist leukemickych
bunék je v mySich modelech ovliviiovan hladinou rustovych faktorGi a cytokinu.
Humanizované mysi kmeny, které produkuji transgenni lidské cytokiny posunuly moznosti
pfihojovani leukemickych bungk. Uspésné piihojeni leukemickych bunék nezavisi pouze na
vybéru vhodného mysiho kmene. Dilezitym faktorem je, zda se jednd o Cerstvy material ¢i
zda jde o kryoprezervované leukemické buiky. Delsi doba k ptihojeni §tépu byla prokdzana u
kryoprezervovanych vzorkti. Technika transplantace ovliviiuje pfihojeni, transplantace pfimo
do mikroprostfedi kostni dien¢ obchazi ,.,homing“ proces a vede ke zvySené frekvenci
ptihojeni ve srovnani se systémovou aplikaci leukemickych bunék intravendzné.
(Rongvaux et al. 2011). Neuspé$né piihojeni je dano wvnitinimi charakteristikami
leukemickych myeloidnich bun¢k a nikoliv poctem transplantovanych bun¢k (Meyer et al.
2011).
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2. Cile prace

Liniovy pfesmyk akutnich leukémii b&hem Gasné fize 1é¢by je vzacny. Casto jsou ale
pozorovany zmény imunofenotypu, které nevedou ke zmén¢ zafazeni leukemie (Gaipa et al.
2008; Dworzak et al. 2008, 2010). Na lécebném protokolu ALL IC BFM 2002, kde byla
hodnocena minimalni rezidudlni nemoc jako vyzkumna otdzka a hladina minimalni rezidualni
nemoci tak neslouzila k apravé intenzity 1€cby, jsme pozorovali u dvou pacientd se Spatnou
odpovédi na 1é¢bu vyznamnou zménu fenotypu smérem k monocytarni linii v den 8 1&Cby.

Postupné jsme si kladli nésledujici otazky, respektive cile:
1) Jaka je incidence fenoménu liniového presmyku do monocytoidni linie (SWALL) u détské
BCP ALL?

2) Lze definovat typicky expresni vzorec, podle kterého probihé liniovy pfesmyk?

3) Jsou lymfoidni a myeloidni leukemické buiiky geneticky ptibuzné nebo se jedné o rtizné

klony?

4) Existuji spolecné charakteristiky pacientii s fenoménem liniového pfesmyku do

monocytoidni linie (imunologické, genetické, epigenetické)?

5) Lze modelovat liniovy pfesmyk v in vitro a in vivo podminkach?

6) Jak zavisi Cetnost fenoménu liniového pfesmyku do monocytoidni linie na frekvenci

hodnoceni minimalni rezidualni nemoci v indukéni fazi 1écby?

7) Jaky je vztah mezi kategorii akutni leukemie s liniovym pfesmykem a bilinearni leukemie?

8) Jakym zplisobem lze hledat nové cile vhodné pro rezidualni nemoc cytometricky nejen u

pacientli se sSWALL?
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3. Material a metody

Charakteristika kohorty pacientti

Celkem 708 pacientti bylo centraln¢ diagnostikovano jako primarni BCP ALL pomoci
imunofenotypu. LéCba probihala dle nasledujicich 1é¢ebnych protokola: ALL-BFM 95
(09/1996-10/2002, n=269, v¢etn¢ 2 pacientd, ktefi zemieli v den diagnézy), ALL-IC-BFM
2002 (11/2002-10/2007 n=257), ALL-BFM 2000 (11/2007-05/2010, n=154). Kojenci byli
1éCeni dle leGebnych protokold POG9407 (n=5), Interfant 1999 (n=12, z toho jedna pacientka
zemfiela v den diagndzy) a Interfant 2006 (n=11). Pacienti, ktefi zemfteli v den diagnézy, byli
vyfazeni z vypoctl incidence swALL, ale byli zahrnuti do analyzy exprese antigenu CD2

v diagndze. Od 05/2010 jsme diagnostikovali dalsich 9 pacientd se swALL.

Priitokovd cytometrie a sortovaci experimety

V ramci 1ééebnych protokoli pacientd s akutnimi leukemiemi je v laboratofich CLIP
vySetfovan imunofenotyp leukemickych bun¢k pomoci standardnich panelit monoklonalnich
protilatek.V laboratofi pritokové cytometrie mame k dispozici piistroje CYAN (Dako,
Glostrup, Denmark), FACS LSR II a CANTO II (BD Biosciences, San José, USA) a FACS
ARIA II (BD Biosciences, San José, USA), ktery umoziiuje separaci bun¢k do pozadovanych
frakci dle exprese jednotlivych znakd.
Vsichni pacienti, kteti byli zafazeni do nasi studie, splnili definici BCP ALL. Pacienti byly
vySetieni na aberantni expresi antigenu CD2 (Immunotech, klon 39 C1.5) v diagnoze, celkem
se nam podaftilo vySettit 704 pacientil. Prospektivni kohorta byla vySetfeny nami navrzenou 8-
barevnou kombinaci monoklonalnich protilatek, kterd zachycuje B lymfoidni a monocytoidni
vyvoj. Osmi  barevny panel swALL se sklada znasledujicich  antigent
CD45/CD14/CD10/CD20/CD19/CD34/CD33/CD3.  Osmi  barevny panel se sklada
Z nésledujicich protilatek, v uvedenych fluorochromech, od uvedenych vyrobct a uvedenych
klonech - CD45-FITC (fluoresceinisothiocyanat) (Immunotech, Marseille, Francie, klon
KC56), CD14-PE (phycoerythrin) (Immunotech, klon 116), CD34-PercP-Cy5.5 (peridinin
chlorophyll protein conjugated with cyanin dye) (BD Biosciences, San Jose, CA, USA, klon
8G12), CD10-ECD (phycoerythrin-Texas Red conjugate) (Immunotech, klon ALB1), CD20-
PB (pacific blue) (Exbio Praha, CR, klon LT-20 nebo Biolegend, San Diego, CA, USA, klon
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2H7), CD19-PC7 (phycoerythrin conjugated with Cyanine 7) (Immunotech, klon J3-119) a
CD33-APC (allophycocyanin) (Immunotech, klon D3HL60.251). Antigen CD3 (Exbio, klon
MEM-57) byl zafazen do panelu, protoze ma byt negativni na obou leukemickych populacich
(B- a myelo-).. Pacienti byli diagnostikovani mezi zaifim 2007 a kvétnem 2010, celkem 179
pacientli, ktefi m¢li dostatek materialu v diagnoze, den 8, den 15 a den 33 lécby, byli

vySetfeni osmi barevnym panelem.

Izolace RNA, DNA, reverzni transkripce

RNA izolace byla provaddéna pomoci modifikované metody podle Chomczynského a
Sacchi (Chomczynski 1987), pomoci RNA Mini a Micro kitu (Qiagen GmbH, Hilden,
Némecko) dle ndvodi od vyrobce. Kvalita a koncentrace RNA byla kontrolovana pomoci
spektrofotometru NanoDrop (ThermoScientific, Wilmington, USA) nebo pomoci Eipové
technologie vyuzivajici kapildrni elektroforézu (Agilent 2100, Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA).

DNA izolace byla provedena pomoci izola¢nich technologii od Qiaagen — DNA Mini
a Micro kit (Qiagen GmbH, Hilden, Némecko) dle ndvodu vyrobce. Kvalita a koncetrace byla
kontrolovana spektrofotometricky.

Pro piepis mRNA do c¢cDNA pomoci reverzni transkripce vyuzivame kit iScript
(BioRad, Hercules, USA). Kit vyuzivd schopnosti modifikované reverzni transkriptazy
MMLV RT syntetizovat komplementarni DNA k templatovému fetézci RNA za pouZiti
oligo(dT) a ndhodnych hexamerovych primert. Pouzivame termdlni profil skladajici se ze

tiech krokd, 25°C 5 minut, 42°C 30 minut, 85 °C 5 minut.

Screening prestaveb genti pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory a
stanoveni minimdlni rezidudlni nemoci

Tato komplexni metodika vychazi z toho, Ze leukemické bunka vznikla transformaci
Z jednoho lymfocytarniho prekurzoru. Proto leukemické bunky nesou identické, pro danou
leukemii specifické, prestavby Ig/TCR, které mizeme sledovat v prubéhu 1é¢by.

Specifickd kombinace primert se pouziva pro identifikaci ptestaveb Ig/TCR gent. U
BCP ALL vysetiujeme ne/kompletni V-(D)-J piestavby tézkych fetézcli imunoglobulint,
delece lehkého fetézce kappa, nekompletni prestavby T-bunécného receptoru d a piestavby T-
bunécného receptoru y. U T ALL vySetiujeme kompletni a nekompletni ptestavby T-

bunécného receptoru & a y. VSechny primery byly publikovany skupinou BIOMED —I|
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(Pongers-Willemse et al. 1999) nebo BIOMED - Il (van Dongen et al. 2003). Jednotlivé
sekvence vyhodnocujeme za pomoci programu VECTOR NTI 8§ Suite Software
(INFORMAX, Bethesda, MD, USA). V dalsim kroku navrhujeme specifické primery pro
kazdého pacienta a systémy optimalizujeme. Pfi optimalizaci vytvorime fedici fadu z DNA,
kterou ziskame z diagnostického materidlu od pacienta. Snazime se dosdhnout nejlepsi
sensitivity a specificity (van der Velden et al. 2009; van Dongen et al. 2003; van der Velden et
al. 2007, 2003).

Bisulfitové sekvenovdni
Bisulfitové sekvenovani jsme pouzili pro nalezeni methyla¢nich zmén v CEBPA
promotoru. Metoda je zalozena na bisulfitové konverzi cytosinu na uracil, zatimco 5-

methylcytosin je ponechan beze zmén. Hypomethylované cytosiny jsou nakonec zobrazovany

jako thyminy (Obrazek 7.).

Alela 1 (metylovana) Alela 2 (demetylovana)
-—-ACTCCACGG---TCCATCGCT--- ——-ACTCCACGG---TCCATCGCT---
—-TGAGGTGCC---AGGTAGCGA--- —-TGAGGTGCC---AGGTAGCGA---

Bisulfidova konverze

Alkylace

Spontanni denaturace
—~AUTUUAUGG---TUUATCGUT--- —AUT U UAUGCE-—-TU UATHG U T
—TGAGGTGUU---AGGTAGCGA--- —-TGAGGTGUU---AGGTAGUGA---

Metylacné nespecificka PCR
/ DNA sekvenovani \

—NETC BACGEG-—~T CEATIEG CT o —~ACTCCATGG---TCCATTGCT---
—-TGAGGTGCC---AGGTAGCGA--- —-TGAGGTGCC---AGGTAGTGA---

Obrazek 7. Schéma busulfidové konverze.
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DNA byla oSettena EZ DNA Methylation-Gold™ Kitem (Zymo Research
Corporation, Irvine, CA, USA), nasledn¢ amplifikovana pomoci CEBPA promotorove
specifickych primert: Fwd 5'-GAA TTA TAG GGG TAG TTT GGA GAT TA-3", Rev 5'-
CCC TCC TCC TAC CTA CCC TAA A-3’. PCR produkty byly zaklonovany do pCR®2.1
vektoru pomoci TOPO® TA Cloning® Kitu (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA).
Transfekované kompetentni buniky E.coli byly vysety na odpovidajici selekéni pidy InMedia
AmpBlue (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). Vybrané kolonie byly namnozeny
v LB médiu. DNA z plasmida byla izolovana pomoci komeréné dostupnym QIAprep Spin
Miniprep Kitem (Qiagen GmbH, Hilden, Némecko) a sekvenovana.

Exprese genu C/EBPa a kontrolniho genu ABL1

K detekci exprese genu C/EBPa jsme pouzili metodu kvantitativni reverzné-
transkriptaizovou polymerazovou fetézovou reakci (QRT-PCR). Navrhli jsme systém
vyuzivajici k detekci PCR produktu QuantiTect® SYBR Green RT-PCR Master Mix (Qiagen
GmbH, Hilden, = Némecko) a  specifické  primery  CEBPa : Fwd:
GGAGCTGAGATCCCGACA, C/EBPa Rev: TTCTAAGGACAGGCGTGGAG. SYBR
green I interkaluje do dvoufetézcové DNA (dsDNA), kazdy PCR cyklus zvySuje mnozstvi
dsDNA exponencidlné. Metoda vyuzivd hydrolyzacni Tagman sondu, kterd je znacena jak
fluoroforem, tak zhasecem. Pokud je zhasec¢ v blizkosti sondy dojde k potlaceni fluorescence.
V pribéhu elongacni fadze dochazi k rozsSt€peni sondy exonukledzovou aktivitou DNA
polymerazy. KdyZ dojde k oddaleni fluoroforu a zhasece, fluorofor emituje detekovatelné
zateni. Teplotni profil byl pfi 95°C 15 minut a nasledovalo 50 cykli 94°C 15s, 63°C 60s a
15°C donekonecna. Méfeni probihalo na pfistroji PRISM® 7500 Fast Real Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Nasledné byla provedena analyza dle teploty
tani amplifikovan¢ho produktu. Exprese C/EBPa genu byla normalizovana k expresi
kontrolntho  genu, kterym je gen ABLl. ABL1 specifick¢é primery: Fwd:
CTCTAAGCATAACTAAAGGTGAAAAGC, Rev: GATGTAGTTGCTTGGGAC
CCA, ABL1 proba: CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT. ABL1 se nachazi na

devatém chromosomu v oblasti 9q34.13, koduje tyrosinovou kindzu. Normalizace

minimalizuje kvantitativni a kvalitativni rozdily biologického materiélu.
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mRNA exprese cytokinovych receptort

CSF2RA (Colony Stimulating Factor 2 Receptor Alpha) a CSF1R (Colony stimulating
factor 1 receptor) genova exprese byla méfena pomoci systému TagMan® Gene Expression
Assays na pristroji ABI PRISM® 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Teplotni podminky byly 50°C 2 minuty, 95°C 10 minut, 50 cykla
95°C 15s, 60°C 60s a 15°C donekone¢na. Genova exprese byla normalizovana ke

kontrolnimu genu ABL1.

Cytokinové receptory na proteinové trovni

Pomoci prutokové cytometrie jsme vySettily receptory pro M-CSF (faktor stimulujici
kolonie makrofagi - CD115), TPOR (trombopoetinovy receptor — CD110) a GM-CSF (faktor
stimulujici granulocyto-makrofagové kolonie - CD116). Pouzité byly protilatky: CD115
(BioLegend, San Diego, CA, USA, klon 9-4D2-1E4), CD116 (BioLegend,San Diego, CA,
USA, klon 4H1) a TPOR (R&D, Minneapolis, USA, klon 167639), vSechny protilatky byli
konjugované s phycoerythrinem (PE). Méteni probihalo na piistroji CYAN (Dako, Glostrup,
Dénsko).

Identifikace a validace leukemicky specifickych markert

Vzorky kostni diené byly ziskdny bud’ z kryoprezerovanych vzorkl nebo z Cerstvych
vzorkll aspiratl kostni diené. Zaméfili jsme se na nové znaky identifikované pomoci
proteomiky potencialné¢ vhodné pro detekci minimalni rezidualni pritokovou cytometrii.
Validovany byly cile pro monoklonalni protilatky: CD18 (BioLegend, San Diego, CA, USA,
klon TS1/18), CD31 (BioLegend, klon WM59) a CD58 (Immunotech, Marseille, Francie,
klon AICDS58), vsechny konjugované s FITC, CD63 (BioLegend, klon H5C6), CD97
(BioLegend, klon VIM3b), CD102 (BD, San Jose, CA, klon CBR-1C2/2), CD157
(eBioscience,San Diego, CA, USA, klon SY11B5), CD317 (BioLegend, klon RS38E),
vSechny konjugované s PE, CD305 PE (eBioscience, klon NKTA255) nebo CD305
AlexaFluor 647 (BioLegend, klon NKTA255) a CD217 PE (eBioscience, klon JIOMBS) nebo
CD217 APC (eBioscience, klon 424LTS).
Validované protilatky byly soucasti péti barevné kombinace: CD34 PerCP-Cy5.5 (BD, klon
8G12), CD19 PECy7 (Immunotech, klon J3-119), CD10 APC (BD Biosciences, klon HI10a)
nebo CD10 FITC (BD Biosciences, klon HI10a), CD20 APC-H7 (allophycocyanin hilite 7)
(BD Biosciences, klon L27) nebo CD20 PB (BioLegend, klon 2H7), CD38 APC-AlexaFluor
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750 (Immunotech, klon LS198-4-3) a CD45 PO (Pacific Orange) (Invitrogen, Carlsbad, CA
klon HI30) nebo CD45 KO (Krome Orange) (Immunotech, klon J.33). Data byla méfena na

ptistroji CANTO II (BD, San Jos¢, USA).

Genovd exprese 90 genti

Genova exprese 90 genii (Tabulka 8.) byla analyzovana na bunécnych subpopulacich

(Tabulka 9). RT-PCR byla provedena v duplikatech pomoci TagMan® expresnich analyz,
TagMan® univerzalniho Master Mixu Il na pfistroji ABI PRISM® 7500 Fast Real-Time PCR

(Applied Biosystems, Foster City, CA). Metoda vyuzivajici delta Ct byla pouzita pro vypocet

relativni mRNA exprese vztazena ke kontrolnim geniim (GUSB, HPRT1).

gen Tagman®systémové Cislo
ABL1 Hs01104728 ml
AlF1 Hs00610419 g1
IKZF3 Hs00232635_m1
RUNX 1 Hs00231079_m1
B2M Hs00984230_m1
BCL11A Hs00256254_m1
BCL11B Hs00256257_m1
BCR Hs00244716_m1
BLNK Hs00179459 _m1
CCDC26 Hs01886265_s1
KIT Hs00174029_m1
CD14 Hs00169122_g1
CD19 Hs00174333_ml
CD2 Hs00233515_m1
CD22 Hs00233533_m1
CD24 Hs00273561_s1
CD25 Hs00907779_m1
CD2AP Hs00961451 _m1
CD3E Hs01062241_m1
CD4 Hs00181217_ml
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CD79A

Hs00233566_m1

CDS8A Hs00233520_m1
CEBPA Hs00269972_s1
CEBPB Hs00270923_s1
CEBPD Hs00270931_s1
CEBPE Hs00357657_m1
CRLF2 Hs00845692_m1

CSF1 Hs00174164_m1
CSF3R Hs00167918 m1

CuL1 Hs01118950_m1

CDKN1A Hs00355782_m1

TCF3 Hs01012685_m1

EBF1 Hs00395513 ml

IKZF4 Hs00223842_m1

EpoR Hs00959427 m1

FCGR3A Hs01569121 m1
FCGR2A Hs01017702_g1

FLT3 Hs00174690_m1
FOXC1 Hs00559473 s1
FOXO1 Hs01054576_m1
FOXO03 Hs00818121 m1
FOXP3 Hs01085834_m1
GAPDH Hs99999905_m1
GATA1l Hs01085823_m1
GATA3 Hs00231122_m1

GLS Hs00248163 m1
GUSB Hs00939627_m1
HOXA10 Hs00172012_m1
HOXA9 Hs00365956_m1
HOXB3 Hs00231127_m1
HOXB4 Hs00256884_m1
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HPRT Hs01003267_m1
ID2 Hs00747379_m1
IKZF1 Hs00172991 m1l
IKZF2 Hs00212361_m1
IL6R Hs01075667_m1
IRF4 Hs01056533 m1 T
IRF8 Hs01128710_m1
ITGAG Hs01041011 m1
LTK Hs00950634_m1
KLF4 Hs00358836_m1
CAECAM6 Hs00366002_m1
MAFB Hs00534343 s1
LAT Hs01065378 g1
LCK Hs00178427_m1
LGALS1 Hs00355202_m1
LILRA2 Hs00429044 m1
LMO2 Hs00153473_m1
LTF Hs00914334_m1
MLL Hs00610538_m1
MNDA Hs00159210_m1
MSH6 Hs00264721 _m1
MYB Hs00920554 _m1
MYC Hs00905030_m1
NDN Hs00267349 s1
NFIL3 Hs00705412_s1
NOTCH1 Hs01062014 _m1
NOTCH3 Hs01128541 m1
PAWR Hs01088574_m1
PAX-5 Hs00172003_m1
PBX1 Hs00231228 m1
POU2AF1 Hs01573371_m1
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SPI1 Hs02786711_m1
RAG1 Hs00822415_m1
RBM47 Hs00219308_m1
RNF130 Hs00218335_m1
S100A10 Hs00741221_m1
STATSA Hs00234181_m1
TCF7 Hs00175273_m1
TNFSF10 Hs00921974_m1
TOP3A Hs00172806_m1
RNF125 Hs00215201_m1
TRAP1 Hs00212474_m1
TSC2 Hs01020387_m1
UBASH3A Hs00957643_m1

Tabulka 8. Seznam gent pro PCR v realném case. VSechny TagMan® sondy byly znaceny
pomoci FAM.

Subpopulace Linie Tkan
CD34*CD19°CD10*CD20 B Kostni dien
CD34CD19°CD10* B Kostni dien
CD34"CD1aCD7* T Thymus
CD34'CD1a‘*'CD7* T Thymus
CcD3*CcDh4*CD8* T Thymus
CD3'CD4CD8" T Thymus
CD33""CD4'CD14 Mo Kostni dien
CD33*"CD4'CD14" Mo Kostni dien
CD33*"CD4'CD14" Mo Periferni krev

Tabulka 9. Popis jednotlivych subpopulaci.
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In vitro funkcéni experimenty

Ziskali jsme leukemické buiky celkem od 12 pacientii (4 pacienti sSwWALL a 8 pacient
s jinym BCP ALL subtypem). Leukemické buniky byly izolovany centrifugaci
v sachar6zovém gradientu (Ficoll-Paque Researsch Grade, Pharma Tech, New Jersey, USA).
Ve vysledném hustotnim gradientu piedstavuje frakce mononuklearnich bunék prstenec, ktery
se nachazi mezi fazi krevni plazmy a cukerného roztoku. Leukemické buiiky byly kultivovany
v RPMI 1640 médiu (Life technologies, Carlsbad, USA), které bylo doplnéno o 10%
inaktivované fetalni kravské sérum (Life technologies, Carlsbad, USA) a antibiotiky -
penicilin-streptomycin (Life technologies, Carlsbad, USA). Buiky byly péstovany
Vv kultivatorech s 5% CO, (HERAcell 150CO2 (ThermoScientific, Wilmington, USA)).
Celkova doba kultivace byla vrozmezi 4-8 dni v pfitomnosti tfi riznych koncentraci
prednisonu. Pouzivali jsme koncentrace 0, 5, 10 nebo 100 pg/mL prednisonu. Zmény
imunofenotypu byly méfeny pomoci 0osmi barevné kombinace monoklonalnich protilatek

kazdych 24 hodin.

Vytvoreni mysiho modelu

Na xenotranplanta¢ni model jsme pouzili NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wjl/SzJ (NOD-
scid IL2Rynull, NSG) mysi kmen. Pouzivali jsme ortotopicky model, ve kterém se
transplantuji buniky intrafemoralné (Obrazek 8). Nesortované buniky z diagnézy swALL byly
standardnim procesem zmrazeny. Po rozmrazeni jsme testovali buné¢nou viabilitu trypanovou
modfi. Transplantovali jsme swALL od sedmi pacientl. Proces pifihojovani byl sledovan
pomoci prutokové cytometrie kazdé 2-4 tydny, monoklonalnimi protilatkami proti lidskému
CD45 (KO, Immunotech, Marseille, Francie, clone J.33), proti mySimu CD45 (eFlour 450,
eBioscience San Diego, CA,USA, clone 30-F11) a proti lidskému CD19 (PE, Biolegend, San
Diego, CA, USA, clone HIB19).

44



1. Leukemické buriky (1 milion)

(8T
[ee®e 320
%2 %P2
S5 250 0%
o2 ew o0

.0" ‘\0:
ede,’®

00 s ®

2. Intrafemoralni tranplantace leukemickych bunék
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3. Sledovani pfihojeni leukemickych bunék mCD45/hCD45
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Obrazek 8. Schéma mysiho modelu. mCD45 (mysi CD45 (mouse)), hCD45 (lidskd CD45
(human)).

Pt1 simulaci liniového pfesmyku byly mysi 1éceny prednisonem v davce 30 mg/kg/den
nebo samotnym rozpousStécim médiem, kterym byla voda. Prednison byl aplikovan

intraperitonealné vzdy po 24 hodinach.

Statisticka analyza

Vysledky byly zpracovany ve statistickém softwaru Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, USA), Prism 5 (GraphPad, La Jolla, USA), StatView (SAS Institute,
Cary, NC, USA). Sekvence primerit a sond jsme navrhli v programu Vector NTI 8 Suite
Software (Informax, Bethesda, USA), sekvence byly analyzovany pomoci programu Chromas
Lite 2.01 (Technelysium, voln¢ dostupny program). Data z priatokové cytometrie jsme
analyzovali pomoci softwaru FlowJo 9.2 (TreeStar, Oregon, USA) a BD FACSDiva™ (BD,
San Jose, CA, USA). Po porovnani dat mezi danymi skupinami jsme pouzili neparametrické

testy Mann-Whitney a Kruskal-Wallis.
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4. Vysledky

Jakd je incidence fenoménu liniového presmyku do monocytoidni linie u détské

BCP ALL?

Incidence swALL byla stanovena z prospektivni skupiny pacientd, kterym byla
diagnostikovana primarni B prekurzorova akutni lymfoblasticka leukemie v letech 2007-
2010. Pacienti byli vySetfeni osmi barevnou kombinaci monoklondlnich protilatek. Celkem
jsme v uvedeném obdobi diagnostikovali 179 pacientt, 7 pacientti bylo klasifikovano jako
swALL. Incidence swALL byla neo¢ekavané vysoka, 3,9%. Aberantni exprese antigenu CD2
v diagndéze B prekurzorové akutni lymfoblastické leukemie byla nalezena u celkem 16
pacienttl, incidence swALL mezi CD2* pacienty byla 44%.

V retrospektivni skuping z let 1996 - 2007, jsme nalezli celkem 5 pacienti CD2P%,
s fenoménem liniového pifesmyku, vSichni méli Spatnou odpoveéd’ na prednison. Celkem bylo
diagnostikovdno 526 pacienti s B prekurzorovou akutni lymfoblastickou leukémii.
V retrospektivni kohorté nebyla méfena osmi barevna kombinace monoklonalnich protilatek,
ktera zachycuje vyvoj liniového pfesmyku a frekvence hodnoceni MRN a tedy odbért byla u
¢asti pacientil zejména lé€enych protokolem ALL BFM 95 vyrazné niZsi (nehodnotil se zcela
den 8 a castecné nebyl hodnocen ani den 15). Pravdépodobné nedosSlo k zachytu vsech
pacient(l, u kterych se mohl fenomén liniového pfesmyku vyskytnout.

V prospektivni kohort& rakouskych pacientd byli popsani 2/44 pacientii s CD2”* BCP
ALL a swALL fenoménem. Ve §vycarském Curychu byl identifikovan jeden pacient CD2*
BCP ALL, u kterého jsme zachytili swALL fenomén v den 8 (periferni krev) a v den 15
(kostni dien) lécby za pomoci ndmi navrzené osmi barevné kombinace monoklonalnich
protilatek.

Podafilo se nam zachytit liniovy pfesmyk u jednoho pacienta s MLL pfestavbou, jedné
pacientky s B prekurzorovou akutni lymfoblastickou leukémii s aberantni expresi antigenu
CD56 v diagnoze a u pacienta s cytogenetickymi zménami CBFB genu (20% translokace
CBFB genu (16q22), 70% delece 3 oblasti CBFB).
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Lze definovat typicky expresni vzorec, podle kterého probihd liniovy presmyk?

Celkem jsme identifikovali 21 pacientli se swALL. Jedine¢ny fenomén liniového
presmyku se odehrava pies tfi stddia. Prvnim stadiem je inicialni populace B lymfoblasti,
kterd je definovdna pomoci prutokové cytometrie dle exprese nasledujicich antigeni:
CD34*CD33"™CD19**CD14™9. Druhym stadiem je jedine¢na populace, ktera je definovana
soucasnou expresi myeloidnich a lymfoidnich znakti. Nazyvame ji mezipopulace a exprimuje
nésledujici antigeny: CD34P*CD33* CD19°CD14"”. Ttetim stadiem liniového piesmyku
jsou monocytoidni blasty, které jsou popsany témito antigeny: CD34"9 CD33* CD19™
CD14"* (Obrazek 9.). Fenomén liniového ptesmyku je dynamicky proces, ve kterém dochazi
k expanzi blastd, které najednou za¢nou exprimovat znaky lymfoidni i myeloidni linie
najednou a nasledné dojde k liniovému pfesmyku do monocytoidni linie. U vSech swALL

pacienttii jsme byli schopni identifikovat stadia liniového pfesmyku v pribéhu indukéni 1€¢by.

Den 8 kostni dfen

B lymfocytarni blasty (vstupni
imunofenotyp)

Mezipopulace i

CD34

. Monocytoidni blasty
CD33

CD14

Obrazek 9. Schéma liniového piesmyku u swALL pacienta v den 8 1écby, ktery se odehrava
V kostni dieni. Identifikujeme dynamicky vyvoj tii stadii, kterd jsou tvoifena inicialnim
imunofenotypem, mezipopulace (soucasnd exprese myeloidnich a lymfoidnich znak) a

monocytoidni populace.
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Jsou lymfoidni a myeloidni leukemické buriky geneticky pribuzné nebo se jednd
o riizné klony?

Alesponn jedna specifickd Ig/TCR prestavba pro leukemické bunky a prestavba
specificka pro klon byla prokazana u vSech pacientl se SWALL. Specificka Ig/TCR piestavba
i prestavby slouzily k monitorovani pribéhu onemocnéni. Zaroven byly Ig/TCR piestavby
vhodnym nastrojem pro prokazani fenoménu liniovému piesmyku do monocytoidni linie,
monocytoidni blasty by mély nést identické Ig/TCR piestavby jako blasty lymfoidni.

U pacientti se swALL s dostupnym materidlem byly provedeny sortovaci experimenty,
kdy jsme separovali jednotliva stadia liniového pfesmyku. Sortovali jsme vzorky z diagnozy,
ze dne 8, dne 15 a dne 33 Ilécby. Z jednotlivych populaci byla izolovana DNA.
V monocytoidnich bunkach jsme nalezli Ig/TCR piestavby (specifické pro lymfoidni blasty)
V 76 % vzorcich od swALL pacientt. U 75% pacienti jsme nalezli jiz ve vzorcich z diagnézy
monocytoidni populaci, ktera nesla, stejné jako lymfoidni blasty, leukemické Ig/TCR
ptestavby. Unikatni mezipopulace, kterd byla separovana od sedmi swALL pacientli béhem
casné faze 1é¢by, také nesla specifické Ig/TCR piestavby. Mezi CD2"™ BCP ALL vzorky
jsme specifické Ig/TCR piestavby nalezli v monocytoidnich bunkach pouze v jednom ptipadé
ze Ctrnacti.

U pacienti se swALL pozorujeme opakované nesoulad mezi hladinou minimalni
rezidudlni nemoci meéfenou pomoci prutokové cytometrie a molekularné-genetickymi
metodami. Frekvence leukemickych bunék vyssi nez 0.1% méfena pomoci Ig/TCR piestaveb
neodpovidala nedetekovatelné (¢i na nizké hladin¢ detekovatelné) ptitomnosti leukemickych
bunék charakteru BCP ALL métfené pomoci pritokové cytometrie. Leukemické bunky ztraci
charakteristiku B prekurzorové akutni lymfoblastické leukemie, unikaji do monocytarniho
kompartmentu, kde je pomoci pritokové cytometrie zpravidla podle soucasnych znalosti
nedokaZeme odliSit od fyziologickych monocytl. U ¢asti pacientll jsme nicméné byli schopni
odlisit monocytoidni blasty od fyziologickych monocytl pomoci exprese antigenu CD2 a
CD45 RA. U kontrolnich vzorkli jsme Zadné nesrovnalosti v detekci MRN obéma metodami

nezachytili.
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Existuji spole¢né charakteristiky pacienti s fenoménem liniového presmyku do

monocytoidni linie (imunologické, genetické, epigenetické)?

Spolecnym znakem vSech swALL pfipadii je aberantni exprese antigenu CD2
v diagnéze. Celkem 41% CD2P*” BCP ALL splnilo kritéria swALL.

Pro pacienty se swALL je charakteristicka pfitomnost mezipopulace, ktera je
definovana expresi myeloidnich a lymfoidnich znakii soucasné. Procentualni zastoupeni
mezipopulace u CD2”* BCP ALL bylo signifikantné vyss$i v den 8 1é¢by v kostni dieni ve
srovnani s CD2"™ BCP ALL a ziroven signifikantng niz§i oproti swALL. Vysledky
nasvédéuji tomu, ze mezi CD2°” se nachdzeji swALL pacienti, které se ndm nepodafilo
zachytit.

SwALL pacienti jsou euploidni dle DNA indexu. U Zadného pacienta nebyla pfitomna
prestavba MLL genu, fuzni geny FLT3/ITD, BCR-ABL1, E2A-PBX1 nebo ETV6/RUNX1.
Cytogeneticky jsme nenalezli zddnou béznou genetickou aberaci.

Klicovym regulatorem pro monocytarni linii je C/EBPa gen. Zkoumali jsme roli C/EBPa
genu V liniovém pfesmyku do monocytoidni linie. Zaméftili jsme se na nesortované vzorky
z diagnézy od pacienti s akutni myeloidni leukémii (n=19), T akutni lymfoblastickou

leukémii (n=5), B prekurzorovou akutni lymfoblastickou leukémii (n=52, CD2"%

26 pacientt,
»ostatni® BCP ALL 7 pacientli, hyperdiploidie u 6 pacientli, pfestavba MLL genu u 5
pacient, ETV6/RUNXL u 5 pacientl a 3 pacienti s BCR/ABLL1 translokaci) a SWALL (n=18).
Systémem qRT-PCR jsme zjistovali expresi C/EBPa genu (Obrazek 10-A). Vyssi hladinu
exprese C/EBPa genu jsme identifikovali u swALL ve srovnani s ,,0Statnimi“ BCP ALL (p =
0,0009) a nizsi hladinu ve srovnani s AML (p = 0,0136). V naprosté vétsiné ptipadu hladina
exprese C/EBPa genu nedosahovala fyziologické exprese v monocytech. Dale jsme se

poz

zam@&fili na pacienty s CD2™ blasty v diagnéze. Rozdil v C/EBPa genové expresi nebyl mezi

vzorky s pozorovanym a nepozorovanym liniovym piesmykem (p = 0,989).CD2%

subtyp
jako celek mél signifikantné vyssi hladinu exprese C/EBPa genu proti CD2™ subtypu (p =
0,0006 pro CD2°** swALL a p = 0,0003 pro CD2* bez prokazaného liniového piesmyku)

(Obrazek 10-B).

49



&

1000+

o
100
P .
s 5 B
° & 10+ QsQ —ot
L
. e w0
= 1 * *
~
S ® I Yoo
> ¢
5 o * 0’0‘0
a s * *
&5 0.1 * D e
o * —o®
0.01 ** -
0.001

43 ) A o
S 2 > &
6\0“ & € o
{}é'
[+)
B.
o 1000+
5 o*
> o 1004
1 .
T a
£ X 104
| ™
e
S e 0
e s 14 0’000 0.~
3¢ ® .3
oo PO Q4 Q: L 22 4
$ o 0.1 Q.‘ E3 ’0 *
(8] L DS
0.01 2®
v v v
» » ~‘,\"’
& & &
< < (P“r
f#’q & 14
S §” ¢

Obrazek 10. Normalizovana genova exprese C/EBPo genu.

Nasledné jsme vySetfili expresi 90 genid v 62 separovanych vzorcich od pacientl
se swALL a kontrolnich vzorkti BCP ALL. Soucasti byli i swALL vzorky, které obsahovaly
vSechny stadia liniového presmyku, ktery byl zachycen v den 8 1écby. B lymfoblasty swALL
se podobali B lymfoblastim ,,ostatnich® BCP ALL. Monocytoidni blasty se bliZili vyvojové
k fyziologickym monocytim. Mezipopulace se nachazela uprostfed mezi monocytoidnimi
bunikami a B lymfoblasty. V pribéhu liniového pfesmyku od B-lymfoblastti k monocytoidnim
bunkdm doslo ke zvySeni hladiny myeloidnich gend (PU.1), zatimco lymfoidni geny (EBF1,
PAX-5) se signifikantné snizily. C/EBPa gen byl stacionarni v prib&hu liniového piesmyku
(Obrazek 11). Pti porovnani relativnich hladin mRNA jsme ziskali kandidatni geny, které
mohou odlisit swALL kohortu od pacientii bez liniového pfesmyku. Mezi geny se zvySenou
hladinou pattili C/EBPa, C/IEBPS, GATA-3, CSF1, S100A10, ITGAG, 1d2 a IKZF2, mezi geny
se snizenou expresi mRNA C/EBPe¢, LTK a AlF1.
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Obrazek 11. Vyvoj lymfoidnich a myeloidnich gent v pribéhu swALL.

Zvysena hladina exprese C/EBPo genu muze byt zplsobena epigenetickymi
mechanismy a to zménami v DNA methylaci. Promotor CEBPA genu jsme vysetfili celkem u
19 swALL, 14 pacientti s AML, 5 pacienti s T-ALL, 47 pacientd s BCP ALL (CD2”* 18
pacient, ,,ostatni BCP ALL 7 pacientl, hyperdiploidie u 6 pacientt, piestavba MLL genu u
5 pacientii, ETV6/RUNXL u 6 pacientd a 5 pacientt s BCR/ABL1 translokaci).

U 17/19 swALL pacientd jsme prokazali hypomethylacni zmény CEBPA promotoru
ve srovnani s pacienty CD2" BCP ALL (ti méli CEBPA promotor hypermethylovany). Ve
skupin¢ ,ostatni BCP ALL jsme také pozorovali hypomethylacni zmény v CEBPA
promotoru, ale pouze u CD2P* vzorki. 8/14 pacientti s AML mélo CEBPA promotor také
hypomethylovany. Methyla¢ni zmény CEBPA promotoru nekorelovaly s genovou expresi
CEBPo. genu u ALL s MLL prestavbou (kde pii vysoké expresi byly
zachyceny hypermethyla¢ni zménamy) a u BCR/ABL1 ALL (kde pfi nizké expresi byla
zachyceny hypomethylaéni zménamy). Tato pozorovana skuteCnost souvisi s jinymi

mechanismy C/EBPo. regulace u téchto subtypt AL (Obrazek 12).
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Obrazek 12. Epigenetické pozadi CEBPA promotoru. Celkem jsme vySettili 24 CpG
dinuleotiddi, které jsou oznaceny Cisly 1-24. Bilé kulicky znamenaji hypomethylaci a ¢erné
znamenaji hypermethylaci.

Kdyz jsem srovnali methylacni zmény CEBPA promotoru u swALL pacienti a
pacientll s CD2P” BCP ALL bez prokazaného liniového presmyku do monocytoidni linie,
zjistili jsme, Ze naprostd vétsina CD2P% subtypu nesla hypomethylaéni zmény CEBPA

promotoru, bez rozdilu zda jsme u nich liniovy pfesmyk pozorovali ¢i nikoliv (Obrazek 13).
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Obrazek 13. Epigenetické pozadi CEBPA promotoru. Celkem jsme vysettili 24 CpG
dinuleotidl, které jsou oznaceny Cisly 1-24. Bilé kulicky znamenaji hypomethylaci a cerné

znamenaji hypermethylaci.

Cytokinové receptory pro faktor stimulujici kolonie makrofagi (M-CSF, CSFR1 gen)
a faktor stimulujici granulocyto-makrofagové kolonie (GM-CSF, CSFR2A gen) jsme vysetfili
metodou gRT-PCR celkem u 17 swALL, 32 pacientdt s BCP ALL (CD2P% 18 pacientt,
,ostatni® BCP ALL 2 pacienti, hyperdiploidie u 3 pacienti, ETV6/RUNX1 u 6 pacientd a 3
pacienti s MBCR/ABL1 translokaci). Jednotliva stadia liniového pfesmyku jsme vysetfili u 4
pacientli, kde jsme méli moZnost separovat jednotlivé populace ze dne 8 lécby. Hladina
genové exprese CSFR1 (gen pro M-CSFR, Colony stimulating factor 1 receptor) byla vyssi u
SWALL (p = 0,0134) a CD2°” BCP ALL bez pozorovaného piesmyku (p = 0,0042) ve
srovnani s CD2™ subtypem BCP ALL. Hladina genové exprese CSFR2A (gen pro GM-
CSFR, Colony Stimulating Factor 2 Receptor Alpha) se nelisila mezi jednotlivymi subtypy.
Béhem liniového piesmyku doslo ke zvySeni genové exprese CSFR1 a CSFR2A, vyrazna byla
zejména zmeéna z B lymfoblastii do mezipopulace (p = 0,0286) (Obrazek 14).
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Obrazek 14. Normalizovana genova exprese CSFR1 a CSFR2A.

Expresi proteinu pro cytokinové receptory jsme zkoumali priitokovou cytometrii celkem u 31

pacienti s AML, 20 pacienti s T ALL, 8 pacientli se SWALL a u pacienti s BCP ALL
(CD2P% 5 pacientii, 51 ,,ostatnich BCP ALL 32 pacientti s hyperdiploidii, 38 ETV6/RUNX1

pacientt, 2 pacienti s BCR/ABL1 a 1 pacient s MLL pfestavbou). Podatilo se nam zachytit

liniovy pfesmyk u 2 pacienti s dostatkem blastli, kde jsme tak mohli vySetfit cytokinové

receptory na proteinové Urovni na jednotlivych subpopulacich. Signifikantni zmény na

proteinové Urovni jsme nezaznamenali mezi jednotlivymi subtypy BCP ALL (Obrazek 15 -

A). V dynamickém pribéhu liniového pfesmyku jsme pozorovali zvySeni na hladiny proteini

vV mezipopulaci a v monocytoidnich blastech, jak pro receptor M-CSF (CD115), tak pro GM-
CSF receptor (CD116) (Obrazek 15 - B).
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Obrazek 15. Exprese cytokinovych receptorti pro M-CSF (CD115) a GM-CSF (CD116).
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Lze modelovat liniovy presmyk v in vitro a in vivo podminkdch?

Pacienti jsou béhem casné faze 1€cby do dne 8 léCeni pomoci glukokortikoidii a
metotrexatu intrathékalné. Pomoci glukokortikoidii jsme chtéli simulovat indukéni fazi 1écby
ALL. Leukemické bunky jsme ovlivnili glukokortikoidy (prednisonem) v in vitro podminkach
ve tfech rtiznych koncentracich. Dostatek materialu pro in vitro test jsme ziskali od 4 swALL
pacienti a 8 pacienti s BCP ALL. SwWALL leukemické builkky reagovaly na ovlivnéni
prednisonem snizenou expresi lymfoidnich antigeni CD19 a CD34, kterd byla provazena
zvySenou expresi antigeni myeloidnich - CD14 a CD33. Leukemické buiiky od ,,ostatnich®
kontrolnich BCP ALL pacientll imunofenotypové charakteristiky neménily.

NOD-scid IL2Rynull mys$i kmen jsme vyuZili pro vytvofeni my$iho modelu swALL.
Do ortotopického modelu jsme transplantovali leukemické bunky celkem od 6 pacientl se
swALL. Uspé&ného piihojeni jsme dosahli pouze ve dvou piipadech swALL (33%).
Piechodné ptihojeni, kdy jsme zachytili leukemické buiky v periferni krvi transplantovanych
mysi, jsme detekovali u dvou swALL ptipadi. U ptechodné piihojenych leukemickych bunék
swALL jsme nepozorovali ptfihojeni leukemickych bun¢k ani v kostni dfeni, ani ve sleziné.
Podafilo se nam tedy namnoZit leukemické buiiky od dvou swALL pacientt. Vytézek byl 10

leukemickych bunék ze sleziny a 5x10° leukemickych bunék z kostni dfené. Vytézky
byly ale niz$i, nez je obvykle pozorovano po amplifikaci BCP ALL v tomto myS$im modelu.

Jelikoz doslo k pfihojeni pouze u dvou piipadi swALL, zaméfili jsme se na
molekularné-genetické pozadi. K uspéSnému piihojeni doSlo u pacientil, ktefi jako jedini ze
skupiny swALL nesli hypermetylacni zmény v CEBPA promotoru (tyto zmény jsme nalezli 1
Vv leukemickych bunikach po tspéSném piihojeni).

In vivo jsme simulovali Casnou fazi 1é¢by prednisonem v davkach, které jsou
ekvivalentni 1é€ebnym hodnotam. Cilem bylo simulovat liniovy pfesmyk béhem casné faze
1é¢by. Leukemické buiiky od jednoho pacienta se swALL byly piihojeny na hladiné 60%,
intraperitonedlni aplikace prednisonu probihala a 24 hodin. V den 8 1é¢by a v den 15 1écby
jsme zaznamenali imunofenotypové zmény blastli smérem do monocytoidni linie. Dochazelo
ke sniZzeni exprese antigenu CD34 a zvySeni exprese antigenu CD33, nicméné zmény
v antigenech CD19 a CD14 jsme nepozorovali (Obrazek 16. — A). V kontrolni skupiné¢ NSG
mySiho modelu jsme Zadné zmény nezaznamenali. Leukemické buniky jsme nésledné po
stimulaci glukokortikoidy podrobili epigenetické analyze. V CEBPA promotoru doslo po
1é¢beé prednisonem k hypomethylaci (Obrazek 16. — B).
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Obrazek 16. In vivo modelace liniového pfesmyku.
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Jakym zpiisobem lze hledat nové cile vhodné pro rezidudlni nemoc cytometricky
nejen u pacientii se SwWALL?

Proteomickéd analyza leukemickych bun¢k odhaluje nové znaky, které jsou asociované

s leukemiemi a mohou zlep$it diagnosticky proces a nasledné monitorovani minimalni
rezidudlni nemoci. Na spolupracujicim pracovisti byl vytvotfen novy koncept, ktery spojuje
vyuziti leukemickych xenotransplantacnich modelt s chemoproteomickou technologii CSC
(Cell Surface Capture), ktery umoziuje komplexné zkoumat povrchové znaky bunék.
Identifikace novych znaku, které jsou asociované s leukemiemi, byla provedena porovnanim
povrchovymi znaky oproti genové expresi na normalnich hematopoetickych buiikach. Celkem
jsme se zaméfili na devét kandidatnich antigent, které byly meéfeny pomoci priatokové
cytometrie (Mirkowska et al. 2013).
Kandidatnimi antigeny, které by pomohly rozlisit leukemické buiiky od fyziologickych
prot&jski byly CD157 (adenosin 5°- difosfat — ribosyl cyklasa 2), CD97, CD18 (integrin 2),
CD102 (intracelularni adhezni molekula 2), CD305 (leukocyty asociovany a podobny
imunoglobulinovému receptoru receptor 1) a CD63 (granulophysin). Zejména vyznamné by
byly pfi stanoveni minimalni rezidualni nemoci pomoci pritokové cytometrie.

Stabilita kandidatnich antigenti byla testovana u pacientl, od kterych jsme méli
dostatek materialu z diagndzy a ze dne 15 1écby. V prubéhu 1écby jsme nepozorovali zmény
v antigenech CD97 a CD157, zatimco antigeny CD102 a CD317 sniZovaly expresi a CD305 a
CD63 zvySovaly expresi. CD157 a CD63 byly navic statisticky signifikantné vice
exprimovany na leukemickych bunkach ALL ve srovndni s nemalignimi B bunéénymi
populacemi. U nékterych vzorkl jsme také pozorovali nizsi expresi CD18 oproti kontrolnim
populacim nemalignich B bunék.

Pacient s diagnostikovanym izolovanym relapsem akutni lymfoblastické leukemie
vV centralnim nervovém systtmu mél v kostni dfeni minimalni diseminovand nemoc
Leukemickou populaci v kostni dieni jsme identifikovali dle exprese klasickych antigend
CD10, CD58 a CRLF2 na pozadi nemaligniho vyvoje B lymfocytd. U antigeni CD63,
CD157, CD97, CD18 a CD305 jsme nalezli vyssi expresi na leukemickych bunikach, exprese
antigent CD317, CD102, CD31 a CD217 se neliSila od prvniho vyvojového stadia
nemalignich B lymfocyt (Obrazek 17.).
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Obrazek 17. Identifikace leukemickych bunék u pacienta s relapsem BCP ALL v centralnim
nervovém systému (Mirkowska et al. 2013). Cervené je zobrazena fyziologicka populace
BCP-I, ktera je definovana jako CD10", CD20, zelen& je zobrazena populace BCP-II/III,
definovana jako CD10*, CD20", fialové je zobrazena populace BCP-IV, definovéna jako

CD10", CD20". Leukemicka populace je zndzornéna zluté.
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5. Diskuze a zavér

Objevili jsme unikatni skupinu pacienti s B prekurzorovou akutni lymfoblastickou
leukémii, u kterych dochazi k liniovému pfesmyku do monocytoidni linie béhem Casné faze
1é¢by. Incidence tohoto subtypu je neocekavané vysoka, mezi ,ostatnimi subtypy B
prekurzorové akutni lymfoblastické leukemie tvoii 3-4%. swALL pacienti nenesou genetické
aberace, které byly popséany u liniové nestability jako je monozomie 7 a ptestavby MLL genu
(Rossi et al. 2012; Stasik et al. 2006; Fujisaki et al. 1999).

VSichni pacienti swWALL jsou definovani aberantni expresi antigenu CD2 v diagnoze.
Antigen CD2 je adhezivni molekula, kterd se nachazi na povrchu T lymfocytti a na bunikach
NK bunkach. Je soucasti imunoglobulinové rodiny, sklada se ze dvou domén, které jsou
podobné imunoglobulinim. CD2 se vaze na dalsi adhezivni molekuly (CD58) a podili se téz
na kostimulaci T a NK bun¢k (Yang et al. 2001). V prospektivni kohorté jsme nalezli 41%
pacientt, kteti méli aberantni expresi antigenu CD2 v diagndéze a zaroven jsme u nich
pozorovali jedinecny swALL fenomén.

V priibéhu liniovému pfesmyku jsme identifikovali mezipopulaci, ktera sdili lymfoidni a
myeloidni znaky. Tato mezipopulace je dllezitou soucasti nasi definice ALL s liniovym
piesmykem do monocytoidni linie. V den 8 lécby byla mezipopulace signifikantné vice
zastoupena u pacientll se swALL oproti CD2P” vzorkfim bez pozorovaného liniového
presmyku a CD2" vzorkéim. Zajimavé je, Ze se mezipopulace vyskytovala i u kohorty
CD2* vzorkii bez pozorovaného liniového pfesmyku v porovnani s CD2"™ vzorky bez
liniového pfesmyku, u kterych se mezipopulace nevyskytuje. Myslime si, Ze mezi pacienty
S aberantni expresi antigenu CD2 a bez pozorovaného liniového pfesmyku mohou byt 1
pacienti, u kterych bychom dokéazali zachytit liniovy piesmyk pii Castéjsi frekvenci
vySetfovani (napt. den 1, 2, 3 od diagnézy). Liniovy ptfesmyk je dynamicky proces, ke
kterému dochazi v prvnich dnech 1écby, v pozdéjsich ¢asovych bodech proto miiZzeme minout
zachyt tohoto fenoménu. Pfi néasledné monitoraci minimdlni rezidudlni nemoci pomoci
prutokové cytometrie dochéazi k selhani protilatkovych panelti navrzenych pro sledovani B
prekurzorové akutni lymfoblastické leukemie. Pritokova cytometrie ma omezené moznosti
Vv identifikaci minimalni rezidudlni nemoci u swALL. Dochéazi k diskrepancim mezi

minimalni rezidudlni nemoci méfenou pomoci pritokové cytometrie a pomoci prestaveb Ig/

60



TCR, protoze swALL buiiky méni v pribéhu 1é€by imunofenotypové vlastnosti, ale prestavby
Ig/TCR si zachovavaji.

SwALL leukemické blasty snizuji expresi antigeni CD19 a CD34 a zvySuji expresi
antigeni CD33 a CD14, které vSak nejsou soucasti standardnich panel pro sledovani BCP
ALL. V poslednim stadiu liniového pfesmyku blasti zatim nejsme schopni odlisit nemaligni
monocyty od malignich dle imunofenotypovych znaki.

Liniovy pfesmyk mtizeme charakterizovat jako proces, kdy buniky prochdzeji jednotlivymi
stadii od B lymfoblastt, pfes mezipopulaci, kterd nese myeloidni i lymfoidni charakteristiky,
do posledniho stadia monocytoidnich blasti. Nejedna se o existenci dvou klond leukemickych
bunék &i o leukemické bunky, které exprimuji znaky z vice linii. Ze se jedna o pivodni klon
leukemickych buné¢k, ovétujeme pomoci klonaln¢ specifickych ptestaveb Ig/TCR.

Zvyseni exprese C/EBPo. genu dokaze zménit bunéény osud. Dochazi k transdiferenciaci
B lymfocytd do makrofagi (Di Tullio et al. 2011; Xie et al. 2004). V experimentalnich
modelech je nékdy vyzadovana i zména exprese dalSiho transkripéniho faktoru (PU.1), aby
doslo k plné diferenciaci do makrofagi (Laslo et al. 2006). C/EBPa gen ptimo reguluje
expresi PU.1 transkripéniho faktoru a receptoru pro GM-CSF (Hohaus et al. 1995)(Yeamans
et al. 2007). U swALL jsme prokazali signifikantné snizenou expresi C/EBPo genu
v porovnani s AML a signifikantné zvySenou v porovnani s B prekurzorovou akutni
lymfoblastickou leukémii. V separované mezipopulaci pozorujeme stabilni hladinu exprese
C/IEBPa genu, zvySenou hladinu exprese myeloidnich geni PU.1 a GM-CSF receptoru a
snizenou hladinu B lymfoidnich gentt EBF-1 a PAX-5. Zmény v genové expresi ukazuji na
zménu bunééného typu z B lymfoidniho do myeloidniho. Zvysena exprese C/EBPa genu byla
prokézana u pacienti s B prekurzorovou akutni lymfoblastickou leukémii, ktefi nesou
chromosomalni translokaci t(14;19) (q32;q13) (Robinson et al. 2004). U Zadného pacienta se
swALL jsme neprokazali popsanou translokaci, kterd by mohla zpiisobit zvySenou hladinu
exprese C/EBPa genu. C/EBPa gen je regulovan methylatnimi zménami v CEBPA
promotoru (Wouters et al. 2009). Naprosta vétSina pacientd se swALL (17 z 19) méla
hypomethylovany CEBPA promotor, coz ukazuje na mechanismus, kterym ziejmé dochazi ke
zvysené expresi C/EBPa genu. Popsan byl novy subset BCP ALL, u kterého byla zachycena
ERG delece, ukazalo se, Ze je pievazné tvoren CD2P% pacienty. Leukemické buiiky se
podobaly monocytoidnim buiikam pomoci morfologie (Clappier et al. 2013; Zaliova et al.
2013). V nasem souboru swALL jsme zachytili ERG deleci u 4/15 pacientu.
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Xenotransplanta¢ni modely jsou vyuzivany k amplifikaci vzacného materidlu od pacient
s akutni leukémii a poskytuji zaroven moznost simulace onemocnéni in vivo (Meyer et al.
2011). Leukemické bunky z B prekurzorovych akutnich lymfoblastickych leukémii se v NSG
mys$im kmeni piihojuji s frekvenci vétsi nez 70% (Schmitz et al. 2011). Vzorky swALL se
vSak UspéSné piihojili pouze ve 33%. Nepiihojil se Zadny vzorek, ktery by nesl
hypomethyla¢ni zmény v CEBPA promotoru. Ptihojili se pouze dva swALL vzorky, které
nesly methylacni zmény CEBPA promotoru. Omezené moznosti piihojeni swALL v NSG
mysim kmeni mohou byt dany vlastnostmi, které jsou charakteristické pro tyto leukemickeé
bunky (Meyer et al. 2011). Bylo ukazano, Ze v in vivo modelech muzZe pfevazovat tumor
supresorova aktivita C/EBPa genu, po niz nasledné nedochazi k Gispésnému piihojovani
(Quintana-Bustamante et al. 2012). Usp&sné piihojenych swALL leukemickych bunék jsme
vyuzili k in vivo simulaci ¢asné faze 1é¢by pomoci glukokortikoidd. V den 8 a den 15 1écby
jsme dokdézali zachytit liniovy presmyk, ktery vSak nebyl plné€ vyjadieny. Leukemické bunky
zaroven pii stimulaci glukokortikoidy ménily epigenetické pozadi ve smyslu hypomethylace
CEBPA promotoru. Liniovy pfesmyk pod vlivem glukokortikoidl jsem simulovali i in vitro,
kde jsme pozorovali snizenou expresi lymfoidnich znakii provazenou zvySenou expresi
antigenit myeloidnich, tedy fenomén liniového ptfesmyku.

Pocateni pomala odpovéd’ na 1écbu je jednim z faktord, ktery predurCuje zvysené
riziko relapsu onemocnéni (Conter et al. 2010). U vétSiny pacientd se SWALL (11 z 18) jsme
zachytili v den 33 1é¢by vyssi hladinu minimalni rezidualni nemoci (rovnou nebo vétsi nez 10°
%) pomoci Ig/TCR piestaveb. ProtoZze swALL pacienti odpovidaji pomaleji na pocatecni fazi
1é¢by (den 0- tyden 12), lécba zohlediujici rozdeleni pacientii podle minimalni rezidualni
nemoci méfené molekuldrné-geneticky je tedy vhodnad pro pacienty se swALL. Progndza
swALL pacientil se neukazuje byt horSi nez u skupiny ,,ostatni BCP ALL. Nicméné je nutno
tento fskt ovéfit ba vEétsi kohorté pacientl. Pacienti pfestavbou genu MLL a s liniovym

presmykem maji vSak prognozu velmi Spatnou (Rossi et al. 2012).
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6. Souhrn

Akutni leukemie muzeme rozdélit na leukemie z myeloidni linie (akutni myeloidni
leukemie) a zlymfoidni linie (akutni lymfoblastickd leukemie). Akutni lymfoblasticka
leukemie je nejcastéjsi malignim onemocnénim v détském véku. Akutni myeloidni a akutni
lymfoblasticka leukemie se 1isi jak 1é¢bou, tak progndézou onemocnéni. K liniovému
piresmyku béhem casné faze 1é€by dochazi vzacné. Liniovy piesmyk je definovany kompletni
zménou hematopoetické vyvojové linie. Ackoli dochdzi ke zméné liniového zafazeni, tak si
buiiky stale zachovavaji molekularné-genetické a cytogenetické vlastnosti.

Podatilo se nam objevit jedine¢nou skupinu pacientli, u kterych dochédzi k liniovému
pfesmyku do monocytoidni linie béhem casné faze 1écby z piivodné diagnostikované B
prekurzorové akutni lymfoblastické leukemie. Skupinu téchto pacienti nazyvame swALL
(“switching” ALL, lineage switch).

Cilem nasi prace bylo definovat vzorec liniového piesmyku, podle kterého miiZzeme
pacienty identifikovat, potvrdit, Ze se jednd o stejny leukemicky klon, nalézt spolecné
molekularné-genetické vlastnosti a namodelovat liniovy ptesmyk v laboratornich in vitro a in
vivo podminkach.

swALL vzorky definujeme aberantni expresi antigenu CD2 v diagnéze B prekurzorové
akutni lymfoblastické leukemie. Popsali jsme jednotliva stadia liniového pfesmyku. Prvnim
stadiem je populace B prekurzorové akutni lymfoblastické leukemie, ktera nese znaky CD19 a
CD34. Druhym stadiem je populace, ktera se vyznacuji expresi jak lymfoidnich, tak
myeloidnich znakli a nazyvame ji mezipopulace. Mezipopulace exprimuje znaky CDI19,
CD34, CD33 a CD14 soucasné. Tietim stadiem je populace monocytoidnich blasti, které
exprimuji antigeny CD14 a CD33. Liniovy pfesmyk je dynamicky proces, ke kterému dochézi
Vv prvnich dnech 1é¢by. Zachyceni liniového pfesmyku zavisi tudiZ na moznostech pravidelné
a ¢asté monitorace onemocnéni V pribéhu 1écby. V jednotlivych stadiich liniového presmyku
jsme identifikovali shodné Ig/TCR prestavby a potvrdili tak, Ze se jedné o jediny klon bungk,
ktery prochazi procesem transdiferenciace.

swALL skupina B prekurzorové akutni lymfoblastické leukemie je euploidni podle DNA
indexu. U zaddného swALL vzorku jsme neidentifikovali pfestavby genu MLL, ani pfestavby

FLT3/ITD, BCR-ABL1, E2A-PBX1 nebo ETV6/RUNX1. Cytogeneticky jsme nezachytili zadné
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bézné genetické aberace. U vétSiny swALL pacientll jsme ale nalezli zvySenou expresi genu
C/EBPa, ktera byla doprovazena epigenetickymi zménami v CEBPA promotoru.
Hypomethyla¢ni zmény v CEBPA promotoru korelovaly se zvySenou hladinou exprese genu
C/EBPa. V prubéhu liniového pfesmyku do monocytoidni dochazi V separovanych
subpopulacich ke zvySovani exprese myeloidnich genti a snizovani exprese lymfoidnich gent.
Cytokinové receptory charakteristické pro myeloidni bunky (M-CSF a GM-CSF) byly na
proteinové Grovni zvySené na monocytoidnich blastech. K rozliseni swALL a podskupiny
»ostatni“ BCP ALL mohou podle genové exprese pomoci nasledujici kandidatni geny. Ke
skupin¢ genu se zvySenou hladinou u swALL patii C/EBPa, C/IEBPS, GATA-3, CSF1,
S100A10, ITGAG, 1d2 a IKZF2, ke gentim se snizenou mRNA hladinou patii C/EBPe, LTK a
AlF1.

Modelace liniového pfesmyku v podminkach in vitro probiha po ovlivnéni leukemickych
bun¢k glukokortikoidy, které se pouzivaji v prvnich dnech 1é€by dle lécebnych protokolt.
Leukemické buiky jsou schopné liniového pfesmyku v in vitro podminkach. V in vivo
podminkach se v my$im modelu pfihojili pouze leukemické builkky od dvou pacientt
se swALL, kteti jsou ale charakteristicti hypermethylaci v CEBPA promotoru. Ptihojené
swALL leukemické buiiky byly schopné pii stimulaci glukokortikoidy ¢aste¢né zrekapitulovat
liniovy presmyk. Po ovlivnéni glukokortikoidy doslo k rychlé hypomethylaci CEBPA
promotoru, ktery pozorujeme u vSech ostatnich swALL pacient.

Tato prace identifikovala novou skupinu B prekurzorové akutni lymfoblastické leukemie
s pfesmykem do monocytoidni linie béhem casné faze 1écby a popsala imunofenotypové a
molekularné-genetické vlastnosti, kterymi se swALL li§i od ostatnich subtyp akutnich

leukémii.
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7. Summary

Acute leukemia can be divided into leukemia arising from myeloid lineage (acute
myeloid leukemia) and lymphoid lineage (acute lymphoblastic leukemia). Acute
lymphoblastic leukemia is the most common malignancy in childhood. Acute myeloid
leukemia and acute lymphoblastic differ in the treatment strategy and prognosis. The lineage
switch during the early phase of the treatment is rare event. Lineage switch is defined by a
complete change of hematopoietic lineage. Although the lineage switch occurs the cells still
retain the molecular — genetic and cytogenetic features.

We discovered a unique group of patients with B cell precursor leukemia with lineage
switch towards monocytoid lineage during the early phase of the treatment. We call this
leukemia subtype as SWALL ("switching" ALL, lineage switch).

The aim of my project was to define the algorithm for swALL identification, analyze
the relation between lymphoid and monocytoid fraction, search for common molecular-
genetic characteristics of swALLs and simulate the lineage switch in in vitro and in vivo.

SWALL samples were characterised by the aberrant expression of CD2 antigen on
blasts at diagnosis. We described the stages of lineage switch phenomenon. The first stage is a
population of precursor B acute lymphoblastic leukemia, which is characterized by expression
of CD19 and CD34 antigens, the second stage is called interpopulation and is characterized by
the co - expression of lymphoid and myeloid markers (especially CD19 and CD14) The third
stage is the population of monocytoid blasts which express antigens CD14 and CD33 and
lacks CD19. Lineage switch is a dynamic process, which occurs in the first weeks of the
treatment. For recognition of lineage switch phenomenon is needed frequent cytometric
monitoring during the first two weeks of the therapy. We identified the same Ig / TCR
rearrangements in each stage of lineage switch phenomenon and transdifferentiation of one
clone is the most probably explanation of swALL phenomenon.

SWALL group of B cell precursor acute lymphoblastic leukemia is euploid according
to DNA index. None of swALL samples carried rearrangements of MLL gene or fusion genes
as FLT3/ITD, BCR-ABL1, E2A-PBX1 or ETV6/RUNX1. Common genetic aberrations were
not found by cytogenetic. Majority of sSwALL patients had increased expression of C/EBPa

gene, which was followed by epigenetic changes in CEBPA promoter. Hypomethylation
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changes in CEBPA promoter correlated with increased levels of C / EBPa gene expression. In
sorted subpopulations from the lineage switch towards monocytoid lineage we observed
increased expression of myeloid genes and decreased expression of lymphoid genes. Cytokine
receptors (M-CSF and GM-CSF) were expressed on monocytoid blasts. Levels of mMRNAs of
following genes were increased in swALLs in comparison to other BCP ALL subtypes:
C/EBPa, C/EBPS, GATA-3, CSF1, S100A10, ITGAG6, Id2 and IKZF2. Levels of following
genes were decreased in SWALLs:C /EBPg, LTK and AIF1. Thawed swALL blasts influenced
by glucocorticoids recapitulated lineage switch phenomenon in vitro. The succesful
engraftment in mouse model was achieved only with leukemic cells from two swALL patients
who were characterized by hypermethylation in the CEBPA promoter. Engrafted swALL
leukemic cells were also able to recapitulate the lineage switch phenomenon after the
glucocorticoid treatment. In my PhD project | studied various aspects of a a new subtype of B
cell precursor acute lymphoblastic leukemia with lineage switch towards monocytoid lineage
during the early phase of the treatment. The lineage switch phenomenon can be expected in
patients with aberrant expression of CD2 and during the switch characteristic
immunophenotypic features typical. Lineage switch is accompanied by significant changes in
expression of lymphoid and myeloid genes and hypomethylation in CEBPA promoter is

present in almost all SWALL cases.
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8. Seznam pouzitych zkratek

ABL1
AIEOP
AHL
AL
ALL
allo
AML
APC
APC-H7
BCP
BCR
BFM
bp
BSA
BTG4
bZIP
CALL
CD
cDNA

CDKN2A

Abelson gene

Italiana Ematologia Oncologia Pediatrica Associazione
acute hybrid leukemia

akutni leukémie, acute leukemia

akutni lymfoblasticka leukemie

allogenic transplanattion

akutni myeloidni leukemie

allophycocyanin

allophycocyanin hilite 7

B cell precursor

breakpoint cluster region

Berlin — Frankfurt — Miinster (pracovni skupina)
base pair

bovine serum albumin

B-cell translocation gene 4

The Basic Leucine Zipper Domain

common ALL

cluster of differentiation

complementary DNA

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
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C/EBPa CCAAT enhancer binding protein alpha
C/EBPB CCAAT enhancer binding protein beta
CFU-GEMM Colony Forming Unit Granulocyte- Erythrocyte-

Monocyte- Megakaryocyte

CFU-MegE Colony Forming Unit Erythrocyte- Megakaryocyte
CFU-GM Colony Forming Unit Granulocyte- Monocyte
CLIP Childhood Leukemia Investigation Prague

CO, oxid uhlicity

c-KIT gen pro receptor pro stem cell faktor

CR complete remission

CRLF2 cytokine receptor-like factor 2

CSC Cell Surface Capture

CSF1R Colony stimulating factor 1 receptor

CSF2RA Colony Stimulating Factor 2 Receptor Alpha

Cy cyanine dye

DNA deoxyribonukleova kyselina

Dnmt DNA (cytosine-5-)- methyltransferase

dNTPs deoxynukleotidy

DNX DaunoXome

dsDNA double-stranded DNA

E2A immunoglobulin enhancer-binding factors E12/E47
EBF1 early B cell factor 1
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ECD
EDTA

EGIL

ela2

FAB

FBS

FITC

FLA
FLT3-ITD
FOXE3
Fwd
GM-CSFR
HSCs

HR

H7

Ig

lg/TCR

IKZF1

JAK

Klf4

phycoerythrin-Texas Red conjugate
ethylenediamine tetraacetic acid

The European Group for the

Immunological classification of Leukemias
neutrophil Elastase Neutrophil Elastase 2
French-American-British cooperative group
fetal bovine serum

fluoresceinisothiocyanat

FLAG

Internal tandem duplications of FIt3
Forkhead box protein E3

forward

receptor for Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

hematopoietic stem cells
high risk
hilite 7

imunoglobulin

piestavby genil pro imunoglobuliny a receptory T lymfocyti

Ikaros family zinc finger 1
stiedni riziko, intermediate risk
Janus kinase

Kruppel-like factor 4
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KD

KO

LB

Mac- 1

M-CSFR

MLL

MMLV RT

MPAL

MR

MRN

MSD

MUD

MRNA

MYOD1

Nfe2

NOD

NPM1

NSG

Oct-4

PAX-5

PBS

PB

kostni dren

krome orange

Luria Broth Base

macrophage-1 antigen

receptor for macrophage colony- stimulating factor
mixed lineage leukemia

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase
Mixed - phenotype acute leukemia
medium risk

minimalni rezidualni nemoc

matched sibling donor

matched unrelated donor

messenger RNA

myogenic differentiation 1

nuclear factor, erythroid 2

non-obese diabetic

nucleophosmin

NOD scid gamma

octamer-binding transcription factor 4
paired box gene 5

phoshate buffered saline

pacific blue
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pB BCP ALL

pB/non HR BCP ALL non high risk

PerCP peridinin chlorophyll protein

PCR polymerase chain reaction

PC7 phycoerythrin conjugated with Cyanine 7

pCRT preventive cranial radiotherapy

PE phycoerythrin

PPARG peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PGR prednosin good response

PO pacific orange

Pou5f1 POU class 5 homeobox 1

PPR prednison poor response

PTPN11 tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
gPCR quantitative polymerase chain reaction

gRT-PCR quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
RAG recombination activating gene

Rev reverse

RNA ribonukleova kyselina

RT reverzni transkripce

RUNX1 Runt-related transcription factor 1/ acute myeloid leukemia 1 protein
SCID severe combined immunodeficiency disease

SCT stem cell transplantation
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SFRP1

SOX2

SR

SWALL

TALL

TCF3

TCR

TET2

T/non HR

VPREB

WHO

WT1

secreted frizzled-related protein 1
sex-determining region Y (SRY)-Box2
standard risk

“switching” ALL

akutni T lymfoblasticka leukemie
transcription factor 3

T cell receptor

tet methylcytosine dioxygenase 2
T ALL non high risk
Immunoglobulin lota Chain
World Health Organization

Wilms tumor 1
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