Tumorové markery

Martin Beranek

Onkohematologie a solidni tumory

Znamé misto primarni léze
(dfen, uzlina, krev)
Nativni aspiraty, krev, uzliny

Relaps vySetfovan v témze
typu materialu

Siteni klond krevnimi
burikami nebo se nevyplavuji

Lze separovat vySetfovanou
buné&c&nou linii (centrifugace,
CD...)

Cytogenetika rutinné
Pritokova cytometrie rutinné

Primarni tumor nékdy nelze
s urcitosti prokazat (az 6 %)
Fixovana nebo nativni tkan,
biopsie, plasma, (uzliny)
Relaps v sekundarnich
organech a metastazach
Siteni do svaloviny, mistnich
¢i vzdalenych uzlin, krevni
cestou se vyplavuji dle
pokrocilosti tumoru
Heterogenita odebranych
vzorkU (citlivost metod !!!)

Cytogenetika vzacné
Histopatologické vysetfeni rutinné
Zobrazovaci technika rutinné

Incidence a mortalita C18-C20
v CR (na 100 000 obyvatel)

Klinicka a patologicka klasifikace nadorovych
onemocnéni v humanni a veterinarni mediciné
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Narodni onkologicky registr

Typing je stanoveni histologického typu nadoru

Grading je stanoveni stupné ztraty podobnosti nadoru
s pavodni tkani (stupen dediferenciace a bunééné
anaplasie, zména objemu organel, aj.); mira agresivity

Staging je stanoveni klinické pokrocilosti onemocnéni

Klasifikace nador( ICD-O — jde o mezinarodni
klasifikaci podle typingu a gradingu nadoru.




Karcinogeneze
mnohostuprovy proces ovlivhény mnoha faktory

Idealni nadorovy marker

Geneticke faktory Epigenetické faktory Environmentalni
familiari predispozice Metylace bazi v faktory

nebo somatické mutace: regulacnich Castech Induktory mutaci:
protoonkogent gend ovlivhuici radiace, koufeni,

i 3 genovou expresi
umo.r Su,ppressoor gend Acetylace histonu
repairovych gent rozvolfujici interakce
modifikujicich genu DNA-histony a . .
numerické a strukturni zvysujici expresi gend viry, abnormaini

4 " bunény rist a déleni
zmeny chromosomu vyziva, bakterialni

produkty

toxické I., chronicky
zanét
volné O radikaly

vede k nekontrolovanému buné&nému déleni, zménam v
diferenciaci, preziti, angiogenezi a metastazovani

Specificky pro malignity daného typu a organ

Citlivy pro zachyt jiz v ¢asnych stadiich rdstu (vysoké koncentrace k krvi)
Koreluje svymi hodnotami s rozsahem (velikosti) nadoru

Je korelace mezi hodnotami markeru a prognézou onemocnéni a Gcinnou terapii

IDEALNi LABORATORNI METODA

Minimalizace laleSné positivity

100% sensitivita, | specificity

Frekvence piipadil (%)
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8 Frziologickd mez

Katalyticki aktivita, koncentrace. poéct bunék ...

Klasické nadorové markery

Klasické nadorové markery predstavuji latky, které jsou produkovany
nadorovymi bufikami nebo hostitelem jako odpovéd na nador.

Latky pfechazeji do télesnych tekutin (krevni sérum, moc), kde je Ize
prokazat (detekce je zalozena na pfitomnosti nadorovych antigend,
hormon(, enzymu, aj. — tkariové markery uvnitf nebo na povrchu
nadorovych bunék)

Klasické nadorové markery Ize malo pouzit v diagnostice (CA 19-9 a
CA 125 i u pleuralnich ¢&i bfiSnich vypotk( zvySené !!!)

Vétsi vyznam maji pfi sledovani vyvoje recidivy.

Nékdy ovSem mohou nadorové buriky zagit vytvaret populaci
dediferenciovanych bunék bez markera.

Nadorové specifické markery: PSA nebo tyreoglobulin
Prognosticky cenné markery: AFP a hCG (germinativni nadory), CEA
(kolorektalni ca), beta2 mikroglobulin (myelomy)

Klasické nadorové markery

Onkofetalni antigeny (AFP, CA125, CA15-3, CA19-9, CA72-4, CEA, hCG)
Cytokeratiny (CYFRA 21.1, TPA, TPS)

Enzymy (thymidinkinaza, NSE, PSA, freePSA)

Hormony (ACTH, ADH, kalcitonin, parathormon, prolaktin, STH, TG)
Dal$i nespecifikované latky (feritin, b2-mikroglobulin, Ig)

Markery souvisejici s rozvojem nadoru (HER-2/neu, EGF, osteopontin)
Tkanové markery histologické (ER, PR, HER-2/neu, EGFR, p53)

Diagnéza malignity? NE

Screening malignity v populaci? NE (vyjimka okultni krvaceni)
Rodinny vyskyt nadoru? NE (mol biol BRCA1/2 u ca prsu)
Prekancerdzy? Vyjimecné

Potvrzeni diagnézy? Vyjimecné

Agresivita tumoru? Vyjimeéné

Pooperacni kontrola? Relaps? Typ biologické lIécby? ANO




Molekularné biologicka diagnostika
solidnich tumort

Vysetfeni mutaci v onkogenech (KRAS) a tumor
supresorovych genech v DNA z nativnich anebo
fixovanych tkanich

VySetfeni vrozenych predispozic k rakoviné (BRCA1a2)

Metylaéni zmé&ny DNA v tumor supresorovych genech v
tkani, v krvi, atd.

Odhad rychlych a pomalych metabolizatoru Iéku
Tumorové buriky v cirkulaci

Volna nadorova DNA v plazmé nebo v séru

Profil miRNA transkriptl ve tkani nebo télesnych tek.
Molekularné cytogenetické vySetfeni maligné
transformovanych bunék (translokace, aneuploidie)

Bunécna biologie v 60. letech vytvofila fadu leukemickych linii bunék
diky ,,leukemogennim“ virim

Murine erythroblastosis virus Novorozené CH3Hf/Gs mysi Po 6M lymfomy u 40%
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Kirsten rat sarcoma virus Kirsten WH, Mayer LA.

(rekombinantni) JNatl Cancer Inst 1967;
Kras <::| 39:311-35

Ribonucleic Acid

Deparaments of Parioiogy arnd Pediatrics, The Universily of Chicage, Chicage, illvols 60637
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Pozdéjsi vyzkum ukazal, Ze nékteré retroviry obsahuji ve své RNA struktufe onkogenni
struktury, v fadé pfipadl z¢asti nahrazujici pivodni genetickou vybavu viru

“tygical relrovirus”
e Rous saicoma virus
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FProposal for Naming ITost Cell-Derived Inserts in Retrovirus
Genomest
JOHN M. COFFIN, HAROLD E. VARMUS, J. MICHAEL BISHOP, MYRON ESSEX,
WILLIAM D. HARDY, JR, C. STEVEN MARTIN, NAOMI E. ROSENBERC,
EDWARD M. SCOLNICK, ROBERT A. WEINEERG, a¥p FETEFR. K. VOGT$*

Recuived 22 Juse 1981 /Accepted 17 July 1981

We propos a system for narming
(i.e.. onc genes). based on using trivial names derived from a prowtype strain of
virus

erb-A AEV-erb-A Avian erythroblastusis virus Chicken  Pigrsst
erdh R ARV orh R e Chicken naghn
erk-B AEV-erb B i icken  p4as
fps" FSV-fne Fujinami sarcoma vinus Chicken  Plagei
PRCIL fps PRCII sarcoma virus Chicken  P1ogei
PRCIV-fps PRCIV sarcoma virus Chicken  P170"
yes Y73-ves Y73 avian sarcoma virus Chicken P
ESV.yes Esh sarcoma virus Chicken  Pgor™
ros URz-ros URZ avian sarcoma virus Chicken  Peg
mos® Moloney-mos  Moloney murine sarcoma vins  Mouse
Gazdar-mos  Gazdar murine sarcoma virus  Mouse
ras Kirsten-ras Kirsten murine sarcoma virus  Rat ;.zl
Ha ras I i coma viris  Rat

y-r
Rasheed ras Rasheed rat sarcoma virus Rat I' *)N

ahi” ahbl Abelson murine leukemia vires  Mouse [ i




Produkty onkogent (onkoproteiny) ovliviiuji
buriku na riiznych urovnich

Nekontrolovana exprese
rustovych faktorti
sis — PDGF
hst — FGF

Mutacemi pozménéné

cytoplasmatické casti
receptorii RF

zustavaji v aktivnim stavu
bez pusobeni RF

fms flg egfr pdgfr her2/neu kit

trk met
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Onkoproteiny v intracelularnich
kaskadach 11 pfenos
signalu do jadra
abl, Ick, fes, ras, raf, src, BTK

Onkoproteiny jako

transkripéni faktory
Umoziiuji nekontrolovanou

transkripci
fos, jun, myc, rel, erb-A

JournaL oF Virorooy, Nov. 1982, p. 509-51% Vol. 44, No. 2
0022-538 X782/ 1050911502 0040
Copyright © 1982, American Society for Microbiology

Comparative Biochemical Properties of p21 ras Molecules
Coded for by Viral and Cellular ras Genes

ALEX PAPAGEORGE,' DOUGLAS LOWY,? anp EDWARD M. SCOLNICK '+

Laberatory of Tumar Virus Gengtics' and Dermatology Branch,? Natiena! Cancer Institute, Bethesda,
Maryland 20205
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Medical Seiences protoonkogen vs onkogen

Transforming genes of human bladder and lung carcinoma cell
lines are homologous to the ras genes of Harvey and Kirsten
sarcoma viruses

(huaman tuzsors/translestion/setrorisuses)

CHANNING ]. DER, THEODORE G. KRONTIRIS, AND GEOFFREY M. COOPER

Lokalizace ras gen %o VYSKYT
Fankreas K 5
[ITiusis stiewo (< A5 |
Flice K a4
Zlusnik H 37
Tenke strevo H 31
Stitna Zkaza HEKMN 30
wvarlata KN 28
Déloha K 25
Ledviny K 25
Vajesniky K 24
Kaze HEKMN 23
Laukémic MK 23
Zaludek H 21
DSloZni Sipek K 20 N
Jatra KN 19 Kiaris H et al.
Hilava a krk HK 15 -
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Human Colon Carcinoma Ki-ras2 Oncogene and Its Corresponding
Proto-Oncogene

MELISSA S. McCOY. CORNELIA I. BARGMANN. axp ROBERT A. WEINBERG*

Depariment of Biology and Center for Cancer Kesearch, Massachusetts Institute of Technology, and Whitehead Institnte
far Biomedical Research. Cambridge. Mosiackuserrs 02139

We isuluted cDNA clones correspunding to the normal human E
the Ki-ras2 gene present in the human colon carcinoma cell lin
which difer only at the amino acld at position 12, The normal ¢DN7
transforming allele encodes a(valine.

rs2 pene and o the transforming allele of
hese | As encode p2l proteins
Encodes @ glycine a) this position, and the

DNA z bunék nadorové tkané

Normalni sekvence KRAS2 | ATG ACT GAL TAT A& CTT OTC GTA GTT OGA

A 1
Normalni sekvence KRAS2
GeT

| sekvence KRAS2 u linie SW480 |

GTA GGC AAG ACT ©CC TTC ADG




Aminokyselinova sekvence konzervativni p21™ protein v bunééné proliferaci
P-smy¢€ky p21ras

ligand|
10 Gly GGA & e J
1 Ala GCT ' o)
12 Gly GGT [ /et /@ X = i
13 Gly GGC ol ‘ e )
14 Val GTA A N -
15 Gly GGC )
/' b \ Fosforylace
("w\_,j y transkripénich
S o
faktora

Gamblin SJ et al. Current Opinion in
Structural Biology, 8, 1998, 195-201.

Somaticky mutovany p21' protein
v bunééné proliferaci

= epidermal growth factor & — T e i
EGF P & f? T N Slicle | K2V B

Jak zablokovat p21' signalni kaskadu
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Monoklonalni EGFR protilatka MAP kinase
cascade

S
Gop §
cascade

cetuximab (Erbitux, Merck, reg. 2004)

Fosforylace panitumumab (Vectibix, Amgen, reg. 2007) FOSfOI'ylace
transkrip&nich = kompetitivni inhibitory EGFR tr aHSk"pcncldl
faktori faktori

Cilena biologicka lé¢ba
kolorektalniho karcinomu
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Cilena biologicka lécba

» Latky zasahuiji cilené do biologickych déjd, zejména imunitnich a
zénétlivych na molekularni trovni
* Tyto latky jsou pfesné definovany z hlediska biologické povahy

* Vyroba biotechnologicky - podoba endogennim latkam
produkovanym v lidském organismu

* Monoklonalni protilatky, rekombinantni peptidy, syntetické
oligos, genova terapie

* Nakladna vyroba, cilena distribuce, ambulantni [é¢ba, méné NU a
predavkovani

* MoAb podle homologie: Humanni struktura (-mumab),
humanizovana (>90%, -zumab), chimericka (<90%, -ximab), Cisté
mysi (-momab); inhibitory tyrosinkinaz (-inib)

* Kombinace s klasickymi [éCivy
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-momab = mouse monoclonal antibodies

DNA a bunky tumoru cfDNA pro klinickou onkologii?

v plazmé/séru

« VyS8Si koncentraci volné cirkulujici v plasmé
nebo séru

« Fyziologicky 10-100 ng/ml; patologicky az
1000 ng/ml

*  Vy8Si umrti bunék nebo nedostate¢né
odstranéni ¢innosti jater

« cfDNA se zvySuje mj. také pfi procesu
krevniho srazeni !!!

* Dlouhé cfDNA molekuly u nadorovych
procesu, kratké cfDNA 180 bp prokazany u
apoptozy (zanéty, trauma, infarkt,
imunodeficity...)

* Funkce cfDNA: stimulace imunitniho

Priméry
Tumer

Tumor biomarkers in blood

systému jako Ag
1. Cell-free DNA (cfDNA) . DNA h kt DNA t .
2. Circulating tumor cells (CTCs] ct \ ne§e charakter umoru:
3. Exosomes1 & micro vesicles somatické mutace, metylace...
* Vpraxi se ctDNA Sifeji klinicky zatim
nevysetfuje

Cast cfDNA u nadord tvofi cirkulujici tumorové (ctDNA)
ctDNA v nékolika formach (volna, v exosomech,v tumorovych burikach)




Metylace DNA v souCasné onkologii

» Kilinické vyuziti metylace cytosinu v
mnoha genech (TWIST1, OTX1,

iype

P FGFR3, TERT, SOX1, IRAKS, PITX2,

@*@*@*@*@Imﬂxﬁ" ASTN1, DLX1, SEPT9, MGMT, aj.)

s + Nabidka hotovych souprav na analyzu
o o metylace zejména u tumor

el g Wepnki e e supresorovych gent

& - @ - @+ o - @ + Nadory mo&ového méchyre, prsu,

tlustého streva, plic, délozniho &ipku,
o e —— glioblastomu

* Mog, blocky, krev, cervikalni stéry,
stolice, plasma, biopsie

Oncoplot of the top 15 most frequently mutated genes in 115 cases. This shows
the list of top 15 genes arranged based on the total number of variants in each
gene
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Malignancies

Onkohematologickd onemocnéni

* Hematologické malignity
postihuji myeloidni a lymfoidni
tkané

* Malignity klonalniho plvodu
zahrnuji genetické abnormality

* Molekularni genetika je soucasti postupu:
diagnostickych [O jakou jde nemoc?]
klasifika¢nich [Jakého je typu?]
prognostickych [Jak je zdvaZnd?]
monitorovacich [Jak odpovidd na lécbu?]

* Diagnostika a |é¢ba zpravidla ve specializovaném centru

Molekuldrni diagnostika v onkohematologii

¢ Hodnoceni krevniho obrazu

* Hodnoceni natéru z kostni drené

* Klasicka cytogenetika
* FISH techniky
* Mikroarray

* Screening (somatickych) mutaci

* MPS pro hodnoceni poctu kopii
v genomu




Obecné podminky molekularniho vysetfeni

Odbéry biologickych vzorkU ve fazi diagnozy,
pfi kontrole béhem Iécby a pfi relapsu choroby
Kostni dfeni pti myeloidni neoplazii, akutni
leukemiia myelomu

Krev u CLL a CML

Lymfaticka uzlina nebo biopsie u lymfomu

Pro zaloZeni bunécéné kultury krev heparinizovana
Pro DNA analyzu krev s EDTA

U MM se DNA izoluje z bunéc¢né frakce CD138+

Minimalni rezidudlni choroby se ¢asto monitoruji pomoci
kvantitativni PCR (a multiparametrické pritokové cytometrie)
Molekularni diagnostika a FISH preferovény u vzorki
potransplantacnich

Chronicka myeloidni leukemie

Chronickd myeloidni leukémie
(CML)

Akuni myeloidni leukémie (AML)

Akuni lymfoblastickd leukémie
(ALL)

Hemu*","’g,i‘:ké Myelodysplastické syndromy
l‘l"ld|lgnl (MDS)

v e
onemocneni

Chronicka lymfocytdrni leukémie
(CLL)

Mnohoéetny myelom (MM)
Non Hodkinské lymfomy (NHL)

» Doporucené vySetiovaci postupy - zdvisi na typu onemocnéni
a lé&ebném protokolu

Velké mnozstvi bilych krvinek, které se vymkly kontrole
Klonalni myeloproliferace — masivni narust blastd ve
dreni

1(9;22)(q34;911) v disledku existence Filadelfského
chromosomu (der(22)t(9;22)(q34;911)

Translokace u 90-95% pfipadu

0Odlisna stavba ABL déna spojenim chromosomd 9 a
22, konkrétné v genech BCR a ABL

5-10% s variantou t(9;22) zahrnujici dal$i chromosomy

nebo s kryptickou (=submikroskopickou) prestavbou
chromosomu

Prognosticky vyznam dalSich prokdzanych abnormalit
Ph+ burikdch - druhy Ph chromosom, trisomie 8, ),[
isochromosom 17q a trisomie 19 ( )
BCR-ABL1 analyza pomoci FISH nebo RT-PCR

Ph- CML s déle testuje jako myeloproliferace

Produkty onkogent (onkoproteiny) ovliviiuji
buriku na riznych urovnich

Nekontrolovana exprese

rustovych faktort
sis — PDGF
hst— FGF

Mutacemi pozménéné
cytoplasmatické casti
receptori RF
zastavaji v aktivnim stavu
bez puisobeni RF
fms flg egfr pdgfr her2/neu kit
trk met

mo»-<®mOTWVOT

e Onkoproteiny v intracelularnich
kaskadach 11 pfenos
signalu do jadra
abl, Ick, fes, ras, raf, src, BTK

Onkoproteiny jako

transkrip¢ni faktory
Umoziiuji nekontrolovanou

transkripci
fos, jun, myc, rel, erb-A




Modifikované nukleosidy a nukleotidy
v klinické mediciné

Qo Q L?
HO—P—0r P‘J O—P=0_
S b oon
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dTTP
@"NH
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HO_~ A W
H CH;
L olomoucin
imatinib azathioprin . Anticancer agent
Treatment of CML, Immunosuppression in rheumatoid in clinical phase of
gastrointestinal arthritis, Crohn's dlsgase, systemic lupus testing and in
tumors erythematosus, kidney transplants. patent procedure
Mechanism of treatment: Mechanism of treatment: Mechanism of treatment:
competition with ATP in terminate replication inhibits cyclin-dependent
active centre of ABL kinase in proliferative states kinases and induces G arrest

(BCR)-ABL kinaza a CML lé¢ba

ABL inaktivni konformace ABL aktivni konformace

@t

Abl-aktivni

Uspésna lé¢ba CML
=> leu jdou do apoptosy

Pracovni postup pfi sledovani fuze BCR-ABL

Algoritmus diagnostiky a |éEby CML

Odbér krve /
kostni diené

Cisténi bilych
krvinek

I

Izolace nukleovych
kyselin (RNA)

4

MnoZeni nukleové

kyseliny
ﬂ / krevni plasma

Hodnoceni vysledkid . .
BCR-ABL (laboratoF) bilé krvinky

separac¢ni médium

Hodnoceni klinickych « . .
a laboratornich dat @ cervene krvmky

(IékaF)

Odbér krve /
kostni_dFené

[ Stanoveni diagnosy CML]

M Ssao
Ci§téni bilych oy -
krvinek S

{

Izolace nukleovych

kyselin (RNA)
| Ano
MnoZeni nukleové Hematologickd Ne
kyseliny Cytogenetickd

Molekuldrni

Hodnoceni vysledkii odpovéd' 2?
BCR-ABL (laborator)

g

Hodnoceni PP
ToOEnos Hledani pricin

klinickych a Vy3si dévky léku ? §pa1!:1é Y

laboratornich odpovédilll

dat (Iékar)




Odpovéd' na pravidelnou lé€bu CML
imatinibem (Glivecem 400 mg/d)

100
l Bez molekuldrni odpovédi (10%)

Molekuldrni relaps
(15%)

BCR-ABL [%]D
5.
<

=

Molekuldrni odpovéd’
(u 75% pacientil)

o1

opo o
UETERENINES

AN AN AN AN A ANAANA
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LéEbs i natin b [ 8 o)

0,0001

Dalsi Iécba rezistentnich osob

- Zvysit davku imatinibu el
(600-800 mg/d) kLusic

+ Alogenni transplantace e —
progenitorovych bunék Potating

» Aplikace novych léku:
dasatinib (Sprycel, Bristol)

nilotinib (Tasigna, Novartis) | =mee
bosutinib (Bosulif, Pfizer) [E.‘;‘i;‘,'.]";m
ponatinib (Iclusig, Ariad) LI

V klinickém vyzkumu:
LBH589, LAQ824, MK-0457, DCC-2036, bafenitib (NS-187), ...

Chromosomoveé aberace u CML

Kromé 1(9:22)(q34:q11) mohou byt detekovany i dalii aberace:

Delece 9934 (delece oblasti vedle ABL) - miiZe byt provdzena horsi
prognézou; vznikd souéasné s inicidlni translokaci 1(9:22)(q34:q11)

" Trisomie 8 (+8) - 34%

Dalsi nadpacetny Ph chromosom (+Ph) - 30%
" Isochromosom 17q - i(17)(q10) - 20%
Trisomie 19 (+19) - 13%

© Ztrdta Y (-Y) - 8% muzd "‘“ld!m
22

atd.

BCR/ABL

Myeloproliferace a myelodysplasticky syndrom

* Myeloproliferativni neoplasie (MPN)
¢ Analyza JAK2, CALR a MPL v diagndéze

* Myeloidni/lymfoidni neoplasie s eosinofilii a abnormalitami PDGFRA, PDGFRB a
FGFR1 nebo s piestavbou PCM1-JAK2

* Analyza FIP1L1-PDGFRA, PCM1-JAK2 fize, PDGFRB a FGFR1 a PCM1-JAK2 (FISH, PCR)

* Myelodysplastické syndromy (MDS)
¢ Bodové mutace se $patnou progndzou: ASXL1, EZH2, TP53 a RUNX1 pomoci MPS

* monosomie 5/delece 5q a monosomie 7/delece 7q, trisomie 8, delece TP53 a 20q

delece; MECOM genova prestavba

* Myelodysplastické/myeloproliferativni neoplasie
¢ Nékterd onemocnéni obsahuji mutace SF381

* Myeloidni neoplasie s predispozici v zarodeéné linii
« familidrni mutace v zérodecéné linii — geny DDX41, CEBPA, GATA2, TP53
« Trisomie 21 DownQv sy, fidké robertsonské translokace rob(15;21)(q10;q10)
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Ph negativni myeloproliferace

O JAK2 V617F- 1849G>T v exonu 14
® Janusova tyrozinkinaza (patfi mezi protoonkogeny)
® zaména plvodniho valinu za fenylalanin

® ztrata autoinhibiéni aktivity enzymu vede k nekontrolované proliferaci

Gurret | Cong anmn Ky Avebon

Vysledek: M/wt . S
M/M
wt/wt ‘

T E 000000 8 BT ETITRITITEEEAE

Akutni myeloidni leukémie (AML)

v Heterogenni skupina malignich onemocnéni krvetvorby

v Akumulace nezralych myeloidnich bunék (myeloblasti) v kostni
dpeni

v~ Diagnostikovand ve viech vEkovych skupindch

v Nejéastéji postihuje lidi star§i nez 60 let
(medidn véku 64-68 let)

v Sekunddrni AML, ,therapy-related” AML
v Agresivni onemocnéni - medidn OS 2-3 mésice

v~ Specifické chromosomové aberace s jasnym prognostickym
vyznamem — stratifikace l1é¢by podle cytogenetickych ndlezi

Cytogenetické ndlezy u AML

Chromosomova aberace geny progndza

t(8:21)[022:q22) RUNX1-RUNX1T1 dobra

inv(16)(p13.1g22) nebo t(16;16)(p13.1:q22) CBFB-MYHI11 dobra

t(15:17)(322;q12) PML-RARA dobra

t(9;11)(p22;923) MULIT3-MIL stfedni

(6:9)(p23:934) DEK-NUP214 ipatna

inv(3)(q21926.2) nebo t(3;3)(g21;926.2) RPN1-EVI1 velmi épatna

t(1;22)(p13;913) REM15-MKL1 dobra

prestavby MLL genu MLL $patna

moncsomie 7 nebo delece 7q31 Spatna

delece 5931 ? ipatna

komplexni chromosomové prestavby ? velmi Spatna

Prognosticky vyznam chromosomovych

aberaci u AML

Llil, normal karyotype
—&— complex Karyotype
—— i(8;21)(q22;q22)
1(15;17)(q22;q11)
—8— inv(16)/t(16:16)
—8— 5q-
—— 717q-
+8

Kumulative surviving

== > 50) chromosomes

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Time (weeks)
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Akutni leukemie

AML

Mutace v genech NPM1, FLT3, CEPBA, RUNX1, ASXL1, DNMT3A a TP53
FISH analysis zamé&fend na pFestavby gent KMT2A a MECOM

Dal3i analyza: PML-RARA, CBFB-MYH11 nebo RUNX1-RUNX1T1 pfestavby

Monosomie 5/del(5)(q31.2) a monosomie 7/del(7)(g31.2), inv(16) s trisomii 22,
t(5;11)(q35.2;p15.4);NUP98-NSD1 u déti

t(7;12)(q36;p13); MNX1-ETV6 u déti, delece 7q, trisomie 19, inv(16)(p13.3924.3),CBFA2T3-GLIS2

Akutni lymfoblasticka leukemie/lymfom

B-ALL:

t(9;22)(q34;911.2); BCR-ABLI; t(v11q23); KMT2A (MLL) ptestavby; t(12;21)(p13;q22); ETV6-RUNX1;
(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1; iAMP21 a t(17;19)(q22;p13.3); TCF3-HLF

TP53 mutace

Podttida ABL fuzi zahrnuje ABL1, ABL2, CSF1R a PDGFRB |é¢ba inhibitory ABL1 tyrosinkindzy
Podtfida zmén BCR-ABL1 a CRLF2, JAK2 a EPOR aktivujici JAK/STAT signalini kaskddu lé&ba JAK inhibitory
T-ALL:

50-70% zména karyotypu, tetraploidie v 5%, 35% prestavby TCR loci v 7q34 (TRB) nebo 14q11.2
(TRA/TRD)

TLX3 a TLX1 abnormality u 25% a 5% u détskych T-ALL

Fuzni NUP214-ABL1 u 6%

Prestavby TLX3, TLX1, KMT2A, TAL1, LMO2 a ABL1

AML-prukaz |

* AML Plex = komer¢ni systém zachyti
multiplexné 11 rdznych fuznich
transkriptl na zakladé fragmentacni
analyzy

* NPM1 mutace = komer¢ni real-
time PCR

sampling

v

RNA isolation

v

cDNA synthesis

|
v

multiplex PCR amplification

v

fragment length analysis

v

AP e
analysis of iestlls

AMLPIlex a vySetifeni PML-RARa

t(15;17) = Akutni promyelocytarni leukémie tvorfi 5 %
AML

Klinicky obraz: promyelocyt s Aureovymi tyCemi,
leukopenie, téZka koagulopatie

Fuzni transkript PML-RARa- blokuje diferenciaci bunék
Cilena lé¢ba — jedna z nejlépe IéCitelnych leukémii
(ATRA+idarubicin, pfi relapsu oxid arsenity)

Obrizek 1. Reclprak transiokace mezl chromo- ;.!unn\w'lw 15 chromasonse 17
20my 15 8 1T OO CHOO

B ogu e ol -
OO oer(17)

Bf a8 46 8% &6 3 1 oo

(T S T L

LTI ] ] .n 84 [RARG: P

AML-prikaz Il

* NPM 1 = Nukleofosmin 1
* NPM1 typizace (DNA)- typ A,B,D

vevs

* Nejcastéjsi mutace u AML, hlavné u AML s

normalnim karyotypem
* Relativné dobra progndza

* Vhodny marker pro sledovani MRN (qPCR)- stabilni,

citlivy a specificky pfi vySetfeni v pribéhu

onemocnéni
~

Typeolmuttion  Sequee Predicied protein mumber
=g PP ———
Mumdon A G PRCEA TEEYSRAK as
Mumtion B AT AGEAL (N YNT ST BLOMATEEVALRE 1
Mumdon D £ = AGGAL AGRAAA LG DLCLATVEEVSLRE 4
Muaton G AG DLCLATEEYSLRE 1
Muaton I AG PRCRATEEYSRRE )
Muamton | AG PLCKATEEYSLAE 1
Mumdon J ar A6 DLCMATEEYSERK i
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Relativni kvantifikace genu NPM1- typ A

Skupina 1b: Zachyt

Skupina 2b: Monitorovani [écby
Skupina 3b: Monitorovani lécby
Skupina 4b: Monitorovani Iécby:Relaps

Togfioriir}

182016 0.0769

27.2.2015 561

Porovnani vysledkt ziskanych metodou qPCR a
prutokovou cytometrii

Priibéh exprese genu MLL-PTD e9e3 béhem lécby

by{pomitr)

Dateam

Porovnani s vysledky imunofenotypizace

datum 3.12.2013 6.1.2014 | 12.5.201 | 30.6.2014 1.9.2014 10.11.2014 15.12.201
4 4
qPCR/exprese | pozitvni negativni | negativni | Nérlsto 0,5 fadu | Nardsto 2 fady Narast o 1 fad negativni
zachyt nastup relapsu relaps relaps
Priitok. pozitivni negativni | negativni | negativni negativni relaps negativni
cytometrie

AML-prakaz Il

FLT3 ITD (vySetfuje se DNA)
FMS-like tyrosinkinaza 3 = FLT3

ITD = internal tandem dupl.
nepriznivy prognosticky faktor
o Vyssiriziko relapsu
o Kratsi preziti
¢ Nestabilnizména-nejméné vhodny pro
sledovani MRD

- BT
o s |

—
= g \:{u—s- o
M aN ¥

C—In¥ - - 1}

=S ——

& e ; @lle
- ‘/ \ AR
G b

B ey

U]
o o
Halolalals Nur sy
aanvsiodinamed s

Clustered region of the FLTIITD

Irternal tandem duplicaton

Eatravallular ligand:
bindiny domain

........

AML-prikaz IV

e \ pfipadé negativity AML-Plex, NPM1, FLT3
ITD, po domluvé s |ékarem provadéna dalsi
vysetfeni (cena x profit pro pacienta)

e Exprese WT1

e Mutace v genech: CEBPA, FLT3 D835,c-kit, DNMT3A, IDH1,
IDH2

L
[ rgr——

Gt [z
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Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

]

v heterogenni skupina onemocnéni - [

20% leukémif u dospélych
80% viech détskych leukemii
(1/3 véech pediatrickych nddori)

v Nejéasteji postihuje déti ve véku 2-5 let (3-5% kojenci <1 rok véku)

v U dospélych incidence mirne stoupd po 50. roku véku.

Cytogenetika ALL

Rizikevd skupina Cytogeneticky nélez
Nizké riziko vyscké hyperdiploidie (31-53 chromosomd)

£TV6-RUNIT

H(::19)(q23:p13)

T6H-CE8F

I6H-ID4

del(é)iq)

aberace Sp

Stfedni rizike aberace 11g

dup(1q)

7

dic(9:20)(p13:q1L)

dic(9.12)(pl1-21p11-13)

Jakékeliv jind zména

normdini karyetyp

v Nejéasteji leukémie z nezralych prekurzort B-lymfocti (BCP ALL) e

AMP2L
MLL translokace.

v Méné Zasta leukémie z prekurzord nebo zralych T-lymfocytd (T-ALL)

Vysoké rizike

.nzar” haploidie (<30 cheomosomi)

v Vzdené leukémie z velmi nezralych prekurzori krvetverby pred

vyvojem do lymfatické Fady (hybridni leukémie).

nfzké hypediplaidie (30-39 chromesomii)
+(1719)(q23:p13)

aberace 17p

tréte 13¢

Prognosticky vyznam chromosomovych
aberaci u détskych ALL

100%4\
1(12;21)

1(9;22)

Akutni lymfoblastické leukémie (ALL)

I-FISH:

Konvencni cytogeneticka analyza: B" ALL: .
primd/24h kultivace bunék KD Iriple test
&-pruhovani ETVE/RUNXI
MLL
Hyperdiploidie

4

v TCR geny
cilend FISH nebo dalsi TCRaB (14q11), TCRP (7434), TRy (Fp14)

molekuldrné cytogenetické TP16 (9p21)
metody
(mFISH/mBAND, array C6H) ABLI (9g34)

\ /
Popis karyotypu podle ISCN
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TCR prestavby

® T' bunééné Vp DB Jp
; { I | -}
lymfoproliferace i famly prners Tomer

TCRB Tube A: 23 Vj primers + 6 JB1 primers and 3 JB2 primers
TCRB Tube B: 23 VB primers + 4 JB2 primers

Two classes of T-cell recentor
TCRB Tube C: 2 Dp primers + 13 JB primers

antigan-hindir
! eta = DB Jp

i > - [l |

| Dp1 primer Dp2 primer Jp primers
variable

Vy Jy
vt Vy9 Vy10 vytt 1323 W12
Vy family primers. Jy primers

TCRG tube A: Vylf and Vy10 primers + Jy1.1/2.1 and Jy1.3/2.3
TCRG tube B: Vy9 and Vy11 primers + Jy1.1/2.1 and Jy1.3/2.3

* PCR amplifikace hypervariabilni ¢asti genu pro receptory T-lymfocytu

e Multiplex PCR nasledovana fragmentacni analyzou (FA)

TCR pomoci fragmentacni analyzy

“ polyclonal

~ manoclanal

TCRE Tube & - 6FAM TCFB Tube € - 6FAM & HEX

CLL a myeloma multiplex

* Chronicka lymfocyticka leukemie

* Delece 11q, 13q, 17p a trisomie 12

* TP53 delece nebo mutace pred Iécbou
* UrceniIGHV mutacniho stavu

* Myeloma multiplex

« TP53 delece a t(4;14)(p16;932); FGFR3/MMSET-
IGH prestavby

* t(14;16)(q32;923); MAF-IGH prestavby

* Monosomie 14, delece 14q32

* 1p/1qanalyza, t(11;14)(q13;932);CCND1-IGH,
t(14;20)(932;q12); MAFB-IGH, MYC translokace

IGHV prestavby u CLL

B- chronické lymfocytarni leukémie (lymfomy)
Lehkeé (IgL) a tézké retézce (IgH)
IgH- V (variable), D (diversity), J (joining) + C (konstantni ¢ast)

CDR oblasti- hypervariabilni useky urcujici komplementaritu,
vazebna mista Ag

FR1, FR2, FR3 — stala mista bez mutaci => nasednuti primer(
PCR

7 J
[ S - N
N e —— |
— — — —
FRI FR2 FR3 JH primery
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IlgH prestavby

FA, Sangerovo sekvenovani
NGS
IMGT =

=
5en]
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Klony:
— polyklon x monoklon

— mutované x nemutované

— produktivni x neproduktivni

* Monitorovani MRD

Sirokd paleta vy3etieni u B-bun&énych lymfomd

B-cell lymfomy

Mantle cell lymfom: t(11;14);CCND1-IGH a IGK/IGLa CCND2&3
varianty.

Folikuldrni lymfom: t(14;18); BCL2-1GH a IGK/IGL varianty, BCL6
prestavby

Difuzni velkobunécny B-cell lymfom: IGH, BCL6, BCL2 a MYC
prestavby

ALK-positivni DLBCL: t(2;17)(p23;q23);CLTC-ALK

Burkittav lymfom: t(8;14);MYC-IGH a IGK/IGL varianty

T-cell prolymfocytarni leukemie: 14q11 (TRA/D) pfestavba
Anaplasticky velkobunéény lymphom: ALK prestavby, hlavné
t(2;5)(p23;935);ALK-NPM1,

DUSP22-IRF4 prestavby hlavné t(6;7)(p25.3;q32.3) ¢i TP63 prestavby
Prognosticky MYC prestavby, BCL2 anebo BCL6 translokace

Zavéry

Budoucnost personalizovanych nadorovych markert

Cytogenetickd a molekularné biologickd analyza se
stala standardem pfi vysSetreni onkohematologickych
chorob

Vyznam pfi uréeni diagnozy, blizsiho urceni diagndzy
a progndzy choroby

Kombinace rlznych vysetfovacich metod umoznuje
pochopit komplexnost onkohematologickych
onemocnéni a nejvhodnéjsi terapeuticky postup

UmoZnuji monitorovani lécebné odpovédi a

rezidudlni zbytkové choroby

Cytogenetické metody (modifikace FISH) umozniuji
urit komplexni karyotyp v dané fazi rozvoje/Ié¢by
choroby

Citlivost molekularné biologickych metod (PCR,

mikroarray, Sanger, MPS) predurcuje jejich vyuZiti A B
pro zachyt relapsu onemocnéni na molekularni /\ i &
v i AVATAV\YAVAR
drovni NV ﬁ\ \

Markery s popula¢né nizkou
senzitivitou (5-30 %), ale s
vysokou specifiénosti (>95 %) se
definuji individualné

Zamér vytvofit unikatni vefejnou
databazi zahrnujici tisice
tumorovych marker(

VySetfeni na bazi proteomiky,
genomiky z krevniho biologického
vzorku (plasma sérum)

Volba vhodného markeru (3-5
markerud) podle dynamiky jejich
zmén po prvni fazi 1éCby
Centralizované laboratofe pro
desitky miliéonG pacientl
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