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v přiložených článcích (příloha 1: Vaskova et al.,Transfer of genomics information to flow 
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lymphoblastic leukemia: clinical data point to regulation of CD66c distinct from other 
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ČČÁÁSSTT  II::   NNOOVVÉÉ  DDIIAAGGNNOOSSTTIICCKKYY  AA  

PPRROOGGNNOOSSTTIICCKKYY  VVÝÝZZNNAAMMNNÉÉ  ZZNNAAKKYY  DDĚĚTTSSKKÉÉ  

AAKKUUTTNNÍÍ  LLYYMMFFOOBBLLAASSTTIICCKKÉÉ  LLEEUUKKÉÉMMIIEE  

ÚVOD:  

A K U T N Í  L E U K É M I E  

Akutní leukémie jsou heterogenní skupinou onemocnění tvořenou podskupinami s různou 

prognózou a odpovědí na léčbu. Základními typy akutní leukémie jsou akutní myeloidní 

(AML) a akutní lymfoblastická leukémie (ALL). ALL je u dětí podstatně častější než AML, 

která tvoří pouze 15% leukémií dětského věku. ALL je nejčastější maligní onemocnění u 

dětí vůbec. Dělí se na ALL z B řady a z T řady. Z imunofenotypového hlediska se ALL z B 

řady člení na B prekurzorovou (BCP ALL), která tvoří 80% ALL a zralou B ALL (2% 

ALL). BCP ALL se dále dělí na nezralou CD10neg  proB ALL, na CD10pos common ALL 

(cALL), u které není přítomen intracelulární řetězec IgM a na preB ALL, kde již 

intracelulární řetězec IgM přítomen je. ALL z T řady (15% ALL) se dělí podle stupně 

zralosti na proT, preT, intermediární a zralou T ALL. 

Úspěšnost léčby ALL roste od 60. let 20. století. Zatímco dříve měla šanci na vyléčení méně 

než pětina dětí (1), od 80. let žije na různých protokolech téměř 80% dětí a 40% dospělých 5 

let po diagnóze bez známek onemocnění (2). Právě dobře zvolená léčba je významným 

prognostickým faktorem. Má čtyři základní součásti. Začíná se indukcí remise, při které se 

podává prednison, vinkristin, daunorubicin a L-asparagináza. Po indukční léčbě následuje 

konsolidační fáze zahrnující cytosinarabinosid, merkaptopurin, cyklofosfamid a 

vysokodávkový metotrexát. 6 měsíců od diagnózy je zkráceně zopakována indukční léčba 

(pozdní intenzifikace). Další součástí léčby je prevence infiltrace centrálního nervového 

systému, při které se intratekálně podává metotrexát v průběhu celé intenzivní terapie. V 

poslední části - udržovací léčba - se podává kombinace merkaptopurinu a metotrexátu. 

Snahy o zintenzivnění existující terapie vedou spíše než ke zvýšení úspěšnosti léčby 

k úmrtím na toxicitu léčby a riziku vzniku sekundárních malignit. Velkou nadějí pro další 

zlepšení léčebných výsledků je poznání etiopatogeneze ALL. Tak jako u ostatních maligních 

onemocnění i u leukémie se má za to, že její vznik je dvoustupňový proces, kdy postupně 
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dochází ke změnám v genomu hematopoetických kmenových buněk nebo časných 

vývojových stádií jednotlivých linií hemopoézy. Jedná se o změny v rozsahu od bodových 

mutací až po změny v počtu chromozómů. K odhalování mechanismů této tzv. teorie dvou 

zásahů postupně přispívá analýza genetických změn leukemických buněk. Mezi tyto změny 

patří deregulovaná exprese protoonkogenů a chromozomální translokace vedoucí ke vzniku 

fúzních genů kódujících např. aktivní kinázy a změněné transkripční faktory. Genetické 

aberace přispívají k leukemické transformaci hematopoetických kmenových buněk nebo 

jiných progenitorů tak, že ovlivňují buněčné funkce jako je regulace proliferace, diferenciace 

a apoptóza. Příčiny, které vedou ke vzniku těchto změn, nejsou dosud zcela objasněny. 

Uvažuje se o vlivu ionizujícího záření, některých chemikálií a infekčních agens. 

Jednoznačná souvislost se však pojí až s vysokou dávkou ionizujícího záření. Ani chemickou 

či klasickou infekční etiologii nelze prokazatelně spojit s leukémií obecně. Specifické 

podtypy mohou ale být spojeny buď s expozicí některým chemikáliím (leukémie 

s přestavbami MLL po expozici inhibitorům topoisomerázy) nebo s infekcí (HTLV-I 

asociovaný lymfom). S poruchami imunity jsou spojené některé lymfomy (ne-hodgkinské 

lymfomy u AIDS). Vyšší incidence některých typů leukémie u Downova syndromu je 

spojena s mutací genu pro GATA1. Vzácné poruchy reparace DNA mohou způsobit i 

leukémie, ale častější jsou u nich jiné malignity.  

Velká pozornost se věnuje vlivu socioekonomických podmínek, protože obecně vyšší 

incidence ALL je typická pro vyvinuté země (3, 4). Pro tyto země je typické věkové 

rozložení výskytu onemocnění s vyšším počtem případů u dětí předškolního věku (5, 6). U 

méně vyvinutých zemí tento jev pozorován nebyl nebo byl méně výrazný (4, 7). Akumulace 

leukémie v předškolním věku může být výsledkem pozdějšího kontaktu s infekcí, který 

vyvolá nepřiměřenou imunitní odpověď spojenou s proliferací B řady (8, 9). 

Genotypové podskupiny 

Kromě výše uvedeného imunofenotypového členění se ALL dělí také podle genotypových 

změn leukemických buněk. Genová změna, která pravděpodobně souvisí s etiologií daného 

typu ALL, se projeví řadou změn na buněčné úrovni. Jejich výsledkem je exprese řady 

proteinů, proto měla naše studie přispět k nalezení dosud nepopsaných znaků, které jsou 

spojeny specificky s danou genotypovou podskupinou. Tato část práce je věnována korelaci 

exprese proteinů s genotypými podskupinami pouze v rámci ALL z B řady, proto nejsou 

uvedeny genotypové změny T ALL. 
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BCR/ABL 

Blasty 2-5% dětí s ALL mají translokaci t(9;22), která je podkladem tzv. Ph chromozomu. 

Produktem této translokace je gen BCR/ABL (Breakpoint cluster region/c-abl oncogene 1). 

Ten je přítomen také u pacientů s chronickou myeloidní leukémií (CML). U pacientů s CML 

se gen BCR láme v oblasti nazývané Major bcr a následně vzniklý fúzní protein má hmotnost 

210 kilodaltonů. Zlom BCR v oblasti minor bcr, který vede ke vzniku 190 kilodaltonů 

velkého proteinu je typický pro většinu dětských ALL s Ph chromozomem. Protoonkogen 

ABL kóduje tyrozinovou proteinkinázu, která je při vzniku fúzního proteinu konstitutivně 

aktivována a narušuje tak signální dráhy kontrolující proliferaci, přežívání a sebeobnovování 

buněk. Pacienti s tímto genotypem špatně odpovídají na léčbu a jsou zařazováni do 

nejrizikovější větve léčebného protokolu s nejintenzivnější chemoterapií. Významný posun 

v léčbě BCR/ABLpos leukémií znamenalo zařazení tyrozinkinázového inhibitoru imatinibu 

(Glivec), který inhibuje funkci fúzního proteinu BCR/ABL.   

TEL/AML1 

Translokací t(12;21) vzniká fúzní gen, který je tvořen 5´ částí genu TEL (ETV6 = ETS 

variant gene 6; člen ETS rodiny transkripčních faktorů) a genem AML1 (Acute myeloid 

leukemia 1 gene) kódujícím DNA vázající α podjednotku heterodimerického transkripčního 

faktoru (CBFα a CBFβ). Tento genotyp má asi 25% dětských ALL. Chimerický transkripční 

faktor TEL/AML1 má z transkripčního faktoru TEL zachovalou funkční doménu zajišťující 

interakce protein-protein a z transkripčního faktoru AML1 komponentu vázající DNA a 

regulující transkripci. TEL je důležitý při homingu hematopoetických progenitorů do kostní 

dřeně (10), AML1 spouští transkripci řady genů důležitých v hematopoeze (11). Za 

fyziologických podmínek jsou součástí proteinového komplexu tvořeného AML1 a 

transkripčními faktory také histonové acetylázy způsobující konformační změny DNA 

vedoucí ke zvýšení transkripce. V případě fúzního proteinu TEL/AML1 jsou součástí tohoto 

komplexu histonové deacetylázy, které naopak strukturu chromatinu mění tak, že transkripci 

znemožňují. Tyto změny v kaskádě zprostředkované AML1 narušují sebeobnovovací a 

diferenciační kapacitu hematopoetických kmenových buněk.  

Skupina TEL/AML1pos  pacientů byla spojována s dobrou prognózou, ale ukázalo se, že to 

platí u klinických studií s intenzivní chemoterapií, hlavně asparaginázou (12). Vysoká 

senzitivita k asparagináze byla prokázána i v in-vitro podmínkách (13).  
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MLL 

Translokace genu MLL (Mixed-lineage leukemia, někdy nazývaný též ALL1) je přítomna u 

8% pacientů. Protein MLL je jaderný protein, který udržuje expresi genů z rodiny HOX. 

Translokace MLL sestávají z jeho N-terminální části, která fúzuje s C-terminální částí 

jednoho z více než 40 možných partnerů. Gen MLL je tak pravděpodobně 

nejpromiskuitnějším genem účastnícím se vzniku chromozomálních aberací. Přestavby genu 

MLL se vyskytují také u akutní myeloidní leukémie. U ALL je nejčastějším fúzním 

partnerem gen AF4, který je přítomen asi u 50% ALL kojenců do 6 měsíců věku. Leukémie 

s touto translokací t(4;11) je nejagresivnější variantou dětské ALL. Přestavby genu MLL se 

vyskytují u více než 80% kojeneckých leukémií. Fúzní proteiny mají zvýšenou transkripční 

aktivitu vedoucí ke změnám v sebeobnovování a růstu hematopoetických kmenových buněk. 

ALL s MLL translokací mají některé imunofenotypové odlišnosti od ostatních ALL. 

Neexprimují antigen CD10 (Pui, Blood 1991), exprimují proteoglycan NG2 (Behm, Blood 

1996) a často exprimují myeloidní antigeny CD15 a CD65 (Pui, Blood 1991). Odtud název 

genu mixed-lineage  leukemia.  

E2A/PBX1 

U 5% ALL se vyskytuje translokace t(1;19), jejímž výsledkem je vznik fúzního genu 

E2A/PBX1 (TCF3, transcription factor 3/ pre-B-cell leukemia homeobox 1) na chromozomu 

19. 

Hyperdiploidní leukémie 

Skupiny s různými změnami genotypu mají odlišnou prognózu, která je spojena se 

senzitivou nebo rezistencí leukemických buněk na léčbu. Příkladem výborné senzitivity na 

léčbu jsou leukémie s hyperdiploidním genotypem. Skupina vysoce hyperdiploidních ALL je 

definována přítomností 51-65 chromozómů na leukemickou buňku. Mechanismus 

způsobující hyperdiploidii není znám. Pacienti, kterých je 25% z dětských ALL, mají 

příznivou prognózu, je-li jejich léčba založena na antimetabolitech. Jejich senzitivita na 

léčbu koreluje s tendencí ke spontánní apoptóze v in-vitro kultuře a s vyšší intracelulární 

koncentrací metotrexátu a jeho polyglutamátových metabolitů po léčbě (14). To může být 

částečně způsobeno tím, že většina hyperdiploidních blastů má tři nebo čtyři kopie 

chromozómu 21, který nese gen pro transportér metotrexátu do buněk (15).  
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Hypodiploidie a p řestavby genu MYC 

Tyto změny genotypu patří v rámci nenáhodných změn u ALL mezi nejméně frekventované. 

Hypodiploidních (<45 chromozómů) je 1% ALL. Translokace genu MYC je přítomná u 2% 

ALL a obvykle se pojí s fenotypem zralých B buněk. 

Diagnostické metody – sou časnost a budoucnost 

Úspěchu v léčbě leukémie se částečně dosáhlo upravením léčby pacienta podle rizika 

relapsu. Protože je leukémie heterogenní onemocnění, kdy se jednotlivé podtypy liší 

odpovědí na chemoterapii, je důležité přizpůsobit tomu intenzitu léčby. Určení přesného typu 

leukémie vyžaduje použití širokého spektra metod. Průtoková cytometrie umožňuje odlišení 

AML a ALL a v rámci ALL dále určit, zda se jedná o T ALL, BCP ALL nebo zralou B ALL. 

Dalšími používanými diagnostickými metodami je mikroskopické vyšetření, cytogenetika a 

molekulární biologie.  

Diskutuje se o tom, zda by jediná technika – expresní profilování – mohla nahradit všechny 

tyto zavedené diagnostické metody a současně vylepšit prognostická kritéria. Yeoh et al. 

(16), vyšetřili 360 diagnostických vzorků ALL pomocí oligonukleotidových čipů, které 

umožňují analýzu exprese 12 600 genů (probe setů). Prvním krokem bylo zjistit, zda 

expresní profilování umožní identifikaci známých podtypů onemocnění, proto byla 

provedena analýza, která měla identifikovat skupiny genů, které jsou exprimovány podobně 

a leukemické vzorky s podobnou expresí genů. Tato analýza jasně identifikovala 6 

základních podtypů leukémie: T-ALL, hyperdiploidní s více než 50 chromozómy, a ALL 

s genovými přestavbami BCR/ABL, E2A/PBX1, TEL/AML1 a MLL. Dále byla identifikována 

skupina pacientů s pseudodiploidním, hyperdiploidním nebo normálním karyotypem a bez 

fúzních genů, kteří měli podobnou genovou expresi. Zbývající část pacientů (20% ze všech, 

bez identifikovaných genotypových abnormalit) analýza nezařadila do žádné z podskupin, 

což zřejmě odráží velkou heterogenitu této skupiny pacientů. U jednotlivých podtypů bylo 

statisticky vyhodnoceno, které geny s danou skupinou korelují nejlépe. Skupina vysoce 

hyperdiploidních pacientů (>50 chromozómů) je klinicky odlišná od skupiny se 47-50 

chromozómy. To potvrzují i rozdíly v expresních profilech těchto skupin. Asi 70% genů, 

jejichž exprese koreluje s hyperdiploidií, se nachází na chromozomech X a 21. Je zajímavé, 

že geny ležící na chromozomu X mají vyšší expresi i u pacientů, kteří nemají trizomii tohoto 

chromozomu. Autoři studie dosáhli při určení podtypů ALL 96% diagnostické přesnosti, což 

je podle nich více než při používání dosavadních diagnostických přístupů. Je zajímavé, že i 

přes relativně homogenní morfologii leukemických buněk jsou expresní profily podskupin 

ALL tolik rozdílné. Velká odlišnost expresního profilu skupiny s přestavěným genem MLL 
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od ostatních ALL už byla popsána (Armstrong, Nature Genetics 2002), ale velké rozdíly jsou 

i mezi ostatními skupinami. Yeoh et al. (16) na základě stanovených expresních profilů ALL 

a dříve publikovaných studií u dalších malignit (17, 18) konstatují, že mezi expresními 

profily podtypů ALL jsou dokonce výraznější rozdíly než mezi expresními profily 

adenokarcinomu plic či melanomu a karcinomu močového měchýře. Takto rozdílné expresní 

profily podtypů ALL svědčí o tom, že se jedná o různé biologické a klinické jednotky a měly 

by být dostatečné pro spolehlivou diagnostiku podtypů ALL. Existuje však hypotéza, že ke 

správnému zařazení pacienta např. do genotypové podskupiny by mohly být dostatečné 

mnohem nižší počty genů (kolem 20 pro určení všech základních podtypů) (19), než jsou 

popsané sady (tvořené i 100 geny na podskupinu) v expresním profilu těchto podtypů. 

Kdyby se v expresních profilech podařilo identifikovat toto menší množství spolehlivých 

prediktorů, mohla by se jejich exprese vyšetřovat zavedenými a standardizovanými 

metodami jako je RT-PCR (reverzně transkriptázová polymerázová řetězová reakce) nebo 

průtoková cytometrie. 

CÍLE:  

Cílem bylo najít mezi geny, které odhalilo expresní profilování nové diagnosticky a 

prognosticky významné molekuly, které by bylo možné vyšetřovat pomocí průtokové 

cytometrie. 

METODY:  

Metody, které byly použity ke zpracování této části práce, jsou popsány v příloze 1. 

Vzhledem k tomu, že hlavním tématem práce je bioinformatické využití potenciálu 

expresního profilování k výběru nových diagnostických znaků pro vyšetřování pomocí 

průtokové cytometrie, principy těchto dvou technik jsou podrobněji rozebrány v této 

kapitole. 

P R Ů T O K O V Á  C Y T O M E T R I E  

Průtoková cytometrie slouží k analýze buněk v suspenzi. Buněčná suspenze se označí 

pomocí monoklonálních protilátek (mAb) s navázanou fluorescenční molekulou 

(fluorochromem). Molekuly mAb se specificky vážou na antigeny na povrchu nebo uvnitř 

vyšetřovaných buněk. Kromě mAb se v některých případech používají další fluorescenční 

látky, které značí např. DNA. Označená buněčná suspenze je v průtokovém cytometru 

přetlakem stříkána přes trysku, čímž se vytvoří úzký proud, ve kterém jsou buňky 
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uspořádány za sebou. Tento proud pak protíná laserový paprsek a detektory následně 

zaznamenávají, jak se od částic odráží (optický parametr Side scatter – SSc, který 

představuje granularitu buňky; světlo snímané kolmo k laserovému paprsku) a rozptýlí světlo 

(optický parametr Forward scatter - FSc, který představuje velikost buňky; světlo lomené 

pod nízkým úhlem vzhledem k laserovému paprsku). Jsou-li na buňce navázány 

fluorochromy, laserový paprsek je excituje a fluorescence excitovaného světla je také 

zaznamenána. Pomocí speciálních filtrů je spektrum rozděleno do rozhraní vlnových délek, 

která odpovídají emisním spektrům jednotlivých fluorochromů. Tím je umožněno snímat 

několik fluorescenčních parametrů z jedné částice. Všechny snímané signály jsou 

amplifikovány a digitalizovány, což umožňuje jejich následnou analýzu. Při analýze 

využíváme různé formy grafického zobrazení intenzity fluorescence jednotlivých událostí 

(buněk). Výsledkem základního typu analýzy jsou údaje o procentuálním zastoupení buněk 

nesoucích sledovaný antigen, navíc je možné též kvantifikovat intenzitu jeho exprese.  

E X P R E S N Í  P R O F I L O V Á N Í   

DNA čipy (DNA microarrays, expresní profilování) jsou metodou, která umožňuje určení 

exprese až 30 000 genů v jednom vzorku. Za 1. publikaci o čipech je považována práce 

Augenlichta et al. (20), který použil nylonovou membránu se 4000 cDNA sekvencemi 

k určení expresního profilu normální a nádorové tkáně tlustého střeva. DNA čip je skleněné 

mikroskopické sklíčko, silikon nebo nylonová membrána, na kterých jsou umístěny DNA 

próby. Próby mohou být tvořeny také cDNA nebo oligonukleotidy, a na podklad jsou 

roboticky nanesené v definovaných pozicích. cDNA nebo cRNA získaná z RNA vzorku a 

označená fluorescenčně nebo biotinem se hybridizuje na čipu. Fluorescence každé próby je 

poté změřena pomocí laserů. U DNA prób je potenciálním problémem jejich variabilní 

množství na čipu, proto se RNA ze vzorku hybridizuje spolu s referenční RNA, která je 

označena jinou fluorescenční značkou. V případě cDNA prób je riziko zkřížené hybridizace 

vzorku, protože často obsahují neunikátní nebo repetitivní sekvence. Tento problém je 

vyřešen u oligonukleotidových prób, které jsou tvořeny 25-60 nukleotidy, jejichž unikátní 

sekvence byly vybrány porovnáním s celým genomem. Specificita próby tvořené 25 

nukleotidy, které používá firma Affymetrix, Inc., se kontroluje použitím další próby, která 

má změněný 13. nukleotid a použitím více různých prób, které reprezentují jeden transkript. 

U tohoto typu čipu se používá pouze jedna fluorescenční značka. 

Hodnoty získané změřením intenzity fluorescence se použijí ke klastrové analýze. To je 

statistický přístup, který slouží k identifikaci genů se stejným vzorcem (pattern) exprese. 

V současné době již existuje široké spektrum různých typů analýzy těchto dat, ale 
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základními podtypy jsou tzv. “supervised learning“ a “unsupervised learning“. “Supervised 

learning“ je kontrolovaná analýza, která se používá k identifikaci genů korelujících se 

známými faktory (jako je podtyp malignity atd.), zatímco “unsupervised learning“ je analýza 

zcela automatická sloužící k identifikaci nových podskupin se společnou expresí genů.  

V Ý B Ě R  M O L E K U L  Z  E X P R E S N Í C H  P R O F I L Ů  

První výběr molekul jsme provedli z veřejně dostupných expresních profilů dětských ALL 

provedených v St. Jude Children´s Research Hospital v Memphisu (16, 21). Vybírali jsme 

molekuly korelující s genotypovou podskupinou nebo s rizikem relapsu onemocnění. Vybrali 

jsme geny, které vyšly jako korelující v původních statistických analýzách a v případě těchto 

studií jsme provedli také vlastní reanalýzu primárních dat, do které jsme zařadili pouze data 

získaná ze vzorků BCP ALL. Vynechali jsme tedy vzorky pacientů s T ALL, které byly 

v původní analýze zahrnuty. Pro tuto reanalýzu jsme vytvořili vlastní způsob zobrazení, 

který umožňuje identifikaci genů nejlépe korelujících s jednotlivými podtypy leukémie. Tato 

analýza také umožňuje srovnat prediktivní hodnotu určité molekuly při stanovení pomocí 

expresního profilování a pomocí průtokové cytometrie. Princip analýzy je nejsnáze 

pochopitelný na obr. 1c, příloha 1. Grafické znázornění korelace všech probe setů 

s genotypovými podskupinami bylo vytvořeno na základě stanovení optimálního cut offu 

genové exprese nejlépe oddělujícího dvě skupiny pacientů. Tento cut off byl vypočítán 

pomocí softwaru R (http://www.r-project.org). Pro každý gen (probe set) byla pro všechny 

možné hodnoty cut offu stanovena frekvence pozitivních (např. TEL/AML1pos) a negativních 

pacientů (TEL/AML1neg) s genovou expresí vyšší než je testovaný cut off. Jako optimální cut 

off byla zvolena hodnota, která vedla k nejlepší separaci dvou skupin, tzn. že bylo nejvyšší 

procento TEL/AML1pos a nejnižší procento TEL/AML1neg pacientů s expresí genu vyšší než 

tato hodnota cut offu. Při takovém cut offu je v grafickém zobrazení gen v co největší 

vzdálenosti od diagonály. Na ose x je znázorněno procento pozitivních (TEL/AML1pos) 

pacientů s hodnotou genové exprese vyšší než je cut off, na ose y procento negativních 

(TEL/AML1 neg) s hodnotou genové exprese pacientů vyšší než je cut off. V pravém dolním 

rohu je pak možné identifikovat nejlepší prediktory sledovaného genotypu s vysokou expresí 

a v levém horním rohu prediktory, které mají u sledovaného genotypu expresi nízkou. Na 

úhlopříčce leží geny, které s tímto genotypem nekorelují.  

Další molekuly byly vybrány ze studie Cario et al. (22), jejímž cílem bylo odhalit geny 

předpovídající odpověď na léčbu. Jako parametr vypovídající o tom, jak pacient odpovídá na 

léčbu, byla zvolena hladina minimální reziduální nemoci (MRN), takže byly srovnány 

expresní profily pacientů s nízkou a s vysokou hladinou MRN v den 33 a v týden 12 léčby. 
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Aby byla zajištěna homogenita souboru pacientů a eliminován vliv prognosticky odlišných 

genotypů, byli zařazeni pouze pacienti s DNA indexem 1 a bez přítomných fúzních genů 

BCR/ABL, MLL/AF4 nebo TEL/AML1. Použity byly nekomerční cDNA čipy se 43 000 

spoty, které reprezentují 30 000 genů.  

Práce Maia et al. (23) byla využita pro výběr molekul, jejichž exprese je vyšší u 

leukemických buněk než u normálních prekurzorů. V této studii bylo provedeno srovnání 

expresního profilu buněk B prekurzorové ALL a normálních B prekurzorů (definovány jako 

CD19pos Igκ/Igλneg buňky) za účelem nalézt potenciální cíle pro imunoterapii leukémií. 

Z korelujících genů jsme vybírali ty s vhodnou buněčnou lokalizací příslušného proteinu 

(tzn. nesecernované). Nejvíce byl výběr omezen komerční dostupností mAb nutných na 

detekci exprese vybraných molekul pomocí průtokové cytometrie. Reaktivita dostupných 

mAb byla testována na buněčných liniích a v periferní krvi. Exprese molekul s vhodnou 

mAb byla vyšetřována v diagnostických vzorcích kostní dřeně společně v kombinaci znaků, 

které umožňují odlišit v kostní dřeni leukemické buňky od buněk nemaligních.  

VÝSLEDKY A DISKUZE:  

M O L E K U L Y  V Y B R A N É  Z  E X P R E S N Í C H  

P R O F I L Ů  A  J E J I C H  S T A N O V E N Í  P O M O C Í  

P R Ů T O K O V É  C Y T O M E T R I E  

Přehled molekul korelujících s genotypovými podskupinami a vyšetřovaných 

v diagnostických vzorcích kostní dřeně je s výsledky analýzy podle vzdálenosti od 

úhlopříčky uveden v tabulce 1 a na obr.1a-f, příloha 2. 
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Tabulka 1. 

gen studie probe set 
vzdálenost od úhlopříčky 

x y x y 

   
TEL/AML1 MLL 

CD44 

Yeoh et al. 
40493_at 17,72 82,44 70 30,3 

2036_s_at 12,66 66,83 60 23,5 

Ross et al. 

204489_s_at 10,00 88,78 90 13,27 

204490_s_at 0,00 86,73 65 3,06 

212014_x_at 5,00 85,71 80 14,29 

229221_at 10,00 42,86 80 28,57 

CD27 
Yeoh et al. 38578_at 96,2 11,22 

  
Ross et al. 206150_at 95,00 11,22 

  
CD135 Ross et al. 206674_at 90 25,51 

  

   
BCR/ABL 

  
CD103 Ross et al. 205055_at 0 62,14 

  

CD49f 
Yeoh et al. 41266_at 86,67 25,28 

  
Ross et al. 201656_at 93,33 20,39 

  

CD99 

Yeoh et al. 41138_at 93,33 15,24 
  

Ross et al. 
201029_s_at 93,33 14,56 

  
201028_s_at 86,67 6,8 

  
IL-10RB Yeoh et al. 33228_g_at 46,67 86,99 

  

CD44 (Hermes, Pgp-1) 

CD44 je transmembránový glykoprotein, jehož gen je tvořen dvěma skupinami exonů. 

Exony 1-5 a 16-20 jsou vždy společně exprimovány jako standardní forma. 10 variabilních 

exonů (exony 6-15) může být alternativně sestřihováno (24, 25). Přítomnost CD44 byla 

původně popsána u hematopoetických buněk (26), ale dále byla nalezena na mnoha dalších 

typech buněk (27-29). Tato molekula slouží hlavně jako receptor pro kyselinu hyaluronovou 

(30), ale může vázat i jiné složky extracelulární matrix. Funguje tedy především jako 

adhezivní molekula, ale účastní se i přenosu signálu. Její interakce se stromálními buňkami 

kostní dřeně jsou důležité v průběhu lymfopoezy a hematopoezy (31, 32). CD44 se vyskytuje 

i v solubilní formě (sCD44), která vzniká hlavně odštěpením z buněčného povrchu (33). 

Popsána byla i exprese alternativně sestřižené formy CD44 bez transmembránové a 

cytoplasmatické domény, tedy mechanismus de novo syntézy sCD44 (34). CD44 je přítomna 

u mnoha solidních nádorů, kde je její zvýšená exprese spojována se špatnou prognózou 

např.karcinomu plic (35), prsu (36), ovariálního (37) a kolorektálního karcinomu (38). Se 

zvýšeným metastatických potenciálem a horší prognózou je často spojována jedna ze 

setřihových variant, CD44v6. Vyšší exprese byla popsána u karcinomu žaludku s vysokým 
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metastatickým potenciálem (39), u pacientů s akutní myeloidní leukémií s kratším přežitím 

(40), u ALL ze skupiny středního nebo vysokého rizika (41) a u mnohočetného myelomu 

s vysokým rizikem (42). 

Podle expresních profilů mají mít vysokou expresi CD44 pacienti s přestavěným MLL 

genem a pacienti s T ALL, kteří budou relabovat. Naopak nízkou expresi mají mít 

TEL/AML1pos pacienti. 

CD44 a TEL/AML1 

Prokázali jsme, že exprese CD44 je u TEL/AML1pos pacientů  statisticky významně nižší 

(obr.1a, příloha 1) než u ostatních pacientů s BCP ALL. V publikovaném souboru 56 

pacientů mělo 20 z 21 TEL/AML1pos pacientů méně než 30% CD44pos blastů. Mezi 35 

TEL/AML1neg pacienty měli pouze tři méně než 30% CD44 pos blastů (obr.1a., příloha 1). 

Nejvýrazněji se od tohoto pravidla odchýlil TEL/AML1pos pacient s 51% CD44pos buňkami, 

věk 3 roky, který byl dále netypický i tím, že měl vysokou leukocytózu, což je u tohoto 

genotypu výjimečné. Odlišoval se i výjimečně vysokou expresí CD66c (25% CD66cpos  

blastů je u TEL/AML1pos  genotypu vysoká hodnota). Nakonec u něj nemoc relabovala v 

centrálním nervovém systému, což je další neobvyklý fenomén u tohoto genotypu. Tento 

případ dobře koresponduje s publikovanými daty o špatné prognóze malignit s vysokou 

expresí CD44. To, že TEL/AML1pos leukémie jako prognosticky příznivá skupina se pojí s 

nízkou expresí CD44 a další prognosticky příznivá skupina hyperdiploidních leukémií ji má 

vysokou, naznačuje, že napříč jednotlivými genotypy není korelace s prognózou lineární a 

určitě se zde uplatňují i další faktory. 

CD44 a MLL 

MLLpos pacienti mají skutečně vysokou expresi CD44, ale nejedná se o vyšší intenzitu 

exprese, než mají ostatní TEL/AML1neg pacienti (obr.2a, příloha 1). Vysoká exprese CD44 

v expresním profilu skupiny pacientů s přestavěným MLL genem byla popsána ve více 

studiích (43, 44). Proto jsme studovali také hladinu sCD44, abychom zjistili, jestli koreluje 

s expresí povrchové formy. Mezi vyšetřenými 76 pacienty se podařilo stanovit sCD44  pouze 

u 2 MLLpos pacientů, ale vzhledem k tomu, že exprese sCD44 má podobný profil jako 

exprese povrchové formy (včetně statisticky významně nižší hladiny u TEL/AML1pos 

pacientů; obr.3, příloha 2), je pravděpodobné, že předpokládaná vyšší exprese u MLLpos 

pacientů není zkreslena zvýšeným uvolňováním solubilní formy. MLLpos leukémie mají 

pozitivní většinu blastů, proto mají statisticky významně vyšší expresi než MLLneg leukémie, 

které často exprimují CD44 pouze na části blastů nebo jsou negativní (TEL/AML1pos 

pacienti). Tímto způsobem je pravděpodobně ovlivněna i statistika dat z expresních profilů. 

Je však třeba vzít v úvahu i variantu, že vzhledem k nízkému počtu vyšetřených MLLpos 
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pacientů se v našem souboru náhodně vyskytli ti, kteří mají nižší expresi CD44 než je pro 

tuto skupinu ve skutečnosti typické. 

CD44 a T ALL 

Vzhledem ke krátké době sledování není zatím možné analyzovat vztah k riziku relapsu u 

pacientů s T ALL, ale vyšší expresi mají pacienti zařazeni na protokolu ALL IC-BFM 2002 

do skupiny s vysokým rizikem (obr.2b, příloha 1). 

CD27 (TNFRSF7, T cell activation antigen) 

CD27 je transmembránový glykoprotein, který patří do rodiny TNF receptorů. U lidí je 

exprimován na většině T buněk, dřeňových thymocytů (45) a na NK buňkách (46). 

Vzhledem k jeho expresi na somaticky mutovaných B buňkách je považován za znak 

paměťových B buněk (47). Exprese CD27 se zvyšuje při diferenciaci paměťových buněk do 

buněk plazmatických, které jsou vysoce pozitivní (48). Ligandem CD27 je molekula CD70 

(49), jejíž exprese je více regulována a nachází se pouze přechodně na aktivovaných T a B 

buňkách (50, 51). Signalizace přes CD27 je důležitá při kostimulaci T buněk, kterou spouští 

právě interakce s ligandem CD70 (52-54). Interakce CD27 a CD70 také reguluje syntézu 

IgG a IgM (53). CD27 na svém povrchu nesou také chronické B lymfocytární leukémie, 

folikulární lymfomy, lymfomy z plášťové zóny, lymfomy z marginální zóny sleziny (55) a 

leukémie z plazmatických buněk (56). CD27 je prognostickým znakem mnohočetného 

myelomu, kde je nízká exprese spojena s vysokým rizikem (57).  

Podle expresních profilů mají mít vysokou expresi CD27 TEL/AML1pos pacienti (16), což 

jsme potvrdili i na úrovni proteinu (58). V publikovaném souboru 56 pacientů mělo 20 z 21 

TEL/AML1 pos pacientů více než 30% CD27 pos blastů. Mezi 35 TEL/AML1neg pacienty měli 

pouze dva více než 30% CD27 pos blastů (obr.1a., příloha 1). CD27 tak tvoří spolu 

s molekulou CD44 dvojici velmi silných prediktorů tohoto genotypu, což jsme potvrdili i na 

další kohortě pacientů (obr.2, příloha 2). Analýza podle vzdálenosti od úhlopříčky navíc 

ukázala, že tyto dvě molekuly jsou jedněmi z nejsilnějších prediktorů tohoto genotypu vůbec 

(obr.1c, příloha 1). Je zde také zobrazena prediktivní hodnota CD44 a CD27 při stanovení 

pomocí průtokové cytometrie. Při tomto srovnání je vidět, že v případě těchto molekul je 

jejich prediktivní hodnota dostatečně silná na to, aby byla zachována i při jejich 

samostatném měření jinou metodou.  

Ukázalo se, že informace o expresi těchto molekul má význam i pro správné stanovení 

genotypu molekulárně genetickými metodami. Dva pacienti, jejichž fenotyp podle exprese 

CD44 a CD27 ukazoval na pozitivitu TEL/AML1, vyšli molekulárně geneticky (podle RT 
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PCR) TEL/AML1neg. Tento rozpor nás vedl ke konfrontaci s výsledky FISH (Fluorescence in 

situ hybridization), která přítomnost fúzního genu prokázala. Následná sekvenace cDNA 

prokázala, že oba pacienti měli blasty s dosud nepopsanými zlomovými místy v genu TEL, 

takže buňky nebyly zachytitelné běžně používanými diagnostickými systémy PCR. Tyto 

výsledky ukazují dosud často přehlíženou korelaci mezi genotypem maligních buněk a 

procentuálním složením jednotlivých subpopulací. Nově objevená varianta fúze TEL/AML1 

navíc ukazuje, že i zkrácená varianta fúzní molekuly TEL/AML1 je dostačující k zachování 

tohoto imunofenotypu. Kromě toho, že jsme CD27 a CD44 pro jejich význam při diagnostice 

leukémií zařadili do panelu antigenů rutině vyšetřovaných při diagnóze, zkoumali jsme i 

biologický význam jejich exprese na nemaligních buňkách (viz další část této dizertační 

práce). 

CD135 (FLT3, fms-related tyrosine kinase 3) 

CD135 má extracelulární doménu složenou z 5 imunoglobulinových domén, 

transmembránové části a dvou cytoplazmatických kinázových domén. Receptor je aktivován 

vazbou ligandu na extracelulární doménu, což vede k tvorbě homodimeru a autofosforylaci 

receptoru. Aktivovaná kináza dále fosforyluje a aktivuje efektorové molekuly 

v apoptotických, proliferačních a diferenciačních drahách hematopoetických buněk v kostní 

dřeni. Flt3 ligand se vyskytuje v membránové nebo solubilní formě a na úrovni proteinu byl 

detekován v T buňkách a stromálních fibroblastech mikroprostředí kostní dřeně. CD135 je 

přítomna na CD34pos buňkách kostní dřeně a to především na těch, které diferencují do 

myelomonocytární linie. CD135pos je i část CD34neg buněk: kromě malé části CD10pos 

prekurzorů B buněk jsou to hlavně nezralé CD115posCD14neg monocytární buňky (59). Za 

fyziologických podmínek je CD135 protoonkogen, který může zvyšovat přežívání a 

proliferaci leukemických blastů. Je exprimován u řady hematologických malignit jako ALL 

a 70-80% AML (60, 61). Aberantně aktivovaná dráha v důsledku mutace CD135 byla 

pozorována u 30% AML (62).  

Vysoká exprese CD135 byla identifikována v expresním profilu pacientů s přestavěným 

genem MLL (44, 63). Pacienti s přestavěným genem MLL mají statisticky významně vyšší 

expresi CD135, ale pozitivní jsou i někteří MLLneg  pacienti (obr.4a, příloha 2.). Výrazně 

pozitivní jsou MLLneg  pacienti s proB leukémií (obr.4b, příloha 2), což může znamenat, že 

mají přestavbu MLL genu, která nebyla vyšetřena nebo identifikována, ale spíše to odráží 

původ proB leukémií z časnějších diferenciačních stádií. Naopak nižší expresi CD135 mají 

TEL/AML1pos pacienti, jak už bylo popsáno dříve (64). U ALL byla vysoká exprese CD135 

kromě pacientů s přestavěným genem MLL popsána i u hyperdiploidních ALL. Tito pacienti 
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mají konstitutivně aktivovanou flt3 kinázu. V našem souboru pacientů jsme u 

hyperdiploidních pacientů také pozorovali vyšší expresi CD135, ale byla variabilnější a u 

části pacientů byla pozitivní jen část blastů.  

CD247 (CD3/T-cell receptor zeta)  

CD3 zeta podjednotka tvoří společně s podjednotkami CD3 gama, delta a epsilon a 

s alfa/beta nebo gama/delta heterodimery T buněčný receptorový komplex. CD3 zeta řetězec 

je exprimován také v NK buňkách (65), ale ne v nemaligních B buňkách. V rámci 

hyperdiploidní ALL by exprese CD247 měla být vyšší u pacientů, kteří budou relabovat. 

CD247 je u BCP ALL přítomna v různých intenzitách exprese (obr.5, příloha 2) Korelaci 

s rizikem relapsu bude možné analyzovat až po dostatečně dlouhé době sledování. 

CD49f (integrin alfa-6) 

CD49f se vyskytuje jako součást heterodimeru integrinů alfa-6/beta-4 (TSP180) nebo alfa-

6/beta-1 (VLA6). Heterodimer alfa-6/beta-4 se nachází hlavně na epiteliálních buňkách a 

slouží jako ligand pro většinu známých lamininů (66). Jeho hlavní funkcí je především 

udržování integrity epitelií, hlavně epidermis (67). Integrin alfa-6/beta-4 je důležitý pro 

tvorbu hemidesmozómů. Jeho exprese také zvyšuje invazivní vlastnosti buněk 

kolorektálního karcinomu (68). Protože v kostní dřeni jsou přítomny některé isoformy 

lamininů (69-71) a u progenitorů hematopoetických buněk byla prokázána exprese CD49f 

(72), předpokládá se, že vazba mezi CD49f a těmito lamininy reguluje některé funkce 

hematopoetických buněk. Úloha CD49f při homingu hematopoetických kmenových buněk 

do kostní dřeně již byla popsána na myším modelu (73). 

Podle expresních profilů by měli CD49f více exprimovat BCR/ABLpos pacienti (21). 

Průtoková cytometrie sice ukázala statisticky významně vyšší expresi než u BCR/ABLneg  

pacientů, ale i mezi těmi je řada s vysokou expresí CD49f (obr.6a, příloha 2). Velmi 

heterogenní expresi mají TEL/AML1pos pacienti. Naopak vždy negativní jsou pacienti 

s přestavěným genem MLL, a to bez ohledu na to, zda se jedná o proB leukémie, které 

naopak v rámci MLLneg  pacientů CD49f exprimují (obr.6b, příloha 2). Podle studie Caria et 

al. (22) má vysoká exprese CD49f korelovat se špatnou odpovědí na léčbu. Podle našich 

předběžných výsledků pacienti, kteří špatně odpovídají na prednison (PPR) mají skutečně 

vyšší expresi CD49f než pacienti s dobrou odpovědí na léčbu (PGR) (obr. 6c, příloha 2). Je 

tedy možné, že analýza dat Ross et al. (21), která tuto molekulu označila jako prediktor 

BCR/ABL genotypu je zkreslena faktem, že téměř všichni tito pacienti odpovídají špatně na 

léčbu. 
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Interleukin 10 receptor beta (IL10RB, IL-10R2) 

Tato molekula je přídatný řetězec receptoru pro IL-10 nezbytný pro aktivní receptorový 

komplex. Koexprese tohoto proteinu a IL10RA je nutná pro přenos signálu spuštěného 

vazbou IL-10. Tento gen a geny pro interferonové receptory jsou lokalizovány na malém 

úseku chromosomu 21. Vazba interleukinu-10 spouští signalizaci přes tyrozinové Janus 

kinázy (JAK)1 a Tyk2. JAK1 je asociovaná s IL-10R1 a Tyk2 s IL-10R2. IL-10R2 tvoří také 

společně s IL-22R1 receptor pro IL-22, s IL-20R1 receptor pro IL-26 a s IFN-λR1 receptor 

pro IFN-λ (74). 

Nižší exprese IL-10RB měla podle expresního profilu korelovat s přítomností fúzního genu 

BCR/ABL. Tuto korelaci jsme na úrovni proteinu nepotvrdili, protože exprese IL-10RB je 

poměrně nízká i u dalších podskupin BCP ALL (obr.7, příloha 2).  

CD99 (MIC2) 

Tato molekula je přítomná na thymocytech, T buňkách a dalších hematopoetických buňkách. 

Účastní se mezibuněčné adheze a aktivace. Ligace CD99 na CD4posCD8pos thymocytech 

stimuluje jejich homotypickou agregaci (75). Ligace CD99 na periferních T buňkách spouští 

kostimulační signál (76, 77). V rámci B řady byla exprese CD99 popsána na časných 

progenitorech v kostní dřeni a v průběhu diferenciace se postupně snižuje (78). 77% BCP 

ALL a 13% zralých B leukémií jsou pozitivní (79), proto byla tato molekula v naší laboratoři 

zařazena mezi znaky vyšetřované při sledování minimální reziduální nemoci. Nezralé 

thymocyty mají nižší exprese než zralé T buňky. U T ALL je intenzita exprese vyšší než u 

normálních T buněk (80). 

Pacienti s fúzním genem BCR/ABL měli mít vyšší expresi CD99, což jsme potvrdili i pomocí 

průtokové cytometrie (obr.8, příloha 2). 

CD103 (integrin alfa E) 

Tento integrin tvoří komplex s beta7 podjednotkou a nachází se na intraepiteliálních T 

buňkách, monocytech z periferní krve a aktivovaných T a B buňkách (81, 82). Podle Ross et 

al. (21) měla být exprese CD103 snížená u BCR/ABLpos pacientů, ale na úrovni proteinu 

nebyla detekována jeho exprese u žádné z vyšetřených BCP ALL (obr 9, příloha 2). 
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Inducible T-cell co-stimulator ligand (ICOS-L) 

Ligand jedné z kostimulačních molekul (ICOS) důležité při regulaci proliferace T buněk je 

exprimován na monocytech (83).  

Vysoká exprese ICOS-L měla korelovat s dobrou odpovědí na léčbu, ale na leukemických 

buňkách ji nebylo možné na úrovni proteinu detekovat vůbec (obr 10, příloha 2). Pozitivitu 

v expresních profilech mohla způsobit kontaminace nemaligními buňkami.  

TNFR2 (tumor necrosis factor receptor superfamily, member 

1B) 

TNFR2 je jeden z proteinů z receptorové superrodiny TNF. Tento protein a TNF-receptor 1 

tvoří heterokomplex, který zprostředkuje aktivaci dvou antiapoptotických proteinů (c-IAP1 a 

c-IAP2). Účastní se kostimulace  aktivace T buněk (84, 85). 

Vysoká exprese TNFR2 měla podle expresního profilu korelovat s dobrou odpovědí na 

léčbu, ale podobně jako v případě molekuly ICOS-L byla na úrovni proteinu negativní (obr 

10, příloha 2). I zde je možné, že analýza byla zkreslena kvůli kontaminaci vzorku pro 

expresní profilování nemaligními buňkami.  

CD97 (TM7LN1) 

CD97 patří do EGF-TM7 rodiny (EGF=epidermální růstový faktor). Je to glykoprotein 

přítomný na povrchu většiny aktivovaných leukocytů (lymfocyty, granulocyty, monocyty, 

makrofágy a dendritické buňky) (86). Exprese CD97 byla již popsána u různých typů 

malignit jako karcinom štítné žlázy (87), kolorektální karcinom (88), karcinom žaludku, 

pankreatu a jícnu (89). Exprese CD97 je spojována se zvýšenou schopností migrace 

nádorových buněk (88, 89). Exprese CD97 má být podle expresních profilů vyšší u 

leukemických buněk než na nemaligních prekurzorech (23) a podle této studie má být tato 

molekula u leukémií jedním z nově odhalených antigenů  specifických pro maligní buňky. 

Většina vyšetřených pacientů tuto molekulu exprimuje, ale v některých případech jen na 

části blastů (56±32%, n=24). Navíc je CD97pos také malá část nemaligních CD10pos B 

prekurzorů v kostní dřeni. Pouze částečná exprese na leukemických buňkách společně 

s možností exprese na nemaligních prekurzorech znemožňuje použití této molekuly např. při 

detekci minimální reziduální nemoci. Jedním z problému analýzy expresních dat je právě 

fakt, že označí rozdílně exprimované znaky, ale nelze dobře odhadnout, jakou povahu bude 

mít exprese. Stačí totiž, aby byla molekula exprimována jen malou částí nemaligních buněk, 
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tak jako v případě této molekuly a už je značně omezeno či znemožněno její využití jako 

znaku maligních buněk.  

P R Ů T O K O V Á  C Y T O M E T R I E  V S .  E X P R E S N Í  

P R O F I L O V Á N Í  

Cílem naší studie bylo najít mezi korelujícími geny, které odhalilo expresní profilování, 

takové, jejichž expresi na úrovni proteinů lze vyšetřovat pomocí průtokové cytometrie. Ta je 

v diagnostice leukémií spolu s cytologickou morfologií, cytogenetikou a molekulární 

genetikou standardně používanou metodou. 

Do vyšetřování u diagnostických vzorků dětské ALL bylo dosud zařazeno 11 molekul 

vybraných  podle dat z expresního profilování. Dvě z nich jsou použitelné jako velmi dobré 

prediktory přítomnosti fúzního genu TEL/AML1 (CD44, CD27). U třech molekul byla sice 

také potvrzena korelace, která vyšla v expresních profilech, ale nejedná se o tak spolehlivé 

znaky (CD49f, CD135, CD99). Poměrně časté jsou totiž případy, kdy jsou exprimovány i na 

buňkách pacientů z jiných genotypových podskupin, než u těch, se kterými mají korelovat. U 

dalších třech molekul jsme zjistili, že na úrovni proteinu nejsou na leukemických buňkách 

exprimovány (CD103, ICOS-L a TNFR2). Může se jednat o problém interpretace dat 

z expresních profilů, kdy je v analyzovaných diagnostických vzorcích kostní dřeně přítomna 

příměs nemaligních buněk, které tyto molekuly exprimují. Prediktivní hodnoty molekul 

CD247 pro relaps hyperdiploidní ALL a molekuly CD44 pro relaps T ALL nebyly dosud 

zhodnoceny vzhledem ke krátké době sledování. Nejlepší prediktory jsme nalezli pro 

genotyp TEL/AML1. Zdá se, že tito pacienti tvoří homogennější skupinu, než je tomu u 

ostatních genotypů. Je to dobře patrné z naší reanalýzy dat podle vzdálenosti od úhlopříčky. 

V grafu, který ukazuje geny nejlépe definující TEL/AML1pos genotyp se jich nachází 

podstatně více ve větší vzdálenosti od úhlopříčky, než je tomu u ostatních skupin (obr.1a-f, 

příloha2). Právě kvůli větší heterogenitě ostatních podtypů může být problém najít molekuly, 

jejichž exprese je bude spolehlivě definovat. U BCR/ABLpos pacientů bylo popsáno ve studii 

Fine et al.(43), že při klastrové analýze se jedna skupina odděluje zvlášť a druhá tvoří klastr 

s pacienty nesoucími fúzní gen MLL. Výhodou naší metody, která umožňuje identifikaci 

korelujících genů podle vzdálenosti od úhlopříčky je, že všechny geny (probe sety) vidíme v 

jednom grafickém zobrazení a proto je možné se vyjádřit k množství korelujících genů ve 

srovnání s ostatními podskupinami. Tato metoda byla v naší pracovní skupině následně 

použita i v analýze expresních dat ve studii Starkové et al., která se zabývala identifikací 

genů regulovaných fúzním genem TEL/AML1 (90). Zatímco naše studie směřuje k využití 

dostupných dat z expresních profilů pro nalezení nových diagnostických znaků, laboratoře, 
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které se na tuto metodu u leukémií specializují, se pokoušejí o její standardizaci. Ta má vést 

k zavedení této metody do diagnostiky leukémií. Standardizace probíhá ve dvou fázích. 

Nejprve mají být identifikovány geny klíčové pro určení podtypu leukémie, případně geny, 

jejichž exprese bude předpovídat odpověď na léčbu a riziko relapsu. Tím by se zúžil počet 

genů, jejichž exprese se pomocí expresního profilování vyšetřuje z tisíců na stovky. Takto 

zúžený počet genů by měl být přítomný na čipu určeném speciálně pro diagnostiku leukémií. 

Splnění tohoto cíle je pravděpodobně reálné. Těžko si lze ale v praxi představit, že tato 

metoda by měla nahradit všechny stávající techniky používané v diagnostice leukémií. 

Velkou překážkou by pravděpodobně byla časová náročnost provedení. Tu by ještě 

prodloužilo sortování leukemických buněk z diagnostického vzorku, který kromě maligních 

buněk obsahuje i různé množství buněk nemaligních. Práce zabývající se vlivem 

kontaminace na falešně identifikované geny, určila jako kritickou hranici v případě 

leukemického vzorku 90% maligních buněk (91). Např. v diagnostických vzorcích 

zpracovaných v naší laboratoři bylo průměrně 75±21% leukemických buněk (n=360) a 74% 

pacientů mělo méně než kritických 90% blastů. Kontaminace nemaligními buňkami je tedy 

častým jevem. Po odebrání vzorku dochází k postupné degradaci RNA, proto je třeba 

zpracovat ho co nejdříve. Vzhledem k tomu, že vzorky kostní dřeně jsou do 

specializovaných laboratoří přepravovány a často zpracovávány až druhý den, v běžné 

klinické praxi by se při použití expresního profilování jako diagnostické metody jednalo o 

významný problém. Pro zpracování vzorku pro průtokovou cytometrii není tak kriticky 

důležitá jeho kvalita, což je spolu s rychlostí provedení této metody její velkou výhodou. 

Také následná statistická analýza používaná pro analýzu dat z expresního profilování by 

mohla způsobit přehlédnutí některých výjimečně se vyskytujících znaků, nebo vést ke 

špatnému zařazení pacienta např. v případě hybridních leukémií. 
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ČČÁÁSSTT  IIII::   CCDD4444   AA  CCDD2277   ––   NNOOVVÉÉ  ZZNNAAKKYY  

CCHHAARRAAKKTTEERRIIZZUUJJÍÍCCÍÍ  DDIIFFEERREENNCCIIAAČČNNÍÍ  SSTTÁÁDDIIAA  

BB   BBUUNNĚĚKK   

ÚVOD: 

N E M A L I G N Í  H E M A T O P O E Z A  –  V Ý V O J  B  

L Y M F O C Y T Ů  

Hematopoetické buňky jsou odvozeny z pluripotentních hematopoetických kmenových 

buněk. Z nich vznikají myeloidní a lymfoidní prekurzory. Myeloidní prekurzory diferencují 

do erytroidní, megakaryocytární, granulocytární a monocytární řady. Z lymfoidních 

prekurzorů se vyvíjí NK, T a B buňky. Objevují se studie, které toto dlouho používané 

schéma různě modifikují. Např. Adolfsson et al. (92) identifikovali prekurzor, který má 

potenciál dát vznik granulocytární, monocytární a lymfoidní linii, ale nemohou se z něj 

vyvíjet erytrocyty a megakaryocyty.  

Vývoj lidských B buněk z hematopoetických kmenových buněk se odehrává nejprve ve 

fetálních játrech a později v kostní dřeni. Prostředí kostní dřeně, ve kterém dochází 

k diferenciaci, je tvořeno stromálními buňkami. Pro stimulaci diferenciace směrem k B 

buňkám je klíčová exprese transkripčních faktorů jako je Pax-5 a EBF (early B cell factor). 

Výsledkem diferenciace má být vznik buňky nesoucí na svém povrchu antigenně specifický 

B buněčný receptor. Tento proces, při kterém dochází k přeskupování V, D a J segmentů 

imunoglobulinových genů začíná již v časném stádiu vývoje B buněk. V(D)J rekombinace 

začíná v genech pro těžké imunoglobulinové řetězce (IGH). Nejprve dochází k přeskupení 

DH k JH oblasti. Pomocí enzymů RAG-1 a RAG-2 vznikají dvouřetězcové zlomy DNA. 

Protože enzymy RAG štěpí DNA asymetricky, ke kratšímu řetězci jsou přidány nukleotidy 

komplementární s koncem delšího řetězce, aby mohlo dojít k ligaci zlomu. Tyto tzv. P 

nukleotidy jsou jedním z mechanismů vzniku receptorové diverzity. Dalším mechanismem je 

připojení až 20 tzv. N nukleotidů, které zprostředkuje enzym terminální deoxynukleotidyl 

transferáza (TdT). Dalším krokem V(D)J rekombinace je přeskupení VH k DJH oblasti, které 

vede ke vzniku VDJH exonu. Výsledkem úspěšného přeskupení IGH je exprese pre-B 
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receptoru. Tento proteinový komplex tvoří těžký řetězec imunoglobulinu, náhradní lehký 

řetězec sestávající z proteinů VpreB (CD179a) a λ5 (CD179b) a heterodimer Igα a Igβ, který 

slouží k přenosu signálu (93). Podle publikovaných modelů není pro spuštění signalizace 

nutná vazba ligandu, ale agregace alespoň dvou receptorů na buněčném povrchu (94-96). 

Signalizace zprostředkovaná pre-B receptorem vede k proliferaci buněk a k potlačení 

exprese enzymů rekombinačního aparátu, které je důležité k eliminaci vzniku náhodných 

DNA zlomů při replikaci. Následně se přeskupují geny pro lehké imunoglobulinové řetězce 

(IGL). Toho se stejně jako při přestavování IGH účastní enzymy RAG, ale už ne enzym TdT, 

který už není v tomto diferenciačním stádiu téměř přítomen (97). Pokud je výsledkem 

přeskupení IGL exprese funkčního lehkého imunoglobulinového řetězce, který vytvoří 

komplex s těžkým imunoglobulinovým řetězcem, buňka na svém povrchu exprimuje B 

buněčný receptor tvořený molekulou imunoglobulinu. Buňka je v tomto stádiu vývoje 

připravena opustit kostní dřeň jako naivní B buňka.  

V názvosloví vývojových stádií B buněk dosud nepanuje shoda. Používá se jich několik 

v rámci vývoje lidských B buněk a další pak u myšího modelu. Nejpoužívanější názvosloví u 

lidí jsou podle prací LeBiena (98) a Lokena et al. (99), která jsou shrnuta v tabulce 1 (str. 62, 

příloha 3). Tabulka obsahuje i přehled molekul, jejichž exprese jednotlivá stádia provází. 

Důležité je nalezení paralely mezi výše popsanými kroky diferenciace a expresí těchto 

molekul, které pak lze využít k analýze diferenciačních stádií např. pomocí průtokové 

cytometrie, tak jako v naší práci.  

Jako znak nejčasnějšího diferenciačního stádia se využívá molekula CD34. CD34 je 

povrchový glykoprotein typu sialomucinu, který se účastní buněčné adheze. Tato molekula 

je přítomna na hematopoetických kmenových buňkách, proto se využívá k posuzování 

kvality štěpů kostní dřeně před jejich transplantací. Tato molekula přetrvává i na časných 

vývojových stádiích B řady, kdy buňky získávají molekuly CD10 a CD19.  

CD19 je obecným znakem B řady ve všech stádiích vývoje B buněk, které ho ztrácí až jako 

zralé plazmatické buňky. Její extracelulární část je tvořena dvěma doménami 

s imunoglobulinovou strukturou. Koligace CD19 a B buněčného receptoru hraje důležitou 

úlohu při signalizaci přes tento receptor.  

CD10, jak napovídá její alternativní název (CALLA, z common acute lymphocytic leukemia 

antigen), je molekula vysoce exprimovaná u většiny BCP ALL, což z ní činí důležitý znak 

využívaný v diagnostice leukémií. Její exprese provází také časná stádia vývoje B buněk, na 

kterých se objevuje pravděpodobně ještě o něco dříve než molekula CD19 (100). 

V hematopoetickém systému je přítomná také na granulocytech (101), ale nachází se i na 

dalších tkáních, např. na epitelu glomerulů. Tento glykoprotein je membránová 
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metaloendopeptidáza (též známá jako enkefalináza), která štěpí a tím inaktivuje několik 

peptidových hormonů jako glukagon, enkefaliny, oxytocin a další (102, 103).  

Ke ztrátě molekuly CD34 dochází po přestavění genů pro těžké imunoglobulinové řetězce. 

Buňky s přestavěnými geny pro lehké imunoglobulinové řetězce již nenesou molekulu 

CD10, jejíž exprese se v průběhu diferenciace postupně snižuje a buňky získávají molekulu 

CD20. Tento povrchový protein z rodiny MS4A je na B buňkách přítomen, dokud se z nich 

v konečném stádiu jejich diferenciace nestanou plazmatické buňky. CD20posCD10neg  

subpopulace v kostní dřeni představuje buňky s přestavěnými IGH a IGL, exprimující B 

buněčný receptor a připravené opustit kostní dřeň a částečně také recirkulující B buňky. 

Vyšetření kombinace výše uvedených povrchových molekul v kostní dřeni umožňuje 

sledování nemaligní i maligní B lymfopoezy. 

CÍLE: 

Cílem bylo zjistit, jestli je molekula CD27 přítomna na nemaligních B prekurzorech a dále 

zmapovat expresi molekul CD44 a CD27 v průběhu diferenciace B buněk v kostní dřeni. 

METODY: 

Metody použité v této části práce jsou podrobně rozebrány v příloze 3. 

VÝSLEDKY A DISKUZE: 

Vzhledem k tomu, že CD27 je v rámci B řady považována za znak paměťových B buněk, 

zajímalo nás, zda je její přítomnost na leukemických B prekurzorech (viz kapitola Molekuly 

vybrané z expresních profilů a jejich stanovení pomocí průtokové cytometrie) případem 

asynchronní exprese. Jako asynchronní expresi označujeme situaci, kdy leukemická buňka 

exprimuje molekulu, která se normálně vyskytuje v jiném stádiu vývoje, než ze kterého je 

leukémie odvozena. Použití polychromatické průtokové cytometrie nám umožnilo zjistit, zda 

je tato molekula přítomna v průběhu diferenciace B buněk v kostní dřeni. Překvapivě se 

ukázalo, že na části CD19posCD10pos B prekurzorů se molekula CD27 skutečně nachází. Naše 

práce tedy jako první ukázala, že CD27 není u lidí v rámci B řady výhradně znakem 

paměťových buněk, ale nachází se už v časném stádiu jejich vývoje. Exprese CD27 

v časném stadiu diferenciace byla popsána na myších hematopoetických kmenových 

buňkách (104). U leukemických a nemaligních prekurzorů ji po nás popsala také Nilsson et 

al. (105). Expresi CD27 jsme v nemaligní kostní dřeni vyšetřili v kombinaci s molekulou 

CD44, abychom zjistili, jestli jsou zde přítomné CD44negCD27pos (27SP) imunofenotypové 
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protějšky TEL/AML1pos leukemických buněk. Tuto subpopulaci jsme mezi B prekurzory 

identifikovali. Rovněž jsme identifikovali CD44posCD27neg (44SP) imunofenotypové 

protějšky TEL/AML1neg leukemických buněk a dále CD44posCD27pos (27/44DP) a 

CD44negCD27neg (27/44DN) buňky, které jsou u leukémií vzácné (obr.1, příloha 3). V 

zastoupení těchto subpopulací v rámci CD19posCD10pos B prekurzorů dominuje 27/44DN 

subpopulace, méně je 44SP buněk a minoritní zastoupení mají 27SP a 27/44DP subpopulace 

(obr.2, příloha 3). Polychromatická průtoková cytometrie nám dále umožnila přesněji zjistit, 

v jakých stádií diferenciace se tyto subpopulace náchází. Expresi CD44 a CD27 jsme 

stanovili společně se známými výše popsanými diferenciačními znaky B buněk CD19, 

CD34, CD10, CD20, intracelulární TdT (iTdT), intracelulární VpreB (iCD179a) a 

intracelulární IgM (iIgM). Nejvyšší zastoupení CD34pos buněk je v 27SP subpopulaci a dále 

klesá v 27/44DP, 44SP a 27/44DN subpopulacích (obr.3A,B, příloha 3). Podobnou 

dynamiku má přítomnost CD10++ buněk, která je nejvyšší ve 27SP subpopulaci, nižší ve 

27/44DP a velmi nízká ve 44SP a 27/44DN subpopulacích (obr.3C,D, příloha 3). Podle 

exprese CD34 a CD10 se jednotlivé subpopulace nachází v různých diferenciačních stádiích, 

což potvrdila i exprese intracelulárních diferenciačních antigenů. Postupně se snižuje exprese 

iTdT a iCD179a a zvyšuje se exprese intracelulárního iIgM (obr.4, příloha 3). Stanovili jsme 

také expresi enzymů rekombinačního aparátu (TdT a RAG-1) na úrovni mRNA 

v sortovaných subpopulacích pomocí reverzně transkriptázové polymerázové řetězové 

reakce v reálném čase (RQ-RT-PCR). Stejně jako na proteinové úrovni klesá se ztrátou 

exprese CD27 hladina TdT (obr.5A, příloha 3). Nejvyšší expresi RAG-1 mají 27SP buňky, 

nejnižší je ve 27/44DP buňkách a dále stoupá ve 44SP a 27/44DN buňkách (obr.5B, příloha 

3). Exprese RAG-1 se v průběhu diferenciace B buněk snižuje po přestavění genů pro těžký 

imunoglobulinový řetězec ve stádiu velkých proliferujících buněk. Domníváme se, že tento 

mechanismus má utlumit aktivitu rekombinačního aparátu a zabránit tak poškození DNA 

v proliferujících buňkách. Analýza velikosti buněk ve sledovaných subpopulacích stanovená 

jako zastoupení buněk s vysokým FSc ukázala, že mezi 27/44DP buňkami je nejvyšší 

zastoupení velkých buněk (obr.6, příloha 3). To koresponduje s nízkou hladinou RAG-1 

v těchto buňkách a s naším předpokladem, že 27/44DP subpopulace odpovídá stádiu velkých 

proliferujcích buněk. To považujeme za poměrně významné zjištění, protože toto stádium 

nebylo dosud dostatečně imunofenotypově definováno. Bylo sice popsáno, že tyto buňky 

exprimují povrchový VpreB, ale pouze jejich určitá část(97). Enzymy rekombinačního 

aparátu se účastní přestavování genů pro těžké a lehké imunoglobulinové řetězce. Pomocí 

multiplexové RQ-PCR byla zjištěna přítomnost kompletních přestaveb genů pro těžké 

imunoglobulinové řetězce ve všech sortovaných subpopulacích. To znamená, že 

přestavování IGH probíhá nebo bylo dokončeno už v nejčasnějším sledovaném 
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diferenciačním stádiu, 27SP buňkách. Přestavby genů pro lehké imunoglobulinové řetězce, 

které byly stanoveny pomocí detekce intron RSS-Kde jsou přítomny až ve 44SP a 27/44DN 

buňkách (obr.7, příloha 3). Tyto výsledky korespondují s expresí enzymů rekombinačního 

aparátu. 27SP subpopulaci tedy tvoří buňky přestavující nebo s přestavěným IGH, 27/44DP 

se nachází ve stádiu velkých proliferujících buněk a 44SP a 27/44DN jsou buňky přestavující 

IGL. 

Podle exprese molekul CD44 a CD27 jsou nemaligními protějšky TEL/AML1pos leukémií 

buňky v časnějším stádiu diferenciace než v případě TEL/AML1neg  leukémií. Je zajímavé, že 

u TEL/AML1pos leukémií byla zjištěna vyšší četnost přestaveb genů pro T buněčný receptor 

(TCR) a imunoglobuliny (tabulka 1, příloha 5) (106). Tento imunogenotyp nemusí nutně 

odrážet původ ze zralejších buněk, ale je možné ho vysvětlit vysokou aktivitou 

rekombinačního aparátu v TEL/AML1pos leukemických buňkách. Podle naší reanalýzy dat 

z expresních profilů (16) mají tyto leukémie vyšší expresi genu pro RAG-1 (odstavec 4.3, 

příloha 5). Také jejich imunofenotypové protějšky založené na expresi CD44 a CD27 mají 

vyšší expresi RAG-1 a TdT než imunofenotypové protějšky TEL/AML1neg leukémií. 

Leukemické buňky s vysokou rekombinační aktivitou tak mohou dále přestavovat geny pro 

TCR a imunoglobulinové řetězce. 

Souvislost exprese CD27 a změn v genech pro imunoglobuliny podporuje fakt, že u B buněk 

se CD27 znovu objevuje v průběhu somatických hypermutací a zůstává přítomna na povrchu 

paměťových buněk. My jsme v kostní dřeni mezi CD20posCD10neg  (nejvíce diferencované 

buňky v kostní dřeni) buňkami detekovali buňky nesoucí molekulu CD27. Pravděpodobně se 

jedná o recirkulující paměťové B buňky. Možnost migrace paměťových buněk do kostní 

dřeně byla popsána již dříve (107). 

Nilsson et al. (105) popsala vysokou expresi CD27 na CD34pos buňkách, které ještě nenesou 

CD19, tedy na hematopoetických kmenových buňkách, stejně jako bylo popsáno u myší. My 

jsme však takových buněk pozorovali jen velmi málo a ty navíc byly CD10pos tedy 

pravděpodobně již patřily k buňkám B řady (100). Procento CD27pos buněk významně 

vzrostlo na CD34pos buňkách nesoucích CD19. Naše data tedy ukazují, že u lidí provází 

exprese CD27 časnou fázi diferenciace buněk směrem k B řadě a dynamika její exprese 

v těchto fázích vývoje se zcela neshoduje s expresí u myšího modelu. 

Možná úloha CD27 na prekurzorech je regulace apoptózy, protože zapojení CD27 

v apoptotických kaskádách už bylo popsáno. Podle některých modelů je antiapoptotické, 

podle jiných naopak proapoptotické. Stimulace CD27 v primární kultuře leukémie 

z plazmatických buněk měla antiapoptotický efekt (56). Byla také popsána asociace CD27 

s TRAF2 a TRAF7 vedoucí k aktivaci NF-κB (108). Apotóza hraje navíc v časném stádiu 
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vývoje B buněk významnou roli, protože takto umírají buňky, které nejsou úspěšné při 

přestavování genů pro imunoglobulinové řetězce. Nolte et al., kteří se zabývali úlohou 

exprese CD27 na myších progenitorech, vyslovili hypotézu, že může hrát úlohu pří regulaci 

vzniku autoreaktivních B buněk (109). Pokud je imunitní systém vystaven antigenní 

stimulaci (např. v průběhu infekce), zvýší se exprese CD70 na T buňkách. Vzhledem k tomu, 

že tato molekula je ligandem CD27, domnívají se, že aktivované T buňky nesoucí CD70 

mohou při recirkulaci v kostní dřeni blokovat proliferaci B prekurzorů prostřednictvím 

interakce CD70 s CD27. Tento předpoklad mají experimentálně podložený pouze 

pozorováním, že CD27-/- progenitory proliferují rychleji, extrapolace k fyziologickým 

mechanismům je jinak pouze spekulativní. 

Podle našich výsledků se v průběhu vývoje B buněk dvakrát snižuje exprese CD44. Zatímco 

většina CD34pos buněk je CD44pos, její exprese klesá společně se získáním CD10 a CD27 

(obr.8, příloha 3). Nejčasnější B prekurzory tedy tuto molekulu na svém povrchu nenesou až 

do doby, kdy úspěšně přestaví IGH a stanou se velkými proliferujícími buňkami, které jsou 

CD44pos. U buněk s přestavěnými IGL její exprese opět klesá. Buňky jí však pravděpodobně 

potřebují v době, kdy opouští kostní dřeň, protože všechny CD20posCD10neg buňky (tedy 

nejvíce diferencované B buňky před opuštěním kostní dřeně, nebo recirkulující B buňky) ji 

na svém povrchu opět nesou. Dynamika exprese CD44 je pravděpodobně výsledkem 

migrace buněk mezi takzvanými niche ve stromatu kostní dřeně, ve kterých procházejí 

buňky různými stádií diferenciace. Experimentálně bylo prokázáno, že zablokování CD44 

pomocí monoklonální protilátky vede k inhibici hematopoezy (110). Dworzak et al., označili 

ve své práci tuto molekulu jako vhodný znak ke sledování minimální reziduální nemoci. U 

BCP ALL totiž popsali aberantně nižší expresi než u normálních prekurzorů (111). Tato data 

jsou v rozporu s naším pozorováním, které nám umožnilo použití polychromatické 

průtokové cytometrie. Z našich výsledků je patrné, že intenzita exprese se v průběhu 

diferenciace mění od negativity do pozitivity přibližně ve stejném rozsahu v jakém ji 

exprimují leukemické buňky (od negativity u TEL/AML1pos až po různé stupně pozitivity 

TEL/AML1neg pacientů). 

Podle našich výsledků tedy přítomnost molekul CD44 a CD27 na B prekurzorech v kostní 

dřeni provází stádia diferenciace B prekurzorů.  Stanovení jejich exprese lze tedy dobře 

využít k přesnějšímu určení, v jakém stádiu vývoje se B buňka nachází. Prokázaná 

přítomnost molekuly CD27 v časném stádiu vývoje B prekurzorů znemožňuje využití této 

molekuly ke sledování minimální reziduální nemoci u TEL/AML1pos pacientů, kteří tuto 

molekulu typicky exprimují. CD44negCD27pos imunofenotyp těchto leukémií by mohl svědčit 

o tom, že jsou odvozeny z časnějšího stádia diferenciace než TEL/AML1neg leukémie.
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ČČÁÁSSTT  IIIIII::   CCDD6666CC  

ÚVOD: 

Molekuly přítomné na buňkách BCP ALL se z velké části shodují s povrchovými 

molekulami normálních lymfoidních prekurzorů. Maligní lymfoblasty však často exprimují 

některé znaky myeloidních buněk. Mechanismus vzniku tohoto jevu, který označujeme jako 

aberantní exprese, nebyl dosud zcela objasněn. Existují hypotézy, podle kterých je 

výsledkem původu leukémie z buněk, které ještě nebyly zcela diferencované směrem 

k lymfoidní linii. Podle jiných může jít o přímý důsledek genetických změn v leukemických 

buňkách. 

Jedním z myeloidních znaků často přítomných u BCP ALL je molekula CD66c. Je přítomná 

u většiny BCP ALL nesoucích fúzní gen BCR/ABL a u většiny hyperdiploidních leukémií. 

Naopak u většiny leukémií s fúzním genem TEL/AML1 molekula CD66c přítomná není 

(112). Jedná se o nejčastější popsaný myeloidní antigen u ALL vůbec (113) 

CD66c (CEACAM6 – carcinoembryonic antigen- related cell adhesion molekule 6) je 

členem rodiny karcinoembryonálních antigenů a je tvořena dvěma doménami se strukturou 

podobnou imunoglobulinům a je silně glykosylována. V buněčné membráně je zakotvena 

glykosylfosfatidylinositolovou (GPI) kotvou. V rámci hematopoetických buněk ji normálně 

exprimují granulocyty a jejich prekurzory (114, 115). Těmto buňkám slouží k homotypické a 

heterotypické adhezi a jejím prostřednictvím se spouští signalizace závislá na uvolňování 

vápenatých iontů (116). Skladována je v intracelulárních granulách a po aktivaci se na 

buňkách zvyšuje povrchová exprese (117). Je přítomna i na jiných než hematopoetických 

buňkách, hlavně na epiteliálních buňkách různých orgánů, např. střeva. Její exprese je 

zvýšena na buňkách kolorektálního karcinomu (118). 

CÍLE: 

Cílem bylo zjistit, jak je u lymfoblastů regulována exprese molekuly CD66c a jak je stabilní 

od diagnózy k relapsu onemocnění. 

METODY: 

Metody jsou podrobně rozebrány v příloze 4. 



29 

 

VÝSLEDKY A DISKUZE: 

Sugita et al. navrhli, že CD66c je intracelulárně exprimována ve všech testovaných 

leukemických buněčných liniích bez ohledu na její přítomnost na povrchu buněk (119). Toto 

zjištění je v rozporu s našimi výsledky, podle kterých je molekula intracelulárně přítomná 

pouze v buňkách, u kterých byla zjištěna též povrchová exprese. To jsme prokázali na úrovni 

proteinu pomocí průtokové cytometrie (obr.3, příloha 4.) a negativitu buněk bez povrchové 

exprese jsme potvrdili i citlivější metodou Western Blot (obr.5, příloha 4). Byla vyloučena 

též přítomnost mRNA (obr.4, příloha 4.). Tyto výsledky svědčí spíše pro regulaci exprese 

CD66c na úrovni transkripce než pro model Sugity et al. (119), podle kterého skladují 

všechny leukemické lymfoblasty molekulu intracelulárně a jen u některých je vystavována 

na buněčný povrch.  

Sledovali jsme také vývoj exprese CD66c od diagnózy k relapsu nemoci. Mezi těmito body 

se exprese molekuly zcela neztrácela a ani nedocházelo k jejímu získání, zaznamenány byly 

pouze kvantitativní rozdíly (obr.6, příloha 4). Podle našich dat nemá exprese CD66c 

prognostický význam (obr.7, příloha 4). Ten byl však prokázán u některých solidních 

tumorů, např. u karcinomu pankreatu. U in vitro modelu tohoto onemocnění a kolorektálního 

karcinomu CD66c zabraňuje anoikis, tedy apoptóze buněk, ke které normálně dochází při 

abnormální adhezi k substrátu (120-122). 
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ZZÁÁVVĚĚRRYY  

Č Á S T  I  

• Provedli jsme analýzu expresních profilů dětské ALL a vybrali potenciální 

prediktory genotypových podskupin a rizika relapsu. 

• Do vyšetřování u diagnostických vzorků dětské ALL bylo dosud zařazeno 11 

molekul.  

• Dvě z nich jsou použitelné jako velmi dobré prediktory přítomnosti fúzního genu 

TEL/AML1 (CD44, CD27).  

• U třech molekul byla sice také potvrzena korelace, která vyšla v expresních 

profilech, ale nejedná se o tak spolehlivé znaky (BCR/ABL: CD49f, CD99, MLL: 

CD135).  

• U dalších třech molekul jsme zjistili, že na úrovni proteinu nejsou na leukemických 

buňkách exprimovány (CD103, ICOS-L a TNFR2).  

• Prediktivní hodnoty molekul CD247 pro relaps hyperdiploidní ALL a molekuly 

CD44 pro relaps T ALL nebyly dosud zhodnoceny vzhledem ke krátké době 

sledování. 

• Vytvořili jsme statistický přístup, který umožňuje srovnání prediktivní hodnoty 

exprese jednotlivých molekul při stanovení různými metodami.  

• Expresi některých genů se nepodařilo potvrdit na úrovni proteinu. 

• Molekuly CD44 a CD27 považujeme za kandidáty zařazení do diagnostického 

panelu rutinně vyšetřovaných molekul. 

Č Á S T  I I  

• Jako první jsme popsali expresi molekuly CD27 na prekurzorech B buněk v kostní 

dřeni. 

• Na základě exprese molekul CD44 a CD27 jsme v kostní dřeni identifikovali 

nemaligní protějšky TEL/AML1pos leukemických buněk (CD44negCD27pos), které se 
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nachází v časnějším stádiu diferenciace než  imunofenotypové protějšky 

TEL/AML1neg leukemických buněk.  

• Na základě exprese diferenciačních antigenů, enzymů rekombinačního aparátu a 

přítomnosti přestaveb imunoglobulinových genů tvoří CD44negCD27pos subpopulaci 

buňky přestavující nebo s přestavěným těžkým imunoglobulinovým řetězcem, 

CD44posCD27pos subpopulace se nachází ve stádiu velkých proliferujících buněk a 

CD44posCD27pos a CD44negCD27neg jsou buňky přestavující lehký imunoglobulinový 

řetězec. 

Č Á S T  I I I  

• Molekula CD66c je intracelulárně přítomná pouze v buňkách, u kterých byla zjištěna 

též povrchová exprese. 

• Od diagnózy k relapsu se exprese CD66c neztrácí ani nedochází k jejímu získání. 

• Podle našich dat nemá exprese CD66c prognostický význam. 
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SSEEZZNNAAMM  ZZKKRRAATTEEKK   

ALL   (akutní lymfoblastická leukémie) 

AML   (akutní myeloidní leukémie) 

BCP ALL  (B prekurzorová akutní lymfoblastická leukémie) 

cALL   (common akutní lymfoblastická leukémie) 

CML   (chronická myeloidní leukémie) 

FSc   (forward scatter) 

IGH   (geny pro těžké imunoglobulinové řetězce) 

IGL   (geny pro lehké imunoglobulinové řetězce) 

mAb   (monoklonální protilátka) 

MRN   (minimální reziduální nemoc) 

RQ-RT-PCR  (reverzně transkriptázová polymerázová řetězová reakce v reálném čase) 

RT PCR  (reverzně transkriptázová polymerázová řetězová reakce) 

SSc   (side scatter) 

TCR   (T buněčný receptor) 

TdT   (terminální deoxynukleotidyl transferáza) 
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Transfer of genomics information to flow cytometry: expression of CD27 and CD44
discriminates subtypes of acute lymphoblastic leukemia

Leukemia advance online publication, 10 March 2005;
doi:10.1038/sj.leu.2403706

TO THE EDITOR

Expression profiling studies have provided data on an unprece-
dented number of genes that are expressed in malignant cells.1–4

The critical number of genes which can predict a particular
genotype is a matter of discussion. Downing pointed out that as
few as 20 genes may be necessary for an accurate prediction of
subsets and prognosis; these genes should be specifically
studied, perhaps by methods like reverse transcription poly-
merase chain reaction (RT-PCR) or flow cytometry (FC) (Down-
ing in Carroll et al5). FC, which shows the expression of
molecules in mutual context on individual cells, appears
optimal for such analysis.

The present study (Microarray-guided FC) is designed to
systematically screen for genes within the existing expression
profiling studies on childhood acute lymphoblastic leukemia
(ALL).1,3 The genes, which are identified as best correlating with
the pediatric ALL subgroups (E2A/PBX1, MLL, TEL/AML1, BCR/
ABL, ‘novel’ and hyperdiploid genotypes; patients who later
relapsed and those who developed therapy-induced acute
myeloblastic leukemia), are selected. After recalculation just
for the B precursor ALL cases, we select the genes in which the
difference in expression is likely to be observed at the protein
level. Next, we select molecules with suitable cellular localiza-
tion (nonsecreted proteins) and with an available mAb.
Reactivity and specificity of mAbs are tested in healthy
peripheral blood cells and/or in cell lines. The respective
molecules are investigated by four-color FC in diagnostic bone
marrow (BM) samples. Five molecules have proceeded into this
step (CD44, CD27, CD49f, CD247 and CD103). We present
here the results of CD44 and CD27 expression, which are
investigated in the largest cohort.

A total of 66 patients with B-cell precursor ALL and 14
patients with T lineage ALL were considered to enter CD44 and
CD27 investigation. These patients represent all Czech children
(age lower than 18 years) diagnosed with ALL between 03/2003
and 02/2004. Five patients (four B-cell precursor and one T
lineage ALL) were excluded due to low sample volume. CD44
expression was investigated in 62 B-cell precursor ALL patients
(21 TEL/AML1pos, 18 hyperdiploid, four BCR/ABLpos, two
MLLRpos and 17 with none of the above-mentioned genotype)
and CD27 expression in 56 B-cell precursor ALL patients (21
TEL/AML1pos, 15 hyperdiploid, four BCR/ABLpos, one MLLRpos

and 15 with none of the above-mentioned genotype). Informed
consent was obtained from patients and/or their guardians.
Patients were treated according to ALLIC BFM 2002 or Interfant

99 protocols. The presence of TEL/AML1, BCR/ABL fusion genes
and MLL gene rearrangement (MLLR) was detected by two-
round nested PCR; hyperdiploidy was assessed using DNA index
flow-cytometric measurement. CD44 and CD27 antigens were
stained with an anti-CD44 FITC and anti-CD27 FITC (BD, San
Jose, CA, USA) in four-color combinations with antigens from a
standard panel (anti-CD10 PE, anti-CD19 PC5 or PC7, anti-
CD34 APC, Immunotech, Marseille, France). Data were
acquired using a FACS Calibur flow cytometer (BD). Antigen
positivity was analyzed on gated malignant cells according to
the isotype control. To evaluate differences of expression
between the subgroups, a nonparametric Mann–Whitney test
was performed using StatView software (SAS Institute, Cary, NC,
USA).

Expression profiling found the gene for CD44 (Hermes, Pgp-1)
to be one of the best correlating with the MLL genotype and with
the subgroup of T-ALL patients who later developed hematolo-
gical relapse.1,3 Although MLLRpos blasts in our cohort did show
CD44 positivity, so far we have not observed a higher CD44
expression compared to other CD44pos B-cell precursor ALL
cases (Figures 1a, 2a). In addition, CD44 expression significantly
correlated with higher risk T-ALL (P¼ 0.032) (Figure 2b). This
also indicates that the current risk stratification of the T-ALL
patients within the ALL-IC BFM2002 protocol (based on age,
leukocyte count at presentation, early treatment response and
unfavorable molecular genetics, as in other major frontline
therapy protocols) corresponds to the true biological risk.
Furthermore, CD44 expression was significantly lower in TEL/
AML1pos ALL (Po0.0001), which is in line with the observation
of one of the two expression profiling studies.3

The association with TEL/AML1 genotype was also found in
CD27 (TNFRSF7) gene expression,1 but another expression
profiling study3 showed only a correlation with BCR/ABL
genotype. We found a strong correlation of CD27 with TEL/
AML1 positivity. CD27pos blasts above 30% were detected in
20/21 and 2/35 patients with TEL/AML1pos and TEL/AML1neg

ALL, respectively (Po0.0001) (Figure 1a). Since the opposite
correlations with TEL/AML1 were observed for CD27 and CD44,
we analyzed the composite picture of the expression of these
two molecules simultaneously (Figure 1a, b). Most cases in both
expression profiling studies and in our cytometric study can be
considered either CD44pos or CD27pos. Dual CD27posCD44pos

blasts are typically seen in BCR/ABLpos ALL and a subset of TEL/
AML1pos patients exists with CD44posCD27pos blasts. In our
cohort, the TEL/AML1pos case with 51% CD44pos cells presented
with an unusually high blast count (peripheral leukocytosis
109� 106 per ml) and higher percentage CD66cpos blasts (25%)
compared to the typical TEL/AML1pos patients6 – other
presentation parameters corresponded well with the genotype.

CD27 has been considered to be a general marker for memory
B-cells in humans and so far its expression in human B-cell
precursors has not been reported. Here we show that this
antigen is indeed expressed in malignant B precursors at a
protein level. Moreover, an experiment with seven-color FC on
nonmalignant BM (FACS Aria, BD, data not shown) did confirmReceived 25 August 2004; accepted 12 January 2005
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CD27pos cells in all four specimens (1272.2% among
DAPInegCD19posCD10posCD20neg cells, among these CD27pos

cells 45713% were CD34pos). The dynamics of CD44 expres-
sion on developing B-cells during hematopoiesis was already
reported. We are going to analyze the recombination status of Ig
genes in subpopulations of precursor B-cells with CD44 and
CD27 expression corresponding to lymphoblasts.

To compare the value of CD44 and CD27 with the other
expression profiling data for the prediction of TEL/AML1 status,
we used the same plot as described previously in the FC
metaanalyses6 (Figure 1c). This format depicts graphically the
predictive value of each probe set or molecule for the TEL/AML1

status. Each probe set or molecule is separately compared to its
optimal cutoff value in all BCP ALL patients of the respective
cohort. The probe-set-specific optimal cutoff value was deter-
mined using a statistical software R (http://www.r-project.org).
The optimal cutoff value is the one that leads to the best
resolution between TEL/AML1pos and TEL/AML1neg subsets,
judging by the distance from a noncorrelating diagonal. The
percentage of TEL/AML1neg patients above the cutoff value is
compared to the respective value in TEL/AML1pos patients. The
overall predictive values for CD44 and CD27 are 93 and 95% in
FC, 82 and 91% in Yeoh,1 and 90 and 90% in Ross,3

respectively. The difference in predictive values is in compli-
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Figure 1 Clustering of ALL genotypic subgroups according to CD44 and CD27 expression. (a) FC data. (b) Expression profiling data from Yeoh
et al.1 Probe set numbers 40493_at (CD44) and 38578_at (CD27). (c) The TEL/AML1 predictive value of CD44 and CD27, detected by FC or in two
expression profiling studies. Comparison to the other 12 623 probe sets analyzed in Yeoh et al.1 Noncorrelating genes are near the hatched
diagonal. An optimal cutoff value was found for each probe set based on the best discrimination of TEL/AML1pos from other B-precursor ALL cases
(largest distance from the noncorrelating diagonal). Circles represent individual probe sets (values corresponding to the best CD44 and CD27
probe sets are enlarged). Squares represent CD44 and CD27 from Ross et al3 (probe set numbers 212063_at for CD44 and 206150_at for CD27),
triangles show CD44 and CD27 by FC, this cohort. In expression profiling studies, the best correlating probe sets were used in both instances.
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ance with the fact that FC can investigate the expression of
tested molecules on pure ALL cells. We studied the other
molecules (CD49f, CD247 and CD103) in specimens of fewer
patients and thus it would be too early to establish their
predictive values.

The principle that class-defining genes may be selected within
microarray data has been suggested previously (Downing in
Carroll et al5). The results of the presented screening strategy
prove this principle. Lack of information on protein expression
appeared to be the most limiting factor reducing the number of
candidate genes in the final FC testing. Improbability of the cell-
bound form also excluded molecules during the screening for
FC – these secreted molecules may be studied by protein
biochemistry. Although cytometric studies on molecules that
came from a systematic screening strategy in microarrays have
not been presented yet, one new molecule (CD58) has been
introduced into FC testing based on expression profiling.7 The
presented data not only show that information from microarrays
can be transferred to cell-based investigation by FC, but also that
the composite microarray information can be successfully
replaced by strong predictors like CD44 and CD27. The
ongoing project Microarray-guided FC tests whether other
molecules can be found with comparable or better predictive
values for ALL genotype and prognosis.
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Abstract

The expression ofCD27 andCD44 correlate with the genotype of B-precursor acute

lymphoblastic leukemia (ALL). Based on the expression of these antigens, we

identified counterparts of TEL/AML1pos and TEL/AML1neg leukemic cells in

nonmalignant bone marrow. Although CD27 is known as a marker of mature

memory B cells, we recently showed that CD27 is also expressed by malignant and

nonmalignant B precursors. Here, we show that CD27 and CD44 delineate stages

of B-precursor development. Well-established differentiation markers showed that

the developmental sequence starts from undetermined progenitors, expressing

CD44. Upon B-lineage commitment, cells gain CD27 and lose CD44. The

CD27posCD44neg (CD27 single positive, 27SP) cells are the earliest stage within

CD10posCD19pos B precursors and express RAG-1 and TDT. These cells

correspond to TEL/AML1pos ALL (1/4 pediatric B-precursor ALL). The

development follows to CD27/CD44 double-positive (27/44DP) stage, 44SP stage

and CD27/CD44 double-negative (27/44DN) stage. Before exit to periphery, CD44

is reexpressed. The 27/44DP cells aremostly large and profoundly suppress RAG-1.

Despite their presumably high proliferation potential, 27/44DP cells rarely

dominate in leukemia. At 44SP stage, which corresponds to TEL/AML1neg

leukemias, RAG-1 is reexpressed and Ig light chain gene starts to be rearranged.

Introduction

Bymaking the lineage decision, humanprogenitor cells start

the B-lineage development in the bone marrow (BM)

[reviewed in (1, 2)]. This early stage is accompanied by the

upregulation of B-cell-specific transcriptional regulators

Pax-5 and very likely also early B-cell factor. Since the

earliest stage, the B-lineage-committed cells start to re-

arrange the genes for Ig heavy chain (IGH). Upon successful

IGH rearrangement, the recombination machinery is sup-

pressed and cells quickly proliferate. In the following stage,

Ig light-chain (IGL) genes are rearranged. Cells that

complete both IGH and IGL are ready to be functionally

competent and develop into naı̈ve mature B cells. Such cells

leave the BM environment.

On cell surface level, the first B-committed cells express

CD34, which disappears in the course of maturation. Very

early after B-lineage decision, CD10 is expressed and con-

tinues to be present on the cell surface until IGH and IGL are

rearranged. An important surface marker of B lineage,

CD19, is expressed since the very early stage when IGH

rearranges. Experimental evidence shows that CD10 pre-

cedes the expression of CD19, perhaps in majority of cells.

The CD10posCD34posCD19neg cells are mostly committed

to B lineage, although they can develop also to other line-

ages (3). However, themost immature B-precursor leukemia

stage called pro-B is defined as CD19posCD34posCD10neg

(4, 5). Leukemia nomenclature, reflecting the current

understanding of malignant transformation during lym-

phopoiesis, therefore assumes CD19 expression before

CD10. At CD10posCD19pos stages of development, im-

portant events occur including IGH rearrangement

completion, cell expansion and IGL rearrangement. This
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CD10posCD19pos immunophenotype is found in the major-

ity of B-cell-precursor acute lymphoblastic leukemias (BCP

ALLs). Our previous study showed that major genotypic

BCP ALL subsets strictly correlate with the surface CD27

and CD44 expression (6) (updated results are in http://clip.

lf2.cuni.cz/files/archiv/CD44_and_CD27_updated_results.

pdf), thus confirming RNA genomics data on protein level

(7). Interestingly, TEL/AML1pos BCP ALL corresponds to

CD27pos phenotype, in the absence of CD44. Although

CD27 was considered to be a general marker for memory B

cells in humans, we showed its expression also on

CD10posCD19pos B-cell precursors (6). Its expression in

BCP ALL and in nonmalignant B precursors was then

confirmed in another study (8). CD27 (TNFRSF7, T-cell

activation antigen) is a 110-kDa transmembrane glycopro-

tein composed of disulfide-linked 55-kDamonomers, and it

is a member of the tumor necrosis factor receptor family. In

humans, it is expressed on the large subset of peripheral

T cells, on most medullary thymocytes (9) and on natural

killer cells (10). In more mature stages of B-lineage

development, it is expressed on somatically mutated B

cells (11).

CD44 (Hermes, Pgp-1) is a cell surface glycoprotein

coded by 10 standard exons found in all CD44 isoforms; the

other 10 are variably spliced (12). CD44 was originally

identified on hematopoietic cells (13), but it was also found

on awide range of other tissues (14–16). TheCD44mediates

cellular adhesion. It is a receptor for hyaluronate (17), but it

binds other compounds of extracellular matrix also. It is

involved in the process of lymphocyte activation (18), and

its interaction with stromal cells is important during

lymphopoiesis and myeolopoiesis (19, 20). The CD44v6

splice variant is often associatedwithmetastatic potential of

nonhematopoietic neoplasias, for example, in gastric

adenocarcinoma (21). Its expression also correlates with

shorter survival of patients with acute myeloblastic leuke-

mia (22) and is more frequently expressed in medium- or

high-risk group in pediatric ALL (23). We searched for

cells with CD27 and CD44 expression corresponding to

leukemia subtypes in nonmalignant BM. Among

CD10posCD19pos cells, we found CD27posCD44neg B

precursors (CD27 single positive, 27SP) corresponding to

TEL/AML1pos leukemia and CD27negCD44pos (44SP) cells

that correspond to most other ALL subtypes and double-

positive (27/44DP) and double-negative (27/44DN) cells,

which are rarely seen in BCPALL.We tested the hypothesis

that the expression of CD44 and CD27 nonrandomly

correlates with the differentiation stage of B precursors.

Therefore, we investigated differentiation markers with

known dynamics during B-cell development [CD10, CD34,

intracellular IgM, intracellular VpreB (CD179a), terminal

deoxyribonucleotidyl transferase (TdT), RAG-1 and Ig

gene rearrangements] in immunophenotypic subpopula-

tions defined by CD44 and CD27.

Materials and methods

Patients

BM specimens of children without any evidence of

malignant or residual malignant disease (patients 1 and

more years after BM transplant, after the end of the ALL

therapy and patients investigated to exclude hematological

malignancy) were used. Specimens were collected according

to the Czech law and institutional regulations and with

informed consent. Only leftover material from specimens

after completed diagnostic investigations was used.

Flow cytometry

Cell suspension of the unseparated BMor peripheral blood

(PB) was stained with four- to eight-color combinations of

monoclonal antibodies (mAbs). The following fluoro-

chrome-labeled mAbs were used: anti-CD44 fluorescein

isothiocyanate (FITC) (reacting with the standard isoform

of CD44) and anti-CD27 phycoerythrin (PE) (BD, San

Jose, CA), anti-CD10 ECD, anti-CD179a PC5, anti-CD19

PC7 and anti-CD34 allophycocyanin (APC) (Immuno-

tech,Marseille, France), anti-TdT FITC (Dako, Glostrup,

Denmark), anti-CD20 Alexa405 (Serotec, Kidlington,

Oxford, UK) and anti-IgM Dyomics647 (Exbio, Prague,

Czech Republic). In addition, DAPI (4,6-diamidino-2-

phenylindole) (Molecular Probes, Leiden, The Nether-

lands) and FIX&PERM cell permeabilization kit (An der

Grub, Vienna, Austria) were used. Nonmalignant BM

samples were analyzed using FACS Aria (BD) and BD

LSRII (BD) flow cytometers and sorted using FACS Aria

flow cytometer (BD). For polychromatic flow cytometry

experiments, photomultiplier (PMT) voltage was set above

electronic noise threshold and automated compensation

matrix calculation was performed using single-color-

stained tubes (DIVA 4.1.2 or SUMMIT 4.3). Gating strategy

of compensated data was determined using Fluorescence

Minus One controls (24). Analysis was performed using

FLOWJO 8.1.1 software (Treestar, Ashland, OR) using the

same strategy of positivity determination. For each

sample, 4 � 105 to 4 � 106 events were recorded. Gating

strategy was used for the analysis and sorting of the cells

with a given immunophenotype as follows: CD10pos cells

were selected from the gate of CD19posDAPIneg cells (live

B-lineage cells). Four subpopulations based on CD44 and

CD27 positivity and negativity were identified according

to Fluorescence Minus One controls among these cells

(Figure 1). The cells falling above or below a threshold of

fluorescence intensity set by these controls are called

positive or negative subpopulations throughout the paper.

The experiments with sorted subpopulations were per-

formed in duplicates or triplicates. The purity of sorted

subpopulations was always more than 95%. Therefore, the

CD44 and CD27 delineate B-precursor development M. Vaskova et al.

58
ª 2007 The Authors

Journal compilation ª 2007 Blackwell Munksgaard � Tissue Antigens 71, 57–66



results of the mRNA and DNA analyses indeed describe

the sorted subpopulations.

Real-time quantitative reverse transcription–

polymerase chain reaction

Complete RNA from sorted cells was isolated by RNeasy

Micro Kit (Qiagen GmBH, Hilden, Germany) according to

manufacturer’s instructions. RNA was converted into

complementary DNA (cDNA) using MoMLV Reverse

Transcriptase (Gibco BRL, Carlsbad, TX). Real-time

quantitative reverse transcription–polymerase chain reac-

tion (PCR) analyses were performed using LightCycler�
rapid thermal cycler system (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Germany). Fluorescent DNA-binding dye

SYBR Green (FMC BioProducts, Rockland, MA) was

used for quantification ofRAG-1 andTDT gene expression.

Control gene beta-2-microglobulin (b2m) was measured

using hybridization probes as described previously (25).

The primer sequences were as follows – for TDT: for-

ward 5#-gTCgTgCCTTTgCCCTgTT-3#, reverse 5#-TC-
CgCTCATgTgTggCATAg-3# and for RAG-1: forward

5#-TgAgTAATATCAACCAAATTgCAgACA-3#, reverse
5#-ggATCTCACCCggAACAgC-3#. The composition of

PCR mix was as follows: 1 U of Platinum Taq DNA

polymerase in the PCRbuffer provided by themanufacturer

(Gibco BRL – Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD),

MgCl2 3 mM (for RAG-1) or 2 mM (for TDT), deoxynu-

cleotide triphosphate 0.2 mM each, bovine serum albumin

0.25 mg/ml, primers 0.5 mM each; fluorescent signal was

generated using 0.2 ml SYBR Green (2 � 1024 of the stock

concentration, diluted by dimethyl sulfoxide; for RAG-1

and TDT). One microliter of cDNA was added in a final

volume of 20 ml. The LIGHTCYCLER program for RAG-1 and

TDT consisted of the initial denaturing at 94�C for 90 s,

followed by 40 PCR cycles: 95�C for 5 s, 62�C for 40 s

(single fluorescence measurement), 72�C for 12 s. The

melting curve analysis was performed to confirm specific

amplification and to identify nonspecific templates after

each run. RAG-1 and TdTmRNA expression was shown as

a ratio to b2m expression; this value was normalized to 1 in

the most immature subset investigated.

Real-time quantitative PCR analysis of

immunoglobulin gene rearrangements

DNA from sorted cells was isolated by QIAamp DNA

Blood Micro Kit (Qiagen GmbH). Multiplex real-time

quantitative PCR (RQ-PCR) for IGH detecting virtually all

complete IGH rearrangements and RQ-PCR for intron

recombination signal sequence to kappa deleting element

(RSS-Kde) was performed using family-specific V segment

forward primers and J segment-specific reverse primers and

probes as described previously (26, 27) in the iCycler IQ�
thermal cycler system (Bio-Rad, Hercules, CA). The

starting concentration of template was measured against

the dilution series of positive-control DNA in germ-line

(unrearranged) Hela DNA. REH cell line served as

a positive control for intron RSS-Kde recombination.

Samples of patients with ALL containing 87% and 97%

of clonal cells with monoallelic rearrangements were used

for standard curve preparation in VH1-3–JH1-6 and VH4-

7–JH1-6 assays, respectively. The cycling conditions were as

follows: initial denaturing at 95�C for 10 min, 50 cycles of

Figure 1 CD27 and CD44 expression in non-

malignant BM and PB. Gating strategy used in

seven-color staining of one BM specimen for

analysis of the differentiationmarkers in particular

subpopulations and for their sorting. (A) CD10pos

cells were selected from the gate of CD19pos

DAPIneg cells (live B-lineage cells). (B) CD27 and

CD44 expression in CD10posCD19pos cells in BM,

in CD19posCD20posCD10neg cells in BM and in

CD20pos cells in PB of different patients. BM,

bonemarrow; DAPI, 4,6-diamidino-2-phenylindole;

FSC, forward scatter; PB, peripheral blood; SSC,

side scatter.

ª 2007 The Authors
Journal compilation ª 2007 Blackwell Munksgaard � Tissue Antigens 71, 57–66 59

M. Vaskova et al. CD44 and CD27 delineate B-precursor development



denaturing at 94�C for 15 s, annealing extension at 64�C
(IGH) or 62�C (intron RSS-Kde) for 1 min; DNA at

a concentration of 0.01–0.2 mg/ml was used for each PCR

reaction. All the assays reached sensitivity of at least 1% of

rearranged alleles in the germ-line background. Each

sample was run in duplicate, and a mean value was used

for further analysis. Albumin gene was used to normalize

the DNA concentration and quality (28). ICYCLER IQ

Optical System software version 3.0a was used for

quantification, and a final value was shown as a percentage

of rearranged alleles relative to the respective clonal control

DNA, which was set as 100%.

Results

CD27 and CD44 expression define phenotypic stages in

B precursor development

As CD44 negativity in combination with CD27 positivity is

found exclusively in one subtype of leukemia (TEL/

AML1pos) (6), we searched for such cells among B

precursors in nonmalignant BM. Within CD10posCD19pos

cells, such 27SP cells were present in all 14 specimens. In

addition, 44SP cells as well as 27/44DP and 27/44DN cells

were found (Figure 2). Next, markers of B-precursor

differentiation were investigated by polychromatic flow

cytometry. The expression of CD44, CD27 and a B

precursor defining the combination of CD19 and CD10

was studied togetherwith the differentiationmarkersCD34,

TdT, cytoplasmic IgM and cytoplasmic VpreB (CD179a).

The percentage of CD34pos cells is the highest in 27SP and

decreases gradually in 27/44DP, 44SP and 27/44DN

subpopulations (Figure 3A,B). A similar trend is found in

the percentage of CD10bright cells, which become virtually

missing in CD27neg B-precursor stages (Figure 3C,D). This

sequence of developmental stages was further supported by

a gradual loss of intracellular TdTandVpreB (Figure 4A,B)

and by the increase of intracellular IgMpos cells (Figure 4C).

The observed sequence of developmental stages of B

precursors is thus: 27SP, 27/44DP, 44SP and 27/44DN.

We fit these subpopulations into two well-established

models of B-cell development (Table 1) (2, 29).

27/44DP cells downregulate the key recombination

enzymes

We sorted subpopulations based on the CD44 and CD27

expression to compare their recombination potential by

measuring TdT and RAG-1 mRNA expression by RQ-

PCR. Similar to the protein level, TdT mRNA expression

decreases in concordance with the suggested developmental

stages (Figure 5A). Interestingly, the 27/44DP cells express

the lowest amount of RAG-1 transcripts (Figure 5B),

suggesting that these cells are in the stage of suppressed

RAG-1 expression after completed IGH rearrangement.

RAG-1 is reexpressed during IGL rearrangement, as proven

by the reappearance in the 44SP cells. Because the cells

with a downregulated RAG-1 are known to be frequent

among the large proliferating cells, we analyzed the

percentage of large cells (estimated by cytometry as the

proportion of cells with a higher forward scatter). The 27/

44DP subpopulation appears to be composed mostly by the

large cells, based on the highest percentage of cells with high

forward scatter (Figure 6A,B).

Immunoglobulin gene rearrangement

After a successful rearrangement of IGH genes in early B

precursors, cells proliferate and IGL genes start to rearrange.

In all four subpopulations, heavy-chain genes (both segments

VH1-3–JH and VH4-7–JH) were rearranged (data not

shown), proving that heavy chains start to rearrange at or

before the earliest stageofdifferentiationamong the analyzed

subpopulations. The low quantitative range of the system for

VH1-3–JH andVH4-7–JH detection did not enable the exact

quantification, mainly because of a limited DNA concentra-

tionobtained fromsorted cells.Next, we investigated the IGL

rearrangement. The system detected the intron RSS-Kde

rearrangements, which appear in the late phase of IGL

rearrangement. As shown in Figure 7, IGL genes begin to be

rearranged at the 44SP stage, whereas intron RSS-Kde

rearrangements are virtually missing at earlier stages.

Both CD27 and CD44 reappear at CD20posCD10neg

stages

As reported earlier, mature PB B lymphocytes are CD44pos

(15). Our data show that majority of CD20posCD10neg cells

express CD44 already in BM, while PB B lymphocytes are

almost exclusively CD44pos (Figure 1B), contrasting with

BM CD10pos cells, which contain a greater fraction of
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Figure 2 Frequencies of subpopulations defined by CD27 and CD44

expression within CD10posCD19pos B precursors. Fourteen specimens

were used for this analysis. DN, double negative; DP, double positive; SP,

single positive.
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CD44neg cells. Thus, immature, naı̈ve B cells reexpress

CD44 in BM, before they exit to periphery.

Lack of CD27 expression in stem cells

Within CD34pos cells, Nilsson et al. reported higher pro-

portion of CD27pos cells in CD19neg subpopulation com-

pared with CD19pos subpopulation, which was interpreted

that B-lineage-committed CD34pos cells express less

CD27 (8). Although we used fluorochrome (PE) with

higher fluorescence intensity and a higher resolution than

FITC used in Nilsson’s study, we found only 1.9 � 1.7%

of CD27pos cells (n ¼ 14) among CD19negCD34pos cells.

As we used a reliable cytometric system acquiring

millions of events and selecting exclusively viable cells

for the analysis, we could further divide these

CD19negCD34pos cells. We used CD10 for finer division

of the CD19negCD34pos cells because it is known that the

CD19negCD10posCD34pos cells are biased towards B

lineage, although they can develop also into other

lineages (30, 31). The CD10neg and CD10pos fractions

of CD19negCD34pos cells contained 0.23 � 0.21% and

38.8 � 26.3% CD27pos cells (n ¼ 14), respectively. In

comparison, CD19posCD34pos cells contain 67 � 14.1%

CD27pos cells (n ¼ 14). In CD34posCD19neg subpopula-

tion, the acquisition of CD10 is accompanied by CD44

Figure 3 Expression of CD34 and CD10 within

CD27- and CD44-defined subsets. The percentage

of CD34pos cells (A) and CD34 fluorescence

intensity (B). The percentage of CD10bright cells

(C) and CD10 fluorescence intensity (D). Fourteen

specimenswere used for this analysis. The vertical

lines distinguish CD34pos and CD34neg cells or

CD10bright and CD10dim cells. DN, double negative;

DP, double positive; SP, single positive; TdT,

terminal deoxyribonucleotidyl transferase.

Figure 4 The intensities of intracellular TdT (A),

intracellular CD179a (B) and intracellular IgM (C)

within CD27- and CD44-defined subsets. Repre-

sentative samples of five measurements are

shown. The vertical lines distinguish positive and

negative cells. DN, double negative; DP, double

positive; SP, single positive; TdT, terminal deoxy-

ribonucleotidyl transferase.
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downregulation (Figure 8), which is in line with our

results that CD44 negativity together with CD27

positivity is found in the earliest CD19pos cells.

Discussion

We previously reported that CD27 and CD44 define ALL

subtypes (6). The data presented here show that the

expression of these molecules correlates nonrandomly with

several independent markers of B-precursor differentiation.

Among CD10posCD19pos cells, both maturity of IG

rearrangements and the expression of differentiation

markers prove the following developmental sequence:

27SP, 27/44DP, 44SP and 27/44DN. The data showing

heavy chain gene rearrangements in 27SP, 27/44DP, 44SP as

well as 27/44DN cells indicate that IGH rearrange at stages

up to 27SP. Upon transition to the 27/44DP stage, in which

the large cells dominate, RAG-1 expression is suppressed.

Afterwards, CD27 disappears and cells enter the next stage,

44SP. This stage is characterized by restarting the recom-

bination machinery (shown by RAG-1 reexpression). Only

at this stage, cells start to contain completed IGL rearrange-

ments (shown by KDE detection). Cells apparently attain

smaller size at 44SP stage. This process is finished by loss of

CD44. The resulting 27/44DNphenotype dominates among

the CD10pos B precursors in humanBM. The 27/44DN cells

complete the differentiation process before the cells lose

CD10, regain CD44 and are allowed to exit to periphery.

Interestingly, whereas RAG-1 is profoundly suppressed

at 27/44DP stage, TdT expression decreases gradually

throughout the differentiation. The suppression of RAG-1

may be important during the cell proliferation as RAG-1

(unlike TdT) may cause unwanted DNA recombination

during replication. Thismay explain the differences between

TdT and RAG-1 expression at the 27/44DP stage, contain-

ing large proliferating cells.

The knowledge on B-precursor development can be

combined with the leukemia diagnostics to discover the

counterparts of the dominant leukemia population. The

27SP cells are physiological counterparts of TEL/AML1pos

ALL, and the 44SP cells are the principal counterparts of all

other B-precursor ALL subtypes. The 44/27DP and 44/

27DN immunophenotype is rarely seen among B-precursor

leukemias. This contradicts a logical expectation that the

proliferating compartment (large pre-B,mostly found in 44/

27DP stage) might be more likely to transform into

malignancy.

Because the nonmalignant counterparts of TEL/AML1pos

ALL are less mature than the counterparts ofTEL/AML1neg

ALL, it is possible to speculate that the differentiation of

TEL/AML1pos leukemic cells is blocked in earlier stage

than in other leukemias.

After exit to periphery, a subset of B cells reexpresses

CD27 during the process of somatic hypermutation and it is

then constitutively present as amarker ofmemory cells (32).

In line with this, we observed a CD27pos subpopulation

amongCD20posCD10neg cells not only in PBbut also inBM.

The BM CD27posCD20posCD10neg B cells are probably

recirculating memory cells. Migration of memory cells to

BMwas proven by the analysis of BM cells with preferential

Table 1 The models of B-cell developmenta

LeBien (2) Loken et al. (29) CD27 and CD44

Pro-B (I) CD19, CD10, CD34, CD24, IL-7R, RAG, VpreB, Ig-a, VDJH CD10high, CD34, TdT 27SP

Pre-BI (II) CD19, CD10, CD24, pre-B receptor, low RAG, IgM HC CD10 27/44DP

Pre-BII (II) CD19, CD10, CD24, pre-B receptor, RAG, IgM HC, VJK 44SP, 27/44DN

Immature B (III) CD19, CD10, CD20, CD21, CD22, CD24, CD40, IgM CD101, IgM 27/44DN

(IV) IgM

DN, double negative; DP, double positive; HC, heavy chain; SP, single positive; TdT, terminal deoxyribonucleotidyl transferase.
a We show CD27- and CD44-defined differentiation stages in the context of two published models. The stages in the model by Loken et al. (29) and

LeBien (2) are assigned by numerals and their names, respectively, in the first column.
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Figure 5 Recombination enzyme terminal deoxy-

ribonucleotidyl transferase (A) and RAG-1 (B)

mRNA expression. Expression levels are shown

as ratio to control gene expression; this value was

normalized to 1 in the most immature subset

investigated. Experiments were performed in

duplicates. DN, double negative; DP, double

positive; SP, single positive; TdT, terminal deox-

yribonucleotidyl transferase.
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mutations in the complementarity determining regions

(CDR) (33) of the V(D)J regions, which is the pattern that

evolves during the antigen selection in germinal centers.

Interaction of CD27 with its ligand CD70 expressed on

activated T and B cells regulates B-cell growth and

differentiation to IgG- and IgM-producing cells (34, 35).

At the early developmental stages, CD27 expression was

reported on murine hematopoietic stem cells (36), and

Nilsson et al. reported a high CD27 expression in human

CD34pos cells even before CD19, similar to mice (8).

Although we did observe such cells, they were almost

always CD10pos and their percentage increases only after B-

lineage commitment. Because the CD27 and CD44 are

known to play a role in apoptotic or adhesion processes, it

can be speculated that their expression merely reflects the

functional status of the precursor B cell, regardless of its

developmental stage. However, our data clearly show that

CD27 and CD44 are expressed in an organized fashion

during the precursor development. Consequently, this

forms a basis for a further research into functional

similarities between normal precursor and the leukemia cell.

Although the straightforward explanation of the pre-

sented data is that the observed subpopulations reflect

consequent developmental stages, alternative scenariosmay

be provided. We may hypothesize that the following

phenomena may not represent regular features in B-

precursor differentiation at CD10posCD19pos stage: (i)

CD27 expression, (ii) the decrease in CD44 expression or

(iii) the reappearance of CD44 seen in 27/44DP and 44SP

cells. The scenario (i) is definitely possible in transgenic

animals because B cells do develop in CD272/2 mice (37).

However, our data do not support this scenario as a major

pathway in healthy humans. The CD10posCD19pos B

precursors would start from the 27/44DNphenotype, which

contains only few CD34pos and TdTpos cells – to the

contrary, most cells have a more mature phenotype with

rearranged IGL. Such immature cells would differentiate

into the 44SP phenotype, which contains at least some large

pre-B cells. The explanation of the fact that we do see

majority of immature (CD34pos, TdTpos, IGL-unrearranged,

i-IgMneg, i-VpreBpos and CD10briht) cells among CD27pos

cells would require a complicated assumption that some

immature cellsmay expressCD27 for a prolonged time, thus

increasing the apparent frequency. According to the

Figure 6 Frequencies of large cells defined as

the subpopulation with the high FSC (A) and

representative sample of FSC intensity. Fourteen

specimens were used for this analysis. DN,

double negative; DP, double positive; SP, single

positive. DN, double negative; DP, double posi-

tive; FSC, forward scatter; SP, single positive.
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Figure 7 Immunoglobulin light-chain gene rearrangement.The percent-

age of intron RSS-Kde rearrangements is shown. The experiment was

performed in triplicate. DN, double negative; DP, double positive; SP,

single positive.

Figure 8 CD44 expression in CD10posCD34posCD19neg and in

CD19posCD34poscells.
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scenario (ii), the most immature cells would enter the

27/44DP stage. Therefore, the cells would need to have

completed IGH prior to the CD10posCD19pos stage.

Analogically to the scenario (i), we would need to accept

that some cells might still lose CD44 and acquire the 27SP

phenotype. Our observation of high RAG-1 expression at

the 27SP cells makes this scenario very unlikely as we would

assume that the cells with completely rearranged IGH

reexpress RAG-1 upon losing CD44 before returning back

to the RAG-1neg 27/44DP phenotype. The scenario (iii) also

appears unlikely as differentiating from 27SP directly to 27/

44DN phenotype would circumvent the large pre-B stage

with suppressed RAG-1. If this scenario occurred in

a significant fraction of cells, it would contradict the current

understanding of B-precursor differentiation. A possible

role of CD27 is the regulation of apoptosis because

association with apoptotic cascades was reported. Data

from different models illustrate that the net effect of CD27

may be either negative or positive. Nolte et al. showed that

murine CD272/2 progenitors proliferated more rapidly,

suggesting a regulatory role of CD27 in the growth of these

cells. They propose that such a regulatory role may be

triggered by the interaction of CD27 on B precursors with

CD70 on activated T cells. This could be beneficial during

infection as the presence of foreign antigen in the BM could

induce an unwanted selective tolerance (37). CD27 trigger-

ing on primary plasma cell leukemia has antiapoptotic effect

(38). Overexpression of CD27-binding protein Siva induces

apoptosis in cell lines (39). It was also shown that CD27

associates with tumor necrosis factor-receptor-associated

factor (TRAF)2 and TRAF5 signal transducers respon-

sible for NF-kB activation (40). Apoptosis plays an

important role during B-cell development when cells

unsuccessfully rearranging Ig genes die by apoptosis. The

question is whether CD27 on B precursors could mediate

proapoptotic or antiapoptotic signal because the published

data concerning CD27 role in apoptosis are diverse in

different cell types. Although our data do not answer this

question, it is obvious that among B precursors, CD27

identifies mainly the earliest stages at or before the start of

IG rearrangement. The specificity of the early-stage

detection is strengthened when CD27 positivity is combined

with CD44 negativity.

Our data show that during B-cell development, CD44

undergoes two waves of downregulation. If the uncommit-

ted CD34pos cells are mostly CD44pos, then CD44 expres-

sion decreases together with the two-step acquisition of

CD10 (Figure 7). The CD44neg cells have been described

previously among CD34pos BM cells and have been, in line

with our results, shown as CD10posCD19pos B precursors

(41). These CD44neg cells are 27SP. The following reemer-

gence of CD44, resulting in 27/44DP stage correspondswith

one of its supposed functions, which is regulation of cell

proliferation. While suppressing RAG-1 expression, cells

proliferate at the 27/44DP. The expression of CD44 again

ceases only two stages down, at the 27/44DN stage, in which

IGL are fully rearranged and the cells do not proliferate and

are not dependent on CD44-mediated contact with stromal

cells. The role of CD44 during hematopoiesis was experimen-

tally shownby the addition of anti-CD44mAbs that inhibit or

enhance stromal cell-dependent hematopoiesis (42).

There are more models of B-lymphocyte development,

and the nomenclature of B-cell developmental stages is still

unsettled. Any nomenclature should be based on fitting

surface markers with IG gene rearrangement status. CD27

and CD44 extend the B-cell development model because

their expression also reflects not only the IG rearrangements

status but also a different likelihood to transform into

leukemia and/or to block the differentiation in different

genetic subsets of ALL.
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Abstract
Background: Aberrant expression of myeloid antigens (MyAgs) on acute lymphoblastic leukemia (ALL) cells is
a well-documented phenomenon, although its regulating mechanisms are unclear. MyAgs in ALL are interpreted
e.g. as hallmarks of early differentiation stage and/or lineage indecisiveness. Granulocytic marker CD66c –
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (CEACAM6) is aberrantly expressed on ALL with
strong correlation to genotype (negative in TEL/AML1 and MLL/AF4, positive in BCR/ABL and hyperdiploid
cases).

Methods: In a cohort of 365 consecutively diagnosed Czech B-precursor ALL patients, we analyze distribution
of MyAg+ cases and mutual relationship among CD13, CD15, CD33, CD65 and CD66c. The most frequent MyAg
(CD66c) is studied further regarding its stability from diagnosis to relapse, prognostic significance and regulation
of surface expression. For the latter, flow cytometry, Western blot and quantitative RT-PCR on sorted cells is
used.

Results: We show CD66c is expressed in 43% patients, which is more frequent than other MyAgs studied. In
addition, CD66c expression negatively correlates with CD13 (p < 0.0001), CD33 (p = 0.002) and/or CD65 (p =
0.029). Our data show that different myeloid antigens often differ in biological importance, which may be
obscured by combining them into "MyAg positive ALL". We show that unlike other MyAgs, CD66c expression is
not shifted from the onset of ALL to relapse (n = 39, time to relapse 0.3–5.3 years). Although opposite has
previously been suggested, we show that CEACAM6 transcription is invariably followed by surface expression (by
quantitative RT-PCR on sorted cells) and that malignant cells containing CD66c in cytoplasm without surface
expression are not found by flow cytometry nor by Western blot in vivo. We report no prognostic significance
of CD66c, globally or separately in genotype subsets of B-precursor ALL, nor an association with known risk
factors (n = 254).

Conclusion: In contrast to general notion we show that different MyAgs in lymphoblastic leukemia represent
different biological circumstances. We chose the most frequent and tightly genotype-associated MyAg CD66c to
show its stabile expression in patients from diagnosis to relapse, which differs from what is known on the other
MyAgs. Surface expression of CD66c is regulated at the gene transcription level, in contrast to previous reports.
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Background
Although expression of surface markers in acute lymphob-
lastic leukemia (ALL) parallels that of normal hematopoi-
etic precursors, several markers of myeloid lineage are
found on ALL lymphoblasts. This phenomenon is referred
to as "aberrant expression". The issue of the regulatory
mechanisms that allow it has been addressed repeatedly
throughout the recent 40 years [1,2]. Although several
hypotheses stressing either possible lineage indecisiveness
or genetic misprogramming have been raised, the phe-
nomenon is still not fully understood. We and others have
shown that the myeloid antigen CD66c is very frequently
aberrantly expressed in B-precursor ALL, however, a large
study showing its frequency in the light of other myeloid
antigens has been missing. CD66c expression was found
on cases of childhood and adult ALL in strong correlation
with nonrandom genetic changes (BCR/ABL positivity [3],
hyperdiploidy and TEL/AML1 negativity [4], reviewed in
[5]).

CD66c (CEACAM6, previously called Nonspecific cross-
reacting antigen, NCA 90/50 and KOR-SA3544 antigen) is
a member of the carcinoembryonic antigen family. This
heavily glycosylated molecule consists of two constant Ig-
like domains and one variable Ig-like domain and it is
anchored to the membrane via its glycosylphosphatidyli-
nositol (GPI). Within the hematopoietic system, CD66c
expression is limited to granulocytes and its precursors
[3,6], where it serves homotypic and heterotypic adhesion
[7], Ca2+ mediated signaling [8] and is markedly upregu-
lated from intracellular stores after activation [9].

It is also found in epithelia of various organs [7]. Upregu-
lation of CD66c is an early molecular event in transforma-
tion leading to colorectal tumors [10]. It was also
confirmed to inhibit anoikis (apoptotic response induced
in normal cells by inadequate or inappropriate adhesion
to substrate) in the in vitro model of carcinoma of colon
[11] and specific silencing of this gene led to decreased
metastatic potential in pancreatic adenocarcinoma [12].

Surprisingly, Sugita et al [13] reported intracellular pres-
ence of CD66c in all leukemic cell lines examined, regard-
less of surface presence or absence, with a different
antigen distribution in cytoplasm that determined surface
expression. They speculated that presence of an undis-
closed transporter would target this molecule to granules
and for surface expression, whereas surface CD66cneg cell
lines lack this transporter. This intriguing hypothesis
prompted us to test whether transcription of CEACAM6
gene and/or intracellular CD66c expression is always fol-
lowed by surface expression.

Uniqueness of aberrant expression of CD66c on malig-
nant lymphoblast is exploited for diagnosis of ALL and

follow-up of a minimal residual disease (MRD) using
flow cytometry [14,15]. To use a marker for a MRD assess-
ment a critical question must be addressed, whether the
aberrant expression is a stable property of the malignant
clone or whether it can be subject to immunophenotype
shift.

In the present study we set out to address the frequency of
CD66c molecule expression in childhood ALL, the regula-
tion of CD66c expression from gene transcription to cyto-
plasmic and surface expression, and we follow
immunophenotype stability from diagnosis to relapse.
We also discuss relevance of CD66c for prognosis
prediction.

Methods
Patients
The cohort of all Czech children (<18 years) diagnosed
with B-precursor ALL investigated in our reference labora-
tory from 1.5.1997 to 23.7.2004 was used for current
study (n = 381). Informed consent was obtained from
patients and/or their guardians. The presence of TEL/
AML1, BCR/ABL and MLL/AF4 fusion genes was detected
by two-round nested PCR, hyperdiploidy was assessed
using DNA index flow cytometric measurement as
described previously [4]. Patients' genotype and corre-
sponding surface CD66c expression is shown in Figure 1
(genotype available in 98% of patients). For intracellular
staining and FACS sorting, only samples with enough
material were selected.

Cell lines
Surface CD66c negative cell lines with typical transloca-
tion found in childhood ALL: TEL/AML1pos (REH) was
kindly provided by R. Pieters (University Hospital Rotter-
dam), MLL/AF4pos (RS4;11) translocation and with no
fusion (NALM-6) were obtained from German Cell Line
collection (DSMZ, Braunschweig, Germany)

Flow Cytometry
Flow cytometry immunophenotyping of bone marrow
(BM) aspirates was performed in at diagnosis and at
relapse. Routine immunophenotypic classification using
panel of monoclonal antibodies (moAbs) was performed
as described previously [4]. Briefly, BM samples were
stained with 2-, 3- and 4-color combinations of moAbs for
15 min in darkness, erythrocytes were lysed with NH4Cl-
containing lysing solution for 15 min, washed and data
were acquired using single FACS Calibur instrument
throughout the study (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
flow cytometer. Anti-CD66c (CEACAM6) moAb used in
all diagnostic and relapse measurements in this study was
clone KOR-SA3544 directly labeled to FITC (Immu-
notech, Marseille, France). Intracellular staining was per-
formed using Fix & Perm kit (Caltag, Burlingame, CA,
Page 2 of 11
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USA) according to manufacturer's protocol. Acquired data
was analyzed with Cell Quest (BD Biosciences) or Flow Jo
(Tree Star, Ashland, OR, USA) software, lymphoblast gate
was drawn based on optical scatter and CD19pos blast
population was selected for further analysis.

Value of 20% was chosen as a threshold of positivity as
recommended by EGIL [16]. For robust prognostic signif-
icance testing, other threshold values were also tested as
indicated in results.

Cross-blocking of CD66c moAbs
Bone marrow samples of CD66c positive blasts were
stained with anti-CD66c moAb clone 9A6 (Genovac,
Freiburg, Germany) moAb for 15 min, erythrocytes were
lysed with NH4Cl-containing lysing solution for 15 min,
washed and sample was incubated with anti-CD66c
moAb KOR-SA3544 PE moAb conjugate.

Western blot
Samples containing 5 × 106 cells were lysed for 30 min at
4°C in 100 µl lysis buffer containing 20 mM Tris-HCl (pH
8.2), 100 mM NaCl, 50 mM NaF, 10 mM EDTA, 10 mM

pyrophosphate (Na4P2O7) and Complete Mini EDTA-Free
(protease inhibitor cocktail tablets, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). Debris was sedimented by centrif-
ugation for 3 min at 13000 rpm, 0°C. Supernatants were
mixed with 100 µl 2× Laemmli's SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) sample loading buffer, and
heated for 5 min at 100°C. Proteins were fractionated by
SDS-PAGE on 12.5% gels and electrophoretically trans-
ferred to PVDF membranes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Membranes were blocked for 1 h in PBS (pH 7.4) contain-
ing 0.5% Tween-20 and 5% nonfat dried milk. Blots were
then incubated for 1 h at room temperature with anti-
KOR-SA3544 (Immunotech, Marseille, France) or anti-
beta-actin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) moAbs
and then developed using goat anti-mouse IgG (H+L)-
HRP conjugate (Bio-Rad). Immunoreactive material was
then revealed by enhanced chemiluminescence (ECL,
Amersham, Little Chalfont Buckinghamshire, UK) accord-
ing to the manufacturer's instructions.

Isolation of RNA and Real-Time Quantitative PCR analysis 
(RQ-PCR)
For RQ- PCR analysis, leukemic blasts were FACS sorted
using sorting option on FACS Calibur or on FACS Aria
instrument (1.1 × 104 - 4.7 × 105 cells from one patient).
Isolation of RNA from FACS-sorted cells was performed
using Trizol-reagent (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA)
according to manufacturer's instructions [17]. Comple-
mentary DNA was prepared using M-MLV Reverse Tran-
scriptase (Gibco) according to manufacturer instructions.
Glycogen (Gibco) 250 µg /mL was added when initial cell
number was lower than 105. Quality of cDNA was verified
by PCR on beta-2-microglobulin (B2M) housekeeping
gene.

RQ-PCR was performed in the LightCycler™ rapid thermal
cycler system (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Ger-
many), according to manufacturer's instructions, using
SYBR green intercalating dye. CEACAM6 specific primers
3'-CGCCTTTGTACCAGCTGTAA and 5'-GCATGTCCCCT-
GGAAGGA designed by Baranov [18] were used for
CEACAM6 amplification and B2M specific primers 3'-
GATGCTGCTTACATGTCTCG 5'-CCAGCAGAGAAT-
GGAAAGTC [19]were used for total cDNA quantification.

PCR amplification was carried out in 1× reaction buffer
(20 mmol/L Tris-HCl, pH 8.4; 50 mmol/L KCl); and 2.0
mmol MgCl2 containing 200 µmol/L of each dNTP, 0.2
µmol/L of each primer, 5 µg bovine serum albumin per
reaction, and 1 U of Platinum Taq DNA polymerase (all
from Gibco) in a final reaction volume of 20 µL. For each
PCR reaction, 2 µL of cDNA template and 2 µl of SYBR
Green 5 × 10-4 (FMC BioProducts, Rockland, MA, USA)
fluorescent dye was included. The cycling conditions were
2.0 minutes at 95°C followed by 45 cycles of

Correlation of ALL genotype categories and percentage of CD66c positivityFigure 1
Correlation of ALL genotype categories and percent-
age of CD66c positivity. Median percentage of CD66cpos 

blasts is listed below each genotype group. Data of consecu-
tive unselected patients with BCP ALL (n = 373) are shown.
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denaturation at 94°C for 5 seconds, annealing at 59°C for
30 seconds, and extension at 72°C for 15 seconds.
CEACAM6 and B2M gene were amplified separately from
the same cDNA, and all experiments were performed in
duplicate. Melting curve analysis was performed after each
run; in case of peak melting temperature shift, PCR prod-
ucts were verified on agarose gel electrophoresis.

Normalized CEACAM6 Expression (CEACAM6n)
Amplification and calibration curves were generated by
using affiliated software (LightCycler 3 data-analysis soft-
ware; version 3.5.28; Idaho Technology Inc., Salt Lake
City, UT, USA). A calibration curve for the B2M and
CEACAM6 housekeeping gene was generated using the
series of 10× diluted cDNA from peripheral blood granu-
locytes as a standard for both reactions. Crossing point
(Cp) value was calculated with LightCycler 3 software
using second derivative maximum method. CEACAM6n
value is relative and represents a ratio of CEACAM6 to
B2M (CEACAM6n = CEACAM6/ B2M). Standard cDNA
from granulocytes was assigned CEACAM6n value of 1,
the same aliquot of granulocytes cDNA was used through-
out of study.

Statistics
Statistical evaluation was done with Statview software,
(SAS Institute Inc, NC, USA). We used Fisher's exact test,
regression coefficient, Mann-Whitney test and Logrank
(Mantel-Cox) test as described in text.

Results
Frequency of CD66c and myeloid antigen (MyAg) 
expression
We selected 365 patient's samples obtained at diagnosis
of B-precursor ALL with available information on the
expression of MyAg CD13, CD15, CD33, CD65 and
CD66c. This subcohort represents 96% of all B-precursor

ALL diagnosed in the study period. The CD66c molecule
was expressed on 43% cases (Table 1, cases with >20%
positive blasts were considered positive). For the fraction
of positive cells and correlation with genotype see [5], of
note, 29% of patients expressed CD66c on more then
50% blasts. Comparison with other MyAg showed that
CD66c is more frequently expressed. Coexpression of
CD66c with other MyAg was not a usual finding (Table 1,
Figure 2). Expression of CD13, CD33 and CD65 tended to
be non-random (mutually exclusive) with CD66c (Table
1). Coexpression of CD66c with any 2 of the other MyAg
was found in fewer than 4 cases in each combination.
Interestingly, mutual relationship of other MyAg was ran-
dom, with the exception of CD13 and CD33 coexpression
(p < 0.0001) and CD15 and CD65 coexpression (p =
0.0002). The analysis was performed also at different cut-
off values (10, 30 and 50 %; data not shown). The same
or less significant correlations were also observed at differ-
ent cutoff values.

Cross-blocking of KOR-SA3544 clone with 9A6 clone
The moAb clone KOR-SA3544 was not included in
Human Leukocyte Differentiation Antigens workshop,
but was characterized by Sugita et al [13]. To prevent
ambiguous interpretation of our data we extended charac-
terization of KOR-SA3544 clone of CD66c moAb by
blocking experiments on CD66cpos blasts. Pretreatment of
cells with workshop-typed clone 9A6 moAb completely
blocked binding of KOR-SA3544 clone in all 9 leukemic
specimens and in granulocytes (data not shown).

Cytoplasmic presence of CD66c in ALL blasts
We have studied surface and cytoplasmic expression of
CD66c in 20 ALL diagnostic samples by flow cytometry.
In contrast to findings of Sugita et al [13], we have
detected CD66c exclusively in all 8 surface positive cases.
None of the 12 surface negative cases stained in cytoplasm

Table 1: Frequency of CD66c and myeloid antigen expression. Cases with >20% blasts are regarded positive, coexpression of CD66c 
and other MyAg is tested by Fisher's exact test.

Molecule No of cases (total = 365) Proportion [%] Coexpression with CD66c

CD66c 156 43
CD33 85 23
CD15 72 20
CD13 57 16
CD65 14 3.8
CD66c and CD33 21 5.8 mutually exclusive p = 0.002
CD66c and CD15 30 8.2 random NS
CD66c and CD13 9 2.5 mutually exclusive P < 0.0001
CD66c and CD65 2 0.55 mutually exclusive p = 0.029
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(Figure 3). The probable cause of the opposite finding in
several cases (lower percentage after permeabilization
than on surface) is a higher background after permeabili-
zation (isotypic control mean fluorescence intensity was
4.3 ± 2.0 and 9.7 ± 3.7 for surface and permeabilized
staining, respectively), which covers borderline events.

Transcription of CEACAM6 gene
To extend the above findings, we used Real-Time Quanti-
tative Reverse Transcription-PCR (RQ-RT-PCR) to quanti-
tatively assess presence of specific CEACAM6 mRNA. We
FACS-sorted CD19posCD66cneg or CD19posCD66cpos blast
cells for RQ-RT-PCR analysis. We didn't find significant
amount of CEACAM6 transcript in surface
CD66cneglymphoblasts, whereas CD66cpos cells contained
CEACAM6. When CD66cneg and positive fraction was

FACS-sorted of heterogeneous specimens (lymphoblasts
partly positive for CD66c) the level of CEACAM6 was
observed higher in CD66cneg cells and lower in CD66cpos

cells as compared to uniform populations (Figure 4). In
one specimen (ALL patient with Down syndrome),
CEACAM6 wasn't increased in CD66cpos fraction.

Western blot
We further question the intracellular CD66c positivity in
surface CD66c negative cell lines. We performed Western
blot as described by Sugita et al. [13] on REH (TEL/
AML1pos) and RS4;11 (MLL/AF4pos) cell lines and found
no CD66c protein (Figure 5). Furthermore we found
NALM-6 (surface CD66cneg, no translocation) cell line
negative. Two BCR/ABL and four hyperdiploid (all surface
CD66cpos) diagnostic samples used as positive controls
were positive, with the similarly narrow band contrasting
to broad band detected in granulocytes (Figure 5), sug-
gesting different glycosylation in keeping with report by
Sugita.

Stability of surface expression from diagnosis to relapse
All relapsed patients up till 12/2003 with available infor-
mation on CD66c expression at diagnosis and at relapse
were used to assess stability of CD66c expression. Com-
parison of CD66c expression in 39 cases of relapsed child-
hood ALL cases to their immunophenotype at diagnosis

Graphical illustration of myeloid antigen positivity in child-hood B-precursor ALLFigure 2
Graphical illustration of myeloid antigen positivity in 
childhood B-precursor ALL. For each antigen, positive 
cases are represented by a colored form. The areas of the 
forms roughly correspond to the frequency of positive cases 
(observed numbers of patients are marked in red) while the 
shapes are constructed to illustrate the respective coexpres-
sions. An arbitrary cutoff value of 20% is used for all antigens. 
The CD66c positivity correlates with negativity of any of the 
following: CD33 (p = 0.002), CD13 (p < 0.0001) and CD65 
(p = 0.029). There was a significant correlation between 
CD33 and CD13 positivity (p < 0.0001) and between CD15 
and CD65 positivity (p = 0.0002) whereas the positivity of no 
other two antigens of the ones shown correlated significantly 
with each other. Total number of B-precursor cases illus-
trated is 365.

Relationship of surface and cytoplasmic expression of CD66cFigure 3
Relationship of surface and cytoplasmic expression of 
CD66c. Percentage of surface expression of CD66c in ALL 
blasts is plotted against cytoplasmic expression (after cell 
membrane permeabilization). Samples of 20 patients at ALL 
diagnosis are shown, 12 CD66c negative and 8 CD66c posi-
tive. Regression coefficient R2 = 0.927
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Transcription of CEACAM6 versus surface CD66c expression on sorted cellsFigure 4
Transcription of CEACAM6 versus surface CD66c expression on sorted cells. FACSsorted CD66c surface negative 
(CD66cneg) or positive (CD66cpos) ALL lymphoblasts, five patients with heterogeneous CD66c expression were sorted into 
both CD66c negative and CD66c positive fraction (lines connect sorted fractions from the same specimen). Mann-Whitney 
test was used to compare groups (n = 32). CEACAM6n value is normalized to beta-2-microglobulin (see Methods).
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revealed that both negativity and positivity of this antigen
was retained from diagnosis to relapse (Figure 6; median
time to relapse 2.5y min 0.3y, max 5.3y). Although the
quantitative levels of CD66c expression differed in some
patients (median difference 0.0%, standard deviation
21%), no case of CD66c complete loss or gain was found
in our cohort.

Prognostic significance of CD66c expression
Only B-precursor ALL patients treated on the same ALL
BFM 95 treatment protocol [20] (n = 254) were evaluated
for prognostic impact. The prognosis did not differ for
cases with either CD66cpos blasts exceeding either 20%
(Figure 7) or any other cutoff value tested (5%, 10% and
50%, data not shown).

Next, we asked whether CD66c expression correlated with
the risk factors used in ALL BFM-95 protocol for stratifica-
tion into risk groups [21]. No difference in relapse free
survival (RFS) was noted when analyzed separately for
each risk group or higher and lower initial leukocytosis
(cutoff value: 2 × 104 cells per ml), age group or response
to prednisone (groups as in Table 2).

When analyzed with respect to a genotype, we found no
prognostic value of CD66c in any defined group (BCR/
ABLpos, TEL/AML1pos, hyperdiploid ALL and none of the
above-mentioned genetic changes, Figure 7 and Table 2).

Western blot of granulocytes, ALL samples of CD66c positive cases and surface CD66cneg cell lines with TEL/AML1pos (REH), MLL/AF4pos (RS4;11) translocation and with no fusion (NALM-6)Figure 5
Western blot of granulocytes, ALL samples of CD66c positive cases and surface CD66cneg cell lines with TEL/AML1pos 
(REH), MLL/AF4pos (RS4;11) translocation and with no fusion (NALM-6).

Stability of CD66c from diagnosis to relapseFigure 6
Stability of CD66c from diagnosis to relapse. Each cir-
cle represents one patient (n = 39). Percentage of CD66cpos 

blasts at diagnosis is plotted against percentage of CD66cpos 

blasts at relapse. Regression line with 95% confidence R2 = 
0.755
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In contrast to the study by Hanenberg et al [22], there was
no correlation between initial leukocytosis and CD66c in
our cohort (Table 2).

Discussion
Our data on childhood B-precursor ALL show that CD66c
is more frequently expressed than the myeloid antigens
included in the standard immunophenotyping panels for
ALL. To our knowledge, CD66c is the most frequent mye-
loid marker in childhood ALL. This, together with the
tight correlations between CD66c and genotype [5],
makes CD66c a pertinent object of research on aberrant
expression regulation.

In line with the data from Sugita, we confirm the specifi-
city of KOR-SA3544 clone moAb for CD66c by CEACAM6

mRNA detection and by cross-blocking of KOR-SA3544
binding by representative 9A6 clone, that suggests a spa-
tial proximity of the two epitopes recognized. Further-
more we show that all CD66cpos ALL specimens show a
similar extent of glycosylation as cell lines analyzed by
Sugita, which differs from the extent of glycosylation in
granulocytes.

Since there is a strong correlation of ALL genotype and
CD66c expression, we hypothesized that surface CD66c
expression would be controlled by gene transcription
rather than by targeting to surface from intracellular stores
as proposed by Sugita [13]. In accordance with this, both
intracellular staining and Western blot failed to identify
cytoplasmic CD66c protein in any surface CD66cneg cells.
Down the same line, no CEACAM6 transcript was

Relapse free survival of cases with CD66cpos (blue line) or CD66cneg (red line) B-precursor ALLFigure 7
Relapse free survival of cases with CD66c pos (blue line) or CD66cneg(red line) B-precursor ALL. Unselected con-
secutive patients treated on ALL BFM95 protocol (median follow up 3.64 years). Since surface CD66c associates with geno-
type, separate analyses for distinct genotype subgroups are shown.
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detected in surface CD66cneg lymphoblasts. Overall our
data suggest that transcription is the checkpoint that leads
to surface expression, rather then the former model,
which proposed that all malignant lymphoblasts generate
the CD66c molecule but only some of them target it for
the cell membrane.

Interestingly, importance of this molecule was shown in a
model of colorectal carcinoma where transfection with
CEACAM6 inhibited anoikis (10), high CEACAM6 pre-
dicted high risk patients with resectable colorectal cancer
(9) and CEACAM6 gene silencing decreased resistance to
anoikis in vitro leading to inhibition of metastatic ability
in mouse model (11). Although the function of
CEACAM6 in ALL blasts is still unknown, this molecule's
function has been recently associated with pathogenesis
of other types of cancer in man [10-12,23,24]. Study of
anti-CEACAM6 immunotoxin-based therapy in mouse
model of pancreatic carcinoma was published recently
[25].

So far, prognostic significance of expression of myeloid
antigens CD13, CD14, CD33, CD65w, CD11b and CD15
has been studied with conflicting results (summarized in
[26]). As determined in our large cohort of patients
treated on ALL BFM 95 protocol, no prognostic signifi-
cance of CD66c could be revealed in general, nor when we
analyzed separate risk groups or TEL/AML1pos, BCR/ABL-

pos, hyperdiploid and other B-precursor ALL cases sepa-
rately. Furthermore, instability of aberrant expression was
reported for most myeloid markers (CD13, CD14, CD15,
CD33 and CD65).

Stability of expression is a major concern of flow cytomet-
ric studies of MRD. In present, use of multiple CD markers
is widely recommended to prevent MRD underestimation
due to the immunophenotype shift (discussed in
[15,27]). In current study we show for the first time that
CD66c expression stays qualitatively stable from diagno-
sis to relapse in all relapsed cases studied. This finding,
together with high frequency of CD66cpos cases, supports
inclusion of CD66c into a moAbs panels for MRD detec-
tion in patients positive for this CD marker at diagnosis.
However, anecdotal downregulation of CD66c expression
during chemotherapy has been observed [15], but has not
been methodically studied yet. Any temporary downregu-
lation might lead to falsely lower values of MRD measure-
ment – thus, it would be worthwhile to disclose whether
this phenomenon occurs regularly at certain points of
chemotherapy.

Mutual exclusiveness of MyAg expression as well as differ-
ent stability of CD66c compared to other MyAgs [28]
challenges the general practice of prognostic evaluation of
MyAgpos ALL cases as a group [26] and favors individual

Table 2: Correlation between risk factors and CD66c expression. The distribution of CD66cpos and CD66cneg cases (cutoff 20%) is 
shown. In addition, no difference was observed in the RFS of the risk-defined subsets based on the CD66c expression (log-rank test p-
value > 0.05 in all analyses). Only patients treated by a single ALL BFM-95 protocol are shown here (n = 254).

CD66cpos cases CD66cneg cases p-value (chi-square)

All patients 109 145 N/A

Prednisone poor responder 9 12 n.s.
Prednisone good responder 100 133

Initial leukocytosis = > 20 × 109/L 28 44 n.s.
Initial leukocytosis < 20 × 109/L 81 101

TEL/AML1 2 77 P < 0.0001
BCR/ABL 7 1
MLL/AF4 0 1
Hyperdiploid 55 7
Other genotype (not TEL/AML1, BCR/ABL, MLL/AF4 or hyperdiploidy) 45 59

Age 1–5 59 88 n.s.
Age >5 50 57

Standard risk group 40 58 n.s.
Intermediate risk group 54 72
High risk group 15 15
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evaluation of contribution/regulation of each MyAg for
blast cell.

Conclusion
CD66c presents some of the tightest associations with ALL
genotype. Although our findings indicate that CD66c is
unlikely to gain a practical importance as a prognosis
predictor, there are several reasons to focus on it in diag-
nostic and MRD studies. CD66c, apparently the most fre-
quently expressed aberrant antigen in childhood ALL, is
very useful in discriminating leukemic blasts from non-
malignant cells. Aberrant expression remains a puzzling
phenomenon that warrants further investigation. If it is
confirmed by techniques sensitive enough that the so
called "aberrant markers" are truly not expressed on any
subtle population of lymphoid precursors, there will be
an opportunity to find new targets for specific ALL therapy
(e.g. monoclonal antibodies against differently
glycosylated form of CD66c) that will spare the non-
leukemic precursors, thus reducing the treatment toxicity.
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bstract

TEL/AML1 fusion gene is present in 20–25% of childhood acute lymphoblastic leukaemias. In order to unravel at which stage
recursor development the fusion is originated, we analysed frequency and pattern of immunoreceptor (immunoglobulin and T-ce
ene rearrangements in 47 TEL/AML1-positive and 43 TEL/AML1-negative cases of the same CD10+ immunophenotype. Mor
ompared corresponding immunoreceptor gene rearrangements in 11 cases of TEL/AML1-positive leukaemia at diagnosis and re
ature immunogenotype of TEL/AML1-positive cases and changes in 37% of rearrangements between diagnosis and relapse su
ost cases the TEL/AML1 fusion is formed during immunoreceptor gene rearrangement process.
2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

eywords:Acute lymphoblastic leukaemia; TEL/AML1; Immunoglobulin; T-cell receptor; Rearrangement; Relapse

. Introduction

Leukaemias with TEL/AML1 (ETV6/RUNX1) fusion
ene (resulting fromt(12; 21) translocation) form the most
ommon genetically defined subgroup of childhood acute
ymphoblastic leukaemia (ALL) with 20–25% of all cases
1]. This subgroup is relatively homogeneous and a signifi-
ant part of its characteristics regarding biological and clini-
al features, behaviour, prognosis and also aetiology has been
evealed. However, a number of questions still remain unan-
wered. One of these questions concerns the timing of ini-
iating event of the leukaemic process. It is believed that
he fusion of TEL and AML1 genes is the first or initiat-
ng hit in these leukaemias. It has been shown that this hit

∗ Corresponding author. Tel.: +420 22443 6580; fax: +420 22443 6521.
E-mail address:jan.zuna@lfmotol.cuni.cz (J. Zuna).

occurs already during prenatal development in most c
[2–4] and recent data suggest that it does not necessaril
to overt leukaemia[5]. However, it is still not clear at whic
stage of B-cell precursor (BCP) development this fusion t
place.

In our study we compare the number and patter
immunoglobulin (Ig) and T-cell receptor (TCR) gene re
rangements at initial diagnosis in the groups of TEL/AM
positive and -negative patients diagnosed with ALL of
same CD10+ immunophenotype and, moreover, we
pare Ig/TCR rearrangements at diagnosis and relapse
TEL/AML1-positive leukaemia. In discussion, we offer s
narios that are compatible with our own data as we
the other data published so far—particularly, we ana
hypotheses concerning the question in the backgroun
Ig/TCR rearrangements and TEL/AML1 fusion relations
which comes first?

145-2126/$ – see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
oi:10.1016/j.leukres.2004.11.007
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2. Materials and methods

2.1. Immunoreceptor gene rearrangements analysis

We examined pattern of Ig/TCR gene rearrangements in
bone marrow samples of ALL patients using the set of 18 re-
actions covering the vast majority (>90%) of Ig-heavy chain
(IgH), Ig-kappa (Ig�), TCR-delta (TCR�) and TCR-gamma
(TCR�) rearrangements in B-cell precursor ALL (IgH:
VHl/7–JHcons, VH2–JHcons, VH3–JHcons, VH4–JHcons,
VH5–JHcons; Ig�: V�I–Kde, V�II–Kde, V�III–Kde,
V�IV–Kde, intron RSS–Kde; TCR�: V�2–D�3, D�2–D�3;
TCR�: V�I–J�1.1/2.1, V�I–J�1.3/2.3, V�II–J�1.1/2.1,
V�II–J�1.3/2.3, V�IV–J�1.1/2.1, V�IV–J�1.3/2.3). Se-
quences of primers and PCR conditions were specified else-
where[6,7]. To reliably distinguish clonal PCR products from
polyclonal we performed heteroduplex analysis of fragments
using polyacrylamide gel. Clonal PCR products were excised
and purified using QIAquick gel extraction kits (QIAGEN,
Valencia, CA). Purified PCR fragments were sequenced di-
rectly on ABI PRISM® 310 capillary sequencer using Big
Dye Terminator Chemistry (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Variable (V), diversity (D) and joining (J) regions of
immunoreceptor genes were identified by comparison with
sequences in GeneBank using the ImMunoGeneTics (IMGT)
Database (http://imgt.cines.fr, IMGT, European Bioinfor-
m arch
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and ModFit (Verity House, Topsham, ME, USA) software
applications.

2.4. Statistical analysis

Fisher’s exact test and Mann–Whitney test were used for
statistical analysis.

3. Results

3.1. Ig/TCR rearrangements in TEL/AML1+ and
TEL/AML1– ALL

The results of this analysis are summarised inTable 1.
The number of patients with at least one detectable clonal
(i.e. only mono- or bi-clonal/allelic) rearrangement is com-
parable within both selected cohorts (94% versus 95% for
TEL/AML1-positive and TEL/AML1-negative groups, re-
spectively;p= 1.0). However, we found a significantly higher
total number of clonal rearrangements in the TEL/AML1-
positive patients (p= 0.0006). The most significant differ-
ence between the two groups was identified in Ig� segment
(72% versus 26%;p< 0.0001) and also the TCR� rearrange-
ments were significantly more frequent in the TEL/AML1-
p y
o ig-
n ive
p %;
p
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atics Institute, Montepellier, France) and the IGBlast se
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/, National Center fo
iotechnology Information, Bethesda, MD).

.2. Patients

All patients included in this study were treated in one
he Czech Paediatric Haematology Working Group (C
entres according to Berlin–Frankfurt–Munster (BFM) A
rotocols. Informed consent was obtained from patien

heir guardians. We compared the number and patte
g/TCR rearrangements at initial diagnosis in the groups
EL/AML1-positive and 43 TEL/AML1-negative patien
iagnosed with ALL of the same CD10+ immunophenot
TEL/AML1-positive: common ALL n= 30, prae-B ALL
= 17; TEL/AML1-negative: common ALLn= 27, prae-B
LL n= 16) and of the same age at presentation. M
ver, we examined Ig/TCR rearrangements in corresp

ng diagnostic and relapse samples of 11 patients diagn
ith relapsed TEL/AML1-positive ALL. The TEL/AML1
tatus was determined using reverse transcriptase (RT)
ethod as described elsewhere[1].

.3. Cell cycle analysis

CycleTESTt PLUS DNA Reagent Kit (Becton Dickins
mmunocytometry Systems, CA, USA) was used for an
is of nuclear DNA from cell suspension according to
anufacturer’s instructions. The distribution of cell cy
hases was analysed with CELLQuest (Becton Dickin
ositive group (81% versus 56%;p= 0.0128). The frequenc
f clonal TCR� and IgH rearrangements did not differ s
ificantly in the TEL/AML1-positive compared to -negat
atients (53% versus 56%;p= 0.8349 and 79% versus 65
= 0.1658, respectively).

.2. Ig/TCR rearrangements at diagnosis and relapse

Summary of Ig/TCR rearrangements found in diagno
nd corresponding relapse samples of 11 patients wit

apsed TEL/AML1-positive ALL is shown inTable 2. In four
atients the pattern of rearrangements was the same at d
is and relapse (2, 3, 4 and 5 rearrangements, respect
n five patients we found loss of some markers at rela

able 1
umber of patients with clonal (mono- or bi-clonal/allelic) rearrangem

IgHa Ig�a TCR�a TCR�a ≥1b Overallc

EL/AML1+ 79% 72% 53% 81% 94% 186
n= 47) (37/47) (34/47) (25/47) (38/47) (44/47) (4.0/p

EL/AML1– 65% 26% 56% 56% 95% 116
n= 43) (28/43) (11/43) (24/43) (24/43) (41/43) (2.7/p

0.17d <0.0001d 0.83d 0.0128d 1.0d 0.0006e

a Number of patients with at least one clonal (mono- or bi-clonal/all
earrangement of particular gene.
b Number of patients with at least one clonal rearrangement.
c Total number of clonal rearrangements within the group (numb

earrangements per patient).
d Statistical significance (p) calculated using Fisher’s exact test.
e Statistical significance (p) calculated using Mann–Whitney test.

http://imgt.cines.fr/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/
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Table 2
Immunoreceptor gene rearrangements of 11 TEL/AML1-positive patients at
diagnosis and relapse

Patient Immunoreceptor gene rearrangements

Diagnosis Relapse

1 VH4/JH –
VH5/JH VH5/JH
VkI/Kde VkI/Kde
VgI/Jg1.3–2.3 VgI/Jg1.3–2.3
VgII/Jg1.3–2.3 VgII/Jg1.3–2.3

2 VkI/Kde VkI/Kde
– RSS/Kde
Vd2/Dd3 Vd2/Dd3
VgI/Jg1.3–2.3 (1) –
– VgI/Jg1.3–2.3 (2)

3 VH3/JH –
VkIV/Kde –
RSS/Kde RSS/Kde
Vd2/Dd3 –
VgI/Jg1.3–2.3 (1) VgI/Jg1.3–2.3 (1)
VgI/Jg1.3–2.3 (2) VgI/Jg1.3–2.3 (2)

4 VH3–33/DH3–10/JH6 –
– VH3-38/DH3–10/JH6
VH4/JH –
VH5–51/DH3–10/JH6 (1) –
– VH5-51/DH3–10/JH6 (2)
VkII/Kde VkII/Kde
Vd2/Dd3 Vd2/Dd3
VgI/Jg1.3–2.3 –

5 VkI/Kde VkI/Kde
RSS/Kde RSS/Kde
Vd2/Dd3 Vd2/Dd3
VgI/Jg1.3–2.3 VgI/Jg1.3–2.3
VgII/Jg1.3–2.3 –

6 VH3/JH –
VkIII/Kde –
VgI/Jg1.3–2.3 VgI/Jg1.3–2.3

7 VkI/Kde –
VkII/Kde VkII/Kde
Vd2/Dd3 –
VgI/Jg1.3–2.3 VgI/Jg1.3–2.3
VgII/Jg1.3–2.3 –

8 VH2/JH VH2/JH
VgI/Jg1.3–2.3 VgI/Jg1.3–2.3
VgII/Jg1.3–2.3 VgII/Jg1.3–2.3

9 VH2/JH VH2/JH
VgIV/Jg1.1–2.1 VgIV/Jg1.1–2.1

10 VH3/JH VH3/JH
RSS/Kde RSS/Kde
Vd2/Dd3 Vd2/Dd3
VgI/Jg1.3–2.3 VgI/Jg1.3–2.3

11 VH2/JH VH2/JH
VH3/JH VH3/JH
VkI/Kde VkI/Kde
VkII/Kde VkII/Kde
VgI/Jg1.3–2.3 VgI/Jg1.3–2.3

but at least one dominant rearrangement was maintained be-
tween the diagnosis and relapse in all of these children. In the
remaining two patients the changes were more complex. Pa-
tient number two had clonal rearrangements in V�2–D�3,
V�I–Kde and V�I–J�1.3/2.3 systems at diagnosis. At re-
lapse, in addition to identical V�2–D�3 and V�I–Kde, she
gained RSS–Kde rearrangement and the V�I–J�1.3/2.3 rear-
rangement showed a different sequence. Unfortunately, the
limited amount of diagnostic DNA material did not allow us
to backtrack the latter clones back to diagnosis. The diagnos-
tic sample of the patient number 4 was positive in systems
VH3–JH6, VH4–JH4, VH5–JH6, V�2–D�3, V�II–Kde and
V�I–J�1.3/2.3. At relapse the VH4–JH4 and V�I–J�1.3/2.3
rearrangements were lost and the VH3–JH6 and VH5–JH6
rearrangements showed change of the VH segment with
DH–JH sequence maintained. This change is likely to be
caused by a clonal evolution of the rearrangement between
diagnosis and relapse. Altogether, in our cohort of 11 pa-
tients with relapsed TEL/AML1-positive ALL we detected
47 Ig/TCR rearrangements at diagnosis and 36 rearrange-
ments at relapse. We found 37% of Ig/TCR rearrangements
to be changed between the two time points.

3.3. Cell cycle analysis of TEL/AML1-positive and
-negative patients
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In 59 cases (34 TEL/AML1-positive and 25 TEL/AML
egative) we were able to evaluate a cell cycle of

eukaemic population analysing the DNA content using
idium iodide. The proportion of the cells in G0–G1 ph
as identical in both groups (median 92% (71–97%)
edian 91% (76–96%) for the TEL/AML1-positive an
egative patients, respectively; non-significant).

. Discussion

In normal B- and T-lymphoid precursors the rearran
ent process begins with IgH and TCR� genes, respe

ively, followed by TCR� (T-lymphocytes) and finally Ig�
B-lymphocytes) in more advanced stages of differentia
8]. It has been shown recently that TCR rearrangem
ypical for BCP-leukaemic cells are present also in nor
-cell precursors[9]. Therefore, the presence of TCR
rrangements in BCP-ALLs probably reflects physiolog
ituation and also the physiological order of recombina
s preserved in childhood BCP leukaemias[10]. The highe
verall number of clonal Ig/TCR rearrangements and
icularly the predominance in the Ig� and TCR� loci thus
ndicates more mature immunogenotype of the TEL/AM
ositive ALL compared to other childhood leukaemias of
ame immunophenotype. In the traditional view, age a
gnosis of ALL could possibly be a factor influencing
elative immunogenotypic maturity of the leukaemic bla
owever, age at presentation did not differ significantly

ween our groups (TEL/AML1-positive: median 53 mon
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(15–167 months); TEL/AML1-negative: median 65 months
(4–218 months);p= 0.47). To further eliminate any possible
bias caused by the different presentation age we performed
also an age-matched analysis of the two groups. We were able
to select 33 patients from each group and made TEL/AML1-
positive versus TEL/AML1-negative pairs with age at diag-
nosis differing by fewer than six months within each pair. The
analysis revealed similar result with significant difference
between the positive and negative groups in the overall fre-
quency of rearrangements (p= 0.0089) and frequency of Ig�
(p= 0.0002) and TCR� (p= 0.0332) rearrangements. Again,
the number of patients with at least one rearrangement as
well as frequency of TCR� and IgH rearrangements showed
no statistically significant difference (p= 0.24,p= 0.45 and
p= 0.57, respectively). Comparable results were recently
obtained in a similar study performed by Hubner et al.
[11].

If we want to disclose the reasonwhy the TEL/AML1-
positive leukaemias have significantly more mature im-
munogenotype compared to others the key question—in
our opinion—is whether Ig/TCR rearrangement precedes
TEL/AML1 fusion or vice versa. There are three conceiv-
able scenarios: (1) TEL fuses to AML1 before the initiation
of Ig/TCR rearrangements; (2) TEL fuses to AML1 after
the Ig/TCR rearrangements are completed; (3) TEL fuses
to AML1 during the Ig/TCR rearrangement process. Let us
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in 11/26 patients. Even in cases with different TEL deletion
at relapse compared to original diagnosis (such relapses are
believed to originate from pre-leukaemic clone by an inde-
pendent second hit (TEL deletion)) the Ig/TCR rearrange-
ments are maintained[12,13]. Peham et al.[15] used minimal
residual disease monitoring techniques and they found “ex-
clusive” relapse rearrangements back at original diagnosis in
all relapsed TEL/AML1-positive patients (albeit at different
levels). The results suggest that some clonal proliferation oc-
curs already during the pre-leukaemic phase and implies that
the pre-leukaemic population is clonal with respect to the
TEL/AML1 fusion but in terms of Ig/TCR rearrangements it
is, in fact, a mixture of differently related subclones.

Possible scenarios of the TEL/AML1 and Ig/TCR rear-
rangements timing (schematically illustrated inFig. 1):

4.1. TEL/AML1 precedes Ig/TCR rearrangement

In case TEL/AML1 fusion is the first event, the chimaeric
product itself would then stimulate the formation of mature
Ig/TCR rearrangements from the fully germline configura-
tion. Several mechanisms could be envisaged including a cell
cycle retardation in the TEL/AML1-positive cells[11]. How-
ever, there are facts questioning this scenario. As TEL/AML1
is a leukaemia-specific fusion gene we can assume prolifer-
ation of the positive cell before the Ig/TCR genes start to
r after
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nalyse the three possible situations in the light of the
ented data and also with respect to other recently publ
tudies briefly summarised below.

TEL/AML1 fusion often arises pre-natally—the patie
pecific intronic fusion of the two genes can be “backtrac
o the patient’s newborn DNA material[4]. However, the fu
ion itself does not necessarily lead to leukaemia (app
ately 1% of cord blood samples taken from healthy n
orns harbour the TEL/AML1-positive cells[5] and our un
ublished data). A subsequent, postnatal hit (silencing o
on-translocated TEL seems to be the most probable c
ate[5,12,13]) is needed to trigger an overt leukaemia—
sually diagnosed in the pre-school age but the pre-leuka
hase can span more than 10 years[3]. The Ig/TCR gen
earrangements specific for the leukaemic clone can
e detected in the patient’s newborn DNA material in b
EL/AML1-positive and -negative cases[14]. Twins with
oncordant TEL/AML1-positive leukaemia shared an id
ical genomic TEL/AML1 fusion sequence as well as
dentical Ig rearrangement, but another rearrangement
ene was detected only in one twin[2]. Among TEL/AML1-
ositive relapses (recalculated from Refs.[12,15] and our
resented data), 25/26 patients with relapsed TEL/AM
ositive leukaemia retained at least one dominant clona
unoreceptor gene rearrangement between the diagnos

elapse; in the last case the rearrangements dominant
apse were present at original diagnosis at the level of−4

∼1 positive cell among 10.000 negative cells). In total, a
5% of rearrangements were maintained without chang
earrangements were identical between diagnosis and re
d
-

earrange. If the Ig/TCR rearrangement process begins
he first cell division of the TEL/AML1-positive cell wit
g/TCR genes in germline configuration, we would find
erent TEL/AML1-positive subclones completely unrela
n terms of Ig/TCR. This would lead to a polyclonal patter
earrangements within the (prae-)leukaemic population
mportunate questions are:

Why the second hit strikes the cells with the same r
rangement in case of concordant leukaemia in twins d
nosed at the age of 3 and 4[2]?
Why are the cells with a specific Ig/TCR rearrangem
which will be a clonal marker of fully leukaemic ce
several years later, present in the newborn material alr
as a relatively large clone[14]?
Why the subsequent hit turning the pre-leukaemic ce
the leukaemic one occurs in the precursor with the s
Ig/TCR rearrangement even in the cases of “relapse”
gered by an independent TEL deletion[12,13]?

Taken together we presume this first scenario ap
eldom—if ever—for TEL/AML1-positive leukaemias.

We also tried to confirm the theory of the cell cycle
ardation in TEL/AML1-positive ALL suggested previou
11]. In case TEL/AML1 fusion leads to a retardation of a
ycle one would expect a higher number of cells in the G0
hase. However, the proportion of these cells was identic
oth (TEL/AML1+ and−) groups. Thus, if the TEL/AML1

usion causes a cell cycle retardation this effect migh
oticeable only in pre-leukaemic cells, but it is definit
bolished in the leukaemic blasts. Moreover, to our kn
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Fig. 1. The three possible scenarios of TEL/AML1 and Ig/TCR rearrangements relationship as described in the text. (1) TEL fuses to AML1 before the
Ig/TCR rearrangements are initiated. TEL/AML1 stimulates/allows the Ig/TCR rearrangement machinery to finish all rearrangements. (2) TEL fuses toAML1
after the Ig/TCR rearrangements are finished (=TEL/AML1 fusion is originated in a relatively mature precursor). (3) TEL fuses to AML1 during the Ig/TCR
rearrangement process; some Ig/TCR genes are already rearranged. TEL/AML1 then stimulates/allows the cell to finish the rest. More comments in the text.
V, variable;D, diversity;J, joining regions of immunoreceptor genes.

edge, the assumption of the TEL/AML1 blocking the G1 to
S progression is not supported by direct experimental data.

4.2. Ig/TCR rearrangement precedes TEL/AML1

This scenario presumes TEL/AML1 fusion occurs when
the Ig/TCR genes are already rearranged. If the Ig/TCR re-
arrangement process were already definitively finished at
the time of TEL/AML1 fusion, then all TEL/AML1-positive
cells would keep the same Ig/TCR pattern. It is not the case
for the majority of patients as demonstrated by the differ-
ences between the diagnostic and relapse samples and by
the oligoclonality in about 20% of diagnostic samples[11].
Also the spectrum of the rearrangements in the TEL/AML1-
positive patients showing some non-physiological features
[11] suggests that at least some Ig/TCR rearrangements may
be completed or changed after the malignant turn of the cell.
However, in cases of TEL/AML1-positive ALL with fully
identical Ig/TCR pattern at all examined time points this sce-
nario cannot be ruled out. The “mature” origin of the progen-
itor originally affected by the TEL/AML1 fusion might also
contribute to the superior treatment results of this subgroup
of childhood ALL.

4.3. TEL/AML1 arises during the Ig/TCR rearrangement

ar-
r e fin-
i lysis

of TEL/AML1 and Ig/TCR can be done—birth (indirectly
in twin studies or directly using backtracking on Guthrie
cards), diagnosis and relapse—and at least two of them can
be compared in more than 30 cases described to date. All but
one of these cases have at least one dominant Ig/TCR rear-
rangement maintained but many rearrangements are changed
during the evolution process. This makes this scenario the
most plausible from our point of view. It is probably impos-
sible to prove whether the more mature pattern of Ig/TCR
rearrangements in TEL/AML1-positive ALL is rather due
to more mature progenitor originally affected by the fusion
(with most of the rearrangements already finished) or whether
it is a function of the TEL/AML1 protein that, somehow,
stimulates the activity of the rearrangement machinery. We
believe that combination of both might be responsible for
the resultant picture. Only fragments of data are available
at the moment to support any of the hypotheses. From the
raw data obtained by expression profiling of childhood ALL
[16] (http://www.stjuderesearch.org/data/ALLl), we recalcu-
lated that the expression of the RAG1 gene is significantly
higher in the TEL/AML1-positive ALL compared to other
subtypes; in the analysis based on 79 TEL/AML1-positive
and 205 TEL/AML1-negative B-cell precursor childhood
ALL cases the difference reached statistically extremely sig-
nificant value (p< 0.000l). Also the expression of RAG2 is
increased inTEL/AML1-positive cases but not to such extent
( his
s ndary
i t that
When TEL/AML1 fusion is formed some Ig/TCR re
angements are already made and others are yet to b
shed. Generally, we have three time points where ana
p= 0.0024 andp= 0.24, according to probe set used). T
upports the theory that the fusion gene has some seco
mpact on the Ig/TCR rearrangements. Despite the fac

http://www.stjuderesearch.org/data/alll
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the process is certainly more complex, we might speculate
that as there is no difference in the frequency of IgH and
TCR� rearrangements between the TEL/AML1-positive and
-negative cases, the fusion of TEL and AML1 genes takes
place in the B-cell precursor that already finished the rear-
rangement process of these genes. Increased RAG activity
in the TEL/AML1-positive cases could then stimulate rear-
rangements of Ig� and TCR�. This would fit with the data
we present here and with the third scenario proposed in the
discussion.

In our study, we provide results of two different analyses
concerning immunoreceptor gene rearrangements in the large
group of TEL/AML1-positive childhood ALLs. We show
that TEL/AML1-positive leukaemias have more mature pat-
tern of immunoreceptor gene rearrangements compared to
the negative cases. Our results as well as other recent data
allow us to analyse detailed scenarios on the timing of the
origin of TEL/AML1 fusion with respect to the Ig/TCR re-
arrangements. The third scenario proposed in this study fits
best with the data from the analysis of the Ig/TCR rearrange-
ments in twins, in the Guthrie cards and in the TEL/AML1-
positive ALL at diagnosis and relapse. We believe this sce-
nario is applicable to the majority of TEL/AML1-positive
cases. However, we feel that much additional work must be
done before this “which comes first” problem is definitively
solved.
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