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Predmluva

Pfedkladand dizertacni prace se vénuje problematice selhani kostni dfené v terénu
poruchy imunity a maligniho onemocnéni. StéZejni ¢ast prace se vénuje
myelodysplastickému syndromu a aplastické anémii u déti jako nejéastéjSim ziskanym
formam selhani kostni dfené, jejich charakterizaci v€etné identifikace genetického pozadi a
popisu jednotlivych podskupin. Onemocnéni jsme se vénovali jak v rdmci narodni studie, tak
i vramci zahranicni spoluprdce Evropské pracovni skupiny pro myelodysplasticky syndrom

(EWOG-MDS).

DulezZitou soucasti je rozvoj modernich metodik a jejich ulohy pro diagnostiku a
sledovani zminénych onemocnéni. V ramci zahrani¢ni spoluprace konsorcia Euroflow jsme se
vénovali standardizaci prltokové cytometrie a aplikaci novych analyzacnich metod
pro studium vyvoje jednotlivych krevnich linii, v rdmci nasi laboratore jsme rozvijeli metodu
sekvenovani nové generace. Ziskana data jsou perspektivni pro hodnoceni odpovédi na léc¢bu
u akutni lymfoblastické leukémie. Hodnoceni exciznich krouzkd B a T bunécného receptoru

je pomocnym ndstrojem predevsim pro studium poruch imunity.

Soucasti prace je 9 pfiloh, ztoho 8 publikaci ptijatych a 1 publikace v recenznim
fizeni. V téchto prilohach jsou podrobné popsany pouZité metodiky a studovani pacienti,
samotna dizertacni prace se vénuje predevsim Uvodu do problematiky, cildm préace a jejim

vysledkim.
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Abstrakt

Selhani kostni dfené vznika na podkladé poruchy imunity i maligniho onemocnéni.
Studium téchto onemocnéni pomoci novych metodik pfindsi nejen nové informace

o patogenezi, ale i napomaha v jejich diagnostice a sledovani odpovédi na lécbu.

Myelodysplasticky syndrom (MDS) a aplastickd anémie jsou nejcastéjsi formy
ziskaného selhani kostni drené u déti. Vysetfili jsme prevalenci mutaci v transkripénim
faktoru GATA-2 v kohorté ceskych détskych pacientll. Prevalence je 17 % u refrakterni
cytopenie détského véku, 14 % u pokrocilych forem MDS, Zadny pacient nebyl nalezen
ve skupiné pacient( s aplastickou anémii. Pacienti s deficitem GATA-2 méli specificky nalez
zahrnujici celkové snizeni B lymfocytl v kostni dieni a periferni krvi, snizeni naivnich forem a
hladiny exciznich krouzkl B bunécného receptoru (KREC). Dalsi specifickou skupinu tvofi
pacienti s predchazejici hepatitidou, u kterych nachazime zvySené zastoupeni aktivovanych

T lymfocytd.

Zakladem pro pouZiti novych metodik je jejich standardizace a porovnani
s referen¢nimi metodami. V ramci standardizace dat prGtokové cytometrie jsme vyvinuli
systém kontroly kvality a hodnotili pouzZitelnost zavedeného systému v rdmci zahranicni
spoluprace nékolika center. Vyvinuli jsme rovnéZ postup k ziskani standardizovanych dat
pomoci pfistroji od jinych vyrobcl, ktery zohlednuje variabilitu pouZitych reagencii a
technického vybaveni novych pfistroji. Na takto ziskand standardizovand data jsme
aplikovali nové analyzacni metody pro studium vyvoje B lymfocytl ve zdravé kostni dreni i
v pribéhu regenerace pfi antileukemické terapii. Definovali jsme jednotliva stadia a znalosti
vyuZili pfi hodnoceni hladiny minimalni rezidudlni nemoci (MRN) akutni lymfoblastické
leukémie. Pro detekci MRN jsme optimalizovali postup vedouci k maximalizaci senzitivity a
dosahli vysoké shody mezi vysledky ziskanymi prdatokovou cytometrii a kvantitativni
polymerazovou retézovou reakci (QPCR). Postup je perspektivni pro centra s nemoznosti
pouziti gPCR. Dalsi slibnou metodou v detekci MRN je sekvenovani nové generace (NGS).
Dokaze odhalit nespecifické nalezy PCR a rovnéz muze presnéji stanovit riziko relapsu akutni

lymfoblastické leukémie u détskych pacient(.

Klicova slova: myelodysplasticky syndrom, deficit GATA-2, aplastickd anémie, priitokova

cytometrie, minimalni rezidualni nemoc, akutni lymfoblasticka leukémie
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Abstract
Bone marrow failure may occur in both immune disorder and malignant disease.

Current techniques are promising for uncovering pathogenesis, and also for diagnostics and

treatment response evaluation.

We focused on two most common forms of acquired bone marrow failure syndrome
in childhood: myelodysplastic syndrome (MDS) and aplastic anemia. We analyzed mutations
in GATAZ2 gene in a consecutive cohort of Czech pediatric patients. While GATA2 mutations
accounted for 17 % of refractory cytopenia of childhood and 14 % of advanced forms
of MDS, no such patient was identified within aplastic anemia patients. Patients with GATA-2
deficiency had characteristic findings in blood and bone marrow: decrease of total B cell
count, lower proportion of naive B cells and decreased level of KREC excision circles. Among
both MDS and aplastic anemia, a specific subgroup was represented by patients with

preceding hepatitis. These patients were characterized by increased T cell activation.

When introducing new methods, it is vital to standardize them and compare with
reference methods. Within flow cytometry data standardization, we introduced system
of quality assessment and evaluated its usefulness in several international centers.
Furthermore, we developed a protocol for obtaining standardized data from cytometers
of different manufacturers. This approach also takes into account differences in cytometer
technical parameters (e.g. filters) and fluorochromes used. After the initial standardization
we could then apply novel analytical approaches for studying B cell differentiation in control
samples and in samples with regeneration during antileukemic therapy, which may help
in minimal residual disease analysis. We developed a new flow cytometry approach to
leukemic samples, leading to an increase of sensitivity in minimal residual disease
assessment, which then showed comparable results with those gained by quantitative
polymerase chain reaction (qPCR) examination. This approach is perspective in routine
diagnostics especially in centers with no available gPCR measurement. Another promising
method for MRD detection is next generation sequencing (NGS). It showed the ability to
clarify discordant results of qPCR due to nonspecific amplification and seemed to better

identify acute lymphoblastic leukemia patients with higher relapse risk.

Keywords: myelodysplastic syndrome, GATA-2 deficiency, aplastic anemia, flow cytometry,

minimal residual disease, acute lymphoblastic leukemia
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Uvod
1. Myelodysplasticky syndrom u déti

Definice a Kklasifikace

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je vzdcné onemocnéni v détském véku. Postihuje
pFiblizné 0,8-1,8/10° déti ro¢né’. Jednd se o onemocnéni krvetvorby vedouci zpravidla
ke snizené produkci nékterych krevnich bunék. NejcastéjSim subtypem je refrakterni
cytopenie détského véku (refractory cytopenia of childhood, RCC), kterd byla zarazena
do klasifikace Svétové zdravotnické organizace (World Health Organisation, WHO) v roce
2008 jako provizorni jednotka’. Nazev vystihuje odlisnost od dospélé kategorie
tzv. refrakterni anémie, kdy u détskych pacientll nachazime castéji snizené zastoupeni
predevéim neutrofilnich granulocytl a desti¢ek v periferni krvi®. Pacienti s RCC se vyznaduiji
nezvySenym poctem nezralych prekurzord v kostni dfeni (<5 %) i periferni krvi. Typickd je
snizend bunéénost kostni dien&®. U &asti pacientt nachazime cytogenetické zmény,
nejcastéjSim ndlezem je monosomie 7. chromozomu (dale ozna¢ovano jako monosomie 7).
Pacienti stouto aberaci maji zvySené riziko progrese onemocnéni do pokrocilych forem
MDS*. Daldimi subtypy jsou refrakterni anémie sexcesem blastd (refractory anemia
with excess blasts, RAEB) a refrakterni anémie s excesem blastl v transformaci (RAEB
in transformation, RAEBt)®. Obé jednotky se vyznatuji zvy$enym poétem nezralych bunék
(blastd) v kostni dreni: u RAEB 5-20 %, u RAEBt 20-30 %. Pfi ndlezu vice nez 30 % blastl je
onemocnéni klasifikovano jako akutni myeloidni leukémie (AML), kterd mUze na podkladé
MDS vzniknout (tzv. myelodysplasia related acute myeloid leukemia, MDR-AML). Nalezy u
déti s RAEB jsou podobné néleztim u dospélych pacientd®. Pro odlideni RAEBt a AML je viak
pouziti samotného procenta blastl nepresné a mélo by byt vice zaloZzeno na klinickych

nélezech a genetickych zménach®.

Etiopatogeneze
Etiopatogeneze MDS neni vsoucasné dobé zcela zfejmd. Studium repertoaru
T lymfocytl naznacuje, Ze u casti pacientll (zejména s RCC) se na utlumu podili i vlastni

imunitni systém’, nicméné ne u viech pacientl je imunosupresivni lé¢ba Uspéina.

U ¢asti pacientll mGze vzniknout MDS na podkladé zarodecnych mutaci vedoucich

ke vzniku tzv. vrozeného selhani kostni dfené (inherited bone marrow failure syndromes,
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IBMF), kam patfi naptiklad Fanconiho anémie, ataxia teleangiectasia, dyskeratosis congenita,

Diamond-Shwachmanniv syndroms.

Vyznamnym nalezem byla identifikace zarodecnych mutaci v transkripénim faktoru

9-11

GATA-2, které byly popsdny u pacientl simunodeficitem, MDS i AML ", a jak ukazuji

v pfilohach 1 a 9.

Dalsi nové identifikované zdrodeéné mutace vedouci ke vzniku MDS jsou mutace

gentl SAMD9" a SAMDIL™.

U dospélych pacientd s MDS byly dale popsany somatické mutace v genech
dilezitych pro RNA sestfih (napt. SF3B1, SRSF2, U2AF1 a ZRSR2) a epigenetické modifikace
(napt. TET2, ASXL1, DNMT3A)*. U déti viak byly mutace TET2 a mutace spliceozomu

/ . v 15,1
popsany vzacné®>*e.

Diagnostika a diferencialni diagnéza

Do diagnostického algoritmu patti kromé histopatologického vysetieni morfologické
hodnoceni natéru kostni dfené, cytogenetické vysetieni, v ramci diferencialni diagnostiky
rovnéz antropologie, vySetieni chromozomalnich zlom( a stanoveni fetdlniho hemoglobinu.
Uloha priitokové cytometrie neni zcela ustanovend, ackoli md svoje misto v diagnéze MDS

17,18

u dospélych pacientt'’*%. Hodnoti se predeviim mnozstvi aberaci u jednotlivych populaci®’”

19 Zjednodu$enou variantou tohoto hodnoceni je tzv. Ogata skére zahrnujici pouze

4 parametryzo, které ale u détskych forem MDS neprokazalo pFinole.

Pfi hledani kauzdlnich mutaci nyni vzrlstd vyznam novych metodik, jako je

sekvenovani nové generace (NGS), predevsim ve formé tzv. celoexomového sekvenovani?.

Pro terapeuticky pfistup je predevsim dulezité identifikovat pacienty s vrozenym

selhanim kostni drené.

Vyznamnou diferencidlné diagnostickou jednotkou je aplastickd anémie (AA)*?
(pfilohy 1, 2). Toto onemocnéni je povazovano za imunitné podminéné, kdy dochazi k selhani
kostni drfené na podkladé autoimunitni reakce T lymfocytl proti kmenovym burnkam
krvetvorby?®. Za terapii volby se proto povazuje imunosupresivni terapie, nicméné v pfipadé
shody hlavniho histokompatibilniho komplexu (HLA) u sourozence je volena transplantace
krvetvornych bunék (hematopoietic stem cell transplantation, HSCT)**. Ob& onemocnéni,
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RCCi AA, tedy maji velice podobny klinicky i laboratorni obraz: hypocelularitu kostni dfené a
pancytopenii v periferni krvi. Zatimco u dospélych pacientd s MDS jsou ¢asto v kostni dreni
pfitomné dysplastické rysy, u détskych pacientd mohou byt méné napadné®. Vramci
Evropské pracovni skupiny pro MDS u déti (European Working Group of Myelodysplastic
Syndromes in Childhood, EWOG-MDS) byl vyvinut algoritmus pro histopatologické
hodnoceni biopsie kostni drené. VSechny vzorky jsou tak vysSetfeny jednim z referencnich
patologl skupiny EWOG-MDS. Mezi nalezy charakteristické pro RCC (tzv. RCC pattern) patfi
nalez mikromegakaryocyt( a skupin nezralych bunék cervené fady. Tyto nalezy odliSuji RCC
od AA. Mezi referenénimi patology EWOG MDS byla ovérfena vysokd shoda v diferencidlni

diagnostice mezi RCC a AA%.

Exprese genu WT1 (Wilms’ tumor gene 1) je vysoka u fady myeloidnich malignit,
rozdilna exprese byla nalezena i u jednotlivych forem MDS?’. Je tak perspektivnim znakem

pro rozliseni imunitné podminéné AA a MDS.

U détskych pacientl je dale v diferencialni diagnostice potfeba vidy vyloucit akutni
leukemii, kterd u ¢asti pacientll mizZe zacinat aplastickou fazi, pfipadné probihat jako fokalni

proces a leukemické blasty tak mohou uniknout pozornostizs’zg.

Mezi dalSi onemocnéni projevujici se zpravidla tranzientnim selhanim kostni diené

pati Gtlumy krvetvorby nastévajici po virové infekci & pfi deficitu vitamind?®.

Terapeutické pristupy

Terapie MDS u déti je volena pfedevsim dle zavaznosti onemocnéni. Pacienti s RCC,
ktefi nevyzaduji podporu krevnimi derivaty, jsou sledovani (tzv. watch and wait strategie)
bez dalsi 1é¢by. Naopak pacienti, ktefi progreduji, nebo maji zvySené riziko progrese, jako je
tomu u nalezu monosomie 7, jsou indikovani k HSCT, a to i od neptibuzného darce?. Pacienti,
ktefi |éCbu potrebuji, avsak nejsou indikovani k HSCT, nebo neni nalezen darce, jsou léceni
imunosupresivnimi prepardty protokolem, ktery je shodny s protokolem pouzivanym pro
[é€bu AA. Obecné se ale preferuje transplantace pfed imunosupresivni |é¢bou, pokud je

3931 U pacientd s pokro¢ilymi formami MDS je

v rodiné pritomen HLA identicky sourozenec
volena transplantace krvetvornych bunék s redukovanym pfipravnym rezimem. Klinicky stav
nékterych pacientd mlze vyZzadovat pred vilastni HSCT chemoterapii, pausalné se kni ale

nepfistupuje’.

-11-



2. AKkutni leukémie
Akutni leukémie patfi do diferencialni diagnostiky MDS a mUze rovnéz na podkladé
MDS vzniknout. Jednd se o nejc¢astéjsi maligni onemocnéni v détském véku. RozliSujeme dva
zakladni subtypy: akutni lymfoblastickou leukémii (ALL) a akutni myeloidni leukémii (AML).
V Ceské republice je diagnostikovano roéné pfiblizné 80-120 novych ptipadd. Lécba probiha
dle némeckych protokoll skupiny Berlin-Franfurkt-Minster (BFM). Klinické projevy zpravidla
zahrnuji kombinaci pfiznakll vzniklych na podkladé selhani krvetvorby (anémie,

trombocytopenie, infekce) a pripadné leukocytdzy.

Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni lymfoblasticka leukémie je castéjsi formou, predstavuje pfiblizné 80 %
akutnich leukémii u déti. Dale se déli na B prekurzorovou a T prekurzorovou leukémii.
Nejcastéji postihuje déti ve véku 2-5 let. ALL je heterogenni onemocnéni, které vznikd
na podkladé ziskanych genetickych aberaci*>**. Ty délime na primarni a sekundarni, pfi¢emz
primarni jsou zodpovédné za vznik tzv. preleukemického klonu (napf. chromosomalni
translokace) a sekundarni za vznik samotné leukémie (¢astéji mensi zmény typu bodovych
mutaci & mikrodelece)®. RozliSujeme nékolik zakladnich subtypd dle genetickych zmén.
Mezi subtypy sdobrou progndézou patfi ALL sfuznim genem ETV6-RUNX1/translokaci
t(12;21) a vysoka hyperdiploidie s 51-65 chromozomy. Tyto dva subtypy predstavuji asi 60 %
vSech détskych ALL. Mezi subtypy se Spatnou progndzou patfi ALL s prestavbou genu MLL,
fuznim genem BCR-ABL/(t(9;22), TCF3-HLF/t(17;19), haploidni leukémie a leukémie s nizkou
hypodiploidii. Do skupiny s nejasnym prognostickym vyznamem pat¥i fuze TCF3-PBX1/t(1;19)
a translokace zahrnuijici lokus pro tézky fetézec imunoglobulinu IGH*. Spatny prognosticky
vyznam ma nalez novéji popsané intrachromozomalni amplifikace chromozomu 21
(IAMP21)***” nicméné data jinych skupin zpochybiiuji zafazeni iAMP21 jako zvlaétniho
rizikového faktoru, protoZze pfi zohlednéni odpovédi na terapii samotny nalez nezvysuje
riziko relapsu38. Zatim zvlast stoji delece genu IKZF1 a genu ERG, které mohou byt jedinou
nalezenou abnormalitou nebo doplfiovat jiné genetické aberace, a jejich prognosticky

vyznam se mUze lisit v kontextu komplexniho nalezu®.

V diagnostice akutni leukémie je vyznamnou metodou pratokova cytometrie. Jednd
se o metodu hodnotici expresi jednotlivych molekul na povrchu i uvniti burky, které

dohromady tvofi tzv. imunofenotyp. Dle imunofenotypu jsou pak rozliSovany zakladni typy
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akutni leukémie, ale i jednotlivé podtypy dle rdznych klasifikaci (WHO, European Group for

the Immunological Characterization of Leukemias, EGIL, aj.).

Lécba ALL dosahla vysoké uspéSnosti s prezitim presahujicim 90 %. Toho bylo
dosazeno optimalizaci uZivani pomérné malého poctu |ékh, lepSi podplrnou péci
a zavedenim stratifikace, kterd u pacientl zohlednuje rizikové faktory a na jejich zakladé
prizplsobuje |écbu. Mezi tradi¢ni rizikové faktory patfi napfiklad pohlavi, vék a pocet bilych
krvinek. Jednim z nejduleZitéjSich prognostickych faktorl je pak odpovéd na IéCbu, vyjadiend

jako hladina minimalni rezidualni nemoci (MRN)®.

Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie predstavuje 15-20 % vsSech akutnich leukémii u déti.
Zatimco u dospélych pacientl ¢asto AML predchazi MDS, u déti je vznik na podkladé MDS
spide vzacny*'. Zwysené riziko vzniku AML viak maji pacienti s Fanconiho anémii®,
Bloomovym syndromem43, a germindlnimi mutacemi v genech TP53* RUNX1*, GATA2 a
CEPBA"’. Zvlaétni skupinu tvofi pacienti s Downovym syndromem, ktefi vyvinou nejéastéji
prechodnou myeloproliferaci, na niz mizZe navazovat megakaryoblasticky subtyp AML, oboji

na podkladé mutace v genu GATA1%%

. Podobné jako ALL je i AML heterogenni onemocnéni
co se tyka imunofenotypu, morfologického obrazu a genetického nélezu. Klasifikace WHO
rozliSuje v rdmci AML a pribuznych malignit skupinu AML s rekurentnim genetickym ndlezem,
AML s myelodysplastickymi zménami, AML vznikajici v souvislosti s chemoterapii, dale
nespecifikovanou AML, myeloidni sarkom, myeloidni proliferaci u Downova syndromu a

malignitu z blastickych plazmacytoidnich dendritickych bunék®.

| u AML bylo dosazeno vyznamného zlepSeni preZiti dosahujici v soucasnosti
a7 70 %**1. Stratifikace je zalozena predeviim na genetickych subtypech a odpovédi
na terapii. Pratokova cytometrie zatim neni do hodnoceni MRN v rdmci détskych protokolt

pouzivanych v CR standardné zafazena.
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3. Minimalni rezidualni nemoc u ALL
Odpovéd na lécbu je dulezitym rizikovym faktorem a byla zafazena do protokoll
skupiny BFM jako jedno z kritérii urcujici dalSi postup terapie. Dle odpovédi na lécbu jsou
pacienti rozrazovani do jednotlivych lé¢ebnych ramen (tzv. stratifikace), které predstavuji

pro danou skupinu pacient( optimdlni pomér mezi potfebnou intenzitou lécby a toxicitou.

Hodnoceni odpovédi na lé¢bu se vyjadtuje, jak jiz bylo zminéno vyse, stanovenim
MRN, tj. po¢tu nadorovych bunék, které jsou jesté ve vySetfovaném materialu detekovany.
Pouziva se predevsim prutokova cytometrie a polymerazova retézova reakce (polymerase
chain reaction, PCR). V souc¢asné dobé v Ceské republice pouzivaném protokolu ALL BFM
2009 probiha hodnoceni MRN v kostni dfeni v 15. den terapie (tzv. den 15) pomoci

pratokové cytometrie, v den 33 a 78 pak pomoci PCR.

Pritokovd cytometrie je zaloZzena na identifikaci nddorovych bunék pomoci

imunofenotypu blastd?

. Zadkladem pro hodnoceni MRN priatokovou cytometrii je znalost
nemalignich populaci v kostni dreni. Pravé odliSeni malignich a vyvijejicich se nemalignich
B bunék u B prekurzorové ALL komplikuje stanoveni MRN>. Tuto problematiku shrnuji

v pfiloze 4.

Standardizovana a univerzdlné pouZitelnd metoda kvantitativni PCR (qPCR) hodnoti
MRN pomoci kvantifikace prestaveb genl pro imunoglobuliny (Ig) a T bunécné receptory
(TCR)>. Vyzaduje vsak optimalizaci specifického systému pro kazdého pacienta. Pouze
u mensi ¢asti pacientl Ize pouzit jiné metody, napfiklad detekci fuzniho genu obsahujici gen
MLL na DNA drovni>>. Novou metodikou vstupujici na pole hodnoceni MRN je NGS®.
Vysledky studie hodnotici hladinu MRN pomoci detekce prestaveb genu tézkého retézce
imunoglobulinu (/gH) metodou NGS shrnuji v pfiloze 6. Oproti detekci Ig/TCR metodou PCR
je to metoda rychlejsi a méné naroc¢nd. Pred jejim zavedenim do praxe je ale potieba
definovat klinicky relevantni prognostickou kategorizaci hladin MRN v jednotlivych [ééebnych

protokolech.
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Cile

. Jak se lisi jednotlivé formy selhani kostni direné u déti? Jaka je

jejich imunologicka charakteristika a genetické pozadi?

. Jak optimalizovat pritokovou cytometrii pro vyuziti v hematologii

a imunologii?

. Jaka je uloha novych modernich metod v monitoraci akutni

lymfoblastické leukémie (napf. priitokové cytometrie a

sekvenovani nové generace)?

. Jaké je vyuziti vySetieni exciznich krouzkt (KREC, TREC) u

vybranych imunodeficitii (napr. DiGeorgiiv syndrom, deficit

GATA-2)?
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Metody

1. Imunofenotypizace bunécnych populaci a sortovani

Pratokova cytometrie je metoda hodnotici pfitomnost molekul na drovni buriky na
zakladé detekce monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi s fluorochromem. Po smichani
této protilatky se studovanym vzorkem (tzv. znaceni) pak v pfitomnosti a dostupnosti
epitopu, pro ktery je dana protilatka specifickd, dochdzi k vytvoreni vazby protildtka-antigen,
kterd pretrvavad i po odstranéni nenavazané protilatky (pfi tzv. promyvani, tj. nafedéni
promyvacim roztokem, centrifugaci a odstranéni supernatantu) a po excitaci koherentnim
svétlem laseru v potfebné vinové délce je emitovan signal o vinové délce specifické pro
pouzity fluorochrom. Signal je dale detekovan na fotondsobici a preménén na elektronicky

signal.

V nasi studii jsme pouZivali rGdzné kombinace fluorescencné znacenych protilatek,
které detailné popisujeme v jednotlivych publikacich (pfilohy 1-6, 8). Charakteristiku

pratokovych cytometr( blize popisujeme v pfiloze 8.

Pro analyzu specifickych bunécénych populaci jsme pouzili sortovani, které popisujeme

v pfiloze 4.

2. Sekvenovani GATA2
Vysetfeni mutace GATAZ2 bylo provedeno pomoci amplifikace PCR a ddle Sangerovym

sekvenovanim. Metodu bliZze popisuji v pfiloze 1.

3. Detekce exciznich krouzki

V prabéhu prestaveb genl pro imunoglobuliny a T bunéény receptor dochazi
k vystfizeni a cirkularizaci ¢asti DNA téchto gen(. Mnozstvi takto vzniklych krouzk( (v pripadé
B receptoru tzv. kappa-deleting recombination excision circle, KREC; v pfipadé T bunécného
receptoru tzv. T-cell receptor excision circle, TREC) lze kvantifikovat pomoci PCR. Tyto
krouzky jiz dale nejsou replikovany a jejich mnoZstvi ve vySetfovaném vzorku tak klesa
s kazdym délenim bunék, naopak pocet vzrlstd s produkci novych naivnich T ¢i B lymfocytd.
Pocet krouzkd jsme vztahovali k mnoZstvi DNA, které jsme stanovili pomoci vysetreni
kontrolniho genu (v nasi studii genu pro albumin). Vysledna hodnota pak odrazi produkci T &i

o 57
u

B lymfocytl’’. Metodu blize popisujeme v pfilohach 1a 7.
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4. VySetireni cytokini

V plazmé kostni diené a periferni krve pacientd s rdznymi formami selhdni kostni
drené jsme vysetfili hladinu cytokin(i. Cytokinovy profil 1ze méfit pomoci nékolika metod,
perspektivni je tzv. kulickova esej (dale nazyvam bead array), kdy se pouzivd detekce
cytokinli pomoci protilatek navdzanych na kulickdch. Vyhodou je zméreni vice cytokin(
najednou v pomérné malém mnozstvi matrialu. Pomoci bead array jsme vysetfili 12 cytokin(
(IFNy, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IL-1b, TGFB, TNFa) v 94 vzorcich
(zahrnovalo 7 pacienti s mutaci GATA2, 6 AA, 11 RCC, 3 pacienty se selhanim kostni difené
asociovaném s hepatitidou [hepatitis associated bone marrow failure, HA-BMF],
3 RAEB/RAEBt, 1 sekundarni MDS, 8 pacientll s eosinofilii, 1 pacienta s autoimunitnim

lymfoproliferativnim syndromem [ALPS], 1 pacienta s Evansovym syndromem).

Pro zméreni hladiny trombopoetinu (TPO) jsme dale pouzZili metodu ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay). Vysetreni jsme provedli u 52 pacientd (6 AA, 11 RCC,

3 HA-BMF, 7 GATA-2, 3 RAEB/RAEBt, 1 pacient s ALPS, a 21 kontrolnich pacient().

5. Stanoveni MRN pomoci qPCR a NGS
Hladina MRN byla zméfena pomoci gPCR a NGS. Metody jsou blize popsany

v pfilohach 5 a 6.

6. Stanoveni exprese WT1
Vysetfili jsme hladinu exprese genu WT1 (Wilms tumor gene 1) u 65 pacientl
(1 pacient s juvenilni myelomonocytarni leukémii [JMML], 6 pacientl s pokrocilou formou
MDS, 25 pacientd s RCC, 31 pacientd sAA, 2 pacienti se sekundarni formou MDS).
Z izolovanych mononukledrnich bunék byla ziskdna RNA a po reverzni transkripci byla
stanovena hladina exprese WT1 pomoci qPCR. Hladina byla vztaZena k expresi kontrolniho
genu pro albumin a vyjadiena jako normalizovany pocet kopii (normalized copy number,

NCN). Metoda je blize popsdna v publikaci Boublikova et al’®,

7. Analyza a statistické metody
Jednotlivé pouZité metody pro analyzu a statistické hodnoceni jsou popsany

v pfilohach 1-8.
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Vysledky

1. Jak selisi jednotlivé formy selhani kostni direné u déti? Jaka je jejich

imunologicka charakteristika a genetické pozadi? (prilohy 1, 2, 9)

Charakteristika myelodysplastického syndromu a aplastické anémie pomoci
prutokové cytometrie

Studiem ziskanych forem selhani kostni dfené u déti se zabyvame od roku 1998. Jsme
soucasti mezindrodniho konsorcia EWOG (European working group of MDS and JMML
in childhood) a pravidelné se ucastnime pracovnich schiizek a konferenci porddanych touto
spole¢nosti na téma détského MDS.

V ramci této evropské skupiny jsme publikovali praci zabyvajici se charakteristikou
détského MDS pomoci pratokové cytometrie, vysledky shrnuji v pfiloze 2. V pfiloze ukazuji
vyzravani jednotlivych bunéénych linii (granulocyty, monocyty, erytroidni burnky) u pacientt
diagnostikovanych v letech 2005-2011. U vétSiny détskych pacientd s MDS (81 %) je kostni
dren hypocelularni. U prekvapivé velkého mnoiZstvi pacientll nebyly nalezeny cytogenetické
zmény — celkem u 61 z 71 hodnocenych pacient(l. Ve srovndni s kontrolni skupinou, kterou
predstavovali dospéli pacienti, méli pacienti s MDS sniZzené zastoupeni myeloidni fady a
lymfoidnich progenitorli. Monocyty byly vétSinou zastoupeny v normalnim poctu, nékdy ale
byly sniZzené. Na snizenou myeloidni fadu jsme poukdzali jiz v pfedchdzejicich pracich, jako
bylo napf. posterové sdéleni na mezinarodni konferenci americké hematologické
spoleénostisg. Naopak u RCC byly vice zastoupeny T lymfocyty. U pacientli s AA jsme nalezli
jesté vyznamnéjsi relativni snizeni myeloidni fady, monocytl a granulocytd, zvySeny byly
naopak B lymfocyty a NK buriky.

Ne zcela pfekvapivym ndlezem bylo vy$di mnoZstvi CD117°% bunék u pacientd
s pokroCilymi formami MDS (RAEB, RAEBt) — u vétSiny pacientl se jednalo predevsim
o atypické blasty. U téchto pacient( byla naopak ¢astd lymfopenie v kostni dieni.

Z aberaci  detekovatelnych  pomoci  prltokové cytometrie  prokazujeme
dyserytropoézu a aberantni vyzravani granulocytarni fady dle vySetfené kombinace znaku
CD16 a CD13 (u 14 % RCC, ale i u 15 % AA). U RCC jsme prokazali vice abnormalit nez u AA
a kontrol, ale naopak méné nez u pokrocilych forem MDS.

U studii tohoto typu muze byt limitem nékterych vysledk( vybér vhodné kontrolni

skupiny. V ¢lanku Aalbers et al. (pfiloha 2) jsme do kontrolni skupiny zaradili pouze dospélé

-18 -



pacienty a v jistém smyslu byla za kontrolni skupinu povaZovana skupina pacientll s AA.
Vybérem optimalnich kontrolnich vzork(l jsme se pak ddle zabyvali a srovnavali jednotlivé
typy dostupnych vzorkd. Nejvhodnéjsi typ vzorkd, jakym je Stép kostni diené od ditéte
ziskany v pfripadé sourozenecké transplantace, je pomérné vzacny materidl, ktery je navic
Casto dostupny pouze vomezeném mnozstvi nedostateCnym pro vysetieni vsech
sledovanych parametrd. Navic ¢im vétsi objem Stépu je tfeba odebrat, tim je vyssi riziko
natedéni periferni krvi. Do kontrolni skupiny, kterou jsme pouzili v ¢ldnku Novakova et al.
(pfiloha 1), proto kromé Sstépl zafazujeme i pacienty vySetfované vramci stagingu

nehematopoetického nadoru bez zjevné infiltrace kostni dfené.

Deficit GATA-2 jako podskupina détského MDS

Jako nova podskupina v ramci MDS byli vroce 2011 popsani pacienti s mutacemi
v transkripénim faktoru GATA-2. Mutace v genu GATAZ2 byly nalezeny u nékolika podskupin
pacientQ: u pacient(i se syndromem MonoMAC (zkratka zahrnuje ¢asty nalez monocytopenie
a mykobakteridlnich infekci), DCLM deficienci (deficit dendritickych bunék, B a NK lymfocytu
a monocytd), Embergerovym syndromem (s typickou pfitomnosti lymfedém( a casto
pritomnou hluchotou) a u rodin s familiarnim vyskytem MDS/AML. U pacientd s MDS byla
proto postupné zahdjena analyza mutaci genu GATAZ2: nejprve u pacientl s cytogenetickym
nalezem, jako je monosomie 7 a trisomie 8 (jednoho pacienta jiz referujeme v ptiloze 2).
NasSe skupina pak sama i ve spolupraci s evropskou skupinou EWOG vysetfila vSechny
pacienty s dostupnym materidlem: pacienty s pokrocilymi formami MDS diagnostikovanymi
v letech 1998-2014 (z celkem 25 pacientl bylo vySetfeno 22), déale pak pacienty s RCC
diagnostikovanym v letech 2005-2014 (z celkem 31 pacientl bylo vysetfeno 30) a ve stejném
obdobi pacienty s AA (z celkem 41 pacientlli vysSetfeno 38). Pacienty sRCC a AA
diagnostikované pred rokem 2005 jsme do studie nezaradili, protoZze v této dobé jesté
neprobihalo centralizované histopatologické vysetfeni. Zahdjili jsme rovnéz prospektivni

vySetfovani vSech pacientld s MDS a AA v nasi laboratofi.

V priloze 1 se zaméfuji jednak na stanoveni prevalence deficitu GATA-2 u détského
MDS a AA, a dale na charakteristiku téchto pacientd pomoci pritokové cytometrie a
vySetieni exciznich krouzkl B a T bunécného receptoru. NaSe data porovniavame

60
al.

s publikovanymi pracemi a nalezy, predevSim spublikaci Spinnera et a
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Ganapathiho et al.®* Obé prace viak vychéazely piedeviim z dospélé kohorty pacientd
s dominujicim imunodeficitem (v praci Ganapathiho et al. jiz byli vybrani pouze pacienti
s MDS, ackoli plivodné vychazeli z kohorty pacientl v praci Spinnera et al., ktefi byli vybrani
na zakladé pfitomného imunodeficitu). U pacientd s deficitem GATA-2 byly jako nejcastéjsi
aberace popsdny: monocytopenie, B a NK lymfopenie, pfitomnost velkych granularnich
lymfocytl (large granular lymphocytes, LGL), aberace plazmatickych bunék (aberantni

exprese CD56, absence CD19), snizeny pomér CD4/CD8 T lymfocytd.

Do nasi kohorty pacientl jsme zahrnuli kromé ceskych pacientl jesté 3 pacienty
ze Slovenska a 1 pacienta z Némecka, a dale 3 pacienty s deficitem GATA-2, ktefi MDS zatim
nevyvinuli nebo vyvinuli az v dospélosti. V nasi kohorté byla monocytopenie a NK lymfopenie
v periferni krvi i kostni dfeni. Snizeni bylo pfitomno u 10 z 12 pacient(l. Zajimavy nalez
pfineslo vysetreni exciznich krouzkd B bunécného receptoru (KREC)57. Vysledky ukazuji nize

(viz cil 4).

Jak jiz bylo zminéno, monocytopenii jsme v nasi kohorté détskych pacientl pozorovali
méné Casto. V mnoha pfipadech je pfitomno snizeni absolutniho po¢tu monocytl, které je
vsak vysvétlitelné celkovou leukopenii u pacientll s deficitem GATA-2. Stabilni snizeni
relativniho zastoupeni monocytl jsme pozorovali pfedevsim u dvou pacientli. Oba dva byli
rovnéZz sledovani pro plicni intersticidalni onemocnéni a imunodeficit. Spole¢ny ndlez
monocytopenie a plicniho onemocnéni neni zcela pfekvapivym ndlezem — pravé porucha
funkce monocytd/makrofagd ve fagocytdoze plicniho surfaktantu je povaZovéana
za patogeneticky mechanismus vzniku plicniho postizeni. Jeden z téchto dvou pacientl byl
popsan v publikaci Svobodova et al. se zaméfenim na plicni onemocnéni, kterd vznikla
ve spolupraci s nasim pracoviétém®. Dal$im zd@ivodnénim méné ¢asté monocytopenie v nasi
kohorté je pritomnost pacientl s pokrocilou formou MDS. U téchto pacientll je casto
pFitomna monocytdza, jak jiz bylo zminéno v pracich Spinnera® et al. a Wlodarskiho et al.** a

je ukazano i v nasi publikaci (Novakova et al., pfiloha 1).

vvvvvv

pacientl s deficitem GATA-2, a to celkové snizeni B rady, sniZzeni naivnich B lymfocytl

v periferni krvi a B lymfoidnich progenitor( v kostni dieni, a sniZzeni hladiny KREC ve dreni
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i v krvi. Pacienty s timto nalezem (i bez diagnézy MDS) nyni v nasi laboratofi prednostné
vySetfujeme pro pfipadnou pfitomnost mutace GATA2. VySetifovani mutace GATAZ2 u vsech
pacientd s MDS a AA bylo zatazeno do standardniho diagnostického algoritmu v nasi

laboratofi, coz je dllezitym vysledkem nasi prace.

Snizeni B fady bylo v minulosti ¢asto parametrem rozliSujicim pacienty s RCC a AA.
Pacienti s deficitem GATA-2, pritomni vyhradné ve skupiné pacientd s RCC, tak byli pricinou
tohoto rozdilu, a po jejich vylouceni z analyzy je rozdil mezi pacienty s RCC a AA méné

vyrazny.

Dalsim vystupem nasi prace byla analyza prevalence mutaci GATA2 u détskych
pacientd s MDS a AA. V ¢asové ohranicenych kohortach (1998-2014 pro pokrocilé formy
MDS a 2005-2014 pro MDS a AA) jsme po vySetfeni mutace GATA2 nalezli prevalenci 17 %
u MDS RCC, 14 % u pokrocilych forem MDS a 0 % u AA. Tyto vysledky jsou v rozporu
predevéim s americkymi daty Ganapathiho et al.?!, ktefi nalezli mutaci GATA2 u velké &asti
pacientl s AA. Vysvétlenim je predevsim rozdilna klasifikace AA a MDS ve Spojenych statech
americkych a v Evropé — predevsim u détskych pacient(. Je vSak nutné podotknout, Ze
i jeden ndmi popsany pacient, ktery byl zafazeny jako RCC, mél histopatologicky nalez
odpovidajici AA bez charakteristik RCC. Jeho findlni zafazeni ovlivnil predevsim klinicky
prabéh choroby, ktery byl dlouhy (u AA se jedna vétSinou o selhani krvetvorby v rdmci dnu i
tydnd) a cytogeneticky nalez, kterym byl fluktuujici vyskyt monosomie 7. Pouze u jediné
pacientky s AA ze Slovenska jsme pozorovali klondlni evoluci ve smyslu ziskani trisomie 8

v pribéhu imunosupresivni terapie.

Klinicky ndlez a prlilbéh onemocnéni u dvou pacientl s deficitem GATA-2 ukazuji
v pfiloze 9. Jednalo se o pacientku s dlouhotrvajicim imunodeficitem, ktera vyvinula MDS ve
véku 21 let, a pacienta s plicnim postizenim, ktery byl rovnéz popsan v publikaci Svobodové

et al.
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Selhani kostni direné asociované s hepatitidou
Dalsi specifickou podskupinou jsou pacienti, u nichz selhani kostni dfené predchazi

hepatitida (hepatitis associated bone marrow failure, HA-BMF). Jedna se o postiZeni jater
s elevovanymi jaternimi enzymy, u néhoz vsak neni prokazano etiologické agens a proto se
tato hepatitida oznacuje jako séronegativni. Nasi kohortu tvofilo 12 takovych pacient(. Dfive
se tito pacienti automaticky zarazovali do skupiny AA, pozdéji byl vsak i u téchto pacient(
casto nalezen tzv. RCC pattern, a dnes se tedy dle histopatologického ndlezu zarazuji
do obou skupin. Pomoci priatokové cytometrie jsme u téchto pacientll nalezli tyto
charakteristické zmény: vysokou aktivaci T lymfocytl dle exprese HLA DR (obrazek 1) a
snizeny pomér CD4/8. Celkové tedy ndlezy svédéi pro expanzi a aktivaci CD3P*°8P**
T lymfocytl neznamym agens. Tito pacienti pfedstavuji dalsi podskupinu v rdmci MDS a AA a
po jejich vylouceni z analyzy se stiraji dalsi rozdily plivodné popsané mezi obéma jednotkami
(v dobé, kdy jesté byli pacienti s hepatitidou prednostné zatazovani do podskupiny AA) —
vtomto pripadé predevsim vyznamna aktivace T lymfocytl. Vysledky nyni ptripravujeme
k separdtni publikaci. U nékterych pacientl jsme pozorovali vy$si zastoupeni granulocytarni
fady, které muze byt dusledkem aplikace kortikosteroidd v rdmci lé¢by jaterniho postizeni

nebo ¢asnéjsSim zachytem selhani krvetvorby pfi pravidelné laboratorni monitoraci pacienta.

HLA DRPs z CD3Pos HLA DRPOs z CD3Pos4pos HLA DRPOs z CD3Posgpos
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Obradzek 1. Aktivace T lymfocytii u pacientit HA-BMF. Na obrazku ukazujeme aktivaci T lymfocytl vySetfenou
pomoci exprese HLA DR u pacientli s RCC, AA a pacientl s asociovanou hepatitidou (HA-BMF). Aktivace je
vyznamné vys$si u pacientd s HA-BMF, a to u celkové populace T lymfocyt( i u zvlast analyzovanych
subpopulaci CD4"** a CD8*° T lymfocytdl.
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Dalsi podskupiny pacienti (tzv. GATA-2-like)
V pribéhu analyzy pacienti bez mutace GATA2 jsme identifikovali nékolik pacient(

s GATA-2 fenotypem, ktefi méli pfedevsim snizenou B lymfocytarni fadu a nizkou hladinou
exciznich krouzk(i KREC. Celkem se jednalo o 3 pacienty s RCC: prvni pacientka méla
suspektni rodinnou anamnézu (matka po transplantaci pro MDS s monosomii 7), druha
pacientka je dlouhodobé sledovana proimunodeficit, tfeti pacient mél intermitentni
cytogeneticky ndlez monosomie 7. Dva z téchto pacientl jsme vysetfili pomoci sekvenovani
nové generace a v soucasné dobé probiha verifikace nalezl v germinalnim materialu. DalSim
zajimavym pacientem, ktery byl podrobné vysetfovan, je 4lety pacient s primarnim
imunodeficitem, generalizovanou CMV infekci a gastrokolitidou, u kterého jsme
identifikovali neddvno popsanou mutaci v genu SAMDS. Publikace o pacientech s touto
mutaci ukazuje, Ze u pacientll dochazi pomérné casto kreverzni mutaci odstranénim
mutované alely deleci v hematopoetickych burikdch a stanoveni mutace v dobé diagndzy
MDS tak muaze byt fale$né negativni*. Stejny mechanismus byl popsan i u mutace v genu
SAMDLY tvoticiho konzervovany genovy par s genem SAMD9™. Domnivame se, 7e v rdmci
celé skupiny MDS bude vice podskupin s germinalnimi genetickymi aberacemi, z nichz prvni

takto pocetné zastoupena je popsand mutace v genu GATA2.

Cytokinové prostiedi u pacientii se selhanim kostni direné

Kromé cytotoxickych mechanismU pouzivaji T lymfocyty v patogenezi selhani kostni
drené produkci cytokinl. Cytokinového prostredi kostni dfené je rovnéz predmétem studii
jako jeden z moznych parametrli pomahajici rozlisit AA a hypoplasticky MDS. Publikovana
data uvadi predevsim vyssi koncentraci trombopoetinu (TPO) a G-CSF u pacientl s AA ve

srovnani s hypoplastickym MDS, kohorta MDS zahrnovala pouze dospélé pacienty®.

Pomoci bead array jsme u pacientll se selhanim kostni diené neidentifikovali

vyznamné zvySenou hladinu Zzadného z 12 vySetfenych cytokint v kostni dreni.

Pomoci ELISA metody jsme déle vysetfili hladinu TPO v plazmé kostni dfené (obrazek
2). Pacienti s mutaci GATA2 maji nizsi hladinu TPO v plazmé kostni difené nez ostatni pacienti
s AA, RCC a HA-BMF. Nizké hladiny jsou i u pacientl s pokrocilymi formami MDS (,,non RCC“).
Kontroly zahrnuji vzorky pacient(i bez diagnézy MDS. Dva pacienti se zvySenou hladinou TPO
jsou sledovani pro bicytopenii (u obou je pfitomna trombocytopenie). Vysledek podporuje
podobnost obou jednotek, RCC a AA. U obou oéekdavdme spolulcast imunitni destrukce
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kostni difené a po vymezeni definovanych podskupin, jako jsou pacienti s mutacemi GATA2

nebo pacienti s HA-BMF, se obé onemocnéni ve svych charakteristikach prekryvaji.

TPO
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Obrdzek 2. Hladina trombopoetinu v plazmé kostni diené u pacientii se selhdnim kostni dfené. Na obrazku
ukazuji hladinu trombopoetinu v plazmé kostni dfené u pacient( s rGznymi formami selhani kostni drené
vySetfenou pomoci metody ELISA. U pacientd s mutacemi GATAZ je patrna nizsi hladina neZ u pacientd s RCC,
AA a HA-BMF. AA, aplasticka anémie; RCC, refrakterni cytopenie détského véku; HA-BMF, selhdni kostni drené
asociované s hepatitidou; non RCC, pokrocié formy MDS zahrnujici RAEB, RAEBt, MDR-AML.

Vyznam exprese genu WT1

U pacientd s RCC a AA nachdzime nizsi hladinu exprese WT1 ve srovndani s pacienty
s pokrocilymi formami MDS (,non RCC“) (obrazek 3). Vzajemné se signifikantné lisi
predevsim diky vyssi hladiné exprese WTI1 u pacientd RCC s aberantni cytogenetikou
(monosomie 7, trisomie 8). Pacienti s mutacemi GATA2 maji vysokou hladinu exprese WT1
soucasné s aberantnim cytogenetickym nalezem nebo diagndzou pokrocilého subtypu MDS.
Pacienti s RCC s normalni cytogenetikou a pacienti s AA se vyznamné nelisi. U jednoho
pacienta s RCC jsme pozorovali nardst exprese WT1 v ¢ase s maximalni hodnotou pfi ziskani
cytogenetické aberace (monosomie 7). Pti analyze pacientll s mutaci GATAZ2 jako separatni
skupiny (obrazek 4) je zfejmé, Ze u téchto pacientl hladina exprese WT1 spiSe koreluje
s pokrocilosti MDS a cytogenetickymi aberacemi neZ se samotnou mutaci v genu GATAZ2.

Toto pozorovani je vsak limitované nizkym poctem vysetrenych pacienta.
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Exprese WT1 dle subtypu
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Obrdzek 3. Hladina exprese WT1 u pacientii s MDS a AA. Zvysena hladina exprese WT1 je patrnda u pacient(

s pokrocilou formou MDS (RAEB, RAEBt, MDR-AML) a u pacientl s aberantnim cytogenetickym nalezem. Narust

hladiny WT1 jsme pozorovali i v ¢ase u pacienta, ktery ziskal aberantni cytogeneticky nalez. JIMML, juvenilni

myelomonocytdrni leukémie, non RCC, pokrocié formy MDS zahrnujici RAEB, RAEBt, MDR-AML; RCC, refrakterni

cytopenie détského véku,; AA, aplastickd anémie.

Exprese WT1 u GATA-2

NCN WT1

Obrdzek 4. Hladina WT1 u pacientti s mutacemi GATAZ2. VySetteni pacienti s mutacemi genu GATA2 nemaji

jednotny nalez v expresi WT1. Vysokou hladinu nachazime predevsim u pacienttd s pokrocilou formou MDS

(odliseno v ramci pacientl s deficitem GATA-2 znakem pootoceného Etverce). non RCC, pokrocié formy MDS

zahrnujici RAEB, RAEBt, MDR-AML; RCC, refrakterni cytopenie détského véku; AA, aplastickd anémie.
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2. Jak optimalizovat pritokovou cytometrii pro vyuziti v hematologii a

imunologii? (prilohy 3, 8)

Priitokova cytometrie v hematologii a imunologii

V hematologii je pratokova cytometrie stéZejni metodou pro diagnostiku ALL a ma
svou vyznamnou Ulohu vdetekci MRN, vimunologii je nenahraditelnd mimo jiné
v kvantifikaci lymfocytarnich populaci a diagnostice imunodeficiti. Pro tyto druhy analyz je
nezbytny spravny postup vedouci k detekci signalu, ktery bude hodnocen nejen jako pozitivni
¢i negativni (v pripadé pritomnosti Ci nepfitomnosti exprese antigenu na sledované
populaci), avsak velmi zaleZi i na intenzité exprese, tj. jestli je znak exprimovan silné
(ve velkém mnoizstvi pritomen v dané bunécné populaci), slabé ¢i vibec. Predpokladem
spravné analyzy je tedy jistota sprdvného zpracovani vzorku a samotna detekce signdlu,

ktera odpovida skutecné expresi.

Zdroje variability v priitokové cytometrii
Pokud opomineme samotné preanalytické zdroje variability, vysledek méreni

prutokovou cytometrii v hematologii a imunologii je vyznamné ovlivnén predevsim:

1) Pfipravou vzorku (napf. nutnost odstranéni plazmatickych imunoglobulind pred
detekci imunoglobulint exprimovanych na povrchu ¢i uvnitf buriky)
2) Vybérem monoklonalnich protilatek
a. Vybér klonu — produkujici protilatku dané afinity proti urcité antigenni
determinanté
b. Vybér fluorochromu — napf. pro malo exprimované molekuly nutnost vybéru
fluorochromu s vysokym pomérem signalu a pozadi signalu (tzv. staining
index)
3) Postupem zpracovani vzorku
a. Vybér cinidel pro odstranéni erytrocytd Ci permeablizaci bunék v pfipadé
intracelularniho znaceni
b. Délka inkubace a trvani jednotlivych krok
c. Centrifugace vzorku — relativni centrifugacni sila, délka — vedouci k
minimalizaci ztrat bunék a jejich minimalnimu poskozeni

4) Zmérenim na pratokovém cytometru
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a. Nastaveni pfistroje — nastaveni napéti na jednotlivych detektorech
b. Sprdvna kompenzace mezi jednotlivymi fluorochromy

5) Interpretaci
a. Vybér softwaru s nastroji usnadnujicimi analyzu

b. Analyzacni strategie a potfebnd zkusenost

Standardizace prutokové cytometrie

Jsme soucasti mezinarodniho konsorcia Euroflow, které se zabyvd cytometrickou
diagnostikou hematologickych malignit, sledovanim MRN a poruchami imunity. Cilem tohoto
konsorcia bylo zavedeni jednotnych postupl ve vSech fazich zpracovani vzorkd, které jsou
vyjmenovany vyse, k ziskani srovnatelnych dat, z nichz bude moiné v budoucnu vytvofit
databazi napomadhajici vzajemnému srovndvani vzork( a diagnostice vzacnych onemocnéni.
Byly zavedeny, testovany a optimalizovany panely vySetfeni pro jednotlivé hematologické
malignity (akutni leukémie, chronické lymfoproliferace, lymfomy)®. Kazdy panel zahrnuje
jasné definované monoklonalni protilatky (co se tyée vyrobce, klonu, mnozstvi protilatky
potfebné pro jeden vzorek), pfipadné povolené alternativni varianty. Samotny postup
znaéeni témito kombinacemi protildtek pak bylo popsano v publikaci Kaliny et al®®. Nastaveni
pfistroji bylo podrobné popsdno rovnéz v této publikaci. Jednalo se o nastaveni v té dobé
pouzivanych pristrojd od vyrobce BD Biosciences (San Jose, CA, USA) — predevsim typ
BD Canto IlI, ptipadné BD LSR Il. Princip spociva v nastaveni voltazi jednotlivych detektort
tak, aby cilova populace referenéniho materialu, kterou byla zvolena 7. populace smési
kulicek (Rainbow 8-peak beads) dle vzrastajici intenzity (tzv. 7t peak), méla jasné
definovanou intenzitu fluorescence (MedFl, median fluorescent intensity) s toleranci 15 %
celkové hodnoty. V pripadé pouZiti pristroja se stejnym vybavenim filtrQ, které jsou umistény
pfed detektorem, tak dosdhneme i stejné intenzity fluorescence fluorochromd pouzivanych

pfi znaceni jednotlivymi kombinacemi protilatek.

Tato plnd standardizace (pouzivani shodného nastaveni pfistroji, reagencii,
pracovnich postupl a rovnéZ pouzivani shodného analyza¢niho programu) pak zajistuje
ziskani porovnatelnych dat napfi¢ rlznymi laboratofemi, které mohou byt analyzovany
novymi softwarovymi nastroji. Paralelné vSak musela byt vyvinuta vhodna kontrola kvality
(Quality Assessment, QA), kterd je odliSna od ostatnich kontrol kvality testujicich napfriklad

pouze spravnou kvantifikaci cilovych bunék (napf. CD34P* kmenovych bunék krvetvorby
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vramci hodnoceni Stépa pred transplantaci, populaci nadorovych bunék ALL v ramci

programu UK Neqas67'68

). Podrobné jsme ndmi vyvinuty systém kontroly kvality popsali
v publikaci Kaliny et al®®. Principem je sledovéni medianu intenzity fluorescence protilatek
detekujici znaky, které jsou stabilné exprimovany na bunkach periferni krve. To umoziuje
srovnat vysledky zmérené na jakékoli zdravé periferni krvi v rliznych laboratofich. Vyhodou

je ztrata nutnosti distribuce vzorku.

Kombinace monoklondlnich protilatek vychazela z dfive publikované kombinace
tzv. Lymphocyte Screening Tube (LST), kterd byla mirné modifikovana do podoby finalni
kombinace nazyvané LST-QA. Zméfeny a hodnoceny byly znaky exprimované
na T lymfocytech (CD3, CD4, CD5, CD8, CD45, CD81), B lymfocytech (CD19, Ig Kappa, Ig
Lambda) a NK burikdch (CD56). Variabilita exprese nékterych znak je vétsi (kappa, lambda,
CD56), nicméné v tomto pripadé je hodnocen predevsim spravny postup pfipravy vzorku.
Ziskana data byla analyzovana lokalné preddefinovanym postupem, coZz umoziuje rovnéz

kontrolu spravné analyzy jako dalsi mozny zdroj variability vysledka.

Vysledky 4 kol tohoto testovani ukazuji v pfiloze 3. Celkem bylo hodnoceno
123 vzork( periferni krve z 11 laboratofi v9 zemich Evropy. Pro hodnoceni byl zaveden
parametr tzv. performance score (p-score) popsany dfive®. Toto hodnoceni zahrnuje
porovnani s maximalné tolerovanou odchylkou a daty ziskanymi v minulych kolech kontroly
kvality. V roce 2013 byla v nékterych laboratofich znacena krev lyofilizovanou 8barevnou

kombinaci vyvinutou specialné pro tento ucel spoleé¢nosti Cytognos SL.
Vyskytly se rtizné druhy chyb:

e Pfi odchylce v triplikatu, tj. ve vSech tfech vzorcich mérenych v laboratofi, byla chyba
zpUsobena pravdépodobné chybnym nastavenim pfistroje, pouzivanim odlisené sarze
kuli¢ek Rainbow, odliSnou reagencii nebo Spatnou titraci protilatek.

e P¥i odlisnosti pouze v jednom vzorku ze tfi se nejcastéji jednalo o ojedinélou chybu
nebo interindividudlni variabilitu v expresi lehkych imunoglobulinovych fetézcl
kappa, lambda.

e P¥i odchylce intenzity signdlu negativni populace, kterd je podobna ve vsech trech

vzorcich, je naopak vysledek suspektni z chybné nastavené kompenzace.
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V roce 2013 byl do analyzacniho programu Infinicyt zaclenén modul pro analyzu dat,
ktery dale umoznil 1) okamzitou analyzu namérenych dat a 2) ovéreni schopnosti manualni
analyzy jednotlivych osob porovnanim se standardem automatické analyzy. Pouziti
lyofilizované kombinace protilatek snizilo vyskyt odlehlych hodnot z 11 na 4, nicméné tyto

odlehlé hodnoty byly ziskany predevsim v jedné laboratofi.
Ukazana kontrola kvality je inovativni z pohledu:

1) Pouziti lokdlnich vzork( bez nutnosti fixace a transportu
2) Kontroly celého procesu véetné analyzy a nikoli pouze vysledné hodnoty
3) PoutZitelnost medidnu intenzity fluorescence jako parametru s vypovédni hodnotou

pro kontrolu celého procesu
Dalsi data ukazuji v pfilozené publikaci (ptiloha 3).

Standardizace cytometrii od jinych vyrobct
V dalsi praci jsme se zaméfili na nastaveni cytometrl od jinych vyrobcu, které se
odlisuji od pfistroja Becton Dickinson, nicméné mohou méfit 8barevné kombinace protilatek

zavedené konsorciem Euroflow. Rozdily se tykaji predevsim:

1) Rozliseni (resolution)
2) Poutzitych filtrG omezujicich vinovou délku signalu zachycovaném na jednotlivych

detektorech
Naopak predpoklady pro méreni Euroflow kombinaci protilatek zahrnuiji:

1) Vybaveni tfemi lasery (emitujicimi koherentni svétlo o vinovych délkach 405nm,
488nm a 633nm)

2) Vybaveni minimdlné 8 detektory pro méreni 8barevnych kombinaci v konfiguraci
2-4-2 (pro lasery v poradi uvedeném vyse)

3) Podporu datového formdatu FCS, ktery je analyzovatelny dalSimi analyzacnimi

programy bez skrytych vlastnosti

V praci, kterd je nyni v recenznim fizeni (pfiloha 8), ukazujeme na prikladu cytometra

Navios od spole¢nosti Beckman Coulter (Miami, FL, USA) a MACSQuant od spolec¢nosti
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Miltenyi (Bergisch Gladbach, Némecko), jak je mozné pristroje spravné nastavit pro ziskani
standardizovanych dat.

Odlisné rozliseni dat ziskanych na pfistroji Navios lze prepocitat v softwaru Infinicyt,
avsak vétsi obtiz nastavd se samotnym nastavenim napéti jednotlivych detektor(. Toto se
totiz dle Euroflow postupll nastavuje pomoci tzv. hard dyed beads, tj. kulicek s pevné
navazanymi fluorochromy, které nejsou znamé. Pouzijeme-li tedy fluorochrom s odliSnym
spektrem a soucasné filtr propoustéjici jinou c¢ast spektra dopadajici na detektor, signal
ziskany na obou pfistrojich mlze byt rlzny. Princip ukazuji v pfiloze 8 na datech ziskanych
pomoci spektralniho cytometru Sony SP6800. Nastaveni je tedy potfeba udélat pomoci
tzv. capture beads — tyto kulicky mGzZeme znacit pomoci cilového fluorochromu a napéti
nastavit na takovou hodnotu, kterd vede k ziskani signalu stejné intenzity na cytometru
referennim a studovaném. Po nastaveni cilovych voltazi zméfime znovu hard dyed beads
(v tomto p¥ipadé kulitky Rainbow) a ode¢teme MedFI cilové populace (7 peak) — toto bude
do budoucna cilovd hodnota nastaveni pro kombinaci fluorochrom-filtr na novém
cytometru. Idedlnim nastrojem by byly hard dyed beads obsahujici fluorochromy pouzité
v mérenych kombinacich protilatek, tyto vSak nejsou dostupné a musely by se vyrobit na

objednavku.

3. Jaka je uloha novych modernich metod v monitoraci akutni
lymfoblastické leukémie (napf. pritokové cytometrie a sekvenovani

nové generace)? (prilohy 4, 5, 6)

Analyza regenerace B lymfocytiti v kostni direni pomoci modernich metod

Pro spravné hodnoceni MRN je potfeba dokonald znalost vyvoje B bunék v kostni
dfeni a zmén ocekdvanych v prlibéhu regenerace, ke které dochazi v urcitych fazich terapie
ALL. Samotné porovnani se zdravou kostni dfeni, jejiz studium je mozné u darcd kostni
drené, neni dostatecné, protoZze nejvétsim problémem detekce MRN zlstava odliseni
regenerujici krvetvorby poznamenané chemoterapii od malignich bunék. Studovali jsme
proto vyvoj B lymfocytarni fady v kostni dieni pomoci 8barevné kombinace protilatek

pouzivané soucasné pro detekci MRN, a pouzili nové softwarové ndstroje pro analyzu.
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Vysledky ukazuji v ptiloze 4. Definovali jsme vyvojova stadia a nasli odliSnosti v regenerujici

kostni dfeni. Vysledky jsme porovnali s ndlezy u zdravych darc(.

V kostni dreni tfi a pét mésicli po zahajeni antileukemické terapie nachazime zvySené
zastoupeni populace imunofenotypu CD34"8/512081gPOSTTPOScytoplazmatické 1gM™E, kterd je
ve zdravé kostni dfeni zastoupena minimalné. Tyto bunky svym plvodem patfi ke stadiu
pre-B-I bunék vzhledem ke kompletni prestavbé genu pro tézky retézec imunoglobulinu

(/IGH), avsak s chybéjici inframe pfestavbou umoZziujici vznik proteinu.

Z uvedené studie vyplyvaji dva zavéry. Zdrava kostni dfen neni optimalni referencni
material pro hodnoceni MRN u pacientd |éenych pro ALL, a zvySené zastoupeni bunék
uvedeného fenotypu muze byt faleSné hodnoceno jako pritomnost MRN. Na druhé strané
u pacientll, u nichZ je fenotyp blastl identicky s touto populaci (v nasi studii u 6 z26
pacientl) muze byt vysledek faleSné negativni. V tomto pripadé je pro spravné hodnoceni

nutné analyzovat dalsi znaky odliSujici maligni a nemaligni lymfoblasty.

Vysoka senzitivita a standardizované méreni MRN u B prekurzorové ALL

Pro detekci MRN je dulezity vybér znakli pomahajicich odlisit maligni blasty
od nemaligni, resp. regenerujici B fady, a dostatecna senzitivita méreni. V soucasnych
lécebnych protokolech BFM je stratifikace pacientl provadéna v den 15 po zahdjeni terapie
na zakladé vysetfreni MRN s potfebnou senzitivitou 1e3, Vyssi senzitivity bylo tradicné
dosazeno pomoci molekularné genetickych metod. Prlitokova cytometrie je vsak z hlediska
¢asu i naklad(i vyhodnéjsi a pro néktera centra bez dostatec¢ného vybaveni a zkuSenosti mlze
zvyseni senzitivity pritokové cytometrie umoznit nahradu molekuldrné genetickych metod.
Zaméfili jsme se proto na vyvoj panelu (kombinace protildtek) a pracovniho postupu
vedouciho ke zvySeni senzitivity cytometrického vysSetieni MRN u B prekurzorové ALL a
vysledky porovnali sdalSimi molekuldarné genetickymi metodami. Vysledky ukazuji

v priloze 5.

Po celkem péti kolech vybéru vhodnych znakl pro odliSeni maligni a nemaligni B rady
jsme dosahli odliSeni malignich a nemalignich B prekurzorll u 99 % pacientli. Optimalizace
pracovniho postupu navysujici senzitivitu pratokové cytometrie vedla k dosazeni shodnych
vysledk( s molekularnimi metodami u 93 % pacientd. Vzorky, u kterych nebylo dosaZzeno

shody, byly znovu analyzovany, pripadné vySetfeny pomoci NGS. Kone¢nd shoda mezi
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obéma typy metod byla 98 %, coz je doposud nejlepsi publikovany vysledek. Omezenim
metodiky je nutnost zpracovani dostate€ného mnoistvi bunék, coz mUlze byt limitem
zejména v casovych bodech |é¢by s aplazii kostni difené. Tento limit vSak plati pro vSechny

zminéné metody.

NGS pro hodnoceni MRN

NGS vstoupilo na pole genetickych metod jako slibnda metoda nejen pro detekci
novych mutaci, ale i pro detekci prestaveb imunoreceptorovych genll. Ty se pouZivaji pro
detekci MRN u détské ALL v rdmci protokoll skupiny Berlin-Minster-Franfurkt, a to metodou
qPCR. Uloha pritokové cytometrie byla v této studii predeviim v propojeni obou metod, kdy
gPCR hodnoti prestavby Ig/TCR v ramci vSech bunék, ale NGS pouze v ramci B, respektive
T bunék. Porovnali jsme hladinu MRN pomoci NGS a qPCR u 210 vzork( od pacient(l s ALL
v pribéhu terapie. Vysledky ukazuji v ptiloze 6. Vysledky obou metod spolu koreluji, nicméné
u 32 vzorkl jedna ¢i druha metoda vedla kjinému vysledku, coZz by vedlo ke zméné
stratifikace u celkem 25 pacientl. Hodnoceni MRN v den 33 pomoci NGS pak v nasi
limitované kohorté presnéji stanovilo riziko relapsu. Kromé hodnoceni MRN navic zaroven
poskytuje informaci o slozeni repertodru IgH, ktery se jevi jako nezavisly prognosticky faktor.
Pro ndhradu gPCR perspektivnim NGS je potieba dalsi validace na Sirsi kohorté pacientu
s definici novych stratifikacnich kritérii a standardizace metody mezi jednotlivymi centry,

nicméné metoda mUze byt pro fadu center dostupné;jsi nez dosud pouzivana qPCR.
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4. Jaké je vyuziti vySetireni exciznich krouzki (KREC, TREC) u vybranych
imunodeficitii (napi. DiGeorguv syndrom, deficit GATA-2)?

(prilohy 1, 7)

Pritokova cytometrie je vyznamnou metodou pro diagnostiku imunodeficitd pomoci
kvantifikace jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci. Kromé zakladniho rozliseni T, B a
NK lymfocytl umozniuje blizsi analyzu naivnich a pamétovych forem pomoci rozdilné exprese
nékterych molekul, naptiklad pfitomnosti CD27 u pamétovych B lymfocytt v periferni krvi, ¢i
naopak ztraty CD27 u pamétovych CD4 T lymfocytl. Tato analyza je stéZejni pro diagnostiku
nékterych typU primarniho imunodeficitu, napr. tézké kombinované poruchy imunity (severe
combined immunodeficiency, SCID), kdy zcela chybi T buriky. Ne vzdy je vSak mozné ziskat
vzorek periferni krve od novorozencl, proto bylo v nékterych zemich (v CR dosud ne)
zavedeno screeningové vysetieni exciznich krouzk( T a B bunécného receptoru z kapky krve
ziskané po narozeni (v Ceské republice tzv. Guthrieho karti¢ky). V Ceské republice jsou tyto
karticky urcené zatim primarné pro screening prevazné metabolickych vad, nicméné diky

jejich uchovavani Ize zpétné vysetfit DNA ziskanou tésné po porodu.

Nasim cilem bylo nejprve zavést tuto metodu, dale definovat referenéni meze a zjistit
pfinos pro dalsi typy imunodeficitli, véetné deficitu GATA-2. V ramci tohoto projektu jsme
vysetfili velké mnoZstvi kontrolnich vzork( kostni dfené, periferni krve a Guthrieho karticek.

Vysledky ukazuji v pFiloze 7.

Pacienti s deficitem GATA-2

Ackoli jsme prokazali, Ze B lymfopenie je nejvice senzitivni a specificky parametr
pro identifikaci pacient( s deficitem GATA-2, u 2 z 12 vySetfovanych pacientl bylo mnozstvi
B lymfocytl v periferni krvi v mezich normy. Hladina KREC vsak byla vyznamné snizena az
nedetekovatelnd uvSech pacientll s deficitem GATA-2. Tento nalez tedy ukazuje
na vyznamnou poruchu produkce B lymfocytd u pacientl s deficitem GATA-2. Se snizenou
hladinou KREC souvisi charakteristicky ubytek naivnich B lymfocytl v periferni krvi a absence

B lymfoidnich progenitor( v kostni dreni.

Vysetieni KREC v periferni krvi u pacientd s B lymfopenii jesté pred odbérem kostni
drené muze identifikovat pacienty s poruchou produkce B lymfocytll s podezienim

na poruchu imunity typu deficitu GATA-2.
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Meéli jsme mozZnost vySetfit 4 Guthrieho karticky pacientl s deficitem GATA-2.
Prekvapivé byla u 3 pacientd hladina KREC normalni, snizena byla pouze u jednoho pacienta.
Tento pacient se snizenou hladinou KREC byl diagnostikovan s MDS ve véku 4 let —
ve srovnani s ostatnimi pacienty v kohorté tedy vyznamné brzy a dosud se jedna
o nejmladsiho publikovaného pacienta (ostatni pacienti v nasi kohorté byli diagnostikovani

ve véku vyssim nez 10 let).

Pacienti s deficitem GATA-2 méli rovnéz mirné snizenou hladinu exciznich krouzku
T bunécéného receptoru. Usuzujeme na zvySenou proliferaci T lymfocytd v dasledku

zvySeného vyskytu infekci, kterymi pacienti s deficitem GATA-2 trpi.
Blize nalezy ukazuji v pfiloze 1.

Pacienti se selhanim kostni dfené asociovaném s hepatitidou

U 4 z 12 vysetfenych pacientd s HA-BMF jsme nalezli snizenou hladinu exciznich
krouzkG TREC. Nalez byl vkorelaci se snizenim naivnich T Ilymfocytd fenotypu
CD27P*28P*°45RAP* 3 expanzi efektorovych a pamétovych forem spolu se zvy$enou aktivaci.
U dvou pacientll jsme porovnali hodnotu TREC s hladinou po imunosupresivni terapii, kde

doslo ke zvySeni hladiny TREC i naivnich T lymfocyt(.

Pacienti s DiGeorgovym syndromem (DGS)

DGS zahrnuje Siroké spektrum poruch thymu. Nasim cilem bylo u téchto pacientu
zjistit vyznam vysetfeni hladin KREC a TREC z Guthrieho karticky a v naslednych vzorcich
periferni krve. Z celkem 13 vySetfenych DGS pacientll mél pouze jeden abnormalni hodnoty
KREC/TREC pfi narozeni. Zajimava vSak byla dynamika dal$iho vyvoje, kdy hladina TREC

klesala s vékem rychleji nez u kontrolnich vzorka. Vysledky dale ukazuji v priloze 7.
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Diskuze

Myelodysplasticky syndrom v détském véku je onemocnéni odliSné od dospélych
forem. Objevenim mutaci v genu GATA2 byla identifikovana doposud nejvétsi podskupina
pacientl se spolecnym patogenetickym mechanismem vzniku onemocnéni. Dalsi
definovanou skupinou pacientl se selhdnim kostni dfené jsou pacienti po probéhlé
hepatitidé. Po vylouceni téchto podskupin se jiz pacienti s AA a RCC vyznamné nelisi
ve studovanych parametrech. Predpokladame, Ze u vSech pacientl se vice ¢i méné imunitni
mechanismy podili na destrukci kostni dfené (napf. v ndvaznosti na probéhlou infekci),
nicméné proces vznikd v terénu genetické predispozice, ktera vede k selhani krvetvorby.
Vyznamny podil imunitnich mechanism{ na selhani kostni difené jsme pozorovali u pacient
s predchazejici hepatitidou na zakladé imunofenotypizace T lymfocytl, nicméné pacienti se
nelisili ve vySetfenych cytokinovych hladinach. Ty vSsak mohou byt ovlivnény i aplikaci
kortikosteroidnich |ékd pfi probihajici hepatitidé. Geneticka predispozice, ktera je
podkladem selhani kostni dfené, pak mze zahrnovat polymorfismy ¢i mutace v genech
dileZitych pro imunitni reakce nebo hematopoézu. DalSim postupem pro odkryti patogeneze
u zbyvajicich pacientll pak bude nejspiSe aplikace novych metod typu celoexomového
sekvenovani vedouci k identifikaci mutaci u podobnych pacientl. Timto zplUsobem jsme jiz
definovali skupinu pacientd tzv. GATA-2-like, ktefi svym nalezem pfipominaji pacienty
s mutaci GATA2, ale mutaci maji vylou¢enou. Vysledkem tak muze byt identifikace AA/MDS
spiSe jako obrazu selhani kostni dfené, nez jako samostatnych diagnostickych jednotek.
Rozliseni obou nemoci v soucasnosti probiha pti histopatologickém hodnoceni biopsie kostni
dfené scilem nalézt charakteristicky RCC pattern. Nelze vyloucit, Ze i pfiabsenci nalezu
typického pro RCC v jednom vzorku od pacienta, by pti odbéru vzorku z jiného mista (napf.
sternum, lopata kycelni) RCC pattern nalezen byl a diagndza AA tak pouze znamena v jistém
slova smyslu nereprezentativni vzorek. Vzhledem k podobnému terapeutickému pfistupu
pak klademe dlraz spiSe na odhaleni patogeneze nez na samotné odliseni obou jednotek.
Odhaleni patogeneze je dllezité predevsim pro dalsi terapeuticky postup a vysetieni rodiny,
at jiz zdavodu zjisténi predispozice k onemocnéni, ¢i pro identifikaci potencidlnich darct
kostni dfené. Samotna role pritokové cytometrie v diagnostice MDS détského véku ¢i AA
pak muze byt v identifikaci pacient jednotlivych genetickych podskupin, pokud budou mit
jedine¢nou charakteristiku, jako je tomu u pacientl s deficitem GATA-2 &i tzv. GATA-2-like
pacientU.
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Zabyvali jsme se aplikaci a pouZitelnosti novych metod v hematologii a imunologii.
U pratokové cytometrie je jednou z perspektivnich otdzek automatizace analyzy vedouci
ke snizeni narokl na expertni analyzu a k omezeni subjektivity hodnoceni. VSechny typy
automatickych analyz by vSak mély byt zaloZzeny na kvalitnich datech, k jejichz ziskani vede
standardizace metody. Kromé ziskani porovnatelnych dat je poté rovnéz mozné aplikovat
kontroly kvality s identifikaci chyb, jak jsme ukazali v pfiloZzené publikaci. Vyhoda databaze
porovnatelnych dat je pak v edukaci napftiklad pfi zavadéni metody v novém centru, dale pak
pfindsi moZnost vyvoje vySe zminénych automatickych analyz. Ukazali jsme standardizaci i
pro pristroje od jinych vyrobcl, nicméné v budoucnu se budeme stdle Castéji setkavat s daty
odlisného typu, jako jsou naptiklad data ze spektralniho cytometru. Tam jiz detekovany
signal nelze ovlivnit jednodusSe pouze zménou napéti na detektoru, ale porovnatelna data
ziskdme pouze naslednou bioinformatickou uUpravou. Tento zasah do dat pak ale mulze

znemoznit identifikaci chyb na zakladni Urovni.

Porovnavani dat ziskanych pomoci rlznych metodik je rovnéz komplikovano
omezenim a chybami pouzitych metod. Ve své praci jsem ukdzala porovnavani hladin MRN
ziskanych mérenim pratokovou cytometrii a kvantitativni PCR s nalezenim diskrepanci, které
byly zpUsobeny subjektivitou hodnoceni cytometrickych dat a nespecifickou amplifikaci
v pfipadé gPCR. U cytometrickych dat jsme problém vyresili pomoci opakované expertni
analyzy, do budoucna pak toto muZe vyreSit automatickda analyza, kterou zminuji vyse.
V pripadé PCR je perspektivni alternativou sekvenovani nové generace, které jednak odhalilo
chyby a pfipady faleSné pozitivity PCR, jednak se v nasi dalSi praci ukazalo jako moiny
presnéjsi ukazatel rizika relapsu ALL u détskych pacientl. Zaclenéni metody do rutinniho
postupu vSak obnasi nutnost validace na prospektivnich vétSich kohortdch pacientll a
pravdépodobné rovnéz zavedenim novych kategorii s vlastnimi hranicemi (cut-off) nalezQ,
které se mohou odliSovat od plivodni metody. Celému naro¢nému procesu tak vyznamné

napomaha mezinarodni spoluprace.
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Seznam zkratek

ALL

AML
BFM
DGS
DNA
EGIL

ELISA

EWOG-MDS

FCS
HA-BMF

HLA
HSCT

iAMP21
IBMF
Ig
KREC

LGL
MDR-AML

MDS
MedFI
MRN
NCN
NGS
PCR
QA
qPCR

RAEB

Akutni lymfoblastickd leukémie

Akutni myeloidni leukémie

Pracovni skupina Berlin-Frankfurt-MUunster
DiGeorgliv syndrom

Deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

Evropska skupina pro imunologickou charakterizaci leukémii (European Group
for the Immunological Characterization of Leukemias)

Imunochemickd metoda vyuZivand ke kvantitativnimu stanoveni antigent(
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Evropska pracovni skupina pro myelodysplasticky syndrom u déti (European
Working Group of MDS and JMML in Childhood)

Standardni format dat pratokové cytometrie (flow cytometry standard)

Selhdani kostni dfené asociované s hepatitidou (hepatitis associated bone
marrow failure)

Hlavni histokompatibilni komplex (human leukocyte antigen)

Transplantace kmenovych bunék krvetvorby (hematopoietic stem cell
transplantation)

Intrachromozomalni amplifikace chromozomu 21
Vrozené selhani kostni diené (Inherited bone marrow failure)
Imunoglobulin

Excizni krouzek B bunécéného receptoru (kappa-deleting recombination
excision circle)

velké granuldrni lymfocyty

Akutni myeloidni leukémie asociovana s myelodysplazii (myelodysplasia
related acute myeloid leukemia)

Myelodysplasticky syndrom

Median intenzity fluorescence (median fluorescent intensity)
Minimalni rezidualni nemoc

Normalizovany pocet kopii (normalized copy number)
Sekvenovani nové generace (next generation sequencing)
Polymerdazova retézova reakce (polymerase chain reaction)
Kontrola kvality (quality assessment)

Kvantitativni polymerdzova retézova reakce (quantitative polymerase chain
reaction)

Refrakterni anémie s excesem blastl
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RAEBt
RCC
RNA
SCID
TCR
TdT
TREC
WHO
WT1

Refrakterni anémie s excesem blastu v transformaci

Refrakterni cytopenie détského véku (Refractory cytopenia of childhood)
Ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

Tézky kombinovany imunodeficit (severe combined immunodeficiency)
T bunécny receptor (T cell receptor)

Terminalni deoxynukleotidyltransferaza

Excizni krouzek T bunééného receptoru (T-cell receptor excision circle)
Svétova zdravotnicka organizace (World health organisation)

Gen kédujici protein Wilmsova tumoru (Wilms Tumor 1)
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