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Abstrakt

Akutni leukémie patfi mezi nej¢astéjsi nadorové onemocnéni u déti. Rozeznavame
dva zakladni typy onemocnéni dle linie, ze které leukemické blasty pochazi — lymfoidni
(ALL) a myeloidni (AML). Hlavnim zameérenim této prace jsou leukémie leZici na pomeazi
téchto dvou skupin. Asi 2-5% leukémii v diagndze nese znaky obou linii a nelze je presné
zaradit. V retrospektivni mezinarodni studii jsme zjistili lepsSi celkové preZiti u pacientt
|[éCenych dle lymfoidniho typu protokolu v porovnani s pacienty |écenymi myeloidnim
typem protokolu, predevsim pokud byl na blastech pfitomny znak CD19.

Dalsi priklad plasticity leukemickych bunék jsou ALL scasnym presmykem do
monocytdarni linie. V konsekutivni kohorté jsme prokazali tento fenomén u 8% s B-
prekurzorovou ALL. Objasnili jsme, Ze tento jev se nejCastéji vyskytuje u leukémii
s aberacemi DUX4r, PAX5-P8OR a ZNR384r. Z dlivodu ztraty B lymfoidnich znak( dochazi
k diskrepanci mezi minimalni rezidualni nemoci (MRN) vysetfovanych dle pritokové
cytometrie a dle prestaveb imunoreceptorovych genl pomoci PCR. Transdiferenciaci do
monocytarni linie jsme zkoumali i pomoci hmotnostni cytometrie a urcili sekvenci zmén
povrchovych protein( a transkripénich faktor( u jednotlivych genetickych subtypt pomoci
nového algoritmu tviblindi.

V soucCasné dobé se postupné do lécebnych protokolli dostavaji cilena léciva
véetné monoklonalnich protilatek. Daratumumab je novy nadéjny Iék pouZivany
experimentalné u relabovanych ALL. Tento Iék byl pouZit u péti pacient( s relapsem ALL.
U dvou pacient(l s nedostate¢nou odpovédi jsme zjistili zdanlivou ztratu CD38 na blastech,
kdy doslo k zablokovani vazebného mista pro fluorescencni protilatku daratumumabem,
ktery zUstava navazan na leukemickych burikach.

Zhodnotili jsme MRN v den 8 v kostni dfeni u 290 pacientl lé¢enym protokolem
ALL IC BFM 2002. Pacienti s 2 60% blast( ve dieni méli horsi progndzu nez pacienti s <60%

blastl. Nicméné lze tento ¢asova bod nahradit odbérem v den 15.

Klicova slova: akutni leukémie, hmotnostni cytometrie, imunoterapie, liniova plasticita
leukemickych bunék, minimalni rezidualni nemoc, pritokova cytometrie, presmyk do

monocytarni linie



Abstract

Acute leukemia is the most common malignancy in children. According to the
origin of the leukemic blasts, two types of leukemia are distinguished — lymphoid (ALL)
and myeloid (AML). The focus of this thesis is lineage plasticity of the leukemic blasts. In
about 2-5% of leukemias, blasts share immunophenotypic features of both lymphoid and
myeloid lineages. In international retrospective study we showed superior overall survival
in patients treated according to lymphoid type of protocol compared to patients treated
to myeloid type of protocol, especially in cases with CD19 positivity on the blasts.

Another type of the plasticity and diagnostic uncertainty in leukemia is ALL with
early switch to monocytic lineage. About 8% of B cell precursor ALL underwent monocytic
switch in our consecutive cohort. This phenomenon is more common among DUX4r,
PAX5-P80R and ZNF384r leukemias. Discrepancy between minimal residual disease (MRD)
measured by flow cytometry and quantitative assessment of immunoreceptor
rearrangements method occurs because of the loss of B-lymphoid markers. We
investigated transdifferentiation process by mass cytometry. By the multilabel panel we
were able to determine the sequence of changes in proteins and transcription factors by
new tviblindi algorithm.

Targeted treatment, such as monoclonal antibodies, are becoming part of the
treatment protocols, recently. Daratumumab is a new promising drug targeting CD38
molecule used experimentally in relapsed ALL. We treated five patients with relapsed ALL
with daratumumab. In patients with resistant disease the apparent loss of the surface
CD38 can be observed due to daratumumab binding to CD38 protein causing steric
hindrance for diagnostic anti-CD38 antibody.

We evaluated MRD at day 8 in bone marrow in 290 patients treated by ALL IC BFM
2002 protocol. The survival of patients having more than 60% of blasts was inferior
compared to those with <60%. Nevertheless, aspiration at day 8 can be substituted with

day 15 aspiration.

Keywords: acute leukemia, flow cytometry, immunotherapy, lineage plasticity of

leukemic cells, mass cytometry, minimal residual disease, switch to monocytic lineage



Seznam pouzitych zkratek

AIEOP BFM - Associazione Italiana di Ematologia e Oncologia Pediatrica Berlin-Frankfurt-
Munster

ALAL - akutni leukémie z nejasné linie (ambiguous lineage acute leukemia)
ALL — akutni lymfoblasticka leukémie

AML - akutni myeloidni leukémie

BCP ALL — B prekurzorova leukémie (B cell lymphoblastic ALL)

CAR - Chimerni antigenni receptor (chimeric antigen receptor)

CD — diferenciacni skupina (cluster of differentiation)

CyTOF — cytometrie dle ¢asu letu (cytometry by time of flight)

DNA - deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DRP — profilovani Iékové odpovédi (drug response profiling)

EFS — preziti bez udalosti (event free survival)

EGIL — Evropska skupina pro imunofenotypizaci leukémii (European Group for
Immunophenotypic characterization of Leukemias)

EsPhALL - Evropska studie pro leukémie s philadelpskym chromosomem (European
intergroup study of post-induction treatment of Philadelphia-chromosome-positive ALL)

HHD - vysoka hyperdiploidie (high hyperdiploidy)

Ig/TR — imunoglobulin/ T bunécny receptor (Immunoglobulin/ T cell receptor)
KD — kostni dren

MedFI — median fluorescencni intenzity (median fluorescence intensity)

MRN — minimalni residualni nemoc

NGS — sekvenovani nové generace (next generation sequencing)

n.s. — non significant

PK - periferni krev

RNA/RNAseq- ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)/ sekvenovani RNA

RQ PCR — polymerdzova retézova reakce v realném cCase (real-time quantitative
polymerase chain reaction)

SNP - Jednonukleotidovy polymorfismus (single-nucleotide polymorphism)
T ALL — T akutni lymfoblasticka leukémie

TP1/TP2 — standardizovany ¢asovy bod (timepoint) odbéru kostni drené
WES - celoexomové sekvenovani (whole exom sequencing)

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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1 Uvod

Akutni leukémie predstavuji nejcastéjsi maligni onemocnéni v détském véku.
Akutni leukémie rozdélujeme dle jejich plvodu na akutni lymfoblastickou (ALL), vznikajici
z prekurzor(l lymfoidni linie a myeloidni (AML), vznikajici z prekurzord myeloidni linie.
Tyto dva typy se lisSi nejen plvodem, ale také lécbou a to jak uZivanymi léky, tak také
intenzitou [éCby a mirou toxicity, ktera byva u AML vétsi vzhledem k horsi prognéze
tohoto druhu akutni leukémie. Lécebné vysledky tohoto onemocnéni s dfive infaustni
progndzou jsou povazované za jeden z nejvétSich uspéchli moderni mediciny a nyni toto
onemocnéni prezije pres 80% déti s ALL a 70% s AML. Pro rozliSeni téchto dvou zakladnich
typl je vedle mikroskopické diagnostiky duleZita predevsim imunofenotypizace pomoci
pratokové cytometrie, ke které se pouZivaji mezinarodni klasifikace, nejcastéji EGIL

(European Group for the Immunological Characterization of Leukemias) ¢ WHO?.

1.1 Akutni lymfoblastické leukémie

ALL je nejéast&j$im podtypem akutnich leukémii u déti a roéné ji onemocni v Ceské
republice 70-90 déti. Onemocnéni je vsoucasné dobé v Ceské republice lé¢eno dle
protokolu AIEOP BFM 2017. Toto onemocnéni délime dale podle plivodu atypickych
bunék na B prekurzorové (B cell precursor ALL, BCP ALL, cca 60-70 pacientl rocné), a
vzacnéjsi ALL z prekurzorG T lymfocytd (T ALL) tvoricich v Ceské republice 5-15 pacient(
rocné. Nejcastéji postihuje déti predskolniho véku. Jen vzdcné nalezneme vrozené
genetické onemocnéni predisponujici k castéjsimu vzniku leukémii jako je Downav
syndrom, Li-Fraumeniho syndrom, Nijmegen- Breakage syndrom, ataxia teleangiektazia,
Fanconiho anémie a dalsi). VétSina ALL vznikd na podkladé ziskanych genetickych
aberaci?3. Ty délime na primarni, které vedou ke vzniku tzv. preleukemického klonu (napf.
chromozomalni translokace) a sekundarni, které vedou ke vzniku samotné leukémie®. ALL
je heterogenni onemocnéni, rizné genetické aberace se mimo jiné lisi také progndzou
onemocnéni. Mezi aberaci s nejlepsi progndzou patii predevsim ETV6-RUNX1 (dfive TEL-
AML1) a vysoce hyperdiploidni leukémie (high hyperdiploidy, HHD), které tvofi pfiblizné
polovinu détskych ALL. Mezi aberace s horsi progndzou patfi napfiklad translokace genu
KMT2A (dfive MLL), které jsou typické pro kojenecky vék, Ci leukémie s hypodiploidnim
poctem chromozomU (tento typ leukemie muZe byt jednim z projevi syndromu Li-

Fraumeni). Vzacna translokace TCF3-HLF ma velmi Spatnou progndzu a specifické klinické

8



projevy (napftiklad hyperkalcémii), nastésti je tato translokace mezi détskymi leukémiemi
vzacnd. Nékteré tyto aberace automaticky zarazuji pacienty do vyssiho rizika a tito
pacienti jsou pak Iéceni intenzivnéjSi chemoterapii. Zvlastni postaveni ma translokace
BCR-ABL1, ktery zarazuje pacienty do specidlniho protokolu EsPhALL (European
intergroup study of post-induction treatment of Philadelphia-chromosome-positive ALL),
ktery wvyuzivda mimo klasickych chemoterapeutik inhibitor tyrozinkinazové aktivity
Imatinib®. Také pro dalsi fazni partnery genu ABL jsou nyni tyto inhibitory tyrozinkinazové
aktivity vyuzivany. BCP ALL, u kterych nenalezneme Zadny ze znamych fuznich gend,
nazyvame B other. Tato skupina je nyni velmi intenzivné zkoumana a pomoci novych
genetickych metod jako je RNA sekvenovani (RNAseq) se dafi i v této skupiné nalézt nové
subtypy jako jsou leukémie s prestavbou genu ZNF384 ¢i DUX4 nebo tzv. BCR-ABL-like
leukémie ©.

Vétsina Iékd pouZivané v soucasné dobé k |écbé ALL jsou znamy jiZz od 80. let, za
vyznamnym zlepSenim stoji tedy predevSim mezinarodni spoluprace zaloZzenda na
randomizovanych studiich a presné stratifikaci pacientl podle jejich rizika. Dnes je
nejdllezitéjSim stratifikacnim faktorem predevsim hladina minimalni rezidudlni nemoci
(MRN)’. Nejéastéjsim selhanim lé¢by zGstdva relaps onemocnéni, ktery postihuje 10-15%
déti. U téchto pacientd nachazime casto mensi citlivost k plvodni chemoterapii.
V poslednich letech se na trhu objevila fada novych léciv, predevsim na bazi
imunoterapie, které lze u pacientl s refrakterni ¢i relabovanou ALL vyuzit. U BCP ALL
existuje €kl vice, mezi nejslibnéjsi patfi zejména blinatumomab?®?, bispecificky konstrukt
namireny proti hlavnimu znaku BCP ALL — CD19 a proti molekule CD3 pfitomné na T
lymfocytech. Tento Iék, vyuZivany dfive predevsim pro leukémie refrakterni na lécbu Ci
leukémie relabované, je nyni soucasti 1€kl prvni linie v novém protokolu pro lé¢bu ALL. U
relapsu T-ALL jsou moZnosti biologické [écby velmi omezené a progndza téchto pacient(
je tristni. Mezi potencialné slibné cilené léky patfi daratumumab — monoklonalni
protilatka zameérena proti CD38. Tento lék se jiz osvédcil vIécbé mnohocetného
myelomu?® a nyni se testuje v lé¢bé relabované (T) ALL'Y, spolehlivd data o ucinnosti a
trvani |é¢ebného efektu ale chybi. Jednim z moznych selhani |écby u monoklonalnich
protilatek je ztrata cilové molekuly. Tento proces je jiz dobfe popsan u ztraty CD19 po
pouZiti blinatumomabu®?. U daratumumabu jsou popsany pouze vzacné kazuistiky ztraty

CD38 u mnohodetného myelomu, zde k této ztraté dochdzi i u ALL neni zndmé!314,



1.2 Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie predstavuje 15 — 20 % akutnich leukémii u déti. Stejné
jako u ALL, mUZeme vzidcné rozeznat leukémie asociované svrozenym genetickym
onemocnénim (DownUlv syndrom, familiarni myelodysplasticky syndrom s mutaci GATA2,
dyskeratosis congenita a dal$i)!>. Vyznamnou skupinu také tvofi pacienti se sekundarni
AML po intenzivni chemoterapii'® ¢ radioterapii pro jiné primarni maligni onemocnéni.
Podobné jako ALL, je i AML velmi heterogenni onemocnéni a jednotlivé genetické aberace
se prognosticky liSi a pacienti jsou dle nich stratifikovani. | u AML doslo k vyraznému
zlepseni vysledkd lécby, které nyni dosahuji okolo 65-70% preZiti bez udalosti. Za
Uspéchem této lé¢by ovSsem stoji velmi agresivni chemoterapie, které vede i kvyssi
morbidité a k ¢astéjSimu umrti z davodu toxicity lécby. Detekce MRN u AML je obtiznéjsi,
Ize ji hodnotit pritokovou cytometrii ¢i na zédkladé riznych fuznich gen(i podle genotypu
dané leukémie. Hodnoceni MRN ovSem neni v fadé léCebnych protokolll pevné

definovano a neni vzdy klicové pro stratifikaci pacient(.

1.3 Akutni leukémie z bunék z nejasné linie

Na pomezi mezi ALL a AML stoji leukémie z bunék z nejasné linie (acute leukemia
of ambigous lineage, ALAL). Tyto vzacné leukémie tvori 2 - 6% détskych akutnich
leukémii. Délime je do nékolika typt (Obr. 1).

1. Bifenotypické (hybridni) — leukémie, u nichz na leukemickych bunkach
nachdazime znaky obou linii

2. Bilinealni leukémie — leukémie, u nichz nachazime dvé (Ci vice) oddélenych
populaci atypickych bunék, které patti do odliSnych linii

3. Nediferencované leukémie — jednd se o velmi nezraly typ leukémie, kterd kvl
absenci znakl typickych pro lymfoidni ¢i myeloidni vyvoj nesplni diagnosticka kritéria ani
pro jednu linii.

4. Leukémie s casnym presmykem do jiné linie — jednd se o typ leukémie, ktera
pfi diagndze splini kritéria jedné z linii, ale v prlbéhu Iécby atypické buriky méni svUj
fenotyp, ztraci znaky plvodni linie a ziskavaji znaky opacné linie. Nejcastéjsi a nejlépe

popsany je pfesmyk z BCP ALL do bunék fenotypu zralych monocytG’.
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Bifenotypicka

' Bilinealni

Nediferencovana

—
‘ . S liniovym presmykem

Obr. 1 Typy leukémii z bunék z nejasné linie

Pro diagndzu ALAL se pouZivaji predevsim dvé mezinarodni klasifikace. Kritéria
EGIL, zaloZend na $irSi sadé CD znak( a kritéria WHO?! vyuZivajici mensi pocet znakd.
Obecné lze fici, Ze pritokova cytometrie je zakladni metodou pro diagnézu ALAL.

Kromé diagnostického problému tvofi ALAL predevsim problém z hlediska
klinického — a to jak tyto leukémie IécCit. Pristupy k tomuto problému byvaji rizné a dosud
neexistoval sjednoceny postup, jak se ktémto leukémiim postavit a rozhodnuti a
spocivalo na daném klinickém pracovisti ¢i na konkrétnim |ékafi. Nékteri se pfriklanéli
k |écbé lymfoblastického typu, jini naopak volili protokoly pro |é¢bu myeloidni leukémie,
predevsim, aby zacilili na tu ¢ast atypickych bunék s horsi prognézou. Nékteré druhy
protokold dokonce oba typy Ié¢by kombinovali'®. Spektrum genetickych aberaci u téchto
leukémii je Siroké — nalezneme zde aberace typické pro lymfoidni (ETV6-RUNX1) (i
myeloidni (RUNX-RUNX1) linii, ¢i fuzni geny KMT2A, ktera se mlzZe vyskytovat u ALL i AML
v zavislosti na fuznim partnerovi. VétSina ALAL vSak byva zgenetického pohledu
heterogenni® a nejsou uréujici pro vybér |ééebného protokolu. Vytvofeni algoritmu pro
[écbu téchto vzacnych akutnich leukémii byl jeden z nasich cilG.

Samostatnou zminku si zaslouzi leukémie s liniovym presmykem do monocytarni
linie. Tyto leukémie nejcastéji zacCinaji jako typické BCP ALL, ¢asto sabsenci jakykoliv
znaku typickych pro myeloidni linii. Velmi ¢asné, béhem nékolika prvnich dnU lécby, tyto
leukémie ztraci své pavodni B-lymfoidni znaky (predevsim CD19, dale CD34, CD10 a dalsi)
a ziskavaji znaky typické pro monocytarni burnky (pfedevsim CD33 a CD14). | pres
vyraznou fenotypickou zménu si tyto bunky ponechavaji své Ig/TR prestavby. Populaci
bunék, ktera si jesté ponechdva znaky B linie, ale jiz ziskala znaky monocytarni linie,

nazyvame interpopulaci, preménéné atypické bunky monocytarniho fenotypu nazyvame
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monocytoidy. Tato fenotypicka zména predstavuje predevsim problém pro detekci MRN.
Zatimco pomoci PCR, zaloZzeného na detekci konkrétnich Ig/TR prestaveb, jsou tyto buriky
stdle jednoduSe detekovatelné, pomoci pritokové cytometrie, kterd je zalozend na
detekci pomoci imunofenotypu je tato diagnostika obtizna a mezi obéma metodami
dochazi kvyrazné diskrepanci. V soucasné pouzivanych protokolech je hodnota MRN
zasadnim kritériem pro stratifikaci pacientl do rGznych rizikovych ramen. Podcenéni MRN
pomoci pritokové cytometrie tak predstavuje zasadni problém, pfi némz mulzZe dojit
onemocnéni. Rozpoznani znakd odlisujicich zdravé monocytarni buriky od monocytoidl je
proto klicové. Geneticky podklad vedouci ke spontannimu presmyku do monocytarni linie
nebyl doposud popsan. Vétsina téchto leukémii vSak byla popsana ve skupiné spadajici do
B other (bez zndmé genetické aberace). Podobny jev se v posledni dobé zacal objevovat
po zatrazeni imunoterapie do lécby akutnich leukémii, predevSim po pouziti bispecifické
protilatky proti znaku CD19 — blinatumomabu. Po tomto léku byly popsany jak izolované
ztraty antigenu CD19? s ponechanim ostatnich lymfoidnich znak( (CD22, iCD79, CD34),

tak i pfipady pfesmyku do monocytarni linie?%2%,

1.4 Detekce minimalni rezidualni nemoci u ALL

Moment, kdy nemoc neni detekovatelna pomoci svételného mikroskopu,
hodnotime jako dosazeni kompletni remise. MozZnosti detekce leukemickych bunék
pomoci svételného mikroskopu jsou ovsem limitované a senzitivita této metody se
pohybuje mezi 1-5%. | pod touto hladinou se ale v téle pacienta mlzZe nachazet velké
mnoistvi leukemickych bunék, které mohou vést krelapsu onemocnéni. Proto je
pritomnost leukemickych bunék v téle pacienta, predevsim v kostni difeni, monitorovana
pomoci citlivéjsSich metod, které dosahuji v béiné praxi citlivosti 0,1 % - 0,001 %.
Hovofime pak o MRN”22. V Ceské republice lé¢ime pacienty pomoci protokol&i BFM
(Berlin-Munich-Frankfurt). Prvni protokoly této skupiny vznikly v 60. letech v Berliné a
postupné se k nim pfidala dal$i némecka mésta. Nyni se pomoci BFM protokol(i |é¢i nejen
ve velké ¢asti evropskych zemi, ale také napftiklad i Izraeli, ¢asti Australie Ci statech Jizni
Ameriky. Protokoly prosly znaénym vyvojem, z pocatku byla MRN pouze védeckou
otazkou, nyni jiz se standartni soucasti protokol(. V soucasné pouzivaném protokolu
AIEOP BFM 2017 hodnotime MRN v den 8 IéCby v periferni krvi a dale v kostni dfeni —

v den 15, v timepoint 1 (TP1, ¢asovy bod 33 dni od zahajeni |écby) a TP2 (Casovy bod 12
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tydn( od zahdjeni 1éCby) a ptipadné dalSich ¢asovych bodech. Od dfive vySetfované kostni
difené v den 8 od zahajeni |éCby se jiZz ustoupilo. Hladina MRN je pak hlavnim faktorem pro
stratifikaci pacientl do jednotlivych rizikovych ramen — standardniho, stfedniho a
vysokého rizika. U pacientd s dobrou odpovédi dochazi k redukci intenzity chemoterapie a
naopak pacienty s vysokymi hladinami MRN stratifikujeme do vysokého rizika a dostdvaji
intenzivnéjsi bloky chemoterapie a ¢ast je indikovana k transplantaci kostni difené v prvni
remisi onemocnéni. V souc¢asné dobé jsou vyuzivany predevsim dvé metody — priitokova
cytometrie, zaloZzena na specifickém fenotypu leukemickych bunék, a metoda PCR, ktera
sleduje 1g/TR prestavby specifické pro dany leukemicky klon. V den 15 IéCby pratokova
cytometrie rozdéluje pacienty dle jejich odpovédi v kostni dfeni do tfi rizikovych skupin.
Pacienti s < 0,1% radime do standardniho rizika, pacienty s MRN 0,1 — 10 % fadime do
stfedniho a pacienty svice nez 10 % leukemickych bunék do vysokého rizika. Vyhoda
pratokové cytometrie spociva predevsim v jeji rychlosti a je méné ekonomicky narocna
nez metoda PCR. Je proto viadé zemi pritokova cytometrie vyuZivand pro hodnoceni
MRN po celou dobu |é€by pacienta. V prvnich dnech lécby, kdy je regenerace kostni diené
utlumena z ddvodu intenzivni chemoterapie, lze detekovat nezralé leukemické buriky
vétSinou bez vétSich obtiZzi. Problém nastdvda u pozdéjsSich casovych bodl, kdy se
leukemické burniky mohou fenotypové prekryvat se zdravymi regenerujicimi burnkami.
Proto je duleZitda detekce takzvanych aberantnich znakd — znakd, které na fyziologickych

progenitorech nejsou pfitomny.

Detekce MRN pomoci Ig/TR vyuZiva specifickych klondlnich prestaveb genl pro
imunoglobuliny (Ig) a T bunécné receptory (TR). Na zdakladé specifickych prestaveb
v téchto genech u klondlni leukemické buriky jsou nejprve navrzeny specifické primery.
Pomoci primerd je poté hladina MRN detekovana metodou real time quantitative PCR
(RQ PCR). Touto metodou jsme schopni detekovat leukemické burky i ve velmi nizkych
hladinach MRN a to i vsituacich, kdy je jiz plné obnovena regenerace kostni drené.
Nevyhodou je predevsim ekonomickd a casova narocnost. NavrZeni a optimalizace
primerQ trva nékolik tydn(. Ztohoto divodu je vyhodné kombinovat obé metody.
Pratokova cytometrie je nezastupitelna v ¢asnych ¢asovych bodech, kdy metoda PCR neni
k dispozici a naopak metoda PCR je presnéjsi a senzitivnéjsi v pozdéjsich ¢asovych bodech

nebo u pacient(, kde se nepodafi identifikovat vhodné 1g/TR cile?.

13



Stratifikace pediatrickych pacientli je zalozena na MRN mérené v kostni dreni.
Atypické bunky lze detekovat i v periferni krvi, ale jejich hladina byva rfadové nizsi,
pfedevsim u BCP ALL?%. Pro pfesné hodnoceni hladiny MRN je proto duleZité stanovovat ji
v aspiratu kostni drené, ktery neni naredény periferni krvi. Pfi vétSim naredéni kostni
diené muze dojit k podcenéni hladiny MRN a k chybnému zarazeni pacienta do ramene
s nizSim rizikem. VétSina metod pro urceni kvality aspiratu kostni drené je zaloZena na
pfitomnosti nezralych prekurzor( krvetvornych bunék?*?’. Problém tohoto pfistupu
nastava u kostnich dreni ovlivnénych antileukemickou |écbou. Tyto aspiraty diené byvaji
Casto, predevsim v den 15, hypoplastické s absenci regenerace a tedy i prekurzorl. Se
stejnym problémem se setkavame i u jinych onemocnéni, jako jsou selhani kostni dfené.
U téchto specifickych situaci je hodnoceni kvality aspiratu obtizné a je tfeba najit nové

pfistupy, jak u nich kvalitu hodnotit.
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2 Cile

2.1 Leukémie z bunék z nejasné linie
Jaka je optimalni Ié¢ba pro pacienty s akutni leukémii z bunék nejasné linie? Lze vytvorit

algoritmus urcujici jaky typ 1é¢by zvolit u dané leukémie?

2.2 Leukémie s Casnym presmykem do monocytarni linie

Jak Casty je fenomén presmyku do monocytarni linie? Lze u téchto pacientl najit spole¢né
genetické pozadi? Jaka je dynamika jednotlivych znakl B a myeloidni linie? Lze nalézt

vzorce jednotlivych zmén exprese?

2.3 Lécba relapsu akutni lymfoblastické leukémie pomoci daratumumabu

Jakd je efektivita lécby pacientld srelapsem ALL pomoci monoklondlni protilatky
daratumumabu? Dochazi zde k plasticité leukemickych bunék a ztraty cilové molekuly

jako tomu vidime po poutZiti blinatumomabu u |écby BCP ALL?

2.4 Vyznam meéreni minimalni rezidudlni nemoci v den 8 v kostni dfeni

Je hodnoceni MRN vden 8 vkostni dfeni prognosticky relevantni? Lze jej nahradit

¢asovymi body, které jsou v soucasnosti soucasti protokolu?

2.5 Urleni kvality aspiratu kostni drené
Lze vytvorit novy zpUsob urcovani kvality aspiratu kostni drené, ktery je nezavisly na

progenitorech?
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3 Metody

3.1 Prltokova cytometrie

3.1.1 Konvencni pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je v hematologii/imunologii predevsim imunofenotypizacéni
metoda, ktera pomoci monoklondlnich protilatek konjugovanych s fluorochromem
hodnoti pritomnost proteinu na Urovni bunky. Touto metodou lze rychle mérit velké
mnoizstvi bunék, metoda ma tudiz Siroké vyuZziti - od rutinni diagnostiky po vyzkumné
ucely. Bunky nachazejici se ve stavu suspenze jsou inkubovany s fluorescenéné znacenymi
protilatkami a pfi pritomnosti daného proteinu na povrchu nebo uvnitf burnky dojde
k vazbé antigen — protilatka. Po nasledném promyti je vzorek méren na pratokovém
cytometru, kde je po excitaci laserovym paprskem emitovan svételny signdl o vinové
délce specifické pro pouzity fluorochrom. Tento signal je ndsledné preménén na
elektronicky zaznam, ktery je moZné analyzovat. PoCet zmérenych parametrd v jednom
vzorku zdvisi na vybaveni jednotlivych cytometrQ, hlavni limitaci vSak zlstava prekryv
emisnich spekter jednotlivych fluorochromi. Na novéjsich pfistrojich se v béziné praxi
méfi aZz 12 znak( najednou. Pratokovou cytometrii Ize i vyuZit pro hodnoceni bunécného
cyklu, pripadné i aneuploidie.

Pritokovd cytometrie je zdkladni metodou vétSiny popsanych praci — zarazeni
leukémii do skupiny leukémii z nejasné linie, urCeni pfesmyku do monocytarni linie,
hodnoceni minimalni rezidudlni nemoci, uréeni imunofenotypovych zmén po pouziti
imunoterapie, ¢i pro hodnoceni jednotlivych populaci pfi posuzovani naredéni aspiratu
kostni drené. BIiZsi pouzZiti této metody a jednotlivé panely jsou uvedeny u jednotlivych

vysledk( a v ptilohach.

3.1.2 Spektralni cytometrie

Problematiku prekryvu emisnich spekter fluorochrom( lze castecné vyresit pfi
pouziti hyperspektralniho cytometru. Tento druh cytometru detekuje celé emisni
spektrum analyzovaného vzorku (tedy smiSeny signal zvice fluorochrom( najednou)
pomoci multi-anodového fotomultiplikatoru. Pro kazdou bunku tak wvznika vlastni
spektralni profil. Tato metoda umozZnuje vyuziti vice znakl neZ v konvencni cytometrii.

Metodu jsem vyuZila pro experimenty k vypoctu nafedéni aspiratu kostni drené.
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3.2 Hmotnostni cytometrie

Zméreni vyssiho poctu parametrd simultanné pomoci pritokové cytometrie je
limitovano predevsim prekryvem emisnich spekter fluorescencnich protilatek, dale
poctem laser(l a detektor( jednotlivych cytometri. Hmotnostni cytometrie kombinuje
monoklonalni protilatky sizotopy purifikovanych tézkych kovl, coZ umozZnuje vyrazné
zvysit pocet simultdnné mérenych parametr(i (teoreticky lze méfit az 100 parametru
soucasng, v béziné praxi se vyuzivaji az 40 znakové panely). Jednotlivé buriky oznacené
témito protildtkami jsou nasledné vaporizované a atomy na nich navazanych kov(
ionizované pomoci argonové plasmy. Signaly kovl jsou poté analyzované pomoci principu
hmotnostni spektrometrie s priletovym analyzatorem.

Vzhledem k vysokym narokdm na material a dlouhé dobé samotného méreni a
financni narocnosti tato metoda neni vhodna pro rutinni diagnostické méreni a vyuZiva se
predevsim pro vyzkumné ucely.

Pro detailni popsani presmyku z B-lymfoidni do monocytarni linie jsme vytvofila
dva panely (v€etné konjugace a titrace rady protilatek) — prvni pouze s povrchovymi znaky
a druhy vcéetné intraceluldrnich znak(. Panely detekuji soucasné vyvojové znaky
monocytdrni a B-lymfocytarni linie, v€etné transkripcnich faktord PAX5 a PU.1. Témito
panely jsem zméfila jak vzorky pacientl s presmykem do monocytarni linie, tak BCP ALL
bez presmyku a vzorky zdravych kontrol. Vzorky byly méreny na CyTOF 2, od roku 2018

poté na CyTOF Helios. Panely blize popisujeme v pfiloze 3.

3.3 Metody analyzy multidimenzionalni dat

3.3.1 Vaevictis

Vaevictis je volné dostupny (open access) deep-learning algoritmus vytvoreny pro
redukci multidimenzionalnich dat (https.//github.com/stuchly/vaevictis#vaevictis---this-is-
a-playground). Tato metoda vychdazi z dvou jinych algoritmt — ivis 28a scvis?®. Algoritmus
vaevictis klastruje buniky ksobé na zdkladé podobnosti proteinového profilu, navic
respektuje pribuznost jednotlivych populaci a bunky s podobnym profilem zobrazuje
nasledné blize k sobé nez bunky s odliSnym proteinovym profilem.

Algoritmus jsem vyuZila pfi analyze dat ziskanych pomoci hmotnostni cytometrie.
Vsechny zmérené bunky z vice vzorkd byly analyzovany spolecné a na zédkladé podobnosti

exprese jednotlivych znakd byl urcéen jejich vztah.
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3.3.2 Tviblindi

Tviblindi je novy deep-learning algoritmus (https://github.com/stuchly/tviblindi),
ktery lze vyuzit k uréeni vyvoje jednotlivych bunécnych populaci. Po uréeni pocatku vyvoje
(tedy napriklad skupiny bunék s nejméné zralym fenotypem) nasledné algoritmus urci jeji
nejblizsi sousedy (50 sousedl pro kazdou buriku) na zakladé podobnosti proteinového
profilu v mnohorozmérném prostoru. Ke kazdému z téchto nejblizSich sousedl urci na
zakladé stejného principu dalsi sousedy, aZ analyza dospéje k burice, ktera nemad dalsiho
souseda (napfiklad zralda forma bunky) a timto se utvofi konec dané trajektorie.
Algoritmus tviblindi urc¢i z daného pocatku okolo 5000 trajektorii. Pfi nasledné analyze
jsou poté ztéchto trajektorii interpretované cesty popisujici vyvoj dané bunécné
populace. Vyvoj lze ndsledné sledovat pomoci tzv. pseudocasové osy, na kterém lze
pozorovat zmény exprese jednotlivych znak( pfi vyvoiji.

Algoritmus jsem vyuZzila pro urceni vyvoje bunék v ramci leukémii s monocytarnim
presmykem. Blasty z diagndzy a z c¢asovych bodl z pribéhu lécby byly analyzovany
spolecné. Diagnostické blasty s plvodnich B-lymfoidnim fenotypem byly oznacdeny jako

pocatek drahy.

3.4 Genetické metody

3.4.1 Molekularne genetické metody pro méreni MRN — RQ PCR a NGS

Pro urceni hladiny MRN se vyuZziva specifickych prestaveb vgenech pro
imunoglobuliny a T-bunéc¢né receptory (Ig/TR). Pro RQ PCR (quantitative polymarase
chain reaction) je nejprve nutné navrhnout specifické primery pro dany leukemicky klon,
tedy tento proces optimalizovat pro kazdého pacienta zvlast. Tyto prestavby jsou poté
vyuzivany k monitoraci hladiny MRN a metoda b&Zné dosahuje citlivost 10* — 1039, Next
generation sequencing (NGS) umozZnuje méreni vSech prestaveb daného typu najednou a
méfeni umoznuje vyssi specifitu v porovnani s RQ PCR3L. Mé&feni MRN pomoci genetickych
metod bylo poZivano pro porovnani miry shody s MRN pomoci pritokové cytometrie u

leukémii s presmykem do monocytdrni linie a kontrolnich BCP ALL

3.4.2 Sekvenovani RNA a dalsi genetické metody
Sekvenovani RNA (RNA sequencing, RNAseq), whole exon sequencing (WES),
single nucleotide polymorphism (SNParray) bylo provedeno podle dfive publikovanych

dat32,
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Jednou z nejzasadnéjsich metod bylo RNAseq. Data z RNAseq byla vyuzZita k uréeni
jednotlivych subtypl v ramci BCP ALL (DUX4r, PAX5-P8OR, ZNRF384r a dalsi) na zakladé
jejich expresnich profilid. Metoda byla dale vyuzZita k vytipovani vhodnych znak( k uréeni
rozdilu mezi zdravymi monocyty a monocytoidy (které wvznikly pfi presmyku so
monocytdrni linie). Tyto znaky byly nasledné méreny pomoci priitokové cytometrie. Dale
jsme tuto metodu vyuzili pfi uréeni exprese CD38 u pacienta po pouziti daratumumabu.

Podrobné vyuziti dalSich genetickych metod je uvedeno v jednotlivych pfilohach.

3.5 Statistické metody
Jednotlivé statistické metody jsou popsany v pfilohach. Statistické analyzy byly
provedeny v programu GraphPad a StatView verze 5.0. Vysledky byly povaZovany za

signifikantni pfi p = 0,05.
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace a vytvoreni algoritmu pro [éCbu ALAL

4.1.1 Studie iBFM-AMBI2012

| pres snahy vylepsit definici akutnich leukémii z bunék nejasného ptvodu (ALAL),
doposud chybéla doporuceni jaky protokol zvolit pro jejich Ié¢bu. Jeden z hlavnich divodu
bylo pfedev$im to, o jak vzacné onemocnéni se jednd. Napfiklad v Ceské republice je u
déti rocné diagnostikovano okolo 3-5 pfipadl ALAL a kjejich |écbé se vyuzivali jak
protokoly pro ALL a AML, tak i kombinovany protokol Interfant, pdvodné vytvoreny pro
kojenecké leukémie. Na takto omezeném poctu pacientl lze jen stéZi provést statistické

vypocty a vytvofit validni algoritmus [éCby.

Z tohoto divodu jsme vytvorili mezinarodni studii iBFM-AMBI2012, jejiz vysledky
shrnuji v pfiloze 1 (Blood, 2018%3). Této retrospektivni studie se zucéastnilo 18 center a
celkem bylo registrovano 274 déti lécenych mezi lety 2002 - 2015, z nichZz 233 splnilo
vstupni kritéria (vék O - 18, leukémie splriujici kritéria ALAL dle kritérii EGIL nebo/a WHO,
pacienti bez genetického onemocnéni predisponujiciho k leukémiim, pacienti se zndmou
informaci o typu zvoleného I|éfebného protokolu). Jednd se dosud o nejvétsi

publikovanou kohortu détskych pacientl s timto typem leukémie.

Mezi sledované parametry patfil biologicky charakter leukémie jako je
imunofenotyp dané leukémie, jeji pripadné genetické fuze a typ ALAL (bilinedrni,
bifenotypicky ¢i nediferencovany) a zvoleny typ protokolu (ALL, AML ¢i kombinovany
protokol). Hlavni otazkou byl vliv zvoleného protokolu na vysledek Iécby, tedy preZiti
jednotlivych pacientl v Case bez dalsi udalosti (Umrti, sekundarni malignita ¢i relaps
onemocnéni, EFS). Mezi dalsi otdzky patfilo zhodnoceni benefitu transplantace, rozdily

v preZiti dle typu protokolu mezi jednotlivymi typy ALAL nebo dle odpovédi na prednison.

4.1.1.1 Lepsi preziti u pacientl Iécenych dle protokolu typu ALL

Pétileté preziti bez udalosti bylo signifikantné lepsi u pacient s ALAL lécenych dle
protokolu typu ALL (EFS 80 * 4 %) oproti pacientim lé¢enych dle protokolu AML (EFS 36 +
7,2 %) ¢i kombinovanym protokolem (50 £ 12 %) (Obr. 2). Po vyfazeni leukémii s fuznimi
geny typickymi pro ALL ¢i AML jsme se snazili urcit parametr, ktery nejvice odliSuje preziti

dle zvoleného typu protokolu. Jako parametr s nejvétSim rozdilem v preziti byla uréena
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Obr. 2 PreZiti bez uddlosti u pacient(i s ALAL dle vybraného typu léCebného protokolu

positivita exprese znaku CD19 (znak typicky pro B lymfocytarni linii) na leukemickych
bunikach. U pacientd, jejichZz leukemické burky v diagndze exprimovaly znak CD19 a byli
[éCeni dle protokolu typu ALL, bylo preziti bez udalosti 83 + 5,3 % v porovnani s témi, co
byli 1éCeni dle protokolu typu AML (0% + 0%) ¢i dle kombinovaného protokolu (28 + 14%)
(Obr. 3). Stejné tak bylo signifikantné vyhodnéjsi IécCit dle protokolu typu ALL pacienty,
jejichz leukemické bunky exprimovaly jiné lymfoidni znaky (CD7, intraceluldrni (i)CD3

nebo iCD79, iCD22 a CD10). Pacienti, jejichZ leukemické buriky tyto znaky neexprimovaly,

méli vétsinou nediferencovany typ leukémie a jejich progndza byla nepfizniva.
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Obr. 3 PreZiti u pacientu s ALAL s CD19 pozitivnimi blasty dle vybraného typu protokolu.

4.1.1.2 Vliv transplantace a zmény léCebného protokolu na preziti pacientd s ALAL

U 29 pacientl doslo ke zméné vybraného typu protokolu v pribéhu |écby. Hlavnim
dlvodem byla Spatnd odpovéd na pulvodni protokol. Ocekavatelné, preziti téchto
pacientd bylo signifikantné horsi nez u pacientl, u nichz ke zméné typu protokolu
nedoslo. Dale jsme se zaméfili na potencialni benefit transplantace krvetvornych bunék.
Transplantaci celkem podstoupilo 69 pacient(. Nenasli jsme Zadny rozdil v preziti u
pacient(, ktefi podstoupili, a ktefi nepodstoupili transplantaci, a to ani mezi jednotlivymi

typy protokold.

4.1.2 Registr iBFM-AMBI2018

Dle nasich vyse popsanych vysledkd jsme sestavili algoritmus pro 1é¢bu pacient(
s ALAL (Obr. 4). Dle tohoto algoritmu, lze pro pacienty s ALAL zvolit typ protokolu, na
némz maji statisticky nejvétsi Sanci na prezZiti bez udalosti. Jestli se pfi pouzivani naseho
algoritmu zlepsi progndza pacientl s ALAL je hlavni vyzkumnou otazkou v prospektivnim

registru iBFM-AMBI2018.
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Nami vytvoreny algoritmus se nyni testuje prospektivné. Centra zapojena do
registru iBMF-AMBI2018 Iéci pacienty dle vytvoreného algoritmu a vysledky |éCby se poté
porovnaji s pfedchozi studii iBFM-AMBI2012.

ALAL
Selection of primary treatment, iBFM AMBI2018

single population BAL/MPAL (EGIL or WHO)
or
bi- (or tri-) -lineal
or
undifferentiated

"or" is meant as
"and/or" in all
decision nodes

v

yes preexisting disorder
- QIILLLCCIEELLE requiring SCT or other
specific treatment
no
RUNX1/RUNX1T1
Treatas . PML/RARA
° BCR/ABLL Molacoiar CBFB/MYH11 Treatas
ALL (Wlth ................... gel’letICS, ......................... AML
O cvtogenetics
N
,\\\b\q‘ S Ql
< d’b\ None of them
cD19
Treatas
ALL & :
""‘EDIQ* i Neg or not known
| : CD19
Q3 &
> (i)cD3 and CD7pos
Treatas ¥Es or
ALL Ly+ ------ at least 2 of CD10,
iCD79a, (i)CD22 pos
Q4
No
f CD19Ly
a5
Treatas
AML

Obr. 4 Algoritmus urcujici vhodny léCebny protokol pro pacienty s ALAL

Kromé presného algoritmu lécby jsme vytvorili algoritmus, kdy a jak zménit dany

protokol a priklonit se klécebnému protokolu pro opacny druh leukémie (tedy
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z protokolu typu ALL k protokolu typu AML a naopak, Obr. 5). Zmény protokolu nejsou
doporucované pred ukoncenim indukéni |écby. Po ukonceni indukce jsou mozné zmény
v protokolu, pokud v kostni dfeni pacienta nachazime vice nez 5 % leukemickych bunék a
pokud se vyskytuje predominance znak( typickych pro opacny typ leukémie neZ je

primarné zvoleny protokol.

CR1 achieved

continue ALL treatment as in non-ALAL patients

>
-
ALL primary mid-consolid. £X73
8379
~T X
Blasts 25% and yes E .E £
My lineage £
domination?

FLA with DNR or IDA - SCT

CR1 achieved
continue AML treatment as in non-ALAL patients

>
Q.
s 8T
g22
AML primary End of 2nd ind ST S
g2 o
©
Blasts 25% and yes @ -E =
Ly lineage =

domination?

change to ALL protocol

Obr. 5 Pravidla pro zménu lé¢ebného protokolu

4.1.2.1 Rozsirené genetické vysetreni

U pacientd, u kterych se nezjisti fuzni gen ¢i nesplini kritéria pro hyperdiploidii Ci
hypodiploidii, planujeme provést rozsSirené genetické vySetifeni. Vétsina genetickych
vySetfeni bude probihat v danych centrech. U center, kterd nejsou schopni dand
geneticka vySetreni zajistit, bude moznost provést vySetieni v nasem laboratornim centru

CLIP. Jedna se predevsim o RNAseq, WES a SNParray.

4.1.2.2 Drug response profiling

| pokud dojde k zlepseni vysledkl l1écby, nejsme schopni fici, jaké léky, a tedy i jaky
typ protokolu, by mél nejlepsi efekt na konkrétni leukémie. Na tuto otdzku se nyni snazi
zodpovédét takzvané ,drug response profiling“ (DRP). Pomoci DRP jsme schopni
otestovat léky na pacientskych leukemickych bunkach in vitro a urcit poté Iéky s nejvétsi
ucinnosti. Vzhledem financni a predevsim Casové narocnosti nelze tento zplsob aplikovat

u vSech pacient(, ale Ize jej vyuZit pro pacienty, ktefi neodpovidaji na primarni IéCbu.
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Tento mechanismus nyni planujeme pouZit i pro vybrané pacienty s ALAL, u kterych selze
primarni lécba.
4.1.3 Role Zadatele na popsané publikaci a nové mezinarodni studii

V mezinarodni studii jsem se podilela na sbéru a statistické analyze dat ziskanych
retrospektivni studii iBFM AMBI-2012. Dale jsem vytvarela grafy a obrazky pro publikaci,
podilela se na textu publikace. Dale jsem se podilena na vytvareni nové prospektivni
studie a jsem jednou z kontaktnich osob pro ziskavani dat do databaze novych ptipadu
ALAL. Podilim se na cytometrickém hodnoceni novych pfipadd ALAL v Ceské republice,

jejich zafazeni a ukladani do mezindrodni databaze.

4.2 Fenomén presmyku do monocytarni linie

Zabyvala jsem se genetickym podkladem BCP ALL scasnym presmykem do
monocytarni linie. U vétSiny téchto leukémii nebyla nalezena Zzadna z nejcastéjsich
genetickych aberaci a byly zarazeny do tzv. skupiny B other. Vzhledem k nové objevenym
podskupindam vramci B other byl nas cil zjistit, jestli se leukémie s monocytarnim
presmykem budou prekryvat s nékterou z téchto nové objevenych podskupin. Dale jsme
se snazili o ureni Cetnosti fenoménu a urceni charakteristickych fenotypovych znak( u
leukémii s monocytarnim presmykem jiz v diagndze. Nase vysledky shrnuji v priloze 2
(Haematologica, 20213%).

Sestavili jsme konsekutivni kohortu 726 pacientld s BCP ALL diagnostikovanych a
|éCenych v obdobi (od 9/2007 do 2/2019). Mezi témito pacienty bylo 61 (8%) pacientl
s leukémii s pfesmykem do monocytarni linie detekovanym pomoci pritokové
cytometrie. Za pouziti RNAseq a WES jsme zjistili, Ze tyto leukémie se casto vyskytuji
v ramci nové popsanych genetickych skupin a to DUX4r (u 73% vSech DUX4r leukémii
nachazime presmyk do monocytarni linie), ZNF384r (presmyk u 40% vSech ZNF384r) a
PAX5-P80R (presmyk u 100 % leukémii s touto aberaci).
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Obr. 6 Ukdzka presmyku do monocytdrni linie u jednotlivych genetickych subtypi. Obrdzek ukazuje ztrdtu
CD19 a zvyseni exprese CD14 na blastech v pribéhu lécby. U pacient( s PAX5-P8OR dochdzi k presmyku
Casnéji. Pacienti se ZNF384r maji ¢asto jiZ v diagndze bifenotypicky charakter

U téchto tfi genetickych skupin jsem se snaZila o popsani a urceni rozdilu v
charakteru pfesmyku mezi jednotlivymi genetickymi skupinami. U leukémii se ZNF384r
mutaci ¢asto nachazime myeloidni znaky jiz v diagndze a tyto leukémie byly ¢asto zarazeni
jako ALAL. Leukémie s DUX4r aberaci Casto exprimuji v diagnéze znak CD371 (= CLL1,
100% DUX4r). Oba tyto podtypy si vden 15 léc¢by casto uchovavaji svij pudvodni B
lymfoidni znak CD19 i kdyz uz koexprimuji znaky monocytarnich bunék, zejména CD33.
Pro zachovalou expresi znaku CD19 Ize v tento ¢asovy bod stdle urcit populaci atypickych
bunék v kostni dreni. U leukémii s PAX5-P80OR mutaci dochdzi k presmyku velmi ¢asné a
rychleji nez u zbyvajicich subtypl (Obr. 6). Vden 15 jiz nachazime kompletni ztratu
pavodnich B lymfoidnich znakd a atypické burky Ize jen obtizné detekovat a odlisit od
zdravych monocytdrnich bunék. Mize tak dojit k vyraznému podcenéni MRN a chybné
stratifikaci pacienta do ramene s méné intenzivni lécbou. U vSech tfi subtypl pak dochazi
k vyssi diskrepanci v den 33 lécby, kdy jiz nejsou B-lymfoidni znaky exprimovany a nejsou

tak dle pritokové cytometrie detekovatelné (Obr. 7).

Osm z 80 pacientl s leukémii s monocytarnim presmykem relabovalo, Sest z nich
s fenotypem BCP ALL a zbyli dva pacienti sfenotypem monocytarni AML. U téchto

pacientl jsme prokazali identické Ig/TR prestavby s plvodnim BCP ALL klonem.
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Neprokazali jsme rozdil v preziti bez udalosti (EFS) mezi pacienty s monocytarnim

presmykem a ostatnimi BCP ALL.

PAX5-P80R ZNF384r
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Obr. 7 Pacienti s monocytdrnim presmykem, diskrepance MRN v den 15 a den 33. U pacientii s PAX5-PS8OR
mutaci dohdzi k diskrepanci jiZ v den 15, u ostatnich subtypl je diskrepance nejvyraznéjsi v den 33

4.2.1 Role Zadatele na popsané publikaci

U této publikace jsem hodnotila pfitomnost CD19+CD14+ interpopulace k uréeni
pritomnosti presmyku u 726 pacientll a tim urcila ¢etnost fenoménu v nami stanovené
konsekutivni kohorté. U pacientl s presmykem a kontrolnich leukémii jsem hodnotila
MRN pomoci prltokové cytometrie, které jsem nasledné srovnavala s hodnotami MRN
ziskanymi dle Ig/TR prestaveb. Analyzovala jsem imunofenotyp leukémii v diagndze
pomoci hierarchického klastrovani. Podilela jsem se na statistické analyze dat, vytvarela

krivky preziti, obrazky pro publikaci a podilela se sepisovanim rukopisu.

4.2.2 VyuZiti hmotnostni cytometrie u leukémii s pfesmykem do monocytarni linie
Vybrané pacienty sleukémii s pfesmykem do monocytarni linie jsem zméfila
pomoci hmotnostni cytometrie (pfiloha 3, rukopis v pfipravé). Spolu s vzorky leukémii
s presmykem (v dobé diagndzy i pribéhu lécby) jsem zméfila kontrolni BCP ALL a vzorky
zdravych kostnich dreni a perifernich krvi. Vzorky byly méfeny pomoci 2 panell -
komplexnéjsiho povrchového a zjednoduseného intracelularniho, ktery byl doplnén o
transkripéni faktory PU.1 a PAX5. Ziskand data byla nasledné analyzovana pomoci deep-

learningovych algoritmu Vaevictis a Tviblindi.
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4.2.2.1 Analyza pacientl pomoci algoritmu vaevictis
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Obr. 8 Ukdzka analyzy Vaevictis. VSechny buriky (véetné nemalignich populaci) ze vzorki mérenych pomoci
intraceluldrniho panelu byly analyzovdny dohromady. Buriky s podobnym proteinovym profilem jsou
klastrovdny k sobé.

Pomoci algoritmu vaevictis jsem analyzovala vSechny vzorky mérené stejnym
panelem nardz (v€etné nemalignich populaci). Na vysledném 2D plotu (Obr. 8) mizeme
pozorovat oddélené jednotlivé nemaligni subpopulace od malignich blast(. Dle mnou
zmérenych dat navic mGZeme pozorovat rozdily mezi jednotlivymi genetickymi subtypy.
Leukémie s DUX4r aberaci klastruji k sobé, stejné tak pacienti s PAX5-PS8OR. U DUX4r
pacient( tvofi jedinou vyjimku pacient s dudini expresi PAX5 na jeho blastech. Nicméné se
nam touto analyzou nepodafilo oddélit pacienty s DUX4r na zakladé toho, jestli pozdéji
rozvinou monocytarni presmyk ¢i nikoliv. Pfi analyze pacientd s DUX4r v pribéhu
presmyku mulZeme pozorovat kontinudlni prechod bunék od pulvodniho fenotypu
k burikdm monocytarniho typu. Tyto vysledky potvrzuji nasi teorii, Ze se jedna o skutecny
pfipad transdiferenciace a ne o selekci plvodni minoritni subpopulace s monocytarnim
fenotypem. Pacienti s PAX5-P80R tvofi dva klastry nachazejici se v prostoru blizko sebe.
Tyto klastry jsou rozdéleny predevsim na zakladé exprese CD34. Dle naSich pozorovani
jsou vzdy pritomné CD34r°s i CD34"*8 blasty, ale jedna z populaci je vidy dominantnéjsi.
Ackoliv je vzorek v prubéhu |é¢by pacienta s PAX5-P8OR mutaci odebran pouze 5 dni po
zahajeni l1é¢by, mGzZeme jiz pozorovat vyznamny imunologicky shift a bunky jiZz neklastruji
k pdvodnim burikdm odebranym v diagndze. Pacient se ZNF384r se prezentuje velmi
heterogenné jiz v diagndze pro jeho hybridni fenotyp a ¢ast bunék se jiz v tento casovy

bod promitd k bufkdm monocytarniho fenotypu. Ndsledny casovy bod (den 15) jiz
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postrada uplné lymfoidni slozku a promitaji se do stejného prostoru jako nemaligni

monocyty a nelze je pomoci méreného panelu odlisit.

4.2.2.2 Role transkrip¢nich faktor( PAX a PU.1 pfi presmyku

Transkrip¢ni faktory PAX5 a PU.1 hraji klicovou roli ve vyvoji krvetvornych bunék.
Transkripéni faktor PAX5 je zadsadni pro vyvoj B-lymfocytl. Transkripcni faktor PU.1,
dllezity pro vyvoj myeloidni linie, je positivné regulovany pomoci genu CEBPa., ktery je
upregulovany u leukémii s monocytarnim presmykem. Tyto dva faktory jsem proto

zaradila do naseho panelu a méfila u leukémii s presmykem a u kontrolnich vzork.

Median exprese (Median fluorescence intensity — MedFl) PAX5 a PU.1 v diagndze
se nelisi mezi leukémiemi s presmykem (n=9) a kontrolnimi leukémiemi bez presmyku
(n=10) (Pro PAX5: median MedFl 128 vs 131 leukémie s pfesmykem vs kontrolni leukémie,
p=n.s. Mann-Whitney; pro PU.1: median MedFl 33 vs 25 leukémie s pfesmykem vs
kontrolni leukémie; p=n.s. Mann-Whitney). U leukémii s presmykem pozorujeme
signifikantni pokles medianu exprese PAX5 ve vzorcich z prlibéhu IéCby oproti diagndze
(Median MedFl 128 vs 20, diagndza vs v prabéhu IéCby, p=0.018, Mann-Whitney), U PU.1
pozorujeme vzestup medidnu exprese (Median MedFl 33 vs 97, diagndza vs v prliibéhu
[éCby, p=n.s. Mann-Whitney), tento vzestup je ale nesignifikantni, pravdépodobné pro
vysokou expresi PU.1 u nékterych pacientl se swALL jiz v diagndze (pfedevsim u pacienta
se ZNF384r s hybridnim fenotypem) a nizky pocet zmérenych vzork(. U pacientl bez
presmyku neni rozdil v expresi mezi diagndzu a vzorkem z prabéhu IéCby (PAX5 median

MedFl 131 vs 122, p=n.s.; PU.1 median MedFl 25 vs 28, p=n.s., Mann-Whitney).

Vétsina pacientd s monocytarnim presmykem méla v diagndze blasty fenotypu
PAX5PosPU.19M, Vyjimku tvofili dva pacienti. U jednoho pacienta s DUX4r leukémii jsem
pozorovala dudlni expresi PAX5 v diagndze s 56% blasty fenotypu PAX5P% a 44% blastl
PAX5"8, Oba fenotypy blastl se neodliSovali Zddnym jinym znakem. U pacienta se
ZNF384r jsme pozorovali blasty fenotypu PAX5P°PU.1P°s (44% vsech blast() a blasty
PAX5"e8PU.1P°s, Blasty s fenotypem PAX5PPU.1P°° méli vyssi expresi B-lymfoidnich znak(
(CD19P°sCD34P°s) oproti blastm PAX5"8PU.1P° svice myeloidnim fenotypem
(CD33P*CD11bP%s), ale stale pfitomnou expresi CD19. MedFI"**> a MedFIPU! se
signifikantné neliSili mezi jednotlivymi genetickymi subtypy (p=n.s., Kruskal-Wallis). P¥i

presmyku dochazelo ksnizeni exprese PAX5 a zvySeni exprese PU.1 az kbunkam
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PAX5"e8PU.1P%, MedFIP**> a MedFIPU! u pfesmyknutych monocytoid se nelisila

jednotlivymi genetickymi subtypy (p=n.s., Kruskal-Wallis).

4.2.2.3 Transdiferenciace analyzovana dle algoritmu tviblindi

moma; Multiple markers expression
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Obr. 9 Ukdzka analyzy pomoci algoritmu tviblindi. A — oznaceni pocdtku a vybranych konci. B — cesty
vybrané pro analyzu. C — ukdzka zmény exprese jednotlivych znaki (osa y), pseudocas na ose x. Timto
zpusobem lze urcit posloupnost jednotlivych zmén. D — ukdzka pozitivity vybranych znaku na 2D plotu.

Modrd barva znaci negativitu znaku, Cervend pozitivitu.

Pomoci algoritmu Tviblindi jsem u leukemického presmyku podrobné popsala

proces transdiferenciace z B-lymfoidni do monocytarni linie a popsala rozdily mezi

jednotlivymi pacienty. U DUX4r (Obr. 9) dochazi nejprve k zvyseni exprese CD33, poté

nasleduje zvySeni CD11lb, PU.1 a ai vzavéru transdiferenciace ke zvySeni exprese

monocytarnich znak( CD14, CD4 a CD163. Vysoka exprese CD19 zUstava zachovana i

v dobé zvySeni exprese CD33 coZ vytvafri interpopulaci s vysokou expresi CD19 i CD33.

Zmény exprese PAX5 a PU.1 neptredchazi zménam exprese CD33 a CD19. U PAX5-P8OR

mulzZeme pozorovat zménu fenotypu dfive v porovnani s DUX4r leukémiemi a ke ztraté

CD19 zacind dochazet velmi casné, jesté pred zvySenim CD33, proto je vysledna

interpopulace charakteristickd jiz slabou expresi CD19 — CD199™CD33P%. U ZNF384r
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leukémie jsem pozorovala vysokou expresi PU.1 jiz v diagndze a oproti DUX4r pacientlim

jsme pozorovali velmi ¢asné snizeni exprese CD34.

4.2.2.4 Role Zadatele v popsané Casti prace (rukopis v pripravé)

V této praci vytvarela oba panely pro hmotnostni cytometrii, dale provadéla
kompletni experimentalni ¢ast prdce (pfiprava vzorku pro méfeni na hmotnostnim
cytometru), véetné vybéru vhodnych pacientl pro potreby rukopisu. Analyzovala jsem jak
zmérend data, tak analyzy vzniklé pomoci multidimenzionalni redukce. Provadéla jsem
veskerou statistickou analyzu, interpretaci dat a vytvareni veskerych obrazkd a grafl pro

publikaci a vytvarela text pripravované publikace.

4.3 Pouziti daratumumabu u relabovanych ALL

| pres zlepSujici se progndézu ALL, se pfiblizné u 15 % pacientdl nemoc vrati.
Daratumumab je monoklonalni kapa protilatka pouzivand predevsim u mnohocetného
myelomu, nyni experimentalné pouzivana pro relabujici ALL'!. Informace o efektivité této
[éCbu u ALL jsou ale nedostatecné. Vysledky lécby pomoci daratumumabu v nasem centru
jsou shrnuty v pfiloze 4 (Pediatric Blood & Cancer, 20223).

V nasem centru jsme pomoci daratumumabu Iécili celkem pét pacient(, 4 pacienty
s relapsem T-ALL a jednoho pacienta s jiz druhym relapsem BCP ALL. Tento pacient byl jiz
v prvnim relapsu lé¢en pomoci blinatumomabu a ndsledné rozvinul druhy relaps, kde
doslo k uplné ztraté exprese antigenu CD19. Dva pacienti byli vzhledem k toxicité
predchozi |éCby Ci rozvoji relapsu kratce po transplantaci kostni drené l|éceni pouze
monoterapii, zbyli tfi pacienti dostavali daratumumab v kombinaci s chemoterapii.
Vsechny pacienty jsme v prabéhu Ié¢by monitorovali pomoci pritokové cytometrie a to
jak jejich vlastni hladinu MRN, tak imunofenotypové zmény v expresi CD38 po pouziti
daratumumabu. U vSech pacientl byla potvrzena exprese CD38 pfed zahdjenim |écby
relapsu.

U tfech pacientl (pacienti 1 - 3) doslo po lé¢bé daratumumabem (s chemoterapii
¢i v monoterapii) kremisi onemocnéni a pacienty bylo mozné dovést ktransplantaci
kostni dfené (Obr. 10). U dvou pacientd vSak s odstupem nékolika mésicl (péti a sedmi)
doslo k rozvoji relapsu onemocnéni. U obou pacientl jsme prokazali v relapsu expresi
antigenu CD38 na leukemickych bunkach a oba nasledné nemoci bohuzel podlehli. U
posledniho pacienta doslo na lé¢bé daratumumabem k remisi onemocnéni a pacient nyni

Zije 15 mésica od transplantace kostni diené.
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Obr. 10 A,CE,G,I — hladina MRN pomoci Ig/TR u jednotlivych pacientd. Zahdjeni lé¢by daratumumabem je
oznaceno v riZovém kolecku, jednotlivé Sipky pak ukazuji casové body, kdy se hodnotila exprese CD38;
B,D,F,H,J — histogram ukazujici expresi CD38 pomoci monoklondlnich protildtek proti CD38 (klon HIT2, T16)
pomoci pritokové cytometrie, barva histogramu odpovidd barve Sipky na grafu s MRN.
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U zbylych dvou pacientl (pacienti 4 a 5) kremisi onemocnéni na lécbé
daratumumabem nedoslo a blasty byly stale detekovatelné. U pacienta 4 leukémie na
[éCbé daratumumabem progredovala a pacient zemrel Casné po zjisténi relapsu. U
pacienta 5 (pacient sCD19 negativhim relapsem BCP ALL po predchozi lécbé
blinatumomabem), doslo ke sniZzeni leukemické ndloZe, nicméné pacient nedosahl na
[éCbé remise. Pro nedostate¢nou odpovéd byla |é¢ba daratumumabem prerusena a
pacient zahajil [é¢bu pomoci inotuzumab ozogamicinu (protilatka proti CD22 v kombinaci
s cytostatikem kalicheamicinem), na které dosahl remise onemocnéni a nyni Zije v tfeti

remisi po druhé transplantaci kostni drené.

Monitorace exprese CD38 po zahdjeni lIé¢by daratumumabem je zdsadni, nebot
ztrata &i snizeni exprese na malignich bufikdch je asociovand s rezistenci na 1é¢bu3®. Tato
monitorace je vSak komplikovand navazanim daratumumabu na stejny epitop molekuly
CD38, na ktery se vazi standardné pouzivané monoklonalni protilatky pro CD38. | v nasem
pfipadé jsme u pacienta 4 a 5 nebyli schopni detekovat povrchovou expresi CD38 pomoci
standardnich monoklonalnich protilatek proti CD38 (klon HIT2 a T16), a to velmi ¢asné od
zahajeni |éCby (v den 38 od zahdjeni u pacienta 4 a vden 15 u pacienta 5). Tuto prekazku
mudZeme obejit pouZitim polyklonaini multi-epitopové protilatky. Cast protilatek sice sdili

vazebné misto s daratumumabem, ale Cast se vaze na jiné epitopy. Exprese CD38 je tak

evvs

Pro potvrzeni této teorie jsem vysetfila zamrazené bunky pacienta 4 ze dne 38
[éCby relapsu (tedy v casovém bodé sjiz nedetekovatelnou CD38 monoklondlnimi
protilatkami), kde jsme prokazali jak pfitomnost CD38 na Urovni mRNA, tak jeji expresi
intracelularné. Nalez kapa retézce na blastech T-lymfoblastického plavodu dokazuje, ze
daratumumab (tvoreny kapa retézcem), je stale navazany na leukemickych burikach. Pfi
vysetieni téchto bunék pomoci polyklonalni protilatky CYT-38F2 jsem na burkach
zahdajenim lécby.

Pro zjisténi, jak rychle dojde ke ztraté exprese CD38 pomoci monoklondini
protilatek jsem zméfila vzorek bézné BCP ALL v diagnodze s leukemickymi blasty CD38
positivnimi a kapa negativnimi. Tyto buriky jsem nechala inkubovat s daratumumabem a

poté znovu zmeérila pomoci priatokové cytometrie. Po této inkubaci jsem na blastech
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detekovala kapa rfetézec a exprese pomoci monoklondlni protilatky proti CD38 (klon T16)
nebyla detekovatelna.

Casna detekce negativity povrchové CD38 na blastech tedy neindikuje ztratu proteinu a
selhani l1é¢by pomoci tohoto léku je zplsobeno jinym mechanismem nezZ je ztrata cilové
molekuly. Tento fenomén lze obejit pouzitim specidlnich multi-epitopovych protilatek,
které se vazi i na jina vazebnd mista. Pfi pouziti konvencnich monoklonalnich protilatek je
tfeba mit tento fenomén na paméti, aby nedoslo k pred¢asné zméné ¢i ukonceni lé¢by
daratumumabem. Problém nastdvd u mérfeni intenzity exprese, nebot po pouZiti
polyklonalni protilatky mize dojit k jejimu sniZeni, nebot ¢ast protilatek, ktera se vaze na
stejné vazebné misto jako daratumumab, se po |é¢bé nenavaze. Ztratu detekovatelnosti
je tfeba zohlednit i v interpretaci zejména MRN u BCP ALL, nebot ,negativita“ CD38 na
fyziologickych B prekurzorech by mohla byt mylné interpretovdna jako dulkaz

leukemického plvodu.

4.4 Hodnoceni MRN u pacientt s ALL v den 8 od zahajeni [éCby v kostni dfeni

Casnd odpovéd na I|é¢bu je vieobecné uzndvany prognosticky znak.
V mezinarodnich BFM protokolech, pouzivanych i v Ceské republice, tvofi prvni tyden
[éCby pouze perordlni kortikosteroidy a intrathékalni methotrexat. Ke zjisténi odpovédi
v den 8 od zahajeni |écby se pouziva periferni krev (PK). Odpovéd na kortikoidy tedy
nezohlednuje moZzné nerovnomérnou odpovéd' v kostni dieni (KD) a PK a odpovéd v KD
takto casné na |écbé po pouziti pouze systémovych kortikosteroidd nebyla dosud
popsana. Nase vysledky jsou shrnuty v pfiloze 5 (Leukemia & Lymphoma, 2021)

V letech 11/2002 aZ 11/2007 byla vyzkumné méfena KD v den 8 u 290 pacientu
léCenych dle protokold EsPhALL a ALL-IC BFM 2002. Tyto data jsem nasledné
retrospektivné hodnotila.

Median zastoupeni blastl v KD byl 24%. Nezjistili jsme rozdil v zastoupeni blast
mezi BCP a T ALL, ale prokazali jsme rozdilnou infiltraci blasty mezi jednotlivymi subtypy
BCP ALL s nejhorsi odpovédi u pacientll s BCR-ABL1. U nékterych pacientl s BCP ALL jsme
nalezli vysokou diskrepanci mezi pomérem blastl s KD a PK. Pacienty s po¢tem blast(
v KD 2 10% a vysSim poctem blastl v KD oproti PK aspon o dva fady jsme oznacili jako
nejvice diskrepantni (celkem 37/263 pacientll). Tento jev byl signifikantné castéji
pozorovan u pacientl s hyperdiploidnim typem leukémie (celkem u 34% téchto pacienta).

Prokazali jsme, Ze infiltrace blasty v D8 KD je prognosticky vyznamna. Pacienti s MRN 2
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60% maji signifikantné horsi prognézu s porovnani s pacienty s MRN < 60% (Obr. 11).
Tento rozdil byl signifikantni pouze u pacientd s BCP ALL, u pacientl s T-ALL hodnota

hladiny blast(i v kostni dfeni nebyla prognosticky vyznamna.
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Obr. 11 EFS u pacientii s <60% a 260% v kostni dieni v den 8, BM — bone marrow — kostni dieri

Nicméné jsme neprokdzali zadnou pridanou hodnotu mérfeni MRN v den 8 v KD

oproti soucasné pouzivanému dni 15 (Obr. 12), ktery urcuje progndzu pacientd lépe.
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Obr. 12 EFS u pacientu na protokolu ALL-IC. Pacienti jsou rozdéleni dle odpovédiv den 8 a den 15. Z Kaplan-
Meierovych krivek Ize vycist, Ze MRN v den 15 lépe urcuje progndzu pacient( neZ den 8
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Prokdzala jsem tedy, Ze jiz odpovéd v D8 lécby, tedy po podavani pouze
kortikosteroidli a jedné davky intrathékalniho methotrexatu (tedy bez systémové
chemoterapie) mlze predikovat progndzu pacienta. Také jsem prokazala, Ze pacienti se
Spatnou odpovédi v den 8 budou s vyssi pravdépodobnosti zafazeni do ramene s vysokym
rizikem v nasledujici ¢asové body. Pfidani odbéru KD v den 8 tedy nepfinasi Zzadnou dalsi

vyhodu oproti v soucasnosti pouzivanym ¢asovym bodim.

4.4.1 Role Zadatele v popsané publikaci
V této praci jsem retrospektivné zhodnotila veSkerou MRN v den 8 v kostni dieni a
periferni krvi u 290 pacientll. Provedla jsem statistické analyzy, vytvofila veskeré obrazky

a grafy pouzité v publikaci a ptipravovala text publikace.

4.5 Urceni miry nafedéni aspiratu kostni drené

MRN se hodnoti zpravidla v KD, kde je hodnota rfadové vyssi v porovnani s PK,
predevsim u BCP ALL. Pro spravné urceni MRN je nutné hodnotit kvalitni aspirat KD. Pfi
odbéru KD muze dojit k naredéni aspiratu PK a vysledny aspirat tedy mize podhodnotit
hodnotu MRN. Popsali jsme (rukopis v pfipravé) novy ptistup hodnoceni miry nafedéni
aspirdtu KD, ktery na rozdil o jinych standardné pouzivanych metod neni zaloZen na
pfitomnosti progenitord v aspirdtu. Tento pfistup lze tudiz vyuZit i u pacientd po
intenzivni chemoterapii ¢i pacientl s Gtlumem kostni drené, kdy progenitory jsou sniZzené
Ci nejsou v kostni dfeni pfitomny vlbec. Pfistup je zaloZzeny na porovnani aspiratu KD
s paralelné zmérenym vzorkem PK. Dle nasi teorie, bunky v aspirdtu pochazi bud z KD jako
takové anebo ¢ast bunék (dle miry naredéni) pochazi z PK. Dle tohoto principu Ize tedy
fici, Ze aspiraty KD, které jsou vyrazné odlisSné od paralelné zmérené PK, jsou naredéné
s mensi pravdépodobnosti nez aspiraty, které jsou s PK shodné. Podobnost aspiratu s PK
jsme hodnotili pomoci jednotlivych bunécnych subpopulaci uréenych dle pratokové
cytometrie. Pokud vyslednou hemodiluci oznac¢ime konstantou k (rozmezi hemodiluce O-
1, 1 znamend 100% naredéni, tedy kompletni hemodiluci), hodnotu konkrétni

subpopulace v aspiratu KD konstantou a, hodnotu v PK konstantou p a KD konstantou b,

mulzZeme tuto myslenku zapsat jako vzorec a=kp+(1-k)b, coz lze zjednodusit na k=%

(Obr. 13). ProtoZe zastoupeni subpopulaci v KD je neznamé, pracujeme s tzv. maximalnim
moznym naredénim (kmax), které pracuje s nejhorSim moznym scénarem. Existuji dvé

moznosti. Zaprvé, kdyZz je hodnota zastoupeni dané populace v aspiratu nizsi, nez
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zastoupeni dané populace v PK (tedy a<p), pak v tomto pripadé je nejhorsi mozny scénar,
Ze vSechny sledované bunky daného subtypu v aspiratu pochazi ve skutecnosti z PK, tedy

tato skupina bunék ve skute¢né KD Uplné chybi (b=0). V tomto pfipadé lze vzorec kmax

’ v

zapsat jako kmax = %. Zadruhé, kdyz je zastoupeni dané populace v aspiratu KD vyssi nez

v PK (a>p), je nejhorsi mozny scénar to, ze skute¢nou KD tvofi pouze dané burky (b=1),

tedy ostatni bunécné subpopulace jsou v aspiratu pritomny diky naredéni. Toto Ize

. v v . a—-1
zjednodusené zapsat jako kmax = —y
A) B) Bone
Marrow
a=kp+(1-k)b Aspirate
a=kp+b-bk
Peripheral Real Bone
a-b=k(p-b) blood Marrow
a-b Hemoadilution (k) = '?
_p—b Aspirate (a)—-Bone marrow (b) b
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Obr. 13 Vzorec pro urceni naredéni aspirdtu KD. A — zdkladni vzorec. B — princip vzorce — buriky v aspirdtu
pochdzi v riizné mire ze skutecné KD (bone marrow, BM) nebo z PK (peripheral blood, PB). C,D —vypocet kmax
— vypocet pracuje s nehorsim moznym scéndfem C — pfipad vypoctu, kdy zastoupeni dané subpopulace
v aspirdtu je nizsi nez v PK. D - pfipad vypoctu, kdy zastoupeni dané subpopulace v aspirdtu je vyssi nez v PK

Dany vzorec plati pouze pro pocitani jedné populace ve vzorku najednou. Obvykle
jsme ale schopni spocitat nékolik subpopulaci v ramci jednoho vzorku. Pro pocitani vSech
subpopulaci najednou, jejiz vypocet vychazi z daného principu, jsme vytvorili algoritmus,
ktery ve vypoctu kombinuje jednotlivé vzorce pro dané subpopulace najednou a

vypocitava nasledné Kmaxfinal.
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Protoze dand metoda je zaloZena na presnych rozdilech mezi aspiratem KD a PK, je
nutné vyloudit variabilitu zplsobenou jinym mechanismem neZ je skutecny rozdil mezi
aspirdtem a PK. Variabilita zplsobend chybovosti muizZe byt zpUsobend nékolika
mechanismy — pfi samotném pipetovani vzork(, chybovosti cytometru pfi méreni vzorkd,
Ci rozdilném gatovani bunécnych subpopulaci. Abychom kvantifikovali miru této
variability, retrospektivné jsem zhodnotila zakladni subpopulace (lymfocyty, granulocyty,
monocyty) u pacientl v den 15 |écby ALL ve dvou rliznych zkumavkach v aspiratu KD
(n=100) a v PK (n=100). Nasledné jsem vzajemné porovnala obé zkumavky ze stejného
materidlu mezi s sebou. Idealné by zmérené subpopulace mély byt mezi témito dvéma
zkumavkami zcela shodné, mira rozdilu mezi subpopulacemi tudiz odrdzi chybovost
v rdmci zpracovani a analyzy vzorku. Tuto chybovost jsme nasledné zohlednili v algoritmu
pro pocitani kmax.

Pro ovéreni vzorce jsem provedla sérii hemodilucnich experimentl (n=5). Vzorky
PK a aspiratu KD jsem barcodovala pomoci HLA-I v odliSnych fluorochromech (FITC, PE).
Poté jsme oba vzorky smichali dohromady v nékolika rGznych pomérech a nasledné
naznacili pomoci monoklonalnich protilatek k odliSeni bazdlnich bunéénych subpopulaci
(granulocyty, lymfocyty, monocyty, zralé B lymfocyty, T lymfocyty, NK buriky a erytroidni
prekurzory). Vzorky byly nasledné zméreny pomoci pratokové ¢i spektralni cytometrie. Po
urceni subpopulaci bylo vypocitano dané Kmaxfina @ tuto hodnotu jsem porovnala
s hodnotami presného naredéni uréeného pomoci barcodu HLA-I. Hodnoty vypocitaného
naredéni korelovali s hodnotami dle HLA-lI (Obr. 14). U nékterych vzork( vychazelo
nafedéni pomoci algoritmu vyssi nez pomoci HLA-I, cozZ je dané tim, Ze algoritmus pocita
s nejvyssim moznym naredénim.

Pro jednoduché vyuzZiti daného algoritmu (vychazejiciho z daného vzorce, ktery
pocitd paralelné svice populacemi najednou a zaroven pocitd s variabilitou méreni)
pripravujeme webovou aplikaci. Tato aplikace pocita az s péti rdznymi subpopulacemi a
bude vefejné pristupna. Nyni je aplikace ve fazi vyvoje, pristupna pouze pro vyzkumné
Gcely.

Pomoci aplikace jsem retrospektivné zhodnotila maximalni mozné nafedéni u 342
vzork( aspirdtd kostni dfené vden 15 |éCby pacientll s ALL. K porovndni jsem vyuZila
nasledujici populace: granulocyty, lymfocyty, erytroidni prekurzory a monocyty a

nasledné v ramci lymfocytarnich populaci CD4 a CD8 T-lymfocyty, B-lymfocyty a NK
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bunky. Maximalni moiné natfedéni se pohybovalo mezi 0-100%, 14% vzorkl touto

metodou byly oznaceny za vyrazné naredéné, tedy nehodnotitelné pro potieby MRN.
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Obr. 14 Graf ukazuje korelaci skutecného (Cervené) a vypocitaného (modre) naredéni. Vzorek periferni krve a
aspirdtu byly oznaceny pomoci HLA-I, ndsledné smichdny v riiznych pomeérech.
4.5.1 Role Zadatele v popsaném pripravovaném rukopise

V ptilozeném rukopise jsem se podilela na vytvareni zakladniho vzorce pro urceni
nafedéni kostni difené. Hodnotila jsem subpopulace u paralelné zmérenych dvou
zkumavek ve stejném materidlu (celkem 200 pdrovych zkumavek) pro urceni variability
méreni a analyzy. Dale jsem analyzovala zakladni populace v aspiratu kostni drené a
periferni krvi u pacientd vden 15 IéCby ALL a urcila pomoci vzorce maximalni mozné

s v

naredéni (n=342). Provadéla jsem experimentalni ¢ast potvrzujici spravnost vzorce.
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5 Diskuze

Progndza déti s akutni leukémii, a to jak ALL, tak AML, se v nékolika poslednich
dekadach vyrazné zlepsila (Obr. 15)37:38, Napftiklad u ALL se z dfive téméf nelélitelného
onemocnéni se stalo onemocnéni s excelentni progndzou a je pravem povaZzovano za
jeden z nejvétSich Uspéchl moderni mediciny. Prognéza AML se i pres zlepSeni
v poslednich dekadach pohybuje okolo 70%. Obecné lze fici, Ze i pres zlepSujici se
progndzu zUstava v lécbé akutni leukémie mnoho nezodpovézenych otazek.

K takto vyraznému zlepSeni l1é¢by doslo za poufZiti stejné skaly chemoterapeutik a
pokrok souvisi predevsim se zlepsenim stratifikace pacientl. Kromé celkové progndzy je
u déti nutné brat v potaz také pripadné poskozeni Ié€bou a jeji trvalé nasledky. Pro [é€bu
je proto zasadni urcit ty pacienty, jejichz progndza bude i pfi snizeni intenzity |éCby dobra
a naopak ty pacienty, jejichi |écba se bez velmi intenzivni chemoterapie neobejde.
K tomuto déleni pacientd prispiva hned nékolik klicovych faktort, které se neustale vyviji
(podrobnéji popsané nize). Teprve v poslednich letech dochazi v Iécbé akutni leukémie
k zapojeni novych 1ékd, predevsim imunoterapie. Mezi tyto léky patfi napfiklad léky na

bazi monoklonalnich protilatek, at jiz samotnych, které pouze opsonizuji dané leukemické

lymfoblasticka (=ALL) myeloidni (=AML)
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Obr. 15 Zlepseni progndzy ALL a AML u pacient( Ié¢enych v CR na jednotlivych protokolech.
buniky (daratumumab) nebo s navdzanou toxickou latkou (gemtuzumab-ozogamicin), Ci
bispecifické konstrukty propojujici T-lymfocyty s leukemickou burikou (blinatumomab).

Mezi dalsi skupinu nadéjnych novych lékl patfi bunéénd terapie — bunky s chimerickym
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antigennim receptorem (CAR T buriky). Tyto nové |éky jsou zatim pouzivany predevsim u
relabovanych ¢i refrakternich leukemii, nové se napfriklad blinatumomab zarazuje i jako
[ék prvni linie pro IéCbu BCP ALL. Nabizi se otazka, jaky pfinos mohou pfinést tyto léky,
kdyZz vezmeme v potaz excelentni prognézu i na klasické |écbé pomoci chemoterapie.
Z dat pacientl srelapsem vyplyva, Ze hlavni pfinos by mohlo byt predevsim snizeni
toxicity pri zachované efektivité lécby. Toto se ukazalo u pouziti blinatumomabu u
relabovanych &i refrakternich BCP ALL &°.

Pro lé¢bu akutni leukémie u déti se pouZzivaji zakladni typy protokoll — protokol
pro lécbu akutni lymfoblastickou a akutni myeloidni leukémii, pfipadné vzacnéji protokol,
ktery obsahuje prvky obou predchozich protokoll, pouZivany napfiklad u kojencli do 1
roku véku. Nové se v nékterych protokolech dale rozliSuje l1écba pro BCP a T ALL.
Protokoly pro ALL a AML kombinuiji jiné druhy chemoterapeutik, lisi se svou intenzitou i
délkou IéCby. ProtoZe akutni leukémie u déti je rychle se vyvijejici Zivot ohroZujici stav, je
nutné zahajit I1écbu co nejdrive. Dfive toto rozhodnuti spocivalo pouze na morfologickém
hodnoceni. Urcit takto typ leukémie muze byt obtizné a spoléha predevsim na zkuSenosti
daného morfologa. Nyni existuji pfesnéjsi metody, jak danou leukémii zafadit. Jednim
z nejzasadnéjSich metod k urceni typy leukémie je imunofenotypizace pomoci priitokové
cytometrie. Vyhodou této metody je predevsim moznost rychlého zpracovani vzorku
z pomérné malého mnoiZstvi vzorku a dobrd dostupnost metody. U vétsSiny pacientd lze
takto jednoduse urcit plvod bunky - z lymfoidni nebo z myeloidni linie a navic rozlisit i
mezi B a T lymfoidnim plvodem daného leukemického klonu. Mezi dalsi metody
pomahajici urcit pavod blastl jsou genetické metody. Nékteré genetické aberace se poji
vyhradné s urcitym fenotypem (napf. RUNX1I-RUNXIT1 u AML) nebo se poji s linii a
znamenaji specifickou |écbu (PML-RARA u AML M3) nebo nejsou liniové zcela specifické,
ale umozniuji cilenou |écbu (napf. BCR-ABL1 a mozinost |éCby tyrosinkindzovymi
inhibitory). Tyto metody byvaji velmi presné, jejich nevyhodou zlstava predevsim to, Ze
jsou Casové vice narocné a vysledky Casto nejsou k dispozici vdobé, kdy je potreba
rozhodnout o zafazeni pacienta do |éCebného protokolu. Identifikace fuznich gen(
typickych pro ALL ¢i AML probiha pomoci metody FISH ¢i RQ-PCR. Takto je mozné urcit
zakladni a nejcastéjSi subtypy. Nékteré nové subtypy jsou identifikovany na zakladé
komplexnéjsich metod, jako je sekvenovani RNA ¢i NGS. Kromé vyrazné ¢asové narocnosti

jsou tyto metody narocné i financné, proto nejsou zatim Siroce dostupné. Zakladni
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pfitazeni linie plavodu leukémie tedy spoléhd predevsim na vysetfeni pritokovou
cytometrii.

U 2% az 5% akutnich leukémii neni pUvod leukémie jasny. Tyto leukémie
oznacujeme jako akutni leukémie z nejasné linie. Tedy leukemické burky nesou znaky vice
linii — B, T lymfoidni ¢i myeloidni. | pfes spole¢nou vyvojovou vétev B a T lymfocytl pfi
hematopoéze, vyskyt ALL kombinujici B a T znaky je extrémné vzacny i vramci této
skupiny leukémii a vétsina leukémii z nejasné linie kombinuje znaky B/myelo ¢i T/myelo
linie. Tento jev byva vysvétlovan zachovanim myeloidniho potencidlu u lymfoidnich

prekurzorQ (Obr. 16)*°. Naptiklad u paprskoploutvych ryb je u B lymfocytl zachovana
A Classical model B Myekid-based model
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Obr. 16 Modely hematopoézy. A — klasicky model s casnym oddélené lymfoidni a myeloidni linie. B— model
zohlednujici zachovdni myelodniho potencidlu u lymfoidnich prekurzori. E, M, T, B - erytroidni, myeloidni, T-
lymfoidni, B-lymfoidni potencidl progenitort, C— spole¢ny prekurzor. Katsura a Kawamoto, 2001

schopnost fagocytdzy, co? ukazuje na mozny vyvoj B lymfocytl z fagocytujicich bunék?°.
Déle bylo popsédno, Ze zvySeni exprese CEBPS vede u B lymfocytl k transdiferenciaci
v progenitory granulocytd a makrofagd* a bylo prokdzano zachovani myeloidniho
potencidlu u ¢asnych progenitor( T lymfocytd v thymu 2.

U akutnich leukémii z nejasné linie je popsano nékolik praci snaZici se zpresnit
jejich diagnostiku a objasnit jejich pGvod. Kotrova et al.** popsali shodné genetické
pozadi a zachovani plasticity mezi jednotlivymi subpopulacemi u dvou pacientl
s bilinearni leukémii. Ke stejnému zavéru, ale na vétsi kohorté pacientl dospél Alexander
et al.’®, kdy popsal odlisné spektrum genetickych mutaci mezi B/myeloidnimi a
T/myeloidnimi leukémiemi, s CastéjSim zastoupenim ZNF384r mezi B/myeloidnimi a WT1

mezi T/myeloidnimi leukémiemi. P¥i rozdéleni bilinedrnich leukémii do vice populaci na
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zakladé fenotypu opét ukdzalo shodné genetické pozadi a stejné zastoupeni jednotlivych
mutaci. Na mysSim modelu poté dokazali, Ze plasticita bunék je zachovana v kazdé
subpopulaci, kdy po transplantaci dané subpopulace ziskala leukémie sv(ij pavodni
fenotyp se vSemi fenotypovymi subpopulacemi (Obr. 17).

V nasi praci jsme se vice nez na plvod leukémii z nejasné linie zaméfili na zpUsob
jejich lécby (Priloha 1). Algoritmus lécby téch pacientll se casto spoléhal na uUsudek

daného pracovisté, pripadné studie byly zaloZzeny na mensim poctu pacientt ¢i popsany u
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Obr. 17 Zachovani bifenotypického charakteru leukémie po transplantaci riiznych leukemickych subpopulaci
do mysiho modelu, Alexander, 2018

dospélych pacientt a jednoznaéna pravidla dosud chybéla®**’. Nase prace predstavuje
unikdtni studii na velké kohorté détskych pacientl. V nasi kohorté jsme prokazali
jednoznacné lepsi preZiti u pacientl lééenych dle protokol( pro ALL. Tyto vysledky nelze
ovéem zjednodusit a viechny leukémie |é¢it dle ALL protokolu. Cast pacientl muze
profitovat z Iécby typu AML a tyto pacienty jsme se snazili urcit v nasSem algoritmu. U
leukémii z nejasné linie se nabizi myslenka, Ze pouZiti protokolu, kombinujici oba typy
protokolu bude pro tyto leukémie nejvhodnéjsi. V nasi studii se tato teorie ovsem
neprokazala jako spravna. Nyni probihajici prospektivni studie vychazejici z nasSich dat
pfitazuje vhodny protokol Ié¢by pouze na zakladé fenotypu dané leukémie, pacientim je
tudiz mozné pfriradit vhodny protokol rychle po stanoveni diagndzy.

Jinym prikladem plasticity leukemickych bunék je zména jejich fenotypu po
zahajeni lécby. MUzZe se jednat o prostou ztratu proteinu, coZ je ¢asto pozorovano po

imunoterapii ¢i bunécné |écbé pomoci CAR T, nebo muZe jit o kompletni zménu
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imunofenotypu 44, Kompletni zménu imunofenotypu jsme popsali u zvladstni skupiny
BCP ALL, u kterych na Iécbé dojde ke kompletni transdiferenciaci v bunky pripominajici
svym fenotypem monocyty (Pfiloha 2) 347, V nasi praci jsme popsali éetnost tohoto jevu,
jeho genetické pozadi, vliv na hodnoceni MRN a prognézu na konsekutivni kohorté
pacient. Zatimco u nékterych pacientli se jednd o diskrétni fenomén, u nékterych
dochazi ¢asné k monocytéze a morfologicky Ize pozorovat az obraz pfipominajici AML.
Nabizi se tedy otazka pripadné zmény lécby k myeloidnimu typu protokolu. V nasi kohorté
vsichni pacienti az na jednoho dosahli remise pfi pouziti protokolu typu ALL. Navic jsme
neshledali horsi progndézu u pacientd s presmykem v porovnani s ostatnimi BCP ALL.
Maligni potencidl presmyknutych monocytoidnich bunék neni dosud znam, nicméné dva
pacienti sleukémii s monocytarnim presmykem znasi kohorty relabovali jako
monocytarni AML. Tato zména linie pfi relapsu byla popsana jiz v nékolika pfipadech,
pfedev$im u pacientll s KMT2Ar leukémiemi °%°1, V novém protokolu AIEOP BFM 2017
dochazi u pacientl s vysokym rizikem k randomizaci do ramena s blinatumomabem ¢i
klasickou chemoterapii. Vzhledem k tomu, Ze pacienti s monocytarnim presmykem maji
Casto pomalejsi odpovéd na IéCbu, ¢ast z nich bude spadat do vysokého rizika, tudiz mize
byt randomizovana do ramene s blinatumomabem. Vzhledem ktomu, Ze ktéto
randomizaci dochdzi v protokolu az velmi pozdné (zhruba po 3 meésicich od zahajeni
léCby), kdy leukemickd ndloz je jiz casto pod hladinou detekce pomoci pritokové
cytometrie, neni rutinni prezkoumani cilovych molekul (vtomto pfipadé pritomnosti

CD19) vidy mozné. Data o ucinnosti této lIécby u téchto pacientl zatim nejsou dostupna.

Co presné je spoustétem této imunofenotypové zmeény neni dosud znamo.
Potencial k transdiferenciaci z(istdva zachovan i po transplantaci leukemickych bunék do
mysich model(!’. Z naSich dat vime, Ze u pacientd s monocytarnim presmykem je
upregulovana exprese CEBPc. Jak jsme jiz popsano vise, zvySend exprese CEBP genu mlze
vést k transdiferenciaci B lymfocytd v makrofagy in vitro®?, v této studii oviem byla za
transdiferenciaci zodpovédnd zvySena exprese CEBPS a CEBP& a role CEBPa v této
souvislosti nebyla prokazana. Vyvoj B lymfocytl je dale ovlivnéno transkripénimi faktory
PAX5 a PU.1. PU.1 je zasadni pfi myeloidnim vyvoji a jeho exprese je castecné
exprimovana u B lymfocytll a vysoce exprimovana u myeloidnich bunék. Exprese CEBP«a
navic zvy3uje expresi PU.1°3. Na zékladé téchto poznatk( jsme se proto rozhodli tyto dva

faktory zméfit u pacientll s monocytarnim presmykem (Pfiloha 3). PAX5 a PU.1 jsme
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zaradili do panelu pro hmotnostni cytometrii. Pomoci algoritmu tviblindi Ize navic urcit
¢asovou posloupnost jednotlivych zmén. Z naSich pozorovani lze fici, Ze zmény exprese
PAX5 a PU.1 u vétSiny zmérenych pacientli nepfedchazely zménam jinych mérenych
znakl jako je CD33, CD19 a CD34. Zvyseni exprese proteinu CD33 pfrichazi
v transdiferenciaci jako prvni zména. Z publikovanych dat vime, Ze indukce exprese CEBP«
v CD33"8 bunécné linii zvySuje expresi CD33 v dané linii4, a tedy Ze zvySeni exprese CD33
je asociovdno se zvySenim exprese CEBPa. Hmotnostni cytometrie v kombinaci
s algoritmem tviblindi ndm umozZnila podrobnéji popsat imunofenotypové zmény pfi
transdiferenciaci. | pres Siroky panel myeloidnich znakd se nepodafilo urcit znak,
respektive kombinaci znakd, kterda by jednoznacné odlisila zdravé monocyty od
presmyknutych monocytoid. Ktomuto ucelu jsme provedli sort monocytoidnich
leukemickych bunék a zdravych monocytd a pomoci RNAseq porovnali expresi
jednotlivych CD znakd na urovni mRNA. Pfi testovani téchto znak(i pomoci priatokové
cytometrie se ovsem celd fada nadéjnych CD znakUl s odliSnou mRNA expresi ukazala jako
nespolehlivd. Jednim z nadéjnych znak(l je CD135. Tento znak je u casti pacientl
exprimovan jiz v diagndze a udrzuje se i na presmyknutych monocytoidech. Zda se ovsem,
Ze i tento znak na blastech klesa a v pozdnéjSich Casovych bodech se na ngj leze
spolehnout. Ddle byva ¢asto zachovana exprese CD45RA, kterd je typicka pro lymfoidni
progenitory. Sortovanim bunék monocytarniho fenotypu (CD33P°CD14°%) jsme prokazali
leukemické prestavby Ig/TR v subpopulaci CD33P°CD14P*CD45RAP** a naopak,
leukemické prestavby jsme nenasli v subpopulaci CD33P°sCD14P°sCD45RA"E, V pozdéjsich
Casovych bodech (den 33 ¢i tyden 12 od zahdjeni 1é€by) jsme nalezli i pfipady, kdy jsme
prokazali prestavby v bunkach CD33P°CD34f°, odpovidajici myeloidnim progenitorim.
Dalsi osud presmyknutych leukemickych bunék je tedy stale predmétem zkoumani. Tento
vyzkum je limitovan predevsim casto nedostateCcnym mnozZstvim materidlu a

leukemickych bunék v pozdéjsich stadiich lécby diky dobré odpovédi pacientd.

Kromé kompletni zmény imunofenotypu na lécbé je dalsi ukazkou plasticity
leukemickych bunék pouha ztrata urcitého proteinu. Toto je nejCastéji pozorovano po
pouZiti imunoterapie. Byly jiZz popsany pfipady CD19"8 relapsii po pouZiti
blinatumomabu? & CAR T bunék®. Tento mechanismus Uniku lze &asteéné obejit
pouZitim imunoterapie proti vice antigenlm najednou, nyni se napftiklad testuji CAR T-

lymfocyty namifené proti CD19 i CD22°°. Na tuto mozZnou zménu imunofenotypu je nutné
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myslet pfi hodnoceni MRN dle pritokové cytometrie. Urceni ztraty daného antigenu po
imunoterapii nemusi byt vZdy jednoduché. V nasi praci jsme popsali nedetekovatelnou
expresi CD38 po pouziti daratumumabu dle pritokové cytometrie u relabovanych ALL
(Pfiloha 4). CD38"2 relapsy jiz byly popsany po pouzZiti daratumumabu v lécbé
mnohocetného myelomu®3. U jednoho pacienta jsme prokazali, Ze v jeho pfipadé neslo o
skutecnou ztratu proteinu na povrchu bunék, ale o pouhé zablokovani vazebného mista
samotnym daratumumabem. ZpUsob monitorace exprese CD38 pfi |éché
daratumumabem musi zohledriovat tuto skutecnost. Pfi faleSné negativité exprese by
mohla byt indikovdna zména |écby, ktera v daném pripadé nemusi byt potieba. Proto je
nutné monitorovat expresi jinym zpUsobem, napfiklad protildtkou s jinym vazebnym
mistem. Na nasi klinice byl daratumumab pouZit u péti pacientl s relapsem ALL a pouze
jeden pacient diky této |écbé dosahl trvalé remise a po |é¢bé dosud nezrelaboval.

Relaps T-ALL ma extrémné Spatnou progndzu a vyzkum novych lék( pro tyto
pacienty je klicovy. Zatimco u BCP ALL se vkladda velka nadéje do CAR T-lymfocytl (zatim
pouzivané v klinickych vyzkumech CD22 a CD19, pfipadné dudini CD19-CD22 CAR T°9),
vyroba CAR T-lymfocytd proti T-lymfoblastickym bufkdm je vyrazné komplikovanéjsi.
Jednim z problému je sebedestrukce vytvorenych CAR T bunék, protoZe antigen, proti
kterému jsou namireny, se vyskytuje na jejich vlastnim povrchu. Cooper et. al. popsali
CD7 CAR T-lymfocyty s knock-outem antigenu CD7 na jejich povrchu, ¢imz obesli tuto
prekazku®’. VyuZiti knock-outu pfi vyrobé CAR T lze vyuZit i u CAR T bunék uréenych
k 1é¢bé& AML, které jsou namifeny proti nejbéznéjSimu antigenu AML — CD33%8. Problém
CD33 CAR T nespociva v sebedestrukci, jako je tomu u CD7 CAR T bunék, ale predevsim ve
velké myeloidni toxicité s dlouhym obdobim neutropenie, které by bylo fatalni. Kim et. al.
popsali knock-out CD33 fyziologickych progenitord a naslednou aplikaci CAR T bunky
urcené proti CD33. Tento pfistup by mohl vést k bezpecnému pouziti CAR T u AML pfi
zachované fyziologické krvetvorbé.

Jak je jiz zminéno v Gvodu diskuze, ke zlepseni |éCby pacientld s akutni leukémii
prispéla predevsim zlepsena stratifikace pacientl. Tato stratifikace se postupné vyvijela
na jednotlivych protokolech. Napfiklad pro ALL, na protokolu ALL—IC 2002 byla
k stratifikaci pacientl pouZita nasledujici kritéria: leukocytdza, vék, odpovéd na prednison
vden 8 lécby v periferni krvi a morfologickd odpovéd vden 15 a den 33 lécby a

pritomnosti fuznich genl BCR-ABL1 a KMT2A-AFF1. Protokol tedy stal na jednoduchych
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metoddch, spoléhal pfedevsim na morfologické hodnoceni a nevyuZival méfeni MRN>.
V porovnani soucasné pouzivany protokol AIEOP BFM 2017 vyuzivd mnohem vice kritérii a
spoléhd i na Casové a financné narocnéjsi metody. Zakladem stratifikace je hodnoceni
MRN a to jak pomoci pratokové cytometrie (vyuZivano vden 15 a u pacientl bez
zjisténych prestaveb Ig/TR), tak dle RQ-PCR pomoci Ig/TR (ostatni casové body). Mezi dalsi
stratifikacni kritéria patfi pfitomnost urcitych fuznich genl ¢i deleci a hypodiploidie.
Hodnoceni MRN v priibéhu Iécby je nyni klicové pro stratifikaci pacientli do jednotlivych
rizikovych ramen ¢i kindikaci pacientd k transplantaci kostni diené. Nejzasadnéjsi pro
stratifikaci jsou v soucasné dobé ti ¢asové body — den 15, den 33 a tyden 12 od zahajeni
|écby. Na protokolu ALL-IC 2002 sice neslouZilo hodnoceni MRN ke stratifikaci pacientd,
bylo oviem méfeno vyzkumné>. Kromé vy$e zminénych ¢asovych bodl jsme maéli
unikatni moznost mérit na tomto protokolu i dalsi casovy bod — den 8 (Pfiloha 5). Do toho
¢asového bodu jsou pacienti |éCeny pouze kortikoidy a jednou davkou intrathékalniho
methotrexdtu. Tim, Ze tento protokol nebyl zaloZzeny na hodnoceni MRN Ize z hodnoceni
MRN v tomto ¢asovém bodé zjistit jeho prognosticky pfinos. Z nasich pozorovani lze fici,
Ze jiz vden 8 |écby Ize na zakladé hladiny MRN predikovat prognézu onemocnéni (Obr.
18). Presto, Ze jsme neprokazali Zddnou ptidanou hodnotu méreni MRN v den 8 oproti
nyni pouzivanym MRN bodlm, lze fici, Ze uZ v tento ¢asovy bod plati vzor, Ze pacienti
s vyssi MRN v jednom bodé maji trend zafadit se do skupiny s vyssim MRN v dalSim bodé.
Jednd se o prvni praci zkoumajici odpovéd v kostni dieni bez pouziti systémové
chemoterapie, tedy s pouZiti pouze kortikoidl a intrathékalni chemoterapie. Odpovéd po
pouziti chemoterapie vden 8 je soucasti protokol The Children's Oncology Group,
pouzivanych naptiklad v USA, které ale jiz od prvniho dne pouzivaji systémovou

chemoterapii k 1é6¢bé ALL a odpovéd je navic hodnocend pouze pomoci morfologie®°.
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Obr. 18 Pacienti s vyssi MRN ndloZi v pr"edchozinz casovém bodu maji tendenci byt stratifikovdni do skupiny
svyssim MRN v ndsledujicim ¢asovém bodé. Sitka Cdry ukazuje, kolik procent pacient( s predchoziho
casového bodu spadd do skupiyy s vy$Sim ¢&i nizSim MRN v dalsim ¢asovém bodu. Data ukdzand pro pacienty
lécené dle ALL-IC BFM 2002 v CR.

Zatimco hodnoceni MRN u ALL je soucasti jiz nékolika poslednich protokol(,
hodnoceni MRN u AML neni dosud v sou¢asném AML protokolu ukotveno. U ALL Ize MRN
sledovat geneticky pomoci Ig/TR prestaveb, u AML se musime spolehnout na méreni
pomoci pritokové cytometrie ¢i pomoci pfitomnych fuznich genl na drovni mRNA.
Hodnoceni MRN u AML dle pratokové cytometrie ma byt jiZz soucasti nové
pfipravovaného protokolu. Vysetfeni je limitovano predevsim dvodnim fenotypem blast(
a pokud se jejich fenotyp prekryva s fyziologickymi progenitory ¢i jinymi zdravymi
myeloidnimi burfikami, byva detekce obtiznd. Méreni MRN na urovni mRNA lze pouzit
pouze u pacientl s detekovatelnym fuznim genem, navic tim, Ze v jedné burnce muize byt
variabilni mnozstvi kopii mMRNA, neni toto méfeni presné. Proto se nyni vyviji metody, jak
mé&Fit fuzni geny i na Grovni DNA®L,

| pres rutinni pouzivani MRN u ALL dochazi s rozvojem novych metod k dalSimu
posunu. Zlaty standart hodnoceni MRN dle Ig/TR RQ PCR mUze byt nahrazen hodnocenim
lg/TR pomoci NGS. Tato metoda umozZnuje presnéjsi méreni MRN s mensi tendenci
k fale3né pozitivnim vysledk%263,

Trend k vy$sim MRN v kostni dieni v porovnani s periferni krvi je zndm predevsim

u BCP ALL a dohaduje se, Ze hodnota MRN ve dreni je asi o jeden fad vyssi nez v periferni

krvi?4. Z tohoto dlvodu, je nutné vysetfovat MRN pouze v nenafedéném vzorku kostniho
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aspiratu. Metod k posouzeni kvality aspirdtu kostni dfené je nékolik a vétsSina z nich se
zakldda na posouzeni pfitomnosti prekurzor(l v aspirdtu?>27.6465 Tyto metody lze pouZit u
aspiratu odebranych od zdravych jedincl. Problém nastava u pacienti na |écbé akutni
leukémie ¢i napfriklad s primarnim selhanim kostni diené, kde prekurzory pfirozené chybi
nebo jsou zastoupeny pouze v nizkém poctu. Tyto aspiraty by pak byly povaZované za
nafedéné i pfi kvalitnim odbéru. Nami vytvorena metoda (rukopis v pripravé), zaloZzena
na porovnani aspirdtu s paralelné mérenou periferni krvi, Ize vyuZzit i u pacientl s aplazii
kostni dfené. Mezi nevyhody této metody patfi pfedevsim to, Ze lze pouze uréit nejvétsi
mozZné naredéni, které se mlZe od skutecného lisit. Tato metoda tedy ziejmé znacné
nadhodnocuje mnoZstvi narfedénych aspiratl. Vzhledem ktomu, Ze stratifikace MRN
probiha predevsim na urovni jednotlivych radd, nejvétSim problém cini pouze aspiraty,
kde by pfipadné naredéni o cely fad ovlivnilo hodnotu MRN. Aplikaci Ize tedy pouzit
k vylouceni vyznamného naredéni.

Mezi dalSi aspekty ovliviujici prognézu patfi genetické pozadi dané leukémie. U
déle znamych fuznich gen( ¢i aberaci jiz zname jejich vliv na progndzu, a zatimco nékteré
fuzni geny jako ETV6-RUNX1 jsou asociovany s dobrou progndzou, jiné jako KMT2Ar (i
BCR-ABL1 jsou asociovany shorsi progndzou, coz byva zohlednéno v lééebnych

protokolech. Pomoci novych genetickych metod jako je RNAseq doslo v poslednich letech

&

. Established subtypes Provisional entities . New subtypes ‘ M Unclassified cases
. High hyperdiploid (30%) . BCR-ABL1-like (8%) - DUX4-rearranged (4%) Other (10%)

. ETV6-RUNXT (25%) IAMP21 (0.5%) - ETV6-RUNX1-like (3%)

. MLL-rearranged (7%) . ZNF384-rearranged (1%)

—

[ ‘ TCF3-PBX1 (7%) MEF2D-rearranged (0.5%)

BCR-ABL1 (3%)

Hypodiploid (1%)

Obr. 19 Nové subtypy BCP ALL, Lilliebjérn H 2017
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k objevu dalsich genetickych skupin, které byly oznaovany jako B-other (Obr. 19) 666768 —
DUX4r, ZNF384r, BCR-ABL-like, PAX5-PS8OR ¢i ZEB2. Vzhledem k mensimu zastoupeni
téchto mutaci mezi ALL je obtiznéjsi urcit jejich prognosticky vyznam a vyzkum vyzaduje
mezinarodni spoluprdci. Pokud se nékterd ztéchto skupin ukdze jako vyznamné
prognosticky nepfizniva ¢i naopak pfiznivad je mozné Ze v budoucich protokolech budou i
tyto skupiny zohlednény ve stratifikaci pacientd. U BCR-ABL-like skupiny se navic nabizi
otazka lécebného benefitu tyrozinkindzovych inhibitord®. Uréeni téchto novych subtypa,
stejné jako nové metody hodnoceni MRN, jsou ovsem finanéné ndrocnéjsi vzhledem
k potfebé rozsahlejsich genetickych metod. Proto z(stdva otazkou, jestli zohlednéni
prognostického vyznamu novych aberaci ¢i hodnoceni MRN dle NGS bude mozno uplatnit

v Sirsim méritku nebo zlstane vySetfovano pouze ve vybranych zemich.
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6 Shrnuti

Predlozena prace se zabyva liniovou plasticitou leukemickych bunék, jejich Ié¢bou
a problematikou vzniklou nestalosti imunofenotypu leukemickych bunék. U leukemii
z nejasné linie se nam podafrilo urcit vhodny typ Ié¢ebného protokolu na zakladé znakt
exprimovanych na povrchu leukemickych bunék. Je to dosud nejrozsahlejsi prace
zabyvajici se |éCbou leukémii z nejasné linie u déti. Na zakladé poznatkd ziskanych
retrospektivni studii jsme vytvorili algoritmus k uréeni typu lé¢ebného protokolu u téchto
leukémii. Nami navrhovany algoritmus nyni testujeme v nové prospektivni studii.

Objasnili jsme genetické pozadi leukémii s casnym presmykem do monocytarni
linie. Pomoci RNAseq jsme odhalili vyssi frekvenci tohoto fenoménu mezi pacienty
s PAX5-P80R, ZNF384r a DUX4r leukémiemi. Ztrata B lymfoidnich znakd vede k diskrepanci
méreni MRN mezi pritokovou cytometrii a RQ-PCR. U vétsiny pacientll nastdva podcenéni
MRN v den 33, kdy jiZz nejsou B lymfoidni znaky exprimovany, ale u pacient s PAX5-P80OR
dochazi ke ztraté jiz vden 15. Podhodnoceni MRN muze vést k chybnému zarazeni
pacienta do ramene s nizsim rizikem. Vybrané pacienty s presmykem jsme zméfili pomoci
hmotnostni cytometrie. Pomoci algoritmu tviblindi jsme sestavili pseudo¢asovou osu, na
které lze pozorovat sekvenci jednotlivych imunofenotypovych zmén. Zmény exprese
transkripénich faktor( PAX5 a PU.1 nepredchazi zménam jinych proteinl jako je CD19 a
CD33.

TFi z péti pacientl |écenych pomoci daratumumabu dosahli po 1é¢bé remise, dva
z nich relabovali s odstupem nékolika mésict s CD38 positivnimi blasty. U zbylych dvou
pacientl jsme pozorovali zdanlivou ztratu exprese povrchové CD38 na blastech. U téchto
pacientl jsme prokazali pfitomnost daratumumabu na leukemickych burkach, ktery
blokuje vazebné misto pro fluorescencni protilatku.

| pfes prognostickou relevanci jsme neprokazali Zadnou pfridanou hodnotu MRN

v den 8 v kostni dfeni oproti souc¢asné pouzivanym ¢asovym bodim.
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