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HEMATOONKOLOGICKA ONEMOCNENI

* systémova klonalni onemocnéni hematopoeticke tkane

Clenéni

- podle charakteru:

e DIFUZNI (leukemie)
e LOZISKOVA (lymfomy)

- podle postizene krevni vyvojove rady:

e MYELOIDNI (postizena je myeloidni prekurzorova burika)
e LYMFOIDNI (postiZena je lymfoidni prekurzorova burika)



LEUKEMIE (C91-C95)

Rozdeleni

- podle stavu/prubéhu onemocnéni:

e AKUTNI
- rychle probihajici onemocnéni
- vyvoj nezralych elementu (blok a ztrata diferenciace)

- neléCené onemocnéni zpusobuje smrt nemocného v tydnech/mésicich

e CHRONICKA
- probihajici pomalu, postupné
- vyzravajici bunky se ztratou apoptozy
- neléCené onemocnéni umoznuje preziti nemocného v radech
mésicU/ let



ONKOLOGICKA ONEMOCNENI

Incidence nadord v CR (2009-2013)

4 Pocet nové hlasenych nadord k4 Poéet nové hlasenych nadord
MUZI roéné ZENY roéné
0 4000 8000 12000 0 4000 8000 12000

jiny kozni nador (C44) | 11272 jiny koZni nador (C44)
predstojna zlaza - prostata (C61) 6812 prs - Zeny (C50)
tlusté stfevo a koneénik (C18-C21) | J4s847 _ tlusté stfevo a konecnik (C18-C21)
pridusnice, pradusky a plice [033,034}-: 4531 prudusnice, prudusky a'plice (C33,C34)
ledvina (C64) |1 907 déloha (C54,C55)
. e . ledvina (C64)
mo&ovy méchyr (C67) | 11622 vajecnik (C56)
melanom kize (C43) | ] 1124 melanom kuze (C43)
slinivka bfisni (C25) | ] 1069 slinivka bfisni (C25)
dutina ustni a hitan [CUU-C14)-:| 1067 hrdlo délozni - cervicis uteri (C53)
zaludek (C16) | ]934 stitna zlaza (C73)
leukémie (C91 -C95)_:| 749 non-Hodgkinuv lymfom (C82-C85,C96)
non-Hodgkindv lymfom (C82-C85,C96) | ]728 zaludek (C16)
jatra a intrahepatalni zlugové cesty (C22) J]589 mocovy meéchyr (C67)
jicen (C15) ]I 500 leukémie (C91-C95)

Zluénik a zlu¢ové cesty (C23,C24)

mozek a micha (C70-C72)

dutina ustni a hltan (C00-C14)

jatra a intrahepatalni zluc¢ové cesty (C22)

varle (C62) |] 478
hrtan (C32) []473
mozek a micha (C70-C72) J] 470

Zluénik a zlucové cesty [C23,C24)_] 335 mnoho&etny myelom (C90)
mneohocethy myelom (C90) ]2?’0 . ; S led bl

- pojivové a mékké tkané (C47,C49)

stitna zlaza (C73) J 231 Hodgkinty lymfom (C81)

pojivové a mékke tkané (C47,C49) § 162 jicen (C15)

Hodgkinlv lymfom (C81) J 144 hrtan (C32)

ostatni zhoubné nédory_j 1497 ostatni zhoubné nadory

Zdroj: Narodni onkologicky registr, UZIS CR



LEUKEMIE

Incidence

e 13/100 000 obyvatel, tj. 1 300 novych pfipadd leukémii v CR za rok

e déti (0-18): 5/ 100 000 déti, tj. 80 novych pFipadli leukémii u déti v CR za rok
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Zdroj: Geryk E et al, Onkologie, 2013; 7(3).



METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE




MOLEKULARNI BIOLOGIE

Charakteristika

e veédnidisciplina zabyvajici se studiem biologickych procesU na
molekularni urovni

e popisuje strukturu biomakromolekul (DNA, RNA, protein0), jejich
funkce a vzajemne interakce

e pojem ,molekularni biologie™:
NUCLEUS

1938 Warren Weaver 7

1939 William Thomas Astbury 1 _
Transcription
RNA =N N

e védniobor-po¢. 60 let 20. stol. N
1953 — struktura a vlastnosti DNA MRANA O~ AAA
. 1 Export CYTOPLASM
J. D. Watson, F. H. C. Crick — "
1958 — ustredni dogma molekularni R 4 et

biologie — F. H. C. Crick

Protein

Zdroj: www.dreamstime.com



NUKLEOVE KYSELINY (NK)

e prvni krok molekularné biologickych analyz
e cilem je ziskat NK v dostatecnem mnozstvi a kvalité

e Friedrich Miescher, r. 1865 - z jader leukocytU vyizoloval smés latek
bohatych na fosfor - nuklein

Zdroj: info.gbiosciences.com



EXTRAKCE NUKLEOVYCH KYSELIN

e tradicni pristup —fenol/ chloroformova extrakce
vysolovani (DNA)

e vyhody: vysoka vytéznost a Cistota, levna

e nevyhody: Casova naroCnost, prace s nebezpecnymi latkami
e nove metody — adsorpce na kolonku se silikatem

vazba na magneticke partikule
e vyhody: nenarocna, rychla, bezpecna
e nevyhody: financni narocnost



AUTOMATIZACE EXTRAKCE NK

Automaticke izolatory

e QlAcube (Qiagen) —silikatove kolonky




METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

Polymerazova retézova reakce - PCR

e objevitel - Kary Banks Mulis, 1983 (publikace 1985, Science)
e 1993 Nobelova cena za chemii, za objev techniky PCR
e jednoducha metoda rychlého zmnozeni urcitého Useku DNA
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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Pristroje

e amplifikace probiha v termocyklerech
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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Vizualizace PCR produktu

e princip: diky fosfatovych skupinam je DNA zaporné nabita. V elektrickém
poli se pohybuje smérem ke kladné nabité elektrodé.

samples

e stanoveni gelovou elektroforézou: Marker | A B c |

e polyakrylamidové gely (vertikalni elfo)
e agardzové gely (horizontalni elfo) 120060

1,000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

500 bp

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

e separace na zakladé velikosti fragmentu: rychlost je nepfimo umérna
jejich velikosti (delSi fragmenty lokalizujeme blize startu elektroforézy)



METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

Real-time PCR (kvantitativni PCR)

probézny monitoring mnozstvi amplifikovaného PCR produktu

soucasti PCR reakce jsou fluorescencni barviva/ sondy

mnozstevni prirstek je méren jako zvysujici se intenzita fluorescencniho
zareni

Rotor-Gene @

ABI7300 (Applied
Biosystems)

QuantStudio 3 (Applied
Biosystems)

Rotor gene Q (Qiagen)



REAL-TIME PCR

e vzorky o neznameé koncentraci jsou porovnany se standardy o
znamé koncentraci.

e koncentrace - vyjadrena poctem kopii analyzovaného useku je
intrapolovana ze standardni krivky.

RN vs CYCLE
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Zdroj: www.sabiosciences.com



METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

e r.1975—F.SangeraA. R. Coulsen vyvinuli biochemickou metodu
sekvenovani NK (dideoxy metoda)

e sekvenovani manualni-gely

e r.1986 —sekvenovani automatizované
(v kapilarach) — prvni fluorescencni
sekvenator (AB370A, Applied Biosystems)

capillary .
electrop horesis
tube

N\

larger
fragments

g

e ?;“u

</liINEENEEEEEEE

smaller
fragments

g ¥,

.3‘?’

Fred Sanger (¥*1918-12013)

’M M Zdroj: www.abrngood.com




SEKVENATORY PRVNI GENERACE

Moznosti

e sekvenovani - Cteni poradi jednotlivych nukleotidU v NK
e (teny jsou Useky dlouhé max. 600 — 700 nukleotidd

e fragmentacni analyza —automatizovana elektroforeticka separace rizné
dlouhych fluorescencné znacenych DNA fragmentU
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ABI 3130XL (Applied Biosystems) — 16 kapilar



SEKVENOVANI NOVE GENERACE (NGS)

e sekvenovaninékolika milionU nukleotidU soucasné
e Siroke spektrum vyuziti:
e targetované, exomove, celogenomove sekvenovani
* RNAseq
e sekvenovani plazmidd, mitochondrii, jednotlivych chromozomd
e studium metylace DNA

e metagenomika (analyza geneticke diverzity)

1953
1977
1987
2005
2007
2011
2012

[ 1]

Struktura Sangerovo Prvni automaticky 454 (Roche) Solid lon Pac Bio (Pacific
DNA sekvenovani fluorescencni Solexa (Life Torrent Biosciences)
sekvenétor, (llumina) Technol.) (Life

AB370A Technol.)



SEKVENATORY NOVE GENERACE (NGS)

lllumina sekvenatorry

e 90% vsech dnes ziskanych NGS dat vychazi ze stroju f. lllumina

MiniSeq MiSeq NextSeq HiSeq 4000 HiSeq X Ten

(¥

Zdroj: www.illumina.com



METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

Droplet Digital PCR (ddPCR)

e amplifikace jednotlivych prostorové oddelenych molekul NK
e vysledek kazdé amplifikace se hodnoti zvlast

Preparation Distribution PCR reaction Readout

QOA0 .
0000 . 2328
QOO0 8388
elole'e

gDNA, cDNA, RNA, Sample partitioned @ Positive reactions Absolute
plasma into many reactions @ Negative reactions quantification
Generate droplets Perform PCR with EvaGreen Read and analyze
or hydrolysis probes resuits

QX200 Droplet Digital PCR System (Bio-RAD)



MOLEKULARNI DIAGNOSTIKA LEUKEMII

Charakteristika metod

 metody jsou vysoce senzitivni, specificke
e analyzy rychlé (vysledky v radu hodin)

e stratifikace pacientu dle rizika do prognostickych skupin
e nastavenivhodné terapie

e sledovani minimalni zbytkove choroby (Uspésnost lecby)
e predikce navratu (relapsu) onemocneéni




AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

e heterogenni skupina malignich klonalnich onemocneéni

e charaktericke proliferaci a akumulaci nezralych myeloidnich
prekurzor0 v kostni dreni (nasledné vyplavovani do periferni krve)

e predstavuje 2-4% vsech malignich tumord
* nepriznive maligni onemocnéni
e prudka manifestace onemocnéni (dny/tydny)

e pétileté preziti 20-30%



AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE
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AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

e s vékem stoupa

C92.8 = RAkutni myeloidni leukénie -4 Incidence
vékova struktura pacientl za obdobi 1977 - 2013 & Mortalita
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AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

Somaticke aberace - identifikace v case

FLT3-ITD
MLL -PTD
MYST3-CREBBP
NPM1-MLF1
NUP98-HOXA9
PICALM-MLLT10
wT1
FUS-ERG BCOR
MLL-ELL GATA2
RUNX1-MECOM SF3B1
CBFB-MYH11 SRSF2
MLL-MLLT3 U2AF1  |DDxa1
MLL-MLLT4 PTPN11 ZRSR2 |GATA2/MECOM
NF1 CEBPA DNMT3A  |ASXL2
DEK-NUP214 FLT3-TKD EZH2 STAG1
MLL-MLLT1 NUP98-NSD1 IDH2 |RAD21
KRAS RUNX1-RUNX1T1  |RUNX1 ASXL1 |SMCIA
AS = |KIT (cBL |IDH1  |smc3
BCR-ABL TP53 LL-MLLT10 NPM1 TET2  |STAG2
P———————— P e e — e ——
1985 1990 2000 2005 2010 2015

Zdroj: Grimwade D., et al. Blood. 2016, 127: 29-41.



AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

FLT3-ITD
MLL -PTD
MYST3-CREBBP
NPM1-MLF1
NUP98-HOXA9
PICALM-MLLT10
WT1
FUS-ERG BCOR
MLL-ELL GATA2
RUNX1-MECOM NGS |sF381
CBFB-MYH11 SRSF2
MLL-MLLT3 U2AF1  |DDx41
MLL-MLLT4 PTPN11 ZRSR2 |GATA2/MECOM
NF1 CEBPA DNMT3A |ASXL2
DEK-NUP214 FLT3-TKD EZH2 STAG1
MLL-MLLT1 NUP98-NSD1 IDH2 |RAD21
|KRAS RUNX1-RUNXIT1  |RUNX1 ASXL1 |SMCIA
INRAS PML-RARA KIT (cBL |IDH1  |smc3
BCR-ABL TP53 IMLL-MLLT10 INPM1 TET2  |STAG2
e e e e e —  ———————————
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Zdroj: Grimwade D., et al. Blood. 2016, 127: 29-41.



AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

Chromatin modifiers (30.5%)

MLL fusions, MLL PTD, g -
NUP98-NSD1, ASXL1, EZ112, (Spllceosome (13.5 /o)]

KDMG6A, other modifiers

Transcription factor fusions
(18%) PML-RARA,

MYH11-CBFB, RUNX1-RUNX1TT1,

PICALM-MLLT10

Myeloid transcription

factors (22%) RUNX1,

CEBPA, other myeloid
transcription factors

NPM1 (27%) )

Tumor
suppressors (16.5%)

TP53, WT1, PHF6 DNA methylation (46%)

TET1, TET2, IDHT,
IDH2, DNMT3B, DNMTT,
DNMT3A

)

L Cohesin complex (13%) \r”z‘\ '

Activated signaling (59%)

FLT3, KIT, KRAS, NRAS, PTPs,
Ser/Thr kinases, other Tyr kinases

Zdroj: Chen JS., et al. Nature Genetics. 2013, 45: 586-7.



AML — KLONALNI VYVO!)

Vznik AML

PRE-LEUKEMIA EVOLVING LEUKEMIA LEUKEMIA AT DIAGNOSIS

NPM1e FLT3-ITD

mut DNMT3Amm
DNMT3A
FLT3-ITD
Pre-Leukemic clone Founding clone Dominantclone

Zdroj: Grimwade D., et al. Blood. 2016, 127: 29-41.



MUTACE V PRELEUKEMICKYCH BUNKACH

A 25%
20%
® NRASG12
En KRAS G12
E 15y IDH2 R140 .
E IDH1R132
e m S5RS5FZ2 P95
o SF3B1 K666/K700
= JAK2V617 -

m DNMT3AR882

5%
i
D%__--l.

17-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-85 90-98

Age (years)



AML - DIAGNOSTIKA

Prognosticka klasifikace pacientd s AML — ELN 2022

Risk Category® Genetic Abnormality

Favorable o 1(8,21)(922;922.1)/RUNXT::RUNX1T1"¢
e inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1:q22)/CBFB::MYH11"¢
+ Mutated NPM1° without FLT3-ITD
¢ bZIP in-frame mutated CEBPA®

Intermediate « Mutated NPM1°“ with FLT3-ITD
 Wild-type NPM1 with FLT3-ITD
o 1(9;11)(p21.3;923.3)/MLL T3:KMT2A""
» Cytogenetic and/or molecular abnormalities not classified as favorable or adverse

Adverse o 1(6:9)(p23;934.1)/DEK::NUP214
e t(v;11923.3)/KMT2A-rearranged®
o 1(9:22)(q34.1;911.2)/BCR:ABL1
o {(8;16)(p11;p13)/KAT6A::CREBBP
e inv(3)(g21.3q26.2) or 1(3;3)(g21.3;926.2)/{GATA2, MECOM(EVI1)
o 1(3926.2;v)/MECOM(EVI1)-rearranged

e -5ordel(5q); -7; -17/abn(17p)

« Complex karyotype,” monosomal karyotype'

» Mutated ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, or ZRSR?2
« Mutated TP53"




KLASIFIKACE PACIENTU S AML

Pacienti s pfiznivou prognozou

e pacientisaberacemi: t(8;21) — RUNX1/RUNX1T1 (AML1/ETO)
inv(16), t(26;16) — CBFB/MYH11
bialelicka mutace CEBPA

———— 1(15;17) (n=607)
_— tB 21) (n=421)
|nv(18)lt(1616) (n=284)
——————— 1(9;11) (n=61)
——— 1(6;9) (n=42)
inv(3)/t(3;3) (n=69)

MRC/NCRI AML Trials: Overall Survival
1(9:22) (n=44")
Other t(11g23) (n=60")

Ages 16-59
t(3:5) (n=25")

100 - - - —5/del(5q) (n=258")
-7/del(7q) (n=336%)
AML with other MDS-related (n=343**)

= e L
=1 k ‘?

61%

50 -

% alive

' 39%

2 | 21%
_ Zdroj:
0 : : : : . : . . : : Grimwade et al.
0 ; 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Blood, 2010
, i

Years from entry



% alive

100 -

75 4 |

50 A

25 4

KLASIFIKACE PACIENTU S AML

Pacienti s nepriznivou prognozou

e pacienti se zménami: inv(3), t(3;3) — RPN1/EVI, 1(6;9) — DEK/NUP214
-5 nebo del(5q); -7, abnl (17p)
t(*;11) — prestavby MLL genu, komplexni karyotyp

MRC/NCRI AML Trials: Overall Survival

Ages 16-59

[15 ;17) (n=607)
8;21) (n=421)
|nv(15)/t(16 16) (n=284)
t(9;11) (n=61)

1(6;9) (n=42)

|nv(3);’t(3 3) (n-69)
t(9;22) (n=44*

Other t(11q23) (n=60")
1(3;5) (n=25%)

- —5/del(5q) (n=258%)

—7/del(7q) (n=336%)

AML with other MDS-related (n=343**)

81%

39%

27%

-11%

Zdroj:
Grimwade et al.

"R

Years from entry

Blood, 2010.



AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

Molekularni markery

e Vyznam: prognostické markery
stabilni markery — vhodne pro sledovani minimalni rezidualni

nemoci (MRN)
e Somatické mutace v genech

e
I I N (\C' e
e Fuznitranskripty & o o o
7 Y 07 o ©
2 107" /.
[ Cytogenetics
(& ]
a0 }"Flsu'.ss
S 107
= MFC, PCR,
L 10"‘1 - RT-PCR
By
210
g ¢ (MRD) disease defection
. g 107
Zdroj: a e
£ 107 7
Buckley SA, et al. Bone Marrow o ) _ :
*,, \Currently) no disease detection No relapse
TranSp| 2013 ........................................................................




MOLEKULARNI MARKERY

e t(8;21) — RUNX1/RUNX1T1 (AML1/ETO) (6% vSech AML)
* inv(16) nebo t(16;16) — CBFB/MYH11 (7% vsech AML)
* t(*;11) — prestavby MLL genu

A

\ o I AMLA
ETO [t8:21) (g22;922)]
l \-—/ 21
der(8) Ly
der(21)
o
8
_AMLY ETO N
| Zdroj:

AL ETO www.protein.bio.msu.ru



FUZNi TRANSKRIPTY

RUNX1/RUNX1T1 (AML1/ETO)

e fuzniprotein je kompetitivnim inhibitorem normalniho transkripcniho
faktoru AML — blokada exprese cilovych genU — zastava maturace

o
leukocytu
a
Effects on
Transcription Machinery
AML1b
‘ Normal
AML Target Genes Dm“é'éer!g:gi -
Effects on
Transcription
Machinery
AML1-ETO

t(8;21)

Differentiation
— Block at

Myeloblast Stage

AML Target Genes



SOMATICKE MUTACE V GENECH

 NPMz1-exon 12 (mutovan u cca 30 az 35% vsech AML)

* FLT3-FLT3-ITD - in frame mutace v exonech 14,15 (20-25%)
* TPs53

* |DH2 —kodony R140, R172 v exonu 4 (9%)

* |DH1-kodon R132 v exonu 4 (6%), ...

e
Y
i
i
s g

-

[l gt

---------

ewaepne  Mutace v genu DNMT3A
B MTase Zdroj:
oo . LeyTl, etal. NEJM, 2009
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s
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SOMATICKE MUTACE V GENECH

* membranovy receptor s tyrosin kinasovou doménou. Aktivacni
mutace vede k fosforylaci receptoru, aktivaci signalnich drah a
nekontrolovatelne proliferaci bunek

™ H H L SABi i X
A sABiosciences - s ProtemLounge com
E




SOMATICKE MUTACE V GENECH

* isocitrat dehydrogenaza — enzym zodpovédny za dekarboxylaci
isocitratu na alfa-ketoglutarat. Mutovany gen vede ke katalyze
isocitratu na toxicky 2-hydroxyglutarat

Isocitrate

R132
mutant IDH

O (o
2-hydroxyglutarate (2-HG) a-ketoglutarate (a-KG)



FAMILIARNI VYSKYT AML

Predispozice k AML
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Zdroj: Tawana et al. Blood. 2015.



GERMINALNI MUTACE

Gen CEBPA

O_]_'J.l.z
Germline mutations ‘ CB rl_]

Ll

Acquired mutations

K313
Lo
WA
R
N’ = = A ) jj =) L.J..}J C'
TAD1 | TAD2 DBD | 4 12D
& o
v W
ATG ATG
(p42) (p30)

45 % nosicU mutace v genu
CEBPA onemocni AML

10 % AML pacientd s mutaci
v genu CEBPA nese mutaci
germinalniho pdvodu

Zdroj: Tawana et al. Blood. 2015.
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WHO klasifikace — aktualizace 2016

e 1-2%vSech pfipadd AML je familiarniho pUvodu

WHO classification of myeloid neoplasms with germ line predisposition and guide for molecular genetic diagnostics

WHO classification
Classification—

Myeloid necplasms with germ line predispesition without a preexisting disorder or ocrgan dysfunction
AML with germ line CEBPA mutation
Myeloid neoplasms with germ line DXy mutation’

Myeloid necplasms with germ line predispesition and preexisting platelet disorders
Myeloid neoplasms with germ line RLNY] mutation’
Myeloid neoplasms with germ line ANERDZ6 mutation®
Myeloid neoplasms with germ line ETT6 mutation®

Myeloid neoplasms with germ line predispesition and other organ dysfunction
Myeloid neoplasms with germ line GATA2 mutation
Myeloid neoplasms associated with bone marrow failure syndromes
Juvenile myelomonccytic leukemia associated with nevrofibromatosiz, Noonan syndrome, or Noonan syndrome-like disorders
Myeloid neoplasms associated with Noonan syndrome

Myeloid neoplasms associated with Down syadrome-

Zdroj: Dohner et al. Blood. 2017.



CHRONICKA MYELOIDNIi LEUKEMIE

e r.1960 Nowell a Hungeford detekovali maly chromozom v kostni dreni
pacientd s CML

e podle mista objevu oznacen jako Filadelfsky (Ph) chromozodn

* r.1973 Rowleyova - podstatou pH chromozomu je translokace mezi
chromozomy g a 22: 1(9;22)(q34;911)

e poc. 8o let —identifikace fuzniho genu BCR/ABL1

e 2001 zavedeniimatinibu (glivec)

P.C. Nowell a D.A. Hungerford J. D. Rowleyova
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e klonalni myeloproliferativni onemocnéni; nadorove bunky nesou
Filadelfsky chromosom (Ph), tj. reciprokou translokaci t(g;22),
dusledkem translokace je vznik fuzniho genu BCR/ABL1

e fuznigen koduje trvale aktivni proteinkinasu BCR/ABL1
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CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

Incidence — vyvoj v case

e 1,1-1,5/100 tis. obyvatel

C92,1 - Chronickid nyeloidni leukénie - Incidence
Wivaj v Caze -#- Hortalita
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CHRONICKA MYELOIDNIi LEUKEMIE

e 75% nemocnych je starsich 5o let
 mirna predispozice u muz0 (1,4:1)

C92,.1 = Chronicka nyeloidni leukénie —4# Incidence
vekowa struktura pacientll za obdobi 1977 - 2013 - Mortalita
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CHRONICKA MYELOIDNIi LEUKEMIE

- tfi klinicka stadia onemocnéni
- az 95% nemocnych je zachyceno v chronicke fazi

Kritéria Median trvani
Chronicka faze m <10 % blastt v PK nebo KD 4-6 let
Akcelerovana m > 10% blastl v PK nebo KD meésice

u bazofily/eozinofily = 20%

= trombocytéza = 1000x 10%1

m trombocytopenie bez 16Cby < 100x 10%/1
m noveé chromosomaini aberace

= progredujici leukocytoza

u progredujici splenomegalie

Blasticky zvrat m =20 % blastli v PK nebo KD 2-9 mésicu

u cytologicky a histologicky potvrzena
extramedularni infiltrace

m velké shluky blasti v trepanobiopsii

Vysvdtivky: KD - kostn! died, PK - perifami krev

Zdroj: www.zdn.cz
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Molekularni diagnostika

moderni pristup analyzy PCR amlikonU na gelech - systém QIlAxcel
(QIAGEN)

- rychla analyza bez nutnosti prace s nebezpecnymi latkami
- financné narocnéjsi




CHRONICKA MYELOIDNIi LEUKEMIE

e kvantitativni analyza exprese fuzniho transkriptu BCR/ABL1
- rutinné metodou real-time RT-PCR
- predpokladem je znalost typu zlomu
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CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

Molekularni diagnostika

- alternativa k real-time PCR - systém GeneXpert (Cepheid) —
uzavreny, cartridge systém

- automatizovana platforma zahrnujici vsechno kroky analyzy exprese
fuzniho transkriptu BCR/ABL1

- vysledky analyzy k dispozici za cca 2 hodiny od odbéru

Buffer
chambers

;/Q’Phei

vzorek



CHRONICKA MYELOIDNIi LEUKEMIE

- citliva analyza exprese fuzniho transkriptu BCR/ABL1: ddPCR

- absolutni kvantifikaci poctu molekul fuzniho transkriptu bez nutnosti
tvorby amplifikacni krivky

- optimalni pro kvantifikaci nizké koncentrace cilového Useku

Partition PCR Detection
anplification All dropplets were counted.
The mixture of PCR reaction Fluorescence upper the
is distributed randomly as in standard PCR threshold is considered as a
Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 in ~20000 dropplets. positive PCR, whereas under
Each constitutes an independent it's negative.

microreactor
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A ™ D 4 // N ’/ \\.\
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OO0 000
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No Low Medium High
target concentration concentration concentration

Bio-Rad’s QX200 Droplet Digital PCR system
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Lecba tyrozinkinazovymi inhibitory (TKI)

- zavedeni tyrozinkinazovych inhibitord do lécby pacientl s
CML vyznamné vylepsilo jejich prognozu
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German CML Study Group (2013)
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Lecba tyrozinkinazovymi inhibitory (TKI)

zavedeni tyrozinkinazovych inhibitor( do |écby pacient0 s
CML vyznamné vylepsilo jejich prognozu

Name Year Indications in CML
approved

Imatinib 2001 CP, AP, or BC after failure of interferon therapy
2003 Newly diagnosed CP

Dasatinib 2006 CP, AP, or BC after resistance to or intolerance
of imatinib
2010 Newly diagnosed CP
Nilotinib 2007 CP or AP after resistance to or intolerance
of imatinib
2010 Newly diagnosed CP
Bosutinib 2012 CP, AP, or BC after resistance to or intolerance

of prior therapy

Ponatinib 2012 CP, AP, or BC after resistance to or intolerance
of prior TKI therapy

AP accelerated phase, BC blast crisis, CML chronic myelogenous leukemia,
CP chronic phase, FDA Food and Drug Administration, TK/ tyrosine kinase
inhibitor, US United States.
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- mutace v kinazove domene BCR/ABL1 (vice jak 100 mutaci)

2427 F359V/I/CIL
. D363Y SHTFIY
K247R L364| 1418S/V
L248V D276G F311/1 A365V A433T
G250E/R T277A T315I A366G S438C
Q252RH E279K F317LV/IIC L370P E450K/G/AIV
Y253F/H V280A Y320C V371A E453G/K/V/Q
E255K/V V289A/I L324Q E373K E459K/V/G/Q
sH3 o iR
M237V  E258D E292V/Q Y342H Va9l M472
W261L 1293V M343T A380T P480L
L273M L298V A344V F382L F486S
E275K/Q V299L A350V L384M E507G
M351T L387M/F/V
E355D/G/A M388L
Y393C
H396P/R/A
A397P

Most frequent mutations, accounting for ~70% of TKIl-resistant CML patients
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- nejzavaznejsi mutace T35l

Imatinib Nilotinib  Dasatinib  Ponatinib  Rebastinib  Bosutinib

Parental

Native | | I | | | |

Single mutants

M244v _
G250E |
@252H

Y253H
E255V
va2gaL
Fam
T315/
T315M
F3I7L

M3ISIT
F359v
H396R

Compound mutants, T375/-inclusive

M244V/T3151
G250E/T3151
Q252H/T3151
Y253H/T3151
EZ255\/T3151
F31/T315¢
T315,/M351T
T3151/F359V
T315l/H396R
T315/E453K

Compound mutants, non-T375/

G250E/Vv299L
Y253H/EZ255V
Y253H/F317L
E255\(/\V299L
V299L/F3I7L
V299L,/M351T

V299( /F359V
F3I7LAF359V

Zdroj: de Lavallade et al., Oncology, 2016.
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TKI-vedlejsi ucinky

Nejdilesitjé netidouc idinky

Zpotitku lécby: pokles poétu bilych krvinek a desti¢ek, chudokrevnost
ZadrZeni tekutin v téle s tvorbou otokil (dolni konéetiny, oblicej, oéni vicka)
« Bolest Zaludku, nevolnost aZ zvraceni
« Prijmy
Imatinib (Glivec) « Svalové kiece
« KoZni vyrazky
« Zmény hladin minerila
« Zvydenijaternich testa
« Pomérné malé riziko lékovych interakei

« Zpoditku lécby: pokles poétu bilych krvinek a desti¢ek, chudokrevnost
« ZadrZeni tekutin v téle s tvorbou vypotki v pohrudniéni dutiné
Dasatinib (Sprycel) « Pasobeni na imunitni systém, infekce nebo horecky
« Lékové interakee: léky na sniZeni tvorby Zaludeéni kyseliny sniZuji vstfebdvani dasatinibu
« Riziko jinych lékovych interakei je nizké

«  Zpoditku léby: pokles poctu bilych krvinek a desti¢ek, chudokrevnost
« Koini vyrazky

Bolesti hlavy

Zinét slinivky bfisni

Zvysené vypadavani viasi

Cévni ischemické prihody (na konéetindch, ale i v orgdnech)
Hyperglykemie

Zvyseni hladiny krevnich tuka

Zmény hladin minerila

Zvyseni pankreatickych enzyma

Zvyieni jaternich testd

Pomérné znaéné riziko lékovych interakei

Nilotinib (Tasigna)

Zpocatku lécby: pokles poctu biljch krvinek a desti¢ek, chudokrevnost

Bolesti bricha

« Teploty

« Ziné slinivky bfisni

Zvyieni pankreatickych enzymi

Zvyeni jaternich testa

Cévni ischemické prihody (na konletindch, ale i v orgdnech) a Zilni trombézy

Lékové interakee: léky na sniZeni tvorby Zaludeéni kyseliny sniZuji vstfebdvani ponatinibu
« Riziko jinych lékovych interakei je stfedné vysoké

Ponatinib (Iclusig)

« Zpotitku lécby: pokles podtu bilych krvinek a desticek, chudokrevnost

Priijmy, bolesti bficha, nevolnost, zvraceni

KoZni vyrazky

Bolesti hlavy

Zinét slinivky bfisni

Zvyieni pankreatickych enzyma

« Zvydenijaternich testa

« Lékové interakee: léky na sniZeni tvorby Zalude&ni kyseliny sniZuji vstfebdvani bosutinibu
Riziko jinych lékovych interakei je stfedné vysoké

Bosutinib (Bosulif)
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pacineti mohou benefitovat z vysazeni TKI
formou klinickych studii — FN Brno: studie HALF

e p " P
’*\..
'} "(. /

’




DEKUJI ZA POZORNOST



	Snímek 1: Laboratorní diagnostika (molekulárně genetické metody) I. 
	Snímek 2
	Snímek 3
	Snímek 4
	Snímek 5
	Snímek 6
	Snímek 7
	Snímek 8
	Snímek 9
	Snímek 10
	Snímek 11
	Snímek 12
	Snímek 13
	Snímek 14
	Snímek 15
	Snímek 16
	Snímek 17
	Snímek 18
	Snímek 19
	Snímek 20
	Snímek 21
	Snímek 22
	Snímek 23
	Snímek 24
	Snímek 25
	Snímek 26
	Snímek 27
	Snímek 28
	Snímek 29
	Snímek 30
	Snímek 31
	Snímek 32
	Snímek 33
	Snímek 34
	Snímek 35
	Snímek 36
	Snímek 37
	Snímek 38
	Snímek 39
	Snímek 40
	Snímek 41
	Snímek 42
	Snímek 43
	Snímek 44
	Snímek 45
	Snímek 46
	Snímek 47
	Snímek 48
	Snímek 49
	Snímek 50
	Snímek 51
	Snímek 52
	Snímek 53
	Snímek 54
	Snímek 55
	Snímek 56
	Snímek 57

