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Abstrakt

Predmetom tejto dizertacnej prace bolo urcenie molekuldrnych markerov, ktoré asociuju
s prognézou akitnych myeloblastovych leukémii (AML) a $tadium molekularne;
patogenézy chromozémovych abericii v oblasti tazkého retazca imunoglobulinu (IGH,
14q32.33), ktoré st rekurentné u vybranych B-lymfoidnych malignit.

V stibore AML s normalnym karyotypom (AML s NK) sme zhodnotili muticie v NPM1,
FLT3, CEBPA, IDHI, IDH2, WT1 a KMT2A génoch a analyzovali sme liecebni odpoved’
v kontexte s heterogénnym molekularnym pozadim. Na ziklade spolo¢nej analyzy 3
mutacnych profilov — mutacii NPM1, CEBPA a internej tandemovej duplikicie FLT3, sme
ur¢ili molekuldrne skupiny s odliSnym klinickym priebehom a prognézou. Zhodnotenie
somatickych mutacii v IDH1/IDH2, WTI resp. KMT2A prispelo k prehibeniu molekularne;
heterogenity AML s NK. Predpokladame, Ze vzajomné posobenie mutaénych profilov,
ktoré charakterizuje geném pacientov s AML, zodpoveda za odlisny priebeh leukémie,
ktory byva pozorovany aj po stratifikdcii pacientov do niektorej z molekularnych
prognostickych skupin.

Stidia v skupine B-bunkovych malignit s intersticidlnymi deléciami chromozému 14
v oblasti IGH (14q32.33) nepodporuje hypotézu o nddorovom supresorovom géne Vv
imprintovanej oblasti na 14q32, ktory by bol reprimovany cielenou deléciou jeho aktivne;j
(paternalnej alebo maternélnej) alely. V inej skupine B-bunkovych malignit s viléznymi
lymfocytmi s t(14;14)(q32.13;q32.33) resp. inv(14)(q32.13932.33) argumentuji
prezentované data proti hypotéze, ktora predpokladala dereguldciu kandidatnych dlhych
nekodujicich RNA v dosledku aberacii chromozomu 14 v oblasti 14q32.13/14q32.33.
Vysledky tejto dizertacnej prace predstavuji podklad pre prognostickll a nasledne liecebnu
stratifikaciu pacientov, ktori su diagnostikovani a lieCeni ako AML s NK. Molekularne
genetické analyzy vykonané v skupine B-bunkovych malignit prispievaji k detailnej

charakterizacii chromozomovych aberacii v oblasti /GH na 14q32.33.

KIacové slova: AML, normélny karyotyp, mutacie, molekularna stratifikdcia, prognéza,
B-bunkové malignity, IGH, delécia, nadorovy supresorovy gén, DLKI/GTL2 lokus,
imprintované gény, metylacia DNA, vilézne lymfocyty, chromozomové translokéacie, dlhé

nekddujice RNA



Abstract

The object of this PhD thesis was to determine molecular markers that associate with the
prognosis of acute myeloid leukaemia (AML) and to study the molecular pathogenesis of
chromosomal aberrations involving the immunoglobulin heavy chain (IGH) at 14q32.33
that are recurrent in selected B-cell malignancies.

In a cohort of AML with normal karyotype (NK-AML) we evaluated mutations in the
NPM1, FLT3, CEBPA, IDHI, IDH2, WTl and KMT2A genes and we analysed the
therapeutic response in the context of the heterogeneous molecular background of the
disease. Based on complex molecular profiling of mutations in NPM 1, CEBPA and internal
tandem duplications in FLT3 we have identified molecular subgroups with different
clinical outcome and prognosis. More certain molecular heterogeneity became obvious
when considering somatic mutations in IDHI1/IDH2, WT1 and KMT2A genes. We assume
that such complex and individually specific mutation interplay that hallmarks NK-AML
genomes in our study may modify the prognosis of leukaemia in particular patients even
after they are stratified to distinct molecular risk groups.

In a group of B-cell malignancies with interstitial deletions of chromosome 14 involving
IGH at 14q32.33 our data do not support the hypothesis of a putative tumor suppressor
gene located in the imprinted region at 14q32 that would be repressed by targeted deletion
of its active (paternal or maternal) allele. In another group of B-cell malignancies with
villous lymphocytes characterized by t(14;14)(q32.13;932.33) or inv(14)(q32.13q32.33)
respectively we present data that argue against the hypothesis that the candidate long non-
coding RNAs are deregulated due to chromosome 14 aberrations in the 14q32.13 /
14q32.33 region.

The results of this PhD thesis are essential for the prognostic and therapeutic stratification
of patients diagnosed and treated as NK-AML. The molecular genetic analyses performed
in a group of B-cell malignancies contribute to the detailed characterization of

chromosomal aberrations involving the /GH locus at 14q32.33.

Key words: AML, normal karyotype, mutations, molecular-risk stratification, prognosis,
B-cell malignancies, IGH, deletion, tumor suppressor gene, DLKI/GTL2 domain,
imprinted genes, DNA methylation, villous lymphocytes, chromosomal translocations,

long non-coding RNA
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I. TEORETICKY UVOD

1. NORMALNA KRVOTVORBA

Krvotvorba (hematopoéza) je mnohostupfiovy proces, pocas ktorého
nediferencovana krvotvornd kmenova bunka (hematopoietic stem cell, HSC) prechadza
pocetnymi Stadiami proliferacie a diferencidcie a ddva vznik zrelym krvotvornym
elementom. Predpokladom fyziologickej krvotvorby (zndzornend a stru¢ne popisana na
obrazku 1) je stav rovnovdhy medzi proliferdciou, diferencidciou a zanikom

krvotvornych buniek na vSetkych drovniach krvotvorby.

Critical transcription factors for blood development

Runx-1]
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Obrazok 1 - Klasicka schéma hematopoézy Pluripotentnd HSC je schopna (1)
sebeobnovy a (2) diferenciacie do 2 zakladnych krvotvornych linii multipotentnych
progenitorovych buniek (multipotent progenitors), myeloidnej (common myeloid
progenitor, CMP) a lymfoidnej (common lymphoid progenitor, CLP). Multipotentné
progenitory sa delia a diferencuju na Specifické skupiny buniek prekurzorovych
(committed precursors). Delenim a diferencovanim unipotentnych prekurzorovych
buniek vznikaji plne diferencované krvotvorné elementy, ktoré stracaji schopnost
delit sa a plnia v Pudskom organizme Specifické funkcie (LT-HSC, long-term
hematopoietic stem cell, ST-HSC, short-term hematopoietic stem cell; MEP,
megakaryocyte/erythroid progenitor; GMP, granulocyte/macrophage progenitor;
RBCs, red blood cells) (Orkin a Zon, 2008)



2. HEMATOLOGICKE MALIGNITY

Hematologické malignity predstavuju pocetnti skupinu neoplazii, ktoré maja
spolo¢ny pévod v nadorovej transformécii buniek krvotvorného a lymfoidného tkaniva.
Na zéaklade krvotvornej linie (obrdzok 1), ktord podlieha nadorovej transformécii je
mozné hematologické malignity rozdelit' na myeloproliferativne a lymfoproliferativne
ochorenia, resp. neoplazie. Zakladné klinické jednotky sa odliSuju v bunkovom pdvode,
pricom nadorovo sa transformuji krvotvorné bunky na vSetkych trovniach
diferenciacie. Nadorové transformacia nezrelych krvotvornych elementov byva spojena
s akitnym priebehom, ktory v neliecenych pripadoch konc¢i fatalne v priebehu radovo
niekol’ko tyzdilov aZz mesiacov od stanovenia diagnozy.

Primarne klinické jednotky odvodené od myeloidnej krvotvornej linie zahfiiaja 2
typy leukémii, akitnu myeloblastovd leukémiu (AML) a chronicki myeloidnd
leukémiu (CML) adve nenadorové hematologické diagnézy - myelodysplasticky
syndrom (MDS) a myeloproliferativne neoplazie (MPN). V zévislosti na $tadiu, kedy
dochadza k neoplastickému zasahu do vyvoja (B-, resp. T-) lymfoidnej linie
krvotvornych buniek byva diagnostikovana (i) akidtna lymfoblastova leukémia (ALL),
(i1) chronickd lymfatickd leukémia (CLL), (iii) lymféom alebo (iv) myelém. V ramci
hlavnych klinickych jednotiek sa rozliSuju pocetné podskupiny/podtypy leukémii
a lymfémov, ktoré sa vyznacuju viac alebo menej Specifickym klinickym a biologickym
obrazom aprogn6ézou. Hranica medzi jednotlivymi klinickymi jednotkami vSak
rozhodne nie je ostrd, prechod do akitnej leukémie byva pozorovany v pripadoch s
MDS, MPN aj CML (akcelerovand faza) a takmer kazdy lymfom moéze leukemizovat,
pre niektoré lymfomy (CLL) je dokonca leukemicky charakter typicky.

Od roku 2001 je dostupnd jednotnd klasifikdcia nadorov krvotvornych
a lymfoidnych tkaniv podla Svetovej zdravotnickej organizacie (World Health
Organisation, WHO). V tejto klasifikacii, ktora bola naposledy revidovana v roku 2016,
si popisané klinické zndmky a Specifické morfologické, cytochemické,
imunofenotypové a genetické charakteristiky vSetkych zndmych hematologickych

neoplazii (Arber et al., 2016, Swerdlow et al., 2008, Swerdlow et al., 2016).



3. MOLEKULARNY PODKLAD VYBRANYCH HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT

Vo svojej experimentalnej praci som sa venovala molekularnej biolégii dvoch
skupin hematologickych malignit. Skdmala som molekuldrny podklad AML,
prednostne v skupine AML s normdlnym karyotypom a venovala som sa Studiu
molekuldrnej patogenézy vybranych malignit B-lymfocytov, konkrétne takych, u
ktorych boli cytogenetickymi a molekularne cytogenetickymi Stidiami urcené
Specifické aberdcie na chromozéme 14 v oblasti tazkého retazca imunoglobulinu. g
Primarne som sa zamerala na informéicie o molekuldrnej patogenéze Studovanych
skupin hematologickych malignit resp. na tie poznatky, ktoré priamo suvisia s mojou

experimentalnou pracou a s prezentovanymi vysledkami.

4. AXKUTNE MYELOBLASTOVE LEUKEMIE

Termin AML zahfha klinicky abiologicky heterogénnu  skupinu
hematologickych malignit. Spolo¢nym znakom tejto klinickej jednotky je klondlna
proliferacia nezrelych hematopoetickych progenitorov (myeloblastov), ktord sa vymyka
regulacnym mechanizmom proliferacie a diferencidcie na rozlicnych stupiioch
myelopoézy. Maligna proliferacia myeloblastov potld¢a normalnu krvotvorbu a vedie
k abnormilnemu, AML Specifickému obrazu primarne v kostnej dreni a nasledne v
periférnej krvi, pripadne v extramedularnych tkanivach (Ferrara a Schiffer, 2013).

AML tvori asi jednu Stvrtinu vSetkych leukémii. Vyznacuje sa dvoma
zretelnymi vrcholmi vyskytu, prvym vo vel'mi skorom veku a druhym, ovela
vyraznej§im, v populacii starSich (> 55 az 60 rokov) dospelych; jej incidencia
s narastajucim vekom stipa. AZ na niekol'’ko vynimiek je progné6za AML neuspokojiva.
Po 5 rokoch od stanovenia diagnézy preziva asi 25 % pripadov s diagn6zou AML
(Ferrara a Schiffer, 2013).

Jednym z kritérii stanovenia diagnézy AML je podla WHO klasifikécie nalez >
20 % myeloblastov v periférnej krvi alebo v kostnej dreni, nezavisle na etiologickom
podklade AML, t. j.¢1 myeloidnd neopldzia vznikla primarne (de novo) alebo
sekundarne. V druhom pripade sa AML vyvija z (i) predchiddzajicej hematologicke;j
diagnézy — z MDS, =z myelodysplasticko/myeloproliferativneho syndromu

(MDS/MPN), resp. blastickou transformaciou primarnej MPN alebo (ii) vznika
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v dosledku terapie pre ind malignitu (therapy - related AML) (Vardiman et al., 2009).
Prehl'ad klinickych jednotieck AML a pribuznych neoplézii klasifikovanych na zaklade
kritérii WHO revidovanych v roku 2016 je uvedeny v tabul’ke 1.

Tabulka 1 — WHO Kklasifikacia AML a pribuznych neoplazii (upravené podla
Arber et al., 2016)

AML s rekurentnymi genetickymi zmenami
AML s t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNXIT1
AML s inv(16)(p13.1;q22) alebo t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYHI11
APL s PML-RARA
AML s t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A
AML s t(6;9)(q23;q34.1); DEK-NUP214
AML s inv(3)(q21.3;q26.2) alebo t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM
AML (megakaryoblastickd) s t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
Provizérna entita: AML s BCR-ABL1
AML s mutovanym NPM1
AML s bialelickymi mutiaciami CEBPA
Provizérna entita: AML s mutovanym RUNX1
AML spojena s myelodysplastickymi zmenami
Myeloidné neoplazie v suvislosti s liechou
AML inak nezaradena
AML s minimélnou diferencidciou
AML bez maturacie
AML s maturaciou
Akitna myelomonocytova leukémia
Akiitna monoblastovd/monocytova leukémia
Cista erytroidna leukémia
Akitna megakaryoblastové leukémia
Akitna bazofilna leukémia
Akitna panmyel6za s myelofibrézou
Myeloidny sarkém
Myeloidné proliferacie pri Downovom syndréme
Prechodna abnormalna myelopoéza

Myeloblastova leukémia spojend s Downovym syndrémom



4.1. GENETICKA PATOGENEZA AML

Gen6m myeloblastov byva v dobe diagn6zy AML charakterizovany genetickymi
zmenami variabilného rozsahu. Ide prevazne o ziskané (somatické) zmeny, ktoré sa
prejavuji  ako (i) chromozémové (cytogenetické) aberdcie a/alebo ako (ii)
submikroskopické (molekuldrne) zmeny leukemického genému (Do6hner et al., 2015,
Grimwade a Hills, 2009). AML s rekurentnymi genetickymi zmenami predstavuje

samostatni podskupinu vo WHO klasifikacii AML a pribuznych neoplazii (tabul’ka 1).

Klasicky dvoj-zdsahovy model vzniku AML

Kelly a Gilliland navrhli prvy model, v ktorom sa na procese leukemogenézy
podielaju 2 rozne typy/skupiny mutécii (tiez dvoj-zdsahovy model leukemogenézy)
(Kelly a Gilliland, 2002). Tento model predpokladd mutacie typu I (tiez signalne
mutécie), ktoré umoziuju krvotvornym progenitorom prezivat’ a proliferovat’ na ukor
buniek, ktoré takito selekéni vyhodu nevlastnia. Druhd skupina zahfiia transkripéné
faktory (TF) a iné regulatory transkripcnej masinérie, ktorych aberantné funkcie byvaji
v leukemogenéze AML spajané s poruchou diferencidcie krvotvornej bunky (tabul’ka 2).
Z fenotypovych s§tadii na mySich modeloch leukemogenézy AML je zname, Ze mutacie
typu Iall sa samostatne prejavuju rozsiahlou proliferdciou a zéstavou diferenciacie
hematopoetickych progenitorov, vedd k vzniku myeloproliferativneho syndromu
(mutécie typu I), resp. myelodysplazie (mutécie typu II), samostatne vSak nepostacuju k
progresii do AML (Reckzeh et al., 2012, Yuan et al., 2001). K tymto poznatkom je
komplementarny kombinovany knock-in mysi model AML, na ktorom sa poukazalo na
kooperaciu bialelickych mutacii CEBPA (mutacia typu I) ainternej tandemovej
duplikicie FLT3 (FLT3-ITD, mutéicia typu II) pri vzniku a udrziavani AML in vivo
(Reckzeh et al., 2012).

Model vzniku AML v genomickej ére

Projekty zalozené na metédach novej generacie sekvenovania a genotypizovania
otvorili moZnosti podrobnej analyzy gendému/exému resp. transkriptomu AML. Na
priekopnicku pracu, ktord vroku 2008 dokumentovala vysledky kompletne
osekvenovaného gendomu AML bez cytogenetickych zmien, nadviazali d’alSie Stadie

a napokon v roku 2013 boli pod zastitou medzinarodne;j siete The Cancer Genome Atlas



Research Network zverejnené data z tplnej analyzy gendému/exému celkom 200
réznych de novo AML dospelych (Cancer Genome Atlas Research Network 2013, Ley
et al.,, 2008, Mardis et al., 2009). Z tychto studii vieme, ze pri manifestacii AML su
pritomné dalSie, do vysSie zmieneného 2-zdsahového modelu leukemogenézy
neklasifikovatelné génové zmeny, resp. mutdcie. Gény s rekurentnym mutaénym
profilom u AML boli na zdklade biologickej funkcie a putativnej tlohy v patogenéze
AML kategorizované do 9 funkénych skupin (Cancer Genome Atlas Research Network
2013) (tabulka 2).

Prehibenie poznatkov o genetickych resp. epigenetickych zmenich v genéme
AML pri diagnéze a nasledne v obdobi relapsu prinieslo pozvolné revidovanie
klasického 2-zdsahového modelu leukemogenézy AML. Vznik/progresiu AML
chijpeme ako vysledok postupnej akumuldcie ndhodnych a rdznorodych
genetickych/epigenetickych zmien, ktoré zasahuji do funkcie hematopoetickych
progenitorov a suhrnne vedd k abnormélnej proliferacii nezrelych krvotvornych
progenitorov a k manifestacii a udrziavaniu AML. Recentné vyskumy su v silade
s konceptom o mnohokrokovom procese leukemogenézy a $tidie opakovane
dokumentuji, ze pdvodny (tiez founder) leukemicky klon, resp. jeho subpopulicia
(subklon) kontinudlne ziskdva nové, pre perzistenciu leukémie vyhodné genetické
zmeny. Uvazuje sa, ze vybrané genetické zasahy moZu menit’ rastové schopnosti AML
buniek, rovnako ako zabezpecit' ich rezistenciu na podavani chemoterapiu. Proces
klonélnej evolicie AML, ktord charakterizuje selekcia a klondlna expanzia novych
subklonov ostdva predmetom intenzivneho vyskumu. Molekuldrny vyskum sa
v genomickej ére vyznamne orientuje na identifikiciu kauzdlnych, leukémiu
spdsobujiicich mutacii. Prehibenie poznatkov o vzniku aevolicii muticii u AML
aurcenie kliCovych, AML iniciujicich mutacii je zdkladnym predpokladom pri
vyvijani novych, cielenych terapeutickych pristupov (Convey et al., 2014, Ding et al.,
2012, Welch et al., 2012).



Tabulka 2 - PrehPad vybranych mutacii s kPa¢ovou ulohou pri vzniku AML a vyvoj klasifikacie genetickych zmien rekurentnych
u AML do funkénych skupin; upravené podPa (Meyer a Levine, 2014)

Analyza | Do roku 2008 2008-2013 Od roku 2013
Cytogenetické a molekularne analyzy Sekvenovanie novej generacie Cancer Genome Atlas Projekt
Funk¢éné | Skupina 1: aktivovana signalizacia Skupina 1: aktivovana signalizacia Skupina 1: chimérické TF
skupiny mutacie FLT3, KIT, RAS mutacie FLT3, KIT, RAS t(8;21), t(16;16), t(15;7), prestavby KMT2A
Skupina 2: nucleophosmin 1
muticie NPM1

Skupina 3: nadorové supresory
mutacie TP53, WT1, PHF6

Skupina 2: transkripcia a diferenciacia Skupina 4: gény spojené s metylaciou DNA:
t(8;21), t(16;16), t(15;7), hydroxymetyldcia DNA — TET2, IDHI, IDH2
muticie CEBPA, RUNX1 DNA metyltransferazy — DNMT3A

Skupina 2: transkripcia a diferenciacia Skupina 5: aktiva¢né mutacie v signalnych génoch

t(8;21), t(16;16), t(15;7), muticie FLT3, KIT, RAS

mutacie CEBPA Skupina 6: geny modifikujice chromatin

mutacie ASXL1, EZH?2, prestavby KMT2A
parcidlne tandemové duplikdcie KMT2A

Skupina 7: myeloidné TF
Skupina 3: epigenetické modifikatory mutacie CEBPA, RUNX1

mutécie TET2, DNMT3A, ASXLI Skupina 8: gény kohezinového komplexu
muticie STAG2, RAD21, SMCI, SMC2

Skupina 9: gény spliceozomového komplexu
mutécie SRSF2, U2AF35, ZRSR2
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Cytogenetické zmeny u AML

Nendhodné, klondlne chromozémové zmeny sa vyskytuju u 55 az 60 % AML
dospelého veku. Pacienti sa v zavislosti na pritomnosti ¢i nepritomnosti rekurentnych
cytogenetickych markerov radia do priaznivej, nepriaznivej a intermediirnej rizikovej
skupiny (Dohner et al., 2010). Priaznivou prognoézou sa vyznacuji AML s
cytogenetickym nélezom t(15;17)(q22;q12)/PML-RARA, t(8;21)(q22;q22)/RUNX1-
RUNXITI a inv(16)(p13.1g22) resp. t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB-MYH]11. Pacienti s
t(15;17) su Specifické pre akutnu promyelocytovu leukémiu (APL) a byvaju vdaka
vyznamne odlisnym lie¢ebnym vysledkom vyclenovani zo skupiny s dobrou prognézou
do samostatnej skupiny s vel'mi priaznivou prognézou. Nalez vybranych numerickych
a Strukturdlnych cytogenetickych abnormalit, vratane monozomii chromozémov 5q, 7q,
delécie celého chromozému 5, 7, prestavieb KMT2A/11q23 [s vynimkou
t(9;11)(p22;923)/KMT2A-AF9] a komplexny karyotyp (nadlez > 3 klondlnych
cytogenetickych abnormalit) byva u AML znamkou nepriaznivej prognézy (Grimwade
et al., 2010, Katrincsdkova et al., 2011). Monozomalny karyotyp (ndlez apon 2
odlisnych klondlnych autozomalnych monozémii alebo nilez 1 autozomélnej
monozomie spolo¢ne so Strukturdlnymi abnormalitami karyotypu) je u AML znamkou
mimoriadne nepriaznivej prognézy (Breems et al., 2008, Medeiros et al., 2010).

Pocetnu cytogeneticki skupinu AML (asi 40 az 45 %) predstavuju pacienti,
u ktorych metddy klasickej cytogenetiky neumoziuju identifikovat’ Ziadne (numerické
ani Strukturalne) odchylky od normalneho karyotypu. Cytogeneticky nalez je v pripade
AML s normalnym karyotypom (d’aley AML s NK) prognosticky nevyznamny a radi

pacientov uniformne do kategoérie so strednou (cytogenetickou) prognézou.

Molekuldrne zmeny spojené s AML

Osobitni skupinu zmien, ktoré byvaji pozorované v gendéme leukemickych
blastov tvoria zmeny submikroskopického rozsahu, teda cytogenetickymi technikami
nedetekovatel'né odchylky od Standardného genotypu. Zmeny na molekularnej drovni sa
vel'mi Casto zaznamenavaju u AML s NK, vyskytuji sa vSak aj v cytogeneticky dobre
definovanych podskupinich AML a celkovo sa vyznamne podielaju na komplexnej
patogenéze AML (Cancer Genome Atlas Research Network 2013, Marcucci et al.,
2011, Mroézek et al., 2007).



4.2. VYBRANE GENOVE MUTACIE REKURENTNE U AML

Usilie, ktoré bolo venované $tudiu molekularnej patogenézy AML v priebehu
poslednych 10 az 15 rokov viedlo k ur€eniu génov, ktorych mutacie si rekurentné u
AML, obzvlast u AML s NK (Cancer Genome Atlas Research Network 2013, Doéhner
et al., 2015, Estey 2013, Katrincsdkova et al., 2011). Nasledujice kapitoly sa budd
venovat’ génom, ktorych mutéacie boli vySetrené v sibore pacientov s AML s NK v tejto

praci.

FLT3 (fms-like tyrosine kinase receptor 3, 13q12)

Ide o receptorovi tyrozinkinazu, ktoréd sa exprimuje v krvotvornych kmetiovych
bunkéch, v spoloénom lymfo-/myeloidnom progenitore a v monocytoch a po vézbe so
svojim ligandom (FLT3L) podporuje proliferaciu a prezivanie tychto hematopoetickych
progenitorov (Berenstein, 2015). Mutacie FLT3 (FLT3m) byvaju pritomné az u 30 %
vSetkych AML. ZvySeny vyskyt FLT3m vykazuje AML s NK; v ramci Specifickych
molekuldrnych a cytogenetickych podskupin byvaji FLT3m obzvlast casté u AML
s parcidlnou taemovou duplikaciou KMT2A (KMT2A-PTD, pé6vodne MLL-PTD) alebo u
APL (Martelli et al., 2013, Ofran a Rowe, 2013). NajpocetnejSie s 2 typy FLT3m. Prvy
typ, interna tandemova duplikacia (d’alej FLT3-ITD) je Gastejsia. Dizka duplikovaného
useku je variabilna, oblast’ juxtamembranovej domény FLT3 (resp. u Casti pripadov 1.
tyrozinkindzovej domény) sa duplikuje (in-frame) v Giseku 3 az niekol'ko stoviek az tisic
(prevazne do 400) bp (Schnittger et al., 2012). Pripady s FLT3-ITD+ AML vykazuji
variabilitu v pocte aliel s ITD, v mieste duplikdcie resp. v samotnej sekvencii
duplikovanych aliel; niektori autori navrhuji pre tieto mutacie oznacenie FLT3-LM
(lenght mutations) (Schnittger et al., 2012). FLT3-ITD byvaji pritomné asi u 20 %
vSetkych AML dospelych, mimoriadne ¢asto sa zaznamenavaji u AML s NK (28 - 34
% pripadov) (Dohner et al., 2015). Menej ¢asté su bodové mutacie v kindzovej doméne
FLT3 (dalej FLT3-TKD), prevazne vkodone D835, resp. 1836. Tieto muticie
predstavuju asi 15 % vSetkych FLT3m a vyskytuju sa asi u 10 % AML dospelého veku
(Martelli et al., 2013, Ofran a Rowe, 2013). Obidva typy FLT3m vedu ku konstitutivnej
aktivacii kinazy FL'T3 nezavisle na vizbe FLT3L. Nalez FLT3-ITD je mnohondsobnym
negativnym ukazovatelom klinického priebehu AML, zvySuje riziko relapsu, ma
negativny vplyv na celkové prezitie (OS), prezitie bez priznakov ochorenia (DFS)

a byva asociovany s chemorezistenciou. Opakovane sa poukazalo na odlisny klinicky
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priebeh skupiny s vysokou alelovou nalozou (> 0.5) FLT3-ITD/wt (Dohner et al., 2015,
Gale et al., 2008, Schnittger et al., 2012). Prognostickd hodnotu FLT3-TKD sa dosial’
nepodarilo zjednotit’ (Mead et al., 2007, O’Donnel et al., 2016, Whitman et al., 2008).

NPM1 (nucleophosmin, 5q35)

NPMI1 predstavuje multifunkény fosfoprotein/chaperén, ktory fyziologicky
premava medzi jadrom a cytoplazmou. Vyskytuje sa prevazne v jadierku a podiela sa
na biogenéze ribozomov, kontrole duplikacie centrozému pocas mitdzy a cestou
regulacie ARF/p19 (CDKN2A — inhibitor cyklin dependentnej kindzy 2A) a TP53
dokaze zasahovat’ do bunkovej proliferacie a apoptozy (Falini et al., 2007). Mutacie
génu NPM1 (dalej NPM1m) sa u AML vyskytuji najcastejSie zo vSetkych rekurentnych
mutacii, byvajui detekované u 45 - 60 % AML s NK, resp. u 25 - 30 % vsetkych AML
dospelého veku (Dohner et al., 2015). Ide o posunové mutacie, ktoré sa sustred’uju
na C-termindlnom konci génu v 11. exdéne (nukleotidovd sekvencia zodpovedni
jadierkovému lokalizacnému signalu, NM_002520.6, pdévodne 12. exdédn podla
NM_002520), maji najCastejSie podobu inzercie 4 nukleotidov a vedid k zadrZaniu
proteinu v cytoplazme (generuju novy jadrovy exportny signil). Mutantny NPM1 (tiez
NPMc) si zachovéava schopnost’ interagovat’ s rdznorodymi proteinmi, pricom svojich
partnerov delokalizuje do cytoplazmy a poskodzuje tym ich funkciu (Leong et al.,
2010). Studie dokumentujii niekol’ko rdéznych typov NPMIm, prevazne (asi v 80 %
NPMIm AML) ide o mutacie typu A (inzercia/duplikicia TCTG). Skoré in vivo Studie
na mySich modeloch ukézali, ze inaktivacia Standardnej alely (Npml+/-) sa prejavuje
nestabilitou gendmu a rapidnou onkogenézou (Grisendi et al., 2005). Nalez NPMIm bez
FLT3-ITD sa povazuje za priaznivy marker u AML s NK (< 60 rokov) (Doéhner et al.,
2015).

CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha, 19q13.1)

CEBPA predstavuje TF, ktory sa vyznamne podiela na regulacii
myelopoézy/granulopoézy (Friedman, 2015) (obrdzok 1). Spolo¢ne s d’al§imi TF (PU.1,
c-Myb, RUNXI1) je zapojeny napriklad do reguldcie transkripcie génov pre
myeloperoxidazu, receptoru pre granulocytové a/alebo makrofagové koldnie (G-CSF,

M-CSF, GM-CSF). NajcastejSie byvaju u AML detekované 2 typy muticii génu
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CEBPA (dalej CEBPAm) (1) posunové a nezmyselné mutacie v N-terminalnej oblasti
(v transaktivaénych doménach TADI1 alebo TAD2), ktoré predCasne skracuju protein
avedud k vzniku jeho dominantne negativnej formy a (2) in-frame mutécie (inzercie
alebo delécie) na C-termindlnom konci, ktoré zasahuji do motivov zodpovednych za
dimerizaciu (motiv leucinového zipsu) resp. vizbu TF na DNA (DNA vizobna doména)
(Pabst a Mueller, 2009). Asi v 2/3 pripapov AML postihuji muticie N- aj C-termindlny
koniec simultdnne, kazd4 mutacia zasahuje inu alelu (tiez bialelické/ dvojité CEBPAm,
CEBPAdm), ¢o vedie k strate expresiec TF CEBPA. Vo zvySnych pripadoch ostava
mutovand jedna alela CEBPA (tiez monoalelické, CEBPAmo). CEBPAm sa vyskytuji
asi u 15 az 19 % AML s NK (Baldus et al., 2007), pricom 6 — 10 % AML vykazuje
CEBPAdm (Déhner et al., 2015). Stadie opakovane potvrdili, e nalez CEBPAdm je
spojeny s unikdtnym profilom génovej expresie, iba sporadicky asociuje s FLT3-ITD
abyva spojeny s priaznivou progndézou v porovnani s pripadmi bez akejkol'vek
CEBPAm, ale predovSetkym v porovnani s pripadmi s jednou CEBPAm (Dufour et al.,
2010, How et al., 2013, Pabst a Mueller, 2009, Pastore et al., 2014, Taskesen et al.,
2011, Wouters et al., 2009).

WTI (Wilm's tumor, 11p13)

Zmeny v expresnom profile resp. v mutacnom statuse W71 vykazuje niekol’ko
Pudskych nadorov, vratane hematologickych (Yang et al., 2007). Mutacie WT1 (WTIm)
su rekurentné asi u 10 % AML s NK a ststred’uju sa v 2 mutacnych hot-spotoch (exény
7 a9); niektoré Stadie poukazali na sporadicky vyskyt WT'lm aj v d’alSich exdénoch,
predovSetkym v exdénoch 1, 2, 3 a8 (Gaidzik et al., 2009). V exéne 7 prevladaju
posunové mutécie, ktoré vedud k skriteniu proteinu WT1 a negativne ovplyvituju jeho
schopnost’ regulovat’ transkripciu. V 9. exéne WTI boli CastejSie popisané mutacie
meniace zmysel. Missense mutacie zasahuji do aminokyselinového zlozenia
vysledného proteinu, vedd k destabilizacii Struktiry zinkového prstu a touto cestou
poskodzuji vizbu WT1 na DNA. U AML s NK byvaji WT'Im spojené s RR (riziko
relapsu), kratS§im RFS (prezitie bez relapsu), horSim OS (celkové prezitie) a byvaju
pritomné u pripadov primérne rezistentnych na chemoterapiu (Becker et al., 2010, Hou
et al., 2010, Owen et al., 2010). Niektoré prace upozornili na negativny efekt WI'/m na
vysledky induk¢nej liecby vyluéne pri spolocnom vyskyte WI'lm a FLT3-1TD (Gaidzik
et al., 2009).

20



IDHI a IDH? (isocitrate dehydrogenase 1 a2, 2q33.3 a 15926.1)

Gény IDHI a IDH?2 ko6duju cytoplazmatickd, resp. mitochondridlnu izoformu
izocitratdehydrogenazy, ¢o je NADP+ zavisly enzym zapojeny do Krebsovho cyklu.
V tomto cykle zodpovedaju izocitratdehydrogendzy za dekarboxylaciu izocitratu na a-
ketoglutarat (a-KG). Pilotna stidia v oblasti celogenémového sekvenovania AML
poukazala na vyskyt mutacii IDHI (IDHIm) az u 16 % AML s NK (Mardis et al.,
2009). Néasledne sa popri IDHIm potvrdil vyskyt muticii v IDH2 géne (IDH2m) u 8.7
% AML s NK (Marcucci et al., 2010). Rekurentny vyskyt muticii bol opakovane
potvrdeny v obidvoch génoch a odhaduje sana 7 — 14 % (IDHIm) a 8 — 19 % (IDH2m)
u AML dospelych (Dohner et al., 2015), resp. na ~ 11 % (IDHIm) (Patel et al., 2011) a
~ 15 % (IDH2m) (Abbas et al., 2010, Marcucci et al., 2010, Thol et al., 2010) u AML
s NK. Popisané muticie zasahuji vysoko konzervované kodény argininu R132 (IDH1),
resp. R140 alebo R172 (IDH2), vyskytuju sa v heterozygotnej forme a je zname, ze
vdaka mutaénému zasahu ziskavaji izocitratdehydogendzy novu funkciu — dokazu
premienat’ a-KG na 2-hydroxyglutarat (2-HG) (Ward et al., 2012). Mutéacie v IDHI a
IDH?2 st sprevadzané zmenami v metylacnom profile DNA a histénov, spijaji sa
s hypermetylovanym profilom v prométorovych oblastiach klIacovych génov
myelopoézy  resp. vSeobecne  leukemogenézy  apoSkodzuji  funkciu = o-KG
dependentnych enzymov vratane TET2 (Dang et al., 2010, Figueroa et al., 2010). Data
zo S§tadii, ktoré hodnotili prognosticky vyznam IDHm uAML si mimoriadne
nekonzistentné (Im et al., 2014). V Studovanych suboroch byva dokumentovana
asocidcia IDHIm s NPMIm. Stadie su¢asne poukazuju na odlignu klinicki hodnotu (i)
IDHIm a IDH?m, resp. (i) IDH2m v zavislosti na zasiahnutom koddéne (R140 alebo
R172) u AML. Vysledky d’alej naznacuju, ze IDHIm (Marcucci et al., 2010, Paschka et
al.,, 2010) a IDH2m, resp. konkrétne muticie v kodénoch R140 a R172 génu IDH?2
(Marcucci et al., 2010, Patel et al., 2012) mdzu ovplyvilovat’ progndézu v priaznivej
molekularnej skupine AML, resp. AML s NK s genotypom NPMIm bez FLT3-ITD.
V tejto skupine vykazuji IDHIm a IDH2(R172) negativny vplyv na klinicky priebeh,
naopak IDH2(R140) sa ukazali ako priaznivé markery AML v tejto molekularnej
skupine (Dohner et al., 2015).
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KMT?2A (Lysine (K)-Specific Methyltransferase 2A, 11g23.3)

Histonova metyltransferiza KMT2A (povodne MLL, Mixed Lineage Leukemia)
plni vyznamnu udlohu v regulécii krvotvorby a expresie homeobox génov a s akdtnymi
leukémiami byva spajand primarne vdaka svojim pocetnym onkogénnym
chromozémovym prestavbam (Meyer et al., 2013). Asi u5 % AML (5 — 11 % AML
s NK) dochadza k &iastoénej tandemovej duplikdcii KMT2A pozdiz exénov 5 az 11,
ktord byva vlozena (in frame) do intrénu 4 (Dohner et al., 2015, Mawad a Estey, 2012).
Nélez KMT2A-PTD byva dokumentovany ako rizikovy faktor skorého relapsu, o ma
negativny dopad na RFS u AML s NK (Baldus et al., 2007, Patel et al., 2012). Pri
hodnoteni prognostického vyznamu tejto molekularmej zmeny je potrebné zvazit
podiel (nezavislych a Casto nepriaznivych) kooperujicich genetickych markerov, medzi
ktoré patri trizémia 11 (~ 90 % pripadov), ale aj FLT3-ITD, ktoré konkuruji KMT2A-
PTD asi u 30 % AML (Do6hner et al., 2015, Kao et al., 2015).

4.3. KLINICKY VYZNAM GENOVYCH MUTACII REKURENTNYCH U AML

Poznatky o cytogenetickom a molekularnom pozadi leukemickych blastov maju
v klinickej praxi za ciel' prispiet k personalizovanej liecbe AML, ktorej spdsob

a intenzita by sa volili na zdklade individudlnych charakteristik pacienta.

Rizikovd stratifikdcia AML

Prvym terapeutickym cielom, ktory je spolocny pre vSetkych pacientov s
diagn6zou AML, je navodit’ kompletnii hematologicki remisiu ochorenia (d’alej KR,
kritéria: < 5 % blastov v kostnej dreni, ziadne blasty s Auerovymi tyCkami, Ziadne
blasty v krvi, normalizovany krvny obraz — neutrofily > 1.0 x 10°/L, trombocyty > 100
x 10°/L, hemoglobin > 100 g/L s nezavislostou na transfiiziach a nepritomnost
extramedularnej leukémie (Dohner et al., 2010). Na tvodnu indukénu lie€bu obycajne
navizuje intenzivna konsolida¢nd chemoterapia, ktorej sucastou moze byt alogénna,
pripadne autolégna transplantacia krvotvornych buniek (TKB).

Odhaduje sa, Ze po indukénej chemoterapii dosiahne KR asi 60 % az 85 %
pacientov mladSich (< 60 rokov), resp. 40 % az 60 % starSich pacientov s AML (do
hodnotenia nebyvaji zahrnuté pripady s diagnézou APL) (Dohner et al., 2015). U
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vacsiny pacientov byva 1. KR vystriedana relapsom ochorenia, naj¢astejSie v priebehu 2
az 3 rokov; s narastajucim vekom sa riziko relapsu zvysuje (z 50 % az 55 % u mladSich
na ~ 85 % u starsich pacientov) (Burnett et al., 2011). Jedinou kurativnou lie¢bou, ktora
dokaze u rizikovych pacientov s AML ponuknut’ Sancu na dlhodobt, resp. stabilni KR
ostdva alogénna transplanticia krvotvornych buniek (aloTKB). Nezanedbatel'né riziko
umrtnosti v suvislosti s absolvovanim aloTKB vSak vyzaduje individualny pristup pri
indikovani takejto terapeutickej intervencie, pricom je mimoriadne ddlezit¢ poznat
faktory, ktoré pomdahaju vyc€lenit' zo skupiny rizikovych AML takych pacientov, pre
ktorych bude podstipenie narocnej liecby aloTKB najviac prinosné.

Medzi stabilné indikatory odpovede na lieCbu a celkovo predpokladu prezitia
patria pri diagn6ze AML karyotyp leukemickych blastov a vek v dobe diagnézy
(Dohner et al., 2010, Dohner et al., 2015, Szotkowski et al., 2010). Nélez nepriaznivych
cytogenetickych zmien sa zarad’'uje medzi kI'a€ové ukazovatele pre indikovanie aloTKB
v 1. KR, pricom indikacné kritérid pre aloTKB vSeobecne, nevynimajic aloTKB
s redukovanou intenzitou, nespiiiaja pacienti vo veku nad 65 az 70 rokov, ktori tvoria
asi jednu Stvrtinu pacientov s AML.

Ako dals$i vyznamny ukazovatel’ klinického priebehu AML sa v poslednych
rokoch ukézali rekurentné génové mutécie pritomné v genome leukemickych blastov
v dobe diagnézy (Dohner et al., 2015). Identifikacia prognosticky vyznamnych muticii
odstartovala v roku 2008 reviziu diagnostického a stratifikaéného systému AML, ktory
sa primarne dotkol pacientov so strednou cytogenetickou prognézou (Vardiman et al.,
2009, Swerdlow et al., 2008). Na zaklade navrhu ELN vznikla v roku 2010 prva
stratifikatna schéma, ktord v klasifikdcii AML zohladnila muta¢né profily v NPM1,
CEBPA aFLT3 génoch. V tejto schéme boli pacienti s NPMIm a FLT3-ITD(-)
a sucasne pacienti s CEBPAm prvykrat vycleneni do priaznivej rizikovej skupiny AML
(tabulka 3) (Dohner et al., 2010). Zo stratifikdcie sa vylucili pacienti s APL, ktori
predstavuji samostatni (mimoriadne priaznivd) rizikovd skupinu AML. V ramci
strednej (intermedidrnej) skupiny rozliSila ELN dve podskupiny, podskupinu Ia Il
(tabulka 3). Do intermediarnej skupiny I sa zaradili vSetky AML s NK, ktoré nebolo
mozné klasifikovat’ do priaznivej rizikovej skupiny; ide prevazne o pripady
s nepriaznivou prognézou, ktoré boli odliSené z dovodu potencialne odliSnej odpovede
na lieCebné modality. Prognosticki hodnotu stratifikdcie AML podla kritérii ELN
inicidlne otestoval Rollig a kolektiv na stibore 1557 AML, ktori boli lieceni v ramci

klinickej stadie AML96 (Rollig et al., 2011). Vysledky tejto Stadie potvrdili, Ze na
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zéklade modelu ELN je mozné rozdelit AML (< 60 rokov) do 4 skupin, ktoré sa
signifikantne odliSuji v prognéze na drovni RR, DFS a OS. Intermediarna skupina II sa
v tejto Stadii vyznacovala lep$im klinickym priebehom v porovnani s intermedidrnou
skupinou I. Identicka stratifikdcia nepotvrdila signifikantné rozdiely po rozdeleni
starSich (> 60 rokov) AML do 4 skupin, klinicky priebeh intermediarnej skupiny I sa

signifikantne nelisil od intermediarnej skupiny II.

Tabulka 3 Cytogenetické a molekularne rizikové skupiny AML stratifikované
podPa Kkritérii ELN (Dohner et al., 2010) Recentne prebehla revizia stratifikacne;j
schémy. Zmeny (vyznacené podciarknutim) sa dotkli 3 bodov: (i) v rdmci priaznivej
rizikovej skupiny bola skupina CEBPAm AML obmedzend na skupinu CEBPAdm
(bialelické), (ii) v rdmci nepriaznivej skupiny inv(3)(q21926.2) alebo
t(3;3)(q21;926.2) sa zaviedlo molekularne znacenie GATA2-MECOM (EVII), (iii) pre
oznacenie MLL sa zaviedol oficidlny symbol KMT2A (Do6hner et al., 2015).

Geneticka rizikova Podskupina

Priazniva t(8;21)(q22;922); RUNXI-RUNXITI
inv(16)(p13.1g22) alebo t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH1 ]
mutovany NPMI bez FLT3-ITD (normélny karyotyp)
mutovany CEBPA (normalny karyotyp)

Intermediarna I mutovany NPM1 a FLT3-ITD (normalny karyotyp)
wild-type NPM1 a FLT3-ITD (normalny karyotyp)
wild-type NPM1 aj FLT3 (norméalny karyotyp)

Intermediarna I1 t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL
cytogenetické zmeny neklasifikovatel'né ako priaznivé alebo
Nepriazniva inv(3)(q21q26.2) alebo t(3;3)(q21;926.2); RPNI1-EVII

t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
t(v;11)(v;q23); prestavby MLL
-5 alebo del(5q); -7; 17p abnormality; komplexny karyotyp

Analyza NPMIm, CEBPAm a FLT3-ITD sa stala obligitnou sucastou
klinickych $tadii a muta¢né profily uvedenych génov sa odportca zhodnotit’ u pacientov
s AML s NK v dennej terapeutickej praxi (Rollig et al., 2011). Hoci klinicky vyznam
dalSich génovych mutécii rekurentnych u AML sa dosial’ nepodarilo zjednotit, snaha
o ich uplatnenie pri rizikovej stratifikdcii AML pretrvava. Napriklad Patel a kolektiv
rozdelili AML do rizikovych skupin na zdklade schémy, ktord v porovnani s ELN
integrovala do Standardnej cytogenetickej stratifikacie AML az 10 réznych génovych
mutacii vratane NPMIm, FLT3-ITD a CEBPAm a sucasne IDHIm, IDH2m a KMT2A-
PTD (povodne MLL-PTD), ktoré boli vySetrené aj v experimentalnej Casti tejto prace
(Patel et al., 2012) (tabulka 4). Iny prognosticky systém uniformne zalozeny na
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molekuldrnej  detekcii AML  Specifickych  faznych  génov  PML/RARA,
RUNXI/RUNXITI, CBFB/MYHII asucasne 7 rekurentnych génovych mutacii
(CEBPA, NPMI1, RUNXI, ASXLI, TP53, FLT3-ITD a KMT2A-PTD) navrhla pre
rizikovu stratifikdciu AML ind vyznamna AML pracovna skupina (Grossmann et al.,

2012).

Tabulka 4 - Rizikova stratifikacia pacientov s AML na zaklade integrovanej
genetickej analyzy (Patel et al., 2012); +/- - 4no/nie

- Celkovy
k 4.0
Cyt(')gelzet‘lc a Mutacie odhad
klasifikacia . .
rizika
priazniva ktorakol'vek L
priaznivé
FLT3-ITD (-) NPMIm + IDHIm resp. IDH2m
bez ASXLIm, MLL-PTD, PHF6m a
FLT3-1TD (-) TET?m
normalny karyotyp f:_L)T3_ITD (-) alebo CEBPAm stredné
alebo cytogenetické
markery stredného FLT3-ITD (+) b«;z /MI.JL—PTD, TET2m a DNMT3Am, bez
rizika trizOmie 8
ASXLIm, MLL-PTD, PHF6m alebo
FLT3-ITD (-) TET2m
MLL-PTD, TET2m a DNMT3Am, alebo nepriaznivé
FLT3TD (+) trizomia 8, bez CEBPAm
nepriazniva ktorakol'vek

V silade s vysSie zhodnotenymi kritériami WHO a ELN rozliSuje aj National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) u AML s NK dve samostatné priaznivé
molekuldrne skupiny (i) NPMIm bez FLT3-ITD a (ii) izolované CEBPAdm. Nalez
FLT3-ITD (bez zohl'adiiovania muta¢ného profilu NPM1 resp. CEBPA) radi pacientov
s AML s NK do nepriaznivej rizikovej skupiny; v tejto skupine AML s NK sa
vSeobecne ocakdva horSi priebeh leukémie a v pripade moZnosti sa odporaca u
pacientov s touto molekuldrnou zmenou zvazit' ich zaradenie do klinickych Studii.
Jedine v pokynoch NCCN sa vsuvislosti s AML s NK dosial vyskytli medzi
molekularnymi abnormalitami mutacie v TP53, ktoré su povazované podl'a aktualnych
kritérii NCCN za marker nepriaznivej prognézu u AML s NK (O’Donnel et al., 2016).

V Laboratoriu molekularnej biologie FNOL a LF UP v Olomouci som sa pocas
doktorandského Stadia venovala od roku 2006 analyze molekularnych zmien u AML.
Predpokladali sme, ze poznanie Specifickych mutaénych profilov rozSiri moznosti
prognostickej stratifikdcie pacientov do rizikovych skupin, ¢o néjde uplatnenie pri
volbe terapeutickych modalit v tejto skupine hematologickych malignit. Ziskané

vysledky boli prezentované v experimentalnej Casti tejto prace (kapitola IV, Cast’ 1.).
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5. MALIGNITY ODVODENE OD B-LYMFOCYTOV

5.1. VZNIK A BUNKOVY POVOD MALIGNIT B-LYMFOCYTOV

Malignity odvodené od B-lymfocytov predstavuji mimoriadne pocetnu
aroznorodu skupinu hematologickych neoplazii. Nddorova transformécia zasahuje B-
lymfocyty na rozlicnom stupni diferenciacie a je typické, ze v priebehu neoplasticke;j
transformacie byvaji zachované klticové znaky B-lymfoidného prekurzora, vritane
Specifickych ukazovatel'ov Stadia diferenciicie, v ktorom sa v Case neoplastickej

transformacie tato bunka nachadzala (obrazok 2).

Naivna B bunka

Bbunka CD5+ @

=

Chronicka lymfaticka
leukémia/lymfom z malych buniek

Germinilne
centrum
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Mediastindlny ./ /e © o
velkobunkovy B lymfom . @ """"" .-\~ >GCB-DLBCL
Burkittov  ¢.------"" hvso:':::::i‘ Nodulamy HL s
lymfom/leukémia P - lymfocytovou

il predominaciou
Post-transplantatné ... f---------==""""""

lymfoproliferativne Extranodalny

poruchy Selekcia lymféom z B -
o buniek
7 e 8
Klasicky Hodgkinov P“’"““"“ marginilnej
. tried z0ny alebo
lymfom Apoptozu Ry W
tkaniva MALT
Lymfom z plast ovych /
bunick . Diferenciacia
i bttt N N\ /@A » Splenicky
omc(muz';nv:x::;l ar;. ¢émia PamiiCovi lymfém z
B w5 B bunka ) marginlnej
- ¥ Mantle zona Plaanioblist 26ny
B -prolymfocytova leukémia <~ : --=> ABC-DLBCL
Primarny effusion
lymfom \ Plazmaticka bunka
¥ &
Vlasatobunkova leukémia Lymfoplazmocytovy lymfom/ """ > Mnohopocetny myelom
Waldenstromova makroglobul g

Obrazok 2 - Bunkovy povod B-lymfoidnych malignit. Naivné B-bunky (ekvivalent
B-lymfocytov) su po vstupe do sekundarnych lymfoidnych orgdnov smerované
k primdrnym B-bunkovym folikulom a zakladaji tzv. germindlne centrum (GC,
vnitornd ohranicend oblast’). Po aktivacii antigénom diferencuju v centroblasty,
proliferuji (klondlna expanzia) a presivaju sa do vonkajSej oblasti folikulu (tzv.
mantle zona okolo GC). Proliferujice B-bunky sa ststred’uji v tmavej zéne GC, kde
pocas klonalnej expanzie podstupuju proces somatickych hypermutacii a diferencujui v
centrocyty. Centrocyty, ktoré =ziskali nevyhodné muticie podstupuji apoptdzu.
Centrocyty, ktoré ziskali muticie zvySujice afinitu BCR k antigénu si v svetlej zOne
GC pozitivne selektované (CD4+ T-lymfocyty a folikularne dendritické bunky),
podstupuju preSmyk/prepnutie tried, diferencuji do pamétovych B-buniek alebo do
plazmatickych buniek a opustaju mikroprostredie GC. VicSina B-lymfoidnych
malignit je odvodend od germindlnych, pripadne post-germindlnych B-buniek.
Prevzaté a upravené (Seifert et al., 2013, Smardova et al. 2014).

ABC-DLBCL - difuzny velkobunkovy lymfom z aktivovanych B-lymfocytov; GCB-DLBCL — difiizny
velkobunkovy lymfom z B-buniek gemindlneho centra, MALT — sliznicné lymfatické tkanivo (mucosa
associated lymphoid tissue)
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Z pohl'adu nadorovej transformacie B-lymfocytu sa za vyznamny rizikovy faktor
povazuje masivna proliferacia, ktord sprevadza klondlnu expanziu B-lymfocytov v GC.
Je tiez znadme, ze normilny vyvoj B-lymfocytov v GC sprevadzaji somatické
hypermutacie a izotypovy preSmyk, ktoré vyznamne edituji geneticki informaciu
vyvijajicich sa buniek. Spolo¢né pdsobenie tychto faktorov stupiiuje riziko nadorove;j

transformacie B - lymfocytu (obrazok 2) (Seifert et al., 2013).

5.2. GENETICKA PATOGENEZA MALIGNIT B-LYMFOCYTOV

Rozvoj maligneho fenotypu byva u B-lymfoidnych malignit spijany s
poruchami vo viacerych kontrolnych bodoch, ktoré sthrnne zodpovedaju za spravny
priebeh diferenciicie B-lymfocytu. Nadorovi transformiciu B-lymfocytu vel'mi Casto
charakterizuji poruchy kontroly v procesoch proliferdcie a apoptdzy. Pocas svojej
klondlnej evoldcie ziskavaji vybrané B-bunkové lymfémy vdaka roéznorodym
genetickym zasahom schopnosti, ktoré im dovoluju obist’ signaly zodpovedné za
spustenie apoptdzy, ktoru principidlne reguluje gén TP53 (17p13.1) resp. jeho produkt —
TF p53. Medzi kl'i€ové znaky maligneho B-lymfocytu patri taktieZ neprimerana
odpoved’ na stres aposkodenie DNA, ktord byva v tychto bunkidch prepojend s
inaktivaciou (mutécie, delécie, epigenetickd deregulécia) lokusov, ktoré kdduji niektory
z regulatorov kontrolnych bodov bunkového cyklu - ATM (11q22.3) resp. CDKN2A
(9p21.3). Dalsi priebeh nadorového procesu vyznamne uréuje mikroprostredie, ktoré je
tvorené nenadorovymi bunkami. Je podstatné, ze nahodné genetické zmeny su
v patogenéze tejto skupiny malignit zdruzené s genetickymi zdsahmi, ktoré sprevadzaju
fyziologicky naprogramovani diferencidciu B-lymfocytu. Bunky s evolu¢ne najviac
vyhodnym genotypom st pocas patogenézy B-lymfoidnych malignit selektované
a obyCajne pokracuju v akumulécii d’alSich, vysoko variabilnych zasahov, ktoré
zahfiaju napriklad zmeny na podklade virusovych infekcii, ¢i zmeny geneticke, resp.
epigenetické (Seifert et al., 2013).

Medzi najCastejSie Strukturdlne abnormality, ktoré pozorujeme v genéme B-
lymfoidnych malignit patria chromozémové translokdcie (Smardova et al. 2014).
Najviac sa vyskytuju translokécie, ktoré zasahuju niektory z lokusov pre Tludskeé
imunoglobuliny (prevazne IGH na 14q32.33) a proto-onkogény. V patomechanizme

lymfoidnych malignit je kI'iCové, Ze cestou Ig translokécii sa dostavaju proto-onkogény
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lokalizované¢ na rozlicnych chromozémovych lokusoch do blizkosti mimoriadne
aktivneho Ig zosilovaca (enhancer), ¢o vedie k deregulécii ich expresie (k aktivacii
proto-onkogénu v onkogén) v B-lymfocytoch. Napriklad, prevazna vac¢sina (> 90 %)
folikularnych lymfémov sa vyznacuje translokdciou t(14;18) BCL2/IGH, ktora
zodpoveda za aktivaciu a kontinudlnu expresiu onkogénu BCL2 (18q21.3) (Jager et al.,
2000). Podobne byvajui aktivované onkogény MYC (8q24) u Burkittovho lymfému a
CCNDI (PRADI1/BCLI/cyklinD1, 11q31) ulymfému z plastovych buniek. Tieto B-
lymféomy su cCasto charakterizované rekurentnymi chromozémovymi translokaciami
t(8;14) MYC/IGH, resp. t(11;14) CCNDI/IGH. Iné malignity B-lymfocytov, vritane
DLBCL a mnohopocetného myelému sa naopak vyznacuji vyznamne heterogénnou
genetickou bazou s nalezom viacerych odlisnych typov chromozémovych translokacii.
Okrem pocetnych cytogenetickych a molekularnych markerov poukazali
recentné Stidie na abnormélny profil histénového kédu a/alebo metylacie DNA, ktory
charakterizuje lymfomové bunky v porovnani s nemalignymi bunkami (Ammerpohl et
al., 2012, Hopp et al., 2015a, Hopp et al., 2015b, Martin-Subero et al., 2009). Osobitna
pozornost’ sa v poslednych rokoch obratila aj na $tidium nekédujicich RNA a ich tdlohy
v tumorigenéze. Tieto gény byvaji evoluéne vysoko konzervované a Casto ich
nachadzame vo fragilnych miestach 'udského gendému resp. v oblastiach asociovanych
snadormi (oblasti straty heterozygozyty, najmenSie oblasti amplifikacie genetického
materidlu, oblasti chromozémovych zlomov). Ide o mimoriadne heterogénnu skupinu
transkriptov bez otvoreného citacieho ramca (nekdduju proteiny), ktoré zahtiiaju kritke
nekodujice RNA, vritane intenzivne Studovanych miRNA (~ 22 nt), ale aj dlhé
nekddujice RNA (> 200 nt dlhé) (Van Roosbroeck et al., 2013). Dlhoro¢ny vyskum
ukazal, Ze dereguldcia nekddujicich RNA sprevadza patogenézu takmer vSetkych
hematologickych malignit, pricom je kl'icové, Ze nekddujuice RNA modZu v naddorovej
transformécii krvotvornej bunky fungovat’ ako nadorové supresory a/alebo proto-
onkogény podobne, ako to pozndme u génov kodujicich proteiny. Zndmym prikladom z
molekuldrnej patogenéze CLL je dell3ql4, ktord vedie k inaktivicii dvoch miRNA -
miR15a/16-1 (ide o lokus DLEU?2, deleted in lymphocytic lukemia-2) (Calin et al.,
2002). Vysledkom je aberantna expresia cielovych génov miR15a/16-1, vratane BCL2
(B-cell CLL/lymphoma 2, 18q21.3), cyklinov CCNDI, CCND3, cyklindependentnej
kinazy 6 (CDK®6). Je sufasne zname, ze transgénne mysi s deléciou miR15a/16-1

dokazu rozvinut’ CLL, resp. typ leukémie pribuzny CLL (Klein et al., 2010).
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Predmetom Stadia sa v mojej dizertacnej praci stali pacienti s vybranymi
skupinami  B-lymfoidnych malignit, uktorych cytogenetické a molekuldrne
cytogenetické Stadie poukdzali na chromozomové aberacie (delécie, inverzie,
translokacie) v oblasti /IGH (14q32.33). Predpokladali sme, ze v mieste Specifickych
chromozoémovych aberacii na 14q sa budi vyskytovat kandidiatne gény, ktoré
zodpovedaju za patogenézu Studovanych B-lymfoproliferativnych malignit. Podiel'ala
som sa na Studiu molekuldrnej patogenézy 2 skupin lymfoproliferativnych neoplazii:
prvy subor predstavovali pacienti s malignitami B-lymfocytov, ktoré charakterizuju
intersticidlne delécie chromozému 14 v oblasti IGH (14q32.33); druhy stbor tvorili
pacienti s diagn6zou B-lymfoidnych neoplazii, ktoré su asociované s viléznymi
lymfocytmi as rekurentnymi inter- resp. intrachromozomovymi aberdciami v oblasti

14q32.13/14q32.33.
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5.3. INTERSTICIALNE DELECIE CHROMOZOMU 14 U MALIGNIT B -
LYMFOCYTOV

Intersticidlne delécie na dlhom ramene chromozomu 14 (d’alej 14q) boli
povodne popisané u 21 pripadov s diagndézou ro6znych leukémii alymfémov
odvodenych od B-lymfocytov, vratane CLL, indolentného (nizko agresivny) lymfému
a mnohopocetného myeldmu. Molekuldrne cytogenetické Studie identifikovali na 14q
dva rdézne typy delécii: 1) zahfnajace lokus IGH v oblasti 14q32.33 [d’alej del(14q/IGH)]
a 1) nezahfnajuce lokus IGH. Inicidlna hypotéza predpokladala nezndmy proto-onkogén
na 14q, ktory je v pripadoch s del(14q/IGH) deregulovany regula¢nymi elementmi /GH.
Napriek komplexnému pristupu pilotnej Stidie, ktord stanovila expresny profil
pocetnych  kandidatnych génov  z proximalnej oblasti zlomu rekurentnych
del(14)(q24.1923.33) sa nepodarilo identifikovat’ ziadny uniformne nadexprimovany
gén (Pospisilova et al., 2007).

V predlozenej dizertacnej praci som zhrnula vysledky Stadie, ktora mala za ciel
objasnit neznamy molekularny mechanizmus del(14q/IGH) v dokumentovanych
pripadoch s malignitami B-lymfocytov. Uvazovali sme, ze nalez del(14q/IGH) mdze
u tychto malignit poukazovat na putativny nddorovy supresorovy gén, ktory mapuje
do oblasti s deletovanou genetickou informaciou na 14q.

NajmenSia spolo¢ne deletovana oblast’ (MDR) predstavuje Gsek v rozsahu asi
10.5 Mb (14q32.13932.33). Tento Usek zahffia imprintovani doménu, ktord sa u
¢loveka nachadza na lokuse 14q32.2q32.31 (Wylie et al., 2000). Imprintované gény
predstavuju  osobitni kategériu epigeneticky regulovanych génov. Napriek 2
homologickym alelam su funkcéne haploidné, ¢o znamend, Ze vykazuji parentdlne
Specificky profil expresie iba z 1 alely, druht maji imprintovant, ¢ize transkripne
neaktivnu.

V reguldcii imprintingu su esencidlne vybrané tseky gendému, zname tiez ako
oblasti riadiace imprinting (imprinting control regions, ICR), ¢o su diferencidlne
metylované Casti DNA, ktoré asociuji s imprintovanymi doménami (Bartolomei a
Ferguson-Smith, 2011). S imprintovanou doménou na 14q32.2q32.31 st spojené aspon
2 diferencidlne metylované oblasti (differentially methylated region, DMR), ktoré plnia
ulohu ICR: (i) primarna, zarodocnd DMR medzi génmi DLK1 a GTL2, tiez DLK1-GTL2
IG-DMR (intergenic differentially methylated region) a(ii) sekundarna, post-
fertilizacne derivovand MEG3 (GTL2) DMR. V somatickych bunkich byvaji DMR
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v oblasti 14932 uniformne paterndlne hypermetylované; pokial st tieto useky
maternalneho povodu, vyznacuji sa hypometylovanym profilom. Diferencidlne
metylované oblasti reguluji imprinting vSetkych génov zdruzenych v imprintovane;j
doméne na 14q32. Z price Kagami a kolektivu vyplynulo, ze IG-DMR predstavuje
hierarchicky vyssi ICR, ktory ovplyviiuje nielen metylacny profil génov zdruzenych
v 14q32 imprintovanej doméne, ale aj MEG3 (GTL2) DMR (Kagami et al., 2010).

V imprintovanej doméne na 14q32.2q32.31 sa nachadzaji 3 protein kodujice
gény - DLKI, RTLI aDIO3, ktoré su exprimované selektivne z paternalnej alely
(paternally expressed genes, PEGs). K nim reciprocne imprintované st gény GTL2 (tiez
MEG3), MEGS8 (tiez RIAN) aantisense RTLI (asRTLI), ktoré predstavuji dlhé
nekodujice RNA (long non-coding RNA, IncRNA) a vyznacuju sa expresiou selektivne
z maternalnej alely (maternally expressed genes, MEGs). Mimoriadne pocetnii
kategériu tvoria malé nekddujice RNA, ktoré zahtiiaji niekol’ko malych jadierkovych
RNA (small nucleolar RNA, snoRNA) a jeden z najrozsiahlejSieho zhluku (> 50)
microRNA (miRNA) v 'udskom genome (Benetatos et al., 2013).

Zmeny v epigenetickych profiloch, vratane zmien v metylacii DNA sprevadzaji
patogenézu mnohych humannych nidorov. Znich vybrané vykazuji zmeny
v metylacnom profile aj v imprintovanej DLKI-GTL2 doméne (Astuti et al., 2005).
Paternalne exprimovany DLK] plni tlohu nddorového supresora u karcindmu renalnych
buniek (Kawakami et al., 2006). Nekodujica RNA MEG3 interaguje s pS3/MDM?2, je
zapojena do reguldcie proliferacie, diferencidcie a preZivania buniek a ovplyviiuje
kl'icové signalne drdhy spojené s angiogenézou. Predstavuje putativny nadorovy
supresor vo viacerych typoch solidnych aj hematologickych nadorov (Benetatos et al.,
2011, Gejman et al., 2008, Zhou et al., 2012). Napokon miRNA Ilokalizované
v imprintovanej oblasti na 14q32.2q32.31 si vyznamne zahrnuté v kontrole bunkového
cyklu a imunitnej odpovede a plnia dlohu kandidatneho nadorového supresoru (tieZ anti
oncomir) v patogenéze 'udskych epitelialnych nadorov (Benetatos et al., 2013, Zhang et
al., 2008).

Nasa hypotéza znela: ak je kandidatny nadorovy supresorovy gén asociovany
s del(14q/IGH) lokalizovany v imprintovanej DLKI-GTL2 doméne, moéze byt
inaktivovany v 1 kroku — cielenou deléciou jeho funkcnej alely. Popisana pracovna
hypotéza bola schématicky zndzornend na obrazku 3. Ziskané vysledky boli

prezentované v experimentalnej Casti tejto prace (kapitola IV, Cast’ 2.).
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A) Delécia maternalne exprimovanéhoTSG

Normalne bunky Nadorové bunky

Obrazok 3 - Pracovné hypotézy Prva hypotéza (A) predpokladala imprintovany, maternalne
exprimovany tumor supresorovy gén (TSG). Delécia maternalnej alely (G, Cervend) vedie
k dplnej strate transktriptov TSG v neoplastickych bunkéach, nakolko paternalna kopia (A,
modrd) je epigeneticky umlc¢ana. Za predpokladu, ze vzorky biologického materialu predstavuju
zmes neoplastickych a fyziologicky normalnych buniek, delécia na 14q ma za nasledok
nerovnovahu aliel v informativnych jednonukleotidovych polymorfizmoch DNA (SNP).
Deletovand alela je v porovnani s intaktnou, homologickou alelou v minoritnom zastipeni.
Parentdlny pdvod deletovanej alely sa uréi na zaklade Specifického metylaéného profilu
parentilnych alel (paternalnej versus maternalnej) v DLKI-GTL2 1G-DMR. Alternativna
hypotéza (B) predpokladala paternilne exprimovany TSG arovnaky priebeh v pripade jeho
delécie v nadorovych bunkach (upravené podla Katrincsakova et al., 2009, priloha 5)
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5.4. ABERACIE CHROMOZOMU 14 V SKUPINE B-LYMFOIDNYCH
NEOPLAZIi ASOCIOVANYCH S VILOZNYMI LYMFOCYTMI

Cytogenetické a molekularne cytogenetické Stadie poukézali na rekurentné
chromozémové aberdcie v oblasti 14q32.13/14q32.33 celkom v 35 pripadoch
s diagnézou malignita B-lymfocytov s cirkulujicimi vilé6znymi lymfocytmi. Tato
suthrnnd diagnéza zahfila celkom 3 rdzne neoplazie zrelych B-lymfocytov:
vlasatobunkovu leukémiu (HCL), variantni formu HCL (HCL-v) a splénicky lymfém
marginélnej zony (SMZL) (Tiacci et al., 2006) (obrazok 2). Spolo¢nym znakom tychto
indolentnych, chronickych B-lymfoidnych malignit je vilézna morfologia
neoplastickych buniek (Matutes et al., 1994a, Matutes et al., 1994b, Matutes et al.,
2003); vilézne lymfocyty infiltruji primarne slezinu, kostnu dreii a periférnu krv,
lymfatické uzliny postihuji zriedkavo (Swerdlow et al., 2008). Molekuldrne
cytogenetické analyzy ukdazali, ze t(14;14)(q32.13;q32.33) zahfnaju lokus IGH
(14932.33) a chromozémovy zlom mapuje do oblasti 14q32.13, ktora nesie zhluk 3 T
cell leukemia/lymphoma génov (TCL-1A, TCL-1B, TCL-6), konkrétne do oblasti medzi
TCL6 a TCLIB (1pripad) resp. do oblasti distalne k TCLIA (2 pripady). Dalsie 2 pripady
sa vyznacovali kryptickou inv(14)(q32.13q32.33) taktiez zahfiiajicou lokusy IGH
a TCL1-6 (Urbankova, 2009, Urbankova et al., 2012, priloha 6).

Posledna kapitola predloZenej dizertacnej prace sumarizuje vysledky mojej
experimentalnej prace na tejto skupine hematologickych malignit. Do projektu som sa
zapojila vo faze, kedy boli dostupné vysledky molekularnych analyz, ktoré stanovili
hladinu expresie génov TCLIA, TCLIB a TCL6 a expresny profil celkom 5
kandidatnych génov lokalizovanych centroméricky k lokusu 14q32.13, resp. d’alSich 13
kandidatnych génov z oblasti teloméricky k 14q32.13 (Urbankova et al., 2012, priloha
6). Podnet k experimentom, ktoré som realizovala vychadzal z dat, ktoré publikoval
Calin a kolektiv vo svojej priekopnickej praci venovanej Stadiu dlhych nekddujtcich
RNA transkribovanych z ultrakonzervovanych oblasti (transcribed ultraconserved
regions, T-UCR) (Calin et al., 2007). Tieto inter/intragénové useky I'udského gendému su
absoldtne konzervované medzi huméannymi a hlodavéimi genomami (mysi a potkany)
a citovana praca patri medzi pilotné Stidie, ktoré zmienili ich vyznam v patogenéze
I'udskych karcindmov a leukémii, konkrétne u CLL.

V snahe patrat’ po molekuldrnom mechanizme aberacii na 14q32.13/14q32.33

v skupine B-lymfoidnych malignit asociovanych s viléznymi lymfocytmi sme
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predpokladali potenciadlnu dlohu vybranych ¢lenov T-UCR v Studovanych pripadoch.
V oblasti chromozému 14 sme identifikovali celkom 24 r6znych T-UCR. Z nich sme po
detailnej analyze cielovej oblasti v dokumentovanych pripadoch
s t(14;14)(q32.13;q32.33) resp. inv(14)(q32.13q32.33) vybrali celkom 3 T-UCR, uc.379
(chr14: 95421409 — 95421660), uc.380 (chrl4: 957526635 — 95752866) auc.381
(chr.14:95869331 — 95869668). Tieto T-UCR mapuji do oblasti upstream od génu
VRKI1 (14q32.2), ktory patri do skupiny 18 kandidatnych protein koédujicich génov
v naSej molekularnej Stadii (Urbankova et al., 2012, priloha 6). Ziskané data
o expresnom profile 3 kandidatnych T-UCR v Studovanej skupine B-lymfoidnych

malignit boli prezentované v experimentalnej Casti tejto prace (kapitola IV, Cast’ 3.).
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II. CIELE PRACE

Predlozena dizertatna praca s nazvom Molekularna bioldgia hematologickych
malignit bola venovana dvom hlavnym okruhom:
okruh I: Molekularna charakterizicia akitnych myeloblastovych leukémii s normalnym
karyotypom (AML s NK)
okruh II: Stidium molekularnej podstaty abnormalit chromozému 14 v oblasti IGH

(14932.33) u vybranych B-lymfoidnych malignit

V Casti venovanej AML mala tato praca za ciel”:
o zaviest detekciu génovych mutacii s rekurentnym vyskytom u AML s NK do
laboratdrnej praxe
o vytvorit’ subor AML s NK a urcit’ frekvenciu a distribiciu génovych mutacii
v tomto subore
o zhodnotit, ¢i molekularna stratifikacia ma klinicky vyznam v Studovanom
subore AML s NK diagnostikovanych a kurativne liecenych na HOK FNOL a

zhodnotit’ ziskané déita v kontexte s publikovanymi $tadiami

V Casti  venovanej Stadiu molekuldrnej podstaty abnormalit chromozému 14
u vybranych B-lymfoidnych malignit s cytogenetickymi aberidciami v oblasti IGH
(14g32.33) mala tato praca za ciel’:
o overit hypotézu o nendhodnom vybere deletovanych aliel 14q v sdbore
pacientov s cytogeneticky potvrdenou intersticialnou del(14q/IGH)
o overit hypotézu o ulohe nekdédujicich RNA transkribovanych z ultra
konzervovanych oblasti (T-UCR) na 14q32 v molekularnej patogenéze B-
lymfoidnych malignit asociovanych s viléoznymi lymfocytmi s abnormalitami

v oblasti 14q32.13/14q32
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III. MATERIAL A METODY

1. PRIPRAVA TEMPLATU PRE MOLEKULARNE ANALYZY

IZOLACIA DNA

Gendmickd DNA bola izolovand metédou fenol-chloroformovej extrakcie nukleovych
kyselin. V Casti pripadov bola gendémickd DNA ziskand pomocou komeré¢ného kitu
Gentra Puregene Blood Kit na zéklade postupu odporucaného vyrobcom (Qiagen,
Hilden, Germany). DNA bola homogenizovana v roztoku 10 mmol.l-1 TRIS pH 7.5. Jej
koncentricia a Cistota bola urena spektrofotometricky na pristroji NanoDrop ND 1000
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington USA).

IZOLACIA RNA A REVERZNA TRANSKRIPCIA
Analyza molekuldrnych zmien u AML s NK na tirovni RNA

Celkova RNA bola izolovand pomocou Trizol reagentu podl'a protokolu vyrobcu (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA); kvalita a kvantita RNA
bola overend spektrofotometricky (NanoDrop ND 1000, Thermo Fisher Scientific,
Wilmington USA) a agardzovou gélovou elektroforézou. Reverzna transkripcia: RNA (1
ug) bola inkubovana 10 min pri 70 °C a po ochladeni (5 min/I'ad) bola zmieSana s RT
pre-mixom: SxExpand TM reverse transcriptase buffer first stra (4 pl, 1x), S0mM
MgCL, (2 pl, 5 mM), 10 mM dNTPs (2 pl, 1 mM), 100 mM DTT (2 pl, 10 mM),
inhibitor RNaz (0.5 ul, 20 U), ndhodné hexaméry (5 pl, 25 uM), reverzna transkriptaza
Superscript II (0.5 pl, 100 U) a DEPC voda do celkového objemu 20 pl. Objem
jednotlivych zloziek a vyslednd koncentrdciu v reakénej zmesi bola uvedend
v zatvorkidch. Algoritmus reverznej transkripcie: 20°C/10 min; 42°C/45 min;
99°C/3min. Ziskané vzorky cDNA boli doplnené na celkovy objem 50 pl sterilnou
vodou.

Analyza expresie dlhych nekodujiicich RNA na chromozome 14 v skupine B-
lymfoidnych malignit s abnormalitami v oblasti 14¢32.13/14g32.33

Vzorky RNA boli ziskané postupom, ktory kombinoval Standardni homogeniziciu
buniek v Trizol reagente (slezina), resp. v Trizol LS (periférna krv) s protokolom
extrakcie RNA pomocou komeréného kitu RNAeasy mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Rezy sleziny po splenektomii (50 az 10 mg tkaniv resp. 5-10x10° buniek)
boli homogenizované v 500 ul Trizol reagentu (resp. 250 ul periférnej krvi v 750 pl
Trizol LS), inkubované (5 min/izbova teplota), homogenizované v 100 ul (slezina) resp.
200 pl (periférna krv) chloroformu a separované pri 12000 rpm/25 min/4 °C. K vrchnej
(vodnej) faze bol pridany 1 objem 70 % etanolu a zmes sa preniesla na mini kolénku
(stcast’ komercného kitu RNeasy mini kit, Qiagen, Hilden Germany). Postup extrakcie
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RNA prebiehal pomocou komeréne dodavanych roztokov podla protokolu vyrobcu
(RNeasy mini kit Handbook). Genémickd DNA bola zizolovanej RNA odstranena
DNéazou I (30 min / 37 °C) podl'a postupu vyrobcu enzymu (Roche, Basel, Switzerla).
Reverzna transkripcia prebiehala v celkovom objeme 20 pl nasledovne: K RNA (objem
odpovedajici 1 pg) boli pridané ndhodné hexaméry (3pg/pl, 1 ul) a reakcia bola
doplneni do celkového objemu 13 pl DEPC vodou. Vzorky boli inkubované 5 min pri
70 °C, schladené a bol k nim pridany 5x First Strand Buffer (4 pl), 10mM dNTPs (1 pl)
a 0.1 M DTT (2 ul). Pocas inkubicie (10 min/izbova teplota) bol zo vzorky
odpipetovany objem 1 pl do 3 pl vody. Ziskané vzorky sluzili ako kontrolné vzorky
(tzv. non-amplification control, NAC). K ostavajicej reak¢nej zmesi bola pridana
reverzna transkriptdza (0.5 ul) a zmes bola inkubovana 50 min pri 42°C. Reakcia bola
zastavena pri 70 °C/10 min; vzorky cDNA boli doplnené na celkovy objem 50 pl vodou
prostou RN&z (vyslednd koncentracia = 20ng/pl) apodrobené RT-qPCR.
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2. EXPERIMENTALNA CASTPRVA: ANALYZA VYBRANYCH
MUTACII REKURENTNYCH U AML s NK

3.1. SUBOR PACIENTOV

Analyzovany subor tvorili pacienti diagnostikovani a kurativne lieceni na HOK FNOL
v rokoch 1997 — 2012 s diagnézou primérna (de novo) AML s NK. Cytogenetické
vySetrenie diagnostickych vzoriek kostnej drene, resp. periférnej krvi pacientov
prebiehalo v Laboratdériu cytogenetiky a molekuldrnej cytogenetiky HOK FNOL.
Pacienti s de novo AML boli do molekuldrnej Stidie zaradeni v pripade, ak metédami
klasickej cytogenetiky neboli potvrdené ziadne zmeny karyotypu. Molekularnej analyze
boli podrobené vzorky kostnej drene a/alebo periférnej krvi pacientov z doby diagnézy.

Subor zahtnal 89 de novo AML s NK (43 muzov a 46 zien) vo veku 22.4 — 72.2
(median 54.8 rokov), podiel mladsich pacientov do vekovej hranice 60 rokov ( < 60.0
rokov) tvoril 66 % (59/89) (tabulka 15). Kazdy pacient zaradeny do stiboru podpisal
informovany sdhlas s odberom biologického materidlu pre potreby laboratornej
diagnostiky v sulade so Standardnym opera¢nym postupom na HOK FNOL.

Pacienti boli najcastejSie lieCeni indukénym rezimom ““7+3” (kombindcia cytarabin 7
dni + antracyklin 3 dni); ak nedosiahli KR po 1. induk¢nom cykle, pokracovali v
zachrannom (salvdzovom) chemoterapeutickom rezime FLAG (fludarabin, cytarabin
a faktor stimulujuci koldnie granulocytov). Konsolida¢na terapia pozostavala z d’alSieho
cyklu chemoterapie v Standardnej davke “7+3” (“5+2”) alebo vo vysokej ddvke ARA-C
(cytarabin). Pacienti, ktori dosiahli KR po 2 cykloch konsolida¢nej chemoterapie
pokracovali v 3. cykle konsolidicie alebo boli indikovani k aloTKB, pokial’ bol
dostupny pribuzny/nepribuzny darca a pacient splnil indika¢né kritéria pre aloTKB
stanovené na HOK FNOL. V ramci postremisnej terapie podstupilo 40 pacientov TKB,
v 39 pripadoch i$lo o aloTKB, v 1 pripade o autoTKB v 1. KR (tento pacient podstipil
po 1. relapse reindukénu chemoterapiu, dosiahol 2. KR a absolvoval aloTKB).
Alogénna TKB bola u 33 pacientov realizovand v 1. KR, u 6 pacientov mimo remisiu
(3x relaps, 2x chemorezistencia, 1x aktivna fiza AML; do hodnotenia nebol zahrnuty
pacient, ktory podstipil aloTKB v 2. KR po predchiadzajicej autolégnej TKB); 3
pacienti podstupili viac ako 1 aloTKB.

3.2. FRAGMENTACNA ANALYZA PCR PRODUKTOV

Fragmentacnli analyzu (FA) PCR produktov pomocou kapilarnej elektroforézy som do
LMB HOK FNOL zaviedla k detekcii $pecifickych molekularnych zmien dvoch génov,
NPM1 a FLT3. Princip molekuldrnej analyzy spocival v simultannej detekcii ITD
v oblasti juxtamembranovej domény génu FLT3 (exény 14, 15) a mutacného statusu
génu NPMI (ex6n 12, recentne ex6én 11) podla principu, ktory navrhli Noguera
a kolektiv (Noguera et al., 2005).

Sekvencie primerov, vratane Specifickych modifikacii boli uvedené v prilohe 1.
ZlozZenie reakénych zmesi bolo v podmienkach LMB HOK FNOL optimalizované.
Reakéna zmes pre analyzu NPM1 obsahovala: 2 pl templitovej cDNA (~ 40ng RNA),
zmes dNTPs (200 uM), 10x PCR Buffer II (-MgCly) (1x), MgCl, (2mM),

38



oligonukleotidové primery (NPM1_12F a NPM1 12R, kazdy 0.12 uM) a Gold TAQ
DNA polymeréaza (0.02 U/ul). Reak¢énd zmes pre analyzu FLT3-ITD obsahovala: 2 pl
templatovej cDNA (~ 40ng RNA), zmes dNTPs (200 uM), 10x PCR Buffer II (-MgCl,)
(1x), MgCl, (2mM), oligonukleotidové primery (FLT3_ITD_F a FLT3 1TD R, kazdy
0.8 uM) a Gold TAQ DNA polymerazu (0.04 U/ul). Findlne koncentricie jednotlivych
komponentov reakcnej zmesi boli uvedené v zatvorkdch. Amplifikdcia cDNA
prebiehala pre kazdy gén samostatne v 2 nezéavislych PCR pri identickych podmienkach
teplotného a casového profilu, ktory bol optimalizovany v podmienkach LMB HOK
FNOL (tabulka 5).

Tabul’ka 5 - Teplotny a ¢asovy algoritmus PCR analyzy NPM1 A FLT3

Néazov kroku Teplota Cas Pocet cyklov
aktivacia 95°C 10 min 1
polymerizacia 95°C 45s

56°C 1 min 40

72°C 1 min
zévereéqé N 7200 10 min 1
polymerizicia
chladenie 4°C 00 1

Ziskané PCR produkty boli separované agarézovou gélovou elektroforézou s pridavkom
etidium bromidu (0.5 pg/ml) pri Standardnych podmienkach elektroforézy 5V/cm po
dobu 1h aboli vizualizované pri 260 nm pomocou UV transiluminétora
s dokumentaénym zariadenim (Nanodrop ND 1000).

PCR produkty boli pred FA denaturované v roztoku deionizovaného formamidu (95
°C/5 min). Denaturovani zmes v zloZeni deionizovany formamid, fluorescencne
znaCeny DNA velkostny Standard a obidve PCR produkty boli analyzované kapilarnou
elektroforézou na genetickom analyzéitore ABI PRISM 310, resp. na ABI PRISM 3100
(obidve Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) pri
podmienkach stanovenych v Standardnom opera¢nom postupe pre FA v LMB HOK
FNOL. Vysledky FA boli hodnotené automaticky pomocou programu GeneMapper
version 4 (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA).

3.3. PRIAMA SEKVENACNA ANALYZA PODI’A SANGERA

Metddou priameho sekvenovania (SEQ) na trovni gendmickej DNA bola analyzovana
kompletna kodujuca sekvencia génu CEBPA, vybrané exény génov WT'1 (exény 7 a 9),
IDHI] (ex6n 4), IDH2 (ex6n 4) a boli identifikované typy muticii génu NPMI
v pripadoch, v ktorych na muticie NPMI poukazali vysledky skriningu pomocou FA
(vid’ kapitola vyssie).

Priprava templatu na SEQ (PCR amplifikacia cielového useku genémickej DNA, resp.
cDNA) bola zhrnuté pre kazdy analyzovany gén samostatne.
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PCR amplifikdcia génu CEBPA: Kodujica sekvencia CEBPA bola rozdelena na 4
vzdjomne sa prekryvajice oblasti (obrdzok 4). Sekvencie oligonukleotidovych primerov
boli uvedené v prilohe (priloha 1).

GCGGGCGCCHENERGE i

BEEIEIEEEEENGGGCGGCGGCGACGCCCCGCGCAGGCTGGAGGCCGCCGAGGCTCGCCATGCC
GGGAGAACTCTAACTCCCCCATGGAGTCGGCCGACTTCTACGAGGCGGAGCCGCGGCCCCCGATGAGCAGCCACCTGCAGAG
CCCCCCGCACGCGCCCAGCAGCGCCGCCTTCGGCTTTCCCCGGGGCGCGGGCCCGCCGAAGCCTCCCGCCCCACCTGCCGCCC
('(;(;\(i('('(;(_l’(i(;(u('(i(;( ATCTGCGAGCACGAGACGTCCATCGACATCAGCGCCTACATCGACCCGGCCGCCTTCAACGACGA
GTTCC] CC( ( (

TGGTGATCAAGCAGGAGCCCCGCGAGGAGGATGAAGCCAAGCAGCTGGCGCTGGCCGGCCTCTTCCCTTACCAGCCGCCGCC

GCCGCCGCCGCCCTCGCACCCGCACCCGCACCCGLCCGCCCGCGCACCTGGCCGCCCCGCACCTGCAGTTCCAGATCGCGCACT
GCGGCCAGACCACCATGCACCTGCAGCCCGGTCACCCCACGCCGCCGCCCACGCCCGTGCCCAGCCCGCACceccaeaeecae
GCTCGGTGCCGCCGGCCTGCC(C E(;(?(ET’GGCAGCGCGCTCAAG(N iIGCTGGGCGCCGCGCACCCCGACCTCCGCGCGAGTGGC
GGCACGGGCGCGGGCAAGGCCAAGAAGTCGGTGGACAAGAACAGCAACGAGTACCGGGTGCGGCGCGAGCGCAACAACAT

(‘(}('(i(}'l‘(i('(i(',\\(},\(}(‘('(i(‘(;\(‘\\('.('.(‘(‘\\(}('\(}((i(‘\\(‘(;I'(i(i\(;‘\:_}(‘\(;('\(‘,\\(](]'[(i(‘l'(;(i\(‘,("I(}\('( AGTGACAA
TGACCGCCTGCGCAAGCGGGTGGAACAGCTGAGCCGCGAACTGGACACGCTGCGGGGCATCTTCCGCCAGCTGCCAGAGAGC
TCCTTGGTCAAGGCCATGGGCAACTGCGCGTGAGGCGCGCGGCTGTGGGACCGCCCTGGGCCAGCCTCCGHEGEGEACCOAG
GOAGTGGTT TGGGGTCGCCGGATCTCGAGGCTT

-«

Obrazok 4 - Koédujica oblast CEBPA — polohy oligonukleotidovych primerov Referencna
CEBPA cDNA sekvencia GenBank U34070 (version U34070.1), analyzovana oblast’ nt 500 az
1726). Amplifikovany tusek DNA zahinal kompletni koédujiicu sekvenciu CEBPA (CDS:
592...1668) vratane 92 nukleotidov z 5 neprekladanej oblasti (untranslated region, UTR) a 58
nukleotidov z3"UTR. PCR amplifikdcia prebiehala v 4 castiach pomocou 4 parov
oligonukleotidovych primerov Polohy 8 oligonukleotidovych primerov CEBPA_1F (500 —
519), CEBPA _IR (824-844), CEBPA _2F (744-761), CEBPA _2R* (1087-1108), CEBPA
_3F* (1017-1036), CEBPA _3R (1414-1441), CEBPA _4F* (1336-1353) a CEBPA _4R (1706-
1726) su vyznacené farebne, Sipky naznacuji smer (5°—3") nasadania paru primerov pre kazda
7o 4 analyzovanych, vzijomne sa prekryvajicich oblasti CEBPA (— - forward/F, « -
reverse/R, jednotlivé oblasti st odlisené farebne). V schéme je farebne vyznacena poloha
inicia¢ného kodénu (ATG, nt 151) a stop kodénu (TGA, nt 1227). Primery oznacené * som
navrhla samostatne, nukleotidové sekvencie ostatnych primerov som prevzala z publikovanej
prace (Frohling et al., 2004).

Amplifikdcia CEBPA (~ 75 % podiel GC) prebiehala pomocou AccuPrime™ GC-Rich
DNA polymerazy (Invitrogen/Life technologies). Zlozenie reakénej zmesi a podmienky
teplotno/Casového algoritmu PCR boli optimalizované na zéklade odporucani vyrobcu
DNA polymerazy. Reakéna zmes bola pre kazdu zo 4 analyzovanych oblasti uniformna,
odliSovala sa parom oligonukleotidovych primerov a obsahovala 50 ng templatovej
DNA, par oligonukleotidovych primerov (kazdy 0.2 uM), AccuPrime™ GC-Rich DNA
polymerdzu (0.04U/ul) a reakény pufor AccuPrime™ GC-Rich Buffer A (1x), ktory
predstavoval hotovd zmes MgSO4, dNTPs a AccuPrime™ proteinov. Finalne
koncentracie komponentov reakénej zmesi boli uvedené v zatvorkdch. Amplifikacia
prebiehala podla algoritmu uvedeného v tabul’ke 6.
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Tabul’ka 6 - Teplotny a ¢asovy algoritmus PCR analyzy CEBPA S vynimkou 1 oblasti
(oblast’ 1) boli vsetky oblasti CEBPA amplifikované uniformne. Amplifikacia prvého tdseku
(oblast 1) vyzadovala niz§iu teplotu nasadania oligonukleotidovych  primerov
v polymerizacnom kroku a menej cyklov amplifikdcie v porovnani so zvySnymi 3 usekmi
(oblast’” 2, 3, 4). Rozdiely Specifické pre amplifikaciu 1. useku si v tabulke vyznacené
hviezdickou.

Nézov kroku Teplota Cas Pocet

aktivacia 95°C 3 min 1

polymerizicia 95°C 30s "
65°C #/70°C | 30s 30%/35
72°C 30s

zavereena 72°C 10 min 1

polymerizicia

chladenie 4°C o0 1

PCR amplifikdcia vybranych exonov génu WTI: Sekvencie oligonukleotidovych
primerov, ktoré sluzili na amplifikdciu exénov 7 a9 WTI boli uvedené v prilohe
(priloha 1). Zlozenie reakénej zmesi a podmienky teplotno/¢asového algoritmu PCR
boli optimalizované na zaklade odporti¢ani vyrobcu Phusion ® Hot Start High-Fidelity
DNA polymerazy (Thermo Fisher Scientific/Finzymes Oy, Vantaa, Finland). Reakéna
zmes obsahovala 50 ng templatovej DNA, par oligonukleotidovych primerov (kazdy
0.25 uM), zmes dNTPs (200 uM), DNA polymerazu (0.01U/ul) a reakény pufor 5x
Phusion® HF Buffer (1x). Finalne koncentracie komponentov reak¢nej zmesi boli
uvedené v zatvorkdch. Amplifikacia prebiehala podla algoritmu, ktory bol uvedeny
v tabul’ke 7.

Tabul’ka 7 - Teplotno/¢asovy profil amplifikacie vybranych exénov WT'1

Nazov kroku Teplota Cas Pocet
aktivacia 98°C 30s 1
polymerizicia 98°C 30s
62°C 10s 35
72°C 15s
zdvereCnd | 4500 0min |1
polymerizacia
chladenie 4°C o0 1

PCR amplifikdcia génov IDHI a IDH2: Sekvencie oligonukleotidovych primerov,
ktoré som navrhla na amplifikdciu muta¢nych hot-spotov IDHI (ex6én 4) a IDH2 (exén
4) boli uvedené v prilohe (priloha 1). Genémickd DNA bola amplifikovand pomocou
Phusion® Hot Start High-Fidelity #DNA  polymerdzy (Thermo  Fisher
Scientific/Finzymes Oy, Vantaa, Finland). Zlozenie reakénej zmesi a podmienky
teplotno/Casového algoritmu PCR boli optimalizované na zéklade odporucani vyrobcu
DNA polymerazy. Reakénd zmes obsahovala 50 ng templatovej DNA,
oligonukleotidové primery (kazdy 0.5 pM), zmes dNTPs (200 uM), DNA polymerazu
(0.01U/ul) areakény pufor 5x Phusion® HF Buffer (1x). Findlne koncentréacie
jednotlivych komponentov reakénej zmesi boli uvedené v zatvorkach. Amplifikacia
prebiehala podla algoritmu uvedeného v tabul’ke 8.
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Tabulka 8 - Teplotno/¢asovy profil amplifikacie 4. exénu IDHI a IDH?2

Nazov kroku Teplota Cas Pocet
aktivacia 98°C 30s 1
polymerizicia | 98°C 10s 35
60°C 20s
72°C 15s
zaverecna 72°C 10 min 1
polvmerizacia
chladenie 4°C 0 1

PRECISTENIE PCR PRODUKTOV PRED SEQ: Zvysky oligonukleotidovych primerov,
nukleotidov, polymerazy, soli a d’alS§ich neziaducich zloziek boli pred SEQ z PCR
produktov odstrdnené pomocou komeréného kitu QIAquick PCR Purification Kit podla
protokolu odporuc¢aného vyrobcom (Qiagen, Hilden, Germany). PCR produkty boli
vizualizované pomocou agarézovej gélovej elektroforézy a bol stanoveny kvantitativny
vytazok amplifikicie templatu relativne k odpovedajicim fragmentom kvantitativneho
velkostného Standardu 2 log DNA ladder 0.1 — 10.0 kb (New England Biolabs)
(1pg/ul). Elektroforeticka separacia prebiehala v 1.1 % agar6zovom géli pri
Standardnych podmienkach elektroforézy, ktoré boli uvedené vyssie (kapitola 3.2).

SEKVENACNA ANALYZA - URCENIE MNOZSTVA TEMPLATU, ZLOZENIE SEKVENACNEJ
ZMESI, TEPLOTNO/CASOVY PROFIL SEKVENACNEJ REAKCIE: Mnozstvo amplifikovane;j
DNA uréenej do sekvenaénej reakcie bol stanoveny na zaklade dizky cielového tiseku
DNA analyzovaného génu, resp. jeho usekov (priloha 1) na zadklade vzorca: 2 ng
templatovej DNA na kazdych 500 bp PCR produktu. VSeobecné zloZenie reakcnej
zmesi, teplotny a ¢asovy profil sekvenacnej reakcie bol uvedeny v tabul'ke 9. Prislusné
useky génov CEBPA a WTI boli sekvenované pomocou jedného z uniformnych
oligonukleotidov M13F resp. M13R. Gény IDHI aIDH?2 boli sekvenované jednym
z oligonukleotidov, ktoré sluzili na amplifikdciu mutacnych hotspotov tychto génov.
Gén NPM1 bol sekvenovany pomocou primeru NPM_12R bez 5° modifikécie (priloha

1).

Tabul’ka 9 - ZloZenie reakénej zmesi a teplotno/casovy profil sekvena¢nej PCR

Reagencie Zasobna Vysledna Teplota Cas | Cykly
koncentracia koncentracia [°C]

Pufor 5x 1x 96 4 1

Primer 10 umol.1-1 0,2 pmol.1-1 96 20s

BigDye 2,5x 0,5x 50 5s 31

DNA 2 ng/500 bp 60 4

Celkovy 10 ul 4 o0 1
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PRECISTENIE PCR PRODUKTOV PRED KAPILARNOU ELEKTROFOREZOU
A KAPILARNA ELEKTROFOREZA: Produkty sekvenacnej reakcie boli purifikované
pomocou komerc¢ného kitu Agencourt CleanSEQ podl'a navodu vyrobcu (Agencourt
Bioscience Corporation, A Beckmann Coulter Company, Beverly, Massachusetts USA).
Proces purifikdcie bol zndzorneny na obrdzku 5 a prebiehal nasledovne: Sekvenacné
produkty (plny objem, tj. 10 ul) boli zmieSané s komerénymi magnetickymi partikulami
(10 pl) a 85% etanolom (42 pl). Zmes bola umiestnend na magneticku platiiu
(Agencourt SPRIPlate 96R), ktora Specificky viazala magnetické castice. Po 5 min
inkubécie v magnetickom poli bol zo vzoriek odpipetovany &iry roztok. NeZziaduce
zlozky sekvenacnej reakcie boli odstranené opakovanym premyvanim 85 % etanolom
(celkom 2x po dobu 30s, 4 100 ul). DNA viazand na magnetické Castice a
imobilizovand v magnetickom poli pocas purifikacnych krokov bola z magnetického

pola uvolnena pomocou eluéného roztoku (0.1 mmol.I" EDTA, §tandardne 30 pl).

{ Agencourt Mix 7 Discard Supernatant
CleanSEQ Ethanol Incubate 3 Min. Separate 3 Min, EthanolWash  Air Dry 10 Min. Elution Buffer

&% .5 AL i 3
Hrovr 3 SrovR S 804 % o8 E
@ 5> Loy, 23 oy 55 &%mf?; aﬁw@; $28588 g
Yo 0 Lo .
> < et Magnet T Magnet

- - - - - - -

Obrazok 5 - Purifikacia PCR produktov pomocou kitu AGENCOURT CLEANSEQ Postup
bol popisany v texte. Obrazok prevzaty z protokolu 000600v032 (Agencourt Bioscience
Corporation, A  Beckmann Coulter Company, Beverly, Massachusetts USA,
https://www.beckmancoulter.com)

Kapilarna elektroforéza prebiehala na genetickom analyzatore ABI 310, resp. ABI 3100
(Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) pri podmienkach
urenych v Standardnom operacnom postupe LMB HOK FNOL. Hrubé data
sekvenacnej analyzy boli hodnotené pomocou pocitacovych programov Chromas Lite
version 2.33 (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane QLD Australia), Sequence Scanner
v1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA USA) a Sequencher® version 5.0 (Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, MI USA). Zistené sekvencie analyzovanych génov boli
porovnavané s referencnymi sekvenciami publikovanymi v databaze Ensembl,
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Zoznam referencnych sekvencii pre
konkrétne gény bol uvedeny v prilohe (priloha 1). Odchylky od referencnej sekvencie
boli popisované na zdklade odporucani Human Genome Variation Society
(http://www.hgvs.org/mutnomen).
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3.4. RFLP ANALYZA PCR PRODUKTOV

Princip detekcie bodovych mutacii v Specifickych kodonoch FLT3 (D835/1836) v ex6ne
20 (povodne exdén 17) sa zakladal na principe RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism). Postup zahfnal amplifikaciu cielového useku FLT3, restrikénu analyzu
amplifikovanej DNA a detekciu genotypov agar6zovou gélovou elektroforézou.
Amplifikacia templétove;j DNA prebiehala pomocou publikovanych
oligonukleotidovych primerov (Yamamoto et al., 2001) (priloha 1). Reakénd zmes
obsahovala 2 pl templitovej DNA (~ 100ng), zmes dNTPs (200 uM), 10x PCR Buffer
II (-MgCl,) (1x), 25 mM MgCl, (2mM), oligonukleotidové primery (D835_F
a D835 R, kazdy 0.4 uM) a Gold TAQ DNA polymerazu (0.01 U/ul). Templatova
DNA bola amplifikovana pomocou algoritmu, ktory bol uvedeny v tabul’ke 10.

Tabulka 10 - Teplotny a ¢asovy algoritmus PCR analyzy FLT3 (exén 20)

Nazov kroku Teplota | Cas Pocet cvklov
aktivacia 95°C 10 min 1
polymerizicia 95°C 45's

63°C | min 35

72°C 1 min
zaverecna 72°C 10 min 1
polvmerizacia
chladenie 4°C 0 1

PCR produkty boli pred restrikénou analyzou vyzrazané pri -20 °C pomocou 96 %
etanolu (5 pl) a 3M octanu sodného (150 ul) v silade so Standardnym protokolom
alkoholovej precipitacie, s moZnost'ou pridania nosica (glykogén, 20 ng/reakcia). Pelet
bol ziskany centrifugiciou, 1x premyty 70 % alkoholom a po d’alSom centrifuga¢nom
kroku bol rozpusteny v 12 pl sterilnej vody. VSetky centrifugacné kroky prebiehali pri
14000 rpm / 4°C / 30 min. Restrikénej analyze bola podrobena zmes zloZena z
precipitovaného PCR produktu (5 pl) arestrikéného mixu (15 ul), ktory sa skladal
z pufru 10x NEBuffer 3.1 (1x), 10x BSA (1x) a restriktazy EcoRV (1U/ul), doplneny
sterilnou vodou do objemu 15 pl. Restrikéné analyza prebiehala pri 37 °C po dobu 3.5 h
a bola ukoncend elektroforetickou separaciou PCR produktov v 3 % agar6zovom géli
pri Standardnych podmienkach elektroforézy, ktoré boli uvedené vyssie (kapitola 3.2).
Princip RFLP analyzy bol nasledovny: Vo vzorkdch bez bodove; muticie
v tyrozinkinazovej doméne FLT3 doslo k Stiepeniu PCR produktu (114 bp) restriktdzou
EcoRV na fragmenty velkosti 68 bp a 46 bp. V pripade vyskytu bodovej muticie
rozpoznavacie miesto pre restriktizu EcoRV zaniklo a nedochéadzalo k Stiepeniu PCR
produktu.
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3.5. KONVENCNA RT-PCR

Detekcia KMT2A-PTD prebiehala v podmienkach dennej laboratérnej praxe LMB HOK
FNOL na drovni cDNA s vyuzitim paru oligonukleotidovych primerov a podmienok
RT-PCR, ktoré popisal Jamal a kolektiv (Jamal et al., 2001). RT - PCR produkty boli
separované agardézovou gélovou elektroforézou v 1.5 % agar6zovom géli pri

Standardnych podmienkach -elektroforetickej separacie, ktoré boli uvedené vysSie
(kapitola 3.2).

3.6. STATISTICKA ANALYZA

Dichotomické premenné v ramci jednotlivych skupin boli porovnavané na zdklade
Fisherovho exaktného testu, kontinudlne premenné boli hodnotené neparametrickym
Mann-Whitney U testom. Kaplan-Meier-ové krivky prezitia boli generované po
definovani OS a DFS, ktoré bolo nasledujuce:

Celkové prezitie (overall survival, OS) - interval od doby diagnézy AML po ditum
exitu. Zijuci pacienti boli cenzarovani k datumu poslednej navitevy. Analyza sa tykala
celého suboru vysetrovanych pacientov (n = 89).

Prezitie bez priznakov ochorenia (disease free survival, DFS) - interval od datumu 1.
KR po relaps alebo smrt’, tj. v pripade dmrtia v KR bez relapsu bol ditum exitu
hodnoteny ako platny bod (event). Ak pacient prezival v KR, jeho data boli cenziirované
k datumu poslednej navstevy na HOK FNOL. Analyza sa tykala skupiny (n = 80), ktora
dosiahla 1. KR.

Celkové prezitie pacientov, ktori dosiahli KR (OSkr) — interval medzi datumom
diagnézy a datumom exitu; hodnotenie sa tykalo pacientov, ktori dosiahli po primarne;j
terapii KR.

Statistické analyzy boli kalkulované pomocou softwaru SPSS Statistics 20 (SPSS,
Chicago, IL) a GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA) a boli povaZzované
za signifikantné na drovni P < 0.05.
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3. EXPERIMENTALNA CAST DRUHA: URCENIE
PARENTALNEHO POVODU DELETOVANYCH ALIEL 14q
V SKUPINE B-LYMFOIDNYCH MALIGNIT S
INTERSTICIALNOU DELECIOU V OBLASTI IGH
[del(14q/IGH)]

3.1. SUBOR PACIENTOV

Do stadie bolo zahrnutych 20 pacientov s cytogeneticky potvrdenou del(14q/IGH).
Biologicky materidl sa vyznacoval variabilnou infiltraciou neoplastickymi bunkami s 15
az 70 % zastipenim buniek s del(14q/IGH) (tabulka 17). Templdtom molekularnych
analyz bola gendmickda DNA extrahovand z lymfatickych uzlin (7 pripadov), periférne;j
krvi (4 pripady) a kostnej drene (9 pripadov) podla postupu, ktory bol uvedeny vyssie
(Cast’ Izoldcia DNA). Molekularne Studie boli povolené etickou komisiou Oddelenia
huménnej genetiky Fakultnej nemocnice Gasthuisberg belgickej katolickej univerzity v
Leuven (Department of Human Genetics, University Hospital Gasthuisberg, Catholic
University Leuven, Leuven, Belgium).

3.2. GENOTYPIZACIA JEDNONUKLEOTIDOVYCH DNA
POLYMORFIZMOV

Ciel'ova oblast’ genotypizacie SNP (14g32.33) bola schématicky zn4dzornena na obrazku
6. Oblast’ v rozsahu ~ 0.85 kB zahimala DLKI/GTL2 1G-DMR (GeneBank AL117190,
51015-51180 (Astuti et al., , 2005) a 86 nukleotidov z upstream a 600 nukleotidov
z downstream oblasti. Ciel'ovy tsek gendmickej DNA bol rozdeleny na 2 prekryvajice
sa oblasti A a B (obrazok 6). Amplifikacia DNA prebiehala pomocou Gold TAQ DNA
polymerdzy a 2 parov oligonukleotidovych primerov: aF a aR (oblast’ A), resp. bF a bR
(oblast B). Sekvencie oligonukleotidovych primerov boli navrhnuté pomocou
automatickych nastrojov urenych na dizajn primerov aich kompletné sekvencie boli
uvedené v prilohe (priloha 1). Reak¢na zmes v celkovom objeme 50 pl obsahovala 1 pl
templatovej] DNA (~ 50 ng), zmes dNTPs (0.2 mM), 10x PCR Buffer II (-MgCl,) (1x),
25 mM MgCl, (2mM), oligonukleotidové primery (aF+aR resp. bF+bR, kazdy z dvojice
0.5 uM) a Gold TAQ DNA polymerazu (0.02 U/ul). Vysledné koncentricie
komponentov reak¢énej zmesi boli uvedené v zatvorkach. Algoritmus PCR: inicidlna
denaturicia dvojvlaknovej DNA 95°C/10 min a 30 cyklov denaturécie pri 94°C po dobu
30 s, pripojenia oligonukleotidovych primerov pri 60°C (oblast’ A) alebo 58°C (oblast’
B) po dobu 30 s a polymerizacie pri 72°C po dobu 40 s. Cyklicka amplifikacia templatu
bola ukoncena polymerizaciou pri 72°C po dobu 7 min. Ziskané produkty boli
purifikované pomocou mikroplatnicky so Specifickym membranovym filtrom
MultiScreen® PCRu96 Filter Plate na filtratnom zariadeni pre vakuovu filtraciu, ktory
bol zostaveny podl'a odporucani vyrobcu (Merck KGaA/Millipore, Darmstadt,
Germany). Struény postup purifikacie bol zndzorneny na obrazku 7.
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GAACTGGGGCATTGTTTACACCCCAGGCTGGAATTGCTAAGAGTTTGTGGATCTGTGAGAAATGACTTCGCTCA
CTGGGCTGGGCCTTGCCAGTTGCCTGTGGTTCACCAGTTGCCCGCGGCTCACCAGTTGCCCGCGACTCACCAGG
TGCCTGCGGCTCACCAGTTGCCTGTGGCTCACCAGCTGCCCGTGGCTCACCAGCTGCCCGTGGCTTACAGTTGC
CCGAGGCTCACAGTTGCCCATGGETTGETAATTGCCAGCGATTTGCCAATTGCGAGTGGTTCGCCAGTTGCCCG
CGGTCCGCTAAACCCGTAATCCTGTGGTACTGTAACTGGECACAATGGACTCGCCCTTTAGGCTTCCCGGCCCT
CTTTTGCCCAAATGCAGTTCTCAGCAGTGCAGTTCACTGTGATTCACCACAATTCGCCATGGTTTGTGATTTCAT
GGGTCTTGGTGATTCTCAGACCACAGGTTATCTACGGTCCTCAGGCAACTTCCTGCTTGCCCHTTTGGAGGAAA
GCTGCTGCCAAATTGCTCCAGGCTTGTGTCCTGCACCTCCCCCATCCGAAACTCTACATTTCAAGAGAAATGGA
ATCTTGATGCTTAGGCAACCCTCCCCCABTGCTCTTGGTTACABTGAATTAGCCAGAACTCAGCCCAAGGAATC
CCTGCTGGAGGCCAATGGTGGGGGATGGTGGAGACAGAAGTGGGAAGGGCGGCACCTCCCATGCCCAGGTCC
GCTTCTGCGCTCTCTGAGCTGTTTGAGCAGAGGTGGTGGAGACTGGGGGTCCTATCATTGAGGACTAGGTGGGT
GTGGTACTTCTGCAGGCGEAACCETGAGETATCATAAACTGCAGCCCCAGCCTCATTCTCATTCCAACACACAA
GAGCGCGCCA
Obrazok 6 - Ciel’ova oblast’ genotypizacie na lokuse 14q32.33 (GeneBank AL117190, nt
50929 az 51780). Sipky oznacuju polohy oligonukleotidovych primerov aF + aR (oblast’ A, 496
bp, oranzové) resp. bF + bR (oblast’ B, 531 bp, modré), ktoré sluzili k amplifikacii DLK1/GTL?2
IG-DMR (nt 51015 az 51180, siva plocha) a pril'ahlych oblasti. Na obrazku boli farebne
vyznacené polohy SNP, ktoré boli identifikované pocas genotypizacie ohraniceného 852 bp
dlhého useku gendémickej DNA (majoritné alely 3 kl'aCovych SNP boli zvyraznené zelene,
ostatné polymorfné pozicie st ZIté¢). Z celkového poctu 10 SNP bolo jedno SNP (C/G)
lokalizované priamo v DLKI/GTL2 1G-DMR, ostatné jednonukleotidové varianty sa
vyskytovali v oblasti downstream od DLKI/GTL2 1G-DMR (z 10 identifikovanych SNP dve
SNP neboli zaradené do databazy dbSNP, www.ncbi.nlm.nih.gov/dbSNP, ddaj k roku 2009).
Obrazok znazoriiuje polohu 3 kluCovych SNP (vSetky A/G varianty) a polohu 8 CpG

ostrovéekov lokalizovanych v DLKI/GTL2 1G-DMR (modro zvyraznené, pod¢iarknuté
pozicie).

-~
”
i

Obrazok 7 - Postup purifikacie PCR produktov vakuovou filtraciou pomocou millipore
mikroplatni¢ky (1) PCR produkt sa nanesie do jamky mikroplatnicky (findlny objem 100 pl
som ziskala pridanim 80 pl sterilnej vody k 20 ul PCR produktu). (2) Tekutina z platne sa
odfiltrovava vakuom po dobu ~ 10 min/tlak 20mm Hg, resp. kym sa tekutina tplne odsaje do
zbernej nadoby (manifold). (3) Do jamky sa prida 25 pl sterilnej vody a mikroplatnicka sa
premiestni na trepacku. Po inkubécii (5 az 10 min) je postup purifikidcie kompletny a PCR
produkty zbavené primerov a nezabudovanych dNTPs st pripravené k SEQ bez nutnosti
centrifugicie alebo precipiticie.
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Vzorky boli podrobené SEQ pomocou kitu BigDye terminator cycle sequencing kit
v3.1. Zlozenie a objem reakcnej zmesi a teplotno/Casovy profil sekvenacnej reakcie sa
zhodovali s podmienkami, ktoré boli uvedené v tabulke 9. Ziskané produkty boli
precipitované pomocou absolitneho alkoholu (25 ul), 125 mM EDTA (1 ul) a NaAc pH
5.2 (1 ul); objem jednotlivych komponentov bol uvedeny v zatvorkdch. Po inkubécii
(15 min/izbova teplota) prebehla separicia (3000 x g / 30 min/ 4°C) a pelet bol premyty
v 70 % alkohole (40 pl) pri 3000 x g/ 10 min/ 4°C. Centrifuga¢ny krok bol zopakovany
pri 185 x g/ 1 min. Po inkubécie (15 min/izbova teplota) boli precipitované produkty
rozpustené v HiDi deionizovanom formamide (10 pl) a analyzované na genetickom
analyzatore ABI PRISM 3730 (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA USA). Pomer homologickych aliel v mieste informativnych SNP bol stanoveny
pomocou automatizovaného softwaru PeakPicker version 0.5 (Ge et al., 2005).

3.3. MODIFIKACIA DNA BISULFIDOM SODNYM

Genomickd DNA (500 ng) bola modifikovand bisulfidlom sodnym pomocou
komeréného kitu EZ DNA Methylation-Gold Kit 15y (Zymo Research Corp., Orange, CA
USA). Postup prebiehal podla protokolu vyrobcu nasledovne:

I. K20 ul DNA (~ 25 ng/ul) bola pridand konverzna zmes (CT Conversion
Reagent, 130 pl) pripravena podl'a navodu vyrobcu zmieSanim 900 pl sterilnej
vody, 50 wl M-Dissolving Buffer a 300 ul M-Dilution Buffer). Ziskany roztok bol
inkubovany v termocykléri pri 98°C/10 min, 64°C/2.5h, 4°C/20h (celkovy pocet
opakovani cyklu: 1).

2. Na separacnu koldnku ZymoSpin IC Column bol naneseny M-binding Buffer
(600 pl) a koldénka sa vloZzila do zbernej skimavky.

3. Vzorka pripravend podlakroku 1 (150 pl bola napipetovand na separacnu
kolénku z kroku 2.

4. Zmes vzorky a komerénych pufrov bola podrobena centrifiganému kroku pri
maximalnych otackach (13000 rpm/30s).

5. Na kolénku bol napipetovany premyvaci pufor (M-wash Buffer, 100 pul)
pripraveny podl'a ndvodu vyrobcu pridanim 25 ml absolutneho alkoholu) a zmes
bola centrifiigovany podl'a kroku 4.

6. Na kolonku bol napipetovany desulfonizaény pufor (M-desulfonation Buffer,
200 pl), zmes bola inkubovana 20 min pri izbovej teplote (26.5°C / hybridizacna
pec) a nasledne bola centrifigovana podl'a kroku 4.

7. Na kolonku bol napipetovany premyvaci pufor (200 upl) azmes bola
centrifigovana podl'a kroku 4. Uvedeny premyvaci krok bol 1x zopakovany.

8. Koldnka bola premiestnend do Cistej 1,5 ml centrifigacnej skimavky. Priamo na
matricu koloénky bol napipetovany elu¢ny pufor (M-elution Buffer, 10 ul)
a bisulfidom konvertovand DNA bola uvolnenid do skidmavky centrifugiciou
podrla kroku 4.
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3.4. AMPLIFIKACIA BISULFIDOM MODIFIKOVANE]J DNA

Bisulfid-sekvenaéné PCR (bisulfite-sequencing PCR, BSP) primery amplifikuji
v porovnani s konvenénymi PCR primermi iba jedno z vldken gendémickej DNA.
V pripade bisulfidovej analyzy je potrebné urcit vldkno, ktoré bude podrobené
sekvenovaniu, nakol’ko vldkna DNA prestavaji byt po modifikécii bisulfidom sodnym
komplementarne. Vldkna DNA je nutné analyzovat’ samostatne, tj. navrhnat’ Specificky
par oligonukleotidov pre kazdé z nich. Princip metyla¢nej analyzy pomocou bisulfidu
sodného bol zndzorneny na obrazku 8.

I. Templat: 5 - GACCGTTCCAGGTCCAGCAGTGCGCT - ¥
3 - CTGGCAAGGTCCAGGTCGTCACGCGA

|
Lh

Ly
1

GATCGTTTTAGGTTTAGCAGTGCGTT - 3
3 - TTGGCAAGGTTTAGGTTGTTATGCGA -

I1. Templat po modifilkacii bisulfidom sodnym:

Lh

Obrizok 8 - Princip metylaénej analyzy pomocou bisulfidu sodného Cast’ I: Genomicka
DNA zloZena z 2 vzdjomne komplementirnych vlaken 5°—3" a 3°=5". Cast II: Po modifikécii
DNA bisulfidom sodnym su vSetky cytoziny okrem cytozinov v CpG ostrovcéekoch (vyznacené
modro, podciarknuté) konvertované na uracyl, ktory je v d’alSom replikatnom cykle
zabudovany do DNA v podobe tyminu (T). Vldkna DNA nie si po modifikacii bisulfidom
sodnym komplementérne.

Vldkno urcené k metylacnej analyze predstavovalo kdédujice (5°—3%) vldkno DNA
(GeneBank AL117190). V ciel'ovej sekvencii (obrazok 9) boli pomocou automatického
softwaru Methyl Primer Express software v1.0 (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA) umelo konvertované vSetky cytoziny na tyminy (okrem
cytozinov v CpG ostrovéekoch). Ziskany templat sluzil k dizajnu oligonukleotidovych
primerov, ktoré boli navrhnuté pre ucely tejto Stuadie pomocou softwaru Methyl Primer
Express software v 1.0. Vysledné sekvencie paru oligonukleotidovych primerov bsF
a bsR boli uvedené v prilohe (priloha 1). Cielova sekvencia gendmickej DNA urcena
k bisulfidovej analyze bola detailne znazornen na obrazku 9. Bisulfidom modifikovana
DNA bola amplifikovand pri 95°C/5 min, (95°C/5 s, 60°C/2 min, 72°C/45 $)aox
s pouzitim uvedené¢ho paru BSP primerov. Amplifikdicia DNA bola ukoncend
zaverecnou polymerizaciou 72°C/10 min.
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A: Genomickd DNA

CCAGGCTGGAATTGCTAAGAGTTTGTGGATCTGTGAGAA ATGACTTCGCTCACTGGGCTGGGCCTIGCCAGTTG
CCTGTGGTTCACCAGTTGCCCGCGGCTCACCAGTTGCCCGCGACTCACCAGGTGCCTGCGGCTCACCAGTTGCC
TGTGGCTCACCAGCTGCCCGTGGCTCACCAGCTGCCCGTGGCTTACAGTTGCCCGAGGCTCACAGTTGCCCATG
GCTTGCTAATTGCCAGCGATTTGCCAATTGCGAGTGGTTCGCCAGTTGCCCGCGGTCCGCTAAACCCGTAATCC
TGTGGTACTGTAACTGGCCACAATGGACTCGCCCTTTAGGCTTCCCGGCCCTCTTTTGCCCAAATGCAGTTCTCA
GCAGTGCAGTTCACTGTGATTCACCACAATTCGCCATGGTTTGTGATTTCATGGGTCTTGGTGATTCTCAGACC
,-\(‘f\(}(}T'TAT(‘TA(‘(}(}T(‘('T(‘f\(](](‘A;—\(‘TT(‘(‘TG(‘T'T(}(‘(‘(‘ETTT(}(].-\G(L»\,—\..—\G('T(}(‘T(](‘(L—\:\AT’T(](‘T(‘(‘AG(]
CTTGTGTCCTGCACCTCCCCCATCCGAAACTCTACATTTCAAGAGAAATGGAATCTTGATGCTTAGGCAACCCT
CCCCCABTGCTCTTGGTTAC ABTGAATTAGCCAGAACTCAGCCCAAGGAATCCCTGCTGGAGGCCAATGGTGG
GGGATGGTGGAGACAGAAGTGGGAAGGGC

B: Genémickd DNA konvertovand bisulfidom sodnym

TTAGGTTGGAATTGTTAAGA GTTTGTGGATTTGTGAGAAATGATTTCGTTTATTGGGTTGGGTTITGTTAGTIGE
TTGTGGTTTATTAGTTGTTCGCGGTTTATTAGTTGTTCGCGATTTATTAGGTGTTTGCGGTTTATTAGTTGTTITGT
GGTTTATTAGTTGTTCGTGGTTTATTAGT TGTICGTGGTTTATAGTTGTTICGAGGTTTATAGTTGTTTATGGTTTG
TTAATTGTTAGCGATTTGITAATTGCGAGTGGTTCGTTAGTTGTICGCGGTTICGTTAAATTCGTAATTITGTGGT

ATTGTAATTGGTTATAATGGATTCGTTTTTTAGGTTTTTCGGTTTTTTTTTGTTTAAATGTAGTTTTTAGTAGTGT
AGTTTATTGTGATTTATTATAATTCGTTATGGTTTGTGATTTTATGGGTITTGGTGATTITTAGATTATAGGTTAT
TTACGGTTTTTAGGTAATTTTTTGTITTGTTTTTTGGAGGAAAGTTGTTGITAAATTGITITAGGTITTGTGTITTG
TATTTTTTTTATTCGAAATTTTATATTTTAAGAGAAATGGAATTTTGATGT TTAGGTAATTTTTTTTTARTGTTTT

TGGTTATABTGAATTAGITAGAATTIAGITTAAGGAATITITGITGGAGGITAATGGTGGGGGATGGTGGAGAT
AGAAGTGGGAAGGG <

Obrazok 9 - Cielova sekvencia genémickej DNA urcena k analyze bisulfidovym
sekvenovanim (A) Nukleotidova sekvencia, gendmickd DNA (vldkno 5°—3°, tieZ oznaCované
forward, resp. + vldkno), (B) Nukleotidovd sekvencia, genémickd DNA konvertovana
bisulfidlom sodnym. Vsetky cytoziny s vynimkou cytozinov v CpG ostrovéekoch s
v genémickej DNA konvertované bisulfidom sodnym na uracyl a v nasledujicom replikacnom
cykle si do DNA zabudované v podobe tyminu, T (oznadené Gervene a podéiarknuté). Sipky
v Casti B znazoriiuju polohy BSP primerov bsF absR, ktoré sluzili k amplifikacii
odpovedajiceho 665 bp dlhého useku zahiiajucej DLKI/GTL2 IG-DMR a prilahlé SNP.
Oblast DLKI/GTL2 1G-DMR znazoriiuje v obidvoch templatoch sivd vypli. Polohy 8
diferencidlne metylovanych CpG ostrovéekov (Cast B) boli vyznacené farebne (modre,
podciarknuté pozicie). Na schéme boli vyznacené polohy SNP; majoritné alely 3 klicovych
(informativnych) SNP boli zvyraznené zelene, ostatné polymorfné pozicie su zlté.

3.5. TOPO TA KLONOVANIE PCR PRODUKTOV

BSP primermi amplifikované PCR produkty boli klonované do bakteridlneho vektora
pomocou TOPO TA klonovacieho kitu podla protokolu odportc¢aného vyrobcom
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Systtm TOPO TA klonovania vyuziva neSpecifickll
transferazovu aktivitu Taqg DNA polymerdzy a umoznuje klonovat PCR produkty, ktoré
maju na 3" konci presah individudlneho deoxyadenozinu (A). Linearizovany vektor
nesie na 3" konci presah thymidinu (T) aje kovalentne viazany s topoizomerazou I,
ktora katalyzuje ligdciu PCR produktu do vektora. Ligacna zmes celkového objemu 6 pl
bola pripravena zmieSanim PCR produktu (2 az 4 pl), roztoku soli (1.2 M NaCl, 0.06 M
MgCI2, 1 pl) a linearizovaného klonovacieho vektora pCR® 4-TOPO® (1 ul). Reakcia
bola doplnend do celkového objemu sterilnou vodou. Po inkubéacii (5 min / izbova
teplota, 23 °C) bol ziskany konsStrukt transformovany do TOP 10F kompetentnych
buniek. Alternativna liga¢na reakcia obsahovala PCR produkt (2 pl), 10x reakény pufor
T4 DNA ligazy (1 pl), klonovaci vektor pCR® 2.1 (25 ng/pl, 2 pl) a T4 DNA ligazu (5
U, 1 ul). Celkovy objem reakcie 10 pl. Doba inkubécie cez noc pri 14°C.
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3.6. TRANSFORMACIA KOMPETENTNYCH BUNIEK

Klonovacia reakcia (2 ul ) bola zmieSand s TOP 10F, DH5a, resp. DH5a-T1R
kompetentnymi bunkami Escherichia coli (obsahuje selekény marker gén rezistencie na
ampicilin a ¢itaci ramec lacZ, do ktorého je vlozeny polylinker). Paralelna kontrolna
skimavka obsahovala kompetentné bunky a1 pl cirkularneho plazmidu pCR® 4-
TOPO®. Obidve skdmavky boli inkubované na Fade po dobu 5 min (v pripade
kompetentnych buniek DHS5a, resp. DHS5a-T1R bola doba inkubicie 30 min).
Skimavky boli inkubované pri 42 °C / 30 s (vodny kupel’). Po teplotnom Soku bola
zmes okamzite ochladena (I'ad) a bolo pridané SOC médium (250 pl; zlozenie: 2 %
trypton, 0.5 % kvasinkovy extrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgSO,, 20 mM glukoza). Skimavky boli inkubované na trepacke (horizontilne) pri 37
°C /1 h /200 — 220 rpm. Na povrch agarovych platni s ampicilinom (50 pg/ml) sa
rozotrel X-gal (40 mg/ml) a IPTG (40 pl). Transformacna zmes (30 pl/varianta 1 resp.
50 pl/varianta 2) bola paralelne vysievand na zahriate agarové platne (37 °C/30 min),
ktoré boli nasledne inkubované cez noc pri 37 °C (termostat) a na 2. dent boli hodnotené
bakterialne koldnie.

3.7. SKRINING BAKTERIALNYCH KOLONII A COLONY
PCR

Princip skriningu bakterialnych kolonii po chemickej transformécii je zndmy ako tzv. «
- komplementacia [-galaktoziddzy. Pocas transformdcie sa spdjaju dva fragmenty génu
pre B-galaktozidazu za vzniku aktivneho enzymu; kratsi fragment lacZa je kddovany na
vektore a chromozom hostitel'skej (bakteridlnej) bunky obsahuje dlhsi z fragmentov
lacZQ. Pridanie IPTG (induktor expresie B-galaktoziddzy) navodi expresiu enzymu,
ktorého aktivitu je mozZné sledovat nasledovne: Do média sa pridd bezfarebny
chréomogénny substrat (X-gal), ktory aktivna p-galaktozidaza premiena na farebny
(modry) produkt. V prazdnom vektore (bez inzertu) vytvara lacZo-fragment spolu
s fragmentom lacZQ funkénu B-galaktozidazu, ktord meni X-gal na farebny produkt (o
komplementicia je uspeSnd, kolonie su modré). Ak bol do bakteridlneho vektora
vneseny inzert, Citaci ramec génu pre [-galaktoziddzu sa prerusi, nevznikd funkcny
enzym a kolonie st biele. Skrining individudlnych kolonii na pritomnost inzertu
prebiehal pomocou colony PCR. Nahodne vybrané (biele) bakteridlne kolonie
Escherichia coli boli individudlne odpichované (Spi¢ka od pipety) a prenaSané do
samostatnych jamiek PCR dosticky. Uvolnené bunky sluzili ako templat colony PCR.
Bunky boli amplifikované v reakénej zmesi celkového objemu 20 pl, ktord obsahovala:
par univerzalnych oligonukleotidovych primerov M13F a M13R (kazdy 0.035 uM),
zmes dNTPs (0.2 mM), DNA polymerazu (0.0175 U/ul), Mg2+ (1.5 mM) areakcny
pufor 10x PCR Buffer II (-MgCl,) (1x). Vysledné koncentracie jednotlivych zloziek
reakénej zmesi boli uvedené v zatvorkach. Amplifikicia genetického materidlu
individualnych bunkovych kolonii prebiehala pri 95°C/15 min, (94°C/30 s, 53°C/30 s,
72°C/2 min)ysy, 72°C/5 min, 4°C/eo. Kvalita a kvantita amplifikovanej DNA bola
analyzovand elektroforézou v 1.5 % agar6zovom géli pri Standardnych podmienkach
elektroforetickej separacie, ktoré boli uvedené vyssie.
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3.8. BISULFIDOVA SEKVENACNA ANALYZA

Kazdy z amplikénov colony PCR, ktory odpovedal otakavanej dizke amplifikovaného
useku (tj. 665 bp + 180 bp = 845bp), bol podrobeny priamej bisulfidovej sekvenacne;j
analyze. Sekvenacna analyza prebichala v celkovom objeme 5 pl v termocykléri
GeneAmp® PCR System 9700 Fast Thermal Cycler (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA). Sekvenacna reakcia obsahovala PCR produkt (0.5 ul),
komerc¢ny kit BigDye v3.1 (0.5 ul), 5x sekvenacny pufor (0.75 pl) a univerzalny
sekvenacny primer M13F (0.1 uM). Reakénd zmes bola doplnena sterilnou vodou do
celkového objemu 5 pl. Teplotno/Casovy algoritmus sekvenac¢nej PCR bol nasledovny:
96°C/2 min, (96°C/10 s, 50°C/5 s, 60°C/4 min),gx, 10 °C/o0. Produkty sekvena¢nej PCR
boli pred kapilarnou elektroforézou vyzrazané alkoholovou precipitaciou pomocou 125
mM EDTA (1 ul), 3M octan sodny (1 ul), absoldtny alkohol (25 pl) nasledovne: zmes
bola homogenizovana a inkubovand pri izbovej teplote po dobu 15 min. Pelet bol
usadeny centrifugaciou (3000 x g / 4°C/ 30 min) a ziskany sediment bol 1x premyty
v 70 % alkohole (40 pl). Pelet bol zbaveny supernatantu (1650 x g / 4°C / 15 min),
kratko presuSeny (15 min/izbova teplota) aresuspendovany v deionizovanom
formamide (10 ul). Ziskané vzorky boli analyzované na genetickom analyzatore ABI
PRISM 3130 (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,c Waltham, MA
USA).Vysledky sekvencnej analyzy boli hodnotené pomocou automatického softwaru
Sequencher® version 4.7 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, M1 USA).
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4. EXPERIMENTALNA CAST TRETIA: STANOVENIE EXPRESIE
VYBRANYCH T-UCR V SKUPINE B-BUNKOVYCH NEOPLAZI{
ASOCIOVANYCH S CIRKULUJUCIMI VILOZNYMI
LYMFOCYTMI A S ABNORMALITAMI NA 14q32.13/14932.33

4.1. SUBOR PACIENTOV

Do stadie bolo zahrnutych 5 pacientov, u ktorych bola inicidlne stanovena diagnéza
vlasatobunkova leukémia (HCL). Vzorky boli do S$tadie zaradené¢ na zaklade
cytogeneticky potvrdenej t(14;14) alebo inv(14) v oblasti 14q32.13 a 14q32.33.
Templatom molekuldarnych analyz bola celkovd RNA extrahovand z materidlu po
splenektémii (3 pripady) resp. z periférnej krvi (2 pripady). V stadii boli sucasne
vySetrené vzorky RNA (ziskané z materidlu po splenektomii) od pacientov s inicidlnou
diagn6zou HCL bez abnormalit chromozému 14 (n = 6) avzorky RNA ziskané
z normalnej (nenddorovej) sleziny (n = 3), resp. z normdlnej (nenddorovej) periférnej
krvi (zmes RNA od 4 ro6znych zdravych jedincov). Kontrolné vzorky pochadzali
z databazy Center for Human Genetics, KUL, Belgium. Molekuldrne Stidie boli
povolend etickou komisiou Oddelenia huménnej genetiky Fakultnej nemocnice
Gasthuisberg belgickej katolickej univerzity v Leuven (Department of Human Genetics,
University Hospital Gasthuisberg, Catholic University Leuven, Leuven, Belgium).

4.2. REVERZNE TRANSKRIPCNA KVANTITATIVNA PCR
V REALNOM CASE (RT-qPCR)

Postup izolacie celkovej RNA a pripravy cDNA pre potreby RT-qPCR boli uvedené
v Casti [zoldcia RNA areverzna transkripcia. V kazdej z analyzovanych vzoriek cDNA
bola hodnotenéd hladina expresie 4 génov — cielovych T-UCR génov uc.379, uc.380
auc.381 a génu HPRT, ktory predstavoval endogénny kontrolny (referencny) gén.
Kvantitativna PCR analyza prebiehala s vyuzZitim gPCR Master Mix Plus for SYBR
Green (Eurogentec, Seraing, Belgium) na detekénom systéme ABI PRISM 7000 (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). Oligonukleotidové
primery boli navrhnuté pomocou automatického softwaru Primer Express 3.0 (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) aich sekvencie boli
uvedené v prilohe (priloha 1). Reakcia prebiehala v celkovom objeme 25 pl a reak¢éna
zmes obsahovala 5 ul templatu (Sng/ul), par Specifickych oligonukleotidovych
primerov (kazdy 2.5 pl, zdsobna koncentricia SuM; vyslednd koncentracia 0.5 uM),
12.5 pl 2x gPCR Master Mix Plus for SYBR Green (1x) a sterilnd vodu do celkového
objemu 25 ul. Teplotno/€asovy profil RT-qPCR bol uvedeny v tabulke 11.
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TabulPka 11 - Teplotno/¢asovy profil RT-qPCR na pristroji ABI PRISM 7000

Krok Teplota Cas Podet
UNG 50°C 2 min 1
inicialna 95°C 10 min 1
amplifikacia 95°C 15 sec 40
60°C 1 min
disociaéné 95°C 15s 1
§tadium 60°C 20s 1
95°C 15s 1
chladenie 40°C 10 sec 1

Kazd4 vzorka bola analyzovand v triplikate. Sucastou kazdej kvantitativnej analyzy
bola negativna kontrola (namiesto templatu obsahovala vodu) a tzv. non-amplification
control (vzorka neobsahovala reverznu transkriptazu, sluzila na kontrolu kontaminacie
vzorky RNA genémickou DNA). Specifita amplifikicie bola overend na zaklade
stanovenia teploty topenia amplikénov (disociacnd analyza, melting curve analysis,
tabul’ka 11). Podmienky RT-qPCR boli vyhodnotené ako optimalne, ak derivacia
fluorescencie amplikénov urcila unikdtny pik v pripade kazdého z analyzovanych
génov. Expresia cielovych génov vo vySetrovanych vzorkach bola kvantifikovana
metédou AACt. Expresia uc.379, uc.380 auc.381 bola porovnivani s referencnym
génom HPRT. Relativna normalizovand koncentricia templatu bola vypocitand na
zaklade vzorca N = 2 ’AACt, pricom AACt = ACty, - ACty, (ACt,, - rozdiel nameranych
hodndt prahového cyklu cielového génu a prahového cyklu referenéného génu
v analyzovanej vzorke; ACty, — rozdiel nameranych hodnét prahového cyklu ciel'ového
génu a prahového cyklu referenéného génu v kalibritore. Ako kalibracné vzorky sluzili
vzorky RNA, ktoré pochddzali z nenddorovych buniek sleziny, resp. periférnej krvi
zdravych jedincov, ktoré boli prepisané do cDNA podl'a postupu uvedeného vyssie.
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IV. VYSLEDKY A DISKUSIA

1. ANALYZA VYBRANYCH GENOVYCH MUTACII
REKURENTNYCH U AML S NK

1.1. VYSLEDKY

Prezentované vysledky sa tykaji (i) klinického priebehu AML, (ii) molekularnej
analyzy a (ii1) zhodnotenia klinického vyznamu molekuldrneho profilovania v stbore 89
pacientov, ktorych jednotne charakterizovala diagnéza primarna (de novo) AML,
normélny karyotyp v dobe diagnézy a kurativna liecba, ktord bola podana podla

Standardizovanych liecebnych protokolov HOK FNOL.

1.1.1. KLINICKY PRIEBEH AML V STUDOVANOM SUBORE

Analyza preZitia

Median sledovania preZitia suboru bol 74.3 mesiacov (6.2 rokov). Kompletnd remisiu
dosiahlo po induk¢nej chemoterapii 80 (90 %, 80/89) pacientov, z nich 63x po 1.
indukcii, 1x po 2. indukcii, 3x po aloTKB a 13x po zachrannej terapii. Subor, ktory
dosiahol 1. KR tvorilo 66 % (53/80) mladsSich (< 60 rokov) resp. 34 % (27/80) starSich
(> 60 rokov) pacientov. K datumu posledného follow up (31.12.2014) bolo v sibore
zaznamenanych 56 umrti (56/89, 63 %); medidn preZitia celého suboru bol 24.6
mesiacov a pravdepodobnost’ 5 rocného celkového preZitia bola 38 % (95 % CI, 28.3 %
— 48.3 %). Z 9 pacientov bez dokumentovanej histérie 1. KR neprezival k datumu
posledného follow up Ziadny. Z 39 pacientov, ktori vramci postremisnej terapie
podstipili aloTKB prezivalo k daitumu posledného follow up 23 pacientov (23/39, 59
%), z nich kazdy absolvoval aloTKB v 1. KR; zo 6 pacientov transplantovanych mimo
remisiu neprezival Ziadny. V tejto analyze nebol hodnoteny pacient (n = 1), ktory
podstipil aloTKB v 2. KR po predchadzajicej autolégnej TKB. Zo 40 pacientov, ktori
boli v rdmci postremisnej terapie lieCeni vyluéne chemoterapiou bez TKB prezivalo 10
pacientov (10/40, 20 %). Rozdiely v celkovom preziti v zavislosti na odpovedi na

induk¢nu terapiu (1. KR ano/nie) a na néslednej postremisnej terapeutickej intervencii
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(aloTKB 4no/nie) boli v studovanom subore vysoko signifikantné (p < 0.0001, obrazok

10).
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Obrazok 10 - Kaplan-Meierove krivky preZitia siboru AML s NK v zavislosti na odpovedi
na indukénu lie€bu (1. KR dosiahnuti/nedosiahnutd) a na postremisnej terapii (aloTKB
ano/nie) PoCet zaznamenanych exitov bol uvedeny pri kaZdej skupine. * - v tejto analyze
nebol hodnoteny pacient (n = 1), ktory podstipil aloTKB v 2. KR po predchadzajicej
autolognej TKB

Liecba a prezitie po relapse

V subore 80 pacientov, ktori dosiahli 1. KR po indukénej terapii bolo zaznamenanych
36 relapsov (36/80, 45 %) a 13 umrti v KR bez relapsu (13/80, 16 %); median prezitia
bez priznakov ochorenia (DFS) bol 19.75 mesiacov a pravdepodobnost’ 5 ro¢ného
prezitia bez relapsu alebo smrti v KR bola 42 % (95% CI, 31.7 % - 52.7 %). Median

celkového prezitia v tejto skupine (OSkr) bol 29.6 mesiacov.



Relaps bol dokumentovany v intervale 1.5 az 32 (median 8.1) mesiacov od datumu
dosiahnutia 1. KR. V Studovanej skupine 36 pacientov dosiahlo celkom 8 pacientov 2.
KR (8/36, 22 %), ktord vystriedal relaps v 5 pripadoch (5/8, 62.5 %) v intervale 1.2 az
9.9 (medidn 3) mesiacov od 2. KR. Kazdy z 5 pacientov s opakovanym relapsom AML
zomrel na progresiu ochorenia v priebehu 0.4 — 8 (median 2.3) mesiacov od datumu
zachytenia 2. relapsu leukémie. Celkovo bol relaps dokumentovany u 9 pacientov, ktori
podstipili aloTKB (9/39, 23 %), u 26 pacientov, ktori aloTKB neabsolvovali (26/40, 65

%) a bol zaznamenany u pacienta po autolégnej TKB (n = 1) (obrazok 18).

Prezitie v zavislosti na pohlavi a veku

Analyzovany subor nevykazoval vyznamné rozdiely v klinickom priebehu v zivislosti
na pohlavi (muZz/Zena) resp. na porovnavanych vekovych kategéridch (< 60 rokov vs >

60 rokov) (obrazok 11).
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Obrazok 11 - Kaplan - Meierove krivky prezZitia ziskané na zaklade analyzy OS (A), DFS
(B) a OSKR (C) v zavislosti na pohlavi (muZ/Zena) a veku (< 60 rokov / > 60 rokov)
v celom sibore 89 de novo AML s NK (A), resp. v sibore 80 de novo AML s NK, ktori
dosiahli 1. KR (B, C) Pocet zaznamenanych exitov (OS/OSkr), resp. relapsov/exitov v KR bez
relapsu (DFS) bol uvedeny priamo pri analyzovanych skupinéch.



1.1.2. MOLEKULARNA ANALYZA

Z molekuldrnej analyzy Studovaného stboru vyplynula nasledujica distribicia
génovych mutacii: NPM1m - 55 % (48/88), FLT3m - 48 % (43/89), CEBPAm - 13 %
(12/89), IDHm - 26 % (23/88), WT'Im - 7 % (6/89), KMT2A-PTD - 5% (4/86). Detailn
frekvencia a distribicia molekularnych zmien v analyzovanom stbore je predmetom

nasledujicich kapitol.

1.1.2.1. Mutacie NPM1 v AML s NK

Mutéicie NPM1 sa vyskytovali v55 % (48/88) pripadov, vkazdom znich boli
pozorované v heterozygotnej forme. Geneticky materidl (RNA) pre stanovenie
mutaéného profilu NPMI nebol dostupny u jedného pacienta. Identifikované NPMIm
zodpovedali inzercii 4 nukleotidov do wild-type nukleotidovej sekvencie NPMI
(referen¢nd sekvencia: NM _002520.6 GeneBank). V analyzovanom stbore sa

vyskytovalo celkom 6 typov inzerénych mutacii NPM1 (tabul’ka 12).

Tabul’ka 12 - PrehPad identifikovanych mutovanych aliel NPM1 a ich distribicia v sibore
48 AML s NK

typ poéet pripadov frekvencia (%) wt inzert wt inzert Wwt inzert wt
muticie 856-863 864-868 869 - 872 873-891

Al 38 79 gatctctg  tetg gea g - 1 gga - ggaggaagicicittaa
()Ml 6 13 gatctctlg  ftg gea g t gga - ggaggaaglcicittaa
B' | 2 gactctg  catg gca g t gga - ggaggaagiciciiiaa
D' 1 2 gatctctg  cctg gea g t gga - ggaggaagictciitaa
MMZ 1 2 gaictelg - geca a agga t gga - ggaggaagicicittaa
neuréeny 1 2 gatctetg - gea g ¢ gga (gic  ggaggaagiciciitaa

' — muticie popisané vo (Falini et al., 2005), > — mutaci popisané v (Schnittger et al., 2005), wt — wild
type; wt sekvencia bola Cislovana na zaklade referencnej sekvencie NM_002520.6 (CDS: 246..1130,
ATG=1)
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1.1.2.2.  Mutacie FLT3 u AML s NK

Boli vysetrené 2 typy mutacii FLT3, interna tandemova duplikacia FLT3-ITD a bodova
mutacia v tyrozinkinazovej doméne FLT3-TKD. Distribticia FLT3m bola nasledujuca:
FLT3-ITD 36 % (32/89), FLT3-TKD 18 % (16/89); u casti pacientov (16 %, 5/32) boli
identifikované obidve FLT3m stcasne.

Dizka duplikovaného tiseku DNA dosahovala vo FLT3-ITD+ skupine 15 az 101 bp
(medidn 34 bp). Relativne zastupenie mutantnej alely vzhl'adom k celkovej distribtcii
FLT3 aliel (alelova néloz) sa v analyzovanom subore pohybovalo v intervale 0.01 az
0.97 (median 0.36). NajcCastejsi bol ndlez FLT3-ITD/FLT3-ITD + wt = < 0.25 - < 0.5
(16/32, 50 %), ostatnu cast’ skupiny tvorili pripady s FLT3-ITD/FLT3-ITD + wt = <
0.25 (10/32, 31 %) resp. s FLT3-ITD/FLT3-ITD + wt > 0.5 (6/32, 19 %). Minoritna Cast’
pripadov (5/32, 16 %) vykazovala viac ako jednu ITD alelu.

1.1.2.3. Mutacie CEBPA u AML s NK

Asponi 1 mutacia CEBPA sa vyskytovala celkom u 12 pacientov (13 %, 12/89). Do
suboru s mutovanym genotypom CEBPA neboli zaradené pripady (n = 2), u ktorych
bola identifikovand odchylka od Standardnej nukleotidovej sekvencie CEBPA v podobe
tichej bodovej mutacie 402 G>A (A134A). Mutécie boli rozptylené po celej kddujuce;j
sekvencii CEBPA avyskytovali sa v heterozygotnom stave. Na zdklade poctu
identifikovanych mutécii boli pacienti rozdeleni do 2 skupin, do skupiny s 1 muticiou
CEBPA (monoalelické, CEBPAmo, n = 5) a do skupiny, v ktorej boli identifikované 2
rozne muticie CEBPA (bialelické, dvojité, CEBPAdm, n = 7) (tabulka 13).
V analyzovanom subore sa vyskytli 2 zndme DNA polymorfizmy génu CEBPA,
jednonukleotidovy DNA polymorfizmus 1s34529039 (G/T) aposunovy DNA
polymorfizmus pP194_H195dup. Minoritné alely uvedenych DNA polymorfizmov
CEBPA boli identifikované u 18/89 (15 G/T, 3 T/T) resp. u 8/89 pripadov. V 3
pripadoch sa vyskytovali polymorfné alely rs34529039 spolo¢ne s CEBPAm (1 z3
pripadov vykazoval CEBPAdm), vramci tejto skupiny bol v 2 pripadoch
urc¢eny heterozygotny genotyp (G/T) rs34529039. Jeden z 8 dokumentovanych pripadov
vykazoval polymorfnt alelu pP194 H195dup spolocne s CEBPAm. I8lo o pripad s 1
muticiou CEBPA.
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TabulPka 13 -Prehl’ad CEBPAm a ich distribiuicia v sibore 12 AML s NK

Pripad Pohlavie/vek (roky) Muticia * Typ muticie Uroven proteinu
1 M/38 ¢.211_223del frameshift duplikdcia v TAD p-Asp75Thrfs*32
€.937_939dup in frame inzercia pred LZD p.Lys313dup
2 7163 c.149_161del frameshift pred TAD1 p.Glu50Alafs*86
€.937_939dup in frame inzercia pred LZD p.Lys313dup
3 M/51 ¢.238dupG frameshift v TAD p.Asp8OGIyfs*28
c.846insA frameshift inzercia medzi TAD2 a BR p.Asn283Lysfs*38
4 M/25 €.244_245insCT frameshift v TAD1 p.Phe82Serfs*79
€.929_930insTCT missense substitiicia medzi DBD a LZD p.GIn311Leu
5 7160 ¢.62_63dup frameshift duplikicia pred TADI p.Pro22Alafs*139
€.944_945insCAC frameshift inzercia pred 1LZD p.Glu3 16 Thrfs*45
6 M/42 €.68dupC frameshift duplikicia pred TAD | p.His24 Alafs*84
c.941_942dup frameshift duplikicia pred LZD p.Leud14Cysfs*4
7 M/34 c.109_115 del frameshift duplikdcia pred TAD1 p-Alad0Argfs 120
€.943_9%45dup in frame inzercia pred LZD p.Leu3 15dup
8 M/56 c.165_493del delécia TAD1, ktori zasahuje az do TAD2 p.lle55fs
9 Z/54 ¢.707_713dup frameshift duplikdcia medzi TADI a BR p.Ala240Argfs*83
10 7166 €.562_564del in frame delécia v TAD2 p.Pro188del
11 7159 ¢.68dupC frameshift duplikdcia pred TAD | p.His24 Alafs*84
12 M/45 ¢.775_776delinsA frameshift inzercia medzi TAD2 a DBD p-Ala259Thrfs*59

! - mutdcie boli popisované na ziklade referenénej sekvencie NM_004364.4 (GeneBank)

(kédujiica sekvencia 1511227, &islovanie od iniciaéného kodénu: ATG = 1)

S posunové muticie na tirovni proteinu boli odvodené teoreticky. * - generovanie STOP kodénu

M - muz. Z - zena, TAD - transaktivaéné domény, DBD - DNA viizobni doména, LZD - dimerizaénd doména (leucinovy zips)

1.1.2.4. Mutacie IDHI a IDH2 u AML s NK

V Studovanom stbore boli /IDHm identifikované u 28 % (25/88) vySetrenych pripadov.
V jednotlivych génoch izocitratdehydrogenidzy bola incidencia mutacii nasledujuca:
IDHIm, 10 % (9/88), IDH2m 18 % (16/89). U ziadneho pacienta sa nevyskytovali
muticie v obidvoch IDH génoch sucasne. Mutacie v IDHI (ex6n 4) predstavovali
substitiiciu zvysku argininu v kodéne 132 (R132). Vyskytli sa 2 rdzne substitucné
varianty IDHI, R132H (n = 7) a R132C (n = 2). U 1 pacienta bola v géne IDH]I
potvrdend substiticia T106M (ACG — ATG). Uvedeny pripad nebol zahrnuty do
hodnotenia mutacného profilu IDHI, nakolko nebolo moZné potvrdit, ¢i uréena
varianta IDH1 predstavuje skutoént mutaciu. V géne IDH2 (ex6n 4) boli pozorované 2
typy nukleotidovych substitucii, c.G419A a c.G515A, ktoré zodpovedaju znadmym
IDH?m, R140Q (n = 14) aR172K (n = 2). VSetky popisané bodové mutécie sa
v Studovanom subore vyskytovali uniformne v heterozygotnom stave. U 11 pacientov
(11/89, 12 %) bola identifikovana minoritna alela synonymného jednonukleotidového
polymorfizmu IDHI (ex6n 4), rs11554137 (kodén 105; GGC_GGT). V kazdom z 11

pripadov sa vyskytol heterozygotny genotyp pre minoritnd alelu IDHI'®%T. v 1
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pripade sa minoritnd polymorfnd SNP alela prezentovala paralelne s muticiou
IDHI(R132C). V analyzovanom subore nebol pozorovany vyskyt ziadnej polymorfnej
varianty génu IDH?2.

1.1.2.5. Mutacie WT'1 u AML s NK

Bol zhodnoteny mutac¢ny profil WT'l v exénoch 7 a 9 a vyskyt jednonukleotidového
DNA polymorfizmu rs16754 (G105G, A/G) v exéne 7. Identifikovalo sa celkom 7
rdznych typov mutéacii WT'1 u 6 z 89 (7 %, 6/89) pacientov (tabul’ka 14). U kazdého
pacienta sa vyskytovali WT'lm v heterozygotnom stave. Frekvencia genotypov WTI
SNP rs16754 bola v analyzovanom subore nasledujuca: 2.3 % G/G (2/89), 27.3 % G/A
(27/89), 67.4 % A/A (60/89).

Tabul’ka 14 - Prehl’ad identifikovanych WT'Im u 6 AML s NK

Pripad Pohlavie/vek (roky)  Muticia Exén Typ mutdcie Urovei proteinu 2

1 M/23 ¢.1129_1135dup 7 posunovi pVal379Aspfs*8
(¢.1129_1135dupACTCITG)

2 7/56 ¢.1136_1143dup 7 posunovi pAla382Tyrfs*8
(¢.1136_1143dupTACGGTCG)

3 7/60 ¢.1107dup 7 posunovi pArg370Thris*15
(c.1107dupA)

4 7/60 ¢.1137_1138insAGGGTCTTGTA 7 posunovi pArz380Arefs*11

5 M/35 c.1142_C>A 7 meniaca zmysel /stop koddn/ p.S381X

6 7/49 c.1105_ C>T 7 meniaca zmysel /stop kod6n/ p.R369X
c. 1385_G>A 9 meniaca zmysel p.R462Q

! - mutdcie boli popisované na ziklade referenénej sekvencic NM_024426.4 (GeneBank)

(kodujica sekvencia 191..1744 pn &islovani od iniciaéného kod6nu: CTG = 1: exdén 7: 1099..1249; exén 9: 1340..1432)
2 posunové muticie na trovni proteinu boli odvodené teoreticky, predpoklada sa, Ze vietky vedu k skriteniu

proteinu (* predéasne generovany stop kodén)

M - muZz, Z - Zena

1.1.2.6. Mutacie KMT2A-PTD u AML s NK

V analyzovanom subore sa vyskytli 4 pripady s muticiou KMT2A-PTD (5 %, 4/86).
Detekciu mutacie nebolo mozné vykonat v 3 pripadoch zdévodu nedostatku

diagnostického genetického materialu (RNA).
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1.1.2.7.  Zhodnotenie distribucie 8 rekurentnych mutacii u AML s NK

Sthrnné zhodnotenie frekvencie a distribicie 8 rekurentnych mutécii v sibore 89 AML
s NK bolo spracované na obrazku 12. Aspon 1 somatickd mutécia bola detekovana v 84
% (75/89) vysetrenych pripadov.

Kompletny a jasne definovate'ny mutacny profil vSetkych 8 molekularnych markerov
bol dostupny u 85 z 89 pripadov. Somatickd mutacia aspoil v 1 z analyzovanych génov
bola v tomto subore identifikovana u 72 pacientov (85 %, 72/85). Z nich 51 (51/72, 71
%) pacientov nieslo mutaciu viac ako v 1 z analyzovanych génov. Prevazovala skupina
s mutdciami v 2 roznych génoch (n = 41), u Casti pacientov sa vyskytovali mutéacie v 3
rdznych génoch (n = 9) a v individuélnom pripade doslo k akumulécii génovych mutacii
v 4 rdznych génoch (spolu 5 réznych mutécii, n = 1). Z hodnotenych mutacii NPMIm
vyznamne asociovali s FLT3-ITD (p = 0.004), s FLT3-TKD (p = 0.005), pricom sa
vylucovali s CEBPAdm (p = 0.044). V 12 z 25 (48 %) IDHm AML s NK sa vyskytla
paralelne NPMIm (p = 0.8102), ktora bola distribuovana rovnomerne v subore s IDHIm
(n = 6, p=0.4979) a s IDH2m (n = 6, p = 0.2613). Castejsiec sa IDHm vyskytovali aj
s FLT3m (n = 8; 32 %, p = 0.0968; z toho FLT3-ITD n = 6, FLT3-TKD n = 1, FLT3-
ITD aj FLT3-TKD n = 1) a v 3 pripadoch boli sprevadzané KMT2A-PTD (p = 0.0586).
Okrem uz zmieneného spolo¢ného vyskytu KMT2A-PTD s IDHm (IDHIm, n = 1 resp.
IDH?m, n =2, p = 0.0586), sa vyskyt KMT2A-PTD vzajomne vyluCoval s NPMIm (p =
0.035). Iné signifikantne vyznamné asocidcie medzi konkurentnymi mutaénymi
profilmi potvrdené neboli.

Na zéaklade kategorizdcie mutéacii do funkénych skupin v silade s modelom, ktory
u AML navrhli ¢lenovia The Cancer Genome Atlas Research Network bol
v analyzovanom subore najCastejSi nalez NPM1m (55 %, 47/85), nasledovali aktivacné
muticie v signalnom géne (proliferatna vyhoda - v tejto Stadii reprezentované FLT3m,
49 %, 42/85). Medzi Castejsie rekurentné mutécie patrili mutacie v génoch regulujicich
metylaciu DNA (v tejto Studii reprezentované IDHm, 27 %, 23/85) a mutécie v géne
myeloidného TF (reprezentované CEBPAm, 14 %, 12/85) (obrazok 12).

Mutacia iba jedného funkEného typu bola identifikovana u 29 % (21/72) pripadov
(obrazok 12). Castejsie sa v stibore s kompletne definovanym molekularnym profilom
vyskytovali variabiln¢ kombinacie mutacnych profilov (51/72, 71 %). Z nich
najcastejSie sa vyskytli kombinacie aktivacnych signalnych mutacii (v tejto préci

reprezentované FLT3m) a NPMIm (44 %, 32/72 pripadov). V tejto molekularnej
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skupine vykazovalo 10 (32 %, 10/32) pacientov muticiu d’alSieho funkéného typu
(obrazok 12).

Vybrani pacienti niesli NPMIm v sprievode mutacie niektorého iné¢ho funkéného typu
ako FLT3m (n = 8). Vtomto sibore sa prezentovali muticie v epigenetickych
regulatoroch (IDHm, n = 5) resp. v myeloidnom TF (CEBPAm, n = 3).

V skupine s aktiva¢nou mutaciou vo FLT3 bez NPMIm (n =5) sa vyskytovali muticie v
myeloidnom TF CEBPA (n = 2), v nemyeloidnom TF WTI (n = 2) alebo bola zachyteni
muticia v epigenetickom reguldtore (n = 1). V poslednom zo zmienenych pripadov
i8lo o jedného z celkom dvoch pacientov, ktori vykazovali v porovnani s IDH2(R140Q)
menej Castu variantu IDH2(R172K).

U 3 zo 4 pacientov s predpokladanou poruchou v metylacii DNA (IDHm) poukézala
molekularna analyza sticasne na poruchu na urovni modifikacie chromatinu (KMT2A-
PTD); v ostavajucom pripade bola ur¢ena mutacia v nemyeloidnom TF WT1 z funk¢ne;j
skupiny nadorovych supresorov.

Dalsie kombinacie funkénych skupin mutécii boli v §tudovanom sibore AML s NK
viazané na individudlne pripady (n = 2). U prvého pacienta doSlo k akumulacii
aktivatnej mutacie v signidlnom géne (FLT3-TKD) asucasne kzisahu na
drovni modifikacie chromatinu (KMT2A-PTD); u d’alSieho pacienta bol zaznamenany
mutovany profil v myeloidnom TF (CEBPAdm) sGcasne s muticiou v inom
(nemyeloidnom) TF (WT'Im).

Sthrnne bolo v Studovanom subore 89 AML s NK identifikovanych 151 mutécii, z nich
v 13 pripadoch boli uréené 2 rozli€né mutécie v tom istom géne. ISlo o vysSie zmienené
pripady so stfasnym vyskytom FLT3-ITD a FLT3-TKD (n = 5), o pripady s 2
CEBPAdm (n = 7) a o pacienta s 2 rozliénymi mutaciami WT'I (n = 1) (obrazok 12).
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Obrazok 12 - Celkové zhodnotenie frekvencie a distribicie mutacii v NPM1, FLT3, IDHI1, IDH2, CEBPA, WT1 a KMT2A génoch v sibore 89
AML s NK Kazdy stipec zodpoveda 1 pacientovi. Frekvencia mutacii bola vyznaéena zostupne a bola farebne odlisena pre kazdy z analyzovanych
génov, polet farebne vyznadenych stipcov zodpoveda poétu identifikovanych mutacii. Mutané profily boli zoskupené do 6 funkénych skupin —
nucleophosmin (NPMIm, ruzové), aktivovana signalizacia (FLT3-ITD a/alebo FLT3-TKD, tmavo modré), metylacia DNA (IDHIm, IDH2mut, svetlo
modré), myeloidné TF (CEBPAm, oranzové), nadorové supresory (WTIm, sivé), modifikitory chromatinu (KMT2A-PTD, zelené). Cierne plochy
poukazuji na pripady s chybajicimi datami o muta¢nom profile, resp. na pripad, u ktorého nebolo mozné spolahlivo uréit, ¢i identifikovana substitticia
predstavuje skutocntt mutaciu. Na obrazku boli v prislusnych funkéych skupinach vyznacené (*) pripady s IDHI(R132C), IDH2(R172K), CEBPAdm

NPMIm
FLT3-ITD
FLT3-TKD

IDH?m

IDHIm

CEBPAm

WTIm
KMT24-PTD

®

kkkk

l
L

a pripad s 2 r6znymi WT'Im (v exéne 7 aj 9).
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1.1.3. KLINICKY VYZNAM MOLEKULARNYCH MARKEROV
V STUDOVANOM SUBORE AML S NK

Predmetom nasledujicich kapitol sd data, ktoré boli ziskané na zéklade analyzy
klinickej hodnoty molekuldrneho profilovania v Studovanom subore AML s NK, kedy
sme postupovali od zhodnotenia prognostickej hodnoty mutacnych profilov ako
samostatnych markerov AML (kapitola 1.1.3.1.) smerom k analyzam, kedy sme sa
pokusili zhodnotit’ vyznam molekularnej stratifikacie pri paralelnom zhodnoteni

viacerych mutacnych profilov (kapitola 1.1.3.2. resp. 1.1.3.3.).

1.1.3.1.  Prognosticka hodnota muta¢nych profilov ako samostatnych
markerov AML s NK

Samostatné molekularne markery a vybrané klinické charakteristiky AML

V dobe stanovenia diagnézy koreloval ndlez FLT3-ITD a NPMIm s vy$Sim poctom
leukocytov (p = 0.0009, resp. p = 0.0002) (tabulka 15). Ind vyznamna asociicia
mutaéného profilu s niektorou zo sledovanych klinickych charakteristik v Studovanom

subore AML s NK potvrdena nebola (tabul’ka 15).

Samostatné molekularne markery a ukazovatele odpovede na lieCbu

Trend smerom k priaznivému efektu na uspeSnost indukénej lieCby (podiel
dosiahnutych 1. KR) bol naznaceny v pripade nilezu NPMIm, zistené¢ rozdiely vSak
nedosiahli uroven Statistickej vyznamnosti (p = 0.0731) v hodnotenom stibore. Zaznam
o 2. KR signifikantne asocioval s ndlezom CEBPAm (p = 0.0053) resp. sa vylucoval
snilezom FLT3-ITD (p = 0.0320). Ostatné porovniavané skupiny sa signifikantne
neodliSovali v pocte zachytenych udalosti (KR, relaps) (tabulka 15).

Samostatné molekularne markery a prezitie

Inicidlne bol v univariantnej analyze zhodnoteny klinicky vyznam muta¢nych profilov
ako samostatnych markerov. Ziskané krivky prezitia Kaplan — Meiera boli zndzornené

na obrazku 13 resp. 14.
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Tabulka 15 - Zhodnotenie (i) vztahu medzi mutaénymi profilmi a vybranymi klinickymi aspektmi z doby diagnézy AML s NK a (ii) klinicky
priebeh AML v zavislosti na zistenych muta¢nych profiloch +/- - 4no/nie; KR — kompletna remisia; aloTKB — alogénna transplanticia krvotvornych
buniek; OS — celkové prezitie; DFS — prezitie bez priznakov ochorenia; m — mutovany; * - chybajuce, resp. nejasné mutacné profily v prislusnych
génoch neboli zahrnuté do analyzy; do hodnotenia aloTKB nebol zahrnuty pacient (n = 1; genotyp NPMIm/FLT3-TKD+; 1.KR +; relaps +; skory relaps
-; 2. KR +; 2. relaps -), ktory podstiipil aloTKB v 2. KR po predchidzajicej autolégnej TKB

de novo AML s NK

FLT3-1ITD
pozitivny
negativny

P
FLT3-TKD
pozitivny
negativny

P

CEBPA
mutovany
nemutovany
P

NPM1*
mutovany
nemutovany
P

IDH1*
mutovany
nemutovany
P

IDH2
mutovany
nemutovany
P

wri
mutovany
nemutovany
J 2

KMT2A -PTD*#*
pozitivny
negativny

P

89

32
57

16
73

12
77

48

40

79

16

73

83

82

pohlavie
muki | Zeny

43 46

13 19
30 27
0.377

6 10
37 36
0.413

Vek
(roky, rozsah)

548 (224-722)

53.3(23.3-65.3)
55.0(224-722)
0.5876

54.1(225-61.7)
559(224-722)
0.5199

53.15(25.7 - 66.7)
55(224-72.2)
0.5347

54.25(22.5-72.2)
55.45(22.4-71.6)
0.5720

49.6 (32.7 - 69.9)

55.9(224-722)
0.2683

54.9(22.4 - 66.0)
548(225-722)
0.5233

53.05(23.3-60.4)

54.8(224-722)
0.4448

54.9 (50.0 - 66.0)
54.8(225-722)
0.6398

< 60 rokov

59

1
48

55

55

Vek

0.817

0.563

0.744

0.496

1.000

i 260 rokov

30

10
20

26

27

15

WBCx 10" /1.
mediin (rozsah)

45.69 (0.6 - 316.1)

67.75(2.3-282.3)
22.1(0.6 - 316.1)
0.0009

61.27 (3.1 - 206.3)
41.68 (0.6 - 316.1)
0.2752

60.34 (4.630 - 316.1)
42.8 (0.6 - 282.3)
0.3098

61.44 (1.76 - 282.3)
10.77 (0.6 - 316.1)
0.0002

28,52(2.5-2444)
48.1 (0.6 - 316.1)
0.8837

36.7 (0.6 - 184.9)
45.69 (1.19 - 316.1)
0.6586

25.04 (1.36 - 159.5)
48.1 (0.6 - 316.1)
0.4746

43.61 (0.6 - 206.3)
48.55 (0.7 - 316.1)
09115

LKR

(#1-)

relaps

(+1-)

8090 %) | 36 (45 %)

2715

53/4
0.2736

15/1
65/8
1.000

11/1

69/8
1.000

46/2
3377
0.0731

8/1

718
1.000

13/3

67/6
0.2013

5/1

75/8
0.4829

4/0
73/9
1.000

13/14
23/30
0.813

6/9
3035
0.777

5/6
3138
1.000

19727
17716
0.4924

2/6
3437
0.280

6/7
30137
1.000

32
33/42
0.653

3N
32/41
0.325

skory relaps
(4/-)

16 (44 %)

716
9/14
0.4932

33
13/17
1.000

2/3
14/17
1.000

109
6/11
0.3351

2/0
1420
0.1905

42
12/18
0.3738

21
14/19
0.5741

71

14/18

0.5820

66

2. KR
(+/-)

8(22 %)

0/13
8/15
0.0320

1/5
723
1.000

4/1
427
0.0053

5/14
3/14
0.6951

171
727
0.4

1/5
723
1.000

21
6/27
0.1176

03
8/24
1.000

2. relaps
(+)

0/5
073
1.000

0/5
122
0.375

4/1
03
0.1429

4/1
12
0.4643

174
03
1.000

0/5
122
0.375

1/4
12
1.000

0/5
12
1.000

aloTKB
(+1-)

39% (49 %)

13/14
27126
1.000

7*1
32/33
1.000

5/6
35/34
1.000

24*/21
14/19
0.3682

6/2
33/38
0.1543

7/6
33/34
1.000

32
37/38
1.000

173
38/35
0.3584

aloTKB v LKR
(+)

33* (85 %)

10
24

7%
26

29

20*
12

aloTKB mimo LLKR
(+)

6 (15 %)

PSS

mediin OS

24.6

11.85
29.6
0.1322

26.95
24.6
0.6965

91.95
20.3
0.1714

349
18.2
0.2215

nedos.
23
0.4189

18.2
25.7
0.5522

15.1
274
0.1663

31.95
22.15

0.8980

mediin DFS

19.75

14.9
28.2
0.3943

28.2
18.8
0.6390

nedos.
17.5
0.1563

29.4
14.2
0.3053

nedos.
18.8
0.3076

14.2
25.6
0.4485

8.1
25.6
0.2061

6.7
204
0.2005

medidn OSyx

29.6

24.6
31.6
0.3665

31.6
29.6
0.8078

nedos.
274
0.1619

39.5
24.6
0.5585

nedos.
29.3
0.3386

293
316
0.8551

18.5
349
0.2204

31.95
29.6
0.8980
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Obrazok 13 - Kaplan - Meierove krivky preZitia ziskané na zdklade univariantnej analyzy
OS (A) DFS (B) a OSkg (C) v zavislosti na zistenych muta¢nych profiloch NPM1, CEBPA,

FLT3-ITD a FLT3-TKD ako samostatnych markerov

mutovany/nemutovany; +/- = pozitivny/negativny

AML s NK mut/nem =
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Obrazok 14 - Kaplan - Meierove krivKky prezitia ziskané na ziklade univariantnej analyzy
celkového prezitia OS (A) DFS (B) a OSkg (C) v zavislosti na zistenych muta¢nych
profiloch IDHI1, IDH2, WT1 a KMT2A-PTD ako samostatnych markerov AML s NK
mut/nem = mutovany/nemutovany; +/- = pozitivny/negativny
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Prognosticka hodnota alelovej naloze vo FLT3-ITD+ skupine AML s NK

V skupine s muticiou FLT3-ITD bola analyza prezitia doplnend o zhodnotenie OS,
resp. DFS/OSkr Vv zavislosti na alelovej nalozi FLT3-ITD (vid kapitola 1.1.2.2). Boli
porovnavané 3 skupiny pacientov: bez FLT3-ITD (skupina 1, n = 57), FLT3-ITD
s alelovou nalozou < 0.5 (skupina 2, n = 26) a FLT3-ITD s alelovou néalozou > 0.5
(skupina 3, n = 6). Ziskané vysledky Statistickej analyzy boli uvedené na obrazku 15 A,
B, C.

Prezitie stiboru v CEBPAm skupine (n = 12) v zdvislosti na variabilite v pocte
mutovanych aliel (CEBPAmo vs CEBPAdm) nebol vzhl'adom na vyrazne limitovany
podiel pacientov v porovnavanych podskupindich (n = 5 vs n = 7) Statisticky
zhodnoteny. V porovnani s pacientmi s ndlezom CEBPAmo (medidn OS, DFS, resp.
OSkr = 34.9, 51.25 resp. 54.6 mesiacov), alebo s pacientmi bez CEBPAm (median OS,
DFS, resp. OSgr = 10.3, 17.5 resp. 27.4 mesiacov, tabulka 13, cast CEBPA
nemutovany), median OS, DFS resp. OSkr nebol u pacientov s CEBPAdm dosiahnuty.
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Doba od stanovenia diagnozy (mesiace)

n= 80 cenzirované (n) exitus (n) mediin (mes.)
sk.1: FLT3-ITD/FLT3-1TD+wt = 0 23 30 31.6
sk.2: FLT3-ITD/FLT3-1TD+wt do 0.5 9 13 344
sk.3: FLT3-ITD/FLT3-1TD+wt > 0.5 1 4 7.6

Obrazok 15 - Kaplan - Meierove krivky prezZitia ziskané na zaklade analyzy celkového
preZitia pacientov v zavislosti na alelovej nalozi FLT3-ITD Pocet pripadov v jednotlivych
skupinach vratane poc¢tu zaznamenanych exitov (OS / OSkr) resp. relapsov/ exitov v KR (DFS)
bol uvedeny priamo pri analyzovanej skupine.
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1.1.3.2.  Prognosticka hodnota nalezu FLT3-ITD v NPMIm AML s NK

Ako bolo uvedené v prislusnej kapitole, ndlez FLT3-ITD vyznamne asocioval
s NPMIm (p = 0.004) (obrazok 12). Vplyv tychto 2 molekularnych markerov na OS
resp. DFS/OSkr bol zhodnoteny na zaklade rozdelenia siboru AML s NK do 4 skupin;
boli porovnavané tieto skupiny: NPM Imut a sicasne FLT3-ITD pozitivita (skupina 1, n
= 24), NPMImut bez FLT3-ITD (skupina 2, n = 24), FLT3-ITD pozitivita bez
NPM Imut (skupina 3, n = 8) a ziadna z hodnotenych mutacii (skupina 4, n = 32).

Klinické ukazovatele odpovede na liecbu

Klinicky priebeh AML (pocet KR a relapsov) a typ absolvovanej postremisnej terapie
(aloTKB ano/nie) v jednotlivych molekularnych skupinich bol zndzorneny na obriazku

16.

Iné molekularne markery

Komplexna molekularna analyza poukazala u vyznamného podielu pacientov, ktori boli
stratifikovani na zéklade genotypu NPM1 a FLT3-ITD na konkurentny vyskyt d’alSieho
mutacného profilu (CEBPAm, FLT3-TKD, IDHIm, IDH2m, WTIm, KMT2A-PTD)
(obrazok 16). Asponi 1 z tychto mutécii bola identifikovand u41 % (13/32) pripadov
v skupine NPM1m/FLT3-ITD+ resp. u 71 % (17/24) pripadov v skupine NPM1m/FLT3-
ITD-. Niektory d’al§i molekularny marker vykazovala aj prevazna Cast’ pripadov (5/8,
63 %) s FLT3-ITD bez NPMIm (obrazok 16). Pri tejto stratifikcii boli pacienti
s CEBPAdm sustredeni prevazne do skupiny s NPMIwt/FLT3-ITD- (5/7, 71 %), ktord
zdiel’ali s pripadmi s ndlezom KMT2A-PTD (4/4, 100 %).
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NPMIm/FLT3-ITD+ (n = 24) NPMIm/FLT3- ITD- (n = 24) NPM1wWUFLT3-ITD+ | NPM1 wFLT3-ITD- (n = 32)

(n=22) (n=24) (n=5) (n=3) (n=28)
NPM1m ‘
ELT3-ITD * . I P P P .* . L%
CEBPAM (1] ' BE || | R -
FLT3-TKD ARRER
IDH1m | |* *
IDH2m * ®
WT1m *
KMT2A-PTD i E
1KR — % = + + =1 — T
1. relaps e et et ettt F-+F- - L IR Ak 2 A5 25 2 I I (IR & 26 2k T |= = === +---++-+++++++++----- + -
2KR - - - - - - - - - - - ++++ - - + - - - - + + -4 -
2. relaps N +++ - + NH | + - - NH
aloTKB F[E ===l ]= N ORERCEOE O REEOE  OERD OO AR n RN RO EECORORNCORED ARCERERE  CROCEE +
exitus SR Sk SPSPIE SPNIE 3k SEMEE 3k Ot S S ot SR S ok ok o AENE ok SENE ok ok ok 2k SPPC o S P S PR ot S o ok ot 2 PP R N AR L e A A D e

n % n % n % | n %

podiel 1. KR 2224 92% 24724 100% 58 8% | 2832 88%
riziko relapsu a2 1% 1024 2% a5 a0% | 1328 6%
skory relaps (do 6 mes) | 9 7% o 0% 1 2% | 513 1%
podiel 2KR 08 0% 5/10 50% 05 % | 3 2%
podiel 2 relapsu NH NH 45 80% NH NH | 17 33%
podiel aloTKB 122 55% 1229 52% 15 2% | 1328 46%
podiel aloTKB v 1 KR 12 75% 112’ 2% " 100% | 113 85%
celkove prezitie [ 924 38% 1724 46% 0 3% | 132 u%
postremisné preZitie 922 41% 11724 46% 115 20% 11/28 39%

Obrazok 16 - Klinicky priebeh AML (pocet KR, relapsov) a typ absolvovanej postremisnej terapie (aloTKB ano/nie) pri stratifikacii siboru
na ziaklade mutaéného statusu NPM1 a FLT3-ITD Sibor AML s NK bol rozdeleny do 4 molekularnych skupin nasledovne: NPMIm/FLT3-ITD+
(skupina 1); NPMIm/FLT3-ITD- (skupina 2); NPMIwt/FLT3-ITD+ (skupina 3) a zZiadna z hodnotenych mutacii (skupina 4). Pocet farebne
vyznagenych stipcov (sivé polia) zodpoveda poétu identifikovanych mutacii prislusného typu. Okrem prognostickych muticii bola na obrizku
vyznaéena distribicia muticii d’alsich funkénych typov (oranzové polia) v ramci definovanych molekularnych skupin. Cierne polia znazoriuju
pripady s nedostupnym mutaénym profilom prislu§ného génu. * - pripady s alelovou ndlozou FLT3-ITD/ITD+wt < 0.25, pripady s ndlezom
CEBPAdm, pripady s IDHI(R132C), resp. pripad s 2 rozli¢cnymi mutaciami WT/; na obrazku boli v rdmci FLT3-ITD+ skupiny vyznacené (tmavo
sivé polia) pripady s alelovou nélozou FLT3-ITD/ITD+wt > 0.5. Pripady, ktoré neboli znacené inak (*, tmavo sivé polia) vykazovali alelovi naloz
FLT3-ITD /ITD+wt = > 0.25 - <0.5, IDHI(R132H), IDH2(R140Q), resp. 1 muticiu WTI. # - pacient (NPMIm/FLT3-TKD+), ktory podstipil aloTKB
v 2. KR po predchadzajicej autolégnej transplantacii nebol zahrnuty do hodnotenia podielu aloTKB v Studovanom stibore AML s NK (pacient bol
vyznaceny ruzovo). KR — kompletna remisia, aloTKB — alogénna transplantacia krvotvornych buniek, +/- - ano/nie, wt — $tandardna (nemutovana,
wild-type) alela

72



Zhodnotenie klinického priebehu AML v molekularnych skupinich po absolvovani

indukdénej terapie

Po absolvovani induk¢nej terapie bol median OS najlepsi v skupine s NPMIm bez
FLT3-ITD (40.8 mesiacov) anajhorSi v skupine s FLT3-ITD bez NPMIm (8.75
mesiacov), ostdvajuce 2 molekularne skupiny sa na zdklade medianu OS
(NPMIm/FLT3-ITD+ = 21.5 mesiacov resp. NPMIwt/FLT3-ITD- = 19 mesiacov)
neodliSovali (p = 0.0422) (obrdzok 17A). Pri tejto stratifikdcii boli krivky prezitia
pacientov s FLT3-ITD+/NPMIwt signifikantne horSie v porovnani so skupinou s
NPMIm/FLT3-ITD- (p = 0.0066), resp. v porovnani so skupinou NPMIwt/FLT3-ITD-
(p = 0.0245). Ostavajuce kombinacie vzdy 2 muta¢nych profilov nevykazovali pri danej

stratifikacii signifikantné rozdiely v OS Studovaného siboru (obrazok 17).

Zhodnotenie klinického priebehu AML v molekularnych skupinich po dosiahnuti 1. KR

Pri stratifikacii siboru AML s NK na zaklade muta¢ného profilu NPM1 a FLT3-ITD sa
rozdiely v OS nepremietli do signifikantnych rozdielov v DFS (p = 0.4403) ani v OSkr
(p = 0.5540) (obrazok 17B, C).
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=&« NPMImut, FLT3-ITD + (sk. ), n=24
NPMImut, FLT3-1TD - (sk. 2), n:ZJ:l

== NPMInem, FLT3-ITD + (sk. 3),n = 8 ¥
NPMInem, FLT3-ITD - (sk. 4), n =32

p = 0.0066

0.0245

i
£

p=0.0422

n=_8§ sk.3 sk.4
cenzirované (n) 9 11 1 11
exitus (n) 15 13 7 21
median (mes.) 219 40.8 8.75 19

B. DFS
1 =&« NPMImut, FLT3- ITD + (sk. 1), n =22

NPMImut, FLT3-1TD - (sk. 2), n = 24
== NPMInem, FLT3- ITD + (sk. 3),n=§
*+ NPMInem, FLT3-ITD - (sk.4),n =28

n=79 sk.1 sk.2 sk.3 sk.4

cenzirované (n) 9 11 1 9

relaps/exitus v KR (n) 13 13 Rl 19

mediin (mes.) 17.35 35.1 8.1 159
C. OSkr

=&« NPMImut, FLT3- ITD + (sk. 1), n=22
NPMImut, FLT3-ITD - (sk. 2), n =24

= NPMlInem, FLT3-ITD + (sk.3),n =5
NPMInem, FLT3-ITD - (sk. 4), n = 28

2

p=0.5540

n=79 sk.1 sk.2 sk.3 sk.4
cenzirované (n) 9 11 1 11
exitus (n) 13 13 4 17
medin (mes.) 344 40.8 11.7 25.7

Obrazok 17 - Kaplan - Meierove Kkrivky preZitia ziskané na ziklade analyzy muta¢nych
profilov NPM1 a FLT3-ITD Pocet pripadov v jednotlivych skupinach vratane poctu
zaznamenanych exitov (OS / OSkg) resp. relapsov/ exitov v KR (DFS) bol uvedeny priamo
pri kazdej analyzovanej skupine. OS: sk.1 vs sk. 2 p = 0.3445; sk. 1 vs sk. 3 p =0.0725; sk. 1 vs
sk .4 p=0.8602; sk 2 vs sk. 3 p = 0.0066; sk. 2 vs sk . 4 p=0.2782; sk. 3 vs sk. 4 p = 0.0245;
DFS: sk.1 vs sk. 2 p = 0.4605; sk. 1 vs sk. 3 p=0.4325; sk. 1 vs sk.4 p=0.9764; sk 2 vs sk. 3
p =0.1041; sk. 2 vs sk . 4 p = 0.2803; sk. 3 vs sk. 4 p = 0.3283; OSkz: sk.1 vs sk. 2 p = 0.5609;
sk. 1 vs sk. 3 p=10.3730;sk. 1 vs sk. 4 p=0.8217; sk 2 vs sk. 3 p=0.1719; sk. 2 vs sk . 4 p =
0.5476; sk. 3 vs sk. 4 p =0.2360
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1.1.3.3.  Prognosticka hodnota komplexného molekularneho profilovania na
zaklade FLT3-ITD, NPMIm a CEBPAm u AML s NK

V d’alSom kroku bol sibor AML s NK rozdeleny do 3 molekuldrnych skupin na zéklade
komplexného zhodnotenia mutacného profilu NPM1, CEBPA a FLT3-1TD.

Klinické ukazovatele odpovede na liecbu

Klinicky priebeh AML (pocet KR a relapsov) a typ absolvovanej postremisnej terapie
(aloTKB 4no/nie) v testovanych molekularnych skupinich bol znidzorneny na obrazku

18 a detailne bol popisany v tabul’ke 16.

Iné molekularne markery

Vyznamny podiel pacientov, ktori boli kategorizovani do FLT3-ITD+ (16/32, 50 %)
resp. do skupiny NPMIm a/alebo CEBPAm / FLT3-ITD- (16/29, 55 %) vykazoval
okrem prognostickych mutacii konkurentny vyskyt d’alSieho mutacného profilu (FLT3-
TKD, IDHIm, IDH2m, WTIm, KMT2A-PTD). Aspont 1 ztychto muticii bola
identifikovana aj u Casti pacientov s genotypom FLT3-ITD-/NPMIwt/CEBPAwt (13/27,
48 %), pricom nalez KMT2A-PTD (n = 4) bol viazany selektivne na tito molekuldrnu
skupinu  AML. Distribicia rekurentnych mutéicii v jednotlivych molekularnych

skupinéach bola znazornena na obrazku 18.
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FLT3-ITD+ (n=32) I NPM1m alalebo CEBPA m IFLT3-ITD- (n = 29) I FLT3-ITD-/NPM1 wt ICEBPA Wt (n = 27)

(n=27) i (=5 (n=29) (n=23) I (n=4)
FLT3-ITD * £ £ O £ Y £ * *
NPMm ] AARNARARRANY
CEBPAm # | s|x+[x| | |* #
FLT3-TKD NN | RERR | ’
IDH1m | |* *
IDH2m | |* | | ‘ ‘ a
WT1m ] | *
KMT2A-PTD ‘
1.KR I - - - ___ - - e * ] I
1. relaps F+---+--+-+++-+--++--+-++-- R A A +++++- -ttt |-ttt ettt - - + | |
2.KR R e e e e S R e e LR e efel | L f=f [ +ttb-] | el | el || ] (el |||l | ] -
2. rolaps T T T T o NH T T e T T R T T T LT LT NH
aloTKB |k A +++-+-++---+-+-+++ ---t-t+t--++t--+t+t+t-+--F+++-t-F+-ttt- -+ttt -ttt +
exitus tt+-+++--t-F+t+t -t -ttt ottt .- - - +++++--++---F--Ftt|-Ftt-ttt-tt- -+ttt -+ -ttt
n % n % n %
podiel 1. KR . 27/32 84% 2929 100% 23/27 85%
fiziko relapsu 13127 48% 1129 38% 1223 52%
skory relaps (do6mes) | n3 s4% | sni 4% | a2 3% |
podiel 2KR 13 0% 6/11 55% 12 17%
podiel 2.relapsu | NH - 516 83% 02 0%
podiel aloTKB 1327 48% 1428" 50% 1123 a8% |
podiel aloTKB v 1. KR 10/13 77% 1314" 93% 911 82%
celkové prezitie | 1032 31% 15129 52% 7 26%
é prezitie 1027 37% 1529 52% 723 30%

Obrazok 18 - Distribiicia rekurentnych mutacii, klinicky priebeh AML (pofet KR, relapsov) a typ absolvovanej postremisnej terapie
(aloTKB ano/nie) po stratifikacii siboru AML s NK do 3 molekularnych skupin Sibor AML s NK bol rozdeleny nasledovne: nalez FLT3-ITD
bez ohladu na muta¢ny profil NPMI resp. CEBPA (skupina 1); nalez aspon 1 priaznivého markeru bez FLT3-ITD (skupina 2); ziadna
z prognostickych mutacii (skupina 3). Pocet farebne vyznagenych stipcov (sivé polia) zodpoveda poétu identifikovanych mutacii prislu§ného typu.
Okrem prognostickych mutécii bola na obrazku vyznacena distribicia mutacii d’alSich funkénych typov (zIté polia) v rdmci definovanych
molekularnych skupin. Cierne polia znazoriiuju pripady s nedostupnym mutaénym profilom prislu§ného génu. * - pripady s alelovou nalozou FLT3-
ITD/ITD+wt < 0.25, pripady s nadlezom CEBPAdm, pripady s IDHI(R132C), resp. pripad s 2 rozli¢cnymi mutdciami WTI; na obridzku si v rdmci
FLT3-ITD+ skupiny vyznacené (tmavo sivé polia) pripady s alelovou ndlozou FLT3-ITD/ITD+wt > 0.5. Pripady, ktoré neboli znacené inak (*, tmavy
odtient sivej) vykazovali alelovd ndloz FLT3-ITD /ITD+wt = > 0.25 - <0.5, IDHI(R132H), IDH2(R140Q), resp. 1 mutiaciu WTI. # - pacient
(NPMIm/FLT3-TKD+), ktory podstipil aloTKB v 2. KR po predchadzajicej autolégnej transplantacii nebol zahrnuty do hodnotenia podielu aloTKB
v Studovanom subore AML s NK (pacient bol vyznaceny ruzovo). KR — kompletna remisia, TKB — transplantdcia krvotvornych buniek, +/- - 4no/nie,
wt — Standardnd (nemutovani, wild-type) alela
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Zhodnotenie klinického priebehu AML v molekularnych skupindch po absolvovani

indukénej terapie

Na obrazku 19 boli sumarizované krivky prezitia skupiny, ktord vykazovala asponi 1
z priaznivych mutacii bez FLT3-ITD (skupina 1) v porovnani so skupinou, ktora
vykazovala FLT3-ITD bez ohl'adu na mutacny profil d’alSich 2 génov (skupina 2), resp.
so skupinou v ktorej nebol zaznamenany ani 1 z prognostickych muta¢nych profilov
(skupina 3). Rozdiely v preziti po absolvovani induk¢nej terapie boli pri danej
stratifikdcii AML s NK na hranici Statistickej vyznamnosti (p = 0.0474) (obrazok
19A). Lepsi klinicky priebeh vykazovala skupina s nalezom aspoit 1 priaznivého
markeru bez FLT3-ITD v porovnani so skupinou, ktora zdruzila pripady
s nepriaznivym markerom FLT3-ITD (p = 0.0343) alebo so skupinou bez
akéhokol'vek molekularneho markeru (p = 0.0188); signifikantné rozdiely v OS
medzi skupinou s FLT3-ITD a skupinou bez akéhokol'vek prognostického markeru

potvrdené neboli (p = 0.8620).

Zhodnotenie klinického priebehu AML v molekularnych skupinich po dosiahnuti KR

Podiel zaznamenanych KR v jednotlivych molekularnych skupinich bol zndzorneny na
obrazku 18 a klinicky priebeh bol detailne popisany v tabulke 16. Postremisné krivky
prezitia neboli signifikantne rozdielne na trovni DFS (p = 0.0758) resp. OSkr (p=
0.1882) (obrazok 19 B, C); testovana stratifikdcia vSak smerovala k Statisticky
vyznamne rozdielnemu DFS (Log rank test for trend p = 0.0263). Nélez aspon 1 z
prognostickych markerov (NPMIm a/alebo CEBPAm) bez FLT3-ITD bol spojeny so
signifikantne lepSim DFS 1iba v porovnani so skupinou s FLT3-ITD-
INPM1Iwt/CEBPAwWt (p = 0.0216). Iné kombinacie vzdy 2 molekuldrnych skupin
nevykazovali vyznamné rozdiely (p < 0.05) na drovni DFS/OSkg (obrazok 19 B, C).
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n=79 sk.1 sk.2 sk.3

cenzirované (n) 15 10 5

relaps/exitus v KR (n) 14 17 18

median (mes.) nedos. 14.9 12.1
(6 OSkr

NPM Im a/alebo CEBPAm /FLT3-ITD- (sk. 1)
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n=79 sk.1 sk.2 sk.3
cenzirované (n) 15 10 3/

exitus (n) 14 17 16
median (mes.) nedos. 24.6 22

Obrazok 19 - Kaplan - Meierove krivky prezitia ziskané na ziklade porovnania 3
skupin: priaznivej (skupina 1), nepriaznivej (skupina 2) a prognostické markery
nevykazujicej skupiny (skupina 3) Pocet pripadov v jednotlivych skupinach vratane
poétu zaznamenanych exitov (OS / OSkgr) resp. relapsov/ exitov v KR (DFS) bol
uvedeny priamo pri kazdej analyzovanej skupine.
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Analvyza prezitia suboru v zavislosti na type absolvovanej postremisnej terapie

V prvom kroku bol zhodnoteny klinicky priebeh AML v zavislosti na absolvovane;j
postremisnej terapii (aloTKB 4no/nie) v celom sibore AML s NK (n = 80) (obrazok 20
A, B). Analyza poukazala na signifikantne lepsi klinicky priebeh v skupine, ktora
v rdmci postremisnej terapie absolvovala aloTKB (DFS: p = 0.0042; OSkr = 0.0035).
Do suboru pacientov, ktori podstipili aloTKB nebol zahrnuty pacient, u ktorého
aloTKB (vykonana v 2. KR po historii relapsu) predchédzala autolégna TKB. Prezitie
v zavislosti na postremisnej terapii nebolo mozné zhodnotit v pripade dalSieho
pacienta, u ktorého nebola dostupnd informécia o mutacnom profile NPM1 (obrazok
18).

Pripady s genotypom FLT3-ITD+ nevykazovali Statisticky vyznamné rozdiely
v porovnani so skupinou NPMIwt/CEBPAwt/FLT3-ITD- v OS (p = 0.8620), DFS (p =
0.9605) resp. v OSgr (p = 0.9064) s rizikom relapsu 23 % (3/13) vs 27 % (3/11)
v pripade absolvovania aloTKB v porovnani so 71 % (10/14) vs 75 % (9/12)
v skupinich bez aloTKB (podiel aloTKB v obidvoch skupinich 48 %) (obrazok 18).
Tieto 2 molekularne skupiny boli zluc¢ené do spoloc¢nej skupiny a porovnali sa krivky
prezitia v zavislosti na tom, ¢i pacienti podstupili aloTKB (skupina 1, n = 24) alebo
aloTKB lieceni neboli (skupina 2, n = 26) (obrazok 20 C, D).

PreZitie siboru v zavislosti na absolvovanej postremisne] terapii v skupine s aspon 1
priaznivym markerom (NPMIm a/alebo CEBPAm) bola s oh'adom na pocetnost’ skupin
urenych k porovnaniu (aloTKB 4no, n = 14 vs aloTKB nie, n = 14) hodnotena s
popisnym ucelom (obrdazok 20 E, F). V porovnani s vysSie prezentovanymi datami z
d’alSich 2 molekularnych skupin dosahovalo riziko relapsu pri ndleze NPMIm a/alebo
CEBPAm 21 % (3/14) v pripade absolvovania aloTKB v porovnani s 50 % (7/14)
v skupine bez aloTKB (podiel aloTKB 50 %) (obrazok 18).

Pacienti, ktori podstipili aloTKB mimo 1. KR (n = 6) sa sustredili prevazne v skupine s
FLT3-ITD+ (n = 3), resp. v skupine bez prognostického markera (n = 2) (obrazok 18,
tabul’ka 16). Klinicky priebeh AML v zévislosti na ¢asovani aloTKB (1. KR vs mimo 1.
KR) bol znazorneny na obrazku 18 resp. vtabulke 16. V zéverecnej analyze bol
zhodnoteny klinicky priebeh osobitne v skupine, ktord podstipila aloTKB v 1.KR
v porovnani so skupinou, ktord bola alogénne transplantovand mimo 1. KR alebo bola

liecenda  chemoterapeutickymi  rezimami  (obrazok 20 G, H, I ).
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Obrazok 20 - Kaplan - Meierove krivky prezitia v zavislosti na lie¢be aloTKB (ano/nie) v celom siibore AML s NK (¢asti A, B),

v skupine s genotypom FLT3-ITD+ alebo FLT3-ITD-/NPM11wt/CEBPAwt (Casti C, D) a v skupine s genotypom NPMIm a/alebo
CEBPAm/FLT3-ITD- (¢asti E, F). Priebeh kriviek preZitia po zohPadneni aloTKB v 1.KR resp. Mimo 1. KR znazoriiuji ¢asti G, H
(cely stiibor AML s NK) resp. LJ (genotypy FLT3-ITD+ alebo FLT3-ITD-/NPM1wt/CEBPAwt) pocet pripadov v jednotlivych skupinach
vratane po¢tu zaznamenanych exitov (OS / OSkr) resp. relapsov/ exitov v KR (DFS) bol uvedeny priamo pri kazdej analyzovanej skupine. *
- pacient, ktory podstiipil aloTKB v 2. KR po predchadzajicej autolognej transplanticii nebol zahrnuty do hodnotenia podielu aloTKB v
Studovanom subore AML s NK
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Vzhl'adom na limitovani velkost' analyzovaného stiboru nebolo mozné relevantne
porovnat’ krivky prezitia pacientov, ktori podstipili aloTKB a vyznacovali sa aspon 1
priaznivym markerom AML (genotyp NPMIm a/alebo CEBPAm /FLT3-1TD-, n = 15)
so skupinou, ktora ziadny priaznivy marker AML nevykazovala (genotypy FLT3-ITD+
resp. NPMIwt/CEBPAwWt/FLT3-ITD-, n = 24). Ziskané vystupy Statistickej analyzy dat,

ktoré ostavaju na popisnej urovni boli dokumentované na obrazku 21 A, B.

A. aloTKB (n= 38), DFS B. aloTKB (n = 38), 0Sgg

NPMIm a/alebo CEBPAm / FLT3-1TD- (sk. 1)
n=14

NPMIWUCEBPAWVFLT3-1TD-, FLT3-ITD+ (sk. 2)
n=24

NPMIm a/alebo CEBPAm / FLT3-1TD- (sk. 1)

n=14

NPMIwWVCEBPAWYFLT3-1TD-, FLT3-ITD+ (sk. 2) it
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cenzarované (n) 10 11 cenziirované (n) 10 12
relaps/exitus v KR 4 13 BX“U‘S' (n) 4 12
median (mes.) nedos 78.5 median (mes.) nedos. 121

Obrazok 21 - Kaplan - Meierove krivky prezitia v skupine AML s NK, ktora bola
lieCena aloTKB Obrazok znazornuje krivky prezitia v priaznivej rizikovej skupine
NPMIm a/alebo CEBPAm /FLT3-ITD- (skupina 1) v porovnani so skupinou 2, ktord
zdruzuje pripady s vyskytom FLT3-ITD resp. pripady bez prognostického markeru
(NPMIwt/CEBPAWt/FLT3-1TD-). Pocet pripadov v jednotlivych skupindch vrétane
poétu zaznamenanych exitov (OS / OSkgr) resp. relapsov/ exitov v KR (DFS) bol
uvedeny priamo pri kazdej analyzovanej skupine. * - pacient
(NPMIm/CEBPAwWt/FLT3-1TD-), ktory podstipil aloTKB v 2. KR po predchadzajicej
autoldgnej transplantacii nebol zahrnuty do hodnotenia podielu aloTKB v §tudovanom
sibore AML s NK; prezitie v zavislosti na absolvovanej aloTKB nebolo mozné
zhodnotit' v pripade d’alSieho pacienta (n = 1), u ktorého nebola dostupna informéacia
o muta¢nom profile NPM 1
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TabulPka 16 - Klinicky priebeh v celom sibore AML NK (n = 89) a po jeho stratifikacii do molekularnych skupin na zaklade
mutaéného profilu FLT3-ITD, NPM1 a CEBPA

n 1.KR relaps skory relaps 2. KR 2. relaps aloTKB aloTKB v 1.LKR | aloTKB mimo 1.KR | mediin OS mediin DFS mediin OSgy
de novo AML s NK 89 80 (90 %) 36 (45 %) 16 (44 %) 8(22 %) 5 39" (49 %) 33" (85 %) 6(15 %) 24.6 19.75 29.6
FLT3-1TD+ 32 27 (84 %) 13 (48 %) 7 (54 %) 0(0 %) NH 13 (48 %) 10 3 11.85 149 24.6
alelova naloz < 0.25 10 8 3 2 0 NH 4 3] 1
alelova naloz > 0.25 - 0.5 16 14 8 3 0 NH 4 4 0
alelova naloz > 0.5 6 5 2 2 0 NH S 3 2
FLT3 -ITD+/NPM1 wt/ CEBPA wt/* 3 2 2 1 0 NH 0 NH NH
FLT3-ITD+/NPM1 wt/ CEBPA wt/** 3 1 1 0 NH NH 0 NH NH
FLT3-ITD+/NPM1 m/CEBPA wt/* 11 10 4 ?) 0 NH 5 4 1
FLT3-ITD+/NPM I m/CEBPA wt/** 11 11 5 4 0 NH 6 4 2
FLT3-ITD+/CEBPA dm/NPM1 wt 1 1 1 0 0 NH 0 NH NH
FLT3-ITD+/CEBPA mo/NPM 1 wt 1 1 0 NH NH NH 1 1 0
FLT3 -ITD+/CEBPA mo/NPM1 m/* 1 1 0 NH NH NH 1 1 0
FLT3 -ITD+/CEBPA mo/NPM I m/** 1 0 NH NH NH NH NH NH NH
NPMIm +/- CEBPAm / FLT3 -1TD- 29 29 (100 %) 11(38 %) 5(45 %) 6(54 %) 5 14% (50 %) 13* 1 nedos. nedos. nedos.
NPMIm/CEBPAwt /* 7 7 3 2 0 NH 3 2 1
NPMIm/CEBPAwt /** 14 14 4 1 2 1 8" 8" 0
NPM Im/CEBPAmo/* 2 2 2 1 2 73 0 NH NH
NPMIm/CEBPAdm [* 1 1 1 1 1 1 1 1 0
CEBPAdm/NPM Iwt [* 4 4 0 NH NH NH 2 2 0
CEBPAdm/NPM Iwt [** 1 1 1 1 1 1 0 NH NH
NPMI1 wt/CEBPA wt/FLT3 -ITD- 27 23 (85 %) 12 (52 %) 4(33 %) 2(17 %) 0 11 (48%) 9 2 18.2 12.1 22
NPM1 w/CEBPA wt/FLT 3-1TD-/* 14 12 7 0 1 0 5 4 1
NPM1 wt/ CEBPA wt/FLT3 -ITD-/** 13 11 5 -+ 1 0 6 5 1

p=0.0474 p=0.0758 p=0.1882

NH: FLT3-1TD-/CEBPA wt/?NPM1 1 1 0 NH NH NH 1 1 0

* - ziadna d'alSia rekurentna mutacia, ** - aspoi 1 ina rekurentna mutacia (FLT3 -TKD +/-IDHI m+/-IDH2 m+/-WT1 m+/-KMT2A -PTD); wt - §tandardna alela (wild-type); m - mutovany; dm - dvojité mutacie; mo - monoalelické (jednoduché) mutacie; +/- - ano/nie
do molekularnej stratifikacie boli zahrnuté iba pripady s kompletnym mutaénym profilom vetkych 3 molekularnch markerov (n = 88)

# - do hodnotenia nebol zahrnuty pacient, ktory podstupil aloTKB v 2. KR po autolognej transplantacii

NH - nehodnotené
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1.2. DISKUSIA

Studovany subor AML s NK sme zostavili na zaklade tychto kritérii: i) de novo
AML, ii) normélny karyotyp v dobe diagndzy, iii) dostupné diagnostické vzorky kostne;j
drene resp. periférnej krvi pre molekuldrnu analyzu a iv) absolvovanie kurativnej liecby.
Tieto kritérid splnilo do konca roku 2012 celkom 89 pacientov.

V néviznosti na ciele definované v uvode tejto dizertanej prace sme v prvej
casti molekularnej Studie urcili frekvenciu a distribuiciu 8 rekurentnych muticii v tomto
subore. Molekularna analyza ukédzala nasledujiucu frekvenciu génovych mutacii
(zoradené zostupne od najcastejSich po najmenej casté): NPMIm - 56 % (49/88),
FLT3m - 48 % (43/89), IDHm - 27 % (24/89), CEBPAm - 13 % (12/89), WT'Im - 7 %
(6/89), KMT2A-PTD - 5% (4/86). Aspon 1 molekularny marker vykazovalo 84 %
(75/89) AML s NK a v stibore bolo identifikovanych celkom 151 mutécii (obrazok 18).
Frekvencia mutacii a heterogénna molekularna baza Studovaného siboru AML s NK je
v stlade so Studiami, ktoré dokumentujii vysledky komplexnej mutacnej analyzy na
obsiahlejsich suboroch AML resp. AML s NK (Krauth et al., 2015, Kao et al., 2015,
Grossman et al., 2012, Schen et al., 2011, Ishikawa et al., 2009, Schlenk et al., 2008).
Klasifikacia mutécii do funkénych mutaénych skupin na zaklade modelu, ktory recentne
navrhli ¢lenovia The Cancer Genome Atlas Research Network (Cancer Genome Atlas
Research Network, 2013) podporuje koncept o mutacidch najmenej 2 funkénych typov,
ktoré sa podiel’aju spolo¢ne na patogenéze AML v Studovanom subore (obrdzok 18).

Dalgia ¢ast §tidie bola venovana zhodnoteniu klinického vyznamu
molekularneho profilovania v prezentovanom sibore AML s NK. NaSa Stadia sa
primérne zakladala na ur¢eni NPMIm, CEBPAm a FLT3-ITD. Tieto muticie sa stali
sucastou klasifikaénych schém AML aich prognostickd hodnota u AML bola
opakovane potvrdena (Arber et al., 2016, Dohner et al. 2015, O'Donnel et al., 2016, Port
et al., 2014). Inicidlne sme pozorovali rozdielny klinicky priebeh AML po rozdeleni
suboru do molekuldrnych skupin na zdklade muta¢ného profilu NPMIm, CEBPAm
resp. FLT3-ITD ako samostatnych markerov. Tieto rozdiely sa vSak v univariantnej
Statistickej analyze nepremietli do signifikantnych rozdielov v OS/OSkr resp. DFS
v porovnavanych molekularnych skupinidch (obrdzok 13, ¢ast NPMIm, CEBPAm
resp. FLT3-ITD). V d’alSom kroku sme sa pokusili aplikovat data o molekularnom
pozadi AML s NK do klinickej praxe zhodnotenim klinického priebehu AML po
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klasifikacii ndsho suboru do molekuldrnych skupin v sulade s recentne odporacanou
klasifikatnou schémou, ktora u AML, osobitne u AML s NK zohl'adiiuje muta¢ny profil
FLT3 (FLT3-ITD), NPM1 a sucasne CEBPA (Dohner et al., 2010, Déhner et al., 2015,
ODonnel et al., 2016). Na zaklade komplexného zhodnotenia mutaéného profilu
tychto 3 génov sme stibor AML s NK rozdelili do 3 molekularnych skupin (obrazok
18). Po absolvovani indukcnej terapie boli rozdiely v klinickom priebehu AML
v testovanych molekuldrnych skupinich na hranici Statistickej vyznamnosti (OS, p =
0.0474). Postremisné krivky prezitia signifikantne rozdielne neboli (DFS, p = 0.0758
resp. OSkr, p= 0.1882), hoci vysledky smerovali k Statisticky vyznamne rozdielnemu
DFS (Log rank test for trend p = 0.0263) (obrdazok 19 A, B, C). Domnievame sa, Ze
ziskan¢ vysledky odrazaju spolocne s limitmi, ktoré vyplyvaji z velkosti
porovnavanych skupin, nezanedbatelny podiel aloTKB v ramci postremisnej terapie
(distribucia v jednotlivych skupinach 48 % vs 50 % vs 48 %, tabulka 16, obrazok 18),
ktord mohla ovplyvnit’ krivky prezitia v testovanych molekuldrnych skupinach. Na tento
aspekt poukazuju aj naSe data v Casti venovanej prezitiu v zavislosti na absolvovane;j
postremisnej terapii, ktorti budeme diskutovat’ v nasledujicom bode.

Otazka smerovania intenzity postremisnej terapie AML na zdklade muta¢nych
profilov NPM1, CEBPA a FLT3 (FLT3-ITD) nie je plne zodpovedand. VSeobecne je
nilez FLT3-ITD markerom prognosticky nepriaznivych AML (skoré relapsy, kratSie
DFS, OS), pre ktoré sa ukazuje byt prinosné v pripade dostupnosti vhodného darcu
a splnenia potrebnych kritérii indikovat’ aloTKB (Déhner et al., 2015, Schlenk et al.,
2008). V porovnani s FLT3-ITD+ skupinou, nalez aspont 1 priaznivého markera
(NPMIm a/alebo CEBPAm) bez FLT3-ITD predstavuje v klasifikaénych schémach
ELN a NCCN priaznivé rizikové skupiny AML (Dohner et al., 2010, Dohner et al.,
2015, O'Donnel et al., 2016). Pri smerovani intenzity postremisnej terapie existuje v
klasifikacnych systémoch trend, ktory odporaca zvazit' pri diagnostickom néleze
priaznivého markeru bez FLT3-ITD chemoterapeutické rezimy s odkladom indikacie
aloTKB do fazy, kedy sa dokumentuje relaps AML. Naopak, molekularna stratifikacia
recentne nezasahuje do smerovania postremisnej terapie v 3. skupine AML, ktora
nevykazuje Ziadny z 3 prognostickych markerov (Walker a Marcucci, 2014).

Vzhl'adom na malo pocetné subory, ktoré vznikli po rozdeleni nasho suboru do
molekuldrnych skupin, sme otazku klinického priebehu AML v zavislosti na
absolvovanej postremisnej terapii nemohli zhodnotit samostatne pre kazda z3

molekularnych  skupin. V prezentovanom stbore sa skupina s FLT3-ITD-
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/INPMIwt/CEBPAwt AML s NK (n = 23) vyznamne neodliSovala od skupiny s ndlezom
FLT3-ITD+ (n = 27) v podiele zaznamenanych 1. KR (85 % vs 84 %), v riziku relapsu
(52 % vs 48 %) resp. v DES (p = 0.9605) a OSkr (p = 0.9064), ¢o je v sulade s datami,
na ktoré sa poukézalo v inych publikovanych siboroch AML (Gale et al., 2008, Schlenk
et al., 2008) (obrazok 18; resp. 19 B,C; tabulka 16). Spolo¢na analyza tychto 2
molekularnych skupin potvrdila, Ze pacienti s testovanymi genotypmi, ktori dosiahli 1.
KR a podstipili aloTKB (n = 24, riziko relapsu 6/24, 25 %) sa vyznacuju lepSim
klinickym priebehom v porovnani s pacientmi, ktori dosiahli 1. KR, ale boli lieeni
vyluéne chemoterapeutickymi rezimami (n = 26, riziko relapsu 19/26, 73 %). Rozdiely
v klinickom priebehu boli signifikantné na tdrovni DFS (p = 0.0325) a boli na hranici
Statistickej vyznamnosti na urovni OSkr (p = 0.0481) (obrazok 20 C, D). Pokial’ sme
pri hodnoteni klinického priebehu AML pri danej stratifikdcii zohladnili casovanie
transplantacie v 1. KR (n = 19, riziko relapsu 2/19, 11 %) resp. mimo 1. KR (n =5,
riziko relapsu 4/5, 80 %), rozdiely oproti skupine bez aloTKB (n = 26, riziko relapsu
19/26, 73 %) boli statisticky vysoko signifikantné na arovni DFS (p = 0.0008) aj OSkgr
(p = 0.0043) (obrazok 20 J, tabul’ka 16). Tieto data poukazuji na vyznam indikovania
aloTKB pri naleze FLT3-ITD (bez ohladu na d’al§i prognosticky marker) resp.
v skupine AML s NK, ktord ziadny z 3 prognostickych markerov nevykazuje. NaSe
vysledky st v sulade s vysledkami pilotnej Stadie, ktord na obsiahlejSom subore
dokumentuje prinos aloTKB v 1. KR pre obidva hodnotené rizikové genotypy FLT3-
ITD+ resp. FLT3-ITD-/NPM1wt/CEBPAwt u AML s NK (Schlenk et al., 2008).
Velkost' suboru neumoznila zhodnotit' odpoved’ na absolvovand postremisni
terapiu (aloTKB ano/nie) v skupine s ndlezom genotypu NPMIm a/alebo CEBPAm bez
FLT3-ITD (n = 28, podiel 1. KR 100 %, riziko relapsu 10/28, 36 %) (obrazok 20 E, F,
tabul’ka 16). Rozdiely v klinickom priebehu (DFS, p = 0.0453 resp. OSkgr, p = 0.0431
s rizikom relapsu v pripade absolvovania aloTKB 3/14, 21 % v porovnani so skupinou
bez aloTKB 7/14, 50 %) vSak naznacuju, ze aloTKB prispieva k zlepSeniu klinického
priebehu AML aj v skupine s ndlezom NPMIm a/alebo CEBPAm pri sucasnej absencii
FLT3-ITD. Je zrejmé, Ze nizky pocet pripadov v porovnivanych skupinich limituje
interpretaciu ziskanych dat na popisna Uroven a vyZaduje zhodnotenie v d’alSej Studii. V
préci, ktord hodnotila zavislost’ konsolidacnej liecby (aloTKB a autoTKB v porovnani s
intenzivnou chemoterapiou v 1.KR) asucasne vplyvu reindukénej terapie s
néslednou aloTKB po relapse osobitne v skupine CEBPAdm AML (n = 124) s

intermedidrnou cytogenetickou progn6zou, malo absolvovanie aloTKB alebo autoTKB
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v porovnani s uniformne chemoterapeutickym postremisnym rezimom pozitivny efekt
na RFS (ekvivalent DFS v tejto praci) u CEBPAdm AML (Schlenk et al., 2013).
Sthlasne s naSimi datami (tabulka 16) sa v sibore CEBPAdm AML vyskytovali
pripady, ktoré po relapse dosiahli 2. KR, pricom reindukéna lieCba s naslednou aloTKB
vyznamne zlepSila prezitie v skupine CEBPAdm AML po relapse v tejto stadii. Menej
slubné vysledky dokumentuje recentnd praca, ktord hodnotila klinicky priebeh AML
v zavislosti na absolvovanej postremisnej terapii (aloTKB 4no/nie) osobitne v skupine
NPMIm AML (Bazarbachi et al., 2016). V tejto stadii ostava stav AML v ¢ase aloTKB
najvyznamnejsim prediktorom uspesnosti aloTKB bez ohl'adu na mutaény profil NPM1;
pacienti transplantovani v 1. KR prezivali vtejto S§tadii lepSie ako pacienti
transplantovani v 2. KR resp. v aktivnej chorobe a autori upozoriiuji na nezanedbatel'né
riziko relapsu u NPMIm/FLT3-ITD- AML s ~ 50 % pravdepodobnostou prezitia pri
odloZeni aloTKB do fazy 2. KR.

V stcasnosti sa v§eobecne priznava priaznivd hodnota mutiacii CEBPA u AML
iba v pripade nélezu dvojitych (tiez bialelickych) mutacii (CEBPAdm) (Dickson et al.,
2016, Dufour et al., 2010, Green et al., 2010, Taskesen et al., 2011, Wouters et al.,
2009, Dohner et al., 2015, Arder et al., 2016). V naSom stratifikachom modeli je
preto mozné ocakavat, Ze prognostickda hodnota CEBPAm nie je v testovanej
molekularnej skupine (NPMIm a/alebo CEBPAm /FLT3-1TD-) uniformna; viaze sa
selektivne na pripady s CEBPAdm a nie na pripady s CEBPAmo. V tejto suvislosti
by sme uviedli, Ze néalez monoalelického mutacného profilu CEBPA sa spajal
s konkurentnym vyskytom iného prognostického markeru NPMIm a/alebo FLT3-ITD
v kazdom z 5 dokumentovanych pripadov. Podobny néilez vykazovali 2 zo 7 AML s
CEBPAdm, na rozdiel od CEBPAmo sme vSak CEBPAdm v nasom subore pozorovali
najcastejSie ako izolovani molekularnu zmenu, podobne, ako to dokumentujt in¢é stadie
(Dufour et al., 2012, Green et al., 2010, Taskesen et al., 2011). Na zaklade genotypu
NPMIm/FLT3-ITD- sa 2 pripady s konkurentnym vyskytom CEBPAmo vyskytli v
priaznivej molekularnej skupine (obrazok 18). Ostavajice 3 pripady CEBPAmo AML
s NK boli pri konkurentnom vyskyte FLT3-ITD (bez ohladu na genotyp NPMI)
kategorizovani do nepriaznive] rizikovej skupiny, do ktorej sa zaradil aj pripad
s genotypom CEBPAdm/FLT3-ITD+ (obrazok 18). Ostava nezodpovedané, ¢i nalez
CEBPAmo dokaZe modifikovat prognozu v skupine NPMIm/FLT3-ITD+ AML,
podobne ako sa na to poukézalo napriklad v molekuldrnej podskupine NPMIm/FLT3-
ITD-, v ktorej byva nadlez CEBPAmo markerom lepSieho prezitia (Dufour et al., 2012).
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Hoci sme v skupine s FLT3-ITD+ zaznamenali limitovany pocet pripadov
s vysokou alelovou nalozou FLT3-ITD (> 0.5), pozorovali sme signifikantne odlisSny
klinicky priebeh v tejto molekuldrnej skupine AML v porovnani so skupinou bez FLT3-
ITD. Klinicky priebeh pacientov s alelovou nalozou FLT3-ITD/ITD+wt < 0.5 sa
v naSom subore vyznamne neodliSoval od skupiny bez FLT3-ITD (obrazok 15).
S ohl'adom na potencialne odlisny klinicky priebeh AML v zavislosti na alelovej nalozi
FLT3-ITD, na ktory suhlasne s naSimi vysledkami poukazali §tadie na obsiahlejsich
suboroch AML resp. AML s NK, ostdva zhodnotenie prognostickej hodnoty dalSej
variability v zmysle konkurentnych genotypov, vriatane nalezu N a/alebo C
termindlnych CEBPAm v molekularnej skupine FLT3-ITD+ mimoriadnou vyzvou
a cakd na objasnenie (Gale et al., 2008, Schnittger et al., 2012). Bolo sucasne
dokumentované, ze klinicky priebeh AML s NPMIm sa pri nizkej alelovej nalozi FLT3-
ITD signifikantne neodliSuje od (priaznivej) skupiny s NPMIm bez FLT3-ITD
(Schnittger et al., 2011). Nalez FLT3-ITD+ vyznamne asociuje s NPMIm aj v naSom
subore AML s NK (p = 0.004). Je dalej zrejmé, Ze iba minoritnd Cast FLT3-ITD+
pripadov vykazuje genotypy iné ako FLT3-ITD+/NPMIm (5/32, 25 %) a vyssie
zmienené pripady s FLT3-ITD/ITD+wt > 0.5, resp. pripady s FLT3-ITD/ITD+wt < 0.25
sa vyskytuju prevazne v sprievode NPMIm (5/6, 83 % resp. 9/10, 90 %) (obrazok 18).
Zo stratifikdcie naSho stboru iba na zdklade mutacného profilu NPM1 a FLT3-1TD
vyplynulo odli§né prezitie po absolvovani induk¢nej liecby iba medzi skupinami
s izolovanym vyskytom NPMIm resp. FLT3-ITD. Rozdiely v OS resp. DFS medzi
skupinami FLT3-ITD+/NPMIm resp. FLT3-ITD-/NPM 1wt pritom neboli potvrdené ani
v inych pilotnych stadiach na obsiahlejSich siboroch AML (Gale et al., 2008, Schlenk
et al., 2008). Data o klinickej hodnote alelovej naloze FLT3-ITD v skupine NPMIm
AML s NK nemdme sohladom na nizky pocet pripadov v skupinach urcenych
k porovnaniu k dispozicii. Nase data vSak ukazuju, Ze stratifikdcia na zadklade NPMIm
a FLT3-ITD nedokizala v nasom subore AML s NK odliit’ pripady s priaznivym
markerom CEBPAdm (n = 5) od pripadov s potencidlne nepriaznivym markerom
KMT2A-PTD (n = 4); pacienti so zmienenymi genotypmi sa pri stratifikicii na zaklade
NPMIm a FLT3-ITD vyskytli spolo¢ne v molekuldrnej skupine FLT3-ITD-/ NPMIwt
(obrazok 16). Domnievame sa, ze zmienena molekuldrna heterogenita (alelova naloz
FLT3-1TD, konkurentné muta¢né profily) mohla zasiahnut' do klinického priebehu
AML v porovnavanych skupinidch (FLT3-ITD+/NPMIm resp. FLT3-ITD-/NPMIwt).

Nase data su v silade s konceptom o prinose komplexného zhodnotenia molekularnych
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profilov u AML, pricom urcenie FLT3-ITD, NPMIm a sucasne CEBPAm je kl'a¢ové
pre spravnu stratifikdciu AML s NK do rizikovych skupin.

Osobitni  distribuciu  vykazovali v testovanych molekularnych skupinach
rekurentné mutacie, ktoré¢ dosial’ neboli implementované do klasifikacnych schém AML
podl'a ELN ani NCCN (Ddéhner et al., 2010, Dohner et al., 2015, O'Donnel et al., 2016).
Je zname, ze iba Cast’ pripadov anie vSetky AML vykazuju aktivacné mutéacie v
onkogénnych signalnych zlozkach, ktoré boli donedavna povazované za esencidlne
faktory leukemickej transformacie AML. V genomoch AML byvaju mimoriadne Casto
identifikované mutacie v génoch, ktoré sa suhrnne oznacuji terminom epigenetické
regulatory, ktory pdvodne pouzili Figueroa a kolektiv vroku 2010 pre muticie
IDHI/IDH?2 a TET2, ktoré navrhli zaradit’ do spolo¢nej, tretej skupiny mutacii (mutacie
typu III, epigenetické) (Figueroa a kol. 2010) (tabul’ka 2). V naSej studii sme sledovali
IDHIm, IDH?m, FLT3-TKD, WTIm a KMT2A-PTD. Tieto muta¢né¢ profily sme
pozorovali prevazne v nizkej frekvencii pre relevantné zhodnotene ich prognosticke;j
hodnoty v Studovanom subore AML sNK (obrazok 13, 14). Sucasne sme
v prezentovanom subore AML ich izolovany vyskyt (bez dal§ich konkurentnych
mutécii) nepotvrdili, s vynimkou vybranych pripadov s nidlezom izolovanych IDHIm
resp. IDH2m (obrazok 16, resp. 18). Zistili sme vSak, ze KMT2A-PTD sa sustred'uju
vyluéne v skupine FLT3-ITD-/NPMIwt/CEBPAwt (obrdzok 18). Naopak, FLT3-TKD,
ktoré vyznamne asociuji s NPMIm (88 %, 14/16 pripadov, p = 0.0005) charakterizuju
najcastejSie priaznivi molekuldrnu skupinu; okrem casti pripadov, ktoré vykazovali
popri NPMIm a FLT3-TKD aj FLT3-ITD (31 %, 5/16), ktory je markerom nepriaznivej
prognézy u AML (obrazok 18). V porovnani s vysSie zmienenymi mutaénymi profilmi
sa WT'lm (n = 6) nezdruZovali v naSom subore AML s NK v ziadnej z molekularnych
skupin, hoci najviac pripadov s WI'Im sme zaznamenali vo FLT3-ITD+ skupine (n = 3)
(obrazok 18). Naopak, IDHIm a IDH?2m (n = 25) sa vyskytovali prednostne v skupine
FLT3-ITD-/NPMIwt/CEBPAwt (n = 11), hoci ich vyskyt sme nevylucili ani v d’alSich
molekuldrnych skupindch (obrdazok 18). Domnievame sa, Ze rekurentné mutacné
profily, ktoré asociuji (IDHIm, IDH2m, FLT3-TKD, WTIm), resp. sa vzijomne
vylucuji (KMT2A-PTD) s prognostickymi mutaciami FLT3-ITD, NPMIm a CEBPAm
v naSom subore AML s NK mohli d’alej modifikovat’ klinicky priebeh a prognézu
v jednotlivych molekuldrnych skupindch. Na tento aspekt sa opakovane poukézalo
napriklad u IDHm, ktoré sa v silade s inymi publikovanymi stibormi ¢asto vyskytuju

spolocne s NPMIm (13/48) aj v prezentovanom stbore AML sNK. Otazku
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prognostickej hodnoty tychto muticii v priaznivej skupine NPMIm/FLT3-ITD- sa
dosial’ nepodarilo spol'ahlivo objasnit’ (Dohner et al., 2015, Marcucci et al., 2010,
Paschka et al., 2010, Patel et al., 2012). Z naSich dat jednoznacne vyplyva, Ze
v molekularnej skupine NPMIm/FLT3-ITD- (n = 24) sa sustred’uje iba Cast’ pripadov
s IDHm (5/13, 38 %), Co znamend, ze u prevaznej Casti pacientov diagnostikovanych
a liecenych na HOK FNOL (8/13, 62 %) konkuruje tymto mutdcidm treti prognosticky
marker, konkrétne FLT3-ITD (obrazok 18). Otazka prognostickej hodnoty
konkurentného vyskytu 3 mutaénych profilov sa stdva mimoriadne komplexnou
i s ohladom na zmieneny prognosticky potencial alelovej naloze FLT3-ITD ana
recentné data, ktoré v skupine IDHm AML poukazuji na odliSna prognostickt hodnotu
IDHIm a IDH2m, ktor4 sa v niektorych publikovanych stboroch v skupine s IDH2m
dalej diferencuje podla typu mutacie v zmysle konkrétnej nukleotidovej substitiicie
v Specifickych kodonoch IDH2 (Dohner et al., 2015). V tomto smere, podiel 1. KR u
IDH2(R140Q) (93 %, 13/14) v porovnani s IDH2(R172K) (0 %, 0/2) as IDH2wt (79
%, 58/73) poukazuje na potencialne odlisny klinicky vyznam tychto mutacii aj v naSom
subore AML s NK, ¢o je v silade s jednou z pilotnych studii a zasluhuje si dalSie
zhodnotenie na obsiahlejSom subore (Marcucci et al., 2010). Recentné data poukézali na
(1) neSpecificka distribuciu WT'lm v ramci vSetkych AML subtypov a na (ii) nestabilitu
tychto mutacii pri relapse AML, €o je v sulade s konceptom o sekundarnom charaktere
WTIm v patogenéze AML (Krauth et al., 2015). Hoci sa neocCakéva, Ze tieto mutacie
budi implementované do klasifikacnych schém AML, ich rekurentny charakter u AML
survival) recentne vyplynul z analyzy obsiahleho siboru 2699 AML so zndmym
mutacnym profilom WT1 (Krauth et al., 2015). V tejto suvislosti je vhodné vyzdvihnit,
ze medzi 5 pripadmi s WT'Im, ktori dosiahli 1. KR sme zaznamenali 3 relapsy, z nich 2
do 6 mesiacov od 1. KR (obrazok 18). V obidvoch pripadoch so skorym relapsom AML
(do 6 mesiacov od 1. KR) sme ur¢ili WI'lm v konkurencii s potencidlne priaznivym
markerom AML, konkrétne s CEBPAdm resp. s IDH2(R140Q). Z nich CEBPAdm
predstavuji v revidovanej WHO klasifikacii samostatni entitu AML s priaznivou
prognézou (Dohner et al., 2015, Arber et al., 2016).

Vysledky nasej retrospektivnej Stadie na etiologicky (de novo) a geneticky
(normalny karyotyp) homogénnom sibore AML s NK s dlhym follow-up (median 74.3
mesiacov/6.2 rokov), ktory bol kurativne lieCceny na HOK FNOL v rokoch 1997 — 2012

st v silade s recentnou klasifikatnou stratégiou AML, ktord vychddza z komplexného
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molekularneho profilovania 3 markerov (FLT3-ITD, NPMIm a CEBPAm). Takyto
pristup dokaze Ciastocne zohladnit’ funkéné vidzby medzi konkurentnymi markermi
AML, ¢o sa pri selektivnej analyze niektorého z 3 molekularnych markerov vylucuje.
Recentné klasifikacné schémy sa pokusaju rozsirit’ panel prognostickych molekularnych
markerov AML o d’alSie rekurentné mutéacie. V tychto modeloch predstavuje nalez
KMT2-PTD marker nepriaznivej prognézy vo FLT3-ITD+ aj vo FLT3-ITD- skupine
(Grossmann et al., 2012, Patel et al., 2012, tabul’ka 4), kym nalez niektorej z IDHm
(IDHIm alebo IDH2m) v konkurencii s NPMIm, ale bez FLT3-ITD radi pacientov do
priaznivej rizikovej skupiny (Patel et al., 2012, tabulka 4). Napriek vyznamnému
prinosu v pochopeni molekuldrnej patogenézy AML, je sti¢asne zrejmé, Zze komplexné
molekuldrne pozadie s variabilnymi funkénymi vézbami medzi koexistujicimi resp.
vzajomne sa vyluCujicimi mutdciami v konkrétnych molekularnych skupinéch, je iba
jeden z faktorov, ktory urcuje klinicky priebeh AML. Prognéza AML je popri
molekularnym markerom zavisld na d’alSich cinitel'och, ktoré je potrebné zohladnit’
v klinickych S$tadiach. Ani v naSom subore nie je mozné opomenut variabilitu
v induk¢nej terapii, ktorej forma (Standardnd/high-dose) dokaze ovplyvnit' klinicky
priebeh AML s vybranym mutaénym profilom, vratane NPMIm a KMT2A-PTD (Patel
et al., 2012). Dalej je vhodné zvazit podiel aloTKB (39/79, 49 %) resp. aloTKB po
autolégnej TKB (n = 1) v naSom subore. Na lepsie prezitie po aloTKB v porovnani
s inymi konsolidaénymi modalitami sme inicialne poukazali na obsiahlom subore 1188
de novo AML (Szotkowski et al., 2010). Vysledky prezentované v tejto dizertacnej
préaci koreSponduju s nasou publikovanou Stidiou a poukazuji na celkovo vyznamny
(priaznivy) vplyv aloTKB na prezitie pacientov aj pri analyze cytogeneticky
homogénneho siboru AML s NK z jedného hematologického centra (DFS p = 0.0042,
OSkr p = 0.0035, obrazok 20 A, B, G, H). NaSe vlastné skusenosti potvrdzuja, ze
prezitie pacientov po aloTKB je vysoko variabilné. Uspe$nost aloTKB a klinicky
priecbech AML po aloTKB urcuji pocetné faktory vratane typu darcu krvotvornych
buniek (pribuzny/nepribuzny) alebo absolvovaného transplantacného rezimu, ktoré
spolo¢ne zodpovedaju za klinickl variabilitu v potransplantacnej faze (aktivita Stepu,
infekéné komplikacie) a byvaji hodnotené ako rizikové faktory prezivania po aloTKB,
ktord je nezavisldi na AML (Raida et al., 2011). A napokon, velkost' Studovaného
suboru neumoZnila relevantne zhodnotit’ klinicky priebeh AML v skupindch
selektovanych na zaklade veku, ktory aj na zéklade naSich dat vyznamne asociuje s

progndzou v subore geneticky neselektovanych de novo AML (vritane pripadov AML
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s NK prezentovanych v tejto praci) (Szotkowski et al., 2010). Hoci v celkovej analyze
sme signifikantné rozdiely v zavislosti na vekovej hranici 60 rokov v prezentovanom
subore uniformne de novo AML s NK nepozorovali (obrazok 11), nie sme schopni
vylicit' podiel veku ako faktoru prezitia v Studovanych molekularnych skupinach.
Domnievame sa, Ze zmienené (nemolekularne) faktory spolo¢ne s limitovanou
velkostou analyzovaného suboru mohli zasahnut do klinického priebehu AML
avnaviznosti mohli ovplyvnit' vysledky zhodnotenia klinického vyznamu
molekuldrneho pozadia AML v nasej retrospektivnej stadii.

Vysledky tejto prace na sibore AML s NK, ktory bol diagnostikovany a
kurativne lieceny na HOK FNOL predstavuji podklad pre modifikdciu prognostickej a
lieCebnej stratifikacie pacientov lieCenych ako AML, resp. AML s NK v naSom
hematologickom centre. Analyza muta¢ného profilu NPMI, CEBPA a FLT3-ITD
predstavuje sucast’ Standardnych molekuldrnych testov, ktoré st indikované u AML pri
nileze normalneho karyotypu. Medzi vyznamné prinosy, ktoré vyplyvaji z
molekularnej Studie, ktord bola zhrnutd v tejto dizertacnej praci patri moznost
monitorovania MRD na molekularnej drovni, osobitne u pacientov s ndlezom NPMIm,
ktoré predstavuju najCastejSie urCeny molekularny marker v dobe diagnézy AML.
Poznanie molekuldrneho profilu pacientov s AML je ddlezit¢ k uréeniu vhodnych
kandidatov klinickych $tadii, ktoré ponukaji moderné, casto molekuldrne cielené
terapeutické mozZnosti. Je sucasne zrejmé, Ze (i) vyznamny podiel pacientov s AML
s NK, resp. vSeobecne s intermediarnou cytogenetickou prognézou nevykazuje ziadnu
z 3 prognostickych muticii anavySe (ii) ucasti pacientov pretrvavaji rozdiely
v klinickom priebehu AML aj po uspesSnej stratifikacii do niektorej z molekularnych
podskupin. V tomto smere oCakdvame, Ze pre rizikova stratifikaciu AML mdze byt
prinosné zamerat’ sa na d’alSie gény s rekurentnym mutacnym profilom u AML (tabulka
2), ktoré mozu prispiet’ k objasneniu klinickej variability v ramci prognostickych
skupin, ktoré sa recentne definuju na podklade mutaéného profilu NPMI, CEBPA
a FLT3-ITD. V sucasnosti sa molekularny vyskum a ¢iasto¢ne aj diagnostika AML
postiiva smerom k technikdm novej generdcie sekvenovania a genotypizovania. Tento
pristup sl'ubuje d’al$i pokrok v pochopeni molekularnej bazy AML, pri¢in jej vzniku
a perzistencie, vdaka komplexnej analyze Zelanych muta¢nych profilov, ¢o otvara
moznost’ individualne zhodnotit’ molekularne pozadie a klonilnu evoluciu leukémie

u konkrétneho pacienta.



S diskutovanou témou a vysledkami priamo suivisia celkom 4 publikicie, 2 publikované

abstrakty, 1 poster a 6 prednasok prednesenych na verejnych odbornych forach.

Vymedzenie mojho podielu price: Napisala som prvd verziu manuskriptu

Katrincsdkova et al. 2011 (priloha 10), v ktorom som okrem sthrnu literarnych
poznatkov o klinickom vyzname génovych muticii u AML s NK ukéizala priklady
vystupov mnou vykondvanej molekularnej detekcie muticii FLT3 (FLT3-1TD) a NPM1
u AML pomocou fragmentacnej analyzy na kapilarnej elektroforéze, ktoré som popisala

v Casti Material a Metddy tejto dizertacnej prace.

V silade s cie'mi definovanymi v tejto Casti mojej dizerta¢nej prace bolo mojou ulohou
v ramci Studie ALERT (Acute Myeloid Leukemia RegisTry), ktoru inicioval a zaroven
garantoval prof. MUDr. Karel Indrdk, DrSc., vySetrovat zndme inovo odhalené
prognostické faktory u AML, osobitne v skupine de novo AML s NK, pacientov
z ostavajucich cytogeneticky definovanych rizikovych skupin resp. odlisnej
etiopatogenézy AML vSak nevynimajic. Aktivnhe som spolupracovala s lekarmi,
kolegami z d’al$ich Specializovanych laboratérii a data manazérmi na zostaveni stiboru
AML s NK a zaroven s kolegami z Institutu biostytistiky a analyz (IBA) MU v Brne,
ktori pravidelne vykondvali Statistickii analyzu dostupnych molekularnych markerov
na stibore AML s NK. Vysledky priebeznych sumarnych analyz som v priebehu rokov
2007 — 2011 pravidelne prezentovala a diskutovala vo forme 2 abstraktov (priloha 11),
1 posteru (priloha 11) a 6 prednaSok na tuzemskych i zahrani¢nych kongresoch.
Finélne data nasej Studie ALERT, do ktorej sa napokon okrem HOK FNOL zapojili 4
d’alSie Ceské hematologické centrd, 4 slovenské centra intenzivnej hematologickej
starostlivosti a 9 Ceskych regionalnych hematologickych pracovisk sa stali predmetom

publikacie Szotkowski et al. 2010 (priloha 9).

Na publikécii Raida et al. 2011 (priloha 8) som sa podiel’ala diagnostikou, konkrétne
som na zéklade analyzy vybranych kratkych jednonukleotidovych polymorfizmov DNA
(STR) pomocou fragmenta¢nej analyzy na kapilarnej elektroforéze monitorovala podiel
darcovskej krvotvorby v definovanych Casovych intervaloch od ditumu vykonania
alogénnej transplantacie krvotvornych buniek u vSetkych pacientov s diagn6zou AML
zahrnutych do hodnotenia. Vysledky analyz (prezentované v publikovanej praci ako %

darcovského chimérizmu) predstavovali kI'i€ovy parameter nevyhnutny pre porovnanie
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prisluSnych pripravnych transplantacnych rezimov (podiel kompletného, 100 %
darcovského chimérizmu). Monitorovanie bunkového chimérizmu predstavuje nedielnu
sucast’ potransplantacného monitorovania pacientov, umoziuje citlivo hodnotit’ aktivitu
Stepu v konkrétnych ¢asovych intervaloch, resp. v cielovych bunkovych populéciach.
Poskytuje tym podklad, na zaklade ktorého je mozné predpovedat’ relaps resp. progresiu
zdkladného ochorenia atmerne tomu sa priklonit' k v€asnej a odpovedajicej
terapeutickej intervencii. Ako uz bolo zmienené v tejto praci, aloTKB predstavuje
dosial jedina formu kurativnej liecby u AML, ¢omu zodpovedaji naSe vlastné
skisenosti, ktoré ukazuju, ze v pripade AML vseobecne (Szotkowski et al. 2010), resp.
konkrétne u AML s NK (tabulka 15) ostdva aloTKB zlatym Standardom medzi
konsolida¢nymi terapeutickymi modalitami. Na druhej strane, ¢ast’ pacientov s AML
podstupuje aloTKB pri signifikantnom riziku tazkych post-transplantacnych
komplikécii. Osobitne v takychto pripadoch je dodlezit¢é mat mozZnost ponlknut
alternativne transplanta¢né pripravné rezimy, ktoré si v porovnani so Standardnym
rezimom menej toxické, ale suCasne dokazu viest’ u pacientov k efektivnej obnove
krvotvorby so 100 % darcovskym chimerizmom a nie st pritom spojené so zvysenym

rizikom relapsu a progresie v porovnani so Standardnym pripravnym rezimom.

Na publikacii Jarosova et al. 2012 (priloha 7) som sa aktivne podiel'ala molekularnymi
analyzami, konkrétne som v prezentovanom pripade AML s myelodysplastickymi
zmenami, ktord je definovand ako AML s histériou MDS alebo MDS/MPN vysetrila
vybrané molekularne markery AML (NPMIm, FLT3-ITD, FLT3-TKD) resp. muta¢né
hot-spoty vybranych génov, ktoré predstavuji markery MPN (JAK2V®'F, mMpL™ ",
MPL>®). Ide o zaujimavy pripad s komplexnym karyotypom s rozsiahlou deléciou 5q
v tetraploidnom klone, ktory nevykazuje Ziadnu z detekovanych génovych muticii,
ktoré by mohli na molekularnej drovni prispievat’ k patogenéze AML resp. zodpovedat’

za progresiu MDS/MPN do AML.
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2. STUDIUM MOLEKULARNEHO MECHANIZMU
INTERSTICIALNYCH DELECII NA 14q U B-
LYMFOIDNYCH MALIGNIT

2.1. VYSLEDKY

Overenie hypotézy o nendhodnom vybere alely, ktord sa stdva predmetom delécie
v Studovanom subore B-lymfoidnych malignit s del(14q/IGH) vyzadovalo urcit
parentilny povod deletovanej alely v dokumentovanych pripadoch. Navrhnuty dizajn
molekuldrnej Stadie zohl'adnil, ze (i) jednonukleotidové polymorfizmy DNA sa do
nasledujucich generacii prenasaju klasickou Mendelskou dedi¢nostou a sucasne, ze (ii)
regulacnd oblast’ IG-DMR, ktora je Specifickd pre imprintovani doménu na 14q32, sa
vyznaCuje parentdlne Specifickym metylacnym profilom. Cielom prezentovanej
experimentalnej price bolo (i) zamerat’ sa na heterozygotné SNP pozicie, (ii) odlisit’ od
seba homologické alely 14q a (iii) urcit’ ich parentadlny povod na zéklade metylacného

statusu SNP aliel v DLKI-GTL2 1G-DMR.

2.1.1. KONTROLNY EXPERIMENT

Templatom kontrolného experimentu bola leukocytarna DNA ziskand od 3 ¢lenov
zdravej rodiny (otec, matka, dieta). Podl'a schémy uvedenej vysSie v Casti Material
ametody bola genotypizovana oblast DLKI-GTL2 1G-DMR vratane upstream
a downstream oblasti (obrazok 6) celkom vo 8 triddach.

Bola vybrand 1 informativna rodina, v ktorej dieta vykazovalo na vldkne ur¢enom
k bisulfidovému sekvenovaniu heterozygotny genotyp v 2 polymorfnych polohéach (v
obidvoch pripadoch alelové varianty A/G). V databaze jednonukleotidovych DNA
polymorfizmov dbSNP  (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) boli polymorfné varianty
identifikované ako rs1884538 a rs1884539 (d’alej S1 resp. S3). Ziskané vysledky boli

spracované na obrazku 22.
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OTEC cC C|n CCARNA TG CYLE TEGE 1T AEARAND

MATKA € cfn CCAATGC TCTTGGT T TACA A|n |

DIETA cc CnHIGCl.C‘I.‘lGGllnE“HHI

Obrazok 22 - Genotypizacia SNP v studovanom useku na 1432, ktory zahinal DLKI-
GTL2 1G DMR a priPahlé oblasti — kontrolna triada (otec, matka, diet’a) Informativne SNP
(S1 a S3) boli ohrani¢ené a heterozygotné genotypy boli oznacené hviezdou (upravené podla
Katrincsakova et al., 2009, priloha 5)

a ™

B

Obrazok 23 sumarizuje vysledky metylacnej analyzy vzoriek kontrolnej rodiny.
U kazdého €lena kontrolnej triddy bola vykonana priama sekvenacna analyza najmenej
21 individudlnych, nahodne vybranych bakteridlnych klonov. V kazdom =z
analyzovanych klonov bola zhodnotend tuspesnost konverzie genomickej DNA
bisulfidlom sodnym. Percento konverzie nemetylovanych cytozinov na uracyl
v analyzovanom tseku DNA dosahovalo 98 % (aritmeticky priemer hodnot ziskanych
analyzou celkového poctu 181 nemetylovanych cytozinov v Studovanom tuseku, ktoré
boli hodnotené v kazdom zo 70 individudlnych klonov celkom v 3 kontrolnych
vzorkach).

Zastupenie haplotypov (resp. SNP aliel) v sekvenovanych klonoch sa vyznamne
neodliSovalo od Standardnej distribucie aliel u Ziadneho z 3 kontrolnych jedincov.
Metyla¢ny status IG-DMR bol zhodnoteny vo 8 CpG ostrovcekov, ktoré lokalizovali
priamo do IG-DMR. Jednotlivé haplotypy sa vyznacovali zretelne odliSnym
metylacnym profilom v kazdej z testovanych vzoriek. V hypermetylovanom haplotype
vykazovalo metylaciu v priemere 97 % (rozsah 95 az 98 %) cytozinov. Druhy haplotyp
sa vyznacoval metylaciou v priemere 24 % (rozsah 13 az 37 %) hodnotenych cytozinov
v CpG a predstavoval hypometylovany haplotyp (tabul’ka 17).

Kontrolny experiment poukazal u dietata na hypermetylovany profil paternélnej
alely/haplotypu (AA) ana hypometylovany profil materndlnej alely/haplotypu (GG)
(obrazok 23).
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Obrazok 23 - Metylaénd analyza — validicia alelovo Specifickej metylacnej Stidie -
kontrolna tridda DNA clenov kontrolnej rodiny bola modifikovanid bisulfidom sodnym.
Oblast’ pokryvajuca DLKI-GTL2 1G-DMR + SNP bola podrobend amplifikicii pomocou
metylaéne nespecifickej PCR. Studovany tisek DNA bol klonovany do plazmidového vektora
aziskané klony boli sekvenované. Na obrazku zodpoveda kazdy riadok jednému
analyzovanému klonu; kazdy plny resp. otvoreny krazok v stipcoch Cl1 az C8 reprezentuje
metylovany resp. nemetylovany cytozin vo 8 hodnotenych CpG ostrovéekoch. V stipcoch S1 az
S3 boli znazornené koreSpondujice SNP alely; informativne SNP bolo ohranic¢ené. U otca,
matky a dietata boli v informativnych polohdch S1 a S3 urcené tieto genotypy: GA/AA,
GG/AA a AA/GG (podl'a kl'i¢a: haplotyp 1= alela S1 + alela S3/haplotyp 2= alela S1 + alela
S3). U dietata boli data z genotypizacie S3 v stlade s parentilne Specifickym metylacnym
profilom v IG-DMR a poukazali na hypermetylaciu paternalne derivovanych klonov (alela A)
a hypometylaciu klonov, ktoré boli odvodené od maternélnej alely (alela G) (upravené podla
Katrincsakova et al., 2009, priloha 5)

2.1.2. ANALYZA VZORIEK S del(14q/IGH)

Bolo genotypizovanych 20 pripadov s cytogeneticky potvrdenou del(14q/IGH)
a dostupnym genetickym materidlom. U 9 z nich bol identifikovany heterozygotny
genotyp aspon v jednej polymorfnej pozicii (obrazok 24).

Spolo¢ne s 2 vysSie popisanymi jednonukleotidovymi polymorfizmami S1 a S3 (vid’
cast’ Kontrolny experiment vyssie) bol v analyzovanom stibore ur¢eny d’alsi polymorfny
lokus (chr14: pozicia 100.347.524, d’alej S2), ktory nebol popisany vo vysSie zmienenej
datab4ze dbSNP.
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Obrazok 24 - Genotypizacia SNP v Studovanom useku na 14q32, ktory zahinial DLKI-
GTL2 IG DMR a prilahlé oblasti — vzorky s del(14q/IGH) Znazornenych je 9 vzoriek,
v ktorych bol sekvenacnou analyzou urceny informativny (heterozygotny) genotyp aspon v 1
SNP. Informativne SNP (//-9-) boli ohrani¢ené a heterozygotné genotypy boli oznacené (*).
Rozsah delécie na 14q bol rekurentny v 6 pripadoch (pripady 1 az 6) a vykazoval odliSnosti
v mieste proximalneho zlomu v 3 pripadoch (pripady 7 az 9) (upravené podl'a Katrincsakova et
al., 2009, priloha 5).

o,

U 5 vzoriek bol uréeny heterozygotny genotyp v poradi Stvrtom polymorfnom lokuse
(chr14: pozicia 100.347.641). Toto SNP sa prezentovalo na vlakne DNA, ktoré bolo
urené k metylacnej analyze tranziciou cytozinu na tymin (C/T). Pacienti s
polymorfnym genotypom v tejto pozicii ani 6 pripadov bez informativneho SNP neboli
predmetom nasledujtiicich metyla¢nych analyz.

V subore 9 pripadov s del14q/IGH bola zhodnotend nerovnovéha aliel v informativnych
polymorfnych lokusoch S1, S2 resp. S3. Pomer SNP aliel bol kvantifikovany pomocou
automatického softwaru PeakPicker version 0.5 (Ge et al., 2005). Pomer aliel
(minoritnd/majoritné alela) sa v genetickom materialy Studovanych pripadov pohyboval
v rozmedzi 0.10 az 0.74 (tabul’ka 17). Pre porovnanie, pomer aliel v kontrolnom stibore

3 jedincov bez del(14q/IGH) sa pohyboval v rozsahu 0.80 az 0.99.
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V Studovanych vzorkach bola minoritna alela/haplotyp povaZzovana za deletovanu
alelu/haplotyp.

Kazdy z9 Studovanych pripadov sdel(14q/IGH) bol podrobeny bisulfidovej
sekvenacnej analyze. V kazdej vzorke bolo zhodnotenych aspon 19 individudlnych
klonov (rozsah 19 az 53, Priloha 2 resp. 3). Do hodnotenia metylacného profilu boli
zahrnuté iba neklonilne vlidkna. Klony, ktoré vykazovali identicky profil konverzie
cytozinu na tymin v celej analyzovanej oblasti a suCasne sa vyznacovali rovnakym
profilom inych substittcii zavedenych pocas PCR /artefakty PCR/ boli povazované za
odvodené od identickej molekuly. Takéto sekvencie boli uréené automatickou analyzou
pomocou sotwaru Sequencher (Gene Codes corp., Ann Arbor MI) a do hodnotenia boli
zahrnuté iba 1x.

V analyzovanych vzorkich s del(14q/IGH) bolo v priemere 98 % nemetylovanych
cytozinov uspeSne konvertovanych na wuracil. Pripady s del(14q/IGH) vykazovali
metylaciu 82 az 100 % CpG v hypermetylovanej alele a metylaciu 25 az 74 % CpG v
komplementarnej (hypometylovanej) alele.

Na zéklade metylacnej Studie bola urcend delécia paternalnej alely v 6 pripadoch (#2, 3,
5, 6, 7 a 9) a maternalnej alely v 3 pripadoch (#1, 4 a 8) s del(14q/IGH). Priklady
vystupov metylacnej analyzy vzoriek s del(14q/IGH) ukazuje obrazok 25. Vystupy

ostavajucich 7 pripadov boli uvedené v prilohe (priloha 2, 3).
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Obrazok 25 - Metyla¢na analyza — vzorky s del(14q/IGH) Kazdy riadok zodpoveda jednému
analyzovanému klonu; kazdy plny resp. otvoreny krazok v stipcoch Cl1 az C8 reprezentuje
metylovany resp. nemetylovany cytozin vo 8 hodnotenych CpG dinukleotidoch. V stipcoch S1
az S3 boli znazornené koreSpondujiice SNP alely; informativne SNP boli ohrani¢ené. Pravy
panel predstavuje parentdlny povod predpokladaného haplotypu 14q, ktory sa stal predmetom
delécie v znizornenych pripadoch. Pripad 4 reprezentuje skupinu, v ktorej bola na ziklade
vykonanej metylacnej Stadie ur€end delécia maternalnej alely. Pripad 9 dokumentuje deléciu
paternélnej alely na 14q32 (upravené podl'a Katrincsakova et al., 2009, priloha 5)
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Tabulka 17 - Charakteristiky siboru s del(14q/IGH), ktory bol podrobeny alelovo Specifickej metylacnej analyze a ziskané vysledky (upravené
podl'a Katrincsakova et al., , 2009, priloha 5)

Pripad Biologicky Diagnéza Typ % SNP analyza Alelovo $pecifickd metylacnd analyza Zaver
¢. material dell4  neoplast Haplotyp Alelovy pomer 14q alela Parent.
q : (AP)' povod
bb. minor major Hypermetylovani Hypometylovana  del(14q/IGH
. . )
s> s> s H X M H = M
P %] [%]
1 LU FL R 80 GAG GAA X X 028 GAA 2 82 GA 7 41 maternlny
28 PK aCLL R 82 GAA GAG x X 040 GAA 6 100 GA 2 63 paternélny
o KD WM/CLL R 86 GGG AAA 016 017 010 GG 6 92 AA 4 74 paternilny
4® LU CLL R 58 GAA GGG x 0.45 0.53 GG 1 84 GA 8§ 27 maternalny
58 KD aCLL R 62 GAA AAA 026 x X GAA 3 96 AA 2 64 paternalny
6* KD CLLPL R 78 GAA GAG x X 028 GAA 1 100 GA 2 72 paterndlny
7 LU B-NHL NR 29 GAA GAG x X 074 GAA 8 94 GA 1 59 paternilny
g® KD SLVL NR 45 GGG GAG x 056  x GAG 9 82 GG 1 25 materndlny
9 LU DLBCL  NR 18 AAA  GAA 064 x X AAA 1 99 GA 1 55 paterndlny
0° PK - - - - 096 x X GAA 1 95 AA 1 2
M® PK - - - - 092 x 095 GA 1 97 AA 1 37
D° PK - - - - 0.80 x 0.99 AAA é 98 GA 1 13

Vysvetlivky: LU: lymfatickd uzlina; FL: folikularny lymfém; R: rekurentnd del(14)(q24.13q32.33); PK: periférna krv; aCLL: atypickad chronicka
lymfocytova leukémia; KD: kostna drei; WM: Waldenstromova makroglobulinémia; CLL: chronickd lymfocytovd leukémia; PL: B-bunkova
prolymfocytova leukémia; B-NHL NOS: non-Hodgkinov B lymfoém blizSie neSpecifikovany; SLVL: splenicky lymfom s viloznymi lymfocytmi;
DLBCL: difazny velkobunkovy B lymfom; NR: nerekurentna del(14q/IGH); O: otec; M: matka; D: diet'a; ' AP: minoritny/majoritny pomer aliel; *S1,
S2, S3: hodnotené SNP; *H: 14q haplotyp; * £ - poet klonov s danym metylaénym profilom; *M: stupet metylacie CpG (priemer); °vysledky kontrolnej
skupiny; "x: neinformativne SNP; *pripady publikované v Pospisilova et al., , 2007)
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2.2. DISKUSIA

Testovali sme hypotézu o cielenej delécii homologickych aliel v stibore
pacientov s diagnézami malignych proliferacii B-lymfocytov, uktorych boli
cytogeneticky potvrdené intersticidlne delécie v oblasti IGH [del(14q/IGH)]. Uplna
pracovna hypotéza znela: Ak niektory z imprintovanych génov resp. nekddujicich RNA
lokalizovanych v DLK1/GTL?2 oblasti na 14q32 plni funkciu nadorového supresoru v
patogenéze B-lymfoidnych malignit s identifikovanou del(14q/IGH), inaktivacia
takéhoto génu bude vyzadovat’ stratu jeho aktivnej alely - paterndlnej alely v pripade
paternilne exprimovaného imprintovaného génu, resp. materndlnej alely v pripade
materndlne exprimovaného imprintovaného génu.

V priamej genetickej analyze je mozné urCit’ parentalny povod homologickych
aliel na zaklade paralelnej analyzy vySetrovanych vzoriek a vzorky aspon jedného
z biologickych rodicov. U Ziadneho pacienta s cytogeneticky potvrdenou del(14q/IGH)
nebolo mozné zaistit’ geneticky material od parentélnej generacie.

Po wvyluceni pristupu, ktory ponuka priama genetickd diagnostika sme navrhli

experimentalny postup, v ktorom sme testovanie hypotézy o cielenej delécii 14q aliel

zalozili na analyze informativnych (heterozygotnych) SNP pozicii v oblasti 14q32 a tito
analyzu sme prepojili s uréenim metyla¢ného profilu cytozinov v CpG dinukleotidoch
lokalizovanych v DLK1-GTL2 IG-DMR.

Studovali sme 20 pripadov s malignitami B-lymfocytov s del(14q/IGH). V
experimentalnej praci sme postupovali v nasledujucich krokoch:

1) na zaklade databazy SNP polymorfizmov (dbSNP) sme analyzovali vyskyt
jednonukleotidovych DNA polymorfizmov priamo v oblasti IG-DMR a stucasne
v oblasti 86 nt upstream a 600 nt downstream od 1G-DMR,

2) vzorky s dell4q/IGH sme podrobili genotypizovaniu SNP v cielove] oblasti
(celkovy rozsah ~ 0.85kb),

3) vo vzorkiach s heterozygotnym genotypom aspoil v 1 polymorfnej polohe sme
identifikovali deletovand alelu na zdklade nerovnovéhy aliel v informativnych SNP
(minoritna alelu sme povazovali za deletovanu alelu),

4) urcili sme parentdlny povod deletovanej alely na zaklade parentalne Specifického
metylacného profilu homologickych aliel vo 8 CpG dinukleotidoch, ktoré
lokalizovali priamo do DLKI-GTL2 1G-DMR
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VyuziteInost popisanej metodickej schémy sme potvrdili na kontrolnom
experimente. Na zaklade molekularnej analyzy triady (otec, matka, dieta) sme u diet’at’a
dokumentovali takmer kompletne metylovany profil paternilnej alely/haplotypu. Pokial
bola IG-DMR prenesena z paternédlnej alely, cytoziny v CpG dinukleotidoch sa
vyznaCovali prevazne metylovanym (hypermetylovanym) profilom. V pripade, ze
prenos nastal z materndlneho homolégu, alely boli prevazne nemetylované
(hypometylované) (obrazok 23). Na podobny, intermediarny (nie absolitny) metylaény
profil IG-DMR v periférnej krvi zdravych dospelych poukazali aj d’alSie prace, ktoré
Studovali metyla¢ny profil humannej DLKI-GTL2 1G-DMR pred resp. paralelne s nasou
Studiou (Astuti et al., 2005, Kagami et al., 2008, Kawakami et al., 2006). Prica, ktora
Studovala metylaény profil DLKI-GTL2 1IG-DMR v T'udskych gamétach sihlasne
s nasimi vysledkami dokumentuje prevazne (nie kompletne) nemetylovany profil CpG
v ludskych oocytoch aprevazne (nie absolitne) metylovany profil CpG
v spermatocytoch (Geuns et al., 2007).

Suthrnne sme urcili parentalny povod deletovanej alely v 9 z celkového poctu 20
analyzovanych pripadov s del(14q/IGH). Kompletni molekularnu analyzu ostavajicich
11 pripadov sme na zdklade navrhnutej experimentdlnej schémy nevykonali, pretoze
sme neurCili Ziadne informativne SNP priamo v DLKI-GTL2 IG-DMR ani
v analyzovanej oblasti mapujicej upstream resp. downstream od cielovej DMR.
Genotypizovali sme panel 10 SNP. Z nich iba 1 SNP (rs967189, G/C) sa vyskytovalo
priamo v oblasti IG-DMR. V §tudovanom sibore sa toto SNP prezentovalo vylu¢ne G
alelou (neinformativny homozygotny genotyp), €o vylucovalo aplikovatelnost’
navrhnutej experimentalnej schémy. Neinformativny vysledok genotypizovania SNP
1967189 znemoznil urCit’ parentdlny povod intermedidrnych metyla¢nych profilov
individudlnych buniek aj v inej vys$Sie uz citovanej Stadii (Geuns et al., 2007). Na
kl'aicové SNP, ktoré vykazovali v naSom sibore heterozygotny genotyp poukdzala az
analyza nukleotidovej sekvencie downstream od IG-DMR. V tomto dseku sme urcili 3
SNP pozicie, ktoré boli informativne v9 z20 genotypizovanych vzoriek
s del(14q/IGH). V kazdom z 9 pripadov s del(14q/IGH) sme pozorovali nerovnoviahu
aliel v informativnych SNP poziciach. Pomer homologickych aliel (minoritna/majoritna
alela) sa odliSoval od $tandardnej distribucie aliel v populécii (vid' kontrolna triada,
obrazok 22, obrazok 24) abol umerny podielu infiltricie biologického materidlu
nddorovymi bunkami (tabulka 17). Homologické alely sa vo vzorkach s del(14q/IGH)

vyznacovali Specifickym metylaénym profilom. Hypermetylovana (t. j. paternilna) alela
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vykazovala zretelny, takmer kompletne metylovany profil v kazdom z analyzovanych
vzoriek. Metylovany profil sme urcili v 82 az 100 % CpG pozicii (tabulka 17).
V porovnani s hypermetylovanou paternilnou alelou sa homologickd, maternadlna alela
vyznacovala hypometylovanym profilom. Zo ziskanych vysledkov je vSak zrejmé, ze v
alelach, ktoré predstavuji hypometylovany homolég 14q je diferencidlny metylacny
profil relativne k hypermetylovanej alele menej vyrazny. Metyla¢ny profil, ktory sme
pozorovali vo vzorkich s del(14q/IGH) sa navySe odliSoval od metylaéného profilu
hypometylovanej alely v kontrolnych vzorkach (25 az 74 % metylovanych CpG vo
vzorkéach s del(14q/IGH) v porovnani s 13 az 37 % metylovanych CpG v kontrolnom
subore, tabul’ka 17).

Za predpokladu, ze paternalnu alelu charakterizuji hypermetylované CpG
dinukleotidy v DLK1/GTL2 1G-DMR sme ur¢ili, ze del(14q/IGH) zasiahla paternalnu
alelu v 6 pripadoch a maternalnu alelu v ostavajucich 3 pripadoch (obrazok 25, priloha
2 a3).

Vysledky nasej Studie nepodporuji testovani hypotézu o uniformnej, t. j.
systematickej strate paterndlnej alebo maternélnej alely v Studovanych pripadoch B-
lymfoidnych malignit s intersticidlnymi del(14q/IGH). Je d’alej zrejmé, Ze na zaklade
dostupnych dat je mozné vylicit' vztah medzi parentdlnym povodom del(14q/IGH)
a niektorou z foriem, v ktorej sa del(14q/IGH) v analyzovanych vzorkach prezentuje
(rekurentny resp. proximéalne variabilny zlom na 14q, obrdzok 24) (Pospisilova et al.,
2007). Dalsie poznatky, ktoré vyplynuli z prezentovanej $tudie sa tykaji epigenetickych
zmien na intaktnej alele, t. j. na tej 14q alele, ktord podl'a ziskanych vysledkov nebola
predmetom del(14q/IGH). Ocakavali sme, Ze tato alela nebude vykazovat zmeny v
parentalne Specifickom epigenotype. V tejto sudvislosti by sme poukéazali na vysledky
prace, ktora Studovala metyla¢ny profil imprintovanej domény na 14q32 v pripadoch s
dokumentovanym fenotypom podobnym materndlnej resp. paterndlnej uniparentilnej
dizémii chromozému 14 (maternal a paternal UPD(14) like phenotype). V dosledku
delécii, pripadne epimutacii nesu takito jedinci 2 koépie chromozému 14, ktoré su
identického parentdlneho povodu, paterndlneho [UPD(14)pat] alebo maternalneho
[UPD(14)mat]. V citovanej $tadii sa vyznaCovali pripady s UPD(14)pat (bez
maternalnej alely) hypermetylovanym epigenotypom, kym pripady s UPD(14)mat (bez
paternlnej alely) mali epigenotyp hypometylovany (Kagami et al., 2008).

Po porovnani metyla¢ného profilu intaktnej alely vo vzorkéich s del(14q/IGH) s

profilmi koreSpondujuceho parentdlneho homologu v dizomickych kontrolnych
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vzorkach sme zistili, ze v pripadoch s del(14q/IGH) vykazuje intaktnd alela 14q
odchylky od ocakavaného metylacného profilu IG-DMR. Odchylky od hypo-, resp.
hypermetylovaného epigenotypu sme v prislusnych CpG pozorovali nezdvisle na tom,
¢i bola ako deletovana urcena paternalna alebo maternalna alela (priloha 4).

Detailné analyzy ukézali, Zze v 6 pripadoch s deléciou paternilnej alely
vykazovala intaktnd (materndlna) alela viac metylovanych cytozinov v CpG (priemer 65
%, rozsah 55 az 74 % v individudlnych klonoch) v porovnani s metylaciou maternalnej
alely v kontrolnom subore (priemer 34 %, rozsah 13 az 37 %) (priloha 4). Identické
zhodnotenie naddorovych vzoriek v 3 pripadoch s deléciou materndlnej alely taktiez
nepotvrdilo zretelny hypermetylovany profil na intaktnej (paterndlnej) alele, na ktory
poukazovali vysledky kontrolného experimentu. Na rozdiel od kontrolného siboru sme
vo vzorkich B-lymfoidnych malignit zaznamenali trend smerom k nizSiemu podielu
metylovanych CpG na intaktnej paternalnej alele (v priemere 83 % metylovanych CpG,
rozsah metylacie 82 aZz 84 % v nddorovych vzorkdch v porovnani s metylacnym
profilom v priemere 97 %, rozsah 95 az 98 % v kontrolnych vzorkach).

V d’alsom kroku sme porovnali metylacny profil aliel, ktoré boli v tejto stadii
uréené ako deletované s metylaénym profilom prisluSnych homoloégov v kontrolnom
subore. Percento metylacie v neoplastickych vzorkach (priemer 31 %; rozsah 25 az 41
% v hypometylovanej, maternalnej alele a97 %; rozsah 92 az 100 % v
hypermetylovanej, paternidlnej alele) boli v kontexte s metylacnym profilom
odpovedajucich parentalnych homolégov v kontrolnom suibore (tabulka 17).

V stvislosti s vyssie diskutovanymi vysledkami by sme uviedli, Ze analyzované
vzorky predstavovali zmes neoplastickych a normalnych buniek, ktoré boli ziskané
z infiltrovanych lymfatickych uzlin, kostnej drene, pripadne z periférnej krvi pacientov
s nejednotnymi diagnézami B-lymfoidnych malignit (tabulka 17). Metyla¢ny profil
tychto vzoriek bol porovnidvany so vzorkami zdravych kontrol, ktoré sa vyznacovali
homogénnou skladbou normélnych (neniddorovych) buniek a pochddzali uniformne
z periférnej krvi. Na zaklade dostupnych dat nedokdzeme zhodnotit,, ¢i resp. do akej
miery sa tieto aspekty podiel’ali na vysSie dokumentované metylacnych datach.

Alternativne by mohli ziskané metylacné data poukazovat' na to, Ze delécia
jedného z homolégov 14q, ktord zahina aj IG-DMR, ovplyviluje metylacny status
ostavajucej, intaktnej alely. Podobnd, asymetrickd reguldcia imprintingu je znima
napriklad u mySi. Ludskd imprintovand doména na 14q32.2q32.31 je vysoko

konzervovanid v distalnej oblasti mySieho chromozému 12. Cielend delécia
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nemetylovaného (maternalneho) homolégu IG-DMR je umySi spojend so stratou
imprintingu a vedie k paternalizécii vSetkych génov v imprintovanej DIkI-Gt2 doméne
na chromozéme 12. Na ostdvajicom materndlnom chromozéme dochéddza k aktivacii
Standardne materndlne reprimovanych génov (DIlkl, Rtll, Dio3) ak represii
transkriptov, ktoré byvaji za fyziologickych podmienok exprimované na materndlnom
chromozéme (Gt/2, microRNA, C/D snoRNA). Prométorové oblasti Gtl2, ktoré byvaju
po fertilizacii metylované iba na paterndlnom chromozéme vykazuji hypermetylovany
profil taktiez v promoétorovych oblastiach na materndlnom chromozéme. Identicka
delécia metylovaného (paterndlneho) homolégu IG DMR imprinting génov v tomto
lokuse neovplyviiuje, z €oho vyplyva ze (i) IG-DMR je primarny cis-reguldtor expresie
imprintovanych génov na distilnom chromozéme 12 astfasne Ze (ii) parentdlne
homolégy maji odlisny podiel na kontrole imprintingu u mys$i, pricom epigenotyp
prislus$nej imprintovanej domény dokéze regulovat’ iba materndlne derivovani IG-DMR
(Lin et al., 2003).

V stvislosti s ditami z mySiecho modelu, odli$nosti v metylaénom profile
intaktného, maternalneho homolégu 14q v porovnani s o¢akavanym hypometylovanym
profilom maternilne derivovaného IG-DMR, ktory sme pozorovali u €asti pripadov
s deléciou paterndlnej alely by mohli upozoriiovat’ napriklad na to, Ze v pripade delécie
paterndlnej alely dochadza k paternalizicii ostdvajiceho maternidlno homolégu. Ak by
k takejto zmene epigenotypu u B-lymfoidnych malignit dochadzalo, mohlo by to
znamenat’, Ze strata niektorého z homolégov 14q zodpovedd za poruchu expresie
materndlne exprimovanych génov v 14q32 imprintovanej doméne (vratane
kandidatnych, maternilne exprimovanych miRNA), pricom by iS§lo o mechanizmus
patogenézy dell4q/IGH u hematologickych malignit nezavisly na parentilnom pdvode
deletovanej alely. Overenie tejto hypotézy vyZaduje detailnd analyzu expresného profilu
génov z DLKI-GTL2 domény vo vzorkach s del14q/IGH, ktora vSak nebola predmetom
prezentovanej Studie.

Alternativne nie sme schopni vylucit’, Ze rekurentné intersticidlne del(14q/IGH)
predstavuji molekuldrnu zmenu, ktord je nezdvisld na 14q32 imprintovanej doméne.
Najmensia spolo¢né deletovand oblast’ je rozsiahla (~ 10.5 Mb) a okrem imprintovane;j
domény DLKI/GTL2 zahiia d’alSie gény kodujice inekddujice proteiny. Platformy
zaloZzené na analyze kompletného gendému, exdmu, transkriptomu ¢i epigendému
nddorovych buniek si mimoriadne perspektivne pre identifikdciu putativnych

nadorovych supresorovovych génov v MDR. Limitom nasledujicich S§tadii bola
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nedostupnost’  biologického materidlu pre molekularne analyzy, ktory bol
spotrebovany aktudlne prezentovanou retrospektivnou Stidiou a molekularnymi
Stidiami, ktoré jej predchadzali. Do zostavenia nového suboru pripadov s del(14q/IGH)
ostava molekularny mechanizmus tychto Specifickych aberacii rekurentnych u B-

lymfoidnych malignit neobjasneny.

Diskutované vysledky boli publikované v Katrincsakova et al. 2009 (priloha 5), boli
prezentované vo forme posteru na medzinidrodnej konferencii (priloha 11) a boli
prednesené vo forme prednasky na tuzemskej konferencii s medzinarodnou ucast’'ou.

Vymedzenie mojho podielu prace: Navrhla som dizajn Stadie, v rdmci experimentalne;j

prace som vykonavala vSetky molekularne analyzy, vyhodnotila som ziskané déta
a napisala som prvd verziu manuskriptu resp. som aktivne prezentovala a diskutovala

ziskané data na konferenciach.
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3. STUDIUM MOLEKULARNEJ PATOGENEZY ABERACII
CHROMOZOMU 14 U VYBRANYCH NEOPLAZII B -
LYMFOCYTOV ASOCIOVANYCH S VILOZNYMI
LYMFOCYTMI

3.1. VYSLEDKY

Metddou relativnej kvantifikdcie bola analyzovani expresia 3 nekddujicich RNA
z kategdrie T-UCR v biologickom materiali 5 pacientov, u ktorych bola stanovena
jednotna diagnéza B-lymfoidnd malignita asociovand s viloznymi lymfocytmi a suCasne
boli dokumentované aberacie chromozomu 14 v oblasti 14q32.13-q32.33. Experimenty
boli vykonané na vzorkach, ktoré pochadzali z diagnostickej sleziny po splenektomii (n
=3, P1, P2, P3) resp. na vzorkach periférnej krvi (n = 2, P4, P5). Expresia T-UCR bola
paralelne stanovenid v kontrolnych vzorkdch B-lymfoidnych malignit s vil6znymi
lymfocytmi (inicidlna diagnéza HCL) bez dokumentovanej aberacie na chromozéme 14
(n = 6, K1, K3, K4, K5, K6, K7), resp. bola merand vo vzorkach, ktoré pochadzali z
normdlnej sleziny (n = 3, N1 az N3) az periférnej krvi (n = 1, N4, zmes RNA od 4
zdravych jedincov). Expresia 3 T-UCR — uc. 379, uc. 380 auc. 381 v skupine 5
pacientov s t(14;14)(q32.13;q32.33) resp. inv(14)(q32.13q32.33) bola porovnana
s kontrolnou skupinou.

Data kvantitativnej analyzy expresie uc.379, uc.380 a uc.381 boli uvedené v tabul’ke 18
(pacienti s t(14;14)(q32.13;q32.33) resp. inv(14)(q32.13932.33) s infiltrovanou
slezinou), v tabulke 19 (kontrolnd skupina s infiltrovanou slezinou) a v tabulke 20
(pacienti s t(14;14)(q32.13;932.33) s infiltrovanou periférnou krvou). Na obrazku 26
boli porovnané vysledky relativnej kvantifikicie hladiny uc. 379, uc. 380 a uc. 381 vo
vzorkach s abnormalitami chromozému 14 (n = 5) a v kontrolnej skupine (n = 2).

V dokumentovanych pripadoch s t(14;14)(q32.13;q32.33) resp. inv(14)(q32.13q32.33)
bol ureny nejednotny profil expresie T-UCR (tabul'ka 18 a 20). Vzorky ziskané po
splenektomii vykazovali unikdtny profil expresie T-UCR v kazdom z 3 Studovanych
pripadov (tabulka 18). Relativne k expresii T-UCR v slezine zdravych jedincov bola
v tejto skupine zaznamenand vyznamne zvySend expresia niektorej z3 T-UCR v 2
pripadoch, konkrétne bola zistend zvysSend expresia uc. 379 (P1) resp. uc. 380 (P2)

(tabulka 18). Dalsie vyznamné zmeny v expresii T-UCR v porovnani s kontrolnymi
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pripadmi zistené neboli. Vo vzorkach periférnej krvi s t(14;14)(q32.13;q32.33) neboli
pozorované vyznamné rozdiely relativne k expresii v periférnej krvi zdravych jedincov
takmer v ziadnom z 3 T-UCR. Expresiu detekovanu v krvi zdravych jedincov vyznamne
prevySovala jedine expresia uc. 380, ktord bola pozorovanid ul z2 Studovanych
pripadov (tabul’ka 20).

Expresia T-UCR v kontrolnom stibore (n = 6) sa pohybovala od nevyznamnych
rozdielov k vel'mi vyraznym zmendm s typickym, individualne Specifickym expresnym
profilom (tabul’ka 19).

Data z relativnej kvantifikicie 3 T-UCR vSeobecne nepoukézali na rozdiely medzi
neoplaziami B - lymfocytov s aberaciou na chromozome 14 a kontrolnou skupinou bez
chromozémovej aberacie v oblasti 14q32.13-q32.33 (tabul’ky 18, 19, 20, obrazok 26).

V celkovom stbore 11 neoplazii B - lymfocytov s cirkulujicimi vil6znymi lymfocytmi,
ktoré boli predmetom experimentov bola vyznamné nadexpresia niektorej z 3 T-UCR
detekovana v 7 pripadov, v tychto pripadoch bola zaznamenana nadexpresia uc. 379 (n
= 1) resp. uc. 380 (n = 6) (tabulky 18, 19, 20). Tieto pripady vykazovali ~ 90 az takmer
500 nasobny rozdiel v expresii uc. 380 v slezine (n = 5) resp. v periférnej krvi (n = 1)

relativne k expresii u zdravych jedincov.
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Tabul’ka 18 - Analyza dat metédou 2 “MCyo vzorkach 3 pacientov s infiltrovanou slezinou (P1, P2, P3) Namerané diata Ct boli normalizované
k referencnému génu (HPRT) (ACt, resp. dCt) a hodnota AACt (resp. ddCt) bola vypocitana relativne k hodnote ACt kalibratora = priemerné ACt
ziskané nezavislou analyzou expresie uc. 379, uc. 380, resp. uc. 381 celkom v 3 nenddorovych slezinach (hodnoty vyznacené zelene). Rozdiel v génovej
expresii relativne k expresii v nenadorovej (normélnej) slezine od 3 rdznych jedincov bol vyjadreny na zaklade vzorce 2 ~*“'. Vzorky s vyznamne
zvySenou expresiou niektorého zo Studovanych T-UCR boli vyznacené cervene. SEM — stredna chyba priemeru (standard error mean)

mean Ct dct ddcCt rozdiel v hladine expresie
(fold difference)

vzorka ucr379 ucr380 ucr381 HPRT ucr379 ucr380 ucr3s81 ucr379 ucr3s0 ucr381 ucr379 ucr380 ucr3s1
P1 26,24 35,60 30,02 25,88 exp.1 0,36 9,72 4,14 -8.82 -0.28 1.15 450.90 1,22 0,45
P1 26.18 35.47 29.85 25,86 exp.2 0,32 9.61 3,99 -8.86 -0.39 1.00 465,72 1,31 0.50
HCL fold diff. (priemer) 458,31 1,27 0,48
inv(14) smer. odchylka 10,48 0,07 0.03
SEM 7.41 0.05 0,02
dCt (priemer) 0,34 9,67 4,07 -8,84 -0,34 1,08 458,25 1,26 0,47
P2 34,41 25,10 23.10 22,31 exp.1 12,10 2,79 0,79 292 et -2,20 0.13 148,40 4.59
P2 34,22 25,40 23.39 22,67 exp.2 11,55 2,73 0,72 2,37 -7,27 -2,27 0,19 154,70 4.82
HCL fold diff. (priemer) 0,16 151,55 4,71
inv(14) smer. odchylka 0,04 4,46 0,16
SEM 0,03 3.15 0.11
dCt (priemer) 11,83 2,76 0,76 2,65 -7.24 -2.24 0,16 151,52 4.71
P3 33.38 33.45 27.15 2436 exp.1 9,02 9.09 2,79 -0.16 -0,91 -0.20 1.12 1.88 1.15
P3 33.33 32,89 26.76 24,86 exp.2 8,47 8,03 1,90 -0,71 -1,97 -1,09 1,64 3,93 2,13
HCL fold diff. (priemer) 1,38 2,91 1,64
t(14;149) smer. odchylka 0.37 1,44 0.69
SEM 0.26 1.02 0.49
dCt (priemer) 8,75 8.56 2,35 -0,43 -1.44 -0.65 1,35 2,72 1.56
N1 32,31 32,28 25,40 22,61 exp.1 9.70 9.67 2,79 0.52 -0.33 -0.20 0.70 1.26 1.15
N2 31.77 32.54 25,93 21,96 exp.1 9.81 10.58 3,97 0.63 0.58 0.98 0.65 0.67 0.51
N2 31,47 32,57 25,73 22,31 exp.2 9,16 10.26 3,42 -0,02 0.26 0.43 1.01 0.84 0.74
fold diff. (priemer) 0.83 0.75 0.62
smer. odchylka 0,26 0,12 0,17
SEM 0,18 o.08 0.12
dCt (priemer) 9.49 10.42 3,70 0.31 0.42 0.71 0.81 0.75 0.61
N3 30,99 32,92 25.50 22,82 exp.1 8,17 10,10 2,68 -1,01 0.10 -0.31 2.01 0.94 1.24
N3 31,50 32,70 25.25 22,96 exp.2 8.54 9.74 2,29 -0.64 -0.26 -0.70 1,56 1,20 1.62
fold diff. (priemer) 1,79 1,07 1.43
smer. odchylka 0.32 0.19 0.27
SEM 0.23 0,13 0.19
dCt (priemer) 836 9,92 2,49 -0,83 -0.08 2,49 1.77 1,06 0.18
priemerna hodnota N1+N2+N3 9.1 1 2,99 0,00 0,00 0,00 1,00 1,00 1,00
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Tabul’ka 19 - Analyza dat metédou 2 *“'v kontrolnej skupine bez cytogenetickej aberacie na chromozéme 14 (slezina, n = 6) Vzorky boli
analyzované v triplikatoch a u 2 vzoriek (K6, K7) boli uskutocnené 2 nezavislé merania. Namerané data Ct boli normalizované k referen¢nému génu
(HPRT) (ACt, resp. dCt) a hodnota AACt (resp. ddCt) bola vypocitana relativne k hodnote ACt kalibratora = priemerné ACt ziskané nezavislou analyzou
expresie uc.379, uc. 380, resp. uc. 381 v 3 nenadorovych slezinach (hodnoty vyznacené zelene). Rozdiel v génovej expresii relativne k expresii
v nenadorovej (normalnej) slezine od 3 rdznych jedincov bol vyjadreny na ziklade vzorce 2 ~**“'. Vzorky s vyznamne zvy$enou expresiou niektorého
z Studovanych T-UCR boli vyznacené Cervene. SEM — stredna chyba priemeru (standard error mean)

mean Ct dct ddcCt rozdiel v hladine expresie
(fold difference)
vzorka  ucr378  ucr380  ucr3s1 HPRT ucr379 ucr380  ucr3s1 ucr379 ucr380  ucr381 ucr379 ucr380 ucr3s1
K1 33,58 26,68 28,25 25,01 exp.1 8,57 1,67 3,24 -0,61 -8,33 0.25 1,63 322,54 0,84
K3 35,39 34,73 30,60 24,34 exp.1 11,05 10,40 6,26 1.87 0.40 327 0,27 0,76 0,10
Ka 34,39 25,42 23,53 22,83 oxp.1 11,56 2,59 0,70 238 -7.41 -2.29 0,19 170,47 a,89
KS 33,09 23,85 23,57 22,80 exp.1 10,29 1,05 0,77 1.11 -8.95 2,22 0.6 495,70 4,66
K6 30,62 24,35 22,67 2238 exp.1 8,24 1,97 0,29 -0.94 -8.03 -2.70 1.92 261,98 6.50
K6 31,30 24,70 23,07 22,27 exp2 9,03 2,43 0,80 -0,15 -7.57 -2.19 1.11 190,46 4.56
fold diff. (priemer) 1.51 226,22 5,53
smer. odchyika 0.57 50.58 1,37
SEM 0.40 35.76 0.97
dCt (priemer) 864 2,20 0.55 -0,54 -7.80 -2.45 1,46 223,38 5.45
K7 35,50 35,75 29,24 27,00 oxp.1 8,50 8,75 2,24 -0.68 -1.25 -0,75 1.60 2,38 1,68
K7 35,16 35,09 29,37 26,71  exp.2 8,45 8,38 2,66 -0,73 -1.62 -0.33 1.66 3,08 1,26
fold diff. (priemer) 1.63 2,73 1,47
smer. odchylka 0.04 0,49 0.30
SEM 0.03 0,35 0.21
dCt (priemer) 8.48 8,57 2,45 -0.71 -1.44 -0.54 1.63 271 1.45
N1 32,31 32,28 25,40 22,61 exp.1 9,70 9,67 2,79 0.52 -0.33 -0.20 0.70 1.26 1.15
N2 31,77 32,54 25,93 21,96 exp.1 9,81 10,58 3,97 0.63 0,58 0.8 0.65 0.67 0.51
N2 31,47 32,57 25,73 22,31 exp2 9,16 10,26 3,42 -0,02 0.26 0.43 1.01 0.84 0.74
fold diff. (priemer) 0,83 0,75 0,62
smer. odchylka 0.26 0.12 0.17
SEM 0,18 0,08 0.12
dCt (priemer) 9.49 10,42 3,70 0.31 0,42 0.71 0.81 0,75 0.61
N3 30,99 32,92 25,50 2282 exp.1 8,17 10,10 2,68 -1,01 0,10 -0.31 2.01 0,94 1,24
N3 31,50 32,70 25,25 22,96 exp.2 8,54 9,74 2,29 0,64 -0.26 -0,70 1.56 1,20 1.62
fold diff. (priemer) 1,79 1,07 1,43
smer. odchylka 0,32 0,19 0,27
SEM 0.23 0,13 0,19
dCt (priemer) 836 9,92 2,49 -0.83 -0.08 -0.51 1,77 1.06 1.42
priemerna hodnota N1+N2+N3 | 938 | 1000 | 299 0.00 0.00 0.00 1.00 1,00 1.00

110



Tabulka 20 - Analyza dat metédou 2 *“*vo vzorkach 2 pacientov s postihnutou periférnou krvou (P4, P5) Namerané dita Ct boli normalizované
k referencnému génu (HPRT) (ACt, resp. dCt) a hodnota AACt (resp. ddCt) bola vypocitana relativne k hodnote ACt kalibratora = vzorka periférnej
krvi, ktord predstavovala zmes RNA od 4 zdravych jedincov (hodnoty vyznacené zelene). Rozdiel v génovej expresii relativne k expresii v periférnej
krvi zdravych jedincov bol vyjadreny na zéklade vzorce 2 ~2*“'. Vzorky boli analyzované v triplikdtoch v 2 na sebe nezavislych meraniach. Vzorky
s vyznamne zvySenou expresiou niektorého z Studovanych T-UCR boli vyznacené ervene. SEM — strednd chyba priemeru (standard error mean)

mean Ct dCt ddCt rozdiel v hladine expresie
(fold difference)
vzorka ucr379 ucr3s0 ucr3si HPRT ucr379 ucr3s0 ucr381 ucr379 ucr3so ucr3si ucr379 ucr380 ucr3si

P4 33,50 33,30 28,70 24,50 exp.1 9,00 8,80 4,20 0.43 -1,53 4,02 0,74 2,89 0,06
P4 33,70 33,54 29,57 2467 exp.2 9,03 8,87 4,90 0,46 -1,46 472 0,73 2,75 0,04
1(14;14) fold diff. (priemer) 0,74 2,82 0,05
HCL smer. odchylka 0,01 0,10 0,02
SEM 0,01 0,07 0,01
dCt (priemer) 9,02 8,84 4,55 0.44 -1,50 437 0,74 2,82 0,05
P5 35,60 30,30 29,50 26,40 exp.1 9,20 3.90 3,10 0,63 -6,43 292 0,65 86,22 0,13
P5 35,86 30,04 29,53 26,30 exp.2 9,56 3,74 3,23 0.98 -6.59 3.05 0,51 96,34 0,12
t(14;14) fold diff. (priemer) 0,58 91,28 0,13
HCL smer. odchylka 0,10 7,15 0,01
SEM 0,07 5,06 0,01
dCt (priemer) 9,38 3.82 3,17 0.81 -6.51 2,99 0,57 91,14 0,13
N4 31,30 33,10 23,00 23,00 exp.1 8,30 10,10 0,00 -0,27 -0,23 -0,18 1,21 1,17 1,13
N4 31,38 33,09 22,89 22,53 exp.2 8,85 10,56 0,36 0.27 0,23 0,18 0,83 0,85 0,88
normal dCt (priemer) 8.58 10.33 0.18 0.00 0,00 0,00 1,00 1,00 1,00

smer. odchylka

SEM
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Obrazok 26- Relativna kvantifikacia hladiny uc. 379, uc. 380 auc. 381 vo
vzorkach pacientov s diagnézou B-lymfoproliferativnych neoplazii s viloznymi
lymfocytmi s abnormalitami chromozému 14 (P1 az P5) a v kontrolnych vzorkach
(K6, K7) Vzorky boli kvantifikované metédou 2 “*¢' a ziskané data predstavuji
rozdiel v génovej expresii, ktory bol normalizovany k endogénnemu referencnému
génu (HPRT) relativne k expresii sledovanych génov v paralelne analyzovanych
vzorkéch sleziny resp. periférnej krvi zdravych jedincov bez abericii na chromozéme
14. Merania boli uskutocnené v triplikdtoch a znazornené vysledky predstavuju
priemerné hodnoty z 2 nezavislych merani. Sucastou grafického zobrazenia vysledkov
relativnej kvantifikcie st chybové usecky, ktoré boli generované na zaklade strednej
chyby priemeru (standard error mean, SEM) merani
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3.2. DISKUSIA

Predmetom tejto diskusie sui data o expresnom profile 3 dlhych nekddujicich
RNA z kategérie T-UCR (uc. 379, uc. 380 auc. 381), ktoré sme zhodnotili u 5
pacientov s diagnézou B-lymfoidné malignity asociované s viloznymi lymfocytmi.
Cytogenetickymi a molekuldrne cytogenetickymi technikami sme u tychto pacientov
poukézali na abnormality chromozému 14 v oblasti 14q32.13 (lokus TCLIA az TCL6)
a 14q32.33 (lokus IGH ) (Urbankova, 2009, Urbankova et al., 2012, priloha 6). Cielom
naSej molekularnej Stidie bolo objasnit’ molekularnu patogenézu rekurentnych aberacii
chromozému 14 v tejto skupine lymfoproliferativnych neoplazii.

Z celkového zhodnotenia ziskanych expresnych dat 3 kandidatnych T-UCR
vyplyva, Ze (i) sibor s chromozémovymi abnormalitami v oblasti 14q32.13-14q32.33
nevykazuje uniformny expresny profil ani v 1 z 3 dlhych nekédujicich RNA (tabul'ka
18 a 20) a(ii) tento expresny profil sa vyznamne neodliSuje od expresného profilu
Studovanych T-UCR u B-lymfoidnych malignit bez aberacii chromozému 14 v oblasti
14q32.13-14932.33 (tabul'ka 19, obrazok 26). Tieto vysledky nepodporuji testovanu
hypotézu, ktord predpokladala, Ze rekurentné prestavby na chromozéme 14 v oblasti
IGH (14q32.33) mdézu byt zodpovedné za patogenézu lymfoidnych malignit v
Studovanej skupine pacientov cestou deregulicie (nadexpresie) kandidatnych T-UCR,
ktoré su lokalizované v blizkosti zlomu v oblasti 14q32.13- 14q32.33.

Nejednotny expresny profil nekddujicich RNA je v kontexte s vysledkami
predchadzajicej molekuldrnej $tudie na tomto stbore, ktord v rdmci rozsiahleho panelu
kandidatnych génov, vratane zhluku 3 TCL génov (TCLIA, TCLIB, TCL6) a d’alSich 18
génov lokalizovanych proximalne resp. distilne od miesta zlomu na 14q32.13
nepoukdzala na ziadny uniformne nadexprimovany profil v Studovanych pripadoch
anedokdzala potvrdit hypotézu, ktord predpokladala, Ze rekurentné abnormality
v oblasti 14q32.13-14q32.33 zasahuju do expresie testovanych génov v skupine B-
lymfoidnych malignit mechanizmom prestavby /IGH (Urbankova, 2009, Urbankova et
al., 2012).

Na zéklade analyzy celkom 11 pripadov s diagnézou B-lymfoidnych malignit
asociovanych s viléznymi lymfocytmi (z nich 5 so Specifickymi interchromozémovymi
resp. intrachromozémovymi aberaciami na 14q) nedokdzeme vylucit, ze kandidatne T-
UCR (uc. 379, uc. 380 alebo uc. 381) plnia ulohu v patogenéze tychto zriedkavych
lymfoproliferativnych porich vo vybranych pripadoch. Maligne bunky viacerych
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nadorov, vratane CLL sa vyznacuji unikatnym spektrom expresie T-UCR v porovnani
s koreSpondujiicimi normélnymi bunkami (Calin et al., 2007). Hoci uc. 379, uc. 380
auc. 381 nevykazuji jednotny profil expresie v dokumentovanych pripadoch
s chromozémovymi prestavbami v oblasti 14q32.13-14q32.33, v SirSom meradle nie je
mozné vylucit, Ze ziskané expresné dita, vratane nadexpresie uc. 380 vo vybranych
pripadoch poukazuji na dereguliciu tychto nekddujicich RNA a Ze pozorovany
expresny profil je patogénny v tejto skupine hematologickych malignit avSak
vSeobecne, bez ohl'adu na pritomnost/nepritomnost’ cytogenetickych abnormalit na 14q.
Tuto otazku vSak nie je mozné zodpovedat’ bez poznania expresného profilu T-UCR na
obsiahlejSom stbore zrelych B-lymfoidnych malignit, ktoré byvaji asociované
s viloznymi lymfocytmi, pripadne S§tdii priamo orientovanych na niektord
z konkrétnych entit, ktoré zahfiajd HCL, SMZL resp. neklasifikovateIné formy
splénickych B - bunkovych leukémii/lymfémov, medzi ktoré sa zaraduje HCL-v na
zéklade recentne revidovanych kritérii WHO klasifikacie lymfoidnych neoplazii
(Swerdlow et al., 2008, Swerdlow et al. 2016). Ziadna z naértnutych $tudii viak nebola
predmetom nasej molekularnej Studie.

Neoplazie zrelych B-lymfocytov, ktoré sme Studovali v tejto praci patria medzi
zriedkavé lymfoproliferativne poruchy, klinické subory sa zostavuju obtiaZzne
a dostatocne pocetné subory byvaji dokumentované unikitne (Shao et al., 2013).
NavySe, v porovnani s inymi nekddujicimi RNA, napriklad v porovnani s microRNA,
dlhé nekodujuce RNA, medzi ktoré sa zarad'uju aj T-UCR Studované v tejto praci
predstavuji napriek pokroku, ktory recentne pozorujeme v ich charakterizécii, nad’alej
nedostato¢ne prestudovant kategdriu nekddujicich RNA (Peng et al., 2013). Ich podiel
na patogenéze nadorov vratane hematologickych vSak ostiva vysoko potencidlny
(Lujambio et al., 2010, Van Roosbroeck et al., 2013). Recentné publikécie poukazuji na
aberantnu expresiu dlhych nekddujucich RNA u diagnéz, ktoré sa v porovnani s nami
Studovanymi neopldziami zrelych B-lymfocytov vyskytuji castejSie a zahfiiaja
napriklad AML (Garzon et al., 2014). Poznatky o expresnom profile nekdédujicich RNA
u HCL, HCL-v alebo SMZL vsak ostdvaji v dostupnych literarnych zdrojoch vyrazne
obmedzené (Kitagawa et al., 2012).

V porovnani s inymi hematologickymi malignitami, nevynimajic zmienené,
v tejto praci tiez Studované AML alebo v porovnani s d’al§imi neopldziami zrelych B -
lymfocytov, predchadzajlice §tiidie upozornili na mimoriadne stabilny gendém pacientov

s HCL bez rekurentnych chromozémovych translokacii (Tiacci, 2006). Molekularna
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baza d’alSich non-HCL diagn6z s podobnou morfolégiou neoplastickych buniek vratane
HCL-v alebo SMZL bola dosial eSte menej objasnend (Robak, 2011). V kontexte
s tymito poznatkami sme na zdklade profilovania génovej expresie pripadu s
t(14;14)(q32.13;932.33) taktiez poukdzali na vyrovnany expresny profil bez
kryptickych zmien v pocte koépii, resp. signifikantne nadexprimovaného génu na
chromozoéme 14 (Urbankova et al., 2012).

Nepochybne, ¢iasto¢ny pokrok v diferencidlnej diagnostike zriedkavej skupiny
B-lymfoproliferativnych ochoreni s viléznymi lymfocytmi priniesli molekuldrne Stidie
vroku 2011, kedy bola spolo¢ne s d’alSimi génmi identifikovand bodova mutacia
BRAF(V60OE). Téato mutacia ostava dosial’ jedinym molekuldrnym markerom HCL, ale
nie ostatnych diagndz, morfologicky pripominajicich HCL (Tiacci et al., 2011). Je
vhodné  zmienit, Ze  popri  molekuldrnej detekcii  BRAF(V600OE)  sa
diagnostika/diferencidlna diagnostika medzi HCL a HCL-v resp. SMZL nad’alej zaklada
na ur€eni imunofenotypu proliferujicich B-lymfocytov a na komplexnom zhodnoteni
niekol’kych  (neSpecifickych)  ukazovatelov,  ktoré  vtejto  skupine  B-
lymfoproliferativnych neoplazii zahiiaju (i) mutany status IGHV génov (mutované
prednostne u HCL, nemutované u 22 % HCL-v, a 15 az 41 % SMZL), (ii) repertoar
IGHV subgénov (limitovany v pripade HCL-v a SMZL, nelimitovany u HCL), (ii1)
klinickd odpoved’ na purinové analoégy (dobrda u HCL, slabda u HCL-v resp. u SMZL)
a (iv) median OS (20 rokov u HCL, 9 rokov u HCL-v, 13 rokov u SMZL) (Urbankova
et al.,, 2012). V sudvislosti snaSou S$tudiou je potrebné spomenut, Ze absencia
BRAF(V60OE) si vyziadala retrospektivnu diferencidlnu diagnostiku Studovanych
pripadov, ktoré boli inicidlne diagnostikované ako HCL/HCL-v resp. SMZL. Na
zdklade molekularnej analyzy mutaéného hotspotu v BRAF aparalelnej
imunohistochemickej detekcie anexinu A1 sme dokumentované pripady s oh'adom na
nedplné imunofenotypové aklinické déata (strata z follow up) preklasifikovali do
kategérie blizsie neurcené B-lymfoidné malignity asociované s viloznymi lymfocytmi
(Urbankova et al., 2012).

Z nasej Studie vyplyva, ze skupinu B-lymfoidnych malignit asociovanych
s vil6znymi lymfocytmi m6Zu na cytogenetickej drovni charakterizovat’chromozémové
aberacie v oblasti lokusu IGH (14q32.33), pricom zlom, ktory vznikd v oblasti IGH
modZe byt utychto malignit zahrnuty v rozliénych interchromozémovych resp.
intrachromozémovych prestavbach v oblasti 14q32.13. Nase molekularne cytogenetické

studie potvrdili, ze v dokumentovanych pripadoch sa abnormality chromozému 14
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prezentuju na urovni unikatnej chromozémovej aberacie, ¢o si s oh'adom na vSeobecnu
absenciu (cyto)genetickych markerov v tejto skupine hematologickych neoplazii
zasluhuje pozornost. Poznatky o nejednotnom expresnom profile génov kddujicich
resp. nekoédujucich proteiny, na ktoré sihrnne poukazali naSe molekularne Stadie,
nedokdzali prispiet’ k ureniu kandidatneho génu resp. génov s aberantnym expresnym
profilom, ktory by dokézal jednotne objasnit’ molekuldrnu patogenézu abnormalit na
14q v tejto skupine B-lymfoidnych malignit. Pritom, molekularna patogenéza leukémii
a lymfémov odvodenych od T-lymfocytov bola v minulosti spojend s podobnymi inter-
resp. intrachromozémovymi prestavbami na 14q, konkrétne s t(14;14)(q11;932) ajej
variantou inv(14)(q11q32). Je zniame, ze molekuldrna podstata uvedenych
chromozémovych aberacii je u T-lymfoproliferativnych neoplazii spojena s prestavbou
TCRA/D (14ql11) as néaslednou deregulidciou (nadexpresia) zhluku 3 TCL génov
(TCLIA/TCLIB/TCL6) v oblasti 14q32.11 (Pekarsky et al., 1999, Saitou et al., 2000).
Nase molekularne data vSak nadexpresiu TCL génov v Studovanych pripadoch B-
lymfoidnych malignit nepotvrdili. Na zaklade naSich dat gény TCLIB a TCL6 nie su
exprimované v tejto skupine B-lymfoidnych malignit. Jediny z TCL génov z oblasti
14q32.13, ktory je nadexprimovany u Casti Studovanych pripadov B-lymfoproliferacii s
aberdciami na 14q je TCLIA (14q32.13). Z naSich dat vSak vyplynulo, ze deregulovany
(nadexprimovany) profil TCLIA sa neviaze na vybrané pripady s abnormalitami
chromozému 14, ale charakterizuje taktiez Cast’” pripadov s diagnézou B-lymfoidné
leukémie a lymfémy asociované s viloznymi lymfocytmi, u ktorych sa abnormality
chromozomu 14 v oblasti 14q32.13 resp. 14q32.33 nevyskytuji (Urbankova et al.,
2012). Zinych stadii je dokonca zndme, Ze aktivacia TCLIA byva pozorovand u
Sirokého spektra zrelych B-lymfoproliferativnych malignit vSeobecne. Na vyznamny
onkogénny potencial TCLIA poukazuji transgénne mysi, u ktorych byvaji pozorované
variabilné malignity odvodené od T- aj B-lymfocytov vratane neoplazii, ktoré
pripominaji humanne CLL (Bichi et al., 2002).

NasSe data nepotvrdili uniformnd dereguldciu expresie ziadneho z génov
kodujicich resp. nekddujicich proteiny, nevynimajic 3 dlhé nekéduje RNA z kategorie
T-UCR, ktorych expresny profil bol prezentovany v experimentdlnej Casti tejto prace.
Molekularna podstata abnormalit chromozému 14 v skupine B-lymfoproliferativnych

neoplazii asociovanych s vil6znymi lymfocytmi ostava neobjasnena.
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Diskutované vysledky predstavuju sucast’ publikacie Urbankova et al. 2012 (priloha 6)
a suhrmné vysledky tejto Stadie boli prezentované na medzinarodnej konferencii
(Wlodarska, 2011 — Prehl'ad publikécii).

Vymedzenie mojho podielu priace: Mj prinos do projektu, ktory bol zhrnuty v nasej

publikécii bol dizajn a realizcia experimentu, v ktorom sa zhodnotil expresny profil 3

T-UCR génov lokalizovanych v kandidétnej oblasti 14q32.13/14q32.33.
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VI. SUHRN

Neustale zdokonalovanie technik analyzy genetického materidlu otvara Siroké
moznosti Stidia molekularneho pozadia hematologickych malignit. Vyznamnym
prinosom molekuldrnej analyzy neoplastickych buniek je identifikacii génov, resp. ich
zmien na genetickej C¢i epigenetickej Urovni, ktoré maji vztah k patogenéze
konkrétnych hematologickych malignit. VSeobecne dokdzeme generovat nesmierne
komplexné molekularne data, mdme moznost zhodnotit muta¢ny status niekolko
roznych génov, dokonca recentne sme schopni paralelne analyzovat cely
geném/exém/transkriptdém resp. epigeném malignych buniek. Vysledkom naSich
molekularnych §tadii su obycajne molekuldrne profily s variabilnou kombinéciou
génovych mutacii. Je zrejmé, ze ziskané laboratérne data je potrebné aplikovat' do
klinickej praxe a preStudovat’ ich vlastny podiel na klinickom priebehu resp. klinickej
variabilite na konkrétnych siboroch pacientov. Jednym z najvyznamnejSich praktickych
vystupov molekularnych $§tadii je urcenie diagnostickych resp. prognostickych
markerov, ktoré umoziuju priradit pacientov ku konkrétnej klinickej entite
a klasifikovat' ich do skupin s odliSnym klinickym priebehom a prognézou, ktoré
v naviznosti urcuji charakter navrhovanych terapeutickych modalit.

Napriek vyznamnému pokroku v molekularnej hemato-onkoldgii, stdle pozname
také diagnozy, ktorych molekularna patogenéza ostdva nedostato¢ne preStudovana alebo
je dokonca nezndma. U Casti hematologickych malignit s neznidmou molekuldrnou
patogenézou byvaji rekurentné Specifické chromozémové aberacie, ktoré dokéazu
nasmerovat molekuldrny vyskum do konkrétnych oblasti (najmenSie oblasti
straty/zmnoZzenia genetického materidlu, oblasti zlomov chromozémovych prestavieb, a
podobne), v ktorych je mozné predpokladat’ putativne gény, kédujice resp. nekddujice
proteiny, ktoré zodpovedaju za patogenézu takychto malignit na molekularnej urovni.

PredloZena dizertacna praca pristupovala k §tidiu zadanej témy v obidvoch
nacrtnutych smeroch. V prvej Casti experimentilnej prace sme sa pokdsili aplikovat
molekuldrne data do klinickej praxe azhodnotili sme prognosticki hodnotu
rekurentnych mutaénych profilov v sibore pacientov s AML s NK, ktori boli
diagnostikovani a kurativne lieceni na HOK FNOL. Molekuldrne $tudie prezentované

v druhej Casti experimentalnej prace sa pokusili ur€it’ nezname gény zodpovedné za
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patogenézu vybranych B-lymfoidnych malignit, ktoré charakterizuju Specifické aberacie
chromozému 14 v oblasti 14q32.33 (IGH).

V kontexte s cielmi definovanymi v Casti venovanej molekularnej biologii AML
sme na zdklade frekvencie a distribucie 8 rekurentnych mutacii v sibore 89 de novo
AML s NK potvrdili vyznamnid molekularnu heterogenitu tejto klinicky variabilnej
skupiny AML. Stratifikdcia siboru na zaklade mutacnych profilov ukazala, Ze
komplexné zhodnotenie 3 génovych mutacii (FLT3-ITD, NPMIm a CEBPAm) dokdze v
Studovanom subore odliSit’ pacientov s priaznivou prognézou od tych, ktorych prognéza
je menej priaznivd. Molekuldrna skupina s ndlezom NPMIm a/alebo CEBPAm bez
FLT3-ITD sa vyznacovala Statisticky vyznamne odliSnym klinickym priebehom
v porovnani s ostavajicimi molekularnymi skupinami, ktoré vykazovali FLT3-ITD,
resp. sa u nich nevyskytoval ziadny z 3 molekularnych markerov. Rozdiely v klinickom
priebehu medzi skupinou s FLT3-ITD+ a skupinou bez akéhokol'vek z 3 prognostickych
markerov sme nepotvrdili. Ako potencialne faktory, ktoré modifikuju klinicky priebeh
v molekularnych skupinich AML s NK, ktoré sme definovali na zidklade NPMIm,
CEBPAm a FLT3-ITD sme identifikovali rekurentné mutacie vratane IDHIm, IDH2m,
WTIm a KMT2A-PTD. Tieto génové muticie konkuruji resp. sa vzajomne vylucuju
s prognostickymi muticiami FLT3-ITD, NPMIm a CEBPAm v §tudovanom subore
AML s NK. Typ absolvovanej postremisnej terapie (aloTKB 4no/nie) mal vyznamny
vplyv na klinicky priebeh v Studovanom stibore AML s NK ana prinos aloTKB na
v postremisnom obdobi sme poukézali aj po stratifikdcii pacientov do molekuldrnych
skupin. Komplexna analyza 8 réznych mutacnych profilov poukdzala na asponl 1
molekularny marker v 85 % (75/88) AML s NK, v porovnani so 69 % (61/88) pri
analyze FLT3-ITD, NPMIm a CEBPAm alebo so Ziadnym markerom v sibore AML
s NK bez molekularnej analyzy. Identifikované mutéicie, vraitane NPMIm, IDHI/2m,
CEBPAm a KMT2A-PTD predstavuji perspektivne markery minimalnej rezidudlnej
choroby v postremisnom obdobi (Debarri et al., 2015, Kronke et al., 2011, Krauth et al.,
2015, Lambert et al. , 2014, Thol et al., 2012). V pripadoch, ktoré nevykazovali ani 1
molekuldrnu zmenu predpokladdme vyskyt mutacii napriklad v epigenetickych
regulatoroch ASXL1, DNMT3A alebo TET2, ktoré su taktiez rekurentné u AML (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2013).

Vysledky prvej Stadie, ktora sa v predlozenej dizertatnej praci tykala
molekularnej biol6gie B-bunkovych malignit nepotvrdili hypotézu, podla ktorej by

dochddzalo v analyzovanom stibore leukémii alymfémov s dokumentovanymi
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intersticidlnymi del(14q/IGH) cielene k delécii niektorého z parentdlnych homolégov
14q, paternilneho alebo materndlneho. Gény pritomné v imprintovanej doméne na
14932 nie su priamo, t. j. v podobe nadorového supresoru, ¢i anti-oncomir zahrnuté
v patogenéze Studovanych hematologickych malignit. U casti pripadov s paterndlnou
del(14q/IGH) by mohlo dochéddzat’ k poruche expresie materndlne exprimovanych
génov v 1432 imprintovanej doméne (vratane kandiddtnych materndlne
exprimovanych miRNA) na zéklade zmeny epigenotypu (paternalizicia intaktného
maternalneho homolégu); detailnd analyza expresného profilu génov z DLKI-GTL2
domény v aktudlnej Stadii nie je k dispozicii. Alternativne mdze byt kandidatny gén
lokalizovany mimo imprintovand 14q32 doménu v 10.5 Mb minimélne deletovane]
oblasti.

V studovanych pripadoch malignit B-lymfocytov s vil6znou morfolégiou, ktoré
charakterizuju t(14;14)(q32.13;q32.33) alebo inv(14)(q32.13q32.33) sa dlhé nekddujuce
RNA uc.379, uc.380 resp. uc381 nevyznacuju uniformnym expresnym profilom.
Ziskané vysledky nepodporuju testovant hypotézu, ktora predpokladala, ze rekurentné
chromozémové prestavby v oblasti IGH (14q32.33) mézu viest k patogenéze B-
lymfoidnych malignit asociovanych s viléznymi lymfocytmi v Studovanom subore
cestou deregulacie (nadexpresie) kandidatnych T-UCR, ktoré su lokalizované
v blizkosti zlomu v oblasti 14q32.13- 14q32.33. NaSe data nevylucujt, Ze sa zistené
expresné profily uc. 379, uc. 380 ¢i uc. 381 uplatiiujii v patogenéze malignit B-
lymfocytov s vilé6znou morfolégiou vo vybranych pripadoch vratane Specificke;j
skupiny, ktoré charakterizuji abnormality na chromozome 14. Kandidatny gén, ktory
zodpovedd za molekularnu patogenézu Studovanych B-lymfoidnych malignit ostal
neznamy a jeho identifikaciu vyznamne limituju dita o nejednotnom expresnom profile
génov kodujicich aj nekodujicich proteiny, ktoré boli analyzované v naSej
molekularnej Stadii.

Vysledky tejto dizertacnej prace predstavuji podklad pre modifikaciu
prognostickej a nasledne lieCebnej stratifikacie pacientov, ktori su diagnostikovani
alieCeni ako AML s NK na HOK FNOL ajej poznatky prispievaji k detailnej
charakterizécii molekularneho pozadia Specifickych chromozémovych aberacii v oblasti

14q32.33 (IGH), ktoré byvajui rekurentné v Studovanej skupine B - bunkovych malignit.
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Priloha 1 - Zoznam pouZitych oligonukleotidovych primerov Vybrané oligonukleotidy boli prevzaté z uvedenych publikovanych zdrojov.

oligonukleotid bol oproti sekvencii publikovanej v uvedenom zdroji skrateny o 2nt od 3" konca.

Gén/ oblast’ Nizov primeru Primery (5'- 3') 5' modifikicia PCR produkt (bp)  Zdroj oli k ide Ref. ia (GeneB: A i oblast’ (nt)
FLT3 FLT3-ITD-F F: GGTGTCGAGCAGTACTCTAAACAGGTG * 6-FAM 369 Noguera a kol. 2005 NM_004119
FLT3-ITD-R R: GATCCTAGTACCTTCCCAAACTC Ziadna resp. TAMRA Noguera a kol. 2005
D835-S F: CCGCCAGGAACGTGCTTG - 114 ‘Yamamoto a kol. 2001 NG_007066.1
D835-AS R: GCAGCCTCACATTGCCCC - ‘Yamamoto a kol. 2001
NPMI NPMI_I2F F: ACCATTTCCATGTCTGAGCACC HEX 349 Noguera a kol. 2005 NM_002520.6 1092 - 1449
NPMI_I2R R: ATCAATTATGTGAAGAATTGCTTAC - Noguera a kol. 2005 (11. exon /povodne 12.exdon/)
CEBPA CEBPA_IF F: GGCGAGCAGGGTCTCCGGGT MI3F 345 Frohling a kol. 2004 U34070.1 (CDS: 592...1668) 500 - 844
CEBPA_IR R: TGTGCTGGAACAGGTCGGCCA MI3R Frohling a kol. 2004
CEBPA_2F F: GCTGGGCGGCATCTGCGA MI3F 365 Frohling a kol. 2004 744-1108
CEBPA_2R R: GCTGCTTGGCTTCATCCTCCTC MI3R
CEBPA_3F F: GCTGGAGCCCCTGTACGAGC MI3F 425 1017-1441
CEBPA_3R R: CGTTGCTGTTCTTGTCCACCGACTTCTT MI3R Frohling a kol. 2004
CEBPA_4F F: CCTGGCAGCGCGCTCAAG MI3F 391 1336-1726
CEBPA_4R R: AACCACTCCCTGGGTCCCCGC MI3R Frohling a kol. 2004
wr1 WTI_7F F: CTCCAGTGCTCACTCTCCCTC 310 Gaidzik a kol. 2009 NM_024426 1289 - 1439
WTI_7R R: CCTTAGCAGTGTGAGAGCCTG MI3R Gaidzik a kol. 2009
WTI1_9F F: GTGAGGCAGATGCAGACATTG MI3F 365 Gaidzik a kol. 2009 NM_024426 1530 - 1622
WTI_9R R: AGCCACGCACTATTCCTTCTC Gaidzik a kol. 2009
IDH1 IDHI_4F F: TACTCAGAGCCTTCGCTTTCTG 2 477 NM_001282387.1 486 - 777
IDHI_4R R: ACATACAAGTTGGAAATTTCTGG
IDH?2 IDH2_4F F: GGGTTCAAATTCTGGTTGAAAG - 328 NM_002168.3 538 - 698
IDH2_4R R: CAAAGTCTGTGGCCTTGTACTG
MI3F - F: GTTGTAAAACGACGGCCAGT - - - -
MI3R - R: CAGGAAACAGCTATGACC - 2
MLL_PTD MLL- Ex5 - F1 F: GGAAGTCAAGCAAGCAGGTC Jamal R a kol. 2001
MLL- Ex3 - R1 R: AGGAGAGAGTTTACCTGCTC = Jamal R a kol. 2001
VDLKI-GTLZ 1G-DMR aF F: GAACTGGGGCATTGTTTACACC - 496 AL117190 50929 - 51424
aR R: AAGTTGCCTGAGGACCGTAGATAA -
bF F: GGTACTGTAACTGGCCACAATG - 531 AL117190 51250 - 51780
bR R: GTTTATGATAGCTCAGGGTTGC
bsF F: TTAGGTTGGAATTGTTAAGAGTTTGTG - 665 AL117190 50951 - 51615
bsR R: CACCATTAACCTCCAACAAAAAT -
T-UCR uc 379_F F: GGGTGGAGGCGTTTGACTT 71
uc 379_R R: GCCTTTCCCGCTCAACTCT =
uc 380_F F: GTGGGTAGAGGCTATGGTGA 101
uc 380_R R: CCTCTTCTCTCTTCTTTTTCTTTTG -
uc 381_F F: AAGTTTCCTTATTAAACTTTAGTAGTTCAG 69
uc 381_R R: ATTATGTGCTCATGTAATGATTTCTAGAT
HPRT_F F: TGACACTGGCAAAACAATGCA - 94
HPRT_R R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
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Priloha 2 - Metyla¢né data pripadov # 1, 2, 3 a 5 s dokumentovanou del(14q/IGH) Pre blizsi popis vid’ obrazok 25 (Katrincsakova et al., 2009,
supplement)

CASE# 1 CASE#2
paternal allele maternal allele - deleted maternal allele paternal allele - deleted
IG DMR IGDMR IG DMR IGDMR
DO methylation | o, —NOTWOND methylation  _ | o —NOTWON® methylation  _ | o OO 10O I 6O methylation  _ | &
[SISYSTSISISTTS) rate [%] » n|ln VOOVOOVOO rate [%] w o|ln VOOV rate 6] » »o|n VOVOVOLOO rate [%] w oo
(13) 75,0 G A|A oYX ¥ X YoXoYe} (1 37,5 G A|G eceeeece (10) 750 G A|G eeccccoe @) 100,0 G A|A
(2) 87,5 G A|A ceeeecee (1) 75,0 G A|G OCeeeeCe 2) 625 G A|G Methylation rate [average] 100
(4) 1000 G A|A 00000800 1) 37,5 G A|lG 00080080 (1) 375 G A|G
(1) 87,5 G A|A 00000000 (1) 0,0 G A|G (XX XX X Jo¥ ) (1) 875 G A|G
Methylation rate [average] 82 [o¥oX ¥ X X JeoXe] (1) 50,0 G A|G [sNeX X X X X Xo] (3) 625 G A|G
ceeeeCee (1) 75,0 G A|G (X XX Y Yo¥oX ) (4) 750 G A|G
000000e0 (1) 12,5 G A|G| 00®e0000 3) 250 G A|G
Methylation rate [average] a1 ececeece () 625 G AlG
00000000 (1) 0,0 G A|G
Methylation rate [average] 63 =
CASE#3 CASE#5
maternal allele paternal allele - deleted maternal allele paternal allele - deleted
IG DMR IGDMR IG DMR IGDMR
DD methylation ) . IR (O D methylation | _ | o | e R ——— methylation — T — methylation -
VOVLVOVO rate [%] wlo|ln VOOOLVVO rate [%] wloln VOVOLVVOO rate ] wln o VOOOVOLOO rate [%] » »
eCee (8) 87,5 AlA|A (1) 75,0 G| G|G 00000000 (21) 625 AlA A [ XXX XN XX ] @) 100,0 G|A A
cocee (13) 75,0 AlA|A (5) 87,5 G| G|G CeeeeCee () 750 AlA A (XX XXX JoX J (1) 87,5 G|A A
[ JeloX ] (8) 75,0 AlA|A 3) 100,0 G| G|G [ XX X X XoX Jol 2 750 AlA A Methylation rate [average] 96
0e000000 (1) 12,5 AlA|A Methylation rate [average] 920 00000000 (1) 750 AlA A
000 (2) 50,0 AlA|A 00000000 (1) 375 A|lA A
[ XXX ] (3) 100,0 AlA|A Methylation rate [average] 64
IeXeX Yo (3) 62,5 AlA|A
LI Jele} (2) 75,0 AlA|A
®000 (1) 62,5 AlA|A
ceee (1) 87,5 AlA|A
[ XX X YoXe¥oX ] (2) 62,5 AlA|A
[eXel X X X Jeojo) (1) 50,0 AlA|A
®0000000 (2) 62,5 AlA|A
[ XX X JYeXeXeXe] (1) 50,0 AlA|A
Methylation rate [average] 74



Priloha 3 - Metyla¢né data pripadov # 6, 7 a 8 s dokumentovanou del(14q/IGH) Pre blizsi popis vid’ obrazok 25 (Katrincsakova et al., 2009,

supplement)

CASE#6

maternal allele

IG DMR
=N O 10D methylation
VOVLOVVO rate [%]
(X XX X Jolo¥ ] (22) 75,0
0000@000 (1) 12,5
90000000 (2) 62,5
L ek X X JoieX J (2) 62,5
[ XXX XX YoX ] (2) 87,5
Methylation rate [average] 72
CASE#8
paternal allele
IG DMR
b i e methylation
rate [%]
(XYY Y Y Y X (4) 100,0
[ XX X X X ¥ ¥l (1) 75,0
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[e¥oXeloX X X X ) (1) 50,0
(XX N X NoXoX ] (1) 75,0
(XXX XX JoX J (1) 87,5
Methylation rate [average] 82

S1

000 0060
> > > > >

S1

000000
l>>>>>>

S2

[OOOOO SSI

s2|

S3

OO0 00060

paternal allele - deleted

IG DMR

M ©N© methylation  _ o | o

QOO0O00O00O w nl v
rate [%]

(XX XN XN N J 2) 100,0 G AA
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IG DMR
GO0BBG00 methylation 77 | G5 | 3
rate [%]

00000000 (5) 0,0 G|G|G
0000000e 1) 12,5 G|G|G
Ceeeeeee 1) 87,5 G|G|G
[X X X XeloXe } (1) 62,5 G|G|G
00000000 2 50,0 G|G|G
00080000 1) 37,5 G|G|G
Methylation rate [average] 27

CASE#7

maternal allele

IG DMR

N T DON®D
00000000
(XXX XX Jef J
L JoX JeoX Jejele]
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Priloha 4 - Alelovo Specificky metylaény profil v pripadoch s dokumentovanou del(14q/IGH) a v kontrolnom stibore (Katrincsakova et al.,

2009, supplement) Na obrézku bol znazorneny priemerny podiel metylovanych cytozinov, ktory bol zhodnoteny jednotlivo v kazdej z 8 analyzovanych CpG pozicii
(C1 az C8) v kazdom z vySetrovanych pripadov (pripady 1 az 9), osobitne v maternalnej (mat) a paternalnej (pat) alele. Ziskané vysledky boli porovnané s profilom,
ktory vykazovali 3 kontrolné (ctr) jedince (M/matka, F/otec, Ch/dieta). Metyla&ny profil mat/pat alely bol vyznaeny farebne (ruzové resp. modré stipce) pokial’ sa
vyskytoval v ramci $tandardnej chyby priemeru aspont 1 z kontrolnych jedincov (M/F/Ch), v ostavajicich pripadoch ostal farebne neodlieny (biele stipce). Data
ukazuju na zvySenu metylaciu alely, ktord bola prenesena z maternalneho chromozému vo vysetrovanych pripadoch v prevaznej vac¢Sine analyzovanych CpG pozicii.
Vybrané pripady vykazovali menej vyznamné znizenie podielu metylacie paternalne derivovanej alely v urcitych CpG poziciach (C2, C6, C7, C8).
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Priloha 5 - Katrincsakova et al., 2009

Katrincsakova B, Takeda H, Urbankova H, Michaux L, Jarosova M, Vandenberghe P,
Georges M, Charlier C, Wlodarska I. Methylation analysis of the imprinted DLKI1-
GTL2 domain supports the random parental origin of the IGH-involving del(14q) in B-
cell malignancies. Epigenetics. 2009 Oct 25;4(7) (IF 4.584)
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Priloha 6 - Urbankova et al., 2012

Urbankova H, Baens M, Michaux L, Tousseyn T, Rack K, Katrincsakova B, Ferreiro
JF, Van Loo P, De Kelver W, Dierickx D, Demuynck H, Delannoy A, Verschuere J,
JaroSova M, De Wolf-Peeters C, Vandenberghe P, Wlodarska I. Recurrent breakpoints
in the 14q32.13/TCL1A region in mature B-cell neoplasms with villous lymphocytes.
Leuk Lymphoma. 2012 Dec;53(12):2449-55 (IF 2.301)
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Priloha 7 — Jarosova et al. 2012

Jarosova M, Nedomova R, Hubacek J, Holzerova M, Mickova P, Katrincsakova B,
Pikalova Z, Papajik T, Indrak K. Rare tetraploidy with large 5q deletion in acute
myeloid leukemia with myelodysplasia-related changes (AML-MRC). Leuk Res. 2012
Apr;36(4):e68-70 (IF 2.764)
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Priloha 8 — Raida et al. 2011

Raida L, Tucek P, Faber E, Vondrakova J, Rusinakova Z, Skoumalova I, Hubacek J,
Jarosova M, Katrincsakova B, Pikalova Z, Kurfurst P, Indrak K. Comparison of new
flu-bul2-tg conditioning with the standard bu-cy myeloablative regimen in patients
undergoing allogeneic stem cell transplantation for acute myeloid leukemia. Biomed
Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 2011 Dec;155(4):327-32 (IF 0.716)
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Priloha 9 — Szotkowski et al. 2010

Szotkowski T, Muzik J, Voglova J, Koza V, Maaloufova J, Kozak T, Jarosova
M,Michalova K, Zak P, Steinerova K, Vydra J, Lanska M, Katrincsakova B, Sicova
K,Pavlik T, Dusek L, Indrak K. Prognostic factors and treatment outcome in 1,516 adult
patients with de novo and secondary acute myeloid leukemia in 1999-2009 in 5
hematology intensive care centers in the Czech Republic. Neoplasma 2010, 57, 6, 578-
89. (IF 1.449)
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Priloha 10 — Katrincsakova et al. 2011

Katrincsakova B, Szotkowski T, Divoka M. et al. Klinicky vyznam genovych mutécii

u akitnych myeloidnych leukémii s normilnym karyotypom. Hematologie a transfuze
dnes. 2011; 17: 72-80
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Priloha 11 — Konferenc¢né prispevky (publikované abstrakty a postery)
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