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Vzdélavaci workshop - uplatnéni
novych technologii v precizni mediciné
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Oddéleni molekuldrni genetiky Ustavu hematologie
a krevni transfuze (UHKT) pod vedenim doc. Katefiny
Machové Poldkové organizuje pod zastitou Ceské he-
matologické spole¢nosti (CHS) a Ceské leukemické
skupiny - pro Zivot (CELL) na svém pracovisti kazdé
dva roky vzdélavaci workshop zaméteny predev§im na
prohlubovani znalosti a vyménu zkuSenosti domaci
a slovenské odborné verejnosti zabyvajici se diagnos-
tikou, monitorovanim a 1é¢bou chronické myeloidni
leukemie (CML). 15. listopadu 2019 se konal jiz 5. roc-
nik této odborné akce. LetoSni workshop se v duchu
svého nazvu zaméfil na vyuziti novych molekularné
genetickych technologii, pfedev§im sekvenovani nové
generace, nejen pro precizni medicinu CML, ale také
pro stratifikaci a sledovani méfitelné rezidualni nemoci
u akutni lymfocytarni leukemie (ALL).

Odborny program zahajila svoji pfednaskou dr.
Simona Soverini z italské University of Bologna, ktera
pfedstavila studii NEXT-IN-CML zaméfenou na vy-
uziti sekvenovani nové generace (NGS) pro detekci
mutaci v kindzové doméné (KD) onkogenu BCR-ABLI.
Vyvoj téchto mutaci je spojen nejen s rezistenci pa-
cienti s CML na 1é¢bu inhibitory tyrozinovych kinaz
(TKI), ale také s preprogramovanim genové exprese
leukemickych bunék na pokrocilou fazi choroby [1].
Pacienti s mutacemi v KD BCR-ABL1 maji zvySenou
pravdépodobnost ziskani dalsich mutaci, pficemz dvé
a vice mutaci v KD BCR-ABLI v jednom leukemickém
Klonu (tzv. kompozitni mutace) predstavuji, zejména
v ptipadé pritomnosti mutace T315I, stile vyznamny
klinicky problém lécby CML. Existuje proto potfeba
spolehlivé detekce mutaci v KD BCR-ABL1 jiz na nizké
hladiné (low-level mutace), aby mohlo dojit ke vcas-
nému a s ohledem na typ mutace vhodné navrZzenému
terapeutickému zasahu. Standardni a v soucasnosti
rutinné vyuzivana metoda Sangerova sekvenovani
s citlivosti detekce na trovni 15-20 % mutovaného tran-
skriptu BCR-ABLI tomuto pozadavku nevyhovuje. S vy-
uzitim NGS byly u pacientd s CML s rezistenci na TKI
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retrospektivneé vysledovany mutace vyrazné dfive, nez
se je podafilo detekovat Sangerovym sekvenovanim.
Metoda NGS rovnéz na rozdil od Sangerova sekvenovani
umoznuje ve véts§iné pripadt odlisit kompozitni od
polyklonalnich mutaci. Dosud nicméné stale chybi pro-
kazani klinické relevance detekce low-level mutaci na
rozsahlé kohorté prospektivné sledovanych pacientd,
pri¢emz rutinni implementace vySetfovani mutaci v KD
BCR-ABL1 pomoci NGS je ve vétsiné laboratofi stale
pouze v ptipravé. Za timto tcelem vznikla v roce 2015
NEXT-IN-CML studie, ktera se v prvni fazi zaméftila na
spravnost, presnost a reprodukovatelnost stanoveni
mutaci pomoci NGS ve ¢tyfech italskych laboratofich.
Fale$na negativita i faleSna pozitivita stanoveni mu-
taci neprekrocila 3 %. V druhé fazi probéhlo paralelni
srovnani Sangerova sekevenovani a NGS na pacientech
(n =236) s neoptimalnim vysledkem 1écby CML (n = 142
failure; n = 112 warning podle kritérii stavajicich do-
poruceni Evropské leukemické sité [2]). Sangerovo sek-
venovani stanovilo prfitomnost mutaci v KD BCR-ABL1
u 25 % téchto pacientti, zatimco pomoci NGS byla de-
tekovana pritomnost mutaci v nizké hladiné u dalsich
22 % pacientd (celkem tedy u 47 % pacientd celého
souboru). Vyuzitim citlivéjsi metody NGS se navic
zjistilo, Ze u poloviny pacientii, u kterych pritomnost
dominantni mutace odhalilo Sangerovo sekvenovani,
je pritomna dalsi mutace v nizké hladiné, kterou jiz
Sangerovo sekvenovani neodhalilo. Dr. Soverini na
nékolika ptikladech demonstrovala, jak nezachyce-
ni konkrétnich mutaci v nizkych hladinach chybné
ovlivnilo volbu (¢i nevyuziti) terapeutického zasahu
a umoznilo naslednou evoluci a expanzi mutovaného
klonu. Studie rovnéz ukazala, Ze u pacientdi, kterym
byla pomoci NGS detekovana pritomnost dvou a vice
mutaci, ¢astéji dochazi k selhani 1é¢by nez u pacientd
s jednou mutaci, pficemz kompozitni mutace se vysky-
tovaly pomeérné vzacné (n =5).

Predbézné vysledky NEXT-IN-CML studie ukazuji,
Ze pritomnost opakované detekovanych mutaci v KD
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Obr. 1 Navrhované vyuziti NGS a alelové specifické ddPCR v klinické praxi u CML v chronické fazi (autor obrdzku K. Machova Polakova)

BCR-ABL1 v nizké hladiné mize mit prognosticky
vyznam. Vyuziti metody NGS, ktera je schopna tyto
mutace odhalit, poskytuje pfesnéjsi obraz stavu paci-
enta a muiZe vést k proaktivni zméné 1é¢by, z niZ ma
pacient prospéch. Pfi centralizaci vzorkli pacientt do
nékolika referencnich laboratoii pfitom vyjdou NGS
analyzy cenové srovnatelné nebo i vyhodnéji nez vyuziti
Sangerova sekvenovani., Na zakladé vyse uvedenych
skutecnosti dr. Soverini doporucuje zavedeni rutinniho
vySetfovani mutaci v KD BCR-ABL1 u vSech pacienti
s neoptimalni 1é¢bou na 1. nebo 2. linii terapie TKI,
stejné jako u pacientil v pokrocilych fazich CML a u pa-
cientll s ¢asnym relapsem nemoci po vysazeni TKI.
V soucasné dobé dr. Soverini et al. data a doporuceni
publikovali jako souborné stanovisko v ¢asopise Journal
of Hematology & Oncology (2019 Dec 5;12(1):131) [3].

Po tomto sdéleni nasledovala moderovana disku-
se na téma zavedeni NGS a digitalni PCR pro detekci
BCR-ABL1 mutaci u CML a Ph+ALL do 1ékatské praxe,
které se chopila doc. Katefina Machova Polakova.
Neni sporu o tom, zZe NGS dfive ¢i pozdéji nahradi
v molekularné genetickych laboratofich pfi rutin-
nim vySetfovani pacientd s CML vyvojem pfekonané
Sangerovo sekvenovani. Diskuse se vedou o tom, kdy
mutacéni analyzy u CML pomoci NGS provadét. Obecné
panuje shoda, ze k takové analyze by se mélo pfistou-

pitu vSech pacientli v pokrocilych fazich onemocnéni,
prfiselhanilécby (failure) a pred jeji zménou. Ukazuje
se, ze detekce mutaci do 3. mésice po nasazeni 1é¢by
TKI naznacuje (evolucné biologicky) rozvinutou CML
a predikuje progresi onemocnéni do pokrocilych kli-
nickych fazi. Konsenzus vyuziti NGS analyzy neni
jasny u pacientll s odpovédi “warning” a pacientti
na 2. linii 1é¢by s TKI. Tato problematika by méla byt
feSena v ramci novych doporuceni Evropské leuke-
mické sité, jejichz priprava se ale zpozduje. Limitaci
vyuziti NCS také predstavuje neexistence softwaru
pro spolehlivou filtraci nukleotidovych zamén (od-
liSeni skutecnych mutaci od technickych chyb ¢teni
nukleotidové sekvence) a chybéjici doporuceni, jak
vyhodnocovat ziskané vysledky.

Doc. Machova ve svém prispévku rovnéz ukazala,
Ze alelové specificka - kapkova - digitalni PCR (ASO-
-ddPCR), detekujici na rozdil od NGS mutace pfimo na
genomické trovni, disponuje v nékterych ptipadech
jesté vyssi senzitivitou neZ NGS. Je ovSem ziejmé, Ze
ddPCR ptredstavuje oproti NCS limitaci v podobé analyzy
jen konkrétnich typd mutaci. Nicméné v pifihodnych
pfipadech miize vyuziti ddPCR potvrdit pfitomnost
mutace a zajistit vysoce senzitivni monitorovani meti-
telné rezidualni nemoci, resp. monitorovani klonalni
evoluce mutovanych klont, jak ukazuje navrhované
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Obr. 2 Rozdéleni 410 détskych BCR-ABLI-negativnich ALL z B-prekurzor(i na zékladé
wklasickych“ metod a s pomoci NGS (Zaliova et al., Haematologica 2019) [4] poskytl prof.

Jan Zuna

schéma (obr. 1) Také diky své rychlosti provedeni ana-
lyzy a vysoké citlivosti je ddPCR uzitecna pro rychlé zjis-
téni pfitomnosti klinicky vysoce rezistentnich mutaci
vici TKI, jako T315I, zejména u Ph+ALL, kde rychlost
znalosti mutac¢niho stavu je zdsadnim parametrem
v 1ékatské praxi.

Dopoledni pfednaskovy blok zakon¢il prof. Jan Zuna
z CLIP (Childhood Leukemia Investigation Prague),
Kliniky détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN
Motol. Jeho prednaska se tykala vyuziti NGS v diagnos-
tice a monitorovani ALL. ALL pfedstavuje biologicky
a klinicky vysoce heterogenni onemocnéni. Od roku
1970, kdy byly u pacient s ALL zavedeny prvni strati-
fikacni protokoly podle rizika selhani 1écby, doslo do
dnesnich dni postupné k aplnému nahrazeni ,,klasic-
kych“ prognostickych kritérii (leukocytdza, postizeni
mediastina, vék apod.) kritérii molekularné genetic-
kymi s vyraznym prognostickym vyznamem samotné
odpovédi na 1é¢bu.

V molekularné genetické diagnostice subtypid ALL
se uplatiiuje PCR, celogenomové vySetfeni jednobodo-
vych polymorfismi (SNP-array) a v neposledni fadé na
NGS zalozené sekvenovani celkového transkriptomu
(RNA-seq) a celkového exomu (WES) pacienta. Zatimco
SNP-array umoznuje stanovit monoalelické a biale-
lické delece, amplifikace ¢asti genomu a odlisit stavy
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dosahnout rozdéleni témér vsech
pripadl ALL do prislusnych subtypi,
jak ukazuje obrazek 2 [3].

NGS se vedle jinych metod dale
pouziva pro monitorovani meétitelné
rezidudlni nemoci ALL na zakladé
detekce prestaveb genil pro imuno-
globuliny a T-bunéc¢né receptory (IG/
TCR) specifickych pro leukemicky
klon. Do nedavna se tyto pfestavby
rutinné stanovovaly Sangerovym
sekvenovanim a nasledné se moni-
torovaly pomoci pacient specifické
gPCR (se specifickymi primery), coz
je Casové narocné a pracné. NGS pri-
stup umoznuje, vedle ¢asové a pracovni aspory pti
srovnatelnych nakladech (zavislych predevsim na poctu
vySetfeni a obratu vzorkill), stanovit repertoar fyziolo-
gickych IG/TCR prestaveb, jehoz rozsah je sim o sobé
prognosticky faktor; ¢im je po skonceni indukéni 1é¢by
§irsi, tim priznivéjsi je prognoéza. Pristup aplikovany
v laboratofich CLIP pro détské pacienty s ALL pred-
stavuje v soucasnosti jiz kombinaci vyuziti NGS pro
stanoveni flize a qPCR pro jeji dalsi monitorovani, coz
1ze oznacit za ,,polo-NGS postup“. Standardizace moni-
torovani pomoci NGS zatim probiha v rdmci EuroMRD
skupiny.

Prof. Zuna v neposledni fadé pfipomnél nové postu-
py v1écbé ALL, zahrnujici inhibitory kinaz, proteazomu
(bortezomib) nebo antiapoptotickych proteini (anti-
-BCL2 venetoclax), vyuziti monoklonalnich (anti-CD22
inotuzumab, anti-CD38 daratumumab) a pfipadné
bispecifickych (anti-CD19 + anti-CD3 blinatumomab)
protilatek a rovnéz CAR-T bunék, které lze vyuzit mi-
mo jiné i pfi relapsu onemocnéni v CNS. Celkové lze
shrnout, Ze NGS umoziuje u pacientl s ALL spolehlivé
detekovat ziskané genetické aberace, odhalit hetero-
genni biologickou podstatu a charakter jednotlivych
subtypli onemocnéni a diky novym postuptim a fizeni
intenzity a typu lé¢by dosahnout dal§iho zlepseni te-
rapeutickych vysledkd.
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V odpoledni pfedndsce dr. Hany ZiZkové z Oddéleni
molekuldrni genetiky UHKT bylo v ndvaznosti na pfed-
chozi sdéleni doc. Machové pfedstaveno vyuziti ddPCR
pro detekci méfitelné zbytkové nemoci u CML. V sou-
Casné klinické praxi CML - a zejména s ohledem na
snahu bezpecné vysazovat pacientiim 1écbu TKI s do-
sazenim dlouhodobé remise bez 1é¢by (TFR) - se klade
stale vétsi diiraz na spolehlivé monitorovani hlubokych
molekularnich odpovédi s detekci < 0,01 % BCR-ABL1
v IS (pfi detekci dostatecného poctu transkriptu kont-
rolniho genu).

Digitalni PCR skyta vyhody absolutni kvantifikace
BCR-ABLI molekul bez potfeby referenc¢nich vzorka
a dosazeni vysoké citlivosti a spolehlivosti méfeni.
Paralelni testovani qPCR a ddPCR v laboratofi UHKT
ukazalo, ze ddPCR poskytuje vyrazné citlivéjsi detekci
méfitelné rezidudlni nemoci v porovnani s gPCR pfi
hladinach transkriptu pod 0,01 % BCR-ABL1IS. Pro obé
metody byly stanoveny limity detekce (LoD) a limity
kvantifikace (LoQ). Na jejich zakladé pfi splnéni dal-
§ich technickych kritérii byly vysledky interpretovany
a stratifikovany jako (1) negativni - v Zadném z replika-
tl nebyly detekovany BCR-ABLI kopie nebo primérny
pocet kopii detekovany v replikatech < LoD; (2) pozitivni
nekvantifikovatelné - primeérny pocet detekovanych
kopii BCR-ABLI1 leZi v rozmezi LoD-LoQ; (3) pozitivni
kvantifikovatelné - primérny pocet detekovanych kopii
BCR-ABL1 je > LoQ. ddPCR byla pfi detekci BCR-ABL1

vevos

ev 2

BCR-ABLI1 citlivéjsi nez ddPCR u 22 vzorki. U 527 vzorkl
byly vysledky méfeni konkordantni. Do této skupiny
spadaly prakticky vSechny vzorky (n = 294) s detekci
> 0,01 % BCR-ABL1 IS. Porovnani qPCR a ddPCR pfi
detekci BCR-ABLI prokazalo, Ze ddPCR se jevi jako op-
timalni metoda detekce onkogenu u pacientd s CML
v TFR, po transplantaci kostni dfené, pfi monitorovani
pritomnosti raritnich typti pfestaveb BCR-ABL1, kde pro
qPCR chybi standardizace detekce, pripadné u pacientii
s BCR-ABL1+ ALL.

Zavér vzdélavaciho workshopu patfil kulatému stolu
vénovanému mezilaboratorni standardizaci vySetiova-
ni BCR-ABLL. V ramci konsorcia evropskych odborniki
The European Treatment and Outcome Study for CML
(EUTOS 2018) se chyli ke zdarnému konci mezinarodni
koncept pro standardizaci vyhodnocovani BCR-ABL1
s pfestavbou major. Na zakladé metodologie ptivodné
vyvinuté laboratofi v australském Adelaide, vyuzivajici
pfi standardizaci méreni mezi jednotlivymi labora-
tofemi konverzni faktory, doSlo v poslednich letech
k rozsifeni mezinarodnich porovnani zkousek kvality
a predevsim k vyraznému nar@istu laboratorné vyda-
vanych vysledkd kvantifikace BCR-ABL1 transkriptu

v IS. Mezi soucasné cile v ramci EUTOS patii pfiprava
sekundarnich referencnich panelli kalibrovanych na
primarni standardy kvantifikace BCR-ABL1 podle WHO
a také validace méreni BCR-ABL1 na hladiné MR4,5.
Koordinatorem projektu je Wessex Regional Genetics
Laboratory v britském Salisbury pod vedenim prof.
Crosse. LyoPanel, ktery vyuziva set péti vzorka lyo-
filizovanych smési bunécnych linii K562 (BCR-ABL1
pozitivni) a HL-60 (BCR-ABLI negativni) kalibrovanych
pro méfeni BCR-ABL1 major v hladinach od 10 do 0,0032
(MR4,5) % 1S, byl po pocatecni evaluaci ve 44 labora-
tofich od zafi 2018 testovan padesati laboratofemi.
Byly ovéreny a hodnoceny rozdily konverznich faktor
LyoPanelu a pfedchozich konverznich faktorti, pficemz
kritérium maximalné 1,6nasobného rozdilu obou fak-
torll vyhovéla velka vétsina laboratofi. Problémem
nékterych laboratofi byla nelinearita nebo nestabilita
eseji. Od zafi 2019 byl na trh uveden AcrometrixTM
RUO panel, fungujici na podobném principu, ktery
aktualné ceka na schvaleni americkou FDA. Rovnéz
validace méfeni BCR-ABL1 na hladiné MR4,5 probéhla
v zUcastnénych laboratotich tspésné, a to bez ohledu
na pouzity kontrolni gen. Uzus nicméné nepanuje
ohledné pouzivanych standardli interni kontroly kva-
lity, které si laboratofe vybiraji rizné. Jako optimalni
se jevi vyuziti standardd pro vysokou a nizkou hladinu
BCR-ABLL. I zde se ¢eka na nova doporuceni Evropské
leukemické sité.
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