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Sympozium G3 2019 - ,,Uméla inteligence -
budoucnost onko-hematologie®

Je jiZ dobrou tradici, Ze se kazdorocné v jarnich
mésicich kond mezinarodni védecké Sympozium G3 -
Genes, Genetics, Genomics vénované predevsim nejnovéjsim
trenddm a objevim v oblasti hematologickych
malignit. Nejinak tomu bylo i letos, kdy se 21. bfezna
zaplnila konferencni hala pracovisté BIOCEV ve Vestci
u Prahy a pfivitala poznatka chtivé posluchace a samo-
zfejmé i pfedni domaci a zahraniéni fe¢niky. Tak jako
v minulych letech se sympozium i letos uskutecnilo se
ve spolupraci Ustavu hematologie a krevni transfuze,
Biotechnologického a biomedicinského centra BIOCEV
Akademie véd a UK a 1. 1ékafské fakulty UK. Hlavnimi
organizatory sympozia byli dr. Katefina Machova
Poldkova (UHKT) a prof. Toma$ Stopka (BIOCEV).
Mottem leto$niho ro¢niku byla blizka budoucnost dia-
gnostiky a 1é¢by hematoonkologickych onemocnéni,
kde 1ze se vstupem umeélé inteligence a s ni spojenych
technologickych inovaci ocekavat pfevratné zmény.

Uvodni pfednasku k tématu mél profesor Torsten
Haferlach, vykonny feditel mnichovské spole¢nosti
MLL Miinchner Leukdmielabor GmbH, kterd se od
svého vzniku v roce 2005 vyvinula v pfedni instituci
v diagnostice a vyzkumu leukemie schopnou ro¢né
analyzovat 80 tisic primarnich vzorka periferni krve
a kostni dfené pacientli s hematologickymi malignita-
mi. Dosahnout tohoto stavu bylo mozné pouze sklou-
benim prace $pickovych experti v mediciné, biologii
a bioinformatice s vyuzitim digitalnich a automatizo-
vanych technologii zpracovani jak samotnych vzorkd,
tak i dat pochazejicich z jejich analyzy.

Na zacatku své prednasky vzpomenul profesor
Haferlach sam sebe, jak jej v détstvi bavilo zkoumat
tajemstvi prirody mikroskopem, ktery dostal jako
darek od svych rodicti. Soucasny stav diagnostiky,
prognostiky a 1écby hematologickych onemocnéni se
stale v zasadni mife opira o idaje ziskané podobnym
pozorovanim. Pro spravnou diagnostiku leukemie je
zapottebi kombinovat informace vychazejici z fady
vySetfeni primarnich vzorki, jako je cytomorfologie,
cytogenetika, imunofenotypizace, histologie a mo-
lekularni genetika. Na zakladé téchto vysetfeni je
mozné spravné urcit diagnézu onemocnéni, napft.
akutni myeloidni leukemii (AML), stanovit na zakladé
analyzy chromozomovych aberaci, mutaci a genové ex-
prese jednotlivé podtypy nemoci a nasledné navrhnout
pacient@m optimalizovanou 1é¢bu s vyuzitim Siroké
palety dostupnych modernich preparatd (od kindzo-

vych inhibitora pfes monoklonalni protilatky a CAR-T
butiky aZ po induktory apoptézy). Rada téchto vySetfeni
je nicméné pracna, zabira cas a nezfidka predstavuje
rutinni, stereotypni ¢innost.

Princip umeélé inteligence (AI) vychazi z toho, Ze
je mozZné stroje ucit a trénovat k tomu, aby byly sa-
my schopné rozpoznat dané onemocnéni. Podobné
jako naptiklad skenery obli¢ejii na letistich vyuZiva
rozpoznavani vzorl, kterymi jsou v tomto ptipadé vy-
stupy zminénych vySetfeni. Aby byl systém schopen
zastoupit laboratorniho pracovnika a zaroven zvladnout
maximalni priichod vzorki, je postaven na fadé auto-
matizovanych krok@ zahrnujicich dnes v MLL analyzy
mutaci vybranych gen@ v panelech sestavenych pro
urcitou skupinu onemocnéni (napf. nemoci myeloidni
krevni fady) pomoci sekvenovani nové generace (NGS)
a paralelni kontrolu kvality celého procesu. Software
vyuzivajici nahromadénych znalosti z pfedchozich let
atady integrovanych databazi mutaci a nukleotidovych
variant nasledné prifadi nalezenym nukleotidovym
zaménam predikéni skére jejich klinického dopadu.
JiZ brzy bude mozné piejit z panelli zahrnujicich pou-
ze vybrané geny (obvykle nejcastéji mutované geny
s klinickym vyznamem) k rutinnim analyzam celych
genomu. Profesor Haferlach upozornil na prudky na-
rist sekvenacnich kapacit v poslednich letech. Zatimco
NGS platforma MiSeq je naptiklad schopna za 24 hodin
provést 30 miliont ¢teni z obou konci sekvence DNA
a vyprodukovat maximalné 5 GB dat, NovaSeq S4 je za
44 hodin schopen provést 20 miliard ¢teni a vyproduko-
vat 3000 GB dat, coz umoznuje vdaném casovém tseku
sekvenovat 24 lidskych genomt! Samoziejmé, takova
produkce dat klade vysoké naroky na ulozné kapacity
a vneposledni fadé si také zada vénovat zasadni pozor-
nost otazkam kybernetické bezpec¢nosti.

Zavérem své pfednasky predstavil prof. Haferlach,
ktery mimochodem vedle mediciny ziskal i doktorat
z filozofie, vizionatské pojeti laboratote blizké budouc-
nosti. Tato laboratotf bude pomoci stale se zdokonalu-
jicich algoritmi diagnostikovat a predikovat onemoc-
néni na zakladé integrace expresnich dat (RNA-Seq),
mutacnich profili (NGS celogenomové sekvenovani)
a analyzy variability poctu kopii DNA a dal$ich struk-
turnich variaci genomu, kterd pravdépodobné nahradi
klasicka cytogeneticka vySetfeni. Proces extrakce RNA
a DNA z primarnich bunék, pfipravy NGS knihoven
a samotného sekvenovani bude plné automatizovany
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a propojeny na vSech stupnich s laboratornim infor-
macnim systémem v tzv. internetu véci. Zpracovani dat
bude vyrazné urychleno. Nemoci budou klasifikovany
na zakladé molekularnich markert a dalSich biologic-
kych znakdi. Data pacienti budou ukladana v cloudo-
vém rezimu. To umozni i monitorovani prabéhu nemo-
ci v terénu jednoduse prenosnymi DNA sekvendatory,
které mohou byt integrovany do nasich smartphoni.
Pro zlepsSeni personalizované 1é¢by se vyrazneé zvysi po-
Cet insilico Klinickych studii, vyuzivajicich virtualnich
pacientl, v nichZ bude na zdkladé nakumulovanych dat
mozné predikovat plisobeni testovanych 1éki.

Druhym pfedndaSejicim G3 Sympozia byl dr.
Tomasz Stoklosa z Oddéleni imunologie 1ékarské
fakulty VarSavské univerzity. Ve své pfedndsSce
vyzdvihl roli NGS v identifikovani molekularnich
mechanismt zodpovédnych za rezistenci a progresi
myeloproliferativnich onemocnéni.

Chronicka myeloidni leukemie (CML) je povazovana
za modelové onemocnéni, u néjz je znama kauzalni
a specificka aberace - fizni gen BCR-ABLI, ktera tidi sa-
motny proces onkogeneze, Dalsi progrese onemocnéni
spojena s transformaci z indolentni chronické faze do
fatalniho blastického zvratu, coz je stale pripad 2-5 %
diagnostikovanych pacientfi, je nicméné do velké miry
BCR-ABLI nezavisla a souvisi s pfitomnosti mutaci v dal-
§ich genech. Podobné také udrzitelnost dlouhodobé
remise po vysazeni 1é¢by (TFR) u nékterych pacienti
s CML, a naopak vznik relapst u jinych pacientt,
mize souviset se specifickymi charakteristikami jejich
genotypu opét nezavisle na BCR-ABLI.

Pravé na faktory ovliviiujici progresi onemocnéni
a rezistenci k 1é¢bé je zaméten vyzkum vyuzivajici
rtizné varianty NGS metody. V soucasnosti jsou nej-
roz§ifenéjSimi typy:

1. panelové sekvenovani, pfi kterém sledujeme
mutace v ur¢itém souboru jiz vytipovanych gent, u kte-
rych 1ze racionalné predpokladat urcitou roli v patoge-
nezi daného onemocnéni, a

2. celoexomové sekvenovani (WES), které pokry-
va vSechny protein kédujici oblasti lidského genomu
a sleduje pritomnost nukleotidovych zamén. Obé tyto
metody maji své vihody a nevyhody. Vyhodou pouziti
komercné dodavaného genového panelu, nebo vybéru
gent selektivné cilenych prébami podle prani vyzkum-
nika muze byt vyssi pokryti (primérny pocet ¢tenf)
urcit, zda se na dané pozici (bazi) skutec¢né nachazi
ptislusna nukleotidova zameéna.

Dr. Stoklosa aplikoval metodu NGS zacileného na
1200 vybranych genti pfi studiu faktort ovliviiujicich
progresi CML do blastického zvratu. Porovnaval tak
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mezi sebou mutacni profily u pacienti s CML, ktefi
prilécbé inhibitory tyrozinovych kinaz dosahli stabilni
velké molekulové odpovédi (n = 36), s pacienty, ktefi
navzdory této 1écbé progradovali do blastického zvratu
ana tuto chorobu zemfeli (n =11). Analyza probéhla na
sparovanych vzorcich z doby diagnézy a blastického
zvratu/velké molekularni odpovédi. U pacientl nebyly
v zadné fazi choroby detekovany mutace v kindzové
doméné BCR-ABLI, které mohou byt pfi¢inou rezistence
k 1é¢bé. Klicovym zjiSténim studie bylo, Ze u pacientl
s klinicky nepfiznivym pribéhem onemocnéni byly
vTadé pripadi nalezeny mutace v genech ¢asto mutova-
nych umyeloidnich malignit - RUNXI1, DNMT3A a IDHI,
pficemz u vétSiny pacientl (6/11) Slo o preexistujici
somatické mutace detekované jiz ve vzorcich z doby
diagnézy. Tyto ,mutace AML typu“ se mohou nacha-
zet uz v BCR-ABLI-negativnim preleukemickém klonu
a pravdépodobné predisponuji k progresi CML. Naopak
mutace v genu ASXL] se nachdazely v dobé diagnézy jak
u pacientl s naslednou progresi do blastického zvratu,
tak ve skupiné pacient s dobrym klinickym pribéhem.

Jaky vyznam miize mit znalost mutacniho profilu
a genové exprese pro 1é¢bu leukemii ilustroval Stoklosa
na prikladu vyuziti principu tzv. syntetické letali-
ty. Ten vyuziva slabin nékterych nadorovych bunék
v podobé ziskanych mutaci v genech potfebnych pro
opravu zavaznych poskozeni DNA, jakymi jsou dvou-
fetézcové zlomy (DSB). Zatimco normalni buriky jsou
schopné opravovat vzniklé DSB DNA pomoci opravnych
drah homologni rekombinace, nebo nehomologniho
spojovani konctli, naddorové bunky nesouci mutace
v néjakém z genti zapojeného do téchto opravnych
drah (napf. BRCAI/2, PRKDC) nezbyva nez pro opravu
DSB vyuzit alternativni opravnou drahu, pro kterou
je nutna exprese genu PARPI. Inhibitory PARPI jsou
potom schopné takové nadorové buriky zabijet. Tento
princip ispésné klinicky pouzivany pfi 1é¢bé rakoviny
vajecnikl a prsu (s germinalnimi mutacemi v BRCAI
nebo BRCA2) je podle vSeho mozZné tispésné aplikovat
ipfilécbé leukemii. Mutace v kinaze FLT3 se vyskytuje
zhruba u 25 % pacientli s AML a tento subtyp se obecné
navzdory 1é¢bé inhibitory cilicimi FLT3 kinazu vyznacu-
je Spatnou prognézou. Bylo nicméneé zjiSténo, Ze FLT3
inhibitory sniZuji expresi gentit BRCA1/2 potfebnych
pro opravy DSB u proliferujicich bunék. Kombinace
1écby FLT3 inhibitory (napf. quizartinib) s inhibitory
PARPI (napf. olaparibem) napodobuje syntetickou
letalitu a zpasobuje apoptdzu proliferujicich i spicich
leukemickych bunék.

Na zaveér své prednasky predstavil Stoklosa nékolik
kazuistik ze své praxe, kde poznani mutacniho profilu
pomohlo urcit ¢i zpfesnit diagnostiku onemocnéni.
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Sympozium bylo zakonceno prednaskou pro-
fesora Tomase Stopky z porddajiciho pracovisté
Biotechnologického a biomedicinského centra BIOCEV
AV CR a UK. Profesor Stopka se dlouhodobé vénuje
problematice primarni a ziskané rezistence pacientti
s myelodysplastickym syndromem (MDS) ve vy$sim
riziku na 1é¢bu s azacytidinem a tuto problematiku
predstavil i ve svém prispévku.

MDS je onemocnénim, u néhoZ se na rozdil od
jinych hematoonkologickych diagnéz zatim nepo-
datilo dosahnout vyznamnéj$iho pokroku v 1é¢bé,
pokud jde o prodlouzeni celkového preziti pacientd.
Dlvodem je pfedevSim velmi Casté navozeni rezis-
tence na lécbu azacytidinem (AZA), hypometylacni
latkou, ktera je v téchto pfipadech 1ékem prvni volby.
Senzitivitu MDS k AZA a vznik rezistence je ovliviiovan
somatickymi mutacemi v fadé gent, které jsou u MDS
Castym nalezem. Prof, Stopka poukazal na to, Ze na roli
mutaci v MDS je potfeba se divat z pohledu klonalniho
repertoaru kmenovych bunék, poruchy diferenciace
v jednotlivych krevnich bunécnych fadach, z hlediska
mechanismil progrese onemocnéni do AML a z hlediska
zmén mechanismi metylace DNA. Mutace samy se
pak podle svého ptivodu déli na somatické (podléhajici
klonalni selekci a Casto se akumulujici s rostoucim
vékem pacientll s MDS) a germindlni, a podle svého
acinku pak na fidici a pasazérské.

Mutace u MDS zasahuji Siroké spektrum gent ve
skupinach epigenetickych regulatort ovliviiujicich
pomoci post-translacnich tprav histon@ a metylace
DNA strukturu chromatinu (TET2, ASXL1, DNMT3A, EZH2,
IDHI/2), skupiné transkrip¢nich faktord ticastnicich
se krvetvorby (RUNXI, WT1), tyrozinkinazovych signa-
liza¢nich drahich (JAK2, NRAS) i u dal$ich gent (TPS3,
BCOR). Profesor Stopka pfipomnél prikopnickou studii
klonalniho vyvoje kolorektalniho karcinomu Berta
Vogelsteina. Podobné u AML bylo prokazano, ze k jeji-
mu vzniku je zapotfebi minimalné dvou po sobé jdou-
cich mutac¢nich udalosti (,,hit“). Lze predpokladat,
Ze refrakternost, vznik rezistence, nebo naopak dobra
odpovéd pacientdl s MDS na AZA je rovnéz dana selekci
mutovanych klon.

V nedavno publikované praci kolektivu prof. Stopky
byl pomoci NGS stanoven mutacni profil 54 gent ve
sparovanych vzorcich z doby diagnézy a na 1écbé AZA
u 38 pacientil, z nichz 60 % na lécbu odpovédélo.
Identifikovano bylo 116 mutaci, z nichZz fada (TP53,
RUNXI, EZH? aj.) byla jiz dfive asociovana s klinickym
prubéhem onemocnéni. Ukazalo se nicméné, Ze celko-
vé preziti neovliviiuje pouze samotna (ne)pfitomnost
mutaci, ale také mutacni dynamika. Mutace v CDKNZ2A,
BCOR, EZH? signifikantné asociovaly se zkracenim do-
by, kdy pacienti odpovidali na 1é¢bu s AZA, a u mu-
tace CDKNZ2A byl nalezen i vztah ke krats$i dobé preziti
pacientli. Naopak expanze klonu nesouciho mutaci
TP53, obecné povazovanou za rizikovy faktor u MDS,
byla spojena s pomeérné rychlym vznikem rezistence
na AZA, ale zaroven s delsi dobou preziti. Celkové se
ukazalo, ze progrese MDS a rezistence na AZA je spise
spojena s proliferaci ptivodné mutovanych klont, které
pripadné ziskavaji dalsi mutace nez se ziskanim novych
mutaci v jinych klonech, které by nasledné expando-
valy na tikor ptivodné mutovanych klond.

Rovnéz prednaska prof. Stopky poukazala na tcin-
nost kombinace soucasné 1écby MDS ve vySS$im rizi-
ku AZA a jinymi demetyla¢nimi latkami s pfipravky
plsobicimi na metabolismus nadorovych bunék,
podporujici diferenciaci (GCSF), nebo modulujici
imunitni systém pacientd (lenalidomid).

Zavérem lze fici, Ze vSechny vySe zminéné prispévky
Sympozia G3 zaujaly i letos pfitomnou odbornou vetej-
nost a podnitily zajimavou diskusi zaméfenou zejména
na vyuziti NGS v soucasné praxi hematoonkologickych
onemocnéni a na vyzvy, které (nejen) tento obor v nej-
blizsi budoucnosti cekaji.
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