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Uvod

Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) je nejcastéjSim malignim onemocnénim détského
véku, roéné v Ceské republice postihne pfiblizné 70 déti. Jejich progndza se b&hem
uplynulych 50 let, kdy se postupné rozvijela diagnostickd a 1écebna strategie ALL u déti,
dramaticky zlepsila — celkové pieziti déti a adolescentli vzrostlo z 0% na pocatku 60. let na
soucasnych témeér 90% [1-12], coz je jeden z nejvétsich Gspéchti mediciny 20. stoleti. Oproti
tomu akutni myeloidni leukémie (AML) s vyjimkou akutni promyelocytarni leukémie [13],
piestoze 1écena odlisné a podstatné agresivnéji, ma stale horSi prognozu, vylécit se dafi asi
50-60% pacientt [14-17].

Na uspésnost 1é¢by détské ALL maji rozhodujici vliv predevsim nésledujici faktory: jednak
velmi intenzivni chemoterapie organizovana do tzv. bloki zahrnujicich kombinace cytostatik
vybrané jako nejvhodnéj$i pomoci velkych mezinarodnich randomizovanych studii v ramci
sjednocenych 1é¢ebnych protokold, jednak kvalitni podpirnd péce, umoznujici nasazeni
vysokodavkovanych cytostatik; a kone¢né také rozdéleni (stratifikace) pacientti do 1é¢ebnych
skupin na zaklad¢ rizika relapsu onemocnéni, pro které je indikovéana riizné intenzivni terapie
[18]. V rizikové stratifikaci se v poslednim desetileti uplatfiuji nejmodernéjsi vysetfovaci
metody, predevs§im molekularni genetika a prutokova cytometrie [19,20].

Pres tyto pokroky ale u ¢asti pacientl i nadale dochazi k relapsu onemocnéni, navic se stale
pohybujeme na hranici unosnosti lééebné zatéze, coz ptinasi riziko toxickych komplikaci a
pozdnich nasledkt 1écby vcetné sekundarnich malignit. Velmi malé procento déti s vysoce
rizikovou leukémii nelze souasnymi postupy vylécit vitbec. Kone¢ny vysledek 1é¢by nezéavisi
pouze na aplikovaném terapeutickém schématu, ale také na biologii leukemického klonu a
jeho farmakodynamickych a farmakogenetickych vlastnostech.

Co nejpresnéjsi rozdéleni pacientli do rizikovych skupin umoziiuyje snizit ddvky chemoterapie
(a tedy omezit jeji toxicitu) u déti s vysokou Sanci na vyléceni (skupina tzv. standardniho
rizika) a naopak pacientim s vysokym rizikem relapsu (skupina tzv. vysokého rizika) podat
co nejintenzivnéj$i chemoterapii, pfipadné indikovat jiné zpisoby lécby - transplantaci
hemopoetickych kmenovych bunék nebo nasazeni novych cilenych 1éCiv [4,21]. Hledani
novych znakl umoZiujicich co nejpiesnéjsi charakterizaci leukemickych bunck pacienta tedy
1 nadale ziistava v celosvétovém meéftitku prioritou pracovnich skupin zabyvajicich se détskou
ALL a lécebné postupy zohlediujici biologii leukemického klonu vedou k dalSimu zlepSovani

progndzy a kvality Zivota pacienti [22].



Predkladana dizertacni préace je pro prehlednost rozd€lena do tii ¢asti. Jejich spoleCnym cilem
je identifikace novych prognostickych znaktl, poznani jejich vzajemnych souvislosti i vztaht
S jiz existujicimi rizikovymi faktory za pouziti vySe zminénych modernich metod, zejména
Vv souvislosti s vyznamnym imunitnim mechanismem - pfestavbami gend pro imunoglobuliny
a receptory T-bun¢k (Ig/TCR) - a na ném zalozeném sledovani tzv. minimalni rezidualni
nemoci (MRN) jako citlivého ukazatele odpovédi na 1écbu a subklinického leukemického
postizeni riznych kompartmentd v organizmu. Prvni ¢ast prace, Minimdalni rezidualni nemoc
V periferni krvi a jeji vliv na prognozu deétské akutni lymfoblastické leukémie, je vénovana
sledovani MRN Vv kostni dfeni a periferni krvi u déti v pribéhu 1écby ALL pomoci
kvantifikace Ig/TCR [23-26] a jejimu prognostickému vyznamu v ¢asnych ¢asovych bodech
(zejména v 15. dni) indukéni 1€cby. Ve druhé casti prace nazvané Akutni hybridni leukémie
V détskem veku se zabyvame vlastnostmi, prognozou a lé€bou vzacné a dosud nedostatecné
poznané akutni hybridni leukémie neboli leukémie s tzv. smiSenym fenotypem (AHL, MPAL)
[27], a to jednak leukémie s vyznamnou koexpresi znakll za normalnich okolnosti pfislusnych
bunkam jiné hematopoetické linie [28-30], jednak leukémie s tzv. pfesmykem do odli$né linie
(,,lineage switch®) béhem ¢asné faze indukéni 1é¢by [31,32], a uvadime doporuceni pro jeji
spravny klinicky management.

Tteti Cast dizertani prace, Transkripcni faktor lkaros (IKZF1) a jeho alterace, popisuje
vzajemny vztah aberaci IKZF1, coz je jeden znovych vyznamnych rizikovych faktori
S potencialem zafazeni do klinické praxe v rimci mezinarodnich 1é¢ebnych protokold [33-35],
na genové urovni, urovni exprese mRNA a proteinové exprese. Ve spolupraci s Détskou
klinikou Univerzitni nemocnice Schleswig-Holstein v Kielu jsme zmapovali souvislost téchto
alteraci s ostatnimi klinicky vyznamnymi faktory véetné MRN a jejich vliv na prognozu déti s
ALL v ramci dvou riznych typt 1é€ebnych protokoli.

Na zaklad¢ naSich vysledki uvadime doporuceni pro optimalizaci postupt pro diagnostiku i

lécbu détské ALL.



. Minimalni rezidualni nemoc v periferni krvi a vliv
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na prognozu détské akutni lymfoblastické leukémie

Znaky urcujici prognézu akutni lymfoblastické leukémie u déti

Klinické prognostické faktory

Prvni stratifikacni kriteria vznikla jiz pfed n¢kolika desetiletimi pfimym odvozenim z klinické
,klasické™ prognostické faktory stale patii v€k a pocet leukocytt pii diagnéze [36,37]. Za
ptiznivy je pokladan vék 1-9 let, a to diky biologickym znakiim leukemickych bunék
zastoupenym v této vékové skupiné (viz nize). Naopak kojenci s ALL maji prognoézu $patnou
— az u 80% z nich jsou piitomny prognosticky nepfiznivé translokace genu MLL [38,39]. |
adolescenti a mladi dosp€li maji horsi preziti, z¢asti rovnéz kvuli asociaci s neptiznivymi
genetickymi znaky, a profituji z intenzivnéjsi 1é€by podle protokold pro 1écbu détské ALL,
nikoli ALL dospélych [40].

Inicidlni leukocytoza odrazi celkovou nadorovou masu spolu s hepatomegalii, splenomegalii a
infiltraci mediastina [41]. Za prognosticky piiznivy se povaZuje podet leukocytii pod 50x10%1.
Oproti tomu prognosticky vyznam poctu trombocytli na konci indukéni 1é€by, odrazejici
rychlost regenerace hematopoezy, byl popsan teprve nedavno [42].

Jiz nékolik desetileti je jednim z nejdtlezitéjsich rizikovych faktorti détské ALL také casna
morfologickd odpovéd na 1€cbu. Pacienti, kteti maji po prvnich 7 dnech podavani prednisonu
a jedné intrathekalni davce metotrexatu v periferni krvi stale vice nez 1000 blast na pl, tvoti
skupinu s mnohocetnou 1€kovou rezistenci, tzv. "prednisone poor responders" (PPR, asi 10%
pacientil). Jejich velmi Spatné pieziti bez udalosti (EFS) bylo ponékud zlepSeno az v 90.
letech diky dalSimu zvySeni intenzity 1écby, eventualné¢ indikovanim k transplantaci
kmenovych bun¢k krvetvorby [4,43].

Dalsi vyznamnou prognostickou informaci pfinasi cytomorfologické hodnoceni kostni dfené
v 15. dni 1écby: preziti bez udélosti spojit¢ klesd s nariistajici dfefiovou infiltraci v tomto
casovém bod¢ (8-let¢ EFS=86% pro M1 dfen, tj. <5% blasti, av§ak pouze 46% pro M3 dfen,
tj. >25% blastil). U ALL z prekurzori B-lymfocytl (viz niZe) dokonce morfologie kostni
diené pievazi prognosticky vliv odpovédi na prednison [44]. Toto kritérium, stejné jako fada
diive prognosticky vyznamnych klinickych a biologickych znakt, vSak postupné ztraci na
dulezitosti diky pokrokim v diagnostice a 1écbé détské ALL: naptiklad nepfiznivy

prognosticky vyznam muzského pohlavi, zptisobeny vysSim vyskytem pozdnich, zejména



testikularnich, relapsit u chlapct 1éCenych méné intenzivné ve skupiné standardniho rizika
(SRG), byl v protokolu ALL-BFM 95 eliminovan diky prodlouzeni udrzovaci terapie [4].

Stejné tak vliv rasové piisluSnosti na prognézu jiz neni v nejmodernéjSich lécebnych
protokolech signifikantni [8,45] — dfive publikované horsi vysledky 1éCby déti zejména
Cerno$ského a hispanského etnika [46-49]  byly vyrovnany pfizpusobenim terapie
asociovanym prognosticky nepfiznivym znakiim. Rovnéz rozsahlé ¢inska studie popsala vyssi
vyskyt nepfiznivych rizikovych faktort u ALL déti i dospélych [50]. V tomto sméru stale
existuje prostor pro objevovani dalSich rizikovych faktort a zlepSovani 1écebné strategie, o
C¢emz sv&déi nedavné klicové prace popisujici nové prognosticky nepiiznivé znaky, tj.
zvySenou expresi genu CRLF2 spojenou s mutacemi gent pro transkripéni faktor Ikaros
(IKZF1) a kinazy JAK, a jejich asociaci s hispanskym etnikem [51,52]. Ur¢itou roli by mohly

hrat i interracialni rozdily v compliance pii 1é¢bé [53].

Imunofenotyp

Rovnéz asi 15% détskych ALL klasifikovanych podle imunofenotypu jako leukémie z T
bunék (T-ALL), historicky s vyrazné horsi prognézou nez ALL z prekurzorti B-fady (BCP-
ALL), nyni dosahuje pfeziti 75-80%, 1 kdyZ vétSinou za cenu zafazeni téchto pacientii do
skupin vyssiho rizika [4,22]. Zvlastni podskupinou je T-ALL z velmi ¢asnych prekurzort
se Spatnou prognozou, ktera bude podrobné€ji zminéna ve 2. ¢asti dizertacni prace.

BCP-ALL d¢lime podle zralosti na nasledujici imunofenotypicky definovana stadia: tzv.
proB-ALL (5% vSech BCP-ALL, antigen CD10 negativni), cALL ("common ALL", 75%
BCP-ALL, CDI10 pozitivni) a preB-ALL (20% BCP-ALL, cytoplazmaticky IgM pozitivni).
Nejcastéjsi cALL je asociovana s vékem 2-6 let a hyperdiploidii (viz nize), a tedy s pfiznivou

progndzou. Zcela opacna je situace u proB-ALL.

Genetické znaky leukemickych bunék

Détské ALL tvofi heterogenni skupinu zahrnujici Siroké spektrum  subtypll
charakterizovanych odliSnymi  chromozomalnimi i submikroskopickymi genetickymi
alteracemi. Vyznam genotypu ALL pro jeji prognozu je znam od 90. let 20. stoleti. Ziskané
genetické abnormality leukemickych bunék se spolu s Casnou odpovédi na Iécbu staly
V poslednich péti letech se do popiedi dostavaji nové metody schopné detekovat i

submikroskopické léze minimalniho rozsahu zalozené na profilovani pomoci microarray:
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komparativni genomova hybridizace a analyza jednonukleotidovych polymorfismi (SNP
microarray), sekvenovani kandidatnich genli a nejnovéji sekvenovani nové generace
(sekvenovani exomu, transkriptomu nebo celogenomové sekvenovani). Diky klesajici
finan¢ni naro¢nosti se tyto metody velmi pravdépodobné budou stale vice prosazovat nejen
pii komplexnim vySetfeni genomu, ale maji potenciadl podstatné¢ zménit tvai diagnostiky
(nejen) détské ALL nahrazenim nékterych, ¢i dokonce vétSiny, doposud pouzivanych
diagnostickych metod, jako je cytogenetika, identifikace faznich gend a dalSich

charakteristickych aberaci a s drobnymi vyhradami i kvantifikace MRN.

Zmény pocétu chromozémi

Asi u tii ctvrtin déti s ALL jsou pfitomny zmény poctu chromozému (aneuploidie).
Prognosticky vyznamné aneuploidie zahrnuji jednak zmnoZeni chromozému v leukemické
butice na 51 a vice - tzv. vysokou hyperdiploidii, spojenou s dobrou citlivosti k chemoterapii a
vybornymi 1é¢ebnymi vysledky [54,55]. Ptiznivy prognosticky vliv byl vSak potvrzen pouze u
hyperdiploidni ALL se soucasnou trizomii chromozémua 4, 10 a 17 - tzv. "triple trisomy"
[56,57]. Naopak mén¢ Casté nizce hypodiploidni (s poctem chromozému 32 - 39) a zejména
témé&f haploidni (24 - 31 chromozémi) ALL maji prognézu neptiznivou [55,58,59] a jsou
Casto asociovany s mutacemi aktivujicimi signalni drdhu Ras a s alteracemi ¢lenli rodiny

transkrip¢nich faktori Ikaros (Holmfeldt et al., ASH Annual Meeting 2010).

Translokace chromozomii a flizni geny
Dalsi vyznamnou skupinou genetickych aberaci jsou chromozomalni translokace, pfitomné
témét u tretiny ALL pfi absenci zmén v po¢tu chromozémi. Pro ucely této prace budou

vvvvvv

podskupiny pacientl (v potadi podle frekvence vyskytu).

I. ETV6/RUNX1 (TEL/AML1)

Fuzni transkript vznikly translokaci t(12;21)(p13;q22) koduje transkripéni faktor, ktery ptisobi
jako korepresor gent ovliviiovanych RUNXI1 (AMLI1)[60]. ETV6/RUNX1-pozitivni
leukémie je nejcastéjSim subtypem BCP-ALL a tvofi az 25% ALL u déti. Je spojena s velmi
dobrou prognézou [61,62] mj. diky zvySené citlivosti k asparaginaze [63] a dobrym
vysledkim 1éEby relapsi, které se vétSinou vyskytuji pozdéji nez u ostatnich ALL [64].
Analyzy Guthrieho karti¢ek a studie monozygotnich dvojcat s ALL ukazuji, ze flze

ETV6/RUNXL mize vzniknout uz prenatalné a dat vznik tzv. preleukemickému klonu [65],
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pro jehoz maligni transformaci jsou vSak nutné dalSi zasahy, nejcastéji delece nepostizené
alely genu ETV6. Pozdni relapsy ETV6/RUNX1-pozitivni ALL by tedy mohly ptfedstavovat
leukémie vzniklé de novo z ptvodniho premaligniho ETV6/RUNX1-pozitivniho Klonu [66],
coz by mohlo vysvétlovat jejich dobré 1éCebné vysledky. Komplexnéjsi analyza zmény poctu
kopii (copy number alterations, CNA) ale nepotvrdila pozdéj$i nastup relapst
s charakteristikou odpovidajici popsané situaci (tj. s kompletné odliSnym spektrem CNA
oproti diagnoze) [67].

Blasty ETV6/RUNX1-pozitivni ALL ¢asto nesou na svém povrchu myeloidni znaky a jsou

rovnéz charakteristické vy$$im poctem piestaveb gent pro Ig/TCR [68].

Il. BCR/ABL

Translokace t(9;22)(q34;q11) dava vznik faznimu transkriptu BCR/ABL, ktery je zodpovédny
za konstitutivni aktivaci tyrozinkindzy a naslednou maligni transformaci bunék. Tato fize je
typicka pro chronickou myeloidni leukémii (CML); u détskych ALL je vzacna (vyskyt ve 3-
5%), ale vede k velmi agresivnimu onemocnéni se $patnou odpovédi na ,klasickou® 1é¢bu
[69]. Pfiznivy zvrat v 16€bé BCR/ABL-pozitivni ALL pfinesl objev specifického inhibitoru
tyrozinkinazy BCR/ABL imatinib mesylatu (STI 571, Gleevec, Glivec), jehoz ptidani
ke konven¢ni chemoterapii zlepSilo EFS pacientti ze 35% na 80% [70]. V soucasné dob¢ se
testuji tyrozinkindzové inhibitory 2. generace (dasatinib).

Analogicky CML v progresi nebo lymfoidni blastické krizi se u vétSiny BCR/ABL-pozitivni
ALL vyskytuji alterace (pfevazné delece) genu IKZF1 klicového pro lymfoidni diferenciaci,
jejichz dusledkem je ztrata funkce IKZF1 nebo dominantné-negativni efekt [71]. Tento jev je
velmi vyznamny pro progndézu ALL a potencidlni vyvoj cilené 1écby.

Nedavné studie pomoci expresniho profilovani identifikovaly podskupinu ALL podobnou
BCR/ABL-pozitivni ALL (tzv. BCR/ABL-like ALL) bez pfitomnosti typické translokace,
avSak s velmi podobnymi charakteristikami ve smyslu aktivace tyrozinkindz, Casté alterace
IKZF1 a zvysené exprese receptoru CRLF2. Dilezité je, Ze BCR/ABL-like ALL ma obdobné&
Spatnou prognozu jako BCR/ABL-pozitivni ALL, ale je vice nez 3x cast&jsi [33,51,72].
Sekvenovanim transkriptomu byly u vSech vysetfenych ptipadi BCR/ABL-like ALL
identifikovany aberace v genech pro cytokinové receptory a regulatory kinazové signalizace

[73]. Problematika IKZF1 bude podrobné popsana ve 3. ¢asti dizerta¢ni prace.
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[11. E2A/PBX (TCF3/PBX1)
Translokace t(1;19)(q23;q13) charakterizovand preB imunofenotypem, se vyskytuje asi u 5-

vvvvvv

v

naopak zvysené riziko izolovaného CNS relapsu [45,74].

1V. Prestavby genu MLL

Gen MLL (mixed lineage leukemia) na dlouhém raménku 11. chromozému (11923) koéduje
DNA-vazebny protein vyznamny pro metylaci histoni. Dosud bylo identifikovéano jiz vice
nez 60 transloka¢nich partneri genu MLL [75], nejéastéj$imi fiznimi partnery jsou geny
AF4, AF9 a ENL. Tyto translokace se vyskytuji pouze asi u 6% détskych ALL, avSak jsou
velmi Casté u kojeneckych ALL (60-80%), zejména do 6 mésicti v€ku [76]. Jsou asociovany
s nezralym proB fenotypem, vysokou leukocytdézou pii diagnéze, hepatosplenomegalii a
infiltraci centralniho nervového systému [77]. Leukemické bunky s piestavbou MLL/AF4
¢asto nesou na svém povrchu i v cytoplazmé znaky typické pro myeloidni krevni fadu a jsou
in vitro citlivé na cytosin arabinosid pouzivany k 1é¢bé AML [78], proto soucasna 1écba
kojenecké ALL pouZiva chemoterapeutika cilend na lymfoidni 1 myeloidni fadu sou€asné
[38]. Progndza déti ale zistava i na téchto protokolech Spatna. Vysoce rizikové piipady jsou
indikovany k transplantaci kostni dfené, dalsi nadéji by mohl piinést inhibitor tyrozinkinazy
FLT3 lestaurtinib [79].

ALL s prestavbou genu MLL maji specificky expresni profil jasn¢ odlisny od ostatnich typt
leukémie [80], ktery je pravdépodobné zpisoben hypermetylaci genovych promotortu [81,82].
Stupenn metylace koreluje s progndzou pacientd, coz poukazuje na terapeuticky potencial
cilené epigenetické 1écby (napf. inhibitori DNA metyltransferdzy a inhibitord deacetylaz
histontl). Nejnovéjsi studie poukdzala na prognosticky vyznam exprese geni FLT3, IRX2 a

TACC2 [83].

IV. Intrachromozomalni amplifikace chromozomu 21 (iAMP21)

Tato aberace je spojena s mnohocetnou amplifikaci genu RUNX1 a vyskytuje asi u 2%
(vétSinou starSich) déti s BCP-ALL [84,85]. Je spojena s vysokym rizikem relapsu a Spatnou
progndzou [86,87], proto jsou v nékterych 1é¢ebnych protokolech pacienti s iIAMP21 fazeni
do skupiny vysokého rizika.
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Genetické alterace identifikované novymi celogenomovymi metodami

Genomy ALL maji typicky méné rozsdhlych strukturnich aberaci nez solidni tumory, ale
existuje vice nez 50 rekurentnich 1ézi (nejcastéji fokdlnich deleci) zasahujicich pouze maly
pocet genil Casto vyznamnych pro lymfoidni vyvoj, diferenciaci (napi. PAXS, IKZF1, EBFI,
LEF1, VPREB) a signalizaci (BTLA, CD200, TOX), regulaci apoptozy (BTG1) a bunééného
cyklu a tumor supresorové geny (CDKN2A (p16), CDKN2B (INK4/ARF), TP53, PTEN,
RB1), geny pro transkripéni faktory a regulatory (ERG, TBL1XR1, CREBBP) a receptory pro
1é¢iva (NR3C1) [88-90]. Mezi nejcastéjsi a nejvyznamnéjsi patii alterace genu IKZF1, které
se u BCR/ABL-negativni ALL vyskytuji asi v 15% pfipadd a jsou asociovany se zvySenou
expresi receptoru CRLF2 (zptsobenou translokaci IGH@-CRLF2 nebo P2RY8-CRLF2),
s aktiva¢nimi mutacemi Janus kinaz (JAK 1, 2, 3) a vyznamné horsi prognozou [51]. Piestoze
vySetfovani alteraci IKZF1 by podle dostupnych publikaci bylo pfinosné [33-35], do klinické

praxe zatim nebylo zavedeno.

Genetické znaky leukémii z T-Fady

T-ALL se vyskytuje pfevazné u starSich déti a adolescentll. Spektrum genetickych aberaci je
zde odliSné nez u BCP-ALL a jejich dopady na prognozu a terapeutické implikace nejsou
zcela jednoznacné. AZ expresnim profilovanim byly identifikovany nasledujici onkogeny
aktivujici alterace typické pro T-ALL, odpovidajici jednotlivym vyvojovym stadiim T
lymfocytd: HOX11L2, LYL1 plus LMO2, TALL plus LMO1/LMO2, TLX1 (HOX11) a
MLL-ENL. Dobrou prognézu maji pacienti se zvySenou expresi genu TLX1 nebo
s translokaci MLL/ENL, naopak zvySena exprese HOX11L2 a aktivace LYL1 a TALI jsou
spise prognosticky nepiiznivé [91,92]. Casté a potencialné klinicky vyznamné jsou aktiva¢ni
mutace genu NOTCH-1 (regulatora normalniho vyvoje T lymfocyti) [93] a FBXW?7
S pfiznivou prognoézou a vyskytem u vice nez 50% détskych T-ALL napfi¢ uvedenymi
genetickymi podskupinami. Mezi dalsi alterace identifikované celogenomovymi ptistupy patii
delece a mutace genu PTEN, delece RB1, duplikace MYB a faze SET nebo ABL1 s NUP214
[88]. Translokace SIL/TALI, typicka pro T-ALL, bude zminéna nize.

Komplexni karyotyp
je definovan jako pfitomnost tii nebo vice chromozomalnich aberaci v genomu leukemickych
bunék pacienta. Vyskytuje se asi u ¢tvrtiny pacientii a jeho dopad na prognozu je negativni

[94].
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Vrozena vnimavost k onemocnéni ALL

Celogenomovy pristup dokonce dokazal identifikovat i znaky spojené s vrozenou predispozici
k ALL, napf. polymorfismus genu IKZF1 a zejména polymorfismy ARID5B, genu dilezitého
pro embryonalni vyvoj, bunéénou diferenciaci a regulaci bunééné exprese, které jsou spojeny

se zvySenym rizikem hyperdiploidni ALL [95-97].

Farmakodynamika a farmakogenetika

vvvvvv

jeji intenzity. Dosud je zalozena pfedevSim na stanoveni vlastnosti a agresivity leukemickych
bun¢k, pro vysledek 1é¢by jsou vSak vyznamné i charakteristiky samotného organismu
pacienta, zejména v€k (viz vySe) a genetické polymorfismy ovliviiujici funkci enzymut
metabolizujicich chemoterapeutika, transportéri a receptorti. Znalosti o téchto
polymorfismech a jejich dopadu na vysledek 1€¢by se postupné promitaji do klinické praxe.
Klinicky vyznamné jsou zejména nasledujici polymorfismy:

1) inaktivaéni polymorfismy thiopurin metyltransferdzy (TPMT), ktery katalyzuje m;.
inaktivaci 6-merkaptopurinu, jsou spojeny s vy$s§im rizikem toxickych G¢inkl (mirna toxicita
u heterozygotli, zavaznd myelosuprese u TPMT-deficientnich homozygotll) 1 sekundarnich
malignit. Jejich detekce je zalozena na analyze jednonukleotidovych polymorfismi (SNP)
[98]. V ramci protokolu ATEOP-BFM ALL 2009, jehoz je Ceska republika ¢lenem, se provadi
vySetieni centralné v Kielu a existuji mezinarodné platné pokyny pro modifikaci 1écby u
rizikovych pacientt.

2) deficit glutathion S-transferazy (GSTM1), dilezitého enzymu eliminujiciho fadu cytostatik
pouzivanych v 1écbé ALL (napt. alkylaéni latky), také vede k vyssi toxicité, ale paradoxné i
k lepsim 1é¢ebnym vysledktim, pravdépodobné diky zvySeni hladiny chemoterapeutik [99].

3) tymidylat syntdza (TS) hraje roli v syntéze a reparaci DNA a je inhibovéna nékterymi
cytostatiky, zejména metotrexatem a fluorouracilem. Polymorfismy zpusobujici jeji zvySenou
expresi jsou asociovany s vyssim rizikem relapsu, které by se pravdépodobné dalo eliminovat
podanim vyssich davek metotrexatu [100].

4) polymorfismy v promotoru dihydrofoldt reduktazy (DHFR), jejimZ je metotrexat
kompetitivnim inhibitorem, vedou k horSi progndéze ALL pravdépodobné prostfednictvim

zvyseni exprese DHFR a nasledné syntézy tetrahydrofolatu [101].
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5) metylentetrahydrofolat reduktdza (MTHFR) je dalsi kliCovy enzym v metabolismu folatt a
umoznuje remetylaci homocysteinu na methionin. Pacienti se snizenou aktivitou MTHFR jsou
nachylnéjsi k toxicité metotrexatu.

Mnohé z uvedenych polymorfismti ovliviiuji nejen samotnou odpovéd’ na 1écbu ALL, ale i

nachylnost ke vzniku tohoto onemocnéni [102,103].

Minimalni rezidudlni nemoc — definice, zpiuisoby vySetieni a klinicky vyznam

Minimalni rezidudlni nemoc (MRN) se béhem uplynulého desetileti stala jednim
z rozhodujicich stratifikacnich kritérii v 1é€ebnych protokolech nejen pro détskou ALL, ale i
celou fadu dalSich, nejen hematologickych, malignit déti 1 dospélych. Jedna se o tzv.
subklinickou uroveil leukémie, kdy se v prub&hu terapie pacient nachdzi v kompletni
hematologické remisi, zastoupeni malignich bun¢k v kostni dieni je nizsi nez 5% a nelze je jiz
detekovat béznymi cytologickymi metodami. VySetfenim MRN je tedy mozné mnohem
ptesnéji urcit infiltraci jednotlivych kompartmentii v organismu - nejcastéji kostni diené, ale i
periferni krve, mozkomisniho moku nebo tkani (napt. varlat) - leukemickymi blasty.
Vysetiovani MRN se zacalo prosazovat do klinické praxe od 90. let 20. stoleti, zejména diky
rozvoji novych diagnostickych metod v oblasti molekularni genetiky a pratokové cytometrie
[19,20], které dosahuji citlivosti az 10, tj. umoziiuji detekci 1 maligni buiiky mezi 10*
normalnich bunék. Zminime tfi zékladni zptisoby detekce MRN pouzivané u détské ALL.
Nejlépe standardizovanou technikou pro sledovani MRN je detekce a kvantifikace klonalné-
specifickych piestaveb gent pro imunoglobuliny a receptory T-bun¢k (Ig/TCR) pomoci
kvantitativni PCR v realném ¢ase (RQ-PCR) [23-25], ktera je jako v soucasnosti jako jedina
mezinarodné standardizovand metoda univerzalné pouzitelna pro véEtSinu pacientt
S malignitami z lymfoidni fady. Je v§ak narocna metodicky, ¢asové€ 1 finan¢né€ a i pfi dodrzeni
vSech pravidel pro interpretaci vysledkli pfinaSi nebezpe¢i falesné pozitivity u vzorki
s regeneraci kostni dien¢ [104].

Druhou mezinarodné rozSifenou metodou je pratokovd cytometrie, metoda zaloZzena na
prichodu bunék laserovym paprskem a excitaci fluorescenéné znaenych monoklonalnich
protilatek proti povrchovym nebo cytoplazmatickym antigenim buiky. Detekujeme tzv.
imunofenotyp asociovany s leukémii (LAIP) na zaklad¢ znakd, které jsou exprimovany
odchyln¢ od o¢ekavané vyvojové linie nebo vyvojového stadia bunék [105,106]. Pro klinické
rozhodovani je velkou prednosti priitokové cytometrie jeji rychlost a nizsi cena, nevyhodami

naopak moznost ztraty ¢i zmeny exprese sledovanych znak béhem vyvoje leukemického
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klonu aobtizné odliSeni nékterych typt blasti od fyziologickych prekurzord B fady.
Technické pokroky v metodice (zejména umoznéni detekce osmi i vice fluorochromi
soucasné) a identifikace novych markert [107] pomahaji tyto problémy pickonat a pokracuje
rovnéz standardizace metodiKy v ramci mezinarodni skupiny EuroFlow [108].

Dalsi moznost pro monitorovani MRN poskytuji fuzni geny (viz vyse), které je mozné
detekovat piimo na trovni DNA (translokace SIL/TALI u T-ALL) nebo castéji na Grovni
genové exprese kvantifikaci RNA transkriptu pomoci reverzné-transkriptazové RQ-PCR (RQ-
RT-PCR) a normalizaci vysledku k expresi kontrolniho genu [109,110]. Zatimco pratokova
cytometrie 1 detekce prestaveb genli pro Ig/TCR jsou pii detekci MRN uspésné az v 95%
pripadd, chromozomalni translokace vhodné jako cil pro sledovani MRN se vyskytuji u méné
nez 50% déti s ALL [111]; s objevovanim novych faznich genti vSak bude tento podil i nadale
stoupat.

Dilezitou otdzkou je korelace vysledki MRN ziskanych odliSnymi metodami: fuzni gen
TEL/AMLI je vedle piestaveb Ig/TCR dobrym alternativnim cilem pro sledovani MRN
[112], u pacientd s translokacemi BCR/ABL [113] a genu MLL je kvantifikace exprese
fazniho genu metodou prvni volby pro stanoveni MRN.

Kvantifikace pfestaveb gent pro Ig/TCR a pritokova cytometrie nejsou pro Ucely meéteni
MRN vV jednotlivych ¢asovych bodech zaménitelné, v dosud nejvetsi provedené studii byla
korelace vysledk téchto metod slaba zejména ve 33. dni 1é¢by (tj. v jednom z ¢asovych bodu
klicovych pro rizikovou stratifikaci) a u vzorkd s niz§i MRN [114]. Velmi vyhodné pro fizeni
terapie pacientll v souCasnych 1 budoucich léCebnych protokolech by mélo byt
komplementarni zapojeni obou metod.

Zasadni studie provedend v roce 1998 metodou kvantifikace prestaveb Ig/TCR zjistila velmi
silny prognosticky vyznam MRN zejména na konci indukéni 1é€by (33. den 1écebného
protokolu) a pted zacatkem konsolidacni 1é¢by (12. tyden protokolu): pacienti s negativni
MRN v téchto ¢asovych bodech méli velmi nizké riziko relapsu [20]. Podobné vysledky
piinesla i prutokova cytometrie [19]. Od té doby byl dilezity prognosticky vliv MRN shodné
potvrzovan mnoha studiemi v ramci riznych typt 1é¢ebnych protokolt po celém svéte [9,115-
120] a dokonce prevazil vyznam celé fady dalSich znakl dfive pouzivanych pro rizikovou
stratifikaci, napt. véku, poctu leukocytt pii diagnéze, odpovédi na prednison a genotypu [5].
Nékteré prace se zaméfily 1 na hodnoceni vlivu MRN v ¢asnégjsi fazi indukéni terapie, tj. v 15.
dni 1é¢by, pomoci RQ-PCR [121,122] nebo prutokové cytometrie [123-125]. VySetieni MRN
hraje dilezitou roli také v 1écbé deéti s relapsem ALL, pfi indikaci transplantace

hematopoetickych kmenovych buné¢k a v pied- a potransplantacni péci [126,127].
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Moderni diagnostika a 1é¢ba ALL u déti v Ceské republice

Nase pracovi§té provadi centralni vySetfeni vzorkt viech déti 1é¢enych pro ALL v Ceské
republice vcetné morfologie, imunofenotypu, fuznich genti a sledovani MRN vSemi
zminénymi metodami.

V letech 2002-2007 byly déti s ALL v CR lé¢eny podle protokolu ALL IC-BFM 2002,
pouzivaného celkem 14 zemémi svéta, jehoz rizikova stratifikace nebyla zalozena na
kvantifikaci MRN kvuli technické a finan¢ni naro¢nosti metody, pokusila se vSak o co
nejpiesnéjsi zarazeni pacientd pomoci ,klasickych® rizikovych faktort (vék, leukocytoza pii
diagnoze, ptitomnost translokaci BCR/ABL a MLL/AF4) i zohlednéni casné 1écebné
odpovédi ve formé morfologie kostni diené, odpovedi na prednison a dosazeni hematologické
remise na konci induk¢ni terapie. Lé¢ebné schéma protokolu ALL IC-BFM 2002 bylo velmi
podobné protokolu AIEOP LLA-2000/ALL-BFM 2000 pouzivaného paralelné
V nejvyspélejsich zemich (viz obr. 1). Studie provedena nasi skupinou prokazala, ze zafazeni
pacientii do rizikovych skupin v ramci téchto dvou analogickych protokold typu BFM
(zkratka podle center stojicich u zrodu 1é¢by détské ALL — Berlin, Frankfurt, Miinster) se
prekryva pouze Castecné [26] a ze méfeni MRN je nepostradatelné pro identifikaci pacientl

S velmi nizkym rizikem relapsu.
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ALL IC-BFM 2002 : TREATMENT

Version approved in Hannover on 23.02.2002
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Obrazek 1: Lécebné schéma protokolt ALL IC-BFM 2002 a AIEOP LLA-2000/ALL-BFM
2000. MRD — minimalni rezidualni nemoc; timepoints — ¢asové body; R — randomizace; SR,
MR, HR — nizké, stfedni a vysoké riziko; BM sampling — odbér kostni dien¢; SCT, BMT —
transplantace kmenovych bunék krvetvorby; I, M, II, III, HR1", 2", 3" — bloky chemoterapie
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Diky preciznimu zavedeni kvantifikace MRN piistoupila Ceska republika jako jedina ze zemi
byvalého vychodniho bloku od roku 2010 k nejmodernéjSimu protokolu AIEOP-BFM ALL
2009, jehoz rizikova stratifikace je zalozena mj. na kombinaci hodnot MRN vV kostni dieni
méfenych v 15. dni 1é¢by pomoci prutokové cytometrie a ve 33. dni a 12. tydnu 1é¢by pomoci
RQ-PCR.

MRN se u détské ALL standardné méfi v kostni dfeni a nikoli v periferni krvi, a to zejména
na zaklad¢ vysledka predchozich praci, které zjistily dobrou korelaci hladin MRN v kostni
dfeni a krvi u T-ALL, ale pouze slabou korelaci u BCP-ALL s vyznamné niz§i MRN
v periferni krvi [128,129]. Tyto studie vSak obsahovaly pouze maly pocet vzorki
Z rozhodujici Casné (indukéni) faze 1écby spozitivni MRN v obou uvedenych
kompartmentech. O prognostickém vlivu MRN v periferni krvi bylo publikovano piekvapive
malo, pfestoze nahrazeni odbérti kostni diené pouhym vySetfenim periferni krve by bylo
mnohem ménég zatézujici pro détské pacienty a snazsi pro oSetfujici personal. Pouze Brisco et
al. detekovali métitelnou MRN v periferni krvi s pomémné velkym ¢asovym odstupem pied
drenovymi relapsy ALL [130] a Coustan-Smith et al. zjistili, ze pozitivita MRN v krvi i kostni
dfeni na konci indukéni 1écby znamena vyrazné horsi prognoézu nez pititomnost MRN pouze
Vv kostni dfeni [128]; pocet pacientt vySetienych v téchto studiich byl ale opét velmi nizky.

V nasi praci jsme se tedy zaméfili na sledovani hladin MRN v periferni krvi u déti s BCP-
ALL i T-ALL a jejich porovnani s MRN Vv kostni dfeni v klicovych ¢asovych bodech
Vv pribéhu celé 1écby, avSak zejména se zietelem na velmi Casnou fazi 1écby s MRN pozitivni
v obou kompartmentech. Pokusili jsme se zjistit, zda a ve kterych ¢asovych bodech by bylo
mozné nahradit pro ucely vysetfeni MRN kostni dfenl periferni krvi a zda ma hladina MRN
v periferni krvi prognosticky vyznam, tak, aby ziskané poznatky mohly byt v idedlnim
piipad€ vyuZity v mezinarodnim meéfitku v klinické praxi ke zptesnéni stavajici diagnostiky a

rizikové stratifikace.
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Cile 1.

1. vySetrit klonalni prestavby genii pro Ig/TCR v kostni dfeni a periferni krvi pacientu

s ALL lé¢enych v Ceské republice podle protokolu ALL-IC BFM 2002

2. navrhnout specifické primery na zakladé piechodovych V-(D)-J oblasti
imunoreceptorovych genii a optimalizovat alespoii jeden klonalné-specificky RQ-

PCR systém s minimalni citlivosti 10" pro kazdého pacienta

3. stanovit MRN v Kostni dfeni a v periferni krvi pomoci téchto RQ-PCR systémi
v nasledujicich ¢asovych bodech 1écby: diagnéza, 8., 15. a 33. den 1é¢by, 12. tyden

1é¢by, pred zahajenim udrZovaci terapie a po ukonceni 1é¢by

4. porovnat zjisténé hladiny MRN v Kkostni dieni a v periferni krvi u BCP-ALL i T-
ALL

5. vyhodnotit vztah MRN v periferni krvi k ostatnim klinicky vyznamnym znakim a
stratifika¢nim Kritériim protokoli ALL-1C BFM 2002 a ALL-BFM 2000

6. stanovit vliv MRN v periferni krvi na prognozu déti s ALL a formulovat doporudeni

pro klinickou praxi
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Metodika I.

Stanoveni MRN pomoci kvantifikace klondlné-specifickych piestaveb genii pro 1g/TCR

Metodika vyuziva unikdtniho mechanismu pieskupovani genovych segmenti V
("variabilita™), D (“diverzita") a J ("joining") kodujicich variabilni ¢asti fetézcl antigenné-
specifickych receptorti - t€zkych i lehkych fetézcti imunoglobulinti (IgH, IgL) u B lymfocyti
a T-bunécnych receptortit (TCR) u T lymfocyti. Tento proces, ktery dava vznik jedinecné
sekvenci DNA charakteristické pro kazdy lymfocyt, a tedy i cely lymfocytarni klon, hraje
klicovou roli ve fungovani imunitniho systému a zajistuje jeho schopnost reagovat na co
vzniklé maligni transformaci jednoho lymfocytarniho prekurzoru identické sekvence
preskupenych gent pro Ig/TCR charakteristické a vysoce specifické pro dany leukemicky
klon, ¢ehoz lze vyuzit k jeho sledovani [131]. Samotny proces V-(D)-J rekombinace je
podrobné popsan v mnoha publikacich [132,133] a ucebnicich imunologie. Je zalozen na
nahodném vystépovani uréitého poétu genovych segmenttt z DNA sekvence koordinovanou
aktivitou fady enzyml, zejména tzv. rekombindz (recombination activating genes, RAG 1,
RAG 2) a nasledném spojovani zbylych usekit DNA terminalni deoxynukleotidyl transferazou
(TdT), ktera mezi Gseky nahodné vklada kratké sekvence, tzv. N-nukleotidy. U IgH V-D-J
rekombinace za¢ina preskupenim segmentu D k J a je nasledovana ptipojenim V k D-J. Tento
proces muze probihat i opakované.
Sledovani MRN pomoci detekce prestaveb genti pro Ig/TCR zahrnuje nasledujici kroky:

1. Izolaci mononuklearnich bunék

Izolaci DNA
Screening a stanoveni klonality pfestaveb Ig/TCR
Navrzeni specifickych primert na zaklad¢ prechodové sekvence

Optimalizaci pacient-specifické RQ-PCR

S e

Stanoveni MRN a interpretaci vysledki

Ad 1) Mononuklearni bunky (lymfocyty a monocyty) jsou separovany centrifugaci ze vzorku
kostni dfené a periferni krve pomoci hustotniho gradientu (Ficoll-Paque Research Grade,
PharmaTech) podle navodu vyrobce. Pelety o 10 milionech bunék zamrazujeme
v -80°C.

Ad 2) lIzolaci DNA provadime pomoci QIAampDNA Mini Kitu (QIAGEN GmbH, Hilden,
SRN) podle navodu vyrobce a DNA skladujeme pii -20°C.
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Ad 3) Pro vyhledavani ptestaveb Ig/TCR genu v diagnostickych vzorcich pacientti s ALL
provadime fadu PCR reakci s nasledujicimi kombinacemi primera [23]:

U BCP-ALL:

Kompletni IgH: VH1/7-JHcons; VH2-JHcons; VH3-JHcons; VH4/6-JHcons; VH5-JHcons
Nekompletni IgH: DH1-6-JHcons; DH7-JHcons

lgk: VKI-KDE; VKII-KDE; VkIII-KDE; VKkIV-KDE; Intron-KDE

TCR&: Dd2-Dd3; Vd2-Dd3; Vd2-Ja29

TCRy: Vgl-Jg1.1/2.1; Vgl-Jg1.3/2.3; Vgll-Jgl1.1/2.1; Vgll-Jg1.3/2.3; VgIV-Jgl1.1/2.1; VgIV-
Jg1.3/2.3

U T-ALL:

Nekompletni IgH: DH1-6-JHcons; DH7-JHcons

TCRé: Dd2-Dd3; Dd2-Jd1; Vd2-Dd3; Vd1-Jd1; Vd2-Jd1; Vd3-Jd1

TCRy: Vgl-Jg1.1/2.1; Vgl-Jg1.3/2.3; VVgll-Jg1.3/2.3; Vglll-Jg1.3/2.3; VgIV-Jgl1.3/2.3

TCRB: 3x multiplexni smés primerti podle BIOMED II [24]

SIL/TALZ: Sildb-5"-Talldb1-3"; Sildb-5"-Talldb2-3"

Analyza klonality umoziuje odlisit monoklonalni produkty PCR typické pro leukemické
burniky od bi- a oligoklonalnich a od polyklonalniho pozadi nemalignich lymfocyti [134].
Pivodné jsme pouzivali metodu analyzy heteroduplexii na polyakrylamidovém gelu, ktera je
zaloZzena na denaturaci a rychlé renaturaci produkti PCR a néasledné detekci tzv.
homoduplext (v pfipadé monoklonality) nebo heteroduplexti. V sou€asnosti ziskané produkty
PCR analyzujeme pomoci pfistroje 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) s pouzitim kitu DNA Series Il Kit (DNA 1000 Assay) a Agilent 2100 Expert
Software [135,136]. Produkty s prokazanou monoklonalitou (jednoduchy signal - ,peak® -
ve spravné velikosti, obr. 2) pfeneseme do mistnosti pro praci s produkty PCR a nasledné

precistime pomoci kitu MiniElute PCR Purification Kit (QIAGEN) podle navodu vyrobce.
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(bp] (bip]
Ladder WkI  WKII WKL WKV inbr WHL  WHZ  WH3  YH¢  WHS  wD2  Ja29

1500 — — 1500
1000 — =—= — 1000
700 — — — 700
S00 — — — 500
400 — ——— — 400
200 - —— — 3200
200 — ——— — 200
150 — ——— — 150
100 — — 100
S0 — — 50

Obrazek 2: Vysledek analyzy PCR produkti z diagnostického vzorku pacientky s ALL na

ptistroji Agilent 2100 Bioanalyzer. K sekvenaci byly vybrany monoklonalni piestavby VkIII-
KDE, VH3-JHcons a Vd2-Dd3.

Ad 4) Piecisténé produkty sekvenujeme na pfistroji ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer
(APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA). Vyhodnocovani sekvenci Ig/TCR
provadime pomoci programu VECTOR NTI 8 Suite Software (INFORMAX, Bethesda, MD,
USA). Sekvence porovnavame s databazemi volné pfistupnymi na internetu: IMGT
(http://imgt.cines.fr/textes/vquest), NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) a
IgBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast), vyhledame a ozna¢ime piechodové V-(D)-J
oblasti a navrhujeme specifické primery (allele-specific oligonucleotide, ASO) tak, aby
minimalné¢ 4-5 nukleotid v 3" oblasti zasahovalo do specifického N-segmentu piestavby
(obr. 3). Reverzni primery a fluorescen¢né znacené sondy pouzivame spole¢né pro dany
segment. ASO primery by mély mit teplotu tdni (Tm) podobnou jako reverzni primery (cca

55°C) aasi 0 10°C nizsi nez sondy a nemély by tvofit sekundarni struktury.
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1 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNCGATC GGNNNNNCTN TNTCNACNNG NACAGGAAGA NCCANGGNAA CACAATGNCT TTCATATNCC GNNNAAAGGA
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNGCTAG CCNNNNNGAN ANAGNTGNNC NTGTCCTTCT NGGTNCCNTT GTGTTACNGA AAGTATANGG CNNNTTTCCT

TROVZ

YORkow-SCZ 1000
101 CATCTATGGC CCTGGTTTCA AAGACAATTT CCAAGGTGNC ATTGATATTG CAAAGAACCT GGCTGTACTT AAGATACTTG CACCATCAGA GAGAGATGAA
GTAGATACCG GGACCAAAGT TTCTGTTAAA GGTTCCACNG TAACTATAAC GTTTCTTGGA CCGACATGAA TTCTATGAAC GTGGTAGTCT CTCTCTACTT
VO et s ROt

WIVRA 1-000-cons2 WO.0% P
TROV2 TROS)
201 GGGTCTTACT ACTGTGCCTG TGACACHGGG GTRCTGGGGG ATACGCACAG TGCTACAAAL CCTACAGAGA CCTGTACAAA AACTGCAGGG GCAARAGTGC
CCCAGAATGA TGACACGGAC ACTGTGRCCC CAFGACCCCC TATGCGTGTC ACGATGTTTT GGATGTCTCT GGACATGTTT TTGACGTCCC CGTTTTCACG
VO gwmEC2 100 0% N RIHVaE OO <cnst W 0o

et et
L%

TROSS
301 CATTTCCCTG GNATATCCTC ACCCTGGGTC CCATGCCTCA GGAGACAAAC ACAGCAAGCA GCTTCCCTCC CTGCTTTGGG GCCTGNAAGG GATAGCAGGA
GTAAAGGGAC CNTATAGGAG TGGGACCCAG GGTACGGAGT CCTCTGTTTG TGTCGTTCGT CGAAGGGAGG GACGAAACCC CGGACNTTCC CTATCGTCCT

TROS
401 AGTTGACTGG ACCAGGNNGA TGACCACAGC TGCTGACCTC TCACTCACTG CTGTNNNTCC TTNGGANNNN
TCAACTGACC TGGTCCNNCT ACTGGTGTCG ACGACTGGAG AGTGAGTGAC GACANNNAGG AANCCTNNNN
BT REVEE:

Obrazek 3: Sekvence piestavby Vd2-Dd3 vyhodnocena v programu Vector NTI. N oznacuje
nukleotidy vlozené termindlni deoxynukleotidyltransferazou (TdT), specifické pro dany

leukemicky klon. 1838Vd2A, B, C jsou navrzené ASO primery.

Ad5) Pii optimalizaci systému pro RQ-PCR se pomoci zmén teploty pro tzv. nasednuti
primeru (annealing), poméru koncentrace primerd a piipadné zmén koncentrace iontd hot¢iku
snazime dosédhnout co nejvétsi senzitivity a specifity daného systému. Je vyhodné vyzkouset
pro kazdy systém minimaln€¢ dva primery, protoZe rozdily dosazené v senzitivité a specifité
RQ-PCR byvaji velké. Pokud zkouSime pfi optimalizaci vice primert,, vybereme ten, ktery
poskytuje nejlepsi senzitivitu (miniméln& 10™) a specificitu, a dale systém optimalizujeme jen
s timto vybranym primerem.

Velkym problémem v piipadé genli pro imunoreceptory je pozadi zdravych lymfocytl (viz
nize) - az v poloving piipadiit mize dojit k nespecifickému nasedani primert na DNA téchto
zdravych lymfocytii. Aby se v co nejvétsi mife zabranilo moznosti vzniku faleSn€ pozitivniho
vysledku, pouziva se jako negativni kontrola smés DNA z periferni krve od nejméné 6

zdravych darct (tzv. buffy coat, BC).
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Z dtvodu variaci v kvalit¢ DNA je tieba stanovit koncentraci DNA diagnostického 1 vSech
sledovanych vzorkd pomoci kvantifikace kontrolniho genu. V nasi laboratofi pouzivame
k tomuto tcelu gen pro albumin.

Sekvence reverznich primerd a sond byly publikovany skupinou European Study Group on
Minimal Residual Disease in Acute Lymphoblastic Leukemia (ESG-MRD-ALL, nové
EuroMRD) [137-141].

Ad 6) Piestavby genti pro Ig/TCR nejsou onkogenni, jsou pouze znakem, ktery mize byt
obsazen i vV podobnych sekvencich fyziologickych lymfocyti ve vzorku. Z toho plyne hlavni
uskali této metody, tedy moznost faleSné pozitivity vySetfeni. Interpretace vysledka je
k neshodam i mezi zavedenymi laboratofemi. Proto byla v roce 2001 zalozena mezinarodni
skupina ESG-MRD-ALL sdruzujici v sou¢asné dobé 43 laboratotfi z 18 zemi svéta, ktera
vydala pfesna a detailni pravidla pro interpretaci vysledku [25]. ESG-MRD-ALL organizuje
pravidelna pracovni setkani svych ¢lent a odpovida za kontrolu kvality celého procesu, ktera
probiha 2x ro¢né. Piesto se v n¢kterych ptipadech i pii dodrzeni vSech pravidel nelze vyhnout
fale$né pozitivit¢ [104]. Definitivnim feSenim tohoto problému bude ziejmé az pievedeni

metodiky na tzv. sekvenovani nové generace.

Stanoveni MRN pomoci priitokové cytometrie

Pomoci mnohobarevné pritokové cytometrie vysetiujeme MRN Vv kostni dfeni a Vv periferni
krvi v 8. a 15. dni lécby. Od 1.12.2010 se vySetfovani MRN v kostni dfeni v 15. dni 1é¢by
stalo mandatorni soucasti nového 1é¢ebného protokolu AIEOP-BFM ALL 20009.

Nase laboratot je zapojena do mezinarodni studie EuroFlow, ktera ma za ukol pomoci 8-
barevné priitokové cytometrie standardizovat diagnostiku hematologickych malignit.

Princip pritokové cytometrie byl ve stru¢nosti popsan na str. 17.

Ptiprava vzorku pro pritokovou cytometrii zahrnuje fixaci a permeabilizaci bunék, inkubaci
s monoklondlnimi  protilaitkami znacenymi fluorochromy (napt. FITC, fluorescein
isothiocyanat; PE, fykoerytrin; PerCP, peridinin-chlorofyl-protein komplex; APC,
allofykocyanin) a lyzu erytrocyti; intracelularni znaceni bylo provedeno pomoci Fix & Perm

Kitu (An Der Grub Bioresearch, Kaumberg, Rakousko).
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Imunofenotypizace je provadéna standardnim panelem monoklondlnich protilatek -
detekujeme nésledujici kombinace monoklonalnich protilatek rozvrzené do tii zkumavek
[142]:

Zkumavka 1: CD58-FITC (klon AICD58)/xxPE/CD10-ECD (klon ALBI; xx=aberantné
exprimovany antigen)/CD45 PerCP (klon 2D1)/CD19-APC (klon J4.119)/CD34-PC7 (klon
LIQ)/CD38-A700 (klon HIT2)/CD20-PB (klon 2H7). Jako znak xxPE pouzivame CD66c,
CD33 nebo NG2 (podle exprese pii diagnoze) - tyto aberantné exprimované antigeny mohou
pomoci Iépe identifikovat rezidualni leukemickou populaci.

Zkumavka 2: CD20-FITC (klon 2H7)/CD10-PE (klon SS2/36)/CD45 PerCP (klon
2D1)/CD34-PC7 (klon LIQ)/CD19-APC (klon J4.119)/ CD38-A700 (klon HIT2)/Syto 41.
Zkumavka 3: Syto16/CD19-PE (klon SJ25C)/CD45 PerCP (klon 2D1)/CD71-A700 (MEM-
75)/DAPI.

Me¢éteni provadime na dvou pritokovych cytometrech: DAKO CYAN, ktery je vybaven 3
lasery o vlnové délce 405 nm, 488 nm a 642 nm, a BD LSR II, ktery je vybaven lasery o
vlnové délce 405 nm, 488 nm a 633 nm. Analyzu provadime v software FlowJo 9.2 (TreeStar,
Oregon, USA). Prvnim krokem je vybér CD19 pozitivnich bun¢k s nizsi hodnou granularity
(parametr side scatter — SSC) nez maji granulocyty. V ptipadé nizké exprese antigenu CD19
vybirdme buiikky pomoci parametru CD19 a CDI10 nebo CD34 nebo CD45. V dalsi fazi
vybirame atypické buiiky na jednotlivych dvourozmérnych grafech s cilem optimaln¢ oddélit
populaci nemalignich B lymfocyti a atypickych blasti. Suspektni leukemické buiiky by mély
tvofit kompaktni populaci v ramci optickych parametrli forward scatter (FSC) a SSC.
Konecnd hodnota MRN je vyjadiena procentem z jadernych bunék definovanych pomoci
fluorescenéni znacky (SYTO-16 nebo SYTO-41 - molekuly schopné vazat DNA i RNA a
volné prochazet bunéénou membranou). Pro piepocet na jaderné bunky v ramci dvou
zkumavek se pouzije parametr obsazeny v obou zkumavkéch, zde antigen CD19.

Ptitomnost aneuploidnich bun€k ve vzorku hodnotime pomoci tzv. DNA indexu, ktery je
definovan jako pomeér fluorescence vySetfovanych bunék a normdlnich bun€k periferni krve
v GO/G1 fazi bunééného cyklu [143]. DNA index stanovujeme piidiagnéze pomoci
CycleTestPlus DNA Reagent Kitu (BD, San José, CA, USA) podle navodu vyrobce a za

hyperdiploidni povazujeme vzorky s DNA indexem v rozmezi 1,16 az 1,6 vetné.
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Statistickd analyza

Statistick¢ analyzy byly provedeny pomoci software StatView verze 5.0 (StatView®
Software, Cary, NC) nebo Statistica (Statsoft, Tulsa, USA). Rozdéleni proménnych mezi
jednotlivymi skupinami bylo analyzovano s vyuzitim Fisherova exaktniho testu. Mann-
Whitneyuv test byl pouzit k odhadu vyznamnosti rozdila tykajicich se kontinualnich hodnot.
Korelace mezi hladinami MRN v parovych vzorcich kostni diené a periferni krve byla
hodnocena pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu. Preziti bez relapsu bylo znazornéno
a analyzovano s pouzitim Kaplan-Meierovy analyzy pteziti. Multivariantni analyza byla

provedena pomoci Coxovy regrese.
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Vysledky I.

Hladiny minimalni rezidudlni nemoci v kostni dieni a periferni krvi u BCP-ALL spolu (na
rozdil od T-ALL) nekoreluji

Vysettili jsme vzorky z priabéhu 1écby 114 déti s ALL (95 BCP-ALL a 19 T-ALL) ve véku 1-
18 let. Pacienti byli 1é¢eni v letech 2002 - 2007 podle protokolu ALL IC-BFM 2002 v téchto
centrech Pracovni skupiny pro détskou hematologii (PSDH): Praha, Brno, Ostrava, Olomouc,
Plzen, Ceské Budgjovice, Usti nad Labem a Hradec Kralové. Ze 114 pacientd bylo 45
zatazeno do skupiny standardniho rizika (SRG), 57 do skupiny stfedniho rizika (IRG) a 12 do
vysoce rizikové skupiny (HRG). Studijni kohorta urcena dostupnosti alesponi dvou para
vzorki kostni dfené a periferni krve z prub&hu 1é¢by se vyrazné nelisila od celé kohorty (131
pacientil) diagnostikované ve sledovaném obdobi, pokud jde o pohlavi, vék, pocet leukocytl
v dob¢ diagndzy, imunofenotyp, ptitomnost TEL/AMLI1 faze, hyperdiploidii nebo pteziti bez
relapsu. Celkem jsme vysSetfili 461 part simultannich vzorkti kostni dfen¢ a periferni krve
(398 vzorkit BCP-ALL, 63 vzorkli T-ALL) odebranych v nasledujicich ¢asovych bodech:
diagndza, den 8, den 15, den 33, tyden 12, pted udrZovaci 1écbou a pii ukonceni 1écby.
Median doby sledovani studované skupiny byl 6,3 roku.

Podobné jako v piedchozich studiich uvedenych vyse [128,129] byla v ¢asnych bodech 1é¢by
BCP-ALL korelace hladin MRN v krvi s hodnotami v kostni dieni nedostate¢na. Ze 398
vySetienych part vzorkii byla MRN u 118 pard negativni v obou vysetienych
kompartmentech, u 240 pard pozitivni v obou kompartmentech, u 34 pard detekovatelna
pouze V kostni dfeni a u 6 part pouze v periferni krvi. Hladina MRN v periferni krvi u
pacientti s BCP-ALL vyrazné kolisala a byla v priméru 5397x niZ8i nez v kostni dieni (0,04-
8293x). U 148 (53%) part vzorkd se hodnota MRN mezi krvi a kostni dfeni liSila vice nez o 1
fad (obr. 4A). U 34 vzorkl negativnich v periferni krvi byla MRN v kostni dfeni pozitivni
s medianem 2,2E™, zatimco hladiny MRN u viech pacientii pozitivnich pouze v periferni krvi
byly velmi nizké (pod 10™*) a nenalezli jsme Zadny jiny znak spole¢ny témto pacientiim.
Naopak u T-ALL jsme prokazali velmi dobrou korelaci mezi MRN v kostni dfeni a periferni

krvi s rozdilem vice nez 1 fadu pouze u 6 ze 63 pozitivnich part vzorki (9,5%) (obr. 4B).
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Obrazek 4: Srovnani hladin MRN v kostni dieni (KD, osa x) a v periferni krvi (PK, 0sa y)
u pacientli s BCP-ALL (A) a pacientti s T-ALL (B). UT - udrzovaci terapie

Vztah postiZeni periferni krve k dalSim rizikovym faktoriim

U BCP-ALL korelovalo vyssi postizeni periferni krve métené RQ-PCR pfi diagndze s poctem
leukocytti pii diagndze (arbitrarni hranice: 20000 leukocytd/ul, p=0,003) a s pfitomnosti
splenomegalie (p=0,0004) a hepatomegalie (p=0,05). Déti star$i 10 let me¢ly vyssi MRN v Krvi
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v 8. i 15. dni 1é¢by nez mladsi déti (p=0,001 a p=0,003). Nizka hladina MRN v Krvi (stejné
jako v kostni dfeni) v 15. dni 1é¢by byla prediktivni pro dosazeni negativity MRN V kostni
dfeni Vv klicovém stratifikacnim bodé - dni 33 (p=0,02). U pacienti s hyperdiploidii jsme
pozorovali tendenci knizsi MRN v Krvi neZz u ostatnich pacientd s ALL (s vyjimkou
TEL/AMLI pozitivnich; p=0,06). Hladiny MRN v Krvi u pacientii s cALL a pacientt s preB-
ALL byly srovnatelné, zatimco u pacientii s proB-ALL spiSe vyssi, avSak statisticka analyza
byla limitovana nizkym poctem pacientii s proB-ALL. V zadném cCasovém bod¢ nebyla
zjisténa asociace MRN Vv Krvi s pohlavim ani s pfitomnosti delece genu Ikaros (IKZF1).
Dynamika hladin MRN v krvi se signifikantné neliSila mezi pacienty zafazenymi do skupiny
SRG a pacienty zarazenymi do skupiny IRG v ramci protokolu ALL IC-BFM 2002.

V prubézné analyze se zdalo, Ze pacienti, kteti maji vysoké postizeni periferni krve v poméru
k infiltraci kostni dien¢ (tj. v 15. dni 1é€by MRN v krvi vyss§i nebo 0 méné nez jeden fad nizsi
nez v kostni dfeni), maji hor$i prognozu a castéji alterovany gen Ikaros (IKZF1). Po vySetfeni
vétsiho poctu pacientil ale tento vztah ptestal byt signifikantni. Zaroven jsme nenalezli zadny
bézné sledovany znak, ktery by se v této skupiné pacientti vyskytoval Castéji (leukocytdza,
imunofenotyp, fuzni geny, aberantni exprese antigend apod.). Pozorovali jsme ale zvlastni
chovani subtypu leukémie s tzv. liniovym pfesmykem ve smyslu vys§iho postizeni periferni

krve (viz 2. ¢ast dizertacni prace).

Minimalni rezidudlni nemoc v periferni krvi v 15. dni lécby ma u déti s ALL duleZity
prognosticky vyznam

Protoze pocet T-ALL pacientl byl pfili§ nizky pro samostatnou statistickou analyzu, hodnotili
jsme pouze skupinu BCP-ALL. Zadny ze 35 pacientti s MRN v Krvi v 15. dni 1é¢by nizsi nez
10* (MRNpk'™) neprodélal relaps oproti 13 ze 43 pacientli s MRN vyssi nez 10 v tomto
asovém bod& (MRNpk"9"). Pétileté preziti bez relapsu (RFS, relapse-free survival) bylo tedy
100% pro skupinu MRNpc'™ a 64+7% pro skupinu MRNp"?" (p=0,0003, viz Piiloha 1).
Skupina pacientd MRNpk'®" sestavala z 18 SRG, 16 IRG a 1 HRG pacienta, stratifikovanych
pomoci kritérii protokolu ALL IC-BFM 2002. Podobny trend byl pozorovan pro kostni dien
ve dni 15: pii pouziti limitu 5x10, definujiciho skupiny MRNkp'™ a MRNkp"®", prodglal
relaps pouze 1 ze 39 MRNkp®" pacientt, zatimco ve skupind MRNkp"®"
Pétilety RFS byl 97+3% pro skupinu MRNkp®" @ 69+3% pro pacienty MRNkp"%" (p=0,001).

12 ze 39 pacient.

Hrani¢né signifikantni pro prognozu byla i hladina MRN v Kkrvi v 8. dni 1é¢by (p=0,06 pro

kategorie urc¢ené limity 10 a 10”%) a pozitivita versus negativita MRN v krvi ve 33. dni 1é¢by
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(p=0,05). Pacienti s vys§i MRN v krvi ve velmi ¢asnych ¢asovych bodech 1é¢by (tj. ve dnech
8 a 15) méli vyssi riziko relapsu (p=0,02 a p=0,0006, viz Ptiloha 1). Pacienti s velmi vysokou
MRN v krvi v 15. dni 1é&by (>10?) méli pétilety RFS pouze 51+20% podobné jako pacienti
s MRN v kostni dieni >10™ (56+17%), avsak rozdil v pfeZiti pouze mezi rameny HRG a IRG

nebyl statisticky signifikantni pro kostni diei ani periferni krev.

Minimalni rezidudlni nemoc V periferni krvi v 15. dni lé¢by a rizikova stratifikace

Vétsina (34 ze 35) MRNpk'™ pacientd méla podle odekavani M1 morfologii kostni dfend
v 15. dni 1é¢by (p<0,0001). Dulezité je, ze nase stratifikace zaloZzena na MRN v krvi v 15. dni
1écby se prekryva s rizikovymi skupinami protokolu ALL-BFM 2000 (zalozeného na MRN
V kostni dfeni ve 33. dni a 12. tydnu 1é¢by) pouze ¢asteéné a dokaze v ramci skupiny IRG
definované podle kritérii tohoto protokolu identifikovat podskupinu 8 z 27 (30%) pacientd
MRNp'™ s vybornou progndzou bez jediného relapsu (p=0,008). Naopak oba pacienti
ze skupiny SRG s negativni MRN v kostni dieni ve 33. dni a 12. tydnu 1é¢by, ktefi prodélali
relaps, byli MRNpc"" v 15. dni 1éeby (viz Piiloha 1).

Korelace MRN v krvi v 15. dni 1é¢by s rozdélenim pacienti do podskupin dle MRN v kostni
dfeni v 15. dni 1é¢by byla vysoce signifikantni (p<0,0001), ale podskupiny se opét
neptekryvaly tplné. Jediny pacient s relapsem ve skupiné s nejniz§i MRN v kostni dieni (<10
%) by byl zafazen do HRG (>102) podle MRN V periferni krvi.

Pomoci bivariantni Coxovy regresni analyzy jsme prokazali, ze MRN v krvi v 15. dni 1é¢by
ptidava dalsi prognostickou informaci ke stavajici rizikové stratifikaci. Nizka MRN (<10
v krvi vtomto casovém bod¢ byla vyznamnym prognostickym faktorem nezéavislym
na stratifikacnich kritériich protokolu ALL IC-BFM 2002 (hazard ratio=0,08; 95% interval
spolehlivosti=0,011-0,62; p=0,02) i protokolu ALL-BFM 2000 (hazard ratio=0,12; 95%
interval spolehlivosti=0,015-0,915; p=0,04).

Vysledky této studie jsme publikovali v Casopise Haematologica (Pfiloha 1) a spolu
se shrnutim nasich zkusenosti S monitorovanim MRN a jeho tskalimi v ¢asopise Transfuze a

hematologie dnes (Pfiloha 2).
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Diskuze a zavéry 1.

Na zéklad¢ n¢kolika ¢asnych studii byla v minulych letech celosvétové opusténa myslenka
nahrazeni vysetfovani kostni den¢ periferni krvi u ALL, tyto prace ale postradaly dostatecny
pocet vzorkia z casné faze 1écby [128,129]. V nasi studii jsme vySetiili relativné velké
mnozstvi parovych vzorki kostni dien¢ a periferni krve a v souladu s uvedenymi publikacemi
jsme prokazali dobrou korelaci hladin MRN mezi témito kompartmenty u T-ALL a
nedostate¢nou korelaci u BCP-ALL. Prokazali jsme, Ze tiroven onemocnéni detekovana v Krvi
pii diagnoze je spojena s vyssim poctem leukocytt pii diagndze a se zvétSenim jater a sleziny.
Souvislost molekularné-geneticky detekovaného postizeni periferni krve S inicialnim poctem
leukocytl je logicka a leukocytoza pii diagnoze S postizenim sleziny korelovala v pfedchozi
studii [144].

Ani naSe vysledky tedy nesvéd¢i pro moznost vyuziti periferniho krve jako rozhodujiciho
materidlu u pacientti s BCP-ALL. VySetfeni MRN V periferni krvi ma u BCP-ALL Vv praméru
o fad nizsi citlivost, proto k vysetfovani MRN v Krvi pfistupujeme pouze napi. az v obdobi
kontrol 3 a vice let po transplantaci kostni dfené, kdy uz je pravdépodobnost recidivy velmi
mala. Naopak dobra korelace mezi hladinami MRN v kostni dfeni a periferni krvi u T-ALL
vySetienim periferni krve, proto u pacienti s T-ALL po transplantaci kostni difené¢ a
opakované negativni MRN v kostni dfeni pfistupujeme k odbérim Kkrve jiz diive
V potransplanta¢nim sledovani. Za ucelem rozdéleni pacientd do rizikovych skupin béhem
indukéni faze 1écby ALL se ale pro vySetfovani MRN periferni krev dosud nepouziva.
Hlavnim cilem na8i prace bylo zjistit, zda ma hladina MRN v krvi Vv nékterém
Z vySettovanych Casovych bodl prognosticky vyznam. Ten se ndm podatilo prokazat slabé
pro 8. den lécby, nejvhodnéjsim casovym bodem pro rizikovou stratifikaci podle periferni
krve je zcela jednoznaéné 15. den inicialni 1éCby. Prognosticky vyznam na retrospektivni
kohorte byl ale stanoven pouze pro RQ-PCR, jehoZ pouziti je v tomto obdobi problematické,
protoze procedura vyhledavani cil, navrzeni specifickych primer a optimalizace RQ-PCR
trva minimalné 2, bézné ale az 4 tydny. ldealnim nastrojem pro detekci MRN v krvi v tomto
casovém bod¢ by méla byt rychlejsi a levnéjsi prutokova cytometrie. Pfedchozi prace nasi
skupiny zjistila dobrou celkovou korelaci vysledkit MRN v 15. dni 1é¢by ziskanymi RQ-PCR
a prutokovou cytometrii, ale vyznamné individualni rozdily u nékterych part vzorka [145].
Predpokladame, Zze prognosticky vyznam MRN vkrvi v15. dni 1éCby prokazeme
prospektivné i pro prutokovou cytometrii. Tim bude umoznéno nahradit vySetfovani kostni

dfené periferni krvi v ramci protokoli BFM konsorcia, pfedev§im v zemich pouzivajicich
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dosud protokol ALL IC-BFM 2002, ktery svou rizikovou stratifikaci zakladd pouze na
klinickych parametrech a pritokové cytometrii.

Vysetiovani MRN v kostni dfeni v 15. dni lécby jak metodou RQ-PCR [121,122], tak
prutokovou cytometrii [123,124] ma dulezity prognosticky vyznam a bylo uz zafazeno do
rizikové stratifikace protokolu AIEOP-BFM ALL 2009 - pacienti s vysokou hladinou MRN
(nad 10%) v tomto ¢asovém bod¢é (méfenou pomoci pratokové cytometrie) jsou léceni ve
skupiné vysokého rizika. Nami popsané rozdéleni pacientti podle MRN v periferni krvi v 15.
dni 1écby dobfie kopiruje skupiny definované hladinou MRN v kostni dfeni a pfidava novou
prognostickou informaci ke stavajici rizikové stratifikaci zalozené na MRN ve 33. dni a
12. tydnu 1é¢by méfené pomoci RQ-PCR. Identifikovali jsme rozsahlou podskupinu pacientti
s vybornou prognoézou a potencidlem snizeni intenzity lécby - napi. redukce davky
kardiotoxickych cytostatik antracyklinti v prabéhu indukéni chemoterapie. Zda lze podle
hladiny MRN v krvi v 15. dni 1é¢by statisticky signifikantné oddélit také skupinu pacientti

s vysokym rizikem relapsu, bude tieba ur€it na zakladé vétsi mezinarodni studie.
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I1. Akutni hybridni leukémie v détském véku

Subtypy akutni hybridni leukémie a jejich charakteristika

Jak uz bylo zminéno, 1é€ba a progndza ALL je zasadné odlisna od akutni myeloidni leukémie
(AML) [14-17]. Existuje ale pomérné vzacna podskupina leukémii, oznacovana jako akutni
hybridni leukémie (AHL), bifenotypické leukémie nebo leukémie se smiSenym fenotypem
(MPAL), ktera zahrnuje asi 3-5% akutnich leukémii [146]. LéCebny a diagnosticky pfistup
k témto leukemiim neni dosud zcela jasny. MPAL nemusi byt vzdy zachycena morfologicky,
stézejni role v jeji diagnostice patii pratokové cytometrii.

Lze identifikovat tii zakladni podskupiny MPAL.:

1) svyznamnou koexpresi znakli za normalnich okolnosti pfislusnych bunkam jiné
hematopoetické linie (bifenotypické leukémie)

2) stzv. piesmykem do odlisné linie (liniovy pfesmyk, ,linecage switch®) pfed dosaZenim
kompletni remise

3) s koexistenci dvou liniové odlisnych populaci leukemickych blastt u téhoz pacienta — tzv.

bilinedlni (biklonalni) leukémie.

Ad 1) Leukémie se soucasnou expresi znaki z riznych linii

Urcita nizs$i Groven koexprese myeloidnich antigenti na lymfoidnich blastech je pomérné
Casta, vyskytuje se asi u 20% détskych ALL [147,148]. Jeji vyznam zistava sporny —
negativni prognosticky vliv nebyl pfi sou¢asném sledovani n€kolika znakti soucasné potvrzen
[149,150]. Studie nasi skupiny ale prokazala, Ze samotna exprese myeloidniho znaku CD33 u
ALL je nezavislym prognostickym faktorem [142].

K odliSeni vyznamné intenzity koexprese liniové nepfislusnych antigenli definujici MPAL
vznikla v roce 1995 mezinarodni klasifikace skupiny European Group for the Immunological
Classification of Leukemias (EGIL) [151,152], ktera se pokusila sjednotit pfistup k hodnoceni
jednotlivych antigenii podle pfisluSnosti k linii. BFM adaptace této klasifikace se pouziva v
centralnim hodnoceni imunofenotypu u viech déti v CR s nové diagnostikovanou akutni
leukémii od roku 1996 dodnes. EGIL klasifikace hodnoti ptislusnost leukémie k myeloidni ¢i
lymfoidni fad¢ - jednotlivym antigenlim pfifazuje skore 0,5, 1 nebo 2 a pokud skore presdhne
hodnotu 2, néalez se hodnoti jako MPAL. Pritokovéa cytometrie musi vZdy oznacit primarni
linii, soucasti klasifikace neni hodnoceni mezi B a T lymfoidni fadou. Nov¢jsi a jednodussi
klasifikace WHO z roku 2008 definuje 4 subtypy MPAL (Borowitz, WHO Press, 2008) a po

transformaci do jednoznacnych pravidel by potencialné mohla klasifikaci EGIL nahradit.
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Skore | B linie T linie Myeloidnilinie
2 (intra)CD79a, (intra)CD3, TCRap, TCRYd intraMPO
intra IgM, CD22
1 CD19, CD10, CD20 CD2, CD5, CD8, CD10 CD13, CD33, CD65, CD117
0,5 intraTdT, CD24 intraTdT, CD7, CD1a CD14, CD15, CD64

Obrazek 5: Mezinarodni klasifikace EGIL (Béné 1995, aktualizovano)

Prognéza MPAL je podle publikovanych praci vyznamné horsi nez u ,,nehybridnich* ALL,
respektive AML, vétSina studii se ale tyka dospélych pacientl. Jednou z pravdépodobnych
pfic¢in mize byt Castéjsi vyskyt fuznich gent BCR/ABL a MLL/AF4 a naopak mén¢ Casta
hyperdiploidie u MPAL [28,30,153]. Lécba MPAL neni dosud jednotna. Postup 1éCit pii
diagndze podle cytomorfologie a pfi rezistenci na 1écbu nebo relapsu opaénym protokolem je
pouze empiricky a neni podlozen Zadnou studii. Protokoly Interfant 99 a 06 pro lécbu
kojenecké ALL zohlediuji unikatni biologii této leukémie, ktera se Casteéné piekryva
s problematikou MPAL, a obsahuji 1é¢ebné elementy z ALL i AML protokolt. Sporna je i
otazka indikace transplantace kostni dien¢; pfili§ intenzivni 1é€ba s kombinaci cytostatik
cilenou na lymfoidni i myeloidni linii zvySuje riziko toxickych komplikaci a Casnou mortalitu
[28].

O regulaci a biologické relevanci exprese aberantnich antigeni u akutnich leukémii stale vime
velmi malo. Rovnéz ptivod blastli u MPAL zatim neni dostate¢né znam, predpoklada se jejich
vznik maligni transformaci pluripotentni kmenové buniky v Casném stadiu hematopoézy
vzhledem k vyrazné vy$§imu zastoupeni CD34 pozitivnich bunék oproti ostatnim leukémiim
[153]. Jako casny indikator lymfoidni orientace mohou slouzit ptfestavby geni pro Ig/TCR,
protoze leukemicky klon vznikly maligni transformaci bunky v uréitém stadiu hematopoézy
nese prestavby Ig/TCR odpovidajici tomuto stadiu. Podle typu a poctu ptitomnych piestaveb
(kompletni, nekompletni, tézké fetézce, lehké fetézce) tedy lze usuzovat na zralost bunck
podléhajicich maligni transformaci. Vyjimkou jsou pouze subtypy leukémie protrahované
exprimujici proteiny rekombinazového aparatu — RAG 1, 2 [68].

Predpokladame, Ze na expresi znaki z ,,nepatiicné* krevni linie u MPAL se muze podilet 1
deficit proteinu IKZF1 (viz 3. cast dizertacni prace), predev§im u BCP-ALL s koexpresi
myeloidnich antigenii, a ze alterace IKZF1 mohou byt podkladem vzniku c¢asti MPAL i

leukémii s liniovym piesmykem.
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Ad 2) Leukémie s liniovym pfesmykem

Tento typ akutni leukémie byl doposud povazovan za vzicny a byl spojovan vyhradné
s ptitomnosti translokace genu MLL (mixed lineage leukemia, viz vyse). Vyznacluje se
zménou imunofenotypu leukemickych bun¢k mezi lymfoidni @ myeloidni linii béhem Casné
faze 1écby (t. do 33. dne 1éCby, pfed dosazenim kompletni remise). Existuji publikace
pievazné pouze na trovni jednotlivych kazuistik [154]. Nejnovéjsi prace identifikovala malou
skupinu pacientl s liniovou konverzi (incidence 0,6% akutnich leukémii), ale téméf vSichni
tito pacienti byli kojenci s translokaci genu MLL [155]. S pfitomnosti fize BCR/ABL (u
pacientii s ALL nebo blastickou krizi CML) se vaze spi$§ pfesmyk z myeloidni do lymfoidni
linie [156], zatimco obecné Castéjsi je opaény smér presmyku.

Vznik liniového pfesmyku neni zcela objasnén, roli mize hrat selekce subklonu s odlisnym
repertoarem antigenii podanou chemoterapii, ,,pfeprogramovani pluripotentni kmenové
buiiky a transdiferenciace, nebo naopak dediferenciace s naslednou rediferenciaci do odlisné
linie. Také u tohoto subtypu MPAL jsou dulezitym znakem klonalni identity leukemickych
bunék prestavby Ig/TCR.

Ad 3) Soucasna pritomnost dvou morfologicky a imunologicky nezavislych leukemickych
linii u téhoz pacienta je extrémné vzacna a vyskytuje se na tGrovni jednotlivych kazuistik.
V letech 1996-2011 jsme diagnostikovali pouze 3 pacienty s bilinealni leukémii, u nichz byla

uz pti diagnoze vedle lymfoidniho klonu pfitomna i myeloidni populace blastt.
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Cile II.

1. vramci kohorty vSech déti lé¢enych pro akutni leukémii v Ceské republice
S centralné vySetfenym imunofenotypem identifikovat pacienty s riznymi typy
MPAL pomoci pritokové cytometrie (bylo provedeno skupinou Laboratoie

pritokové cytometrie CLIP)

2. charakterizovat genotypové vlastnosti leukemického klonu u riznych kategorii
MPAL.: vySetiit spektrum prestaveb imunoreceptorovych gent a pritomnost fiznich

genu a dalSich genetickych aberaci

3. zhodnotit vztah jednotlivych aberantnich antigenii ke skére EGIL a k prognoze a
formulovat doporuceni pro eventualni upravy klinické klasifikace détskych MPAL a
vybér adekvatnich 1é¢ebnych postupii; vyjadrit se k diagnostice a 1é¢bé liniového

presmyku
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Metodika I1.

Postup pii zpracovani biologického materialu, vySetfeni priitokovou cytometrii a molekularné
genetickymi metodami (screening piestaveb genu pro Ig/TCR, stanoveni MRN pomoci jejich
kvantifikace a detekci fuznich gent a dalSich genetickych aberaci, zejména alteraci IKZF1) a

statistické zpracovani dat popisujeme v 1. a 3. ¢asti dizertacni prace, v Ptiloze 3 a Ptiloze 4.
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Vysledky II.

Pozndmka: Na projektu jsem se podilela vysetienim spektra prestaveb genu pro Ig/TCR,
meérenim MRN a detekci aberaci transkripcniho faktoru IKZF 1, v popisu vysledki a diskuzi se

tedy zamerim zejména na tyto oblasti.

Akutni hybridni leukémie s vyznamnou koexpresi znakit riiznych linii

V letech 1996-2006 jsme v Ceské republice podle EGIL skore Klasifikovali jako MPAL
s vyznamnou koexpresi znakti riznych linii 28 z 582 nové diagnostikovanych ALL (22 ze 499
BCP-ALL, 6 283 T-ALL) a 4 ze 107 nov¢ diagnostikovanych AML (Ptiloha 3).

Mezi pacienty lécenymi jako ALL se bifenotypickd MPAL vyskytovala signifikantné Castéji u
BCR/ABL-pozitivnich pacienti (3 z19 MPAL vs. 13 z 81 non-MPAL, p=0,04) a v ramci
BCP-ALL rovnéz Castéji u pacientl s translokaci MLL/AF4 (p=0,007) a naopak méné ¢asto u
pacientl s hyperdiploidii (p=0,04). Frekvence vyskytu u BCP-MPAL nejcastéjsiho fuzniho
genu TEL/AML1 nebyla odlisna (p>0,05). U Zadného pacienta s MPAL jsme nenalezli
kteroukoli z méné castych piestaveb genu MLL (MLL/AF6, MLL/AF9, MLL/AFI0,
MLL/ENL a MLL/ELL) a pouze 2 pacienti s MPAL nesli interni tandemové duplikace genu
FLT3.

U vSech BCP-MPAL byly nalezeny ptestavby Ig/TCR, jejichz frekvence a zralost odpovidala
vyvojovému stadiu a primarni linii leukemickych bunék definované pritokovou cytometrii,
ptipadné u TEL/AML1-pozitivni MPAL s Cast&jsim vyskytem piestaveb Ig/TCR (p=0,003)
deregulaci rekombinace zptisobené fiznim genem (viz vyse). Naopak u T-MPAL s koexpresi
myeloidnich znakt byl vyskyt prestaveb Ig/TCR nizky (pfestavba Ig/TCR byla ptitomna
pouze u 2 z 5 téchto piipadl). Také u zadného ze 4 pacienti s AML-MPAL nebyla nalezena
ptestavba Ig/TCR.

5-lety EFS celé kohorty déti 1éCenych jako ALL byl 75+2%, zatimco u déti 1é¢enych jako
AML pouze 47+£5%. Mezi détmi 1é¢enymi jako ALL méli pacienti s MPAL vyznamné horsi
prognézu (5-lety EFS 53+10% oproti 76+2%, p=0,008), udaje pieziti pro AML nebyly
vycCisleny pro nizky pocet pacientl. Prognéza déti s MPAL je vyznamné hor$i i v ramci
podskupin ALL s translokacemi TEL/AML1 (p=0,01) a MLL/AF4 (p=0,02), ale nikoli
BCR/ABL (p>0,05). EGIL skore bylo potvrzeno multivariantni analyzou jako prognosticky
znak nezavisly na genotypu a dokonce s vyznamnéj$im dopadem na progndzu nez genotyp
(p=0,002). U pacient s MPAL jsme také pozorovali horsi odpoveéd’ na 1é¢bu v kostni dieni
Vv 15. dni 1é¢by (vice pacientli s morfologii M2 na ukor skupiny M1, p=0,02).
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Tato prace byla publikovana v ¢asopise Haematologica (viz Ptiloha 3).

Akutni hybridni leukémie s liniovym piesmykem

Mezi prospektivné vySetienymi 179 pacienty 1é¢enymi v CR pro BCP-ALL v letech 2007 —
2010 jsme pomoci 8-barevné prutokové cytometrie identifikovali 7 (tj. 4%) pacientl
S liniovym pfesmykem, pfi retrospektivnim hodnoceni pacientti diagnostikovanych v letech
1996 — 2007 pouze 5 z 526 (1%) pacienti a Vramci valida¢ni kohorty (diagnostikovana
ve Vidni 2010 - 2011) 1 ze 44 pacientd. Tuto podskupinu jsme definovali jako pacienty
s vyznamnym zvySenim podilu monocytoidnich bunék (az na vice nez 25%) od 1. do 33. dne
1écby, svysokou expresi antigenu CD2, bez pfitomnosti translokace genu MLL a
s vyloucenou diagnézou akutni bilinealni leukémie (tj. bez pfitomnosti monocytoidnich blastl
Jiz pti diagnoze).

U Zadného pacienta sliniovym piesmykem nebyla nalezena translokace FLT3/ITD,
BCR/ABL, E2A/PBX1 ani TEL/AML1 a zmén poctu genovych kopii jsme detekovali
celkové mén¢, nez bylo publikovano pro ALL [33] s vysledkem bliz§im spise AML (Pfiloha
4, Supplementary table 1) [157]. 4 ze 13 pacientd méli delece kratkého raménka 9.
chromozomu zahrnujici gen CDKN2A. Zjistili jsme, ze pacienti s liniovym pifesmykem se
vyznacuji Castéj$i pritomnosti aberaci transkripéniho faktoru lkaros (IKZF1) — tyto byly
zjistény u 5 ze 12 pacienti s liniovym presmykem oproti 17 ze 150 ostatnich pacientl
(p=0,01). IKZF1 spolu sTET3, dals§im genem zodpovédnym za diferenciaci
hematopoetickych linii, také patfil k upregulovanym geniim detekovanym pomoci expresniho
profilovani. Genova exprese CEBPa, dalsiho genu kli¢ového pro smeérovani vyvoje
krvetvorby, byla pii diagnéze ALL s liniovym piesmykem vyssi nez u ostatnich BCP-ALL
(p=0,01) a nizs8i nez u AML (p=0,002). Neidentifikovali jsme zadnou genetickou aberaci
spole¢nou v§em pacientim s liniovym piesmykem.

Leukemicky ptivod piechodnych stadii i monocytoidnich bunék byl potvrzen pomoci detekce
piestaveb genti pro Ig/TCR u sortovanych populaci. Liniovy pfesmyk byl vyznamné Castéji
asociovan s pozitivitou MRN métenou pomoci RQ-PCR V kostni dieni ve 33. dni a 12. tydnu
1écby (p=0,004 a p=0,0006), u 5 z 11 pacientd dokonce s velmi pomalou redukci MRN
znadici vysoké riziko ALL [5]. Pouze u 1 z 10 vzorka ALL s liniovym pfesmykem vSak byla
pozitivita MRN ve 33. dni 1é¢by detekovatelna i pratokovou cytometrii. Pacienti s liniovym
presmykem méli signifikantné vys$i hladinu MRN v periferni krvi v 8.1 15. dni lécby
(p=0,005 a p=0,002) nez ostatni pacienti s ALL, zatimco postizeni kostni diené v 8. dni 1é¢by

se nelisilo.
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Liniovy pfesmyk pravdépodobné nevede k vyznamné horsi prognoze, pocet hodnocenych
pfipada je ale nizky. Jednoho z pacientli po 6 mésicich 1é€by postihl relaps onemocnéni
morfologicky i imunofenotypicky jednozna¢né odpovidajici monocytarni AML.

Nase vysledky jsou soucasti dokoncovaného rukopisu v ptipravé (Ptiloha 4).
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Diskuze a zavéry II.

Nase studie jako prvni hodnoti vlastnosti a prognézu MPAL diagnostikované i 1é¢ené podle
jednoznacénych a v praxi snadno pouzitelnych kritérii.

Zjistili jsme, ze spektrum prestaveb gent pro Ig/TCR u BCP-MPAL je odvozeno od vyvojové
linie a zralosti leukemickych blastl, ptipadné od dysregulace rekombinazového aparatu
zpusobené fuznim genem TEL/AMLI1. Rovnéz absence ptestaveb Ig/TCR u AML-MPAL
odrazi normalni situaci u AML [158]. Naopak nami pozorovany nizky vyskyt piestaveb
Ig/TCR u MPAL skombinaci T-lymfoidnich a myeloidnich znakti odlisSny od dat
publikovanych o T-ALL [159] by mohl svédc¢it pro nezralost leukemickych bun¢k T-MPAL,
skupina téchto pacientl v nasi kohort¢ je vSak pfili§ mala pro statistické hodnoceni.

Znami popsané hor§i prognozy MPAL v ramci nékterych genotypové definovanych
podskupin ALL vyplyva, ze celkové horsi preziti pacienti s MPAL nelze pfipisovat pouze
vy$s$i incidenci prognosticky neptiznivych (MLL/AF4, BCR/ABL) a niz$i incidenci
prognosticky pfiznivych genetickych zmén (TEL/AMLI, hyperdiploidie) ve skupiné¢ MPAL.
U TEL/AML1-pozitivni MPAL ma pravdépodobné negativni dopad na preziti asociace
s myeloidnim antigenem CD 33 [142]. Nasi pacienti s BCP-MPAL lé¢eni podle protokolu pro
ALL méli stejnou nebo lepsi progndézu nez nedavno publikovana kohorta déti s MPAL
z USA, z nichz nékteré dostavaly 1é¢bu cilenou na AML (EFS 45£11% vs. 36+16%) [146].
Nedoporucujeme tedy pacienty s MPAL, ktefi spliuji kriteria T-ALL nebo BCP-ALL, 1é¢it
jako AML, ale naopak zahajit chemoterapii cilenou na lymfoidni fadu a tuto pfipadné zménit
az pii nedostate¢né¢ odpovédi na indukéni 1écbu. Intenzivni kombinovana 1é€ba neni pro
pacienty s MPAL vyhodna, rovnéz transplantace kostni diené¢ by méla byt vyhrazena pouze
pro vysoce rizikové pacienty.

Liniovy pfesmyk z BCP-ALL do myeloidni linie je Cast&jsi, nez se obecné predpokladalo,
V minulosti byl poddiagnostikovan zejména kvuli pfechodnému vyskytu, nenapadnému
imunofenotypu a obtizné odlisitelnosti bun¢k od nemalignich monocytt. Oproti pfedchozim
publikacim [154,160] jsme popsali liniovy pfesmyk i u pacienti bez translokace genu MLL.
Je charakterizovan pozitivitou antigenu CD2, vysokou expresi transkripéniho faktoru CEBPa,
ktery hraje vyznamnou roli v transdiferenciaci do myeloidni linie [161,162], a castéj$imi
alteracemi genu IKZF1, kli¢ového pro diferenciaci lymfocytt (viz 3. ¢ast dizertacni prace).
Diky pfitomnosti shodnych ptestaveb genii pro Ig/TCR jako pii diagndéze ALL jsme odlisili
leukemické blasty v prechodnych stadiich i ve fazi monocytoidniho fenotypu od zdravych
monocyti. U ALL s liniovym pfesmykem Spatné koreluji hladiny MRN méfené pomoci

prutokové cytometrie a metodami molekularni genetiky: pomoci sortovani bun¢k a dalSich
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experimentll jsme ukdazali, Ze leukemické blasty méni sviij fenotyp ve sméru monocytarni
linie, coz zpusobuje podhodnoceni MRN pii vysetfeni pratokovou cytometrii. Maligni
monocytoidni buniky si ale zachovavaji nadorové-specifické klonalni ptestavby Ig/TCR, coz
umoznuje jejich sledovani pomoci RQ-PCR; pfi pouziti této metody cCasto zjiStujeme
prognosticky nepfiznivou pomalou odpoveéd’ na 1écbu u pacientl S liniovym piresmykem.

Ptestoze liniovy piesmyk je prechodny fenomén s vyskytem v prvnim meésici lécby ALL a
mize byt ¢astecné vyvolan kortikosteroidy pouzivanymi béhem indukéni terapie, jedna se o
jev vyznamny nejen z hlediska biologie leukemickych bunék, ale i pro klinickou praxi —
piindsi riziko relapsu ALL z myeloidni linie a musi byt bran v tivahu pfi monitoraci MRN pro

vysoké riziko faleSné negativity.
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I11. Transkripéni faktor Ikaros (IKZF1) a jeho alterace

Struktura a funkce transkrip¢niho faktoru IKZF1 a typy jeho alteraci

Ptestoze moderni 1écba ALL u déti je velmi uspésnd, jednim z jejich zasadnich uskali ziistava
relaps onemocnéni, ktery patii mezi nejcastéjsi pri¢iny détské umrtnosti. VéEtSina pacientd,
ktefi pii 1é¢be soucasnymi protokoly prodélaji relaps, pochazi ze skupiny stfedniho rizika dle
MRN a mala ¢ast pacientil dokonce ze skupiny nizkého rizika (nepublikovana data). Proto je
stale nutné hledat nové rizikové faktory, které by jesté piesnéji stratifikovaly tyto pacienty
k intenzifikaci 1éCby.

Ikaros (IKZF1), kédovany genem IKZF1 na 7. chromozému, je transkripéni faktor, ktery
hraje kli¢ovou roli ve vyvoji lymfoidni linie od stadia nejcasnéj$ich prekurzori v kostni dieni
[163] a pusobi také jako tumor supresor [164]. Alternativni sestiih spolu s delecemi a
inzercemi na dvou mistech genu dava vznik tadé izoforem IKZF1, z nichz pouze izoformy
s minimalné tfemi zinkovymi prsty (z celkovych ¢tyi) v DNA-vazebné doméné mohou plnit
fyziologické funkce IKZF1. Naopak tzv. kratké izoformy IKZF1 s chybé&jici nebo nefunkéni
N-termindlni doménou se nemohou vazat na DNA, ale maji intaktni C-terminalni doménu,
ktera slouzi k interakci s dalSimi transkripénimi faktory i s funkénimi izoformami IKZF1;
zpisobuji tedy dominantné-negativni efekt a funguji jako inhibitory funkce IKZF1 a dalSich
transkrip¢nich faktord [165].
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Obrazek 5: Izoformy genu IKZF1 (Iacobucci, Haematologica 2008). Mezi kratké izoformy
patii 1k4, 1k4A, Ik4ddel (Ik5A), 1k6, Ik6 delta a Ik8.
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V ramci vyvoje krevnich fad hraje protein Ikaros klicovou roli v nastartovani lymfoidniho
transkripéniho programu a supresi myeloidnich znakiti [166]. Mysi bez funkéniho IKZF1
postradaji celou lymfoidni krevni fadu vcetné nejcasnéjsich prekurzor [167], zatimco mysi
exprimujici z jedné alely kratkou izoformu Ik6 maji normalni distribuci lymfoidnich bunék,
avSak Casné po narozeni vyvinou agresivni leukémie z T-fady [168]. ZvySena exprese
kratkych izoforem IKZF1 byla popsana u riznych typa leukémii déti i dospélych i u
blastického zvratu CML a progrese myeloproliferativnich chorob [169-172] a dlouho se
piedpokladalo, ze je zplsobena deregulaci alternativniho sestfihu RNA. Zasadni studie
americké skupiny ale u vétSiny téchto pacientli prokdzaly, ze za zménou exprese ve smyslu
prevahy kratkych izoforem stoji zfejmé predevsim delece uvniti genu IKZF1, a popsaly
spojeni téchto deleci se Spatnou prognézou u déti s ALL [33,88]. Kvuli odlisnému 1é¢ebnému
protokolu a vybéru pacientll ale zatim nebylo mozné tyto poznatky zaclenit do rizikové
stratifikace protokolli typu BFM. Navic pouzitda metodika celogenomové analyzy DNA
pomoci SNP microarray je finan¢né€ naro¢na a vyzaduje slozitou analyzu ziskanych dat.
Informace o negativnim prognostickém vlivu deleci IKZF1 v posledni dobé ptibyvaji
[34,35,173], musi ale byt zmapovan v ramci riznych typt 1ééebnych protokold a samostatné
pro BCR/ABL-negativni kohorty pacientt z divodu vyznamné Castéj$i asociace alteraci
IKZF1 s ptitomnosti fuzniho genu BCR/ABL a jejich pravdépodobné vzajemné kooperace
[71,174,175]. Dale je nasim zamérem zejména objasnit souvislost zmén IKZF1 na genové

urovni a na trovni genové a proteinové exprese a vztah IKZF1 a MRN.
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Cile I1I.

1. stanovit vzorec fyziologické genové exprese IKZF1 v kostni dieni a periferni krvi

2. zavést metodu RT-PCR a ¢ipové elektroforézy pro zjednoduSené stanoveni genové
exprese izoforem IKZF1 a provést toto vySetfeni retrospektivné u vSech déti
s inicialni diagnézou ALL lééenych podle protokolu ALL IC-BFM 2002 v letech
2002-2007 s dostupnym materidlem

3. zavést metodu MLPA pro detekci deleci genu IKZF1 a provést toto vySetieni u vSech

pacientii zminénych v bodé 2

4. vySetfit metodou ¢ipové elektroforézy valida¢ni kohortu pacientii lé¢enych v SRN

pro ALL podle protokolu ALL-BFM 2000 (s jiZ dostupnym vysledkem MLPA)
5. statisticky zhodnotit vzajemnou souvislost a vyznam vSech odhalenych aberaci pro

prognozu pacienta a jejich vztah k znamym prognostickym znakim, predevSim

ke stavu MRN v ¢asnych bodech 1é¢by
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Metodika I11.

Postup pii zpracovani biologického materialu, vySetfeni priitokovou cytometrii a molekularné
genetickymi metodami (screening piestaveb genu pro Ig/TCR, stanoveni MRN pomoci jejich
kvantifikace a detekci fuznich gent) a statistické zpracovani dat popisujeme v 1. casti

dizertacni prace a v Ptiloze 5.

VySetieni genové exprese IKZF1

Ze zamrazenych bunék kostni dfené z inicialni diagnozy nebo z lymfocytt sortovanych podle
jednotlivych vyvojovych stadii izolujeme RNA modifikovanou metodou dle Chomczynského
a Sacchi [113]. Pro reverzni traskripci do cDNA pomoci kitu iScript (BioRad) pouzivame 1 pl
takto ptfipravené RNA. Kvalitu RNA ovéifujeme pomoci spektrofotometru NanoDrop ND-
100.

Vysetieni genové exprese ,,dlouhych* funkénich izoforem (Ik1, Ik2) a kratkych dominantné-
negativnich (Ik6 delta, 1k6, 1k8del, 1k8, 1k4A, Ik4del, 1k4) izoforem IKZF1 je zalozeno na
jejich amplifikaci reverzné-transkriptizovou PCR (RT-PCR) za reakénich podminek a
s primery popsanymi diive [176]. Oproti uvedené praci jsme ale nahradili detekci a
kvantifikaci izoforem pomoci kapilarni elektroforézy nahradili vyrazné jednodussi a rychlejsi
¢ipovou elektroforézou Lab-on-a-chip (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) [135,136].
Relativni expresi izoforem Stanovujeme pomoci poméru ploch peakd jednotlivych izoforem k
souctu exprese vSech izoforem, absolutni exprese izoforem IKZF1 lze ur¢it pomoci poméru
fluorescence ke standardu. K urceni spolehlivosti metody v zavislosti na proménlivé kvalité
cDNA a korekci absolutni exprese na tuto kvalitu korelujeme tuto absolutni expresi s expresi
kontrolniho genu ABL stanovenou v danych vzorcich RQ-RT-PCR [110]. Vysledky Cipové
elektroforézy jsme wu ¢asti pacientd validovali pomoci RQ-RT-PCR kvantifikace
(Ptiloha 5, Supplemental Methods).

Fyziologické rozmezi exprese izoforem IKZF1 jsme stanovili na zakladé analyzy krve
zdravych darcti krvetvornych bunék, vzorkli kostni dfené¢ odebranych pii remisi onemocnéni
s negativni MRN a sortovanych vyvojovych stadii lymfocytl ziskanych od dércii s nemaligni
krvetvorbou, napf. déti podstupujicich resekci thymu pii kardiochirurgickém vykonu

v Kardiocentru FN Motol (Ptiloha 5).
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VySetieni deleci genu IKZF1

DNA z diagnostickych vzorki kostni dfené vyla vySetfena na ptitomnost deleci jednotlivych
exonu genu IKZF1 metodou MLPA® (multiplex ligation-dependent probe amplification,
MRC Holland), ktera podstatné zjednodusuje detekci mono- a bialelickych deleci a
amplifikaci oproti celogenomovym metodam, jako je SNP microarray pouzitd americkou
skupinou [33]. MLPA zahrnuje denaturaci DNA, navazani sond pro jednotlivé exony, ligaci
sond, multiplexni PCR a analyzu produktii PCR pomoci kapilarni elektroforézy. Vysledky

analyzujeme pomoci software Coffalyser v9.4.
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Obrazek 6: Princip metody MLPA: A, B1,2 — pary sond s ,,mezernikovou‘ sekvenci piesné
definované délky ohrani¢ené univerzalnimi primery; A,B3 — hybridizace sond s cilovou DNA
a ligace part sond; A,B4 — PCR s univerzalnimi primery, amplifikace ligovanych sond; A,B5
— fluorescencné znacené amplifikaéni produkty specifické délky; C — analyza fragmentl
(Hess, Leukemia 2004)
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Sekvenovani vybranych oblasti IKZF1

U vsSech pacienti s diskrepanci mezi nalezem aberaci IKZF1 na genové trovni a urovni
genové exprese jsme sekvenovali vSechny kodujici exony IKZF1 a prilehlé intronické

sekvence a vyhodnotili potencialni dopad nalezenych odchylek na sestiih genu [34,172,177].
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Vysledky III.

Incidence alteraci IKZF1 na urovni genové exprese a jejich vliv na prognozu détské ALL

Vysetiili jsme 206 déti s BCR/ABL-negativni BCP- i T-ALL lé¢enych v CR protokolem ALL
IC-BFM 2002 a valida¢ni kohortu 189 déti 1é¢enych v SRN protokolem BFM-ALL 2000.
Nejvyznamnéjsi rozdil mezi relativni expresi jednotlivych izoforem IKZF1 v periferni krvi
zdravych darcti a nemaligni kostni dfeni a u pacientt s ALL se tykal izoformy Ik6, coz je
nejkratsi a zaroven nejcastéji aberantné exprimovana izoforma (viz Piiloha 5, Supplemental
Table Il) - exprese Ik6 byla vyrazné vyss$i u pacientd s ALL (p<0,0001). Podil exprese
kratkych nefunkcnich izoforem (Ik6 delta, 1k6, 1k8del, 1k8, 1k4A, Ik4del, 1k4) z celkové
exprese vSech izoforem IKZF1 (v¢etné funkénich Ikl1, 1k2) byl vyznamné zvysen (tj. na
>80%) u 14 z 206 (7%) pacienti. Tito pacienti mé&li o n&co horsi prognézu (5-lety RFS
69+13% oproti 90+£2%; p=0,02), ale tato byla zplisobena pievazné zvySenou expresi samotné
izoformy Ik6, jednozna¢né nejduilezitéj$im prognostickym faktorem v ramci genové exprese
IKZF1: pacienti s expresi Ik6 >50% celkové exprese IKZF1 méli 5-lety RFS pouze 50+16% a
5 z 10 téchto pacientd prodélalo relaps. Variace v expresi ostatnich kratkych izoforem byly
viceméné odvozeny od exprese Ik6 a dopad exprese zadné jiné izoformy na prognézu
hodnoceny samostatné nebyl statisticky vyznamny.

Ve valida¢ni kohorte¢ byla frekvence zvySené exprese izoformy Ik6 obdobna — vyskytla se u 9
ze 189 (5%) pacientil.

Incidence alteraci IKZF1 na genové urovni a jejich vliv na prognozu détské ALL

Metodou MLPA jsme detekovali delece alespon jednoho exonu IKZF1 u 14 z 206 (7%) déti
z Ceské kohorty 1é¢ené protokolem ALL IC-BFM 2002. U 6 pacienti se jednalo o delece
celého genu, u 6 pacientii o delece exonti 4-7; delece exonll 2-8 a exonil 5 a 6 se vyskytly po
jednom piipad€. VSechny zjisténé delece byly monoalelické.

Delece IKZF1 byly ptitomny také u 23 ze 189 (12%) némeckych pacientd a byly jednoznacné
spojeny se Spatnou progndzou v obou kohortach. Jejich vliv na pteziti bez relapsu byl silngji
vyjadfen v protokolu ALL IC-BFM 2002 (44+16% vs. 914+2%, p<0,0001) nez v protokolu
ALL-BFM 2000 (70+10% vs. 89+3%, p=0,004).
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Diskrepance mezi aberacemi IKZF1 na genové urovni a na urovni genové exprese

Ptitomnost genovych deleci prekvapivé u Casti pacienti nekorelovala s aberantni expresi
IKZF1: pouze u 5 ze 14 pacientt s deleci IKZF1 jsme detekovali zménénou expresi IKZF1 a
naopak, 5 z 10 pacienti se zvySenou expresi 1k6 nemélo zadnou deleci IKZF1. Obdobné
vysledky jsme ziskali pro valida¢ni kohortu —u 16 z 23 pacientl s deleci byla exprese IKZF1
normalni a 2 ze 7 pacientl s vysokou Ik6 postradali jakoukoli deleci IKZF1 (Ptiloha 5).
Pomér pacienti s vysokou expresi k6 bez delece se mezi obéma kohortami signifikantné
nelisil (2 ze 189 vs. 5 z 206, p=0,45). Také tato mala skupina pacientii (7 z 395 pro CR a
SRN) mé¢la $patnou prognozu: relaps prodélali 3 ze 7 pacientd.

Spojené kritérium delece a/nebo zvySena exprese Ik6 odhalilo oproti samotné MLPA dalsi 3
pacienty, ktefi nasledné prod¢lali relaps (tj. celkem 20 ze vSech 49 relapsi).

Sekvenovani genu IKZF1 vsech ceskych pacientd s diskrepanci mezi genovou Urovni a
genovou expresi identifikovalo pouze u 1 z 5 pacientd jiz dfive popsany SNP Vv intronové
sekvenci ptilehlé k exonu 4 s potencialnim dopadem na sestiih genu [172].

Po normalizaci celkové koncentrace izoforem IKZF1 zméiené cCipovou elektroforézou
vzhledem ke koncentraci kontrolniho genu ABL u 189 z 206 ¢&eskych pacientd jsme u
pacientil s monoalelickou deleci IKZF1 nenalezli niZs§i hladinu celkové exprese tohoto genu
nez u pacientll bez delece. Dale, exprese jednotlivych izoforem kvantifikovana RQ-RT-PCR
kolisala i mezi vzorky zdravych kontrol v rozmezi 1-2 ¥ada (viz Piiloha 5, Supplemental
Figure 5). Domnivame se tedy, ze rozhodujici pro fungovani transkripéniho faktoru IKZF1 a
prognozu pacienti je rozhodujici nikoli absolutni, ale relativni exprese jeho jednotlivych

izoforem.

Asociace alteraci IKZF1 s dal$imi rizikovymi faktory (véetné MRN)

Delece IKZF1 (avsak nikoli jeho zménéna exprese) byla Castéji spojena s vékem nad 6 let
(p=0,04) a M2 nebo M3 morfologii kostni dien¢ v 15. dni 1é¢by (p=0,0009). Naopak jsme
pozorovali trend k niz§imu vyskytu deleci IKZF1 u T-ALL a TEL/AML1-pozitivni ALL
(p=0,08 a p=0,07).

U pacientt 1é¢enych protokolem ALL IC-BFM 2002 byly delece IKZF1 i zvySena exprese
Ik6 spojeny s vyssi MRN v kostni dfeni v 15. (p=0,02 a p=0,004) a 33. dni (p=0,01 a
p=0,003) a 12. tydnu (pouze Ik6; p=0,02) 1écby. Delece IKZF1 a vysoka MRN v 15. dni 1écby

meéfend prutokovou cytometrii byly multivariantni analyzou potvrzeny jako prognostické
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faktory nezavislé na stratifika¢nich kritériich protokolu ALL IC-BFM 2002 (p=0,02 a
p=0,0003) a identifikovaly 13 z 23 (57%) pacientt s relapsem ALL.

Nase vysledky jsme publikovali v ¢asopise Pediatric Blood and Cancer (Ptiloha 5).
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Diskuze a zavéry III.

Genové delece byly obecné povazovany za hlavni pfi¢inu zménéné genové exprese
transkripéniho faktoru IKZF1 u pacienti s hematologickymi malignitami a jejich negativni
prognosticky vliv byl jednozna¢né prokazan nékolika studiemi [33-35,88,173]. Proto bylo
jednim z cili na$i prace zjistit, zda celogenomové analyza DNA miize byt pro piipadné
pouziti v klinické praxi nahrazena podstatn¢ jednoduss$im a dostupnéjSim vysetfenim genové
exprese izoforem IKZF1. Oproti uvedenym studiim [71] jsme ale pifekvapivé prokazali, Ze
delece IKZF1 nemusi nutné vést ke zménéné genové expresi a naopak, aberantni exprese
nemusi byt vzdy zpisobena deleci v genu. Tato diskrepance svéd¢i pro zapojeni dalSich
mechanismu do fizeni exprese IKZF1, pravdépodobné cestou regulace alternativniho sestiihu:
jednim z ptikladd muze byt RNA-vazebny protein HuD, jehoZz konstitutivni aktivace
zpusobuje zvySenou expresi dominantné-negativnich izoforem IKZF1 [178].

Dosud neni zcela jasné, jakym zptisobem ovlivitluje genovou a proteinovou expresi IKZF1
monoalelicka delece tohoto genu. V tomto pfipadé je sice umoznéna exprese IKZF1 z druhé
alely (a jak dokumentuje naSe prace, ¢asto i ve vyznamné vyssi mife), protein byl ale namisto
V bunééném jadie pozorovan v cytoplazmé, kde nemuze plnit svou funkci [179]. Pii¢inou
dislokace IKZF1 mimo bunééné jadro mohou byt i posttransla¢ni upravy, napt. defosforylace
pomoci protein fosfatazy 1 [180]. Nase pilotni proteomicka data ziskana vySetfenim
leukemickych buné¢nych linii ukazuji, Ze diskrepance mezi alteracemi na DNA a RNA drovni
se dale prohlubuje na urovni proteinu a Ze 1 u nckterych bunéénych linii s genetickymi
aberacemi IKZF1 je oproti o¢ekdvani znacna Cast proteinu lokalizovdna v bunécném jadie.
Vysettenim dvou pocetnych kohort déti s BCR/ABL-negativni ALL jsme prokazali, Ze nejen
pfitomnost deleci v genu IKZF1, jak se dfive pfedpokladalo, ale i jeho zménéna exprese je
spojena se Spatnou prognozou. Oba uvedené typy alteraci IKZF1 definuji z¢asti odlisné
skupiny pacientd a jejich vySetfeni miize pomoci v€as odhalit pacienty s vysokym rizikem
relapsu, piedevsim ve skupin¢ IRG definované podle poklesu MRN. Nejvic pacienti
ohrozenych relapsem ALL lze detekovat kombinaci screeningu deleci genu IKZF1 metodou
MLPA s vysetfenim genové exprese jeho jednotlivych izoforem pomoci RT-PCR. Pokud neni
soucasné pouziti 0bou metod mozné, analyza DNA pomoci MLPA ziejmé identifikuje vice
rizikovych pacientll nez vySetieni genové exprese.

Slabsi prognosticky vliv obou typl alteraci IKZF1 u némecké kohorty pacienti je
pravdépodobné zplsoben asociaci alteraci IKZF1 s vy$§i MRN a néslednym zafazenim téchto
pacientt do skupiny vyssiho rizika pfi stratifikaci dle hladin MRN — pro pacienty s aberacemi

IKZF1 je evidentné vyhodné podani intenzivnéj$i 1€cby. Z vySetfeni aberaci IKZFI
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v kombinaci s priatokovou cytometrii by tedy vyznamné profitovali zejména pacienti s ALL
v Cetnych centrech, ktera zatim nepouzivaji pro rizikovou stratifikaci narocnou metodiku

stanoveni MRN pomoci RQ-PCR kvantifikace klonalnich piestaveb Ig/TCR.
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Zavér

Jako centralni laboratof pro détskou ALL pro Ceskou republiku provadime kompletni
diagnostiku vSech pacientl v republice véetné prospektivniho sledovani MRN nejen v kostni
dfeni, ale 1 Vv daSich extramedularnich kompartmentech — zejména v periferni krvi a
mozkomi$nim moku — nyni uz jako ¢lenové nejmodernéj$iho, plné¢ na MRN zaloZeného,
protokolu AIEOP-BFM ALL 2009 skupiny BFM, tedy jedné z vedoucich skupin v oblasti
détské ALL v celosvétovém méfitku. Monitorovani MRN pomoci technicky, ¢asové i
finan¢n¢ naroné metody kvantifikace prestaveb geni pro Ig/TCR je v soucasné dobé na
mezinarodni trovni velmi dobfe standardizovéno, to bohuzel plati o néco méné pro
pratokovou cytometrii. Dilezitym ukolem do budoucna zlstava zavadéni téchto modernich
s ALL ve svété, samoziejmé za piisné kontroly kvality.

V nasi praci se zabyvame aktualnimi aspekty diagnostiky, prognostikace a 1écby ALL u déti:
podavame dikaz o prognostickém vyznamu MRN v periferni krvi v 15. dni 1é¢by a
navrhujeme jeho zaclenéni do stavajici rizikové stratifikace 1é¢ebnych protokold, které by
mélo prispét k lepsi identifikaci pacientd ohrozenych relapsem ALL; upozoriiujeme na vzacné
a dosud nedostate¢né poznané leukémie se smiSenym fenotypem a s liniovym pfesmykem a
uvadime doporuceni pro jejich spravny klinicky management; nase poznatky piinaSeji novy
pohled na slozitou biologii transkripéniho faktoru Ikaros (IKZF1) a jednoznaéné podporuji
zavedeni testovani IKZF1 do klinické praxe, z néhoz by méla profitovat zejména Cetnd centra
pouzivajici 1écebné protokoly typu BFM bez rizikové stratifikace zalozené na monitorovani
MRN.

Ziskané poznatky a zkuSenosti bychom radi vyuzili v mezinarodni spolupraci s cilem
identifikovat pacienty, u kterych bude moZzné snizit terapeutickou zatéZ a tim i riziko
pozdnich nasledki 1é¢by, a naopak vcas odhalit co nejvice déti s vysoce rizikovou ALL, které
maji pomoci stavajicich metod malou Sanci na vylééeni a mohou profitovat z transplantace
kmenovych bunék krvetvorby nebo z nasazeni experimentalni 1écby, napf. novymi
chemoterapeutiky nebo bispecifickymi protilatkami [181]. Budoucnost 1é¢by détské ALL tedy
spociva v jeji postupné individualizaci a pfizpusobeni ,,na miru* jednotlivym pacientim spolu
s dalSim zdokonalovanim podpirné terapie, coz jist¢ pomuze k dalSimu zlepSeni preZziti a

kvality Zivota déti S timto onemocnénim.
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Souhrn

V diagnostice a 1é¢bé détské akutni lymfoblastické leukémie (ALL) bylo béhem nékolika
uplynulych desetileti dosazeno vynikajicich Gspéchii a procento trvale vylécenych déti a
dospivajicich vzrostlo témét na 90%. Zakladnim principem 1é€by détské ALL je rozdéleni
pacientl do skupin s rGiznou intenzitou 1é€by na zéklad¢ ptesné definovanych prognostickych
znak s cilem snizit riziko relapsu onemocnéni i toxickych komplikaci 1é¢by.

Rozvoj novych diagnostickych metod, predev§im v oblasti molekularni genetiky a pratokové
cytometrie, umoznil dalsi zlepSeni rizikové stratifikace - kliCovym prognostickym faktorem se
v modernich protokolech pro 1é¢bu détské ALL stala tzv. minimalni rezidualni nemoc (MRN)
jako citlivy ukazatel odpovédi na 1écbu a subklinického leukemického postizeni rtiznych
kompartmenti v organizmu. Stile se ale intenzivné hledaji nové znaky umoziujici co
nejpresnéjsi charakterizaci leukemického klonu a optimalizuji 1é€ebné postupy zohlediujici
jeho biologii.

V prvni ¢asti nasi prace popisujeme vysledky studie sledovani a prognostického vyznamu
MRN v periferni krvi u déti s ALL méfené pomoci kvantifikace pfestaveb genli pro
imunoglobuliny a receptory T-bunék (Ig/TCR) se zamé&fenim na velmi Casné Casové body
induk¢ni 1écby.

Ve druhé ¢asti prace jsme se zabyvali vlastnostmi, progndzou a 1écbou détské akutni hybridni
leukémie neboli leukémie s tzv. smiSenym fenotypem (AHL, MPAL), a to jednak leukémie
s vyznamnou koexpresi znakll za normalnich okolnosti pfisluSnych bunkdm jiné
hematopoetické linie, jednak leukémie s tzv. pfesmykem do odliSné linie (,,lineage switch®)
béhem cCasné faze indukcni 1écby. Tyto vzacné subtypy akutni leukémie byly dosud malo
poznany a piistup k jejich lécbé zlistaval nejednotny.

Tteti cast dizertacni prace je vénovana transkripénimu faktoru lkaros (IKZF1), coZ je jeden
z novych vyznamnych rizikovych faktorii s potencidlem zatazeni do klinické praxe v ramci
mezinarodnich lécebnych protokold. Mapujeme souvislost alteraci IKZF1 na genomické a
expresni urovni a vliv obou typti téchto alteraci na prognézu détské ALL.

V nasi praci tedy pouzivame vySe zminéné moderni metody za tcelem identifikace novych
prognostickych znaki, poznéani jejich vzdjemnych souvislosti 1 vztahi s jiz existujicimi
rizikovymi faktory. Na zdklad¢ naSich vysledkii uvadime doporuceni pro optimalizaci postupt

pro diagnostiku 1 1é¢bu détské ALL.
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Summary

Great progress has been achieved in the diagnostics and therapy of childhood acute
lymphoblastic leukemia (ALL) during the last few decades and the permanent cure rate for
children and adolescents has risen to nearly 90%. The basic principle of ALL treatment is to
split patients into several groups receiving treatment of different intensity according to exactly
defined prognostic features. This is aimed at reducing both the risk of relapse and toxic
complications of treatment.

The development of new diagnostic methods, especially in the field of molecular genetics and
flow cytometry, allowed further improvements in the risk stratification - the minimal residual
disease (MRD) has become a crucial prognostic factor in modern treatment protocols for
pediatric ALL as a sensitive marker of both response to therapy and subclinical leukemic
involvement of various tissues of the organism. Nevertheless, there is still an intensive search
for new markers that would enable even more precise characterization of the leukemic clone,
and treatment strategies reflecting the biology of leukemic cells are being optimized.

The first part of our study describes the monitoring and prognostic impact of MRD in
peripheral blood of children with ALL with emphasis on very early time points of treatment.
MRD was examined by the quantification of immunoglobulin and T-cell receptor (Ig/TCR)
gene rearrangements.

In the second part of our study, we focused on the characteristics, prognosis and therapy of
childhood acute hybrid leukemia, or mixed phenotype acute leukemia (AHL, MPAL). We
studied both acute leukemias with significant expression of molecules that are physiologically
expressed in a different lineage, and acute leukemias with a switch from one lineage to
another during an early treatment induction phase. These rare subtypes of acute leukemia
have been insufficiently explored and their treatment has remained elusive.

The third part of the dissertation is devoted to a transcription factor lkaros (IKZF1), which is
one of the important novel risk factors with great potential for clinical practice. We mapped
the connection between IKZF1 alterations on genomic vs. gene expression level and the
impact of both types of these alterations on prognosis of childhood ALL.

Thus, in our work we use the aforementioned modern methods to identify novel prognostic
markers, explore their mutual relations and connection with known risk factors. Based on this
knowledge, we make proposals for the improvement of both diagnostics and treatment of
childhood ALL.
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Seznam pouzitych zkratek

ABL
AHL
ALL
AIEOP
AML
ASH
ASO
BCP-ALL
BCR
BFM
CD
CEBPa
CLIP
CML
CNA
CRLF2
EFS
EGIL

ESG-MRD-ALL

FISH
FLT3
FSC
GSTM1
HRG

g

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
akutni hybridni leukémie

akutni lymfoblastickd leukémie

Associazione Italiana di Ematologia Oncologia Pediatrica
akutni myeloidni leukémie

American Society of Hematology

allele-specific oligonucleotide

B cell precursor acute lymphoblastic leukemia
breakpoint cluster region

Berlin-Frankfurt-Miinster

cluster of differentiation

CCAAT/enhancer binding protein o

Childhood Leukaemia Investigation Prague

chronickd myeloidni leukémie

copy number alteration

cytokine receptor-like factor 2

event-free survival

European Group for the Immunological Classification of
Leukemias

European Study Group on Minimal Residual Disease in Acute
Lymphoblastic Leukemia

fluorescenéni in situ hybridizace

FMS-like tyrosine kinase 3

forward scatter

glutathione S-transferase Mu 1

high risk group

imunoglobulin

tézky fetézec imunoglobulinu (immunoglobulin heavy chain)
lehky fetézec imunoglobulinu k

lehky fetézec imunoglobulinu (immunoglobulin light chain)
Ikaros family zinc finger 1

intermediate risk group

59



JAK

KDE

LAIP
MLL
MLPA
MPAL
MRN
MRN;co"o"

MRNPKhigh
MRNp'"
mRNA
PCA
PCR
PGR
PPR
PSDH
RAG
RFS
RQ-PCR
RT-PCR
SNP
SRG
SSC
T-ALL
TCR
TCRa
TCRB
TCRy
TCRS
TdT

Janus kinase

kappa deleting element

leukemia-associated immunophenotype

mixed-lineage leukemia

multiplex ligation-dependent probe amplification
mixed-phenotype acute leukemia

minimalni rezidualni nemoc

podskupina pacientti s MRN Vv kostni dieni v 15. dni 1é¢by vyssi
nez 10

podskupina pacient s MRN Vv kostni dieni v 15. dni 1é¢by nizsi
nez 10"

podskupina pacienti s MRN v krvi v 15. dni 16¢by vy33i nez 10™
podskupina pacienti s MRN v krvi v 15. dni 16¢by niz§i nez 10™
mediatorova RNA

principal component analysis

polymerase chain reaction

prednisone good response

prednisone poor response

pracovni skupina détské hematologie

recombination activating gene

relapse-free survival

real-time quantitative polymerase chain reaction

reverse transcription-polymerase chain reaction
single-nucleotide polymorphism

standard risk group

side scatter

akutni lymfoblastické leukémie z T-fady

T-bunéény receptor (T-cell receptor)

o podjednotka T-bunécného receptoru

B podjednotka T-bunééného receptoru

v podjednotka T-bunécného receptoru

d podjednotka T-bunééného receptoru

terminalni deoxynukleotidyltransferaza
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m
TPMT
TS
WHO

melting temperature
thiopurin metyltransferaza
thymidylatsyntetaza
World Health Organisation
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