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Souhrn

Myeloidni malignity zahrnuji velké mnozstvi klinicky, biologicky a geneticky
odlisnych onemocnéni, jako jsou akutni myeloidni leukémie, myeloproliferativni
neoplazie, myelodysplastické syndromy a dal§i. Diagnostika jednotlivych typt
onemocnéni se V soucCasnosti opird o morfologické, imunofenotypové, genetické
a molekularné biologické znalosti, které soucasné umoziuji prognosticky stratifikovat
jednotlivé pacienty. Nespornou vyhodou znalosti pfitomnosti specifickych mutaci
u jednotlivych onemocnéni je moznost vybrat optimalni zptisob 1é¢by piedev§im na poli
cilené terapie a vyuzit ji také tam, kde muze potencovat léCebny ucinek konvenéni
chemoterapie. Napomaha odhalit pacienty s potencialné rizikovym onemocnénim, ktefi
by méli na zakladé souCasnych doporuceni podstoupit alogenni transplantaci

krvetvornych bungk.

Cilem této disSertatni prace bylo zavedeni a optimalizace cileného panelu
ClearSeq AML (Agilent) pro sledovani mutaci v genech, jez maji podil na patogenezi
myeloidnich malignit, a které se bé&zné¢ v rutinni praxi nevySetiuji. Jejich detekce
uptesinuje  diagnostiku, ale predevsim prognostickou  stratifikaci  pacientl
s myeloproliferativnimi neopldziemi a akutnimi myeloidnimi leukémiemi. U vybranych
pacienti s akutni myeloidni leukémii jsme sledovali pfitomnost specifickych mutaci
v dobé diagndzy a porovnavali vyvoj onemocnéni na zakladé piitomnosti jednotlivych
mutaci ve vzorcich z pribéhu 1écby, abychom odhalili potencidlni pficiny relapsi ¢i
rezistence onemocnéni. U pacientll s diagnostikovanou akutni myeloidni leukémii
S prognosticky pfiznivym onemocnénim podle European Leukaemia Net 2017, jejichz
prubéh onemocnéni byl netypicky, jsme se zaméfili na podrobné&jsi molekularni analyzu

pomoci celoexomového sekvenovani.

V predlozené praci byl analyzovan rozsifeny mutacni profil u 54 pacientl
s akutni myeloidni leukémii s mutaci v NPM1 genu a 88 pacienti s verifikovanou
myelofibrézou. Preleukemické mutace v dobé diagnozy byly detekovany u 46/54
pacientd s akutni myeloidni leukémii (85 %) a 41/88 pacienti s myelofibrézou (46 %).
Nejcastejsimi mutacemi v souboru akutnich myeloidnich leukémii byly mutace v genu
DNMT3A (28/54), nasledn¢ NRAS (16/54), IDH2 (12/54), IDH1 (9/54). Passenger
mutace byly detekovany u 22/41 pacientd s primarni myelofibrozou, u 4/16 pacientt

v prefibrotickém stadiu myelofibrozy a u 15/31 pacienti se sekundarni myelofibrézou,



coz odpovida frekvenci 53 %, 25 % a 48 %. NejCastéji se v souboru myelofibroz
vyskytovaly mutace v genech ASXL1, TET2, SF3B1 a U2AF1. U triple negativnich
pacient pfekvapivé ani sekvenovani nové generace neodhalilo dalSi subklonalni
zmény. U pacientd s nizkym rizikem onemocnéni byly mutace detekovany pouze
sporadicky. Tito pacienti byli mlad$i a méli delsi celkové preziti. Nejvyssi podil
nemocnych S nizce rizikovym onemocnénim byl pravé ve skupiné pacienta
s prefibrotickym stadiem myelofibrozy. Nejpocetnéjsi skupina (DIPSS [INT-1)
myelofibr6z obsahovala pacienty, jejichz v€k pfi diagndze byl vyrazné vyssi a méli
kratsi celkové preziti. Nejvyssi podil mutaci byl detekovan u pacientii s DIPSS INT-2.
Celoexomové sekvenovani se prozatim vyuziva spise na poli vyzkumu. S jeho vyuzitim
byla sledovéna ptfitomnost mutaci v genech zapojenych v zakladnich signalnich drahéch
a dradze odpovédi builky na DNA poSkozeni (zékladni tumor supresorové geny,
protoonkogeny). U vSech péti vybranych pacientd s akutni myeloidni leukémii
celoexomova sekvenace odhalila mutace, zapojené ve vySe zminénych bunéénych
procesech. Zapojeni téchto konkrétnich mutaci nemé v souCasnosti zatim jasné
prokazany vyznam, ale v konkrétnim kontextu mohou tyto nalezy mit svij vliv na

prubéh onemocnéni.

Potvrzeni pfitomnosti mutaci v prognosticky vyznamnych genech u pacientl
s myeloidnimi malignitami zlepSuje diagnostickou i 1éCebnou uroven tim, ze zptesiuje
prognostické hodnoceni a ve specifickych ptfipadech mize vést k Upravé léCebné
strategie. Pfitomnost mutaci v dobé diagnézy napomaha odhalit pacienty s rizikovéjsim
onemocnénim. Preleukemické mutace jsou molekularnimi markery klonality a umoziiuji
také potvrdit pfitomnost klonalni hematopoézy u pacientl, u nichZz zikladnimi
vySetfovacimi metodami nebyla Zadna mutace potvrzena (triple negativni
myeloproliferativni neoplazie). Mutace v téchto genech jsou spojovany S horsi
progndézou onemocnéni. Jejich vysoka frekvence byva zachycena u pacientl, u nichz

doslo k progresi €i transformaci choroby.
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molekularni profilovani, celkové pteziti, relaps, myelofibroza



Summary

Myeloid malignancies include a large number of clinically, biologically and
genetically distinct diseases, such as acute myeloid leukemia, myeloproliferative
neoplasia and myelodysplastic syndrome. Their diagnosis currently relies on
morphological, immunophenotypic, genetic and molecular biological knowledge, which
also allows prognostic stratification and risk evaluation of individual patients. The
knowledge of specific mutations enables to select the optimal treatment, especially in
targeted therapy, which can potentiate the curative effect of basic chemotherapy. In
some cases, it helps to identify patients with potentially high-risk disease, who should
undergo allogeneic hematopoietic cell transplantation on the basis of current

recommendations.

The aim of this thesis was to implement and optimize the ClearSeq AML
(Agilent) targeted panel for monitoring mutations in genes involved in the pathogenesis
of myeloid malignancies, which were not routinely tested. Their confirmation affirms
the diagnosis and promotes the prognostic stratification of patients with
myeloproliferative neoplasms and acute myeloid leukemias. In selected group of
patients with acute myeloid leukemia, we monitored the presence of specific mutations
at the time of diagnosis. Then we compared them with the samples from disease
progressions. We were searching for the reason of potential causes of relapse or disease
resistance. In patients diagnosed with acute myeloid leukaemia with prognostically
favourable disease according to European Leukaemia Net 2017, whose disease course
was atypical, we focused on more detailed molecular analysis using whole-exome

sequencing.

This thesis deals with analysis of the extended mutational profile in 54 patients
with acute myeloid leukemia with mutation in nucleophosmin gene and 88 patients with
verified myelofibrosis. Preleukemic mutations at the time of diagnosis were detected in
46/54 patients with acute myeloid leukemia (85%) and 41/88 patients with
myelofibrosis (46%). The most frequent mutations in the acute myeloid leukemia cohort
were mutations in the DNMT3A gene (28/54), followed by NRAS (16/54), IDH2 (12/54)
and IDH1 (9/54).

Passenger mutations were detected in 22/41 patients with primary myelofibrosis,

in 4/16 patients with prefibrotic state of primary myelofibrosis and in 15/31 patients
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with secondary myelofibrosis, corresponding to 53%, 25% and 48%, respectively.
Mutations in ASXL1, TET2, SF3B1 and U2AF1 genes were the most frequent in the
cohort. Surprisingly, next generation sequencing did not reveal additional subclonal
mutations in triple negative patients. Mutations were only sporadically detected in
patients with low risk disease. These patients were younger and had longer overal
survival. The highest proportion of patients with low risk disease was in the group of
patients with prefibrotic state in primary myelofibrosis. The largest group contained
patients with DIPSS intermediate-1 whose age at diagnosis was significantly higher and
had a shorter overal survival. The highest proportion of mutations was detected in
patients with DIPSS intermediate-2.

Nowadays, whole-exome sequencing is more often used in the basic research.
We focused on finding mutations in genes involved in essential signaling pathways and
the DNA damage response. In all five selected patients with acute myeloid leukemia,
whole exome sequencing revealed mutations involved in the cellular processes
mentioned above. The impact of these mutations is not yet clearly established. But in
a specific context these findings may have an impact on the course of the disease in

specific patients.

Confirming the presence of mutations in prognostically important genes in
patients with myeloid malignancies improves the establishment of diagnosis and affects
the therapeutic strategy by refining the prognostic assessment. It may lead to
a modification of the treatment strategy in specific cases. The presence of mutations at
the time of diagnosis helps to identify patients with high risk disease. Preleukemic
mutations alone are molecular markers of disease clonality. They also allow
confirmation of the presence of clonal hematopoiesis in patients in whom no driver
mutation has been confirmed by basic testing (triple negative myeloproliferative
neoplasm). In general, mutations in these genes are associated with a worse prognosis of
the disease. Their high frequency tends to be detected in patients with progression or

transformation of the disease.
Keywords

Acute myeloid leukaemia, Myeloproliferative neoplasia, Next generation sequencing,

Molecular profiling, Overall survival, Relaps, Myelofibrosis



Seznam pouzitych zkratek
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AR
C+
CML
CMMoL
CNV
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Gb
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HSC
HR
INT-1/2
ITD
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Cytoplasmaticky
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Complete remission
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Double mutant

Essential thrombocythemia

European leukaemia net

Ethanol

Formalin-fixed, paraffin embedded
Giga base

Genetically inspired prognostic scoring system
Human genome

Hematopoietic stem cell

High risk

Intermediate -1/2

Internal tandem duplication

Leukemia free survival

Low risk

Leukaemic stem cell
Myelodysplasticky syndrom

Master mix

Myeloproleferativni neoplazie
Minimalni rezidualni nemoc
Myelofibrosis secondary

National comprehesive cancer network
Next generation sequencing

Normalni karyotyp



0oS

PCR
PDGFR
Ph- MPN
PMF/ MF
prePMF
PV
RNA
RS

RT
RT-PCR
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SBS
SBL
SMRT
SNV
TKB
TKD
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UTR
VCF
VUS
WES
WGS
WHO
WT

Overall survival

Polymerase chain reaction

Platellet derived grow factor receptor
Philadelphia chromosome-negative myeloproliferative neoplasm
Primary myelofibrosis/ myelofibrosis
Prefibrotic phase of PMF
Polycythemia vera

Ribonukleova kyselina

Ring sideroblast (prstencity sideroblast)
Room temperature

Reverse transcription PCR

Rotation per minute

Sequencing by synthesis

Sequencing by ligation

Single molecule real time

Single nucleotide variant
Transplantace krvetvornych bunék
Tyrosine kinase domain

Targeted sequencing

Untranslated region

Variant calling file

Variant of unknown significance
Whole exome sequencing

Whole genome sequencing

World Health Organization

Wild type
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Nazvy genli
ABL1
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ASXL1
BCR
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CBF
CBL
CEPBA
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EZH2
FLT3
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KIT
MPL
MYH11
MSH3
NPM1
RAD21
RAS
RUNX1
RUNXT1
SF3B1
SH2B3
SRSF2
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U2AF1
TET2
TOP2A
TP53

Abelson murine leukaemia 1
Anaplastic lymphoma kinase
Adenomatous polyposis coli

Additional Sex Combs Like Transcriptional Regulator 1
Breakpoint cluster region

Calreticulin

Core binding factor

Cbl proto-oncogene

CCAAT enhancer binding protein alpha
Checkpoint kinase 2

Beta catenin 1

DNA methyltransferase

Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit

FMS related tyrosine kinase 3

Isocitrate dehydrogenase

Janus kinase 2

KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase
MPL Proto-Oncogene, Thrombopoietin Receptor
Myosin heavy chain 11

DNA Mismatch Repair Protein Msh2
Nucleophosmin

Sister Chromatid Cohesion 1

Ras oncogene

Runt related transcription factor 1

RUNX1 Partner Transcriptional Co-Repressor 1
Splicing factor 3b subunit 1

SH2B adaptor protein 3

Serine/arginine-rich splicing factor 2

Signal transducer and activator of transcription
U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1
Tetmethylcytosinedioxygenase 2
Topoisomerase 2A

Tumor protein p53
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U2AF1 U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1
WNT Wingless
WT Wilms tumour
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1. Uvod

Vsechny Zivé organismy jsou neustale ovliviiovany svym okolim. Na jejich
tkan¢ 1 samotné bunky plsobi celd fada vnéjSich 1 vnitinich Ciniteld, které naruSuji
jejich genomovou integritu. Pritom zachovani celistvosti genomu je klicové pro ptenos
nezménéné genetické informace do dalSich generaci, stejné¢ tak jako pro spravné
fungovani celého organismu. Kazda bunka proto disponuje specializovanymi
mechanismy (sit’ proteind), jez maji za ukol nejen sledovat neporuSenost genetické
informace, ale predevsim signalizovat pfitomnost poSkozeni DNA, a to nasledné
opravovat, je-li to mozné. Dojde-li ke kritickému naruseni dulezitych bunécnych
pochodu, jako jsou fizeni bunééného cyklu, apoptdza (fizend buné¢na smrt) ¢i oprava
poskozeni DNA, v bunce muze dojit k nadorové transformaci. Zakladni mechanismy
podilejici se na nadorové transformaci bunék jsou mutace, které vyrazuji z funkce tumor
supresorové geny, nadmérnd exprese protoonkogenil ¢i aberantni epigenom. Diky
pfitomnosti téchto abnormélnich genetickych zmén ve svém jadie se normadlni
hematopoetické kmenové bunky (HSC — hematopoietic stem cell) stavaji leukemickymi
(LSC — leukaemic stem cell). Kazdé onkologické onemocnéni, véetné hematogickych

malignit, ma geneticky podklad.

2. Myeloidni malignity

Tato skupina onemocnéni zahrnuje fadu Kklinicky, biologicky a geneticky
odli$nych nemocit, které se vyskytuji predev§im u star$i populace. S rostoucim vékem se
jejich incidence zvySuje. Poruchou HSC ¢i progenitoru myeloidni fady vznikaji
chronickd i akutni onemocnéni jako napf. akutni myeloidni leukémie (AML),
myeloproliferativni neoplazie (MPN) ¢i myelodysplasticky syndrom (MDS). Ne
vSechny jednotky jsou z klinického a morfologického hlediska jasné definova(tel)né.
Piikladem jsou myelodysplasticko-myeloproliferativni onemocnéni (MDS/MPN)
nesouci znaky obou typii onemocnéni vySe zminénych. Navic, nékterd onemocnéni
mohou postupem c¢asu transformovat jedno ve druhé (pifechod Polycytémia vera
v postpolycytemickou myelofibrézu a nasledn¢ AML). Nekteré rysy (hypercelularita
kostni dfen¢, porucha diferenciace, rlizny stupen dysplazie) téchto jednotek jsou
obdobné. Soucasna klasifikace této skupiny onemocnéni vychazi z revidované WHO

(World Health Organisation) klasifikace z roku 2022 (Khoury et al.,, 2022).
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Prognosticka stratifikace pacienti je zalozena na doporucenich mezinarodnich
odbornych organizaci (napf. NCCN, ELN) apro jednotliva onemocnéni jsou
vypracovany systémy hodnotici prognostické rizikové faktory (napt. DIPSS, MYSEC-
MF u myelofibrozy). Jednotlivé (pod)skupiny maji riznou prognoézu, piezivani i vlastni
lécebné strategie. U nckterych skupin onemocnéni byly nalezeny specifické kauzalni

v

"driver" mutace. Nejéastéjsi je JAK2V®1’F u Ph—negativnich MPN.

Cilenym sekvenovanim technologii Next Generation Sequencing (NGS) se
poznatky o piitomnosti dalSich genetickych i negenetickych zmén v genomech
nadorovych bun¢k podstatné rozsifily. Kromé kauzalnich mutaci je mozné v Sirokém
spektru  myeloproliferativnich onemocnéni detekovat velké mnozstvi dalSich
preleukemickych tzv. "passenger” mutaci. Ty se podili pfedev§im na epigenetické
regulaci genové exprese, sestiihu a procesovani RNA transkriptli ¢i jinych dé&jich.
Neékteré z nich maji potencidlni prognosticky vyznam. U nékterych téchto gent je
dilezité, u které¢ diagnozy jsou detekovany. Pak se vyznamné lisi jejich prognosticky
vyznam. Piikladem mutze byt gen SF3B1, jehoz piitomnost u MDS s prstenéitymi
sideroblasty je spojena s nizce rizikovym onemocnénim (Papaemmanuil et al., 2013)
a naopak u Ph—negativnich MPN se jedna o nepfiznivy prognosticky marker (Zhao et
al., 2020).

2.1. Akutni myeloidni leukémie

Incidence AML v Ceské republice je 3—4 piipady na 100 000 obyvatel za rok
s medianem véku 65-70 let pii diagnoze (Krejci et al., 2018). Typickym rysem AML je
pritomnost nezralych hematopoetickych bunc¢k (myeloblastll) v kostni dfeni, které jsou
klonalniho ptivodu a obvykle vykazuji vysokou prolifera¢ni aktivitu. Postupné utlacuji
fyziologickou hematopoézu, pficemz disledkem jsou nespecifické klinické piiznaky
vyplyvajici z nedostatecné produkce jednotlivych slozek krvetvorby zplsobené timto

utlakem.

Pétileté pteziti ve skupiné mladSich nemocnych (do 55 let) se prumérné
pohybuje okolo 40-45 % (Kantarjian et al.,, 2021). V dil¢ich prognostickych
podskupinach AML do 65 let je pak 64 %, 41 % a 11 % u AML s pfiznivou, stfedni
a nepiiznivou prognézou (Dohner et al, 2017). VySetfeni karyotypu a molekularnich
zmén V dobé diagndzy je nezbytné pro spravnou klasifikaci konkrétniho typu
onemocnéni a pfesnou stratifikaci pacienta k nasledné 1é€bé. Na zaklad¢ ptitomnosti

specifické chromozomalni zmény ¢i mutace rozdéluje ELN (European Leukaemia Net)
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pacienty do 3 =zakladnich prognostickych skupin (Obr. 1). Ty reflektuji
pravdépodobnost  dosazeni kompletni remise (CR — complete remission)
| pravdépodobnost vzniku relapsu po 1é¢bé. Pacienti s nizce rizikovym onemocnénim
S ptiznivou prognézou tak podstupuji intenzivni chemoterapii obvykle v kombinaci
s cilenou 1écbou monoklonalnimi protilatkami (gentuzumab o0zogamicin), pfipadné
s inhibitorem FLT3 (midostaurin) v pfipad¢ pfitomnosti pfislusnych cilovych struktur
(povrchovych antigenii a receptoril) na nadorovych bunikach, bez nutnosti nasledné
alogenni transplantace krvetvornych bunék (TKB). Pacienti se stfedni ¢i nepfiznivou

prognodzou jsou po chemoterapii obvykle indikovani k TKB.

' ™

1(8;21)(q22;922.1) RUNX1/RUNX1T1

PRIZNIVA inv(16)(p13.1q22) nebo t{16:16) CBFb/MYH11
PROGNOZA NPM1mut izolovana nebo s FLT3-ITD low AR
CEBPa bialelické mutace

NPM1mut a FLT3-ITD high AR

NPM1wt a FLT3-ITD low AR (bez dalSich rizikovych zmén)
NPM1wt bez FLT3-ITD

t(9;11)(q21.3;923.3) MLLT3/KMT2A

cytogentické zmény neklasifikované jako pfiznivé & nepfiznivé

(" (6;9)(p23:q34.1) DEK/NUP214 h

t(v;11q23.3) KMT2A prestavby

t(9;22)(q34.1;q11.2) BCR/ABL1

inv(3)(q21.3q26.2) nebo t(3;3)(q21.3;q26.2) MECOM
NEPRIZNIVA monozomie chr. 5, 7 nebo ill.?,'dell:5q] a abnorm. (17p)
komplexni nebo monozomalni karyotyp

NPM1 wt a FLT3-ITD high AR

RUNX1 mutace

ASXL1 mutace

TP53 mutace

PROGNOZA

Obrazek ¢. 1: Prognosticka klasifikace AML podle ELN 2017

(pfevzato a upraveno podle Déhner et al., 2017)

2.1.1 Vvznam mutaci pri diagnostice a prognostické stratifikaci u AML

Genetickou podstatou nejen AML jsou chromozomalni zmény v karyotypu
(monozomie, trizomie, translokace, komplexni zmény) a mutace v genech podilejicich
se na regulaci normalni hematopoézy. Prakticky jsou mutace rozdélovany do dvou
zakladnich skupin. Do prvni se fadi fizni geny vznikajici ptedevS§im z transkripcnich
faktorti (RUNXI1, CBFp). Ty diky fazi nefunguji spravng a jejim disledkem je narusena

exprese podiizenych diferenciac¢nich geni. Do této skupiny nalezi predevsim tzv. CBF
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leukémie (core binding factor; RUNX1/RUNX1T1 a CBFp/MYHII) a akutni
promyelocytarni leukémie s translokaci t(15;17)(PML/RARa). Ptifazovany sem byvaji
i AML s bialelickou mutaci v genu CEBPa"™ &i izolovanou mutaci v NPM1¢/FLT3",
Tato skupina AML ma primarné pfiznivou progndzu a pacienti profituji z intenzivni
chemoterapeutické 1écby. K alogenni transplantaci se pfistupuje pouze V piipadech,
objevi-li se relaps onemocnéni. Na zaklad¢ recentnich poznatkli se i v ramci této
skupiny nov¢ vyclenuji high risk (HR) nemocni (Heusser et al., 2021). Jedna se
0 pacienty, u nichz je opakovan¢ detekovana piitomnost molekularniho markeru
reflektujiciho pfitomnost minimalni rezidualni choroby (MRD, minimal residual

disease).

Druha skupina je tvofena mutacemi v genech, jejichZz podstatou je tyrozin
kinazova aktivita (FLT3, RAS, c-KIT). Jsou zodpovédné za nadmérnou proliferaéni
aktivitu postizenych bun¢k. Tyto AML maji nepfiznivou prognézu a jsou indikovani
k TKB. Dnes se vyclenuje jesté tieti a neméné dilezita skupina geni podilejici se na
nadorové transformaci HSC. Jedna se o epigenetické regulatory. Mutace v téchto
genech jsou detekovany az u 40 % AML (Bewersdorf et al., 2019). Vyskytuji se
predevsim v kombinaci s jinou kauzalni mutaci. Povazovany jsou za "predchidce"
leukemickych bun€k, coZ potvrzuje 1 jejich piitomnost ve vzorcich z doby kompletni

remise, kdy kauzalni mutace detekovany nejsou (Ravandi et al., 2018).

Terapeuticka strategie U pacientli s prognosticky neptiznivymi zménami se ani
na zaklad¢ dalSich informaci pfili§ nezméni. Tito pacienti, splni-li ostatni indika¢ni
kritéria, budou sméfovani k TKB. Podrobné&jsi molekularni profil by jisté pfinesl
vyhody u pacientd s ptiznivou progndzou, napt. s izolovanou mutaci v nukleofosminu
(NPM1%*/FLT3") piipadné u AML s NPM1°* a nizkym alelickym pomérem FLT3-
ITD'" (AR < 0,5). NPM1°* je nejcast&jsi mutaci u AML s NK vyskytujici se ve
frekvenci 50-60 % a 30 % z celkového poc¢tu vSech AML (Fallini et al., 2005). Pacienti
s timto subtypem AML velmi dobie reaguji na podanou indukéni 1é¢bu (Marcucci et al.,
2011; Liu et al., 2014), ale i v této skupin€é se navzdory pfiznivé prognéze objevuji

relapsy onemocnéni (Bertoli et al., 2020; Hollein et al, 2018).
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2.2. Ph-negativni myeloproliferativni neoplazie

Myeloproliferativni  neoplazie (MPN) byly dfive oznacované jako
myeloproliferativni onemocnéni (MPD, myeloproliferative diseases). Kategorie
myeloproliferativnich neoplazii dle WHO 2022 zahrnuje osm jednotek. Termin MPN je
V soucasnosti vyuzivan piedev§$im k oznaCeni tii klasickych Ph-negativnich forem
onemocnéni (pravé polycytémie — PV, esencialni trombocytémie — ET a primarni
myelofibrozy — PMF). Prvni oznaceni pochazi z roku 1951 a jeho autorem je znamy
americky hematolog W. Dameshek. Jiz tehdy piedpokladal, Ze za zvySenou proliferaci
U téchto onemocnéni stoji jesté neznamy Cinitel. Dnes jiz vime, Ze pfi¢inou jsou tzv.
»driver mutace v genech JAK2, CALR ¢i MPL. Ty hraji primarni roli v proliferaci,
diferenciaci a apoptéze. Zpusobuji nddorovou transformaci hematopoetickych
prekurzorii, coz vede ke zvySenému piezivani a klonalni proliferaci. Zarovei je u takto
postizenych bunék snizena ¢i Gplné potlacena schopnost apoptozy, ale diferenciace do
terminalnich bunécnych stadii zlstdvad zachovana. Vysledkem je zmnozeni krevnich
elementi v jedné nebo vice fadach vedouci K trombocytoze u ET, dominujici
polyglobulii u PV ¢i zméndm v krevnim obraze u PMF, které odrazi pokrocilost

onemocnéni.

Diagnostika MPN prosla velkym vyvojem. V minulosti se v zasad¢ opirala
0 klinicky obraz daného onemocnéni a vySe zminéné néalezy v krevnim obraze (Campr,
2011). Histologické vysSetieni kostni diené tvofi nedilnou soucast diagnostického
procesu a patii k zdkladnim diagnostickym kritériim u vétSiny stavii. Na rozdil od CML,
u které Peter Nowell a D. A. Hungerford objevili, a jako prvni popsali, specifickou
zménu — fazni gen BCR/ABL1 vznikajici na tzv. Filadelfském chromozomu, mohou byt
zbyvajici jednotky (PV, PMF, ET) klinicky podobné. Diagnostiku neulehcuje ani
existence ruznych piechodovych forem mezi témito onemocnénimi. Diky rozvoji
molekularni biologie a genetiky byly v minulosti objeveny a verifikovany mutace
v riznych genech, které maji podil na spravném pribéhu metabolickych i signalnich
drah v myeloidnich elementech. Velky zlom v diagnostice a biologii
myeloproliferativnich chorob pfinesl objev tzv. ,aktivacni“ bodové mutace V617F
Vv genu pro Janusovu kindzu (JAK2) ¢tyfmi vyzkumnymi tymy v roce 2005 (Levine et
al, 2005; Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics et al., 2005). Tato mutace
byla detekovéna u vétSiny (az 95 %) PV a ¢asti nemocnych s ET a PMF (az 50 % ET
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a 60 % PMF). U zbyvajicich 5 % PV byly nalezeny mutace v exonu 12 JAK2 (Scott,
2007).

S vyvojem pokrocilejSich technologii, napi. sekvenovani nové generace, byly
objeveny dal$i mutace s potencialnim prognostickym vyznamem, které¢ se podileji na
vzniku Ph-negativnich MPN. Mezi nejvyznamnéj§imi lze jmenovat mutace
v trombopoetinovém receptoru MPL (Pikman et al., 2006) detekované u 5 % ET a PMF
a mutace v genu pro calreticulin (CALR). Vyznamnym prulomem bylo zjisténi, Ze se
uvelké casti téchto pacientii vyskytuji inzercné¢ — delecni mutace v genu CALR

(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013; Chi et al., 2013).

VSechny tii zakladni driver mutace byly dlouhou dobu povazovany za

2V6I7F 3 mutaci

samostatné. Az Mansier 2016 prokazal spole¢nou ptitomnost mutaci JAK
v CALR. Po této praci se objevily dalsi dikazy, které odhalily moZnou koexistenci
driver mutaci (Usseglio et al, 2017; Nussenzveig et al., 2015). Odhalit pfesnou podstatu
patogeneze double mutant pacienti tak stale zistiva na seznamu tkold do budoucna.
Predpoklada se, ze by koexistence mohla reflektovat pfitomnost dvou samostatnych

leukemickych klonti, spiSe nez leukemicky klon nesouci ve svém genomu ob¢ mutace.

S prognézou onemocnéni je spojen i vyskyt dalSich mutaci. Preleukemické
mutace v genech ASXL1, SRSF2, EZH2, U2AF1°YR & [DH/2 jsou nazyvany jako
high molecular risk a ve velké ¢asti pripadi jsou zodpovédné za progresi choroby
(Vannucchi et al., 2013; Guglielmmeli et al., 2014). To potvrzuje jejich detekce
predev§im ve vzorcich z doby transformace do akutni leukémie (Lundsberg et al.,

2014).

2.2.1. Primarni myelofibroza

Charakteristickym rysem PMF je vznik a vyvoj retikulinové/kolagenni fibrozy
v kostni dfeni a pfitomnost patologické populace megakaryocytt. U pacientd s PMF byl
prokazan abnormalni expresni profil cytokind, pfedev§im destiCkového rlstového
faktoru (PDGF), jenz je zodpovédny za stimulaci tvorby kolagenu fibroblasty.
B symptomy (no¢ni poceni, horeCky NS, ubytek vahy) vznikaji jako dusledek
abnormalni exprese zanétlivych cytokint. Zaklad diagnostiky stale tvoii biopsie kostni
dfené a histologické zhodnoceni pfitomnosti a stupné fibrozy klinickym patologem.
WHO Kklasifikace rozliSuje fazi prefibrotickou a fazi fibrotické PMF (Arber et al.,
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2016). Cast pacientt s PV a ET miize ¢asem vyvinout fibrézu (post-ET a post-PV MF)
v kostni dfeni také (Barrossi et al, 2008). Dnes je tato MF povazovana za sekundarni
a hodnocena pomoci skorovaciho syst¢ému MY-SEC MF (Passamonti et al., 2017). Jeji
1éCba a prognoza jsou v podstaté shodné s klasickou PMF.

Molekularné geneticky se u 90 % piipadi PMF detekuji driver mutace
v genech JAK2V®1F CALR a MPL (Teferri et al, 2018). Ptiblizn& 10 - 15 % pacientt je
tzv. triple negativnich, tzn., Ze u nich neni detekovana zadna ze tii klasickych driver
mutaci. Dnes se spolu se 3 zakladnimi driver mutacemi doporucuje vySetfovat jesté
I mutace v genech U2AF1, ASXL1 a SRSF2 (Vannuchi et al., 2013; Tefferi et al., 2016).
Tyto mutace samostatné¢ nemaji diagnostickou hodnotu, protoze jejich vyskyt neni pro
PMF specificky, ale velmi dobfe napomahaji stratifikovat pacienty do rizikovych
podskupin. Za rizikové jsou povazovany mutace v genech ASXL1, EZH2, IDH1/2
a SRSF2 (Guglielmmeli et al.,, 2018). Tefferi et al. (2018) k nim pfifadil jesté
I mutaci postihujici kodon GIn157 v genu U2AF1. Vsechny tyto mutace jsou
zohlednény v ruznych skoérovacich systémech a jejich piitomnost je spojena s kratsim
prezitim bez progrese a celkovym piezitim (OS — overall survival) (Lasho et al., 2018;
Tefferi et al., 2018). Uplatnuji se predevs§im v predikci transformace PMF do AML
ajsou spojeny s vyvojem onemocnéni. Ovliviwyji i rozhodnuti o podani cilené 1écby

napf. ruxolitinibem.

2.3. Sekvenovani nové generace - next generation sequencing

Expanze znalosti o vzniku a rozvoji nddorovych onemocnéni na molekuldrni
urovni a snaha o zvySeni U€innosti a sniZzeni toxicity 1é€by a modernich 1éCiv, jez
specificky zasahuji mechanismy alterované v nadorech, vedla k rozvoji cilené terapie.
Tyto 1é¢ebné preparaty maji podstatné méné vedlejsich ucinkli nez klasicka
chemoterapie. Nicméné i pies slibné vysledky v klinickych zkouskach se stale pouzivaji
Castéji v kombinaci s chemoterapii nezli v samostatném podani. Divodem je i to, Ze
jejich potencial, v kombinaci s klasickou lébou, je podstatné vysSi a tucinnost
prokazatelné lepsi. Stale se také hledaji nové molekularni cile, geny a jejich mutace,
které by umoznily vyvoj dalSich u¢innych 1é€iv cilenych specificky na nador, ptipadné
na jeho mikroprostfedi. V klinické praxi se zacaly pouZivat prognostické stratifikacni
systémy zalozené na mutacnich profilech konkrétnich nadort (GIPSS genetically

inspired prognostic scoring system) (Tefferi et al., 2018). Rozvoj znalosti
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0 molekularn¢ genetickych zménach u AML vede postupné ke zpiesnovani klasifikace,
progndzy i lécebnych postupti a molekuldrni profilovani v ramci personalizované

mediciny se stalo souc¢asti béznych 1ékarskych postupi.

Diky technologii NGS a vyuziti sekvenace celého genomu/exomu byly objeveny
znamé mutace v genech jako je CALR, SF3B1 (Klampfl et al., 2013; Papaemmanuil et
al., 2016). NGS umoziuje detekci driver mutaci zodpovédnych za patologicky fenotyp,
poodhalilo mechanismy rezistence bun€k, piitomnost predispozi¢nich germinalnich
variant a mutacni naloz nadoru. ,,Projekt Lidského genomu* navrzeny v 80. letech 20.
stoleti byl ukoncen v roce 2003. Od té doby prodélaly technologie pro sekvenovani
DNA znacny vyvoj. Zvysila se pfesnost sekvenovani a podstatné se snizila cena za
chybovosti spojenou s nepiesnosti polymerdzy je mozné ovlivnit peclivym designem
experimentu a vybérem vhodného pfistupu, naptiklad upfednostnénim hybridizace pied
amplifikaci (Goodwin et al., 2016). NGS ma zna¢né mnozstvi vyhod. Tou nejvétsi je
sekvena¢ni kapacita. Jedna se o tzv. high throughput technologii, ¢asto oznacovanou
jako masivné paralelni sekvenovani, ktera v porovnani s klasickym Sangerovym
sekvenovanim umoziuje analyzu velkého mnozstvi vzorkli a cilenych sekvenci
v jednom béhu. Na rozdil od ostatnich klasickych molekularnich metod vyZaduje mensi
vstupni mnozstvi vzorkli DNA/RNA a umoZziuje sekvenaci 1 materiald jako je DNA
izolovana z FFPE bloc¢kt. Dosahuje vysoké citlivosti a piesnosti (Serrati et al., 2016)
pii detekci riznych sekvencnich variant, predevsim jednonukleotidovych polymorfismi
(SNV) a bodovych mutaci. Na zaklad¢ specifickych platforem je mozné analyzovat
inzeréné - deleéni mutace, copy number variace (CNV) ale i translokaéni ptestavby.
Ziskem je velké mmnozstvi dat (Gb az Tb u novych stroji), coz vyZaduje
bioinformatickou pipeline pro jejich zpracovani. Nesmirn¢ dulezité a casové
nejnarocnéjsi je hodnoceni detekovanych variant/mutaci a zohlednéni jejich vlivu na
dané onemocnéni. Je nezbytné posuzovat kazdou nalezenou variantu/mutaci v kontextu

dalSich informaci a kazdy konkrétni pfipad jednotlivé.

2.3.1. Sekvenacéni pristupy - WES, WGS, TS

Sekvenacni piistupy se déli podle toho, jak velka ¢ast genomu je analyzovana.
Beze sporu nejnaro¢néjsi je sekvenovani celého genomu (WGS — whole genome

sequencing) vyuzivané v ramci experimentalni praxe predevsim k hledani novych gent,
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ke srovnavani jednotlivych populaci a pfedev§im k porovnani "normalnich"
a patologickych stavii (hledani zarode¢nych mutaci). Na rozdil od exomového
sekvenovani detekuje varianty i v negenovych sekvencich (introny, promotory). WGS
pfinasi poznatky umoziujici propojovat a korelovat informace o piitomné mutaci
V genu spojeném s patogenezi daného nadorového onemocnéni, prognoéze a vysledném
klinicko-patologickém fenotypu. Exomové sekvenovani slouzi k detekci mutaci ptimo
v kodujicich oblastech genti (exonech). Az 85 % znamych patogennich variant, jez jsou
spojeny se vznikem daného onemocnéni, je lokalizovano v kddujicich oblastech (Hulick
et al.,, 2020). Soucasné vyzkumné projekty se zapojuji do celogenomového ¢i
celoexomového sekvenovani s cilem nalézt a identifikovat nové genetické aberace

U rznych typl nadori a jinych onemocnéni.

Nejvyuzivanéj§im piistupem stale zlstava cilené sekvenovani (targeted
sequencing). Jedna se o mensi (20-30 gentl) ¢i vétsi panely (az 200 genti) zahrnujici
geny podilejici se na patogenezi konkrétniho typu ne/nddorového/dédi¢ného
onemocnéni. V soucasnosti je na trhu k dispozici velké mnozstvi komer¢nich panelt pro
ptipravu NGS knihoven (Tab. 1). N&které jsou cilené na konkrétni onemocnéni (Core
Myeloid ArcherDx, ClearSegAML Agilent), jiné zahrnuji geny podilejici se obecné na
nadorové transformaci tzv. pan-cancer panely (Trusight Oncology Illumina, Accel
Amplicon Plus 57G Pan cancer profiling panel Swift Bio). Vétsina spolecnosti také
nabizi moznost designu vlastniho tzv. custom panelu, kdy si zakaznik muze cilené

definovat, které geny a sekvence chce sekvenovat a nasledn¢ analyzovat.

Vsechny tyto postupy vyuzivaji jako vstupni materidl DNA. RNA sekvenovani
je vyuzivano pfedevsim pro sledovani MRD, detekci novych transkripénich variant ¢i

sledovani ptfitomnosti chimerickych transkripti (Kukurba & Montgomery, 2015).
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Nazev panelu Vyrobce Pocet gent | Vstup | Pristup
Phusion Plex Myeloid 84 RNA

Variant plex Core M. Archer Dx 37 amplikon
Variant plex Myeloid 75

TruSigh Myeloid [llumina 54

Clear Seq AML Agilent 20 DNA

Sophia Myeloid sol. | Sophia Genetics 30 enrichment
SureSeq pan Myeloid OGT 70

SureSeq pan Myeloid 24

Tabulka €. 1: Dostupné NGS panely pro detekci mutaci u myeloproliferaci

2.3.2. Amplikonové vs. hybridizaéni metody

NGS se sklada z nékolika na sebe navazujicich krokd. Prvnim je pfiprava vzorki
(méfeni koncentrace a kontrola kvality DNA, jeji fedéni na pfislusnou ekvimolarni
koncentraci) a na néj navazujici ptiprava knihoven (library prep). Vysledkem vsech
téchto kroku je sekvenovatelna knihovna. Ve skutecnosti se jedna o soubor kratkych
fragmentd DNA kazdého vzorku o definované délce. Fragmenty DNA jsou specialné
upraveny tak, aby mély na obou svych koncich naligovany adaptory, umoziujici nejen
jejich identifikaci pomoci molekularnich bark6da a indexd, ale i naslednou sekvenaci
prostiednictvim primerta (Obr. 2). Pro technologii NGS je nezbytné "nabohatit” useky
(geny, exony, UTR aj.), které budou nasledné¢ sekvenovany. Proto se pfistup nazyva
cilené sekvenovani. Existuji dva pfistupy pro pfipravu knihoven. Prvnim je tzv.
amplikonové sekvenovani a druhy je zalozen na hybridizaci cilovych useki se

specialnimi sondami.
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Adaptor 1 Adaptor 2

[Ps]is | sp1 ] [sp2 | 17 |P7]

U U

DNA fragment

SP - sekvence pro vazbu primeru
i5/7 - indexy pro duélni zna&eni
p5/7 - sekvence pro vazbu na FC

Obrazek ¢. 2: Obecné schéma sekvenaéni knihovny

Metoda zalozena na amplifikaci je podstatné jednodu$si a méné pracna.
Konkrétni cile se pomoci multiplexni PCR se specidlnimi primery namnozi a nasledné
sekvenuji. Problémem zlstava nabohaceni napi. GC-rich sekvenci, amplifika¢ni bias,
chyby v sekvencich vzniklé diky chybovosti DNA polymerazy, ale také artefakty
z chybné navazanych primerd (Kanagawa, 2003; Fox et al., 2014). Dikladny design

primeri a jejich multiplexing je tedy u tohoto piistupu zasadni.

Pristup target hybrid capture vyuziva sekvenaci originalnich DNA molekul,
které jsou v ramci library prep postupu upraveny tak, aby byly sekvenovatelné. Jeho
nezbytnou soucasti je mechanicka ¢i enzymatickd fragmentace genomické DNA.
Neupravena genomicka DNA neni pro NGS vhodna z divodu své velikosti. Soucasné
NGS sekvenatory umoziuji sekvenaci fragmentd o max. velikosti do 1000 bp (Goodwin
et al, 2016). Jedna se o tzv. short-read NGS. Nejcastéji vyuzivana platforma Illuminy
umoziuje parové sekvenovani o délce 2*75 bp, 2*100 bp ¢i 2*150 bp. Je-li nezbytné
sekvenovat delsi tiseky, moznosti volby je 2*300 bp verze sekvencni chemie [lluminy ¢i
454 GS Junior od Roche. Knihovna by neméla obsahovat delsi fragmenty, jelikoz tyto

molekuly nemaji moznost se na bazi flow celly viibec zachytit.

Stépenim upravena DNA nasledné hybridizuje se specidlnimi probami (RNA
baits) komplementarnimi se zvolenymi cily v genomu. Dale jsou ligovany adaptory,
a provadi se size selekce fragmentti o vhodné délce (150 - 700 bp). V NGS postupech se
uplatiiuje hybridizace biotinylovanych sond v roztoku. Biotinylované sondy s vazanou
molekulou jsou diky pevné vazbé¢ se streptavidinovymi kulickami zachyceny pomoci
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magnetického pole a zbytek nenavdzanych molekul v roztoku se jednoduSe v ramci
ethanolového precisténi odstrani pry¢. Kazda takto pfipravena knihovna je nasledné
amplifikovana limitnim mnozZstvim PCR cykli. Nasleduje samotna sekvenace na
vysokokapacitnim sekvenatoru (MiSeq, NextSeq, NovaSeq 6000 aj.) a bioinformatické
zpracovani dat (Obr. 3). B&zné vyuzivané analyzatory (Illumina, Roche) sekvenuji
fragmenty do velikosti 700 bp principem SSB - sequencing by synthesis ¢i SBL -
sequencing by ligation. Jedna se o sekvenaci klonalné amplifikovanych molekul
(clusterir). Data ziskana z genetickych analyzatort obsahuji informace o sekvenci
a soucasn¢ je kazdé bazi udélena informace o jeji kvalité. Aby bylo mozné porovnat
konkrétni sekvence s referencni sekvenci lidského genomu (Human genome -
Hgl19/Hg38), je nezbytné provést specifické bioinformatické operace zvané adaptor
trimming a variant calling. Prvni z nich odstrafiuje uméle vytvofené sekvence
(adaptory) na obou koncich kazdého readu a druhy porovnava upravenou sekvenci
s referenc¢ni. VSe provadi automaticky specialni programy (Finalist Dx, SureCall).
Vysledkem celého procesu je report/zprava obsahujici detekované varianty a jejich vliv

na piipadny fenotyp.

kontrola kvality DMNA
priprava knihovmy

sekvenace

FASTQ

ofezani adaptord
mapovani readi na refsek

variant calling

anotace mutaci a variant

Obrazek ¢. 3: Schéma postupu NGS
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2.3.3. Sekvenovani dlouhvch readu - tieti generace

Firmy Pacific Biosciences a Oxford Nanopore vyvinuly modern¢jsi sekvenatory,
které jsou schopné sekvenovat mnohem delsi useky DNA (Tab. 2). Tento piistup byl
SMRT (McCarthy 2010). Ob¢& technologie

umoziuji sekvenaci az kilobaze dlouhych templatii. Samotna sekvenace probiha ve

nazvan "single molecule real-time" -

specidlnich nanodestickach. V kazdé jamce, mikroreaktoru, dochazi k zachyceni jedné
molekuly DNA a ta se zde nasledn¢ sekvenuje. Kazda jamka obsahuje také DNA
polymerazu. Detekce signalu muze byt zaloZzena na zménach elektrického napéti

u Oxford Nanopore ¢i standardné na fluorescenci u Pacific Biosystems.

Princip | Délka ¢teni (bp) Output
Prvni generace Sanger PCR <900 Kb
MiSeq <150 4-15 Gb
NovaSeq SBS <300 AzTb
Druhé generace | lon Torrent <600 10 Gb
(NGS) Roche 454 | Pyroseq 450-1000 700 Mb
Solid Ligace 50-75 80-320 Gb
Tteti generace PacBio SMRT 30 kb Az7Gb
Nanopore 0,9 Gb Az 4 Gb

Tabulka ¢. 2: Srovnani jednotlivych sekvenaénich technologii

27



3. Cile prace:

Sledovani rozsifeného mutacniho profilu pacienti s AML s mutaci v genu
NPM1 v dob¢ diagndzy

Sledovani klonalniho vyvoje u pacient s AML s mutaci v NPM1 genu
Sledovani mutacniho profilu pacientii s myelofibrézou

Exomové sekvenovani U pacientu s relabujici/rezistentni AML
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4. Soubor pacientii

4.1. Soubor pacienta s AML

Nas soubor tvorilo 53 pacientd s AML s NK kurativné 1é¢enych a sledovanych
na Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice Olomouc (HOK) Vv obdobi 2007-
2021. Rozsifeny mutaéni profil u AML s NPM1 mutaci (NPM1°" izolovanou
av kombinaci s FLT3-ITD) byl stanoven u étyficeti osmi s de novo AML a u péti
pacientll s AML transformovanou z chronické myelomonocytarni leukémie 1é¢enych na
HOK v letech 2007-2021. U jedné pacientky vznikla sekundarni AML po chemoterapii
podavané pro primarni maligni onemocnéni, kterym byla systémova mastocytdza.
U vSech pacientll byla provedena zakladni diagnostika a prognosticka stratifikace
(stanoveni imunofenotypu AML, karyotypu a nasledné ptitomnost zékladnich mutaci
podle doporuc¢eni ELN 2017). Dvacet tfi pacienti mélo izolovanou mutaci v genu
NPM1 apatnact pacientl kombinaci NPM1¢*/FLT3-ITD'", tito méli podle ELN
pfiznivou prognozu. Intermedidrni progndzu na zakladé ptitomnosti kombinace mutaci
NPM1¢*/FLT3-ITD"9" mélo deset pacientl a Sest pacientii se sekundarni AML mélo

izolovanou mutaci v genu NPML1.

4.2. Soubor pacienta s myelofibrézou

Osmdesat osm pacientli s verifikovanou myelofibrozou (primarni a sekundarni)
bylo na HOK 1é¢eno v letech 1998-2021. Soubor tvofilo Etyficet jedna pacientd
s diagnézou primarni myelofibrozy, ¢trnact pacienti s post-polycytemickou
myelofibrézou, sedmndct pacientdl s post-ET myelofibrozou a Sestnact pacientl

Vv prefibrotickém stadiu myelofibrozy.

4.3. Informovanv souhlas

Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas se zpracovanim a uchovanim
biologického materialu (DNA/RNA) a jeho vyuzitim pro védecké ucely schvaleny
etickym kodexem Svétové zdravotnické asociace (WMA-The World Medical

Association).
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5. Material a metody

Pristroje:

Automaticky izolator DNA MagNa (Roche)
Zatizeni na Gpravu vody Direct-Q 3UV (Millipore)
Automatické pipety, multikanalové a elektronické (Eppendorf, Finnpipette)
Thermocycler (Biorad)

Centrifuga (Eppendorf 5430)

Thermo mixer (Eppendorf)

TapeStation 5140 (Agilent)

Qubit (Life Technologies)

MiSeq (lllumina)

NovaSeq (Illumina)

Magneticky stojanek

Mrazici boxy (-80°C, -20°C)

Lednicky (4-8 °C)

Vyrobnik ledu

Spotiebni material:

jednorazové Spicky s filtrem

konické zkumavky 15 ml, 50 ml
zkumavky 2 ml; 1,5 ml

nitrilové ochranné rukavice
96-jamkové desticky

adhezivni folie na 96-jamkové desticky

Reagencie:
reverzné-osmoticka a ultracista voda ze systému Direct-Q 3UV (Millipore)

ClearSeq AML kit (Agilent)

SureSelect XT HS reagent kit for Illumina (Agilent)
Human All Exon V7 Capture Library

SureSelect Enzymatic Fragmentation Kit (Agilent)
10 M NaOH, molecular biology grade (Sigma)
Dynabeads MyOne Streptavidin T1

Agencourt AMpure XP

99,9 % ethanol, molecul biology grade

D1000 a D1000 HS Screen Tape (Agilent)

D1000 a D1000 HS reagent kit (Agilent)

Quanti DNA BR Assay kit (Life Technologies)
MiSeq v2 reagent kit (Illumina) (300 cykl)
NovaSeq S2 sequencing kit v1.5 (200 cykli)

PhiX control (Illumina)
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6. Sekvenovani nové generace — postup

Prvnim krokem je pfiprava knihovny - library prep, ktera zahrnuje nasledujici

postupy (zaméfeno na technologii Agilent Haloplex a SureSelect XT HS):

1. kontrola kvality a koncentrace DNA pomoci Qubit spektrometru a jeji fedéni na
pozadovanou koncentraci

enzymaticka restrikce genomické DNA

hybridizace se sondami komplementarnimi k cilovym sekvencim (RNA baits)
ligace

velikostni selekce fragmentt o pozadované délce pro sekvenaci (200-700 bp)

amplifikace pomoci PCR

N o a &~ WD

ptecisténi vysledné knihovny

Kvalitu a koncentraci pfipravené sekvenacni knihovny je nutné zkontrolovat na
Bioanalyzéru/Tape Station. Knihovny se fedi na ekvivalentni koncentraci 2 nM
a nasledné pooluji do jedné zkumavky. Takto pfipraveny pool je nasledné denaturovan
5 minut pfi RT 2N NaOH a fedén pomoci Hybridiza¢niho HT pufru (Illumina) aZ na
vyslednou koncentraci 8 pM u Haloplex HS a 400 pM u Human All Exon V7.

6.1. Haloplex HS - ClearSeq AML panel

Panel ClearSeq AML pokryva vybrané oblasti 48 exoni 20 gent (801
amplikond, Obr. 4), jejichz mutageneze je spojena s vyvojem myeloproliferativnich
onemocnéni (AML, MPN, MDS). Jedna se o maly panel, jehoz velikost je 23,702 kb.
Vyuziva technologie Haloplex HS, ktera je zaloZena na vneseni molekularnich barkodi
a specifické rolling circle amplifikace. Barkody v bioinformatické analyze umoznuji
identifikaci a odstranéni PCR duplikatt, které jsou hlavnim zdrojem chyb v priubéhu

sekvenovani.
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Gene List (targeted exons)

ASXL1 12 MPL 10
CSF3R 14,17 NPM1 11
CBL 8,9 NRAS 2:3
CEBPA 1 RUNX1 3,4,8
DNMT3A 4,8, 13, 15, 16, 18 SETBP1 3

19, 20, 22, 23 SF3B1 13-15, 17
EZH2 8,17, 18 SRSF2 1
FLT3 14, 20 TET2 3,9,10,11
IDH1 4 TP53 5-8
IDH2 4 U2AF1 2,6

JAK2 12, 14

Obrazek ¢. 4: Cilové exony v panelu ClearSeq AML (pievzato z Agilent.com)

6.2. Pracovni postup Haloplex HS 1-500 kb ILMEST

v' RESTRIKCE
o Master mix (MM) pro restrikci
Reagencie Objem na 12 reakci (ul)
RE Buffer 344
BSA solution 9
Celkem 353
o Rozpipetovat MM mix po 39,2 ul do 8-jamkového stripu
o Cerveny strip - do MM piipipetovat 4,9 pl restrikénich enzymi
o Zeleny strip - do MM piipipetovat 4,9 pul restrikénich enzymi
o Lehce zvortexovat a zcentrifugovat
o Rozpipetovat po 3,5 ul do 96-jamkové desticky (smér 1-12, —)
o Ptidat 3,5 ul DNA (smér A-H, |), celkem 50 ng DNA na reakci, c=1,8 ng/ul
o Centrifugovat - short spin
o Restrikee pti 37 °C, 30 minut, vyhiivané viko thermocycleru
o lhned pokracovat v postupu, nenechéavat ptes noc v -20 °C (nespecifické
Stépeni)
v HYBRIDIZACE
o Pfipravit hybridizaéni MM
Reagencie Objem na 12 reakci (ul)
Hybridization Solution 442
Haloplex HS Probe 65
Celkem 507
o Rozpipetovat hybridizacni MM po 39 ul do 12-jamkového stripu
o Priipipetovat do kazdé pozice 5 ul jednoho Indexing primeru
o Restrikéni reakci ihned po skonceni zcentrifugovat - short spin, RT
o Piepipetovat 7 ul vSech restrikénich reakci (8*7 ul) do pfipraveného
hybridiza¢niho MM
o Hybridizovat pii 95°C 5 minut/ 55 °C 2 hod.
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v PRECISTENI

o Ptipravit Hybridization Stop solution
Reagencie Objem na 12 reakci (ul)
Hybridization stop solution 240
AMpure 960
Celkem 1200
o lhned piipipetovat 100 ul pfipraveného Stop solution k hybridizované DNA
o Inkubovat 5 minut, RT, kontinualni tfepani 1300 rpm
o Umistit strip na magnetickou desticku
o Inkubovat 5 minut RT, odstranit supernatant
o Pfipipetovat 200 pl 70% EtOH (Cerstvé ptipraveny)
o Inkubovat 1 minutu RT, odstranit supernatant
o Pfipipetovat 200 ul 70% EtOH
o Inkubovat 1 minutu RT, Odstranit supernatant
o Susit 2-5 minut RT
v LIGACE
o Pfipravit liga¢ni master mix
Reagencie Objem na 12 reakci (ul)
HS ligation solution 130,0
1 mM rATP 7,8
Nuclease free water 512,2
Celkem 650
o K suchym kulickdm pfidat 50 pl ligaéniho MM
o Resuspendovat kulicky a inkubovat 2 minuty, RT
o Inkubovat na magnetu 5 minut, RT
o Prepipetovat 47,5 pl roztoku do nového 12-jamkového stripu
o Pridat 2,5 pl HS DNA ligase ke kazdému vzorku
o Ligovat 55°C, 10 minut

v ZACHYT LIGOVANE DNA

o

O O OO OO OO0 0O O0oOOo

Pfipravit 40 ul Dynabeads MyOne Streptavidin v HS Capture Solution pro
kazdy vzorek

Ptipravit Wash 1 solution (90 ul Wash 1 + 10 pul 1M NaOH) pro kazdy vzorek
Ligac¢ni smés centrifugovat

Pridat 40 pul Dynabeads MyOne Streptavidin v HS Capture Solution
Inkubovat 15 minut, RT, 1300 rpm

Inkubovat na magnetu 5 minut RT, odstranit supenatant

Pripipetovat 100 ul Wash 1, propipetovat 10x

Inkubovat 1 minutu, RT

Odstranit supernatant

Ptipipetovat 150 ul Wash 2 solution, propipetovat 10x

Inkubovat 1 minutu, RT

Odstranit supernatant
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v PCR

o Pfipravit PCR MM
Reagencie Objem na 12 reakei (ul)
Nuclease free water 691,6
Herculase |1 reaction buffer 390,0
100 mM dNTPs 10,4
Primer 1 52,0
Primer 2 104,0
Herculase 11 fusion DNA pol. 52,0
Celkem 1300
o Ptipipetovat 100 uL. PCR MM ke kulickam
o Rozsuspendovat
o PCR
Teplota Cas Krok
98 °C 2 min 1X
98 °C 30 sec pocet cyklu
60 °C 30 sec dle doporuceni vyrobce
72 °C 1 min (24-25X)
72°C 10 min 1x
8 °C o0 1x
o Inkubovat na magnet 5 minut
o Piepipetovat 40 pul PCR produktu do Cistého stripu

v' PRECISTENI PCR

O OO0 O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0ODO0OO0OO0OO0oOO0oOO0oOO0

Ptipravit 400 pl 70% EtOH pro kazdy vzorek
Ptipravit AMPure XP (100 ul AMPure XP + 40 pL vody) pro kazdy vzorek
Ptidat 140 pl kulicek k 40 pul PCR

Inkubovat 5 min, RT, 1300 rpm
Centrifugovat - short spin

Inkubovat na magnetu 5 minut, RT

Odstranit supernatant

Ptipipetovat 200 pL 70% EtOH

Inkubovat 1 minutu, RT

Odstranit supernatant

Ptipipetovat 200 pL 70% EtOH

Inkubovat 1 minutu, RT

Odstranit supernatant

Susit kuli¢ky 2-5 minut, RT

Ptidat 45 pl HS Elution Buffer

Inkubovat 2 minuty, RT

Inkubovat na magnetu 5 minut, RT
Ptepipetovat Cisty vzorek do nového stripu
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v KONTROLA KVALITY KNIHOVNY NA TAPE STATION

o Kontrola kvality a koncentrace knihovny na ¢ipu podle navodu vyrobce

Assay Class: High Sensitivity DNA Assay Created:  11/9/2018 9:18:51 AM
Data Path: C:\...gh Sensitivity DNA Assay_DE13806168_2018-11-09_09-18-52.xad Modified: 11/9/2018 10:52:46 AM

Electropherogram Summary Continued ...
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Obrazek ¢. 5: Elektroforetogram vysledné NGS knihovny na Bioanalyzéru

v' PRIPRAVA KNIHOVNY NA SEKVENACI

o Nafredit vzorky na 2 nM

o Poolovat ekvimolarni mnozstvi v§ech vzorkti dohromady (po 5 pl)
o Pripravit 0,2 N NaOH (20 pl 10 M NaOH + 980 pl vody)

o Denaturace a fedéni knihovny a PhiX control

Krok | Reagencie | Knihovna (ul) | PhiX (ul) | Koncentrace
1 10 mM Tris 2+3
2 0,2N NaOH | 10+10 5+5 2 nM—1 nM
3 HT1 20+980 10+90 1 nM—20 pM
4 HT1 600+400 3754225 | 20 pM—8 pM
5 Pool 990 10
o Denaturovat 10 pl knihovny a 5 pul PhiX 0,2 N NaOH, 5 minut, RT
o Stocit - short spin
o Pripipetovat 980 (990 k PhiX) ul HT1 pufru
o Promichat, stocit, umistit na led
o K600 pul 20 pM knihovny ptidat 400 ul HT1 pufru a umistit na led
o Spikovat 10 pl 12,5 pM PhiX
o Do cartrige MiSeq v2 reagent kitu napipetovat 600 pl pfipravené knihovny s
PhiX
o Spustit sekvenaci
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v VYHODNOCENI A INTERPRETACE DAT

Demultiplexovana data ve formé fasg.gz byla nahrana do programu SureCall
(Agilent). Ten provadi vSechny nezbytné kroky jako je odstranéni PCR duplikatt, jenz
jsou potencialnimi zdroji sekvenacnich chyb, ofezani adaptorti (adaptor trimming),
mapovani jednotlivych readli na referencni sekvenci Hgl9 a vytvofeni souboru
detekovanych variant (VCF). Kazda klinicky potencialné relevantni (patogenni,
potencidlné patogenni a VUS) varianta byla nasledné anotovdna za pomoci databazi
NCBI SNP a na ni navazany ClinVar, COSMIC a Ensembl. Klinicky relevantni
varianty byly popsany v reportu pro kazdy vzorek.
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6.3. Pracovni postup SureSelect XT HS - Human All Exon V7

Kit SureSelect XT HS Human All Exon V7 (Agilent) je designovan specidlné
pro ptipravu knihoven na exomové sekvenovani. Pokryva vSechny zdsadni exony
vgenomu a jeho velikost je 47 Mb. Sekvenace probihd na vysokokapacitnim

sekvenatoru Novaseq 6000 (Illumina).

v' RESTRIKCE
MM pro restrikci templatu
Reagencie

©)

Objem na reakci (ul)

5x SS Fragmetation Buffer

2

SureSelect Frag. Enzyme

1

DNA templat

200ng v 7 ul

Celkem 10

Lehce zvortexovat a zcentrifugovat
Restrikce pii 37 °C 17 minut/65 °C 5 minut
Ptidat 40 ul vody

(@)

v' END REPAIR/ dA TAILLING

o MM
Reagencie Objem na reakei (ul)
End repair — A Tailing Buffer 16
End repair — A Tailing Enzyme 4
Celkem 20
o Pripipetovat 20 ul MM k 50 pl nastépené DNA
o Inkubovat 20 °C 15 minut/ 72 °C 15 minut /4 °C hold

v LIGACE ADAPTORU

o MM
Reagencie Objem na reakci (ul)
Ligation Buffer 23
T4 DNA Ligase 2
Celkem 25
o Pfipipetovat 25 ul ligaéniho MM
o Pfidat 5 pl Indexu I5
o Inkubovat 20 °C 30 minut/4 °C hold

v' PRECISTENI
o Ptipravit 400 ul 80% EtOH pro kazdy vzorek
o Piidat 80 ul AMPure XP ke vzorku
o Inkubovat 5 minut, RT
o Centrifugovat short spin
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O O O O OO OO0 0O 0O OO O0O O

Inkubace na magnetickém stojanku 5 minut, RT

Odstranit supernatant
Ptipipetovat 200 pL 80% EtOH
Inkubace 1 minutu, RT
Odstranit supernatant
Ptipipetovat 200 pL 80% EtOH
Inkubovat 1 minutu, RT
Odstranit supernatant

Susit kuli¢ky 2 - 5 minut, RT
Ptidat 35 ul vody

Eluovat 2 minuty, RT

Inkubovat na magnetickém stojanku 5 minut, RT

Prepipetovat do Cisté zkumavky

v" PRE-CAPTURE PCR

o PCRMM
Reagencie Objem na reakci (ul)
5x Herculase Buffer 10
100 mM dNTPs 0,5
F primer 2
Herculase 11 1
Celkem 13,5
o Ptipipetovat 13,5 ul MM k vyeluované DNA
o Pripipetovat 2 pL |7 Indexing primeru
o PCR
Teplota Cas Pocet cyklu
98 °C 2 min 1X
98 °C 30 sec
60 °C 30 sec 8x
72 °C 60 sec
72°C 5 min 1X
4 °C 00 1X

v' PRECISTENI PCR

0O O 0O OO0 0O o O o o

Ptipipetovat 50 ul AMPure ke vzorku
Inkubovat 5 minut, RT

Centrifugovat short spin

Inkubovat na magnetickém stojanku 5 minut, RT
Odstranit supernatant

Pripipetovat 200 pL 80% EtOH
Inkubovat 1 minutu, RT

Odstranit supernatant

Ptipipetovat 200 pL 80% EtOH
Inkubovat 1 minutu, RT

Odstranit supernatant
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Susit kuli¢ky 2 minuty, RT

Ptidat 15 pl vody

Eluovat 2 minuty, RT

Inkubovat na magnetickém stojanku 5 minut, RT
Ptepipetovat do Cisté zkumavky

v KONTROLA KNIHOVY TAPE STATION

o Kontrola kvality a koncentrace PCR knihovny na ¢ipu podle navodu vyrobce

v HYBRIDIZACE

o 1500 ng precapture DNA do hybridiza¢ni reakce (mozZno poolovat az 3
vzorky)
o MM
Reagencie Objem na reakci (ul)
25 % RNase block 2
Capture Library (Sondy) 5
SS Fast Hybridisation Bufer 6
Celkem 13
o Pftipipetovat 5 ul SS XT HS Low Input Blocker Mix
o Spustit program
Teplota Cas Pocet cyklu
95 °C 5 min 1X
65 °C 10 min 1X
65 °C PAUSE, skip Ptipipetovat MM
65 °C 60 sec 60X
37 °C 3 sec
20 °C o0 1X
o V bodé¢ 3 zapauzovat a piipipetovat 13 pl hybridizatniho MM
o Nechat program docyklovat do konce

v' STREPTAVIDIN BIOTIN CAPTURE

0O O O 0O O 0 0O O o O

50 ul SAB kulicek 3x promyt 200 pl Binding Buffer na 1 hybridizacni smés
Resuspendovat ve 200 pl Binding Buffer

Ptipipetovat 30 ul hybridiza¢ni smési k SAB kulickam

Inkubovat 30 minut, RT, 1400 rpm

Inkubovat 6 x 200 ul WB2 Buffer na 1 vzorek pti 70 °C

Vzorky se SAB stocit

Inkubovat na magnetickém stojanku 5 min, RT

Odstranit supernatant

Pridat 200 ul WB1, RT

Odstranit supernatant
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Ptidat 200 pl WB2 nahiatého na 70 °C
Inkubovat 70 °C 5 minut

Opakovat promyti 6x

Odstranit supernatant

Ptipipetovat 25 ul vody

0O O O O O

v' POST-CAPTURE PCR

o PCR MM
Reagencie Objem na reakci
(1
Voda 12,5
Herculase 11 Buffer 10,0
10 mM dNTPs 0,5
Primer mix 1,0
Herculase 11 1,0
Celkem 25
o Pfipipetovat 25 pl MM ke vzorkiim
o PCR
Teplota Cas Pocet cyklu
98°C 2 min 1x
98°C 30 sec
60°C 30 sec 10x
72°C 60 sec
72°C 5 min 1x
4°C 00 1x
o Stocit

o Inkubovat magneticky stojanek 5 min, RT
o Prepipetovat do Cisté zkumavky

v' PRECISTENI PCR

50 pl AMPure ke vzorku
Inkubovat 5 min, RT
Centrifugovat short spin
Inkubovat na magnetickém stojanku 5 minut, RT
Odstranit supernatant
Piipipetovat 200 pL 80% EtOH
Inkubovat 1 minutu, RT
Odstranit supernatant
Ptipipetovat 200 pL 80% EtOH
Inkubovat 1 minutu, RT
Odstranit supernatant

o

0O O O 0O 0O 0o O O O O
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Susit kuli¢ky 2-5 minut, RT

Ptidat 25 pl vody

Eluovat 2 minuty, RT

Inkubovat na magnetickém stojanku 5 minut, RT
Ptepipetovat do Cisté zkumavky

0O O O O O

v KONTROLA KNIHOVNY NA TAPE STATION

o Kontrola kvality a koncentrace PCR knihovny na ¢ipu podle navodu vyrobce

v" SEKVENACE NovaSeq 6000

Sekvenace probihd na vysokokapacitnim sekvenatoru NovaSeq6000 za pouziti
sekvenacniho kitu NovaSeq6000 S2 sequencing kit v1.5 pro parové ¢teni fragmenti
0 délce 100 bp. Finalni koncentrace poolovanych knihoven je 400 pM. Hodnoceni

variant probihalo v programu VarSome Clinical (Saphetor).
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7. Vysledky

7.1. Sledovani rozsifreného mutaéniho profilu u pacientii s AML s mutaci v genu

NPM1 v dobé diagnézy

Analyza mutacniho profilu pomoci technologie NGS probihala retrospektivné
z DNA izolovanych ze vzorkd kostni diené z doby diagnézy. NGS analyzou byla
v diagnostickych vzorcich sledovana ptfitomnost dalSich passenger mutaci, jez se
rutinné nevySetiuji, ale je prokazan jejich podil na leukemogenezi. Passenger mutace
nebyly pomoci cileného panelu detekovany pouze u 0Smi pacienti s de novo AML.
Vsichni pacienti se sekundarni/post-terapeutickou AML méli pfitomnu minimaln¢ jednu
passenger mutaci (Graf 1). Pacienti s NPM1¢*/FLT3-ITD"9" vykazovali kombinaci
maximalné¢ dvou passenger mutaci a az téi mutace byly detekovany ve skupiné
NPM1¢/FLT3-ITD'% (Graf 1). V nejpocetnéjsi skuping pacienttl, s izolovanou mutaci
v NPM1, kopiroval pocet pridatnych mutaci Gaussovo rozlozeni. Ve ttech piipadech
jsme detekovali kombinaci tfi passenger mutaci a ve dvou dokonce kombinaci Ctyf
(Graf 1).

Nejcast&jsim typem mutace NPM1°* byla mutace A (40/54). Frekvence ostatnich
typtt mutaci byla stejna, mutace D (5/54), B (4/54) a ostatni raritni varianty
¢tyinukleotidové inzerce (typ J/G/DD10 v 5/54). Mutace typu A koexistovala nejcastéji
s mutacemi v DNMT3A a IDH1/2. Nejfrekventované&jsimi mutacemi v souboru byly
mutace v genu DNMT3A (28/54), nasledné NRAS (16/54), IDH2 (12/54), IDH1 (9/54).
Mutace postihujici gen DNMT3A byly detekovany v kombinaci s dalsimi mutacemi.
Vyskytovaly se spolu s mutacemi v IDH2 a NRAS. U dvou pacientii byly navic
v diagnostickém vzorku detekovany mutace JAK2VEITF 5 SRSF2P%H  které se u AML

vyskytuji vzacné, ale Castéjsi jsou u MDS a MPN. Mutace v ostatnich genech, jako je

TET2/ASXL1/CBL/TP53, byly detekovany pouze v jednotlivych ptipadech (Obr. 6).

Median véku v dobé diagndézy u pacientd se SAML byl 51 let, u pacient
s NPM1¢*/FLT3-ITD"9" 49,5 roku, u NPM1¢*/FLT3-ITD'" 58 let. 52 let byl median
véku pacientd s izolovanou mutaci v NPM1. Median preziti u jednotlivych podskupin
byl 7/8,5/37 a 31 mésicl. Z pacienti s NPM1¢*/FLT3-ITD"9" 7iji v soudasnosti pouze
dva a ze SAML polovina (3/6). P&t z patnacti pacientd s NPM1¢*/FLT3-ITD'Y a 11/23

s izolovanou NPM1°* zemfelo (Tab. 3).
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de noveo AML
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NPM1 typ A
NPM1 typ jiny
FLT3-ITD low

FLT2-ITD high

FLT3-TKD
DNMTZA
NRAS
IDH2
IDH1
TET2
TP33
JAK2
SRSF2
CBL
ASXLL

Obrazek ¢. 6: Zastoupeni mutaci v jednotlivych vzorcich AML v dobé Dg.
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Graf 1: Pocetni zastoupeni mutaci na vzorek v souboru AML NPM1°*

Pocet Median | Median pieziti Pocet
pacienti | veku pfi (mésice) ptezivajicich
Dg pacientil
NPM1¢*/FLT3-1ITD" (sSAML) 6 51 7 3
NPM1*/FLT3-1TD" (de novo) 23 52 31 11
NPM1¢*/FLT3-ITD"" 15 58 37 10
NPM1°*/FLT3-ITDMo" 10 49,5 8,5 2

Tabulka &. 3: Charakteristika souboru AML s NPM1¢*
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7.2. Sledovani klonalniho vyvoje u pacientu s AML s mutaci v NPM1 genu

U dvaceti sedmi pacienti sde novo AML a péti pacientt s CMMol/MDS
s naslednym prechodem do AML NPM1®" byla sledovana ptitomnost diagnostickych
passenger mutaci v pribéhu terapic. Mimo vzorky z doby diagndzy, skrinované v ramci
zakladniho souboru, byly zatazeny do sledovani vzorky z doby remise onemocnéni (po
induk¢ni a konsolida¢ni chemoterapii), vzorky po TKB a z doby relapsu onemocnéni.
U ¢asti pacientt doslo k relapsu onemocnéni (10 ptipadt), dve pacientky mély primarné

rezistentni onemocnéni a u dalsi byla hodnocena odpovéd’ na 1é€bu jako parciélni.

V remisnich vzorcich byla u velké ¢asti pacienti detekovana pritomnost mutaci
v DNMT3A, IDH2, mén¢ IDH1, TET2 a v jednom piipadé SRSF2, jenz byly nalezeny
i vdobé¢ diagndzy. Tato skuteCnost odrazi jiz dobie znamy fakt, Zze se jedna
0 preleukemické mutace, jejichz hladina je stabilni v priab&éhu terapie (Graf 2).
Dokazuje, ze preleukemické bunky v organismu pietrvavaji i navzdory podani
lécebnych rezimi. VSechny tyto mutace vymizely po alogenni TKB u pacientt, ktefi ji
podstoupili. Naproti tomu mutace v genech FLT3™P a NRAS byly pomémé nestabilni
av remisnich vzorcich nebyly detekovany. U tii pacientd byly v pribéhu sledovani
prokazany rtizné missense mutace v genu TP53. Ve dvou ptipadech byly detekovany
NGS analyzou v remisnich vzorcich po 1écbé a u tfetiho pacienta se tato mutace
objevila ve vzorku z relapsu onemocnéni po TKB. U jedné pacientky s izolovanou
mutaci NPM1%" bez dalSich passenger zmén byla v pribéhu sledovani po konsolidaéni

chemoterapii (bez TKB) potvrzena nové vznikla mutace DNMT3AREEH,

Tti pacienti méli v dobé diagnézy CMMoL retrospektivné detekovanou nizkou
naloz driver mutace v NPM1°*. U dvou z té&chto pacient byla detekovana kombinace
passenger mutaci v DNMT3A a IDH2. Pfi porovnani muta¢niho profilu vzorka z doby
CMML a transformace do SAML byly u dvou pacientil navic detekovany mutace v genu
NRAS (Graf 3). Pravdépodobné tedy tento zasah spustil transformaci CMMoL do AML.
VSichni tfi pacienti podstoupili TKB. Mutace ve vzorcich po TKB nebyly detekovany.
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7.3. Sledovani mutac¢niho profilu u pacienta s myelofibrézou

Vysetieni bylo provedeno retrospektivné z DNA izolované z periferni krve
a cileny panel NGS se zaméfenim na passenger mutace v genech IDH1/2, ASXL1,
EZH2, U2AF1, SF3B1, TET2 a DNMT3A byl aplikovan na vzorky z doby diagnozy
u osmdesati osmi pacientu s verifikovanou myelofibrézou (primarni a sekundarni) (Tab.

4).

Pocet pacienti
PMF prePMF Post-ET MF Post-PV MF

Pocet pacientil 41 16 17 14
JAK?2 VeLTF 22 8 8 14
CALR 13 7 9 0
MPL 5 1 2 0
Passenger m. 22 4 7 8
DIPSS Pocet pacientli/pocet pacientl s mutaci

LR 11/2 13/1 6/3 2/0
INT-1 17/10 2/2 712 9/5
INT2 12/9 1/1 3/2 212
HR 1/1 0/0 1/0 1/1

Tabulka €. 4: Incidence mutaci u jednotlivych podskupin MF

Passenger mutace byly detekovany u 22/41 PMF, 4/16 prePMF a u 15/31
sekundarnich MF, coz odpovidd 53 %, 25 % a 48 %. Nejcastéji se v souboru
vyskytovaly mutace v genech ASXL1, TET2, SF3B1 a U2AF1 (Graf 4). Nejvice
pacienti mélo kombinaci driver mutace a jedné passenger mutace (26/88), u 13/88
pacientd byly detekovany soucasné dveé passenger mutace a jeden pacient m¢l pritomny
téi passenger mutace spolu s driver mutaci (Graf 5). Koincidence mutaci v jednotlivych

podskupinach je ukdzéna na Obrazku 7.
Nejpocetnéjsi skupinu tvoftili pacienti s PMF s medianem véku pii diagnoze 62
let (18-77). Pacienti s PMF nejcastéji vykazovali ptitomnost frameshift a nonsense

mutaci v genu ASXL1 (13/41) a missense mutaci v genech U2AF1 (5/41), SRSF2 (4/41)
a CBL (4/41). Minoritné se vyskytovaly mutace v genech TET2 (3/41), DNMT3A (2/41),
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SF3B1 (2/41). Po jednom piipadu byla detekovana missense mutace ve FLT3 a TP53.
Pacienti PMF ASXL1™' méli tyto mutace detekovéany nejéastéji v kombinaci s jinou
dal§i nepfiznivou genetickou zménou (U2AF19%" CBL1, DNMT3A). AZ na tii ptipady,
se v této podskuping (ASXL1™"Y) jednalo o pacienty nad 60 let véku s prognostickym
skore DIPSS INT-1 (intermediate-1) a vyssim. U sedmi z nich doslo k progresi
onemocnéni na klinické uarovni (progrese velikosti sleziny, pokles hemoglobinu,
vyplavovani blastd), u jednoho s pfechodem do sekundarni AML po 125 mésicich od
stanoveni diagnézy. Z dvaceti deviti pacienti ASXL1 negativnich méli téi pacienti
kombinaci dvou mutaci a u Sesti byla detekovana pouze jedna. Nejcastéji se vyskytovala
mutace v hot spotu Pro95 v genu SRSF2 (4/29), U2AF1°%7 (2/29), CBL (2/29), TET2
(2/29) a SF3B1 (1/29). Obecné pacienti s PMF vykazovali nejvyssi frekvenci passenger
mutaci, které byly z velké ¢asti detekovany u vysSich DIPSS.

Sestnact pacientti bylo diagnostikovano v prefibrotickém stadiu myelofibrozy
s prognostickym skore patiicim do low risk (LR) (13/16), INT-1 (2/16) a INT-2 (1/16)
skupiny. Pacienti diagnostikovani v tomto stadiu byli vyrazné mladsi s medianem véku
pii diagnoze 49 let (23-76). Passenger mutace byly detekovany pouze u Ctyi pacienti
s prePMF. Tfi z nich méli vstupné prognostické skore DIPSS INT-1/2. Byli starsi 60 let,
s mutacemi v SF3B1 anonsense mutaci v TET2. Jeden pacient s mutaci ASXL1 byl

hodnocen jako LR onemocnéni.

Pacienti se sekundarni myelofibrozou bylo v souboru tficet jedna. Post-
polycytemickd myelofibroza byla diagnostikovana u cCtrnacti pacientl a post-
trombocytemickd u sedmnacti ptipadi. Median veéku pti diagnéze u postET-MF byl
vyrazné niz$i nez u pacienti s postPV-MF (51 vs. 60,5 roku). Pacienti s post-
polycytemickou fibrozou s LR onemocnénim byli pouze dva a ani u jednoho nebyla
detekovana passenger mutace. Devét pacient mélo prognostické skore DIPSS INT-1
s mutacemi detekovanymi u ¢tyf z nich. DIPSS INT-2 skoére bylo popsano v dobé
diagnozy u dvou pacientt a jeden mél mutaci v genu TET2. Jeden pacient s HR (high
risk) onemocnénim vykazoval kombinaci mutaci v . DNMT3A a CBL. Progrese

onemocnéni na klinické Grovni byla prokazana u osmi pacientd.

Sedmnact pacienti V prub&éhu sledovani vyvinulo v kostni dfeni post-ET
myelofibrozu. Low risk onemocnéni mélo Sest pacientll a u tfi z nich byly detekovany
passenger mutace. Sedm pacientd mélo DIPSS INT-1 a tii DIPSS INT-2. Passenger
mutace byly detekovany u 7/17 ptipadli. Nejfrekventovangjsi byly mutace v ASXL1
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a sestiihovém  faktoru SF3B1 (3/17). U jednoho piipadu byla dokonce
detekovana kombinace tfi mutaci. Progrese onemocnéni byla prokazana u péti pacientti

a u Ctyt byly detekovany nepiiznivé genetické zmény.

V souboru byli dva pacienti triple negativni (JAK2/MPL/CALR wild type). Jedna
pacientka byla diagnostikovana jako prefibrotické stadium PMF v kategorii LR bez
passenger mutaci. Druhd méla PMF s rizikovym skore INT-1, také bez piidatnych
mutaci. Triple negativni pacienti maji podle National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) v ramci prognostické stratifikace MPN prakticky nejhorsi prognozu a je u nich
doporucovano rozsifené molekularni testovani (Barbui et al., 2015).

Cvwr

vyrazné mlads$i v€k v dobé diagnézy. Ve skupiné MF DIPSS INT-1 byly mutace
pozorovany u 19/35 pfipadi. Naopak nejvyssi frekvence byla ve skupiné DIPSS INT-2
(14/18). Pacienti s HR onemocnénim byli pouze tfi a u dvou byly detekovany passenger
mutace (Graf 6). Subanalyza podskupin MF (ASXL1 mut vs. nemut) nevysla ve
statistické analyze signifikantné vyznamna. Bylo to pfedev§im z toho divodu, Ze nas

soubor je maly a také znacné€ heterogenni, co se tyka slozeni.
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Obrazek ¢. 7: Koincidence mutaci u pacienti S MF Vv jednotlivych podskupinach
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7.4 Exomové sekvenovani u pacientd s relabujici/rezistentni akutni myeloidni

Analyza exomu byla provedena retrospektivné. Byli pro ni vybrani pacienti,
U nichz i pfes jejich zafazeni k prognosticky piiznivé skupiné dle ELN klasifikace byl
prub&éh onemocnéni netypicky, napf. nebyla dosazena kompletni remise nebo doslo
k relapsu. Exomové sekvenovani mélo pomoci odhalit dalsi genetické zmény spojené
nejen s patogenezi AML, které v soucasnosti nejsme schopni pomoci cileného panelu
ClearSeq AML detekovat, a do budoucna zlepsit a zpiesnit i stavajici prognostickou
stratifikaci AML.

7.4.1. UJ 1955 — Dqg 12/2014

Pacient s de novo AML s normalnim karyotypem a izolovanou mutaci v genu
NPM1 typ A. Vék pii diagnoze byl 59 let. Pacient dosahl po indukéni chemoterapii
kompletni hematologické remise. Nasledné doslo k opakovanému relapsu onemocnéni.
Prvni relaps byl potvrzen 15 mésicti od stanoveni diagnézy. PO podéani zachranného
rezimu pacient dosahl 2. kompletni remise, ale za dalSich 15 mésict od prvniho relapsu
byl verifikovan relaps druhy. Pacient zemiel na infekéni komplikace spojené se

zakladnim onemocnénim.

Cileny panel zachytil mutaci v IDH2RMQ FLT3™P  SRSF2P®H 4 dve
nizkoalelické mutace v genu NRAS (Obr. 8). V obou relapsech byly zachyceny mutace
SRSF2 a IDH2. Ob¢ byly detekovany ve stabilni hlading i v prabéhu lé¢by a v obou
remisnich vzorcich. Exomové sekvenovani v dobé diagnézy navic odhalilo mutaci
v DNMTL1, ktera pietrvavala i v obou relapsech (Tab. 5). DNMTI je nezbytna pro

spravnou funkci HSC.
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Gen Varianta Dg Relaps | Relaps ID Predikce
(VAF) 1 2
(VAF) | (VAF)
NPM1 p.Trp288Cysfs*12 46 % 15% 49 % | rs1057519744 | patogenni
FLT3 p.Asp835Val 29 % 0% 0% rs121909646 | patogenni
IDH2 p.Arg140Gin 48 % 41 % 48 % rs121913502 | patogenni
NRAS p.Gly12Cys 3,5% 0% 21 % rs121913250 | patogenni
NRAS p.Gly12Asp 3,5% 0% 8 % rs121913237 | patogenni
SRSF2 p.Pro95His 44 % 38 % 42 % rs751713049 | patogenni
DNMT1 p.Arg1156Gin 43 % 38 % 35 % COS3148771 | patogenni

Tabulka ¢. 5: Detekované mutace u UJ pomoci exomového sekvenovani

D00 1*],000,000 140,000,000 160,000,000 180,000,000

chrl chrl:114716098..114716155 (59 b) -

114,716,125

Obrazek ¢. 8: Mutace v genu NRAS u UJ




7.4.2. KA1975 — Dqg 10/2016

Pacientka s de novo AML s izolovanou mutaci v genu NPML1 typ D a normalnim
karyotypem (46,XX). Vék v dobé diagnozy byl 41 let. Passenger mutace v dobé
diagnozy nebyly NGS analyzou prokazany. Pacientka dosahla kompletni hematologické
remise (listopad 2016), ale s minimalni hladinou mutace v NPML1, ktera postupné klesla
az pod detekovatelnou mez qRT-PCR v prosinci 2017. Od biezna 2017 se ve vzorcich
objevuje mutace DNMT3AR®2H prokazana pomoci cileného panelu NGS a potvrzena
Sangerovym sekvenovanim. Byla detekovana ve vSech nasledujicich kontrolnich
vzorcich kostni difené az do soucasnosti a vykazuje stabilni hladinu (Tab. 6). Tato
mutace v dobé diagnézy nebyla prokazéna ani cilenym NGS panelem ani exomovym
sekvenovanim. Navzdory tomu ma pacientka normalni hodnoty krevniho obrazu a je
sledovana stran ptipadného dal$iho vyvoje onemocnéni. Exomové sekvenovani navic
odhalilo v dobé¢ diagnozy atypickou mutaci v genu FLT3, posunovou mutaci v genech

RAD21 a MSH3, které se podileji na signalizaci a opravé DNA poskozeni.

Gen Varianta Dg Remise ID Predikce
(VAF) | (VAF)

NPM1 p.Trp288Cys fs*12 | 39 % 0% rs1057519744 patogenni

DNMT3A p.Arg882His 0% 12 % COSM52944 patogenni
FLT3 p.Serd51Phe 32% 0% COSM28042 patogenni
MSH3 p.Lys308Met 53 % 0% rs74624321 VUS
RAD21 p.Tyr67Leu fs*13 | 36 % 0% VUS VUS

Tabulka ¢. 6: Detekované mutace u KA pomoci exomového sekvenovani
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7.4.3. SS 1975 — Dg 02/2017

Pacientka s de novo AML s izolovanou mutaci v genu NPM1 typ A. VE&k v dobé
diagnozy byl 42 let. Cytogeneticky u ni byly prokazany 4 klony, dominantni
S normalnim karyotypem (46,XX) a dalsi S karyotypem
(47,XX,del(3)(q?13),+?neo(3)(q13>qter)+). U pacientky byla po indukéni terapii
prokdzana rezistence onemocnéni a podana zachrannd terapie, rovnéz bez vyrazného
efektu. Kostni dienn vykazovala stabilni, vysokou hladinu mutace v NPM1. Cileny panel
NGS odhalil mutaci DNMT3AR82C Exomové sekvenovani bylo provedeno na vzorcich
diagnoza — rezistence. Potvrzena byla mutace DNMT3AREC ktera byla zachycena jiz
cilenym panelem. Navic byly detekovany dvé mutace v genu c-KIT (Obr. 9) a mutace
postihujici geny ALK a CHEK2 (Tab. 7). Kinaza CHEK2 hraje kritickou roli
Vv signaliza¢ni draze pro opravu dvouvlaknovych zlomi. Mutace v genu CHEK2 jsou

povazovany za predispozi¢ni k nddorovym onemocnénim.

Gen Varianta Dg Rezistence ID Predikce
(VAF) (VAF)

NPM1 p.Trp288Cys fs*12 | 41 % 10 % rs1057519744 | patogenni

DNMT3A p.Arg882Cys 43 % 0% COSM53042 patogenni
c-KIT p.Asp816Val 45 % 8 % COSM1314 patogenni
c-KIT p.Cys233Ser 38 % 12 % COSM6923678 | patogenni
ALK p.Tyr734* 48 % 45 % VUS

CHEK2 p.Arg223Cys 51 % 38 % COSM5648771 | patogenni

Tabulka ¢. 7: Detekované mutace u SS pomoci exomového sekvenovani
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Obrazek ¢. 9: c-KIT p.Asp816Val
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7.4.4. B1 1965 — Dg 02/2018

Pacientka s de novo AML s izolovanou mutaci v genu NPM1 typ B a normalnim
karyotypem (46,XX). V¢&k v dob¢ diagnozy byl 53 let. Cilenym panelem NGS nebyla
detekovdna zadna dals$i mutace. Pacientka méla klinicky neptiznivy pribéh s Casnym
relapsem onemocnéni. V dubnu 2018 bylo dosazeno kompletni hematologické remise,
ale v kostni dfeni pretrvavala nizka hladina NPM1 mutace, 1x10° kopii/10* ABL1,
detekovana pomoci kvantitativni RT-PCR. Po 10 mésicich od diagnézy byl potvrzen
relaps onemocnéni. Retrospektivni analyza exomu vzorkd diagnoza — relaps odhalila
v obou vzorcich mutace v genu CHEK2 v homozygotni formé (Obr. 10). Jedna se
0 mutaci, kterd ma predispozi¢ni vyznam pro nddorova onemocnéni. Také u ni byla

detekovana posunova mutace v genu pro WT1 tumor supresorovy gen (Tab. 8).

Gen Varianta Dg Relaps ID Predikce
(VAF) | (VAF)

NPM1 p.Trp288Cys fs*12 | 17 % 24 % rs1057519744 patogenni

CHEK2 p.11e200Thr 100 % | 100 % COSM3693 patogenni

WT1 p.Alal70His fs*67 | 17 % 0% VUS patogenni

Tabulka ¢. 8: Detekované mutace u Bl pomoci exomového sekvenovani
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Obrazek ¢. 10: Homozygotni mutace v CHEK?2
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7.4.5. WM 1970 — Dg 05/2016

Pacientka s diagnosticky obtizn¢ hodnotitelnym onemocnénim, pravdépodobné
CMMOoL2 s hrani¢nim pfechodem do AML (10 % myeloblasti a 23 % monocytil). Vék
v dobé diagnoézy byl 49 let. V dob¢ diagnozy byl detekovan normalni karyotyp (46,XY)
a izolovana mutace v genu NPM1 typ A. Cileny panel NGS odhalil dalsi passenger
zmény v genech IDH2 a DNMT3A. Pacientka dosahla hematologické remise, ale
s vyznamnou rezidudlni hladinou mutace NPM1 v kostni dieni. Pfed TKB u ni byl
prokazan incipientni relaps onemocnéni. Po TKB u ni doslo k dalsi progresi zakladniho
onemocnéni, na které pacientka zemiela.

Exomovym sekvenovanim byly v dobé diagnozy potvrzeny mutace v genech
IDH2R14Q  DNMT3ARSW 3 DNMT3AS O Dale byly zachyceny mutace v genu pro
topoizomerazu 2A (TOP2A), beta kateninu (CTNNB1) a tumor supresorovém genu APC
(Tab. 9). Proteiny APC a CTNNBI jsou vyznamnymi prvky signalni drahy WNT/p-
catenin, aberantn¢ aktivované ptredevSim u leukemickych kmenovych bunék. Ta se
podili na jejich zvysSené proliferaci a bunééném prezivani. APC je vyznamny tumor
supresorovy gen a mutace v kodonu Arg640 zasahuje protein v Armadillo doméné 5,
kterd je podle databazi velmi konzervovanou sekvenci a podili se na protein-
proteinovych interakcich. Beta katenin v drdze WNT funguje jako signalni transduktor,
prenasejici signal z receptoru Frizzled do bunécného jadra, kde jako transkripéni

koaktivator spousti signaly pro pieZiti.
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Gen Varianta Dg ID Predikce
(VAF)

NPM1 p.Trp288Cys fs*12 | 48 % rs1057519744 patogenni
IDH2 p.Arg140Gin 13 % COSM41590 patogenni
DNMT3A p.Arg635Trp 16 % COSM87012 patogenni
TOP2A p.Argl313* 27 % COSM231549 patogenni
CTNNB1 p.Arg565Cys 15% VUS VUS
APC p.Arg640Thr 16 % VUS VUS

Tabulka ¢. 9: Detekované mutace u WM pomoci exomového sekvenovani
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8. Diskuze

Diagnostika myeloidnich malignit se opira 0 revidovanou WHO Klasifikaci
(Khoury et al.,, 2022). Zhodnoceni progndézy pacientd je zalozeno na detekci
specifickych mutaci a chromozomalnich zmén v genech, které maji podil na patogenezi
jednotlivych onemocnéni. Stale Castéji se ukazuje, ze soucasné prognostické systémy
nejsou zcela dostacujici a nereflektuji plné heterogenitu jednotlivych typi
hematologickych malignit. Cilené sekvenovani a vyuziti dat ze sekvenace
genomu/exomi se Vv soucasnosti uplatiiuje v ramci personalizované mediciny
a umoziuje vybrat optimalni zpisob 1é€by pfedev§im na poli cilené terapie a vyuzit ji

tam, kde mliZze potencovat 1écebny ti¢inek zédkladni chemoterapie.

Prognostické skoére u pacienti s AML je stanovovano na zaklad¢é zékladniho
mutaéniho profilu podle ELN 2017 (Dohner et al., 2017). Tato nejpouzivanéjsi
prognosticka stratifikace doporucuje, kromé zdkladniho skrininku chromozomalnich
pfestaveb a cytogenetiky, rutinni testovani minimalné Sesti zakladnich geni (NPML1,
CEBPa, RUNXI, FLT3, TP53, ASXLI) u vSech pacientd s nové diagnostikovanou
AML. NCCN rozsifuje doporuc¢eni ELN 2017 jesté o dalsi téi dalezité geny, IDH1/2
a c-KIT (Leish et al., 2019). Vysetieni téchto gent pfedstavuje podle Dohner et al.,
2017 nepodkrocitelné minimum pro stanoveni co nejpiesnéj$i progndzy a moznosti
vyuziti cilené terapie tam, kde bude mit smysl v ramci bézné praxe. Podle
publikovanych studii na rizné velkych souborech (93-1540 pacientt), jsou u AML
nejcastéji zastoupeny passenger mutace v DNMT3A (10 28 %), TET2 (8-26 %), IDH1
(4-17 %), IDH2 (9-18 %), NRAS (2-23 %) (Papaemmanuil et al., 2016; Hussaini et al.,
2018; Ruffallo et al., 2015; Lindsey et al., 2015). Tyto frekvence odpovidaly
frekvencim jednotlivych mutaci i v naSem souboru pacientd s NPM1°*. Publikované
vysledky jsou ale zna¢né variabilni, co do poctu sledovanych gent (21 — WES), slozeni
zakladnich souborid pacientti (de novo/sekundarni, vek) i frekvenci vyslednych zmén
(Leysch et al., 2019).

NGS analyza zakladniho souboru pacienta s mutacemi v NPM1 neprokazala
vétsi rozdily mezi jednotlivymi podskupinami (izol. NPM1%* x NPM1¢*/FLT3™" x
NPM1¢/FLT3""), Passenger mutace nebyly pomoci cileného panelu detekovany
pouze uosmi pacientt sdenovo AML. Prekvapivé ale pacienti se SAML

a intermediarni prognézou meéli v dobé diagnézy detekovan mensi pocet passenger
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mutaci na vzorek nez pacienti s piiznivou prognézou. V nejpocetnéjsi skupiné pacientd,
s izolovanou mutaci v NPM1, kopiroval pocet pridatnych mutaci Gaussovo rozlozeni.
Ve tiech pripadech jsme u nich detekovali kombinaci tii passenger mutaci a ve dvou
dokonce kombinaci Ctyf. Nejfrekventovanéj$imi mutacemi v souboru byly mutace
v genu DNMT3A (28/54), nasledné¢ NRAS (16/54), IDH2 (12/54), IDH1 (9/54). Pilotni
studie klinickych souborii AML pfinesly fadu kontroverznich dat. Tyto mutace jsou
Vv fadé studii povazovany za prognosticky neptiznivé markery, které zkracuji OS, a DFS
nejen u AML (Yuang et al., 2016; Wang et al., 2019; Green et al., 2011). Autofi tyto
mutace fadi mezi rekurentni a i piesto, ze jejich podil na leukemogenezi AML byl jasné

prokéazan, ptinos pro rizikovou stratifikaci AML je stale zatim nejasny.

Je popsana silnd asociace mezi vyskytem mutaci DNMT3A a NPML.
Koexistence je dle Janetkové et al., 2016 az 80 % s AML DNMT3A™! (Janeckova et
al., 2016). Nase studie se prioritné zabyvala podskupinou NPML1 pozitivnich pacientu.
Incidence DNMT3A mutaci vV naSem souboru byla 51,8 %. Mutace v DNMT3A genu
byly rovnomérné rozdéleny do vSech ¢tyf podskupin. Jednoznaéné zhodnoceni jejich
prognostického potencialu neni mozné i vzhledem k tomu, Ze se vyskytuji v kombinaci
s ostatnimi passenger mutacemi, piedev§im IDH1/2. Ve dvanacti ptipadech byla
detekovana mutace v IDH2. Zachytili jsme vyhradné mutace v kodonu Argl40, i pies
to, ze kodon ArgR172 mame NGS panelem pokryty. IDH1 byla mutovana u deviti
pacientl a byla zachycena vyhradné u NPM1* typu A. V Sestnacti piipadech byly
detekovany mutace v hot spotech Gly12/Gly13/GIn6l genu NRAS. U tii pacientt
s AML trasnformovanou z CMMoL nebyl NRAS v dob¢ stanoveni diagnézy CMMoL
detekovan. Objevil se az ve vzorku transformace do AML. U dvou pacienti byla
zachycena mutace SRSF2”°H a u jednoho JAK2V®Y"F. Mutace SRSF2 genu podle Grimm
et al., 2021 je mozné v souborech AML detekovat u 13-25 % piipadi a popisuje
asociaci téchto mutaci s vy$§im vékem, muZzskym pohlavim a niz§imi hodnotami WBC.
Uvadi se také, ze pfevaznou ¢ast je mozné detekovat u sAML (Jentzsch et al., 2021).
Prvni pacient s mutaci SRSF2 mél v dob¢ diagnozy 62 let a jeho pieziti i pfes to, Ze
podstoupil TKB, bylo pouze 31 mésici. U tohoto pacienta se opakované objevoval
relaps onemocnéni. Hladina mutaci v SRSF2 a IDH2 u n¢j byla stabilni v prubéhu
celého sledovani, vcetné vzorkli s potvrzenou hematologickou a molekularné
biologickou remisi zdkladniho molekularniho markeru NPM1. Druhy pacient se SRSF2
byl diagnostikovan s AML v 57 letech a jeho pfeziti bylo pouze jeden mésic. Oba
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vstupné nalezeli do prognostické skupiny NPM1" s izolovanou mutaci a pfiznivou
progndzou. Zpétné¢ u nich byly pomoci NGS mimo SRSF2 detekovany jest¢ mutace
Vv dalSich tfech genech. Ani JAK2 mutace se u AML bézné nevyskytuji (Hidalgo-Lopez
et al., 2017). Jeden pacient mé&l kromé JAK2 mutace detekovany jeSt¢ mutace
v DNMT3A a FLT3™P, V dobé diagnézy byla ndloz JAK2 mutace mala (VAF=2 %), ale
vV remisnim vzorku byla jiz VAF=13 %. Pacient byl indikovan k TKB a Vv nasledujich
post-transplanta¢nich odbérech mutace vymizela. Doba pieziti tohoto pacienta na
zacatku roku 2022 je 156 mésicu. Oba tyto pfipady naznacuji, Ze se u vySe zminénych
tii pacientd mohl vykytovat MPN subklon jiz v dobé diagndzy. Je tedy mozné, ze u nich
existovalo chronické myeloproliferativni onemocnéni, které se transformovalo do
sekundarni AML.

Studii vénujicich se vyhradné podskupiné AML s NPM1 mutaci neni mnoho.
Mezi recentni lze uvést studii 112 gend na 238 NPM1 pozitivnich AML (Wang et al.,
2021). Také Rossi et al., 2022 se vénovala podrobné molekularni analyze AML
NPM1%*/FLT3" u 54 pacientii intenzivné 1é&enych chemoterapii. Vzhledem k tomu, ze
podle ni pravé u této podskupiny chybi jakykoliv relevantni rizikovy marker predikujici
a 1identifikujici pacienty stendenci krelapsu, je nezbytné provadeét podrobnéjsi
molekularni testovani. Median sledovani tohoto souboru byl 36 mésict, OS 43,4 mésici
a u poloviny pacientl v souboru doslo k relapsu onemocnéni. Vysoké procento relapst
vysvétluje tim, ze v organismu i po 1é¢bé zlistavaji chemorezistentni subklony s danymi
mutacemi, které neni mozné souc¢asnymi metodami detekovat na tak nizké Grovni VAF.
Nas soubor také obsahuje limitovany pocet vzorkl. Statistické analyzy neni mozné
z tohoto diivodu spolehlivé vyhodnotit. Median celkového pteZiti nasi podskupiny

NPM1¢*/FLT3" je 31 mésica.

Pii analyze vzorkli ze sledovani jednotlivych pacientl byly u ¢asti z nich
detekovany nové mutace, které mohly vzniknout jako dasledek mutagenniho potencialu
zakladni chemoterapie, pfipadn€ mohlo jit o selekci minoritntho a pii diagnoze
nedetekovatelného klonu. U tfi pacientdi byly v prib&hu sledovani prokazany rtzné
missense mutace v genu TP53. Ve dvou piipadech byly detekovany NGS analyzou
v remisnich vzorcich po 1é¢bé a u tretiho pacienta se tato mutace objevila ve vzorku
z relapsu onemocnéni po TKB. U jedné pacientky s izolovanou mutaci NPM1°* bez
dalsich passenger zmén byla v pribéhu sledovani po konsolidaéni chemoterapii

potvrzena nové vznikla mutace DNMT3AR882H,
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Exomové sekvenovani se uplatiiuje predevSim v experimentilni a vyzkumné
praxi. My jsme pro analyzu exomu vybrali zajimavé piipady nemocnych s de novo
AML, u nichz byla odpovéd’ na 1é¢bu ¢i prubéh nemoci nééim atypické. U ¢ty pacientt
jsme analyzovali parové vzorky diagnoza — relaps pied TKB — relaps po TKB, diagnoza

— remise ¢i diagndza — rezistence.

U pacientky SS1975 s primarné rezistentnim onemocnénim byly exomovym
sekvenovanim detekovany mutace v genu c-KIT (Asp816Val a Cys233Ser). Gen c-KIT
(CD117) koéduje receptor spojeny s tyrozin kinazou, ktery ovliviiuje proliferaci
a prezivani hematopoetickych prekurzori. V soucasnosti ma c-KIT prognosticky
vyznam ve skupiné¢ CBF leukémii, kde jejich pfitomnost zhorSuje piiznivou prognozu.
Tyto mutace byly také popsany jako pii¢ina rezistence na Imatinib u c-KITP8V
pozitivnich mastocytoz. V kontextu AML s NK zatim nebyly tyto mutace spolehlivé
zhodnoceny. Nicméné vzhledem k podstaté a funkci samotného receptoru je velmi
pravdépodobné, ze tyto mutace hraji dilezitou roli i u dalSich skupin AML. U této
pacientky byla dale detekovana misssense mutace v genu CHEK2, coz je kinaza

nezbytna pro spravnou signalizaci DNA poskozeni, konkrétné dvouvlaknovych zlom.

Pacient UJ1955 byl do exomového sekvenovani zafazen z divodu opakovanych
relapst. Pies pfiznivou vstupni prognozu se prvni relaps objevil po 15 mésicich od
diagnézy a druhy po 15 mésicich od prvniho. Pacientiiv mutaéni profil byl
NPM1¢/FLT3™P/SRSF2P®H/IDH2RM0Q/NRAS.  V  diagnéze byly  piekvapivé
detekovany dvé nizkoalelické mutace v genu NRAS s VAF = 3,5 %. Ob¢ postihovaly
kodon Gly12. Nemuzeme spolehlivé fici, zda se jednalo o dva klony ¢i jeden, ktery nesl
kompletné mutovany gen NRAS. Piekvapivé v dobé druhého relapsu znacné
prevazovala mutace NRAS®*?C nad NRASC!2R (VAF = 21 % vs 8 %). V obou relapsech
byly zachyceny mutace SRSF2 a IDH2. Ob¢ byly detekovany ve stabilni hlading
I v prub&hu 1é¢by a v obou remisnich vzorcich. Exomové sekvenovani v dobé diagndzy
navic odhalilo mutaci v DNMT1, ktera pietrvavala i v obou relapsech. DNMT1 je

nezbytna pro spravnou funkci HSC.

Analyza exomu u pacientky BI1965 odhalila v obou vzorcich navic mutace
v genu CHEK2 a WT1. Mutace v CHEK2 maji predispozi¢ni vyznam pro nadorova
onemocnéni. U pacientky byla v homozygotni formé (VAF=100 %) v obou vzorcich.
Lze tedy usuzovat, Ze u ni byla tato mutace germinalniho pivodu. To se ndm nepodafilo

ovetit vzhledem k tomu, ze pacientka zemiela jesté pied analyzou exomu na progresi
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zakladniho onemocnéni. Mutace postihujici WT1 byly u AML s NK jiz popsany.
U tohoto genu je krom¢ mutaci sledovana i overexprese, ktera je povazovana za
nepiiznivy prognosticky faktor a odrazi onkogenni potencial WT1 (Rampal & Figueroa,
2016). Mutace WT1 byly podle Paschky et al., 2008 asociovany s horSim OS
a Vv kombinaci s dal§imi mutacemi byly povazovany za pfi¢inu selhani odpovédi na

induk¢ni chemoterapii (Summers et al., 2007).

Pacientka WMI1970 byla diagnosticky obtizné zaraditelnad. Vzhledem
k vysokému poctu monocyti a hrani¢nimu pocétu blasti byla zvazovana diagndza
CMMoL s transformaci do AML. V diagnostickém vzorku byla detekovana vysoka
naloz NPM1 mutace, exomovym sekvenovanim byly zachyceny mutace v genech pro
topoizomerazu 2A (TOP2A), beta kateninu (CTNNB1) a tumor supresorovém genu APC
(Tab. 4). Proteiny APC a CTNNBI jsou vyznamnymi prvky signalni drahy WNT/p-
catenin, aberantn¢ aktivované ptredevSim u leukemickych kmenovych bunék. Ta se
podili na jejich zvysSené proliferaci a bunééném prezivani. APC je vyznamny tumor
supresorovy gen a mutace v kodonu Arg640Thr zasahuje protein v Armadillo doméné 5,
kterd je podle databazi velmi konzervovanou sekvenci a podili se na protein-
proteinovych interakcich. Beta katenin v drdze WNT funguje jako signalni transduktor,
pienasejici signal zreceptoru Frizzled do bunééného jadra, kde jako transkripéni
koaktivator spousti signaly pro pieziti. Zadny z téchto gentl nebyl v ramci AML s NK

spolehlivé zhodnocen.

U KA1970 byla v remisnich vzorcich diky NGS odhalena nové vznikld mutace
DNMT3AREH  Detekovali jsme ji ve viech nasledujicich kontrolnich vzorcich kostni
dfené az do soucasnosti a vykazuje stabilni hladinu. Tato mutace v dob& diagndzy
nebyla prokdzana. Navzdory tomu ma pacientka normalni hodnoty krevniho obrazu a je
sledovéana stran ptfipadného dal§iho vyvoje onemocnéni. Exomové sekvenovani navic
odhalilo v dobé diagnézy atypickou mutaci v genu FLT3, posunovou mutaci v care
takers genech RAD21 a MSH3, které se podileji na signalizaci a opravé DNA
poskozeni. Mutace v MSH3 genu jsou popsdny piedev§im u solidnich nadort

s mikrosatelitovou nestabilitou (kolorektalni karcinom).
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Pacienti s PMF maji v ramci skupiny MPN nejkratsi 5-leté preziti. Asi jedna
tretina pacienti s PMF ma v dobé diagnézy detekovany prognosticky vyznamné
cytogenetické zmény (Reilly, 2008) a z toho pouze 14 % pacienti s PMF ma zmény
nepiiznivého charakteru. Na molekularn¢ biologické urovni se rutiné stanovuje
ptitomnost driver mutaci ve tfech zakladnich genech, tj. CALR, JAK2 a MPL. Stale
ovSem zUstava mala ¢ast pacienti s MF bez detekovanych zakladnich zmén. Tito triple
negativni pacienti maji prognosticky nejrizikovéjsi subtyp myelofibrozy (Vannucchi
a Guglielmelli, 2008). NGS umoznilo detekci dalSich subklonalnich zmén, které jsou
podle soucasnych publikaci detekovany az u 80 % PMF (Tefferi et al., 2016; Delic et
al., 2016). Nejcastéji mutovanym genem u PMF je popisovan ASXL1 s frekvenci az
22 % ptipadu. Vannucchi et al.,, 2013 detekoval mutace v genech TET2, SRSF2,
DNMT3A, EZH2, CBL a IDH1/2 s frekvencemi 10 %, 9 %, 6 %, 5 %, 4 % a 3 % na
souboru 879 PMF. Tefferi et al., 2016 na souboru 182 PMF zachytil vyssi frekvence
mutaci v jednotlivych genech; ASXL1 (36 %), TET2 (18 %), SRSF2 (18 %) a U2AF1
(16 %). Vsechny tyto geny, navic s TP53, U2AF1, NRAS a KRAS, povazuje Paz et al.,
2021 za ,,high risk*“ geny spojené s nepiiznivou progdzou. V soucasnosti se uplatiuji
v ramci prognostické stratifikace, napt. NCCN (Gugliemi et al., 2018; Tefferi et al.,
2018, Lasho et al., 2018). Tefferi et al., 2018 upravil rizikovou stratifikaci PMF do
tiistupfiového modu a vyclenil kromé HR a ,,favorable® jeste i skupinu ,,very high risk .
Podle Guglielmelli et al., 2014 navic zalezi i na tom, kolik passenger mutaci je
identifikovano pomoci NGS u konkrétniho pacienta. Prace prokazala, ze pacienti Se
dvéma a vice nepfiznivymi mutacemi maji nejkratsi OS. Samotny vliv mutaci v genu
ASXL1 na OS je doposud rozporuplny. N&které¢ vyzkumné skupiny potvrdily kratsi OS
(Vannucchi et al., 2013), jiné zase neprokazaly, Ze by izolovand mutace v ASXL1
jakkoliv ovliviiovala prognozu (Paz et al., 202 1). Vétsina studii prokazala asociaci
ASXL1™! s vy3sim v&kem nemocnych, pFitomnou leukocytézou, anémii a konstituénimi
symptomy. Horsi OS bylo potvrzeno i u pacientii s mutacemi v SRSF2. Mutace
v IDH1/2 zase ovliviuji LFS (Vannucchi et al., 2013). Také mutace v genech CBL,
KIT, RUNX1, CEPBA a SH2B3 podle Tefferi et al., 2016 nalezi k prognosticky
neptiznivym faktoram, s hor§im OS a LFS, nezavisle na DIPSS Plus a typu driver

mutace.

Nas soubor pacientl s myelofibrozou byl zna¢né heterogenni. Byl v ném vysoky

podil pacientii se SMF (31/88; 35 %), pacientii v prefibrotickém stadiu bylo 16/88

63



(18 %) a PMF 41/88 (46,5 %). Nejcetn&jsi byly skupiny pacient s DIPSS LR (32/88)
a DIPSS INT-1 (35/88). Mensi skupinu tvofili pacienti s DIPSS INT-2 prognostickym
skore (18/88) a DIPSS HR onemocnéni méli pouze tii pacienti. Padesat tii procent
pacientt (44/88) z naseho souboru MF bylo bez detekovanych passenger mutaci. Nalezi
sem i dva triple negativni pacienti, u nichz ptekvapivé ani NGS neodhalilo dalsi
subklonalni zmény. Jednu passenger mutaci jsme detekovali u 29,5 % (26/88), dvé
uls9 % (14/88) a tfi u jednoho pacienta s DIPSS INT-2. U pacientd s LR
onemocnénim byly mutace detekovany pouze sporadicky. Tito pacienti byli mladsi
ameli delsi OS. Nejvyssi podil LR nemocnych byl pravé ve skupiné prePMF.
Nejpocetnéjsi skupina DIPSS INT-1 MF obsahovala pacienty, jejichz v€k pfi diagndze
byl vyrazné vyssi a méli krat$i OS. Nejvyssi podil mutaci byl detekovan u DIPSS INT-
2. Zvysujici se frekvence passenger mutaci s rostoucim DIPSS v dob¢ diagnézy odrazi
skuteCnost, ze vyskyt téchto mutaci souvisi se zvySujicim se vékem. T0O ndm potvrdila
I multivariacni analyza, ktera jako jediny signifikantni faktor ukézala praveé
prognosticky skorovaci systém DIPSS mezi v§emi ostatnimi sledovanymi faktory (Graf
4, Navratilova et al., 2021). Nase vysvétleni je takové, ze v€k a ostatni klinicko-
laboratorni parametry jsou zékladnim hodnoticim kritériem pro stanoveni
prognostického skoére DIPSS. Parametry tak odrézi aktudlni stav pacienta a odhaluji
klinicko patologicky fenotyp onemocnéni. DIPSS je na zakladé naSich vysledki velmi
dobfe navrZzenym skorovacim systémem pro stanoveni a predikci preziti pacientl

s myelofibrézou.

Passenger mutace v ramci jednotlivych podskupin byly detekovany u 22/41
PMF, 4/16 prePMF a u 15/31 sekundarnich MF, coZ odpovida 53 %, 25 % a 48 %.
V podskupiné PMF byly mutace prokazany u 53,6 %. To koreluje i stim, ze PMF
zahrnovala nejvice pacientu starSich 60 let (24/41; 58 %) a v ramci souboru mé¢la
nejvyS$i medidn véku pii diagnéze v porovnani s ostatnimi poskupinami (62 vs.
49/51/60,5). Nejcastéji se v této poskupiné vyskytovaly mutace v genech ASXL1,
U2AF1, SRSF2 a CBL, TET2, SF3B1 spolu s DNMT3A ve frekvencich 31,7 %, 12,2 %,
9,8 %, 7,3 %, 4,8 %. Mutace v ASXL1 se samostatné (S driver mutaci) vyskytovaly
pouze u minoritniho poctu vzorki. Pfevazné byly detekovany s jinou dal$i passenger
mutaci. Koexistence mezi JAK2 a U2AF1 popsana Tefferi et al., 2016 se potvrdila i na
nasem PMF souboru. Mimo PMF byla mutace v U2AF1 detekovana pouze u jednoho
pacienta s post-ET MF, také v kombinaci s JAK2.
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Passenger mutace byly také detekovany u 11/31 SMF (35 %). I v ramci skupiny
SMF byly patrné rozdily. Pacienti s post-ET MF byli v dob¢ diagnozy vyrazné¢ mladsi
nez pacienti s verifikovanou post-PV MF (51 vs. 60,5 roku). U post-ET MF byla
nejcastéji detekdna mutace v sestfihovém faktoru SF3B1. U post-PV MF se nachézely
mutace v riznych genech. Alelicka naloz JAK2 vsech pacienti s post-PV MF byla
homozygotniho charakteru (86-98 % VAF). U jedné pacientky s postPV MF jsme NGS
analyzou detekovali mutaci v TP53. Choroba u této pacientky progredovala jiz po
jednom roce 1é¢by. Nejmensi frekvence mutaci byla zjisténa u prePMF (3/16; 18,7 %).

Mutace byly detekovany vyhradné u pacientii s vyssim DIPSS, kteti byly starsi 60 let.

Obecné jsou vysledky vSech téchto analyz zna¢né heterogenni. Rozdily mezi
jednotlivymi studiemi a publikovanymi daty lze vysvétit v prvni fadé nesourodymi
zakladnimi soubory vySetfovanych vzorkl. Pievdzna cast publikovanych studii se
zameétuje na soubory slozené vyhradné z pacientii s PMF. Velikost naseho souboru je
pomérné mala v porovnani s ostatnimi publikacemi. Vliv na vysledky ma zcela jisté
i velikost a pokryti NGS panelt (malé vs. velké vs. WES). Prace Tefferi et al., 2016
pouzivala sice maly NGS panel o 27 genech, ale jeji soubor tvofilo 182 pacienti.
Vannucchi et al., 2013 porovnavali muta¢ni profily u 13 gend na souboru 879 PMF
pacientii. Nas soubor tvofilo 88 pacientli a NGS panel pro skrinovani gent obsahoval
mutaéni hot spoty (48 exonl) pro 20 gend popsanych u myeloprolirativnich
onemocnéni. Tim si také vysvétluyjeme niz$i zachytnost mutaci oproti ostatnim

souborim (46 % vs 80 %).
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9. Zavér

V praci byl analyzovan rozSifeny mutac¢ni profil u 54 pacienti s akutni
myeloidni leukémii s mutaci v NPM1 genu a 88 pacienti s verifikovanou
myelofibrozou. Preleukemické mutace v dobé diagnozy byly detekovany u 46/54 AML
pacientli (85 %) a 41/88 pacienti s MF (46 %). Nejfrekventovanéj$Simi mutacemi
v souboru AML byly mutace v genu DNMT3A (28/54), nasledné¢ NRAS (16/54), IDH2
(12/54), IDH1 (9/54). NGS analyza neprokazala vétsi rozdily mezi jednotlivymi
podskupinami (izol. NPM1°* x NPM1¢*/FLT3'% x NPM1¢*/FLT3"9"), ale to mohlo byt
ovlivnéno velikosti NGS panelu, stejné jako malym poctem vzorkli v jednotlivych
podskupinach. U 27 pacient vybranych z AML NPM1¢" skupiny byl sledovan priibéh
onemocnéni a hodnocen piipadny klonalni vyvoj. Srovnavali jsme pfitomnost
specifickych mutaci v dobé diagnoézy se vzorky z doby remise onemocnéni (po indukéni
a konsolida¢ni chemoterapii), relapsu a po TKB. V ¢asti remisnich vzorkli jsme
potvrdili pfitomnost preleukemickych mutaci (DNMT3A, IDH1/2), které svédci
0 pritomnosti preleukemického klonu, ktery je potencidlnim zdrojem relapsu
onemocnéni. Pti analyze vzorkl z priabéhu sledovani jednotlivych pacientd byly u ¢asti
z nich detekovany nové mutace, které mohly vzniknout jako dusledek mutagenniho
potencidlu zakladni chemoterapie, pfipadn€¢ mohlo jit o selekci minoritnitho a pfi
diagnoze nedetekovatelného klonu. Ve dvou remisnich vzorcich, od riznych pacientd,
byly detekovany high risk mutace v genu TP53, jez nebyly v dobé diagnézy prokazany.
Dalsi mutace v TP53 se objevila ve vzorku z relapsu onemocnéni. Tyto mutace mohou
odrazet genotoxicitu pouzivané intenzivni chemoterapie a jeji negativni vliv i na

fyziologickou hematopoézu.

Passenger mutace u pacientii s verifikovanou myelobrézou byly detekovany
u22/41 PMF, 4/16 prePMF a u 15/31 sekundarnich MF, coz odpovida 53 %, 25 %
mutaci, zatimco pacienti s PMF a sMF m¢li frekvenci vyskytu stejnou. Nejcastéji se
v souboru vyskytovaly mutace v genech ASXL1, TET2, SF3B1 a U2AF1. Nejvice
pacienti mélo kombinaci driver mutace a jedné passenger mutace (26/88), u 13/88
pacientl byly detekovany soucasné dvé passenger mutace a jeden pacient mél pfitomny

té1 passenger mutace spolu s driver mutaci.
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Diky celoexomovému sekvenovani, které se prozatim vyuziva spiSe na poli
vyzkumu, byly u vSech péti vybranych pacienti s AML odhaleny mutace v genech
podilejicich se na zakladnich signalnich drahach a draze odpovédi buiiky na DNA
poskozeni (zakladni tumor supresorové geny, protoonkogeny). Tyto mutace u AML
nemaji v soucasnosti zatim jasn¢ prokazany vyznam, ale v konkrétnim kontextu mohou

tyto nalezy mit vliv na prubéh onemocnéni (mutace v DNMT1, c-KIT aj.).

Zavedeni vySetfovani mutaci v prognosticky vyznamnych genech u pacientti
s myeloidnimi malignitami pomoci NGS zlepSuje diagnostickou a Ié¢ebnou uroven tim,
ze zptesiiuje prognostické hodnoceni a v koneéném disledku muze vést k uprave
1éCebné strategie V ramci poskytované péce u uvedenych skupin onemocnéni. Detekce
pfitomnosti mutaci Vv dobé diagndézy napomaha odhalit pacienty s rizikovéj$im
onemocnénim a poskytuje dtlezité informace pro dalsi zhodnoceni a volbu lé¢ebného
postupu. Preleukemické mutace, jako molekularni markery klonality (nejéastéji mutace
v genech ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/2, SRSF2, SF3B1), umoziuji také potvrdit
pritomnost klondlni hematopoézy a to predevSim u pacientl, u nichz zakladnimi
vySetfovacimi metodami nebyla zadna mutace potvrzena (triple negativni MPN).
Mutace v téchto genech jsou obecné spojeny s hor§i prognézou onemocnéni. Jejich
vysoka frekvence byva zachycena u pacientli, u nichz doSlo k progresi ¢i transformaci
choroby. Sekvenovani nové generace se v souc¢asné dobé¢ jevi jako optimalni metoda pro

stanoveni uvedenych mutaci.
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