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Abstrakt

Klasické schéma vyvoje hematopoetickych bun¢k ptredpoklada ¢asné oddéleni
modely, které predpokladaji vétsi flexibilitu hematopoezy a navrhuji existenci
progenitor s lymfoidnim i myeloidnim potencidlem. Akutni hybridni leukémie jsou
malignity, které podle riznych kritérii nelze jednoznaéné zatadit k lymfoidni nebo
k myeloidni linii a jejichz chovéni spiSe davé za pravdu novym modelim hematopoezy.
Predkladand prace se zabyvala pfedevsim vyzkumem détskych leukémii s ptresmykem
z lymfoidni do myeloidni linie béhem indukéni 1écby. Jednd se o rozsahly projekt,
v jehoz ramci si diplomové prace si kladla za ukol urcit liniové zatazeni leukemickych
blastii pomoci detekce piestaveb genii pro imunoglobuliny a T-bunééné receptory
(TCR). Potvrdili jsme, ze myeloidni bunky derivované v pribéhu 1écby pochazi u
vsech pacientli z pivodniho lymfoidniho klonu. Daéle jsme u téchto ptipadt zkoumali
expresi vytipovanych genti ve srovnani s béznymi druhy leukémii. Tteti ¢asti prace byl
vyzkum prognostického vyznamu piitomnosti piestaveb TCR (a tedy pftisluSnosti

k lymfoidni linii) u leukémii z T-lymfoidni fady.



Abstract

The classical scheme of hematopoiesis presumes early separation of lymphoid
and myeloid precursors. Recently, more complex models are put forward, suggesting
greater flexibility of hematopoiesis with progenitors sharing lymphoid and myeloid
potential. Acute hybrid leukemia is a malignancy, in which it is not possible to assess
unambiguously myeloid or lymphoid lineage of origin. The behaviour of those
malignancies favors new models of hematopoiesis. Our work concentrated mainly on
the research of childhood leukemias with lineage switch from lymphoid to myeloid
lineage during induction treatment. Our task within this extensive project was to
determine lineage assignment of leukemic blasts using detection of immunoglobulin
and T-cell receptor gene rearrangements. We confirmed that myeloid cells derived
during the treatment in all patients descend from the original lymphoid clone. We also
investigated the expression of selected genes in those cases compared to common
leukemia types. Lastly, we explored prognostic impact of TCR rearrangements (and

thus lymphoid lineage commitment) in T-lineage leukemia.



1. Uvod

Vyvoj krevnich bunék je velice dynamicky proces, ktery probihé v kostni dieni.
Efektorové krevni bunky, vznikajici z bunék kmenovych, se podileji na nejriznéjSich
dilezitych procesech v organismu, zejména imunitnich reakcich. V ptipadé vzniku
genetickych zmén, které mohou vést k ristové vyhodé nebo poruse apoptoézy bunék,
vznika nejcastéjsi maligni onemocnéni v détském veéku — akutni leukémie. NejcastéjSim
typem leukémii je akutni lymfoblasticka leukémie (ALL), méné astym typem je akutni
myeloidni leukémie (AML). Vzacné se vyskytuji leukémie, u kterych mizeme soucasné
nalézt znaky jak B, tak T bun&cné linie nebo 2 klony rtiznych bunéénych linii, anebo
velmi vzacné pfesmyk z jedné linie do druhé v pribéhu 1€cby. Tyto typy leukémii jsou

definovany jako akutni hybridni leukémie (AHL).

Lécba akutnich leukémii patii mezi velice naro¢ny onkologicky postup
vyuzivajici soucasné moderni metody jako chemoterapie, ozafovani ¢i transplantace
hematopoetickych ~ kmenovych bun¢k (SCT). Diky témto piistupim a snaze
stratifikovat pacienty v pocatku 1é€by podle miry rizika do jednotlivych rizikovych
skupin bylo dosazeno v pribéhu 40 let velkych uspéchtl v 1€cbé. Z nevylécitelné nemoci
se stala nemoc, u kter¢ je Sance na pteziti az 80%. Mezi dilezité parametry, diky kterym
se stratifikuji pacienti s ALL na lécebnych protokolech, patii stanoveni minimalni
rezidudlni nemoci (MRN) metodou pritokové cytometrie nebo prostfednictvim
klondlnich pfestaveb gend pro imunoglobuliny (Ig) a T-bunétné receptory (TCR).
Dutlezitou soucasti stratifikace je i stanoveni genetickych zmén leukemického klonu
jako naptiklad mutaci ¢i translokaci, které vedou ke vzniku fuznich geni, které Ize také

vyuzit ke sledovani MRN, zejména u AML.

V této praci jsme se zamé&fili na vzacny typ akutnich hybridnich leukémii, kde
se pokusime objasnit piislusnost leukemickych blasti u pacientli s akutni leukémii s
liniovym pfesmykem (swALL) z lymfoidni do myeloidni linie v prib¢hu lécby. Dalsi
zkoumanou otazkou je prognosticky vliv pfitomnosti ¢i nepfitomnosti prestaveb TCR, a
tedy netplna specifikace do lymfoidni linie, u pacienti s ALL vychazejici z T-
lymfocytli. Rovnéz definujeme nékteré klicové faktory, které mohou byt zodpoveédné za

liniovou nestabilitu u AHL.
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2. Prehled literatury

2.1 Vyvoj hematopoetickych bunék

Vyvoj hematopoetickych bunék probihd v kostni dfeni. V kostni dfeni Ize nalézt
krevni cévy, buniky kostni dien¢ a extraceluldrni matrix. Diferenciace hematopoetickych
bunék z bun¢k kmenovych je vysoce regulovany proces, ktery je vysledkem
membranovych interakei mezi kmenovymi buiikami krvetvorby a stromélnimi buiikami
kostni dfené. Pro optimdlni vyzravani hematopoetickych buné¢k je zapotiebi i optimalni
cytokinové prostiedi, na némz se podileji zejména endotelové bunky prostrednictvim
produkovanych cytokinti (CSF- Colony Stimulating Factors, IL6). Proces tvorby bun¢k
je mimofddné dynamicky a je ovlivilovan momentidlnimi potfebami organismu,

predevsim potifebou rozvinuti imunitni reakce (Krejsek J. 2004).

2.1.1. Klasicky model hematopoézy

Hematopoetické kmenové buniky (HSCs) jsou definovany jako buriky, které jsou
schopny sebeobnovy a diferenciace do rliznych typi hematopoetickych bunék.
Charakteristickym znakem HSC je povrchovéd molekula CD34 (Civin, Trischmann et al.
1996) naopak neexprimuji jednotlivé znaky zralych krevnich bun¢k CD2, CD3, CD4,
CDS8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD56 a CD66b (Wognum, Eaves et al. 2003).
V kostni dfeni mizeme nalézt 1-4% bunck exprimujicich glykoprotein CD34, které
vykazuji schopnost dlouhodobé obnovy hematopoézy. V periferni krvi se vyskytuje
méné nez 0,1% CD34 pozitivnich bunék z celkového poctu jadernych bunck. Ke
zvyseni poctu nad 1% mutze dochazet plisobenim cytokinti nebo pfi cytotoxické 1é¢be,
coz mize byt vyuzito k ziskani HSC z periferni krve pro klinické transplantace
(Hawley, Ramezani et al. 2006). Z HSC se nasledné diferencuji stadia lymfoidniho
progenitoru CLP (Common Lymphoid Progenitor) a myeloidniho progenitoru CMP
(Common Myeloid Progenitor). Z CLP se pies stddia unipotentnich progenitorti
T-lymfocytd, B-lymfocytii a NK bun¢k (Natural Killer) vyvijeji zralé bunky (Kondo,
Weissman et al. 1997). CML se pies multipotentni progenitory CFU-GEMM (Colony
Forming Unit Granulocyte-Erythrocyte-Monocyte-Megakaryocyte) dale diferencuji pies
stddia multipotentnich progenitori CFU-GM (Colony Forming Unit Granulocyte-

Macrophage) a CFUMegE (Colony Forming Unit Megakaryocyte/Erythroid)
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a unipotentnich progenitorti vyvijeji zral¢ granulocyty (neutrofilni, eozinofilni, basofilni

granulocyty), monocyty, trombocyty, erytrocyty (Akashi, Traver et al. 2000).

@ CMP @CLP
/ \

@ MEP @ GMP / l \
e © @9

/ \ Natural B cell T cell
/:7 :: ‘/\ : /Myeloblast killer cell l
Erythroblast Megakaryocyte @
Plasma

°.l-.' .

Plateletes Mast cell Macrophage Eosinophil  Basophil  Neutrophil
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Obrazek 1. Klasicky model hematopoezy

Prevzato od Schutte, Moignard et al. 2012. Klasicky model hematopoezy, kdy
z hematopoetické kmenové buiky (HSC) vychazeji smiseny lymfoidni progenitor (CLP)
a smisSeny myeloidni progenitor (CML), které pres dalsi stadia unipotentnich

progenitori davaji vznik vsem zralym efektorovym buiikam.
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2.1.2 Alternativni model hematopoézy

Vsechny krevni bunky jsou odvozeny z hematopoetickych kmenovych bunék.
Vyvoj B-lymfocytl, T-lymfocytl, myeloidnich ¢i erytroidnich bun¢k je zkouman na
celé fadé trovni a experimentalnich modeltd. B-lymfocyty a T-lymfocyty pochdzeji ze
spole¢ného lymfoidniho progenitoru (CLP), ktery je schopen generovat B-lymfocyty a
T-lymfocyty, ale ne erytroidni a myeloidni bunky ¢i megakaryocyty. Spole¢nou
vlastnosti B a T lymfocytl je rozpoznévat antigeny prostiednictvym svych receptorti
(BCR — B cell receptor, TCR — T cell receptor), které vznikaji v pribé¢hu vyvoje
procesem zvanym V(D)J rekombinace. I tato zjisténi, ze buiky vyuZzivaji stejny
molekularni aparat, posilila myslenku, Ze pochazi ze stejného lymfoidniho progenitoru.
(Katsura 2002). Nicméné vyzkum, kterym se zabyva Katsura ukazuje, ze vyvoj B
lymfocyt,, T lymfocyti a myeloidni linie miZe vést nejen podle klasického modelu
pites CLP a CMP, ale také ptes myeloidni/T a myeloidni/B bipotentni stupeni vyvoje
(Katsura 2002). Tyto nové poznatky umoziuji znovu zvazit ontogenezi a fylogenezi

T-bunécného, B-bunécného a myeloidniho vyvoje.

Towards E < P Towards Tand B b

QD
© " @
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@
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Obrazek 2. Alternativni model hematopoezy

Prevzato od Katsura, 2002. Vlevo (a) novy model ukazuje, Ze myeloidni potencial je
pritomen jiz v casnych vyvojovych stadiich B, T Ilymfocytu i v erytroidne-
megakaryocytarni linii. Vpravo (b) obecné prijimany klasicky model hematopoézy.
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2.2 Akutni leukémie v détském véku

V pribéhu mnohastupiiového vyvoje hematopoetickych bun¢k muize dochazet
k cel¢ fadé zmén, které mohou vést k porucham normalni proliferace a diferenciace
bun¢k. Tyto zmény mohou vést k celé¢ fadé onemocnéni benignich, ale i malignich.
Jednim z téchto zavaznych onemocnéni jsou akutni leukémie.

Akutni leukémie je nejcastéj$i nadorové onemocnéni détského véku s ptiblizné
80-90 nové diagnostikovanymi pacienty v Ceské republice ro¢né. Asi 80% leukémii
predstavuje akutni lymfoblastickd leukémie (ALL), pfiblizn¢ 15% akutni myeloidni
leukémie (AML) (Zdrahalova 2007). Jedna se o onemocnéni s prudkym nastupem a
velmi Casto se vyskytuje u osob bez jakékoliv zndmé hematologické anamnézy. Prvni
priznaky se objevuji zpravidla jen nékolik dnt ¢i tydnl pied zjiSténim definitivni
diagno6zy. Termin akutni rovnéz odrazi pribéh nemoci. Nelécené ¢i nedostatecné 1éCené
onemocnéni pacienta vede ke smrti béhem nékolika tydni. Dnesni 1écba leukémii patii
celkové mezi nejnarocnéjsi onkologické postupy, ale pravé diky modernim
terapeutickym protokoliim bylo mozno vyrazné zvysit procento vylécenych pacientti
(Stary, Jabali et al. 2010). Diagnostika akutnich leukémii spoc¢ivd v morfologickém,
cytochemickém, cytogenetickém a imunologickém vysSetieni kostni dien¢ (BM) a
periferni krve (PB). To nam umozni spravnou diagnostiku a rozliSeni mezi ALL a

AML.

2.2.1 Akutni lymfoblastické leukémie

V Ceské republice onemocni ALL pfiblizné 65-70 déti za rok. ALL je
nejCastéjSim nddorovym onemocnénim u déti a predstavuje asi Ctvrtinu vSech
nadorovych onemocnéni v détském veéku (Pui 2000). Mtzeme definovat dva vrcholy
vyskytu: v pfedskolnim véku mezi 2. a 5. rokem a méné vyrazny v puberté. Zatimco v
predskolnim véku je ALL nejéastéjsi malignitou, u dospivajicich predstihuji ve vyskytu
leukémii lymfomy, germinalni a mozkové nadory. V détském véku je ALL malignim
onemocnénim s relativné dobrou prognézou a s nadéji na trvalé vyléceni 70-80%

(Zdrahalova 2007).
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2.2.1.1 Diagnostika ALL

Morfologicka klasifikace

Morfologicka analyza periferni krve (PB) a/nebo kostni diené¢ (BM) se vyuziva
k popisu vzhledu, struktury a procentu leukemickych bun€k. ALL je diagnostikovana
nalezem alesponn 25% blasti v kostni dieni. Dle FAB (French—American-British)
morfologické klasifikace rozliSujeme typ L1, ktery se vyskytuje nejcastéji (70-80%) a je
definovan jako homogenni malé blasty. Typ L2 tvofi 20-25% a je charakterizovan
blasty rizné velikosti. Typ L3 typ se nachédzi vzacné, spojuje se zralou B-ALL a jsou u
n¢j popisovany velké blasty se silné¢ bazofilni cytoplazmou a ¢astou vakuolizaci (Pui,

Kane et al. 1995).

Imunofenotypizace

Z hlediska imunofenotypu muzeme ALL rozdélit na ALL vychazejici
z prekurzorti B-lymfocyti (BCP-ALL tvoii asi 80%) a vzacné se vyskytujici zralou
ALL (2%) (Stary 2002). Pfiblizné¢ 10-15% détskych akutnich lymfoblastickych
leukémii jsou T-ALL, tedy leukémie vychazejici z prekurzora T-lymfocytd, které jsou
spojeny s hor§i prognézou nez B-ALL (Goldberg, Silverman et al. 2003).
Imunofenotypizace leukémii, vychazejich z lymfoidni linie, umoziiuje stratifikovat
ruzné klinické a biologické subtypy na zékladé exprese antigenil, které jsou typické pro
urcita vyvojova stadia fyziologickych protéjska blastd. Imunofenotypizace ALL dle
EGIL (The European Group for the Immunological Classification of Leukemias)

klasifikace je shrnuta v Tabulce 1.
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Kategorie

Kritéria

Podtfida

Kritéria

B
prekurzorova

2 nebo 3 z nasledujicich: CD19"*,
(intra)CD79a"* a CD22P*

CD3"™#

intraCD3"*

K8 4 g

proB ALL

CD10™* CD20"#

cALL

CD10" intralgM"*®

preB ALL

poz

intralgM

2 nebo 3 z nasledujicich: CD19"*,
(intra)CD79a"* a CD22P*

CD3"™#

intraCD3"*

k"°” nebo A

Bez dalsi subklasifikace

(intra)CD3P*
CD7*

proT ALL

CD2™® CD5™¢

CDg™*®

preT ALL

CD2P** a/nebo CD5P**
a/nebo CD&P**

Intermediarni T
ALL

CDla™*

zrala T ALL

CD3™ CDla™®

TCRop™ T ALL

TCRap™

TCRyd™” T ALL

TCRy8™

Tabulka 1. Adaptovana klasifikace EGIL (The European Group for the Immunological
Classification of Leukemias) pro hodoceni ALL v ramci BFM (Berlin — Frankfurt —
Miinster) protokolit pro detskou ALL.
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2.2.1.2 Genetické abnormality a prognostické faktory

Molekularni analyza genetickych zmén u leukemickych bunék pftispéla
k vyznamnému pochopeni patogeneze a progndézy ALL (Pui and Evans 1998).
K obecnym mechanismim, které mohou vést ke vzniku leukémie, patii abnormalni
exprese proto-onkogenti, chromozomalni translokace, které vedou ke vzniku fiznich
genu kodujicich nékteré aktivni kindzy, zmény transkripénich faktort a hyperdiploidie
zahrnujici vice nez 50 chromozomu. Tyto genetické zmény pfispivaji k leukemické
transformaci hematopoetickych kmenovych bunc¢k nebo jednotlivych prekurzort a
vedou ke zménéné bunééné funkci. Dochdzi ke zméndm klicovych regulatort
proliferace, blokovani diferenciace a rezistence na apoptotické signdly (Pui, Relling et
al. 2004). Evoluce leukemického klonu pravdépodobné vyzaduje né€kolik genetickych
»zasahi“ a vpozdnich fazich onemocnéni jsou nachazeny mnohocetné genetické
abnormality (Stary 2002). Mezi nejvyznamngj$i z nich, které maji dopad na stratifikaci
pro lécbu a negativni vliv na prognoézu, jsou translokace (9;22) vedouci ke vzniku
fazniho genu BCR/ABLI (Arico, Valsecchi et al. 2000) a pfestavby genu MLL a to
zejména translokace (4;11) vedouci ke vzniku fuzniho genu MLL/AF4. Progndza
dalsich fuznich partnerti genu MLL muze byt v budoucnosti také vyznamna, zejména u
déti (Pieters, Schrappe et al. 2007). Nejcastéjsi genetickou zménou u détskych leukémii
je pritomnost fizniho genu ETV6/RUNXI1, vzniklého translokaci (12;22)
a hyperdiploidie, kterd je definovana jako >50 chromosomu v leukemické burice. Tyto
dvé genetické zmény se vyskytuji témet u 50% détskych BCP-ALL a jsou spojeny
s dobrou progn6zou (Zuna, Hrusék et al. 1999, Trueworthy, Shuster et al. 1992). Oproti
tomu hypodiploidie, ktera je pomérné vzacnd, se vyskytuje pouze u 3-9% pacienti,
z nichz 80% ma pocet chromosomu 45. Témér haploidni pocet chromozomtl je vzacny a

tyto déti maji extrémné Spatnou progndzu (Stary 2002).

Nastup novych technologii v poslednim desetileti (analyza expresnich profild,
tzv. single-nucleotide polymorphism (SNP) a comparative genomic hybridization
(CGH) arrays, sekvenovani nové generace) vedl k odhaleni mnoha dalsich genetickych
zmén a prognostickych faktord. U velké casti (40%) pacientii byly nalezeny zmény
souvisejici s vyvojem B-lymfocyti (napt. delece gent PAXS, TCF3, EBF1, LEFI,
IKZF1, IKZF3). Dalsi geny souvisely s regulaci bunééného cyklu (napt. CDKN2A,
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CDKNI1B, RBI1 (Kuiper, Schoenmakers et al. 2007, Strefford, Worley et al. 2007) ¢i
signalizatnimi drahami (JAK, CRLF2). Zvysena exprese CRLF2 (Cytokine Receptor
Like Factor 2), zplsobena translokacemi P2RY8-CRLF2, IGH-CRLF2 nebo mutaci
v samotném genu CRLF2, byla nalezena u 6% - 7% BCP-ALL (Mullighan, Collins-
Underwood et al. 2009, Cario, Zimmermann et al. 2010). Tyto zmény jsou asociovany
s mutacemi JAK (Janus Kinédz), vedou ke konstitutivni aktivaci JAK-STAT drahy
(Yoda, Yoda et al. 2010) a jsou asociovany se Spatnou prognézou (Harvey, Mullighan
et al. 2010). Delece v genu IKZF1, ktery koduje lymfoidni transkripéni faktor Ikaros,
byly nalezeny u 80% BCR/ABLI pozitivnich akutnich leukémii (Mullighan, Miller et
al. 2008). Ovsem delece IKZF1 byly nalezeny i1 u skupiny leukémii BCR/ABLI
negativnich, u nichz byl expresni profil podobny jako u BCR/ABLI pozitivnich
leukémii (Mullighan, Su et al. 2009). Tyto leukémie byly oznaceny jako BCR/ABLI-
like ALL. Jejich prognoéza je srovnatelnd s prognézou BCR/ABLI1 pozitivnich ALL
(Den Boer, van Slegtenhorst et al. 2009).

Podobné jako u BCP-ALL i u T-ALL nalézdme genetické¢ abnormality, které
vedou k celé fad€ bunéénych zmén. OvSem z diivodl vzacnosti vyskytu T-ALL je vztah
genotypu a prognozy stile objasnén méné, nez je tomu u BCP-ALL. U T-ALL
nalézadme Casto chromozomalni translokace, kterych se ti€astni T-bunécny receptor TCR
a/p/o. Pravdépodobné se jednd o chybu vzniklou pii prestavovani gent pro TCR. U
TCRy nejsou dosud zndmy zadné chromozomalni aberace. Téchto piestaveb se ucastni
napt. geny TLX1, TAL1, LMO1, LMO2, LYL1 nebo homeoboxové geny HOX11L2,
HOX 11 (De Keersmaecker, Marynen et al. 2005). Casté (az 50%) jsou aktiva¢ni
mutace transmembranového receptoru Notchl (Weng, Ferrando et al. 2004). Pfitomnost

Notchl mutace predikuje pfiznivejsi prognozu a odpovéd’ na 1écbu (Breit, Stanulla et

al. 2006).
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Obrazek 3. Prevzato od Pui, Carroll et al., 2011. Grafické zndazornéni zastoupeni

genetickych abnormalit u ALL.

2.2.1.3 Lécba a stratifikace ALL

V Ceské republice jsou déti s ALL lé&eni dle 1é¢ebnych protokolil pracovnich
skupin BFM a AIEOP, konkrétné od roku 2010 protokolem AEIOP-BFM 2009.
Protokol je zalozen na stratifikaci pacientd dle prognosticky vyznamnych faktord do
skupin nizkého rizika (SR), sttedniho rizika (MR) a vysokého rizika (HR) (Stary, Jabali
et al. 2010). V dobé diagnoézy se hodnoti klinické nalezy pacienta, molekularné-
genetické, imunologické a morfologické charakteristiky leukemickych bunék. Jednim
z dalSich vyznamnych prognostickych faktori je tzv. odpovéd na prednisonovou
predfazi. Pacienti, ktefi maji v 8. dni 1écby v periferni krvi stale vice nez 1000 blasti/ul
(asi 10% ze vSech pacientil) jsou definovani jako tzv. ,prednison poor responders"
(PPR) a jsou fazeni do vysokého rizika. Dulezitou soucasti stratifikace v modernich
lécebnych protokolech je stanoveni minimalni rezidudlni nemoci (MRN). Provadi se

pomoci kvantifikace pfestaveb pro imunoglobuliny (Ig) a T-buné¢éné receptory (TCR).
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2.2.2 Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie je heterogenni onemocnéni, které vznika
nekontrolovatelnou proliferaci myeloidnich prekurzort. Leukemickym procesem miize
byt postizena granulocytarni, monocytarni, erytroidni i magakaryocytarni fada. V Ceské
republice onemocni AML prumérné 10 déti za rok. Prognoéza pacientti s AML oproti
ALL je stale horsi, i kdyz se v pribéhu 30 let zvysilo procento celkového pteziti (OS)
na 50-60%. (Kaspers and Creutzig 2005).

2.2.2.1 Diagnostika AML

Morfologicka klasifikace

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) v roce 2004 navrhla nové rozdéleni
AML do podskupin na zakladé morfologickych, tak i cytogenetickych charakteristik
(Ross, Mahfouz et al. 2004). V praxi je vSak stale pouzivané rozdéleni z roku 1976,
které navrhla ,,French-American-British (FAB) cooperative group* vychazejici také
z morfologickych a cytochemickych znakti (Bennett, Cassileth et al. 1996). Podle
FAB klasifikace rozdélujeme AML na tyto subtypy:

MO — akutni leukémie s minimalnimi znamkami myeloidni diferenciace (tzv. Casna
myeloidni leukémie)

M1 — akutni myeloidni leukémie bez vyzravani
M2 - akutni myeloidni leukémie s vyzravanim

M3 - akutni promyelocytarni leukémie, do této skupiny patii podskupina M3v —

variantni mikrogranularni leukémie M3

M4 - akutni myelomonocytarni leukémie, do této skupiny patii také M4 eo,
varianta s eozinofilii

MS5 — akutni monocytarni leukémie

M6 — erytroleukémie

M7 — akutni magakaryoblasticka leukémie
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Typ leukémie MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Priblizné
zastoupeni 3% 15-20% | 25-30% | 5-10% | 25-30% 6% 3-5% 3%

Tabulka 2. Procento zastoupeni jednotlivych subtypi AML (Stary 2002).

Imunofenotypizace

Na rozdil od ALL se diagnostika AML opird zejména o morfologii. Nicméné
muzeme také zde definovat antigeny, které jsou dilezitymi charakteristickymi znaky
myeloidni diferenciace a rovnéz jsou dilezité pro identifikaci morfologicky
nediferencovanych AML. Na ¢asnych progenitorech se exprimuji znaky CD34, HLA-
DR a intracelularni myeloperoxidaza, v dalSich ¢asnych stadiich znaky CD13, CD33,
CD117 a dale antigeny charakteristické pro vyvojovou linii napt. CD15 a CD65 jako
znaky neutrofilnich granulocyti, CD14 jako znak monocytl, CD36 a glykoforin jako
znak erytroidnich bunék a CD41, CD42 a CD61 jako znaky megakaryocyt
(Casasnovas, Slimane et al. 2003). Metoda pritokové cytometrie je nezbytna k diagnoze
MO0 a M7 a v situaci, kdy je obtizné odlisit ALL. od AML (L2 versus M1). K diagndze
podtypu MO je nutné pozitivita jednoho nebo vice myeloidnich antigeni CD13, CD33 a
CD65. U podtypu M7 jsou myeloidni znaky ¢asto negativni, ale je nachdzena pozitivita
megakaryocytarnich znaki CD41, CD42 a CD61. U dalSich podtypi AML je

prokazovana pozitivita alespon jednoho myeloidniho znaku (Stary 2002).

2.2.2.2. Genetické abnormality a prognostické faktory

I ptes znacnou heterogenitu onemocnéni AML se ukazuje, Ze na leukemogenezi
se podileji mutace souvisejici s regulaci sebeobnovy a diferenciace bunék. V soucasné
dobé je u vice nez 90% détskych AML identifikovana alesponi jedna znama geneticka
zména (Pui, Carroll et al. 2011). K ¢astym genetickym zméndm u AML patii
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translokace t(8;21), vedouci ke vzniku fuzniho genu AMLI/ETO a casto souvisejici
s podtypem M2, dale translokace t(15;17) a fuzni gen PML/RARa korelujici s
podtypem M3, inv16(p13;q22) MYHI11/CBFfB korelujici s podtypem M4eo a
translokace genu MLL (Pui, Carroll et al. 2011). Mutace, které se podileji na
leukemogenezi, mizeme rozdélit do tii skupin. Jednak mutace gent, které vedou k
indukci bunécné proliferace (napt. FLT3/ITD, mutace FLT3, c¢-KIT, RAS, PTPN11),
dale mutace v genech, které¢ blokuji myeloidni diferenciace (napt. RUNX1, CEBPa,
WT1) a geny zapojené do regulace bunécného cyklu a apoptdzy (napi. P53, NPM1)
(Renneville, Roumier et al. 2008).

CEBPa.
14%

wri1
FLT3/ALM
13% et

RAS
3%
S PTPNT1

2%

No mutation

t(15;17) 24%

inv(16)
12%

8%

1(8;21)
12%

Normal
Others 20%

17% '
\ MLL
del(9q) 18%
2% T
del(5q) 7

N B
2% 2% +8 Rare recurrences

2% 6%

Obrazek 4. Prevzato od Pui et al., 2011. Grafické zndazornéni zastoupeni genetickych

abnormalit u AML.
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CEBPa ( CCAAT / enhancer-binding protein o )

Gen CEBPa je lokalizovan na 19. chromozomu v oblasti 19q13.1 a obsahuje CG
bohatou oblast (az 70%) obsazenou v 1 exonu (Antonson and Xanthopoulos 1995).
Koduje protein patiici do rodiny CCAAT / enhancer-binding proteinti, které se podileji
na regulaci bunétné proliferace a termindlni diferenciace. Gen CEBPa koduje
transkripéni faktor, ktery hraje klicovou roli v diferenciaci do riiznych bunéénych typi,
véetné hematopoetickych. V hematopoéze hraje CEBPa klicovou ulohu v ¢asné fazi
myeloidni diferenciace, zejména v diferenciace do myelomonocytarnich bun¢k. (Nerlov
2004). U myeloidnich bunék CEBPa transkripné aktivuje promotory myeloidng-
specifickych receptor pro rastové faktory M-CSF, G-CSF a GM-CSF (Zhang,
Hetherington et al. 1996, Smith, Hohaus et al. 1996). Strukturn¢ je CEBPa protein
veliky 42 kDa se ¢tyfmi hlavnimi doménami. V C-terminélni oblasti se nachdzi doména
motivu leucinového zipu, podilejici se na homo nebo heterodimerizaci, a DNA vazebna
doména, kterd se vaze na DNA specifickou sekvenci. V N-termindlni oblasti se nachazi
2 domény, transaktivacni a regulacni (TADI1, TAD2). CEBPa je exprimovan
v pocatecnich myeloidnich prekurzorech a je pfitomen v nejvys$sim mnoZzstvi v prubchu
granulocytarni diferenciace. U CEBPa deficientnich mysi nebyly nalezeny zadné zralé
granulocyty, pficemz bunky ostatnich linii nebyly postizeny (Zhang, Zhang et al. 1997).

U AML casto nalézame mutace v genu CEBPa. Funkce CEBPa byva narusena
nejen mutacemi, ale i posttranskripéni nebo posttranslacni inhibici v disledku poruchy
regulace onkogenit AML1/ETO, MYHI11/CBFf nebo FLT3/ITD (Cilloni, Carturan et
al. 2003, Pabst, Mueller et al. 2001). V posledni dob¢ jsou popisovany také epigenetické
modifikace jako hypermethylace promotoru CEBPa, coz mé za nasledek umlceni genu

CEBPa (Chim, Wong et al. 2002).
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2.2.2.3 Lécba a stratifikace AML

V soucasné dob¢ se détské AML 1é¢i dle nového protokolu AML-BFM 2012.
Dle cytogenetického a molekularné-genetického vysetfeni jsou pacienti stratifikovani
v den 21 od zah4jeni 1é¢by do skupin nizkého rizika SR (pfitomnost napi. AMLI/ETO,
PML/RARa, MYHI1/CBFf, mutace NPMI, ,double mutant“ CEBPoa, normalni
karyotyp), vysokého rizika HR (napf. piestavby genu MLL, monosomie 7, mutace
WTI, FLT3/ITD, BCR/ABL) a stfedniho rizika IR, kam jsou fazeni vSichni pacienti,
kteti nebyli stratifikovani do SR nebo HR.

2.2.3 Akutni hybridni leukémie

Ve vétsing pripadii je mozné diky imunofenotypizaci jednoznaéné identifikovat
hlavni bunécnou linii leukemickych bun¢k (B-linie, T-linie, myeloidni linie). Nicméné
existuji pfipady, kdy neni mozné jednoznacné urcit piisluSnost leukemického klonu
k jedné bunécné linii a tito pacienti jsou diagnostikovani jako akutni hybridni leukémie
(AHL, téz nazyvané MPAL Mixed Phenotype Acute Leukemia). Pokud u bunck
nalézdme expresi antigenli zjiné linie, nez zkteré vychazeji leukemické buiiky,
oznacujeme tuto expresi jako aberantni. Pfesna pfi¢ina je zatim nejasnd, podle riznych
hypotéz je aberatni exprese bud disledkem deregulované exprese gent v dusledku
leukemogeneze (Grimwade, Outram et al. 2002) nebo dusledkem nezralosti
leukemickych bunék. Podle dalsi teorie odpovida fenotyp leukemickych blastii stadiu
fyziologického prekurzoru, ktery ma potencial diferencovat se do raznych linii
(Greaves, Chan et al. 1986).

AHL ptedstavuji 3-5 % vyskytu vSech leukémii (Rubnitz, Onciu et al. 2009).
AHL muzeme rozdélit do tii skupin. AHL, kde u primarné definované linie nalézdme
aberantni expresi antigenll fyziologicky exprimovanych v jiné linii (Matutes, Morilla et
al. 1997), dale leukémie se dvéma riiznymi populacemi definovanymi jak imunologicky
tak 1 morfologicky (Weir, Ali Ansari-Lari et al. 2007) a nakonec leukémie, které zméni
svij fenotyp do jiné linie pfed dosazenim remise (Bierings, Szczepanski et al. 2001,
Krawczuk-Rybak, Zak et al. 2003). Nejcastéjsim typem AHL jsou leukémie s primarné
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definovanou linii a koexpresi antigentl z jiné linie. Jedna se jednak o leukémie primarné
vychézejici z B-lymfocytarni fady s aberantni expresi myeloidnich znakd (B/My+),
méné Casto o T-lymfocytarni leukémie s koexpresi myelodnich znakdl (T/My+) a
nejméné cCastym piipadem jsou AML s aberantni expresi lymfoidnich znakt
(My+/Ly+). Leukémie, kdy nalézdme dvé oddélené populace (tzv. bilinearni leukémie),
jsou velmi vzacné. RozliSujeme Ly+AML a My+ALL (Matutes, Morilla et al. 1997).
Vzacnou situaci je také presmyk z jedné bunééné linie do druhé (tzv. ,lineage switch*
ALL, swAL). V literatuie jsou popisovany jednotlivé kazuistiky, jako pfesmyk z ALL
do AML, a to pfevazné u pacientd s prestavbou genu MLL (Krawczuk-Rybak, Zak et al.
2003, Stasik, Ganguly et al. 2006) nebo u pacientl s fuznim genem BCR/ABL
(Reardon, Hanson et al. 1994). Plasticita fenotypu leukemickych bun¢k v pocatecni fazi
1écby by mohla ovlivnit spolehlivost imunologické diagnostiky leukémii. Leukemické
buitky mohou ménit v prubehu 1é¢by transkripci celé fady gentl, coz lze pozorovat
jednak na zakladé vysledkt expresniho profilovani (Rhein, Scheid et al. 2007), tak i na
urovni zmén imunofenotypovych vlastnosti. Uréitou nestabilitu markerti v pocatecni
fazi 1écby lze pozorovat u molekul CD10, CD34, a to ve smyslu poklesu az Gplného
vymizeni, naopak u molekul CD19, CD20, CD45 se muze objevit vzestup exprese
(Gaipa, Basso et al. 2005). Tyto zmény vétSinou nevedou ke zmeéné klasifikace
leukémie, jsou vSak dulezité pro spravnou detekci a interpretaci minimalni rezidualni

nemoci (MRN).

Studie nasi skupiny zkoumala incidenci jednotlivych typtt AHL a primarni linii
leukemickych blasti uréenou na zakladé pfitomnosti/nepfitomnosti klonalnich
prestaveb Ig/TCR (Mejstrikova, Volejnikova et al. 2010). Incidence fenotypu B/My+
byla 28/582 (2%) u leukémii primarné klasifikovanych jako ALL a incidence leukémii
s koexpresi myeloidnich a lymfoidnich znakd u déti 1é€enych primarné podle schémat
AML byla 4/107 (4%). Analyza ptestaveb Ig/TCR potvrdila ptislusnost k primarni linii
u vSech leukémii primarné z B- a myeloidni fady (pfitomnost piestaveb u 20/20 B/My+,
chybéni u 4/4 My+/Ly+). Naopak, u 3 z 5 AHL uzavienych jako primarn¢ T-ALL
(T/My+) jsme nenalezli ptestavby TCR; pacienti piesto dobfe odpovédéli na lymfoidné
orientovanou lécbu. Lécebna schémata ALL a AML se zna¢né 1i8i, proto je spravné
zvoleny typ lécby u AHL kli¢ovy pro prognézu pacienta. V této diplomové praci jsme

se vyzkumné zaméfili na dva vzacné podtypy AHL: swAL a T/My+ AL, pfedev§im
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z hlediska liniové stability (pfestavby Ig/TCR) a dale zhlediska genové exprese

vybranych gentl.

Imunofenotypizace AHL

Pii imunologické definici AHL pomoci pratokové cytometrie lze pouzit jiz
zminénou klasifikaci EGIL (Bene, Castoldi et al. 1995). BCP-ALL je definovana dle
adaptované EGIL Kklasifikace pozitivitou alespont dvou ze tii antigeni CD19, CD22,
CD79a a zéaroven musi byt negativni na molekuly (intra)CD3, lehké fetézce
imunoglobulinu kappa a lambda. U T-ALL musi byt pozitivni na (intra)CD3 a CD7.
AML je definovana pozitivitou alespot dvou z nésledujicich antigeni CD13, CD33,
CD65, CDI117, myeloperoxiddiza (MPO) se soucasnou uUplnou negativitou
(intracelularni, ptip. i povrchovou) CD3, CD79a a CD22. AHL jsou definované pomoci
klasifikace EGIL, kde jednotlivym antigenim je piifazeno skore podle jejich
prislusnosti k lymfoidni nebo myeloidni linii. V ptipadé piekroceni skére nad 2 je

leukémie definovand jako AHL.

2.2.4 Prestavby imunoreceptorovych genit a jejich vyuziti v diagnostice

Antigenné-specifické receptory imunoglobulini (Ig) u B lymfocytt
a T-bunécnych receptortt (TCR) u T lymfocytli umoziuji specifickou reakci imunitniho
systémi proti celé¢ fad¢é antigend a antigennich epitopd. V prubehu diferenciace B a T
lymfocyti dochazi k ndhodnému pieskupovani gent kédujicich B-bunéény receptor
(BCR) a T-bunéény receptor.

Molekuly imunoglobulinu, sekretované nebo povrchové vadzané na
B-lymfocytech, se skladaji ze dvou tézkych (IgH) a dvou lehkych (IgL) fetézci. Geny
kédujici tézké tetézce imunoglobulind (IgH) se nachazeji na 14. chromozomu. V prvni
fazi dochazi k preskupovani mezi genovymi segmenty D ("diversita"), obsahuji 27
usekd, a J ("joining") segmenty, které obsahuji 6 usekd. Poté dochazi k preskupovani
mezi V segmentem, ktery obsahuje nékolik desitek tusekii, a jiz vzniklym DJ
segmentem. Po pieskupeni tézkého tetézce dochazi k preskupovani lehkych fetézct,

které jsou kodovany bud’ komplexem kappa (IgK) na 2. chromosomu nebo komplexem
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lambda (IgL) na chromosomu 22. Struktura téchto genovych komplexii ma podobné
uspotadani jako IgH, ale neobsahuje D segmenty a skldda se z mensiho mnozstvi V a J
usekl. Takto vzniklé ptestavby koduji variabilni oblast imunoglobulinti. Na 3" konci
jsou uspotadany genové segmenty kodujici konstantni ¢asti tézkého tetézce (C), které
definuji jednotlivé tfidy imunoglobulinii. (Matsuda, Ishii et al. 1998, van Dongen and
Wolvers Tettero 1991). Pokud dojde k produktivni piestavbé a expresi povrchového
imunoglobulinu (IgM), bunka se diferencuje do nezralého B-lymfocytu. V opa¢ném
pfipadé¢ hyne apoptézou. Molekula TCR se sklada ze dvou fetézcli spojenych
disulfidickym mistkem. Jsou popsany 2 typy TCR. Receptor TCRaf, ktery je slozen
z fetézcl o (TCRA) a B (TCRB), je pfitomen na vétSing€ zralych lymfocytl v periferni
krvi a lymfoidnich organech (85% az 98%). Oproti tomu receptor TCRyd je slozen
z fetézcll y (TCRG) a & (TCRD) a piedstavuje jen malé procento zralych T-lymfocyt
(van Dongen, Comans Bitter et al. 1990). K pfestavbam TCRB a TCRD dochazi
podobnym zpisobem jako u IgH, kdy variabilni fetézec je kodovéan libovolnou
kombinaci dostupnych V, D a J segmentii. TCRA a TCRG stejn€ jako lehké fetézce
imunoglobulinii nemaji D segmenty (Davis and Bjorkman 1988). Opét v ptipadé¢
neproduktivni ptestavby TCR T-lymfocyt hyne apoptézou. Cely proces rekombinace
V-(D)-J gent je zajistovan koordinovanou aktivitou enzymd, které se nachazeji pouze
ve vyvijejicich se lymfocytech (recombination activating genes, RAG1, RAG2).
Plisobenim dal§iho enzymu terminalni deoxynukleotidyl transferdzy (TdT) jsou mezi
jednotlivé useky navic vkladany ndhodné tzv. N-nukleotidy, coz jest¢ zvySuje vysokou

variabilitu téchto sekvenci (Szczepanski, Orfao et al. 2001) .

Pokud dojde u bunky k maligni transformaci, vznikd klon nesouci identické
prestavby Ig nebo TCR. Toho lze vyuzit ke sledovani leukemického klonu v pribéhu
1écby pacienta, tzv. minimalni rezidudlni nemoci (MRN). Proces stanoveni MRN
pomoci klonélnich ptestaveb Ig/TCR je pomérné metodicky, asove i financné narocny,
zahrnuje analyzu klonality, sekvenaci nalezenych klonalnich piestaveb, navrzeni
specifickych oligonukleotidi na pfechodové hypervariabilni oblasti (ASO), optimalizaci
kvantitativni polymerazové fetézové reakce (qPCR) a nasledné méfeni MRN
v rezidudlnich vzorcich (viz. Metody). Pfes tuto narocnost je v soucasnosti tento pfistup
metodou volby u nejmodernéjSich protokold pro 1écbu ALL (van Dongen, Seriu et al.

1998, Flohr, Schrauder et al. 2008) a v soucasnosti i dalSich malignit lymfoidni fady,
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pfedevsim lymfomu plastové zony (Pott, Hoster et al. 2010). Nase skupina se podilela
od samého pocatku na standardizaci této metody a jeji zavadéni do klinické prace.
Prokézali jsme, Ze sledovani MRN v rizikové stratifikaci détské ALL neni mozné
nahradit jinymi prognostickymi znaky, protoze sledovani rychlosti odpovédi na 1écbu
uréena pomoci MRN jako jedind spolehlivé identifikuje pacienty s nizkym rizikem
relapsu (Fronkova, Mejstrikova et al. 2008). Déle jsme analyzovali MRN pomoci
Ig/TCR ve studii zabyvajici se korelaci MRN v periferni krvi (PK) a kostni dfeni (KD)
u déti s ALL. V souladu s pfedchozi studii jsme prokazali, ze hladina MRN v PK je ve
srovnani s KD velmi variabilni u BCP-ALL a naopak velmi dobfe koreluje u T-ALL.
hladina MRN v PK prognosticky vyznam a v 15. dni indukéni terapie definuje pacienty

s excelentni prognozou (Volejnikova, Mejstrikova et al. 2011)(Ptiloha II).

Studie pouzivajici celogenomové mapovani zmén DNA na kohort¢ détskych
pacienti s T-ALL ukdazala, ze absence deleci v gamma lokusu podjednotky TCR,
ukazujici na nddorovou transformaci lymfocytu jest¢ pied zapocetim V-(D)-J
rekombinace, je spojena s vyrazné horsi prognézou (Gutierrez, Dahlberg et al. 2010).
Ze studie nebylo zcela jasné, jak absence ,,lymfoidnich* ptestaveb souvisela s koexpresi
myeloidnich znakl (pfipadnym T/My+ fenotypem). Neni také jasné, zda tento
prognosticky znak bude mit stejnou vypovédni hodnotu i u pacientd 1écenych podle
jinych protokold. Otazkdm liniové piislusnosti a jejiho prognostického vyznamu u

leukémii z T fady jsme se vénovali v ¢asti Ib.
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3. Cile prace

Dlouhodobym vyzkumnym zdmérem na$i laboratofe je vyzkum plvodu, patogeneze,

odpovédi na 1é¢bu a prognozy détskych hybridnich leukémii. V ramci diplomové prace

jsem méla v tomto rozsahlém projektu nasledujici ukoly:

[.  Pomoci detekce klonalnich piestaveb Ig/TCR zjistit liniovou ptislusnost

a)

b)

leukémii s pfesmykem z lymfoidni do myeloidni fady (swAL), vcetné
stanoveni pfitomnosti téchto lymfoidnich markeri v sortovanych

blastickych i fyziologickych populacich bun¢k v pribehu 1é¢by

leukémii  z T-lymfocytarni fady, vcetné pacienti s koexpresi
T-lymfoidnich a myeloidnich znakd (T/My+), primarné¢ pro urceni
prognostického ~ vyznamu  pfitomnosti/nepfitomnosti  lymfoidnich

piestaveb

II. Stanovit genovou expresi regulatori hematopoezy vytipovanych na zakladé

paralelnich projekta (expresni profilovani, mysi model) u swALL leukémii a

porovnat ji s trovni exprese u dalSich subtypt akutni leukémie.
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4. Material a metody

4.1 Analyzovany material

Do této prace byly zahrnuty vzorky kostni difen¢ a/nebo periferni krve détskych

pacientdl s akutni leukémii diagnostikovanych v Ceské republice. Viechny déti byly

1é¢eny dle daného 1é&ebného protokolu v jednotlivych 1é&ebnych centrech PSDH CR

(Pracovni skupiny détské hematologie Ceské republiky). Souéasti kazdého

diagnostického vysetfeni je odbér vzorku kostni dfen¢ a periferni krve. VSechny tyto

vzorky byly transportovany z jednotlivych center a zpracovany nejpozdéji do 30

hodin po aspiraci. U vSech téchto pacientii byl podepsin zidkonnymi zastupci

informovany souhlas o poskytnuti vzorkll k vyzkumnym tGceltim.

4.1.1 Charakteristika souboru pacientii

Celkovée bylo v letech 1999-2010 nalezeno 12 pacientt s pfesmykem z lymfoidni

do myeloidni linie (swAL) z celkové 708 vySetfenych pacientli s BCP-ALL. Klinické

charakteristiky pacientll se swWAL jsou shrnuty v Tabulce 3. Studie pacienti s T-ALL

zahrnovala 111 détskych pacienti s T-ALL diagnostikovanou v letech 1997-2009.

Pacienti byli 1é¢eni podle protokolii skupiny BFM.

¢islo WBC rizikova MRN MRN
pacienta pohlavi vék (x1079/L) imunofenotyp skupina den 33 tyden 12 preziti
SWALLO1 chlapec 13 15,2 proB HR 1,50E-03 <10-4 zije v CR1 po SCT
SWALLO2 chlapec 16 5,9 cALL HR 2,00E-02 <10-4 zije v CR1 po SCT
SwWALLO3 chlapec 5 35,2 cALL IR 4,00E-03 <10-4 zijev CR1
SwWALLO4 chlapec 13 14 proB HR 7,20E-03 nd Zijev CR1
zemrelav
SWALLO5 divka 16 97,2 cALL HR 1,40E-03 nd relapsu
SWALLO6 chlapec 9 0,9 cALL SR neg neg Zijev CR1
SWALLO7 divka 8 1,26 cALL IR 4,20E-02 5,20E-04 Zije v CR1
SWALLO8 chlapec 9 2,05 praeB IR <10-4 neg Zijev CR1
SWALLO9 divka 2 10,75 cALL IR <10-4 neg Zijev CR1
SWALL10 chlapec 16 1,3 cALL HR 3,70E-03 <10-4 zijev CR1
swALL11 chlapec 5 46 cALL HR 5,30E-03 <10-4 zijev CR1
swALL12 divka 3 3,73 cALL SR neg neg Zijev CR1

Tabulka 3. Klinicka charakteristika pacientii s presmykem z lymfoidni do myeloidni
linie behem lécby. WBC, white blood cell count, tj. leukocytoza pri diagnoze;, MRN,
minimalni rezidualni nemoc; HR, vysoké riziko; IR, stredni riziko; SR, nizké riziko;
CR1, 1. kompletni remise; SCT, transplantace hemopoetickych progenitorti

30




4.2 Metody

4.2.1 Izolace mononuklearnich bunék pomoci hustotniho gradientu

Mononukledrni bunky (lymfocyty, monocyty) jsme separovali centrifugaci

pomoci hustotniho gradientu (Ficoll-Paque).

Pouzité chemikalie

Ficoll-Paque Research Grade (PharmaTech)

PBS pufr (Iékarna FN Motol, CR), slozeni PBS pufru:
137 mM NaCl

2,7mM KCl

4,3 mM Na,HPO4x12H,0O

1,4 mM KH,PO4

pH 7,4

Pouzité pfistroje

Centrifuga Heraeus Multifuge 3 S-R , 4 mistny rotor, vicendsobny nosi¢ 20 x 10/15 ml
(DJB Labcare, Velka Britanie)
Coulter® AcT5™(diff (Beckman Coulter, USA)

Pracovni postup

* Vzorek kostni dien¢ a/nebo periferni krve (odebrané do protisrazlivého roztoku)
jsme natedili v poméru 1:1 PBS pufrem.

* Do 14 ml zkumavek jsme odméfili Ficoll Paque (maximaln¢ 7 ml) a opatrné
prevrstvili stejnym mnozstvim nafedéného vzorku (pomér Ficoll Paque a
fedéného vzorku je 1:1).

* Poté jsme staceli zkumavky na centrifuze 35 minut pii 2200 rpm a 4 C.

* Prstenec mononukledrnich bunck, ktery se vytvofil na rozhrani Ficollu a
roztoku, jsme pifenesli do zkumavky, do které jsme si pfedem piipravili 5 ml
pufru PBS.

* Dale jsme staceli zkumavky na centrifuze 10 minut pii 2200 rpm a 4 °C, odsali
supernatant a peletu bunék rozpustili v 2 ml pufru PBS.

¢ Mnozstvi bungk jsme poéitali na piistroji Coulter” AcT 5™ diff ,
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* Do malych zkumavek (Eppendorf) jsme odméfili takové mnozstvi suspenze
bungk, aby obsahovalo idedln& 10’ bunék (pokud bylo k dispozici mensi
mnozstvi bunék, davali jsme mén¢), staceli jsme na centrifuze 10 minut pfi
2200 rpm a 4 °C a poté odsali pipetou supernatant.

¢ Peletu bun¢k jsme uchovavali pii teploté — 80°C.

4.2.2 1zolace celkové RNA z mononuklearnich leukocyti — modifikace

metody dle Chomczynski a Sacchi (1987) — modifikace dle Trizolu

Pomoci homogenizacniho a stabilizaéniho roztoku jsme ziskali RNA
z leukocyttl. Upravou pH ve vzorku, pfidanim fenolu a chloroform-isoamylakoholu a
naslednym stoCenim na centrifuze jsme pievedli RNA do vodné faze vzorku (pii
kyselém pH je RNA ve vodné fazi a DNA ve fenolové fazi, pfi zasaditém pH je tomu
naopak). Odebrali jsme vodnou fazi vzorku a vysrdzeli RNA pomoci isopropanolu.

Néslednou centrifugaci jsme ziskali peletu RNA, kterou jsme purifikovali etanolem.

Pouzité chemikalie

Roztok ITG: 4M Guanidine isothyokyanat (Serva, Némecko)
25mM citrat sodny, pH 7 (Serva)
0,5% N-Laurylsarcosine sodium salt (Serva)
2-Merkaptoetanol (Sigma — Aldrich, USA)
2M Acetat sodny, pH4 (I1¢kdrna FN Motol)
Fenol (Sigma — Aldrich, USA)
Chloroform-isoamylalkohol (98% chloroformu + 2% isoamylalkoholu — Merk, CR)
Isopropanol (Merk, CR)
75% etanol (Merk, CR)

Pouzité pfistroje

Centrifuga Heraeus Multifuge 3 S-R, rotor AL 24x1.5/2ml (DJB Labcare, Velka

Britanie)

Vortex Yellow line TTS 2 (IKA, Némecko)
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Minicentrifuga Labnet-Spectrafuge Mini - stolni centrifuga (Sigma — Aldrich, USA)

Termoblok Labnet — AccuBlock ™ Digital Dry Bath (Labnet International, Inc., Velka

Britanie)

Pracovni postup

Vychladili jsme si centrifugu na 4 °C. Vzorky urcené k izolaci jsme ponechavali
do posledni chvile v mrazéku pfi -20 °C, nesmi rozmrznout.

Ke zmrzlé peleté¢ bunck jsme piidali 500 pl roztoku ITG s 2-Merkaptoetanol
(ptipraveno pfredem k 1ml ITG jsme pfidavali 7,2 ul 2-Merkaptoetanolu) a
dostate¢né¢ promichali na vortexu.

Roztok jsme inkubovali na ledové lazni 5 minut.

Ptidali jsme 50 pl acetatu sodného pH 4 a opé€t promichali na vortexu.

Dale jsme pfidali 455 pl fenolu a 130 pl chloform-isoamylalkoholu a
promichavali do mlééného zakaleni.

Inkubovali jsme 2-3 minuty na ledové lazni.

Stoc¢ili jsme na centrifuze 15 minut pti 12 741 rpm a 4 °C.

Poté¢ jsme odebrali opatrn¢ po 100 pl vodné faze do sterilnich zkumavek a
pfidali stejny dil isopropanolu (idedln¢ 500 pl vodné faze + 500 pl
isopropanolu).

Nasledné jsme inkubovali 30 minut v mrazéku pii -20 °C.

Pot¢ jsme stocili na centrifuze 15 minut pfi 12 741 rpm a 4 °C.

Opatrné jsme slili supernatant a osusili o sterilni filtra¢ni papir a ptidali 1 ml
75% etanolu a otocenim zkumavky jsme odlepili peletu ode dna zkumavky.
Stocili jsme na centrifuze 5 minut 10 146 rpm a 4 °C.

Opét jsme slili supernatant, osusili o sterilni filtraéni papir, stoCili na stolni
centrifuze a pipetou odséli zbytek etanolu. Zkumavky jsme nechali oteviené
10-15 minut, aby se odpatril zbytek etanolu.

Peletu jsme rozpousteli pfiddnim sterilni vody a postupovali nasledovné:

10 miliénu bun¢k — 50 pl vody

4-2 miliény bunck — 25 pl vody

méné nez 2 milidny bunék — 12 pl vody.
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* Jemn¢ jsme promichali na vortexu a rozpoustéli 10 minut pii 55 °C v suchém
termobloku.

* RNA jsme skladovali pii -80 °C.

4.2.3. Ovéreni kvality RNA pomoci kapilarni elektroforézy na ¢ipu

Ptistroj Agilent 2100 Bioanalyzer umoziuje rychlou a kvalitni detekci a

kvantifikaci RNA i DNA. Jedna se o kapilarni elektroforézu na Cipu.

Pouzité chemikalie

6000 nano marker (Agilent Technologies, USA)

6000 nano dye koncentrat (Agilent Technologies, USA)
RNA 6000 nano gel matrix (Agilent Technologies, USA)
RNA 6000 Nano Ladder — velikostni marker (Agilent
Technologies, USA)

Pouzité pfistroje

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA)

Priming station (HPST)
RNA LabChip (Agilent Technologies, USA) Obrazek 5. RNA cip
2100 expert software (Agilent Technologies, USA) (Agilent Technologies).

Eppendorf Mini Spin, polomér rotoru 4,9cm (Eppendorf, Némecko)
IKA MS3 Vortexer (Agilent Technologies, USA)

Pracovni postup

* Vytemperovali jsme vSechny reagencie na pokojovou teplotu (minimélné 30
minut).

* Pfipravili jsme si gel: 550 ul RNA nano gel matrix jsme nanesli na kolonu a
stocili na Mini Spinu 10 minut pfi 4000 rpm (Eppendorf Mini Spin).

* Poté jsme ptidali 1 pl RNA 6000 Nano dye koncentratu do 65 ul ptipraveného
gelu, promichali a opét sto€ili na Mini Spinu 10 minut pii 14000 rpm.

* Napipetovali jsme 9 pl Gel-Dye mixu do pozice G na RNA ¢Cip (viz. obrazek 5).
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* Pomoci priming station jsme rozprostieli gel podtlakem do vnitini struktury ¢ipu
a ponechali 1 minutu a poté uvolnili.

* Do dalsich 2 pozic G napipetovali také 9 pl Gel-Dye mixu.

* Do vSech jamek (kromé G) napipetovali 5 ul 6000 Nano markeru.

* Do vSech jamek (kromé G) jsme ptidali 1ul RNA.

* Do pozice oznacené zebiikem jsme ptidali velikostni marker (L - Ladder), ktery
jsme pied tim denaturovali 2 minuty pfi 70 °C na suchém bloku.

* Takto pfipraveny Cip jsme promichali na vortexu 1 minutu pii 2400 rpm a poté

vlozili do pfistroje Agilent a spustili piislusny program.

[nt] [nt]

Ladder

4000 — — 4000
2000 — — 2000
1000 — — 1000
500 — — 500
200 — =— — 200
25 — -25
L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Obrazek 6: Elektroforetické deleni celkové RNA na pristroji Agilent pro kontrolu
integrity RNA. Dva jasné ,,bandy*“ predstavuji 18S a 28S Ccasti ribozomalni RNA,

., smear " predstavuje ostatni RNA, véetné mRNA. Na pozici ,,L“ je velikostni marker.
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4.2.4 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces, pfi némz se podle RNA ptedlohy syntetizujeme
komplementarni dvoufetézcovda DNA (cDNA). Tento proces je katalyzovan RNA-
dependentni DNA polymerazou.

Pouzité chemikalie

iScrip kit (BioRad, USA):  5x iScript Reaction Mix

iScript Reverse Transcriptase

Nuclease-free water

Pouzité pfistroje
Vortex Yellow line TTS 2 (IKA, Némecko)
Termobloky Labnet-Accublock TM Digital Dry Bath (Labnet International, Inc., Velka

Britanie)
Minicentrifuga Labnet-Spectrafuge Mini (Sigma-Aldrich, USA)
* Reagencie 5x iScript Reaction Mix a Nuclease free water jsme nechali
rozmrznout na ledové ldzni a mezitim jsme si pfipravili reakéni smés pro

reverzni transkripci.

Na jednu reakci:

5x iScript Reaction Mix 4ul
Nuclease - free water 4ul
iScript Reverse Transcriptase Ll

e K 9ul pfipravené reakéni smési jsme pfidali 11 ul RNA a poté inkubovali:
5 minut pfi 25 °C

30 minut pii 42 °C
5 minut pfi 85 °C

* Takto pfipravenou komplementarni DNA (¢cDNA) jsme uchovavali pfi

-20°C.
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4.2.5 Exprese genu CEBPa (CCAAT/enhancer binding

protein o) pomoci metody qRT-PCR

K detekci exprese genu CEBPa jsme vyuzili metodu kvantitativni reverzné-
transkriptdzovou polymerazovou fetézovou reakci qRT-PCR. Navrhli jsme a
zoptimalizovali systém vyuZzivajici k detekci PCR produktu SYBR green I
SYBR green I je latka, kterd se interkaluje do dvoufetézcové DNA (ds DNA), coz
vyrazné¢ zvySuje fluorescenci této molekuly. Dal§imi PCR cykly dochazi
k exponencidlnimu zvySovani mnozstvi ds DNA a tim také roste exponencialn¢ signal
SYBR greenu I. Nevyhodou této metody je fakt, ze se tato barva vaze k DNA
nespecificky a tak mohou byt detekovany i nespecificky amplifikované sekvence a
dimery primerii. Z tohoto diivodu jsme u vSech vySetfovanych vzorkl provedli analyzu
kiivky tani, kterd podle teploty tani T amplifikovaného produktu odlisi specificky
produkt od nespecificky amplifikovanych produktii. K ptipravé tfedici fady v rozmezi
10" — 107 jsme vyuzili bun&nou linii KASUMI-1, u které jsme zjistili zvysenou
expresi genu CEBPa. Kazdy vzorek byl vySetfen v triplikatu. V ramci optimalizace této

metody jsme dosahli citlivosti 107,

Pouzité chemikalie
Quantitect® SYBR Green PCR Mix 2x (Qiagen, Némecko)
BSA Albumin solution from bovine serum (Sigma-Aldrich, USA)

Primery:
CEBPa fw (c=10uM) ggAgCTgAgATCCCgACA
CEBPa rev (c=10uM) TTCTAAggACAggCgTggAg

Pouzité pfistroje

Vortex Yellow line TTS 2 (IKA, Némecko)

Minicentrifuga Labnet-Spectrafuge Mini (Sigma-Aldrich, USA)

ABI PRISM® 7500 Real-Time PCR System (Aplied Biosystems, USA)
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Reakéni smés

cDNA 1wl
Quantitect SYBR Green PCR Mix 2x 10 pl
CEBPa fw (10uM) 3ul
CEBPa rev (10uM) 3ul
BSA 0,5 ul
voda pro injekce 2,5 ul
celkem 20 pl

Teplotni rezim

1 cyklus 95 °C 15 minut
50 cykla 94 °C 15 sekund
63 °C 1 minuta
15°C nekonecno
I 1 pa
vysetfovany — -
vzorek y AV Y.
7
V74
//
oo
y/4
y.o4
7
L
fedici rada

Obriazek 7: Redici fada RO-RT-PCR systému CEBPa fedéni 107" az 107
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Dissociation Curve
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Obrazek 8: Analyza kiivky tani koveéreni specifické amplifikace. V pripade
amplifikace genu CEBPa. je teplota tani T" amplifikovaného produktu 82 °C.

4.2.6 Stanoveni exprese kontrolniho genu ABL (Abelson gene)
metodou qRT-PCR

Exprese CEBPa musi byt normalizovana k expresi kontrolniho genu
(,,housekeeping* gen). Vyuzily jsme gen ABL, ktery se nachdzi na 9. chromozomu v
oblasti 9q34.13. Kéduje tyrozinovou kinazu. Normalni forma tohoto proteinu se podili
na regulaci bunééného déleni, bunééné adheze a na stresové odpovédi buitkky. Gen ABL
je prepisovan ve vSech buiikéch a jeho exprese je stabilni. Normalizace ke kontrolnimu
genu minimalizuje také rozdilnou kvalitu a kvantitu biologického materidlu, coz je dano
jednak izola¢nimi metodami, tak rozdilnou uc¢innosti reverzni transkripce. K pfipravé
tedici fady v rozmezi 10" — 10 jsme vyuzili opdt buné&énou linii KASUMI-1. V této
metod¢ jsme vyuzili hydrolyzacni ,,Tagman® sondu, ktera je znacena jak fluoroforem
tak zhasecem. Pokud je zhéase¢ v blizkosti sondy, je fluorescence potlacena. Dojde-li
vSak v pribéhu elongacni faze k rozstépeni sondy, diky exonukledzové aktivit¢ DNA
polymerazy, dojde k oddaleni fluoroforu a zhdSeCe a flurofor muize emitovat

detekovatelné zafeni.
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Pouzité chemikalie

TagMan® Universal PCR Master Mix (Aplied Biosystems, USA)

Primery:

ABL F new (c= 10uM) ctctaagcataactaaaggtgaaaagc
ABL R (c=10 uM) gatgtagttgcttgggaccca

ABL proba (c=4 uM) ccatttttggtttgggcttcacaccatt

Pouzité pfistroje

Vortex Yellow line TTS 2 (IKA, Némecko)

Minicentrifuga Labnet-Spectrafuge Mini (Sigma-Aldrich, USA)

ABI Prism 7500 Real-Time PCR System® (Aplied Biosystems, USA)

Reakéni smés

cDNA 2,00ul
ABL F new (10uM) 1,75 ul
ABL R (10uM) 1,75 pl
ABL proba (4uM) 1,25 ul
2x Taq Man Universal Master Mix 12,5 ul
Voda pro injekce 5,75ul
Celkem 25,0 ul

Teplotni profil

1 cyklus 95 °C 10 minut

50 cykla 95 °C 15 sekund
60 °C 1 minuta
15°C nekonecno
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4.2.7 Stanoveni exprese cytokinovych receptoriit CSF1R, CSF2RA a
MPL metodou qRT-PCR

Ke stanoveni exprese cytokinovych receptori jsme vyuzili predem pfipravené a
zoptimalizované systémy od firmy Applied Biosystems (USA). Exprese téchto gent
byla opét normalizovdna na kontrolni gen ABL. K piipravé fedici fady jsme vyuzili
cDNA pacienta, u které jsme zméfili nejvyssi expresi téchto genti. U systémi CSFRI,

CSF2RA jsme dosahli citlivosti 107, v piipadé systému MPL citlivosti 107,

Pouzité chemikalie

TagMan® Universal PCR Master Mix (Aplied Biosystems, USA)

TagMan® Gene Expression Assays CSFIR, CSF2RA, MPL (Aplied Biosystems, USA)

Pouzité pfistroje

Vortex Yellow line TTS 2 (IKA, Némecko)

Minicentrifuga Labnet-Spectrafuge Mini (Sigma-Aldrich, USA)

ABI PRISM® 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA)

Reakéni smés

cDNA 2,00 pl
TagMan® Gene Expression Assays 1,00 pl
2x TagMan® Universal Master Mix 10,0 pl
Voda pro injekce 7,0 ul
Celkem 25,0 ul

Teplotni profil

1 cyklus 50°C 2 minuty

1 cyklus 95 °C 10 minut

50 cykla 95 °C 15 sekund
60 °C 1 minuta
15°C nekonecno
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4.2.8. Screening prestaveb genti pro imunoglobuliny (Ig) a T-bunééné

receptory (TCR) a stanoveni MRN

Tato komplexni metodika vyuzivd toho, ze leukemické bunky vzniklé
transformaci z jednoho lymfocytarniho prekurzoru nesou identické piestavby Ig/TCR,
které lze vyuzit ke sledovani leukemického klonu v pribéhu 1écby. Celd metodika

zahrnuje nasledujici kroky:

Izolace mononukledarnich bunék

Izolace DNA

Screening a stanoveni klonality piestaveb Ig/TCR
NavrZeni ASO primerit na zdkladé prechodové sekvence
Optimalizace pacient-specifické gqPCR

Stanoveni MRN a interpretace vysledkii

Izolace mononuklearnich bunéek
Metoda popsana v 4.2.1.

Izolace DNA

Kizolaci DNA jsme vyuzili QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Némecko). Tento kit vyuzivame, pokud mame dostatecny pocet bunék (2-10 milioni
(M) v aliquotu). Pokud mame buné¢k ménég, vyuzijeme QIAamp DNA Blood Micro Kit.
Tyto kity slouzi k isolaci z DNA pomoci kolon s kiemicitou membranou. Vzorek je
lyzovan lyzacnim roztokem, v dalS§im kroku dojde knavdzani DNA zlyzitu na

membranu kolony, promyti membrany s ndslednou eluci DNA z membrany.

Pouzité pfistroje

Vortex Yellow line TTS 2 (IKA, Némecko)

Eppendorf Mini Spin, polomér rotoru 4,9cm (Eppendorf, Némecko)
Minicentrifuga Labnet-Spectrafuge Mini (Sigma-Aldrich, USA)
Termoblok Labnet-Accublock TM Digital Dry Bath (Labnet International, Inc., VB)
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Pouzité chemikalie

QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Némecko)

AL — lyzac¢ni roztok (soucast kitu)

Proteaza (soucast kitu)

AWI1, AW2 — promyvaci pufry (soucast kitu)

AE — eluc¢ni pufr (soucast kitu)

PBS puft, 96% etanol

K rozmrzlé pelet¢ bunck (10M-2M) jsme piidali 200 pl PBS pufru
vytemperovaného na pokojovou teplotu a promichévali na vortexu.

Ptidali jsme 200 pl AL pufru a 20 pul proteasy a ptrerusované vortexovali 15
sekund.

Poté jsme inkubovali 10 minut pii 56 °C v suchém termobloku.

Pridali jsme 200 pl etanolu a preruSované vortexovali 15 sekund.

Suspenzi jsme pienesli na kiemicitou kolonu (soucasti kitu) a staceli na Mini
Spinu 1 minutu pii 6000 rpm.

Proteklou ¢ast jsme vylili do odpadu a na kolonu ptidali 500 pl pufru AW1 a
opét staceli na Mini Spinu 1 minutu 6000 rpm.

Proteklou ¢ast vylejeme a pridali 500 pl pufru AW?2 a staceli na Mini Spinu
3 minuty pii 13400 rpm.

Kolonu jsme pienesli do Cisté zkumavky a ptidali 100 AE (elu¢niho) pufru a
inkubovali 1 minutu pfi pokojové teploté.

Poté jsme staceli kolonu 1 minutu pfi 13400 rpm a eluovanou DNA jsme
uchovavali pfi -20 °C.

Screening a stanoveni klonality piestaveb Ig/TCR

Kombinace primert pouzivanych pro vyhleddvani piestaveb Ig/TCR genil

v diagnostickych vzorcich pacienti s ALL:

pro BCP-ALL jsme vysetfili: ne/kompletni V-(D)-J pfestavby tézkych fetézct

imunoglobulinii (IgH), delece lehkého fetézce kappa (IGK), nekompletni piestavby

T-bunécného receptoru delta (TCRO), ptestavby T-bunééného receptoru gama (TCR4).
Kompletni IGH: VHI1/7-JHcons, VH2-JHcons, VH3-JHcons, VH4-JHcons, VHS5-

JHcons;
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nekompletni IGH: DH1- JHcons, DH2- JHcons, DH3- JHcons, DH4- JHcons, DH5-
JHcons, DH6- JHcons (v multiplexu DH1-6-JHcons), DH7- JHcons;

nekompletni TCR&: V§2-Do3, D62-Dd3;

TCRy: Vyl-Jyl.1, Vyl-Jy1.3, Vyll-Jyl.1, VylI-Jy1.3, VyIV-Jyl.1, VyIV-Jy1.3

pro T-ALL jsme vysettili: kompletni i nekompletni piestavby T-bunécného receptoru
delta (TCRJ), prestavby T-bunééného receptoru gama (TCRy), ptestavby T-bunécného
receptoru beta (TCRB). U T-ALL je soucasti panelu i hodnoceni pfitomnosti delece
1p32 ([del(1p)] vedouci k fiznimu genu SIL-TALI.

TCR&: Vd1-Jd1.3, Vd2-Jd1.3, Vd2-Dd3, Vd3-Jd1.3, Dd2-Jd1.3, Dd2-Dd3;

TCRy: Vgl-Jgl.1, Vgl-Jg1.3, Vgll-Jgl.2, Vgll-Jg1.3 Vglll-Jg1.3, VgIV-Jgl.1, VgIV-
Jgl.3;

TCRB: 3x multiplexni smés dle BIOMED II

SIL/TAL1: Sild5-Talldb1-3", Sild5-Tall1db2-3"

Vsechny primery byly publikovany skupinou BIOMED-I (Pongers-Willemse, Seriu et
al. 1999) nebo BIOMED-II (van Dongen, Langerak et al. 2003).

Pouzité chemikalie

10x PCR buffer II (Aplied Biosystems, USA)

MgCL, 25mM (Aplied Biosystems, USA)

AmpliTaq Gold DNA polymeraza, 5 U/ul (Aplied Biosystems, USA)
dNTP mix 10 mM (Aplied Biosystems, USA)

Pouzité pfistroje

iCycler IQ™ (Aplied Biosystems, USA)

Teplotni profil

1 cyklus 50°C 2 minuty

1 cyklus 95 °C 10 minut

50 cykla 95 °C 15 sekund
60 °C 1 minuta
15°C nekonecno
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Reakéni smés

gDNA 0,5 ul
10x PCR buffer II 2,5 ul
MgCl, 25mM 1,5 ul
dNTP mix 2,0 ul
AmpliTaq Gold® DNA polymeraza (5 U/ul) 0,2 ul
Primery (kazdého 0,625 ul) 1,25 ul
Voda pro injekce 17,05ul
Celkem 25,0 ul

Analyzou produktii PCR na pfistroji Agilent (metoda popsana v 4.2.3. s vyuZzitim

Agilent DNA 1000 kit) jsme zjistili, ve kterém systému je dany vzorek mono-, bi-,

oligo-, ptipadné polyklondlni (Obrazek 9).

Ladder

= 1500
= 1000
- 700
- S00
= 400
- 300
— 200
- 150
- 100
- S0

=15

Obrazek 9: Vysledek screeningu prestaveb Ig/TCR detekovanych na pristroji Agilent.

Na pozici ,, 7 je videt monoklonalni prestavba VH2-JHcons (délka amplikonu 380 bp),
na pozici,, 8 biklonalni prestavby VH3-JHcons a na pozici ,, 11 V52-Dé ( délka

amplikonu 501 bp).
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Vybrané monoklondlni pfestavby jsme precistili pomoci kitu MinElute PCR
Purification kit (Qiagen, Némecko) podle navodu vyrobce a nasledné ve spolupraci s
Ustavem lékai'ské biologie a genetiky ve Fakultni nemocnici v Motole jsme sekvenovali

na pristroji ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Aplied Biosystems, USA).

Navrieni ASO primeri na zdkladé piechodové sekvence

Vyhodnocovani sekvenci Ig/TCR jsme provadéli pomoci programu VECTOR
NTI 8 Suite Software (INFORMAX, Bethesda, MD, USA). Sekvence jsme porovnavali
s databazemi dostupnymi na internetu:
IMGT (http://imgt.cines.fr/textes/vquest/)
NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)
Ig-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast).
Oznacili jsme pfechodové V-(D)-J oblasti a navrhli ASO primery tak, aby minimalné
4-5 nukleotidl v 3" oblasti zasahovalo do specifického N-segmentu ptestavby. Reverzni
primery a fluorescenné¢ znacené sondy jsme pouzivali spolecné pro dany segment.
ASO primery by mély mit podobnou teplotu tani (T™) jako reverzni primery (cca 55°C)
o cca 10°C niz8i T™ nez sondy. Primery jsme navrhovali o délce 18-25 nukleotidii a u

kazdého z nich jsme zkontrolovali tvorbu dimerti nebo vlasenek.

Optimalizace pacient-specifické gPCR

Pii optimalizaci qPCR jsme se snazili dosdhnout co nejvétsi sensitivity a
specifity systému. Vyuzivali jsme k tomu rizné koncentrace primert ¢i rtizné zmény
annelingové teploty. Urcitou komplikaci u kvantifikace genu pro imunoglobuliny
a T- bunécné receptory je fakt, Ze tyto geny se mohou vyskytovat také u fyziologickych
lymfocytl. Z tohoto divodu bylo nezbytnou soucasti optimalizaci a ndsledného
vySetfeni i negativni kontrola. Vyuzivali jsme DNA isolovanou z perifernich krvi darct
(nejméné 6 darci, tzv. "buffy coat", BC), kterda ndm pomohla eliminovat pifipadny

fale$n¢ pozitivni vysledek.

46



Pouzité pfistroje
iCycler IQ™ Real-Time PCR Detection System (Biorad, USA)
ABI PRISM® 7500 Real-Time PCR System (Aplied Biosystems, USA)

Pouzité reagencie

TagMan® Universal PCR Master Mix (Aplied Biosystems, USA)

Forward primer (10pmol/pl)
Reverse primer (10pmol/ul)
TagMan probe  (4pmol/pl)
BSA (10mg/ml)

Sekvence reverznich primert a sond byly publikovany Evropskou pracovni skupinou
pro ALL ESG-MRD-ALL (Szczepanski, Willemse et al. 2001; van der Velden,
Wijkhuijs et al. 2002; van der Velden, Willemse et al. 2002; van der Velden,
Bruggemann et al. 2004)

Reverzni primery:

IgH:R-JH1-intron, R-JH2-intron, R-JH3-intron, R-JH4-intron, R-JH5-intron, R-JH6-
intron

TCRy:R-JG1.1/2.1-cons1, R-JG1.3/2.3-cons2

TCR&:R-DD3-cons4, R-JD1-cons1, R-JD1-cons2

IGK-Kde:R-KDE-cons2

Sondy (hydrolyzaéni):

IGH: T-JH1.2.4.5-cons]1, T-JH3-cons1, T-JH6-cons2

TCRy:T-JG1.3/2.3-cons3, Tr-JG1.1/2.1-cons1

TCRH:T-DD3-cons2, T-JD1-consl

IGK-Kde:T-KDE-cons1

V piipad¢ SIL/TAL1 pouzivame primery: F-sildbl-consl, sTalldbl-3" a sondu
Tr-TAL-consl.

47



Pii optimalizaci systému jsme vytvorili fedici fadu z pacientské diagnostické
DNA, fedili jsme do DNA z BC (,,Buffy Coatu®). Z divodii variabilily kvality DNA
diagnostickych a rezidualnich vzorkl jsme nejprve stanovili mnozstvi kontrolniho genu.
V nasi laboratofi vyuzivdme pro kontrolu kvality DNA gen albumin. Soucésti
optimalizacni reakce byl pacient-specificky ASO primer, pfislusny reverzni primer pro
danou pfestavbu a sonda. Pro kazdou pfestavbu jsme optimalizovali minimaln¢ 2
primery a vybrali si ten, ktery dosahoval nejlepsi sensitivity a specifity. Kritéria pro
senzitivitu qPCR (van der Velden, Cazzaniga et al. 2007): Ct (Ct - crossing point,
threshold cycles) = cyklus ve kterém fluorescence piekroci hodnotu pozadi, jeho
hodnota stoupa s klesajici koncentraci templéatu ve vzorku.

evvrs v

Senczitivitou PCR je nejniZsi fedéni, které se

specificky amplifikuje (ma dobré amplifikacni kiivky)
* ma nejméné jeden vzorek zreplikatu pozitivni, rozdil Ct (,threshold cycle®)

replikati nerozhoduje

vvvvvvvv

v

standardni kiivky

Kritéria pro rozmezi kvantifikovatelnosti gPCR (quantitative range, QR):
Nejnizsi fedéni QR:

* se specificky amplifikuje (dobré amplifikaéni kiivky)

* rozdil Ct replikata < 1,5

* ma pramérnou hodnotu Ct vur¢itém rozmezi od prumérné hodnoty Ct
predchoziho fedéni: 2,6 - 4,0 Ct mezi desetinasobnym fedénim (pi. 107- 107

a 0,5 -1,5 Ct mezi dvounasobnym fed&nim (pt. 107 - 5x10™)

Teoreticky by se Ct hodnoty nefedéného a dvakrat zfedéného vzorku mély lisit o jeden,

zatimco rozdil mezi nefedénym a 10 - nasobné ziedénym vzorkem by mél byt 3,3. V
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disledku toho, sklon (slope) kalibra¢ni kfivky (pomoci 10log stupnice pro fedéni) by se

mél blizit k 3,3. Vynesenim CT hodnoty neznamého vzorku na kalibra¢ni kiivku lze

vypocitat mnozstvi cilové sekvence ve vzorku (Van Der Velden, Hochhaus et al. 2003).

Sklon (,,slope®) ktivky pozadovany pravidly ESG-MRD-ALL je 3,1-3,9.

Stanoveni MRN a interpretace vysledkii

Vzorek mohl byt kvantifikovan, pokud

Primérna Ct hodnota replikatii je < nejvyssi Ct rozmezi kvantifikovatelnosti a A
Ct replikatt vzorku je < 1.5.
Pokud je primémad Ct hodnota replikdathi = nejvyssi Ct rozmezi

kvantifikovatelnosti, hodnoti se vzorek pouze jako "pozitivni".

Vzorek je stanoven za pozitivni, pokud:

Ct hodnota nejméné jednoho z replikati je v rozmezi 4 cykll od senzitivity

systému

Soucasné, vzhledem k moznosti vzniku faleSné pozitivity, plati jedno ze dvou

nasledujicich pravidel s ohledem na to, pro jaké klinické aplikace bude vysledek pouzit:

a) Pfi pouziti pro aplikace, kde je tieba se vyhnout faleSné negativite,
napiiklad z diivodi redukce 1é€by MRN negativnich pacienttl, je vzorek
pokladan za pozitivni, pokud Ct hodnota nejméné jednoho z replikati je

b) Pfi pouziti pro aplikace, kde je tfeba se vyhnout faleSné pozitivité,
napiiklad z divodu nasazeni infuze darcovskych T-lymfocyti (DLI) po
transplantaci kostni dfené, je vzorek poklddan za pozitivni, pokud Ct
hodnota nejméné jednoho zreplikdtl je o = 3.0 niz$i nez nejnizsi Ct

pozadi (Fronkova and Trka 2005).

Hodnoty MRN mimo QR, které jsou v klinické praxi vyjadieny jako "pozitivni,

nekvantifikovatelné", byly za ucelem statistické analyzy vyjadieny Ciselné.
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4.2.9 Prutokova cytometrie a sortovani bunéénych populaci

Pritokova cytometrie je jednou ze zakladnich metod vyuzivajicich se
k diagnostice leukémii. VSechna cytometrickd vySetfeni a sortovaci experimenty
prezentované v této praci byly provedeny kolektivem pracovnikl v laboratoii CLIP-
cytometrie (2.1¢kafské fakulty Univerzity Karlovy v Praze, Fakultni nemocnice Motol)
na pfistrojich Flow cytometer-sorter BD FACS Aria III (BD Biosciences, San Jose CA,
USA), Cyan ADP flow cytometer (Dako, Glostrup,Dansko) a BD LSR 2 flow cytometer
(BD Biosciences, San Jose CA, USA) pod odbornym dohledem MUDr. Ester
Mejstiikové, PhD.

4.3 Statisticka analyza

Vsechny statistické analyzy byly provedeny pomoci softwaru StatView ® verze
5.0 (StatView ® Software, Cary, NC) nebo Statistica (Statsoft, Tulsa, USA). Rozdily
mezi skupinami s kontinudlnimi proménnymi byly analyzovany pomoci testu Mann-
Whitney, rozdily v ¢etnosti jednotlivych proménnych byly analyzovany pomoci
Fisherova exaktniho testu. Analyza pteziti bez udélosti (,,event-free survival®, EFS)
byla ilustrovana pomoci Kaplan-Meyerovych kiivek preziti a rozdil v preziti

jednotlivych skupin analyzovan pomoci log-rank testu.
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5. Vysledky

5.1. Vysledky I: Urceni liniové prisluSnosti podle pritomnosti

klonalnich prestaveb Ig/TCR

5.1.1. Liniova prisluSnost u leukémii s pfesmykem z lymfoidni do

myeloidni linie béhem 1é¢by

Podrobny algoritmus, ktery slouzil k odhaleni pacienti se swALL pomoci
pratokové cytometrie, je popsan v piipravovaném rukopisu (Pfiloha 1);
imunofenotypizace nebyla soucasti této diplomové prace. Ve strucnosti se pii diagnoze
se jednalo o pripady ,klasické“ ALL bez vyrazné koexprese myeloidnich znak.
V prubéhu 1é¢by doSlo mezi prvnim a 33. dnem 1écby (konec indukéni terapie)
k vyraznému vzestupu atypickych monocytoidnich bun¢k. Tito pacienti se lisili od tzv.
bilinearni leukémie, ktera mé ptitomnou myeloidni blastickou populaci jiz pti diagnoze.
Analyzovali jsme materidl 11 pacientd, ktefi prodé¢lali pfesmyk z lymfoidni do
myeloidni linie béhem prvniho mésice indukéni 1écby ALL, a dale material pacientky,
ktera prodé¢lala ¢asny relaps ALL ve formé ,,sekunddrni AML* 6 mésicii od diagndzy
ALL (swALLOS5). U vSech piipadi swAL jsme objevili alesponn jednu klondlni
prestavbu Ig/TCR, kterd umoznovala zavedeni pacient-specifické qPCR pro sledovani
puvodniho leukemického klonu (Tabulka 4). Z 11 pacienti mé¢lo v 33. dni indukéni
terapie velmi vysokou rezidudlni nemoc (>107) a 4 pacienti nizkou (pod 10™*) nebo
negativni MRN (Tabulka 3). Népadna byla vyrazna diskrepance mezi vysokou MRN
pomoci qPCR a nizkym procentem ptvodnich ,,lymfoidnich* bun¢k zjisténych pomoci
PC. Celkové bylo pro sortovani bun¢k k dispozici 36 vzorkd z diagndzy, dnt 8, 15 a
33. Obrazek 10 ukazuje ptiklad sortu bun¢k z 8. dne 1écby u vzorku s pfitomnosti
puvodniho ,,lymfoidniho* klonu, ,,pfechodové™ populace a populace monocytoidnich
bunék. Ve vSech tfech subpopulacich jsme nalezli ptestavbu IGH identickou
s diagnostickym klonem ve zhruba 100% buné¢k dané subpopulace (po vztazeni na
kvalitu izolované DNA) Celkové byly klonalné-specifické prestavby Ig/TCR identické
s diagnostickym klonem ALL detekovany v 16/21 (76%) vzorkd sortovanych
monocytoidnich bun¢k (Tabulka 4).
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pozitivita monocyti
pacient Gasovy bod nalezené klonalni cile Ig/TCR cile pro stanoveni MRN v systému sortované monocyty

SWALLO01  den 15 KD VH4 pozitivni

SWALL02  den8KD VH3 pozitivni

SWALL02  den33KD VH3 pozitivni

SWALL03  den8KD VH4, VkI-KDE pozitivni

SWALL03  den 15 PK NJA (ale MRN v nesortovaném vzorku vice nez 10x vy$si nez frekvence B lymfoblastti)

SWALL04  DxKD VH1, DD2-DD3 VH1, DD2-DD3 N/A

SWALL 04  den 33KD N/A (ale MRN v nesortovaném vzorku vice nez 10x vy$si nez frekvence B lymfoblastti)

SWALL 05  "sekundami" AML Intron-KDE, VH2 pozitivni in ~ 100% AML blastd

SWALL 06  den 8 PK negativni (ale MRN v nesortovaném vzorku vice nez 10x vy$si nez frekvence B lymfoblast(i)

SWALL 07  den 15KD VKII-KDE (oligoklonini), VH3, VD2-DD3 VH3, VD2-DD3 VH3, Vd2 pozitivni

SWALL08  DxKD VKII-KDE VkII-KDE negativni

SWALL09  den 15KD VKII-KDE, VH3, VD2-DD3 VVH3, VD2-DD3 VH3 pozitivni

SWALL 10 den 15 KD negativni (ale MRN v nesortovaném vzorku vice nez 10x vy$$i nez frekvence B lymfoblast(i)

SWALL 11 den8 KD Intron-KDE, VD2-DD3  pozitivni

SwALL 11 den 33 KD negativni

SWALL 12 den 8 PK negativni (ale MRN v nesortovaném vzorku vice nez 10x vy$si nez frekvence B lymfoblasti

SWALL12  den33KD negativni a MRN v nesortovaném vzorku také negativni



Tabulka 4: Nalezené klondlni prestavby genii pro imunoglobuliny a T-bunécné
receptory v diagnostickych vzorcich swALL a v sortovanych , monocytoidnich*
bunkach. N/A, nebylo analyzovano;, MRN, minimalni rezidudlni nemoc; KD, kostni

dren, PK, periferni krev

Oproti tomu, sortované monocytoidni builky CD2-negativnich BCP-ALL

obsahovaly identické klonalni ptfestavby pouze v jednom z 15 vzorka (7%).

D+8 kostni dren

Zakladni
fenotyp

. ,pfechodova
¢ mezipopulace*

CD34

CD19]

E' monocyty

CD33

Ve vsech 3 populacich nalezeny
stejné pfestavby Ig/TCR jako
v diagnostickém vzorku na hladiné .
~100% - cp14

Obrazek 10: Schéma sortovani tii bunécnych subpopulaci ve vzorku swALL z 8. dne
léchy. Zelene: zakladni fenotyp shodny s diagnostickym; modre: prechodovad populace;
Cervenée: monocytoidni bunky. Ve vsech subpopulacich jsme po izolaci DNA detekovali

klonalni prestavbu IGH shodnou s prestavbou diagnostického klonu ALL.

U pacientky se ,,sekundarni“ AML 6 mésicti po diagnéze ALL nebyly k dispozici
vzorky z pribéhu 1écby ALL pro sortovani bunék. Ve vzorku AML jsme ale nalezli

prestavby imunoreceptorovych genti identické s diagnostickymi, jednalo se tedy o
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klonéalni vyvoj téze leukémie z ALL do AML. Celkové jsme u vSech 12 pacientl
pomoci prestaveb Ig/TCR potvrdili, Ze monocytoidni bunky jsou derivovany
z ptvodniho lymfoidniho klonu, a to bud’ piimo (pfitomnost lymfoidnich piestaveb
v sortovanych monocytech) nebo nepiimo (MRN v nesortovaném vzorku stanovena
pomoci kvantifikace Ig/TCR byla minimalné o fad vyssi nez frekvence B-lymfoblastt

stanovena pomoci PC).

Paraleln¢ probihajici studie (cytogenetika, celogenomové mapovani zmén DNA,
expresni profilovani dosud nenalezly spolecny znak téchto leukémii, ktery by vysvétlil
fenomén zmény linie leukémie béhem lécby, Jedinym znakem, ktery se signifikantné
Castéji vyskytoval u swALL, byla alterace genu lkaros (IKZF1) u 5 z 12 pacient
(oproti 17 ze 150 béznym BCP-ALL, p=0.01). Pilotni studie genové exprese klicovych
regulatort hematopoezy naznacila rozdily v expresi genu CEBPa. Stanoveni exprese

tohoto genu je vénovana posledni ¢ast diplomové prace.
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5.1.2. Liniova prisluSnost u leukémii z T-lymfocytarni rady

V letech 1997-2009 bylo v laboratofich CLIP diagnostikovano celkem 111
détskych pacienti s T-ALL. U 96 pacientli byla k dispozici DNA z diagnostického
vzorku KD. U nich jsme vySettili pfitomnost klondlnich piestaveb TCRy (Vgl-Jgl.1,
Vgl-Jg1.3, Vgll-Jgl.2, Vgll-Jgl.3 Vglll-Jgl.3, VgIV-Jgl.1, VgIV-Jgl.3). Toto
spektrum pokryva cca 99% ptestaveb TCRy vyskytujicich se u ALL. Nase metoda by
tedy pfi podstatné nizSich nakladech m¢la zachytit velmi podobné spektrum pacientti
jako detekce deleci v lokusu TCRy pomoci celogenomového mapovani zmén DNA

pomoci ,array CGH®, kterd byla popsana ve vySe zminéné studii (Gutierrez, Dahlberg

et al. 2010).

Absenci ptestaveb TCRy jsme prokazali u 21 z 96 pacienti (22%), coz byl
podobny vysledek jako u s americké studie (8/47, 17%). U 17/22 pacientl bez piestaveb
TCRy jsme navic vySetfili prestavby dalSich segmentti TCR (TCRP a TCRJ). 10 ze 17
téchto pacienti mélo alespon jednu z téchto ptestaveb. Ani chybéni piestaveb TCRy,
ani celkové chybéni prestaveb TCR nemélo u nasi kohorty prognosticky vyznam. Pro
pacienty s chybéjicimi ptestavbami TCRy bylo 5-leté preziti bez udalosti (EFS) 72+11%
vs. 72+6% pro ostatni pacienty (obrazek 11). Pro skupinu bez jakékoli pfestavby TCR
bylo 5-let¢ EFS 75+22% vs.71+5% pro ostatni pacienty s T-ALL (Obrazek 12). Deset
pacientt bylo dle klasifikace EGIL oznaceno jako hybridni (T/My+) ALL. Z nich podle
oCekavani vétsi cast (7 z9) neméla piestavby TCRy; jejich progndza byla ale opét

srovnatelnd s celkovou kohortou T-ALL.
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Obrazek 11: Preziti bez udalosti (EFS) v zavislosti na pritomnosti klonalnich prestaveb

TCRy. TCRy, T-bunécny receptor gamma.
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Obrazek 12: Preziti bez udalosti (EFS) v zavislosti na pritomnosti klonalnich prestaveb

TCR. TCR, T-bunécny receptor.
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5.2. Vysledky II: Exprese vybranych gent u hybridnich leukémii

5.2.1. Exprese genu CEBPa

Expresi genu CEBPa jsme vySetfili u 12 pacientii s liniovym pfesmykem
(swALL). Jako kontrolni skupiny jsme vySetfili skupinu 16 pacientd s AML, 11
pacienti s BCP-ALL a 3 pacienty s T-ALL. Fyziologické bun&tné populace byly
sortovany z kontrolnich remisnich vzorkli periferni krve (PB) pomoci nasledujici
charakteristiky: monocyty (CD14), granulocyty (CD45), B lymfocyty (CD19) a T
lymfocyty (CD3). Exprese CEBPa byla pomérné velmi nizkd ve skupiné BCP-ALL a
na podobné urovni exprese jsou i sortované B a T lymfocyty. Exprese CEBPa byla
vyrazn¢ vyssi ve skupiné swALL oproti BCP-ALL (p=0,01) a niz§i nez u AML
(p=0,002, Obrazek 13).
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Obrazek 13: Exprese genu CEBPa ve skupinach pacientit s liniovym presmykem
(swALL), BCP-ALL, T-ALL, AML a fyziologickych populacich granulocytii, monocytu,
B-lymfocytit a T-lymfocytii.

Probihajici paralelni metylacni studie u swALL naznacuji, ze zvySend exprese genu je
pravdépodobné zplisobena demetylaci promotoru CEBPa, coz je znak odlisujici swALL
v dobé diagnézy od vétSiny leukémii z B fady a fadici ji podle této charakteristiky spise

k AML.
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5.2.2. Exprese cytokinovych receptori CSF1R, CSF2RA a MPL

V priibéhu in vivo experimentl, kdy se kolegyné MUDr. Lucie Sldmova snazila
v laboratofi Prof. Bourquina v Curychu o rekapitulaci liniového pfesmyku a amplifikaci
vzacného materidlu swALL v NOD-SCID IL2Rgamma™" (NSG) mysich, bylo zjisténo,
ze bunky transplantované do mys$i exprimuji odliSné cytokinové receptory CSFIR
(CDI115 — cytokinovy receptor pro CSF1) CSF2RA (CD116 — receptor pro CSF2)
a MPL (CD110 — receptor pro trombopoetin). Zajimalo nas, zda bude exprese téchto
cytokinovych receptortt odlisna v riznych typech leukémii oproti swALL. Na stejném
souboru pacienti swALL, T-ALL, BCP-ALL a AML (s vyjimkou sortovanych
populaci) jsme vysettili expresi téchto genti (obrazek 14, 15, 16). Exprese genu CSFR1
u swALL byla niz8i nez u AML, ale vyssi nez u BCP-ALL (statisticky pouze trend,
obrazek 14). Exprese geni CSF2RA a MPL byla u swALL podobna jako u BCP-ALL,

vyznamn¢ niz$i nez u AML (obrazek 15, 16).
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Obrazek 14: Exprese genu CSFRI ve skupindch pacientii s liniovym presmykem
(swALL), BCP-ALL, T-ALL, AML.
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Obrazek 15: Exprese genu CSF2RA ve skupindch pacientii s liniovym presmykem
(sSWALL), BCP-ALL, T-ALL, AML. Zde je statisticky vyznamny rozdil exprese mezi

skupinou swALL a AML (p=0,0008).
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Obrazek 16: Exprese genu MPL ve skupinach pacientii s liniovym presmykem (swALL),

BCP-ALL, T-ALL, AML.
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6. Diskuze

Diky podrobnému sledovani imunofenotypu leukémie béhem prvnich tydni
1écby naSe skupina popsala skupinu pacientil, jejichz leukémie prodélala presmyk
z lymfoidni do myeloidni linie béhem 1écby. V literatuie jsou popisovany jednotlivé
kazuistiky, jako pfesmyk z ALL do AML, a to pfevazn€ u pacientl s piestavbou genu
MLL (Krawczuk-Rybak, Zak et al. 2003, Stasik, Ganguly et al. 2006) nebo u pacientli
s fuznim genem BCR/ABL (Reardon, Hanson et al. 1994).

Leukémie v nasi studii nemély zadnou spole¢nou aberaci, jedinym konstantné
pfitomnym znakem byla exprese molekuly CD2 na leukemickych blastech. Tento znak
se ale vyskytuje i u dalSich leukémii zB fady a neni tedy postacujici pro vznik
liniového ptesmyku. Molekula CD2 je u ¢lovéka exprimovana piedevsim na T- a NK
bunikdch a umoziuje spravnou signalizaci pfes TCR. Asi tfetina monocytt, kterd je
pokladdana za cirkulujici prekurzory dendritickych bunék, exprimuje CD2, zatimco
CD2-negativni monocyty jsou pokladany za prekurzory mikrofagl (Crawford, Gabuzda
et al. 1999).

Pomoci vySetfovani klonalnich ptestaveb Ig/TCR jsme ukazali, Ze monocytoidni
buiikky jsou u vSech pacientii derivovany z pivodniho lymfoidniho klonu. Podobny
pripad swALL bez zndmé genetické aberace popsali (Bierings, Szczepanski et al. 2001),
kdy pacientka spfesmykem z BCP-ALL do AML (M4 myelomonocytarni AML)
v pribéhu indukéni faze 1écby prodélala nésledné relaps onemocnéni zpét do BCP-
ALL. Ve vsech blastech (AML, BCP-ALL) byly prokdzany identické klondlni
prestavby pro imunoglobuliny (Ig) a T-bunééné receptory (TCR) (Bierings, Szczepanski
et al. 2001). V této kasuistice nebyla vySetfovana molekula CD2.

U pacientii se swWALL se signifikantné Castéji vyskytovaly alterace v genu Ikaros
(IKZF1), ktery je jednim zklicovych reguldtori vzniku lymfoidni linie. Ikaros-
negativni progenitorové bunky nediferencuji do zralych lymfocytl, spoustéji expresi
myeloidnich znakli a mohou in vitro diferencovat do makrofagii (Reynaud, Demarco et
al. 2008). Tyto alterace se vSak opét vyskytuji i u ,,béznych® ALL, nemohou tedy byt
samy o sob¢ postacujici pro vznik swALL. Ukézali jsme dale, ze swALL maji pfi
diagnéze vyssi expresi genu CEBPa nez ALL a nizS§i nez AML. Tento transkripéni
faktor se zda byt kliCovym pro ,,reprogramovani* B lymfocyti do makrofagl in vitro

(Di Tullio, Vu Manh et al. 2011) a podle paralelni studie nasi skupiny je jeho promotor
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u swALL na rozdil od ,,béznych“ ALL demetylovan. Podobny trend genové exprese
jako u CEBPa jsme prokazali pro cytokinovy receptor CSFR1, zatimco geny CSF2RA
a MPL maji u swALL expresi podobnou jako ALL.

Celkové jsme kromé¢ téchto dil¢ich zjisténi zatim nenaSli genetickou aberaci,
kterd by byla spole¢nd vsem swALL a kterd by vysvétlovala fenomén presmyku
z lymfoidni do myeloidni linie. Ziejmé se bude jednat o souhru nékolika faktorti na
genové a zfejmé 1 epigenetické tUrovni. V souCasnosti probihaji celogenomové
metylaéni studie a nejpodrobnéjsi obraz ziejm¢ v blizké budoucnosti pfinese
celogenomové sekvenovani nové generace.

Druhou casti prace byl vyzkum liniové specifity u ALL z T-fady. Studie
americké skupiny ukazala extrémné neptiznivy dopad chybéni piestaveb T-bunécného
receptoru gama na prognézu (pteziti bez udalosti 25% vs. 58% u ostatnich pacientl).
Nepfizniva prognoza byla vysvétlovana tim, Ze se jedna o extrémné nezralé leukémie,
které jeste nejsou pln¢ sméfovany do lymfoidni linie. NaSe studie provadénéd odliSnou
metodou ukédzala podobné zastoupeni pacientli bez piestaveb TCRYy, ale stejné preziti
v obou kohortach (~72%). Studie americké skupiny neuvadéla bias v podobé vybéru
pacientil; podrobnym porovnanim obou kohort se ale ukazalo, Zze naSe kohorta méla
stejny median véku pacientti (10 let), ale znacné€ nizsi leukocytdzu pii diagndze (median
45x10°/L vs. 216 a 161x10°/L ve dvou skupinach z americké kohorty). Jednalo se tedy
ziejm¢ o vybér pacientd vysokého rizika, zatimco naSe skupina se skladala
z neselektovanych ptipadd T-ALL, ¢emuz by odpovidalo i horsi pfeziti pacient
v americké studii. Ukézali jsme dale, ze ani uplnd absence piestaveb TCR neméla

v kohort¢ naSich pacientii prognosticky vyznam.
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7. Zavér

Diplomova price se zabyvala vyzkumem vzacnych podtypt détské akutni
leukémie a to predevSim leukémiemi s pfesmykem z lymfoidni do myeloidni linie.
Jednd se o rozsadhly projekt naSi skupiny, ktery zahrnuje imunofenotypova,
morfologickd, molekuldrné-geneticka a cytogeneticka vySetteni, studie v mySim modelu
a in vitro studie. Studie provedené v ramci diplomové prace pridaly dalsi dilezita data
vyznamna pro pochopeni fenoménu zmény linie béhem 1écby, piedev§im dikaz, Ze
monocytoidni bunky, které se u pacientd objevuji v pribéhu 1éCby, jsou derivovany
z ptvodniho lymfoidniho klonu. Dal§im vyznamnym zjisténim byla odlisnd exprese
genu CEBPa u tohoto typu leukémii, ktera mtize hrat roli v liniové nestabilité. Budouci
celogenomové studie by mély definitivné urcit pfi¢inu tohoto jevu, at’ uz se bude jednat

o jedinou aberaci nebo o spolupréci n¢kolika faktora.

Typy liniové nestability, které pozorujeme u détskych hybridnich leukémii, spise
podporuji nova schémata vyvoje krevnich bun€k, kterd nezahrnuji Casné oddéleni

lymfoidniho a myeloidniho prekurzoru.
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8. Seznam pouzitych zkratek:

ABL
ALL
AIEOP
AML
BCP-ALL

BCR

BM

BFM

CD
CDKN2A
cDNA
CEBPa

CFU-GEMM

CFU-GM
CFUMegE
CGH
c-KIT
CLP

CLIP
CMP
CRLF2
CSF

CSF1R

gen Abelson, lokalizace

akutni lymfoblasticka leukémie

Associazione Italiana Ematologia Oncologia Pediatrica
akutni myeloidni leukémie

B-prekurzorové akutni lymfoblasticka leukemie
Breakpoint cluster region

(soucast fuzniho genu BCR/ABL)

bone marrow

Berlin - Frankfurt — Miinster (pracovni skupina)
Cluster of Differentiation

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CCAAT/enhancer binding protein alpha

Colony Forming Unit Granulocyte-Erythrocy -Monocyte-
Megakaryocyte)

Colony Forming Unit Granulocyte-Macrophage
Colony Forming Unit Megakaryocyte-Erythroid
comparative genomic hybridization

gen receptoru pro stem cell faktor

common lymphoid progenitor

Childhood Leukaemia Investigation Prague
common myeloid progenitor

cytokine receptor like factor 2

colony stimulating factors

colony stimulating factor 1 receptor
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CSF2RA
Cr

DNA
EBF1

EGIL

ESG-MRD-ALL

FAB
FLT3
GM-CSF
HOXI11
HSC

HR

IgH
Igk
IgL
IgM
IKZF

IR

IL
JAK
LEFI

LMOI1

colony stimulating factor 2 receptor alpha

treshold cycle

deoxyribonukleova kyselina

early B-cell factor 1

European Group for Immunological characterization of
Leukemia (pracovni skupina)

European Study Group on Minimal Residual Disease in
Acute Lymphoblastic Leukemia (pracovni skupina)
French-American-British

FMS - related tyrosine kinase 3
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
rodina gentt Homeobox 11 (TLX1,2,3)
hematopoietic stem cells

high risk (group)

imunoglobulin

immunoglobulin heavy chain

lehky fetézec imunoglobulint ¥

immunoglobulin light chain

imunoglobulin M

Ikaros family zinc finger

intermediate risk (group)

imunoglobulin

interleukin

Janus kinase

lymphoid enhancer-binding factor 1

LIM domain only 1 (rhombotin 1)
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LYLI1
MPL
MRN
NK
NOTCHI1
NPM1
OS
PAXS
PCR
PPR
PTPNI11

P53

RQ-RT-PCR

RNA
RUNX1
SNP
SR
WHO
WT1
T-ALL

TALI1

lymphoblastic leukemia derived sequence 1
myeloproliferative leukemia virus oncogene
minimdlni rezidudlni nemoc

Natural Killer

gen NOTCH homolog 1

nucleophosmin

overall survival

paired box gene 5

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
prednison poor respons

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
tumor suppressor

quantitative range

recombination activating gene

RAS protein

retinoblastoma 1

real-time quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction

ribonukleova kyselina

runt-related transcription factor 1
single-nucleotide polymorphism

standard risk (group)

World Health Organization

Wilms tumor 1

T-bunécnd akutni lymfoblasticka leukémie

T-cell acute lymphocytic leukemia 1
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TCF3

TCR

TCRA

TCRB

TCRG

TCRD

TdT

TLX1

Tm

transcription factor 3

T-lymfocytarni receptor (T-cell receptor)
a podjednotka T-bunééného receptoru

B podjednotka T-bunécného receptoru

¥ podjednotka T-bunééného receptoru

0 podjednotka T-bunécného receptoru
terminal deoxynucleotidyl transferase
T-cell leukemia homeobox 1

Temperature melting
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