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Uvod

Lidsky imunitni systém se setkava s miliony nejriznéjsich antigent a antigennich epitopu.
Schopnost lymfocytl specificky reagovat na tyto podnéty je zajidténa obrovskou
rozmanitosti antigenné-specifickych receptord - imunoglobulind (Ig) u B lymfocytl
a T-bunécnych receptorti (TCR) u T lymfocyti. Kdyby byl cely tento repertodr kddovan
oddélenymi geny, zabral by vétS§inu genomu. Namisto toho vznikl v prib&hu evoluce
systém, ktery pomoci pfeskupovani omezeného mnoZstvi genovych segmentt dokaze
vytvofit kombinace, které jsou jedine¢né pro kazdy lymfocyt nebo lymfocytarni klon [1,
2].

Povrchové 1 sekretované imunoglobuliny B lymfocyti se skladaji ze dvou t€Zzkych (IgH)
a dvou lehkych (IgL) fetézcl, spojenych disulfidovou vazbou. Geny kodujici IgH fetézce
se nachazeji v genovém komplexu na chromosomu 14q32.3 v oblasti pokryvajici ast 1250
kb. Tento komplex obsahuje v zavislosti na haplotypu na 5" konci skupinu 46-52 funkénich
sekvencné podobnych tsekt V (“variabilita"), rozdélenych na zakladé homologie do 6-7
rodin. Déle nasleduje skupina 27 usekt D ("diversita"), pak skupina 6 kratkych usekd J
("joining") a na 3° konci jsou uspofadany genoveé segmenty konstantni ¢asti tézkcého
fetézce (C), jejichZ pouzitim jsou definovany jednotlivé tfidy imunoglobulinit [3]. Po
stranach jednotlivych V.D,J segmenti jsou situovany tzv. "RSS" (recombination signal
sequence) sekvence, které jsou rozeznavany komplexem proteini zajist'ujicim tzv. V-D-J
rekombinaci. Jedna se o specificky druh rekombinace DNA, ktera postihuje nehomologni
genové segmenty a je zajiSfovana koordinovanou aktivitou nékolika enzymu. Neékteré
z nich se nachazeji pouze ve vyvijejicich se lymfocytech (recombination activating genes,
RAG 1, RAG 2), dal8i patii k enzymim uéastnicim se oprav DNA (Ku70, Ku80, DNA
ligasa IV). U IGH zadind V-D-J rekombinace pieskupenim segmentu D k J a je
ndsledovana pfipojenim V k D-J. Plsobenim enzymu terminalni deoxynukleotidyl
transferazy (TdT) jsou mezi tyto tseky navic vkladiany ndhodné tzv. N-nukleotidy, coZ
jesté zvysuje uz beztak vysokou variabilitu téchto sekvenci. D-J preskupeni miiZe probihat
1 opakované, dokud jsou k dispozici nevyStépené D a J segmenty; tento krok probiha na
obou chromozémech paralelné. Pokud je piestavba V-D-J na jednom chromosomu
produktivni, je pfepsdna do mRNA, kterd po sestiithu za¢ne produkovat téZky p fetézec.
Vtomto okamziku je prestavovani na druhém chromosomu zastaveno, takZe kazdy B
lymfocyt produkuje jen jeden t&zky fetézec (tzv. alelicka exkluze) [4, 5]. V okamzZiku, kdy

buiika zaala produkovat p fetézec, se z ni stava preB lymfocyt. Tézky fetézec se viak



zatim nemuzZe asociovat s lehkym, protoZe pfeskupeni jeho geni dosud neprobéhlo. Misto
IgL fetézct proto preB bunka syntetizuje tzv. "nahradni" L-fetézce (wL), které se skladaji
ze dvou malych proteinii, produktli genti zvanych VpreB a A5. Komplex membranového p
retézce s yl asociovany s dimerem signalizaCnich proteini Iga-Igp se objevuje na
povrchu preB burnky [6]. V tomto stddiu se pravdépodobné po stimulaci néjakym dosud

neidentifikovanym ligandem zahajuje pfeskupovani gena pro IgL fetézce [7].
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Obrizek ¢. 1: Schéma prestaveb genii pro tézké retézce imunoglobulini

Lehké fetézce jsou kédovany bud’ komplexem kappa (IGK) na chromosomu 2p11.2 nebo
komplexem lambda (IGL) na chromosomu 22. Struktura téchto genovych komplexi ma
podobné uspofadani jako IgH, ale je jednodu$$i (neobsahuje D segmenty a sklada se
z menSiho mnoZstvi V a J usekil). Jako prvni se zaCinaji soucasné€ prestavovat na obou
alelach chromosomu 2 geny koédujici IGK. Pokud je wvyslednd V-J piestavba
produktivni a tedy poskytuje funkéni Igl. fet€zec schopny vytvofit s IgH (u) fetézcem
kompletni povrchovy imunoglobulin (IgM) nahradou za pre-B receptor, zastavi se

preskupovéani na druhém chromosomu. Pokud neni pfeskupovani genl Gspés$né ani na



jednom chromosomu, dojde k definitivnimu vytazeni IGK pomoci rekombinace V nebo VJ
segmentu k tzv. kappa-deleting elementu (KDE) a je zahdjeno pfeskupovani IgL [1, 8].
Pokud ani to neni Gspé$né, preB lymfocyt hyne. Expresi povrchového IgM se buiika stava

nezralym B lymfocytem.

Molekuly receptortt T lymfocytii se skladaji ze dvou fetézcl, které jsou spojeny
disulfidovym mustkem. Jsou popsany dva typy TCR: "klasicky", ktery se sklada z retézci
o (TCRA) a B (TCRB) a "alternativni”, ktery je slozen z fetézch y (TCRG) a 6 (TCRD) [2,
9]. Vétsina zralych T lymfocytt (85% az 98%) v periferni krvi a ve vét§iné lymfoidnich
tkani exprimuje TCRa; pouze mala ¢ast nese TCRyd [9]. Kazdy fetézec TCR se sklada ze
dvou domén: variabilni a konstantni. Podobné jako u IgH fetézch je variabilni fetézec
kodovan libovolnou kombinaci dostupnych V, D a J segmenti v pfipadé TCRB a TCRD;
fetézce TCRA a TCRG postradaji D segmenty stejné jako lehké fetézce imunoglobulind
[2]. Genovy komplex TCRD je lokalizovan uvnitf genového komplexu TCRA, takZe je pfi
preskupovani TCRA kompletné vysSté€pen. Rekombinace genovych segmentd TCRD na
rozdil od dal8ich podjednotek obsahujicich D segmenty (IgH a TCRB) probiha v poradi
V-D >V-D-J. Do celkové struktury podjednotky TCRD mohou byt navic zavzaty 2-3
segmenty D, tj. V-D-D-J nebo V-D-D-D-J, coz pfispiva ke zvétSeni variability TCRD,
kterd je jinak oproti dalsim podjednotkam omezena men$im mnoZstvim pouZitelnych V, D
aJ segmentii [1].

Preskupovani TCR genii probiha podobné jako prestavby Ig a je pfi ném pouzivan i stejny

komplex enzymi.

Bunky akutni lymfoblastické leukémie (ALL) jsou vScobecné pokladany za maligni
protéjsky nezralych lymfoidnich bun&k [10]. Cely maligni klon vznikly nadorovou
transformaci jedné buiiky potom nese stejné sekvence piestavéného Ig nebo TCR genu.
Toho Ize vyuZit k jeho "stopovani". Sledovani a vyznamu minimalni rezidualni nemoci
zjisténé pomoci kvantifikace piestaveb Ig/TCR genl u détskych ALL je vénovana prvni
¢ast této prace. Pomoci modifikace této metodiky jsme pak zkoumali fyziologickou
pfitomnost pfestaveb TCR 1 u daldich linii krevnich bunék. Vysledky této studie jsou

popsany v druhé ¢asti prace.
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l. Vyuziti prestaveb gent pro Ig/TCR receptory pro
sledovani rezidualni nemoci u détskych akutnich
lymfoblastickych leukémii

Akutni lymfoblasticka leukémie v détském véku

Akutni lymfoblasticka leukémie je nejcastéj$im nadorovym onemocnénim u déti, tvori
80% leukémii détského veku. Roéng v Ceské republice onemocni 65-70 déti. Jejich
progndza se v minulych desetiletich dramaticky zleps8ila - procento trvale vylécenych déti
a adolescentd dosahuje 80% [11-14]. Stalo se tak pfedev§im diky pouZiti sjednocenych
lé¢ebnych protokolt, vyuzivajicich kombinaci cytostatik vybranych jako nejvhodnéjsi
pomoci randomizovanych studii. Dulezitym faktorem je 1 kvalitni podpturna péce,
umoznujici nasazeni vysokodavkovanych cytostatik. Pfes tyto pokroky je zfejmé pro ¢ast
pacientu intenzita léc¢by stale prili§ vysoka, s rizikem pozdnich nasledkd véetné
sekundarnich malignit. Malou skupinu déti s vysoce rizikovymi leukémiemi nelze pomoci
stavajicich prostiedkt vylécit vibec. Konecny vysledek 1é€by nezévisi pouze na pouzitém
lé€ebném schématu, ale také na biologii leukemického klonu, jeho farmakodynamickych
a farmakogenetickych vlastnostech.

Zasadnim ptredpokladem je proto rozdéleni pacientt do tzv. rizikovych skupin, pro které je
indikovéana riizné€ intenzivni terapie. Tento postup umoZiiuje omezit toxicitu 1é¢by pro déti
s vysokou Sanci na vylé€eni (skupina tzv. standardniho rizika) a naopak u skupiny
s vysokym rizikem relapsu (skupina tzv. vysokého rizika) poddvat maximalné intenzivni
terapii, ptipadné indikovat jiné zptsoby lé¢by - transplantaci hemopoetickych kmenovych

bunék (HSCT) nebo nasazeni novych cilenych 1éCiv.

Klinické prognostické faktory

Mezi nejdilezitéjsi prognostické faktory patii vék a leukocytoza (WBC) v dob& diagnozy
[15, 16]. Za pfiznivy je pokladdn vék 1-9 let a nizka inicialni leukocytéza (WBC
<50x10°/L). Tyto parametry vychazeji jako prognosticky vyznamné téméf ve viech
lé¢ebnych studiich. Dobré vysledky pozorované u mladsich déti jsou dany piedevsim
piiznivymi biologickymi znaky blastd, které jsou v této vékové skuping Casto zastoupeny.
Déti do | roku maji progndzu trvale $patnou, za coz je z velké ¢asti odpovédna nepiizniva

biologie translokaci MLL genu, kterd je pfitomna u 70% téchto pacientl. Inicidlni



leukocytéza odrazi nadorovou masu, spolu s dal§imi znaky, jako jsou hepatosplenomegalie
a infiltrace mediastina. Protokol skupiny BFM (Berlin-Frankfurt-Miinster) ALL-BFM 90
zaClenil WBC, velikost jater a sleziny do jedné proménné, ktera byla pouZivéana k rizikové
stratifikaci [14].

Dalsimi znaky, které se pravidelné ukazovaly byt spojené s prognozou, jsou pohlavi
a imunofenotyp. Divky mély lepsi pieziti bez udalosti (EI'S) ve srovnani s chlapci [17]. Ve
snaze sniZit tento rozdil prodlouZily n€které 1é¢ebné protokoly u chlapct délku udrzovaci
lé€by [14]. V nejnovéjSich protokolech s EFS 80% a vice je uz nepfiznivy vyznam
muzského pohlavi smazan [11, 18].

Priblizné 12-15% détskych ALL klasifikovanych jako leukémie z T bunék (T-ALL) méa
historicky hor$i prognézu nez ptipady B prekurzorovych leukémii (BCP-ALL) [19]. Proto
vétSina center zafazuje tyto pacienty do skupin vy$Siho rizika. I kdyZz se v nékolika
poslednich studiich prognoéza pacientii s noveé diagnostikovanou T-ALL zlepsila [12, 20],
vysledky lé€by relapsu jsou i pii vyuziti HSCT stale neuspokojivé.

V rdmci ALL z prekurzorii B-fady tvoii proB-ALL 5% (CD10 neg.), cALL ("common"
75% (CDI0O pozit.) a preB-ALL 20% (cytoplazmatické IgM pozit.). Nejcasté)si
imunologicky subtyp - cALL - ma vrchol vyskytu mezi 2-6 lety v€éku a (kromé dalSich
aberaci) pravidelné provazi nalez hyperdiploidniho poctu chromozému > 50 v leukemické
bunce. ProB ALL se vyskytuji typicky u kojenci, u kterych jsou spojeny s prestavbou
chromosomu 11q23, a u déti starSich 10 let.

U 20% détskych ALL dochézi ke koexpresi myeloidnich antigenti na lymfoidnich blastech
(My+ ALL). Jeji vyznam zistava stale sporny. Pivodni ndzor o negativnim prognostickém
vlivu nebyl pii sledovani nékolika znakl soucasné potvrzen [21, 22]. Studie na$i skupiny
z loniského roku ale prokazala, Ze samotnd exprese myeloidniho znaku CD33 u ALL je

nezavislym prognostickym faktorem [23].
Genetické znaky leukemickych bunék

Zmény v poctu chromosomii

U blastt ALL pravidelné nachazime ziskané genetické abnormality, které umoziuji
vysvétlit patogenezi a znaéné ovliviiuji prognozu onemocnéni. Pfiblizn¢ tietina pripadi
vykazuje zvy3eni potu chromosomu v buiice (tzv. hyperdiploidni, definovano jako > 50
chromosomii v leukemické burnce). Vynikajici senzitivitu hyperdiploidnich blastd

k chemoterapii vysvétluje jejich sklon ke spontanni apoptéze v kultufe in vitro



a akumulovani vysokych koncentraci metotrexatu a jeho aktivnich metabolit -
polyglutamati [24]. Dobry vysledek 1€€by spojeny s hyperdiploidii je ¢asteéné pripisovan
pfiznivému prognostickému vyznamu skupiny se soucasnou trizomii chromosomi 4, 10
a 17 (tzv. "triple trisomy"). Pacienti s "triple trisomy" ALL maji EFS v 8 letech > 90%
[25]. Pii vylouceni téchto "pfiznivych trizomii" se jiz hyperdiploidie v této studii
neukazuje jako nezavisly prognosticky faktor. Na druhé strané, hypodiploidie s poctem
chromosomt pod 45 znamena Spatnou prognézu a pro skupinu téméf haploidni (méné nez
28 chromosomii) je EFS 25%. Prognoéza pacient s po¢tem chromosomi 45 se nelisi od
progndzy pacienttt s normalnim karyotypem. Hypodiploidie je u déti pomémé vzicna,
vyskytuje se pouze u 3-9% pacientt, z toho 80% ma zminény prognosticky ptiznivy pocet

chromosomi 45.

Chromosomalni translokace

Skoro tfetina ALL vykazuje chromosomadlni translokace pii absenci zmén v poctu
chromosomil. Byly popsany ¢tyfi nejcastéjsi translokace, z nichZ kazda definuje unikéatni
podskupinu pacientti.

TEL/AMLI

Nejcastéjsi translokaci s vyskytem az u 25% détskych ALL je t(12;21)(p13;922). Tato
translokace fizuje gen TEL na 12p2 (také nazyvany ETV6) s genem AMLI1 (nazyvanym
také CBFA2 nebo RUNXI1). Vyslednym fiznim transkriptem je transkripéni faktor, ktery
funguje jako korepresor genii ovliviiovanych AML1 [26]. Tato leukémie vychazi
z prekurzoru B-fady, ma vrchol vyskytu mezi 2.-5. rokem Zivota, blasty €asto nesou na
svém povrchu myeloidni znaky. Starsi studie s kratsi dobou sledovani ukazovaly, Ze
TEL/AMLI pozitivni leukémie maji mensi procento relapsti [27, 28], studie skupiny BFM
ale ukazala, Ze incidence této translokace ve skupiné s relapsem je stejna jako pii inicialni
diagnéze. Relaps se vétSinou vyskytuje pozdé a jeho lééba ma dobrou prognozu [29].
Oproti tomu studie z Dana Farber Cancer Institute prokéazala pozitivitu TEL/AML1 pouze
u 1 ze 32 vySetfovanych relapsovych vzorki [30]. Tyto rozdily jsou patrné zpusobeny
odlisnymi zplsoby 1é¢by podle danych protokolid. Studie in vitro ukazaly, Ze TEL/AMLI
pozitivni blasty jsou zvySené citlivé k asparagindze, proto je jejich eliminace
Zajimavé vysledky studie provedené u dvojéat s ALL ukazuji, Ze fize TEL/AML1 mutze
vzniknout mnoho let pied diagnézou leukémie [32]. Pro plnou maligni transformaci bunék

je ziejmé tieba dalSich zasahd, jako je napf. delece nepostizené alely genu TEL [33].



Neékteré teorie proto predpokladaji, Zze pozdni relapsy téchto leukémii ve skuteCnost:
predstavuji "de novo" vzniklé leukémie, které se vyvinou z ptvodniho premaligniho
TEL/AMLI pozitivniho klonu. To by mohlo vysvétlovat dobré lé¢ebné vysledky téchto
relapst [33, 34].

BCR/ABL

Fuzni transkript BCR/ABL je produktem translokace t(9;22)(q34;q11), charakteristické pro
chronickou myeloidni leukémii (CML). Protein jim kodovany ma alterovanou
tyrosinkinazovou aktivitu, ktera je zodpovédna za maligni transformaci bunék. Vyskytuje
se u 3-5% détskych ALL a az u 20% ALL dospélého véku [35]. BCR/ABL pozitivni ALL
patii k nejobtiznéji 1é€itelnym ze vSech détskych ALL, 1 kdyZ se 1 v jejich rdmci vyskytuje
10 let) [36]. Daldim pfiznivym znakem ve skupiné BCR/ABL pozitivnich leukémii je
rychla odpovéd’ na indukéni fazi po prvnich dvou tydnech léCby, pacienti také profituji
zHSCT vprvni remisi [37]. Velkou nadéji pfinesl objev specifického inhibitoru
tyrosinkinazy BCR/ABL imatinib mesylatu (STI 571, Gleevec, Glivec). Jeho nasazeni
piineslo prechodny efekt u pacientii s relapsem, u vétSiny ptipadii viak doslo k rekurenci
choroby. V soucasné dobé se testuje nasazeni imatinibu pfi inicidlni 1é¢bé ve spojeni
s chemoterapii.

E2A/PBX

Translokace t(1;19)(g23;q13), charakterizovand fiznim genem E2A/PBX1 a preB
imunofenotypem, se vyskytuje asi u 5-8% deéti [35]. V protokolech vyuZivajicich klasickou
antimetabolitovou lé¢bu byla znakem $patné prognodzy, pfi pouZiti soufasné intenzivni
1é¢by se viak stala nejpfiznivé)Sim genetickym subtypem détskych ALL s dlouhodobym
EFS piiblizujicim se 90% [38].

Prestavby dlouhého raménka chromosomu 11 (11¢23)

Gen MLL (mixed lineage leukemia) na chromosomu 11 se G¢astni translokaci s vice nez
30 partnerskymi geny u asi 6% détskych ALL. Nej€astéj$im fuznim partnerem je gen AF4
na chromosomu 11. Tato translokace se vyskytuje az u 70% kojeneckych ALL a postihuje
zejména déti do 6 mesict véku [35]. Sdruzuje se s nezralym proB fenotypem, vysokou
inicialni leukocytézou, hepatosplenomegalii, inicialni infiltraci mozku a extrémné
nepiiznivou prognézou u déti do 1 roku véku [39]. Blasty s pfestavbou MLIL/AF4 nesou na
svém povrchu ¢asto myeloidni znaky, jsou in vitro citlivé na cytosin arabinosid (pouZivany
k 1é€bé AML) a pritomnost cytoplazmatické myeloperoxidazy sv&€d¢i pro hybridni

leukémii, proto soucasné protokoly 1é¢by kojeneckych ALL kombinuji schémata lé¢by
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ALL a AML. Rozsahla studie skupiny ze St Jude Children's Research Hospital (SICRH)
v Memphisu ukazala, Ze se Spatnou prognozou se poji v8echny translokace 11923 (EFS
20%-25%) [39]. Studie provedené pomoci expresniho profilovani pomérné spolehlivé
oddéluji pacienty s pfestavbou MLL genu od ostatnich typt leukémie, na jejich zékladé
bylo dokonce navrZeno nové rozdéleni leukémii na ALL, AML a MLL (mixed lineage
leukemia) [40]. Gen MLL ma dale také znamou funkci ve vzniku sekundarnich leukémii.
Nekteré ucinné latky pouzivané pri 1é¢bé détskych ALL (etoposid, antracykliny) zptsobuji
zlomy a piestavby tohoto genu, coz vede (v zavislosti na pouzitém protokolu) az u 3.8%

déti ke vzniku velmi §patné Ié€itelné sekundarni AML [41-43].

Genetické znaky leukémii z T-Fady

Na zaklad¢ expresniho profilovani se ukdzalo, Ze T-ALL muiZe byt také rozdélena do
skupin na zakladé zapojeni jednoho nebo vice specifickych onkogeni a molekularnich
drah. T-ALL muazZe byt takto rozdélena do péti podtypt: (1) HOX11, (2) HOX11L2, (3)
TAL1 plus LMO1/2, (4) LYL1 plus LMO2, a (5) MLL-ENL. Vysoce pfiznivou prognézu
maji pacienti se zvySenou expresi "homeobox" genu HOX11 (pfitomna u 5-10% détskych
T-ALL au 30% T-ALL u dospélych) nebo s translokaci MLL/ENL. Prognosticky vyznam
subtypu se zvySenou expresi HOX11L2 zavisi na pouZité 1é¢bé [44]. V nedavné studii byly
u vice nez 50% détskych T-ALL nalezeny aktivaéni mutace postihujici intracelularni
heterodimerizatni doménu nebo C-termindlni PEST doménu genu NOTCH-1, ktery
reguluje normalni vyvoj T lymfocytd. Tyto mutace se vyskytuji u vSech vyse uvedenych

genetickych subtypti a do budoucna piedstavuji slibnou oblast pro cilenou terapii [45].

Komplexni zmény karyotypu

Komplexni karyotyp je definovan jako nélez t¥i nebo vice chromosomalnich aberaci.
Vysledky studii u dospélych pacienti s ALL ukézaly komplexni karyotyp jako negativni
prognosticky znak. Studie provedend u 79 détskych pacienti s ALL diagnostikovala
komplexni zmény karyotypu u 21 déti (26,6%). U &asti z nich se komplexni karyotyp pojil
s klasickymi genetickymi zménami (TEL/AMLI1, BCR/ABL, hyperdiploidie). Celkové se
tento znak ukazal jako negativni prognosticky faktor ovliviiujici jak preziti bez udalosti tak

celkové preziti [46].



Farmakodynamika a farmakogenetika

Zatimco biologickych znakt leukemického klonu se v rizikové stratifikaci pouziva bézné,
z charakteristik jeho nositeld se bézné zatim pouZiva pouze vék. V poslednich letech se
pozornost zaméfuje také na genetické polymorfismy ovliviiujici farmakodynamiku
podavanych antileukemickych latek. Détska ALL ptedstavuje onemocnéni, které by
teoreticky mohlo nesmirn€ profitovat z individualizace terapeutickych davek. Pozornost se
zaméfuje na souvislost genetickych polymorfismi enzymi metabolizujicich léky,
transporteru a receptortt s vysledkem 1é€by [47]. Jednim z kliCovych léki pro 1éébu détské
ALL je 6-merkaptopurin. Homozygotni nebo heterozygotni deficit enzymu thiopurin
metyltransferdzy (TPMT), ktery katalyzuje inaktivaci merkaptopurinu, je spojen s lepsi
odpovédi na lécbu, ale také se zvySenym rizikem sekundarnich malignit [47]. Inaktivacni
polymorfismy glutathion S-transferazy (GSTML), dileZit¢ho detoxifikacniho enzymu
eliminujictho napf. organofosfaty, alkyla¢ni latky nebo polycyklické aromatické
uhlovodiky, jsou také spojeny se zvySenou toxicitou, ale s lepsim lééebnym vysledkem,
pravdépodobné diky zvySeni davky chemoterapeutik. Na druhou stranu, polymorfismy
zpUsobujici zvySenou expresi thymidylatsyntetazy (TS), cilové latky nékolika pouZivanych
cytostatik véetné metotrexatu, byly asociovany s vySS§im rizikem relapsu [48]. Pacienti
s témito polymorfismy (tandemové opakovani trojice bazi v promotoru genu pro TS)
ziejm& pro optimalni lé¢ebnou odpovéd potiebuji zvySenou davku metotrexatu. Tim je
ziejmé vysvétlen fakt, Ze studie skupiny BFM, jejiZz protokol obsahuje vy3§i davky
metotrexatu, prognosticky vyznam téchto polymorfismi nepotvrdila [49]. Dosud se pii
farmakogenetickych studiich pracovalo maximalné s nékolika vytipovanymi geny, jejichz
prognosticky vyznam se ovéfoval na souborech pacientd. Sou€asné techniky uz umoziuji
opafny, tzv. "genotype to phenotype" pfistup, ktery postupné umozni zjistit, které
zmiliont genetickych variaci v genomu jsou funkéné dilezité a mohou byt pouZity

k individualizaci lécby.

Morfologicka odpovéd’ na inicidlni fazi 1é¢by

Jednim z nejvétSich pocateCnich Gspéchl skupiny BFM bylo zjisténi, ze ¢asna odpovéd’ na
lé¢bu, obzvlast’ pak odpovéd na prednisonovou predfazi (absolutni pocet blastii v den 8, po
7 dnech prednisonu a jedné intrathekalni davece metotrexatu), je nejsilngj§im
prognostickym faktorem. Pacienti, ktefi maji v 8. dni 1é¢by v periferni krvi stale vice nez

1000 blastii na pl. (asi 10% ze vSech), tvofi skupinu s mnohocetnou lékovou rezistenci,
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tzv. "prednison poor responders"(PPR). Sance na pieziti bez udalosti v této skuping byla na
protokolu ALL-BFM 83 pfi desetiletém sledovani 39% ve srovnani s 66% ve skupin¢
s dobrou odpovédi na prednison. Zadny jiny prognosticky znak zatim sdm o sobé
nedokdzal definovat tak velkou skupinu pacienti s EFS pod 50% [50]. Diky snadné
dostupnosti a reprodukovatelnosti zaélenila vétSina skupin tento znak do své rizikové
stratifikace. Zadna ze zmén v druhu nebo intenzité 1é¢by aplikovana skupinou BFM
nepiinesla dlouho pro skupinu PPR zlepSeni. Teprve protokol ALL-BFM 95 signifikantné
zlepsil prezivani v této skuping: 56% vs. 34% ve studit ALL-BFM 90 [14]. V pozdéjsich
letech nékolik skupin hodnotilo morfologickou odpovéd také v kostni dieni. Oproti
natérim z krve je toto vySetfeni nékdy limitovano nizkou bunéénosti a kvili moZnym
interpretaénim neshodam je dobré ho provadét centralizované. Analyza lé¢ebnych
vysledkd protokolu ALL-BFM 90 ukézala, Ze hodnoceni kostni diené v den 15 (BM d15)
muze pfidat dal$i prognostickou informaci, pfedevsim ve skuping€ s dobrou odpovédi na
prednison (PGR). M3 dfen (> 25% blastt) v d15 oddélila ve skupiné PGR malou skupinu
s EFS pouze 54%. NedosaZzeni kompletni remise indikované M2 (5-25% blastt) nebo M3
dreni na konci indukéni [é¢by (den 33) se v této studii ukdzalo jako nejsilngj$i nepfiznivy
faktor (EFS 11%), tato skupina tzv. "non-responderi” (NR d33) vSak na$tésti tvoii jen

2,5% ze vSech pacientt [ 14].

Minimalni rezidualni nemoc

Navzdory neustale se zpfesiiujici rizikové stratifikaci dochdzi k vE&t§iné relapsi ve
skupinach pacientli s niz§im rizikem, coZ je dano pomérnym zastoupenim pacientd
v rizikovych skupinach. 70% relapsii na protokolu ALL-BFM 90 prob&hlo ve skupiné
PGR, coZ ukazuje na nizkou specifitu tohoto rizikového znaku. Proto se usili zamétilo na
citlivéjsi submikroskopické techniky pro hodnoceni lé€ebné odpovédi, které by umoZznilo
identifikovat podskupinu s priznivymi stavajicimi prognostickymi znaky, ale pfesto
s vysokym rizikem relapsu. Minimalni rezidualni nemoc (MRN) je definovana jako
subklinickda uroveni leukémie, kdy v pribéhu terapie jiz maligni bunky nejsou
detekovatelné béznymi cytologickymi metodami a jejich zastoupeni v kostni dieni je nizsi
nez 5%. V této situaci hovotime o kompletni hematologické remisi, pacient vSak mize i za
tohoto stavu mit v t&le az 10'® malignich elementii [51]. Zdjem o fenomén MRN u akutnich
leukémii pochéazi uz ze sedmdesatych let [52]. Pilotni studie z devadesatych let prokazaly

pfimy klinicky vyznam hodnoceni MRN a diky tomu se postupné tato metoda (piivodné
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pouze vyzkumna) za€ala upravovat pro klinické uZiti. Pivodni prace pouzivaly k uréovani
MRN kvalitativni nebo semi-kvantitativni metody [53, 54]. Postupné se ale ukazovalo, Ze
samotna informace o piitomnosti ¢i nepfitomnosti MRN nevede k pfesné&j$im vysledkiim.
Ve druhé poloviné devadesatych let se pozornost diky rozvoji novych metod, zejména
PCR v redalném c¢ase, postupné obracela ke kvantitativnim metodam a ke sledovani
dynamiky MRN [55, 56]. V soucasné dobé existuji u détskych pacientd s ALL tf1 zékladni
zpusoby detekce MRN, které maji dostatecnou citlivost a specifitu pro to, aby mohly byt
vyuzity v klinickém rozhodovani o lé€bé pacienta. Dosud existuje jen malo studii
zabyvajicich se porovnatelnosti ¢i nahraditelnosti téchto tfi metod navzajem, a vétSina
publikovanych souborii navic trpi metodickymi nedostatky nebo malym poctem
srovnavanych vzorkl [57-62]. Z tohoto diivodu jsme se v na8i praci na toto srovnani
zaméfili. (viz Cile 1.)

Prvni z pouzivanych metod je mnohobarevna (tii aZ Ctytbarevnd) pritokova cytometrie.
Pomoci kombinaci fluorescencné znaCenych protilatek proti povrchovym nebo
cytoplazmatickym antigenim typickym pro leukemickou buriku umoziiuje sledovani MRN
s citlivosti az 1 maligni buiitky mezi 10* normalnich bungk [63-65]. Leukemicky klon je
mozné sledovat pomoci znaki, které jsou exprimovény bud’ asynchronné€ (netypicky pro
o¢ekavané vyvojové stadium bunék) nebo aberantné (netypicky pro danou vyvojovou linii
bunék). Z toho také plynou nevyhody této jinak rychlé a velice prehledné metody -
moZnost ztraty ¢i zmény exprese sledovanych znakii béhem vyvoje leukemického klonu
a odliseni nékterych typu blastt od fyziologickych prekurzor B fady.

Dal§im cilem pro monitorovani MRN jsou fazni geny, produkty chromozomalnich
translokaci, které je mozné detekovat na tGrovni RNA transkriptu nebo piimo DNA.
Kvantifikace mRNA nemonitoruje pfimo mnoZstvi leukemickych bunék, ale hladinu
exprese genu. Pro nutnost prepisu informace z RNA hovofime o kvantitativni
reverzné-transkriptazové PCR v redlném &ase (RQ-RT-PCR). U détskych ALL z B tady je
z tohoto pohledu pro své Casté zastoupeni nejvhodng;si fuzni gen TEL/AMLI, déle pak
BCR/ABL, MLL/AF4, E2A/PBX1 a translokace postihujici "promiskuitni" gen MLL
(MLL/AF9, MLL/AF6, MLL/AF10, MLL/ENL, MLL/ELL a dalsi) [35, 66, 67]. U T-ALL
je moZno pomémé snadno sledovat MRN pifmo na DNA urovni pomoci translokace
SIL/TALL [68]. Vyhodou metod pracujicich s RNA je moznost spole¢né analyzy vice
vzorkit od rlznych pacienti pomoci jediného zavedeného RQ-RT-PCR systému.
Nevyhodou prace s RNA je jeji nizka stabilita a snadnd degradace, kterd s sebou ptinasi

nutnost rychlého a opatrného zpracovani vzorka a vybéru vhodného kontrolniho genu (viz
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Metody 1.). Neni také dosud uspokojivé popsano, jaky vliv na expresi jednotlivych gent
ma podani jednotlivych chemoterapeutik v pritbéhu lécby.

Metoda v soudasnosti povazovand za nejspolehlivéj§i pouZiva ke sledovani MRN
kvantitativni  detekci  klonalné-specifickych prestaveb gend pro imunoglobuliny
a T-bunééné receptory na DNA trovni (dale jen kvantifikace Ig/TCR). Jeji vyhodou proti
pratokové cytometrii (FC) zistava stabilita pfestaveb na DNA Urovni i v pfipadé méniciho
se fenotypu leukemické buriky v priibéhu terapie a celkové vyssi senzitivita. Na rozdil od
kvantifikace fuznich transkriptl je pouzitelna pro naprostou vétSinu pacientt (pfiblizné
95%), navic neni ovlivnéna viabilitou analyzovanych bunék. Z téchto duvodi se tato
metoda v poslednich letech stava ve stale vétSi mife soucasti 1é¢ebnych protokoli, a to
1 pfes svou zna¢nou ¢asovou, finanéni i laboratorni ndro¢nost (viz Metody 1.).

V roce 1998 byla pomoci této metodiky provedena studie, kterd na souboru 240 pacientl
léCenych podle protokolit BFM ukazala, Ze hladiny MRN na konci indukéni 1écby (d33)
a pred zafatkem konsolidaéni 1é€by v tydnu 12 (w12) piedstavuji nezavisly prognosticky
faktor, ktery dokdze definovat pomérné velkou skupinu (43%) s velmi nizkym rizikem
relapsu (3% relapsd pii 3 letech sledovani) [56]. Skuteény vyznam detekce MRN
v pocatecni fazi lécby ale odhali az vyhodnoceni soucasnych prospektivnich studii (viz
nize). Oblasti, ktera jiz potvrdila vyznam této metody, je léCba relapst détské ALL
a transplantace hemopoetickych progenitori. Némecky recidivovy protokol ALL-REZ
BFM 2002 pfi stratifikaci pacientt v nejvétsi skupin€ S2 vychazi z prace, ktera ukazala na
negativni prognosticky vyznam vysoké hladiny MRN po indukéni fazi 1é€by relapsu [69].
Pacienti s hladinou MRN v tomto &asovém bodé& vyssi nez 102 (1 leukemicka mezi 10°
zdravych bunék) jsou indikovani k nepfibuzenské transplantaci hemopoetickych
progenitorti, protoZe jejich Sance na pieziti pfi 1é€bé samotnou chemoterapii je téméf
nulova. Evropské skupina Pre-BMT-MRD-Study-Group, jejimz €lenem je i nase laboratof,
prokazala, Ze jakakoli hladina MRN pied transplantaci vyznamné zvy3uje
pravdépodobnost relapsu  po transplantaci [70]. Monitorovani hladin MRN po
transplantaci umoziuje v€asné léebné zasahy, napiiklad v podobé& adoptivni imunoterapie

(inftze darcovskych lymfocytd - DLI, vysazeni imunosuprese) [71].

Rizikova stratifikace v sou¢asnych lé¢ebnych protokolech détské ALL

JiZ zminéna studie skupiny BFM z roku 1998 [56] ukéazala novou cestu pro definovani

skupin, u kterych by bylo mozno sniZit [é€bu a tim 1 toxické nasledky s ni spojené. Hlavni
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nevyhodou tohoto pfistupu jsou enormni logistické a technologické naroky této metody pfi
aplikaci u velkého mnoZstvi pacienti. Skupiny BFM a AIEOP se presto rozhodly vynechat
téméf vSechny dosavadni znaky pouZivané pro stratifikaci do rizikovych skupin (vék,
WBC, imunofenotyp) a zaloZit novou strategii pouze na odpovédi na prednison a hlading
MRN v tydnu 5 (d33) a 12 (w12) lé¢by. Pacienti s pfetrvavajici vysokou hladinou MRN ve
druhém Casovém bodg (> 10™) jsou légeni podle schémat vysokého rizika (spolu s pacienty
se Spatnou odpovédi na prednison, NR d33 nebo nositeli translokaci BCR/ABL
a MLL/AF4, coz jsou jedin¢ dalsi prognostické faktory vyuZit€é v tomto protokolu). Nové
je zde definovana skupina s nejniZ$im rizikem (standard risk, SR), kterd u ¢asti pacientl
s negativni MRN v obou casovych bodech indikuje sniZeni lécebnych davek. Podle
protokolu ATIEOP LLA-2000/ALL-BFM 2000 se zacalo 1éCit v roce 2000. Jeho hlavni
otazka zni: MiiZe rizikova stratifikace zaloZena pouze na lécebné odpovédi zlepsit celkové
pieziti a zaroven sniZit toxicitu u ¢asti pacientl bez rizika zhorSeni lé¢ebnych vysledka
pomoci takto "individualizovaného" odhadu mnzika relapsu u kazdého pacienta? Také
nékolik dal§ich skupin zahrnulo alespofi z ¢asti hodnoceni MRN do své rizikové
stratifikace, i kdyZ ne tak razantné jako skupina BFM. Francouzska EORTC se zaméfila na
rychlou a snadno proveditelnou metodiku vyuzivajici fragmenta¢ni analyzy PCR produktl
v kapilarni elektroforéze, kterd nevyZaduje sekvenovani a pripravu specifickych
oligonukleotid(, jeji senzitivita je v8ak limitovana. Tento postup umoziiuje zachytit
pacienty s vysoce rizikovou ALL, kterd by jinak unikla pozornosti [72]. Nemocnice
SJICRH zvolila kombinaci FC a Ig/TCR metodik pro kone¢né piefazovani v rizikovych
skupinach na zakladé MRN po 6 tydnech terapie. Pro zafazeni do skupiny s nejniz8im
rizikem je v§ak tfeba kromé negativity MRN spln&ni dalSich podminek: vék 1-10 let, WBC
niz$i nez 50x10%/L, p¥{tomnost hyperdiploidie (DNA index > 1,16) nebo fize TEL/AMLI
a zaroven nepiitomnost leukemické infiltrace testes ¢i CNS, hypodiploidie pod 45
chromozomi, fize E2A/PBX1 nebo piestavby genu MLL. Tento protokol navic
prospektivné testuje polymorfismy pro TPMT u v8ech pacienti a sniZuje davky

merkaptopurinu u déti s nizkou enzymovou aktivitou [73].

Protokol ALL IC-BFM 2002

Vysledky prvnich studii vyuZivajicich MRN ke své rizikové stratifikaci nebudou zniamy
dfive neZ za minimalné¢ pét let od jejich zahdjeni. Do té doby nebude znamo, jestli

obrovské dsili vénované detekci MRN u velkych souborl pacientd pfinese o&ekévané
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zlepSeni. Proto se ¢ast ¢lentt mezinarodniho konsorcia BFM (I-BFM) rozhodla navrhnout

prolokol kter}'r by do své rizikové stratifikace zahrnul kritérium odpovédi na lé¢bu bez

zietelné, Ze kombinace morfologického hodnoceni odpovédi v periferni krvi ve dni 8 (d8),
a v kostni dfeni ve dnech 15 a 33 by mohla takovouto informaci poskytnout. Zakladnimi
kritérii pro stratifikaci do skupiny nejniziho rizika (SR) je vék 1-6 let, WBC < 20x10°/L
a dobra odpovéd’ na prednison. V této skupiné se vSak na rozdil od protokolu AIEOP LLA-
2000/ALL-BFM 2000 nedochazi k dezintensifikaci 1é¢by. PPR, nedosaZeni hematologické
remise v d33 atranslokace BCR/ABL nebo MLL/AF4 zafazuji pacienty do skupiny
vysokého rizika. Ostatni pacienti jsou zafazovani do skupiny stredniho rizika (IR). Na
zaklad® nepfiznivého morfologického hodnoceni kostni dfeng v d15 (M3) jsou pacienti ze

stavajicich rizikovych skupin pfefazovani do skupin vy$siho rizika (viz obr. €. 2).

ALL IC-BFM 2002

dg. vék 1-6 let a vék <1 neho >6 a 1(9;22)
WEC<20 000/uL a WBC<20 000 a t@;11) nebo
den 8 dB<1 000 blasti/ul. | | d8<1000 blasti/ul | | d8 > 1000 blasti/ul

l !

den 15 M1/2 Ms M1/2 | M3 Muzn

den 33 M1 |M2/3 l M1 |M2/3 | Ml/2/3

rizikova
skupina 'R HR
zastoupeni
pacientt 33% 48 % 19%

Obrizek &. 2 Schéma stratifikace do rizikovych skupin u protokolu ALL-IC-BFM 2002

PouZité terapeutické bloky se aZ na vyjimky shoduji s protokolem AIEOP LLA-
2000/ALL-BFM 2000 (viz Pfiloha P7). Do listopadu 2002 do zéti 2005 bylo podle
protokolu ALL IC-BFM 2002 Ié¢eno 1772 déti z t&chto zemi: Ceska republika, Slovensko,
Mad’arsko, Polsko, Slovinsko, Srbsko, Chorvatsko, Ukrajina, Israel, Hong Kong, Chile,
Argentina, Uruguay a Kuba. V ramci protokolu byly naplanovany dvé védecké studie.

Prvni z nich je studie nazvana Mini-Mini, kterd je zam&fena na sledovani MRN pomoci FC
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a potencialni nahrazeni "klasické" metody kvantifikace prestaveb Ig/TCR rychlejsi
a levngjsi pritokovou cytometrii. Studie Mini-Risk, ktera si klade za cil ur€ovat MRN
pomoci kvantifikace Ig/TCR prestaveb v d33 a wl2 u pacientd ze skupiny SR, by méla
umoznit jednak jiZ zminéné srovnani s FC, jednak zjiSténi, zda se rizikové skupiny
definované protokolem ALL IC-BFM 2002 ptekryvaji se skupinami definovanymi pomoci
MRN u protokolu AIEOP LLA-2000/ALL-BFM 2000 (viz obr. €. 3).

AIEOP LLA-2000/ ALL IC-BFM 2002
ALL-BFM 2000

PPR, 1(9;22), t(4;11), PPR, t(9;22), t(4;11),
nedosazeni remise d33 nedosazeni remise d33
HR

MRN w12 =/>103 IR a M3 d15

SR vék 1-5 let  WBC<20 000/ul
blasty d8 < 1000/ul

negativni ne M3 d15 —IR
d33iwi2 M1 d33

™

MINI-RISK: MRN d33 a w12

Obrazek ¢. 3: Schematické srovnadni rozdilii v zafazeni do rizikovych skupin mezi dvéma

paralelnimi  protokoly. Skupina stfedniho rizika (IR) neni z duvodu zjednoduseni
zobrazena.
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Cile L.

vySetfeni klonalnich p¥estaveb Ig/TCR genii u pacienti s ALL lé¢enych
v Ceské republice podle protokolu ALL-IC BFM 2002, preferentné u skupiny

standardniho rizika

navrzeni specifickych primeru na zakladé prechodovych V-(D)-J oblasti
imunoreceptorovych genil a zavedeni minimalné jednoho
klonalné-specifického RQ-PCR systému pro kaZzdého 2z vySetfovanych

pacientii

stanoveni MRN v kostni dfeni nebo v periferni krvi v riaznych ¢asovych

bodech lécby pomoci téchto RQ-PCR systémii

stanoveni MRN ve stejnych ¢asovych bodech pomoci RT-RQ-PCR
u TEL/AMLI1 pozitivnich pacientii

porovndani stratifikace do rizikovych skupin na zdakladé MRN s protokolem

ALL-BFM 2000 (studie Mini-Risk)

porovndni molekuldrné-genetickych metod s pritokovou cytometrii v rdamci

studie Mini-Mini
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Metodika 1.

Detekce minimalni rezidudlni nemoci u akutnich lymfoblastickych leukémii pomoct
kvantifikace pfestaveb genii pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory

Z vys$e uvedené¢ho vyuZiti v klinickych protokolech se muze zdat, Ze tato metoda je jiz
spolehlivé definovana a provadéna v podstaté rutinné. To vSak plati jen pro laboratore
s nejvetsi zkuSenosti, ale 1 mezi nimi dosud dochédzi v nékterych piipadech k neshoddm
v interpretaci vysledkt. Z téchto divodi byla zaloZena skupina ESG-MRD-ALL
(European Study Group on Minimal Residual Disease in Acute Lymphoblastic Leukemia),
kterd v soucasnosti sdruzuje jiz 30 evropskych i mimoevropskych laboratofi z 15 zemi
zabyvajicich se touto problematikou. Jeji ¢lenové se pravideln€ setkdvaji na spolecnych
schiizkach, dvakrat ro¢né je poradana i kontrola kvality. Na zakladé spoleénych zku$enosti
jsou pak zpracovavana metodickd doporuceni a dale upravovana pravidla pro interpretaci
vysledk.

Vybér 1g/TCR cilu

Leukemicky klon ma uniformni vlastnosti a odrazi stadium, ve kterém doSlo k maligni
transformaci. Pokud pfeména postihne lymfoidni prekurzor, ktery jiz zahdjil proces V-(D)-
J rekombinace, maji vSechny jeho dcefinné buiiky stejné sekvence ptechodovych oblasti
podjednotek antigenovych receptort, specifické pro leukemicky klon daného pacienta.
Mezi nejcastéji detekované klonalni prestavby u leukémii z B fady patfi pfestavby tézkych
fetézcl imunoglobulint. Pomoci Southern blotu je lze detekovat u vice neZ 95% détskych
ALL z B rady. VétSinu z nich tvoii kompletni pfestavby V-D-J, v piiblizné 20% lze nalézt
nekompletni D-J prestavby [74]. Nékteré skupiny doporucuji tento cil spiSe vynechavat
z davodu casté oligoklonality a relativni nestability, s moznosti vzniku naslednych
piestaveb nahrazenim putvodniho V segmentu v ramci jednoho klonu [75-77]. Nase
zkuSenost s témito cili je velmi dobra, protoZe diky dlouhym pfechodovym oblastem
umoziuji dosahovat vysokou specifitu RQ-PCR. Opatrni pii jejich vybéru byvame pouze
v piipadé, Ze nalezneme u jednoho pacienta vice nez dvé riizné prestavby IgH, coZ ukazuje
na oligoklonalitu s nebezpeim detekce pouhé ¢&asti leukemického klonu. Namisto
prestaveb IgH byva doporucovano pouziti delecnich prestaveb lehkého fetézce kappa
(IgK), které detekujeme u piiblizn€ 50% détskych ALL [78]. Tyto pfestavby byvaji
povazovany za stabilni, protoZe pfedstavuji konecné stadium s nemozZnosti naslednych

presuntl. Tzv. kappa deleting element (KDE) se zde prestavuje bud’ k segmentim Vi nebo
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k RSS sekvenci mezi segmenty Jk a Ck, ¢imz eliminuje za fyziologickych okolnosti
neproduktivni prestavbu lehkého fetézce kappa a umoZni zacatek rekombinace fetézce
lambda. I u téchto pfestaveb umoziiuje piitomnost deleci nukleotidi na koncich genovych
segmentl spolu s vmezefenymi N nukleotidy navrZzeni specifickych primerd, kratka
prechodova oblast je v8ak Casto ptfi¢inou malé specifity RQ-PCR systémid. U T-ALL je
mozno sledovat piestavby T bunééného receptoru gama (TCRG), delta (TCRD), a beta
(TCRB), pfestavby podjednotky alfa se pro pfilidnou sloZitost tohoto vySetfeni rutinné
nedetekuji. U leukémii z T rady se diky obdobné metodice spolu s pfestavbami
podjednotek TCR &asto zaroven vysetfuje fizni gen SIL/TALL. Zvla$tnim fenoménem
u leukémifi je tzv. liniova promiskuita, ktera zptsobuje pfestavovani gend pro receptory T
lymfocyti u B-ALL (TCRG, TCRB a nekompletni pfestavby TCRD) a naopak vyskyt
nekompletnich prestaveb IgH u T-ALL [79]. Tento jev nam u leukémii umozZiluje rozsifeni
spektra sledovanych piestaveb, o jeho fyziologickém vyznamu pojedndavame v druhé ¢asti
prace.

Vrwoce 1999 publikovala skupina laboratofi sdruzenych v programu BIOMED-I
standardizovany postup pro detekci nejcast€jSich prestaveb imunoreceptorovych geni
vyskytujicich se u ALL (IgH, IgK, TCRG, TCRD) [68, 80]. V roce 2003 byl tento soubor
rozsifen skupinou BIOMED-2 na celkem 107 primer( v 18 multiplexnich reakcich, jejichz
kombinaci je jiz mozZno teoreticky detekovat vSechny klonalni B lymfoproliferace, a to
1u malignit s vysokym zastoupenim somatickych hypermutaci. TotéZ plati diky zahrnuti
piestaveb TCR beta (TCRB) i pro klondlni T bunééné populace [81]. V naSi laboratofi
pouzivame sadu 18 jednotlivych PCR reakei u malignit z B fady (IgH, IgK, TCRG,
nekompletni TCRD) a 12 reakci u T-ALL (TCRG, kompletni 1 nekompletni TCRD,
SIL/TALI1, viz Ptiloha P6). Teprve kdyz nenajdeme vhodné cile pomoci tohoto panelu,
provadime detekci nekompletnich prestaveb IgH a prestaveb TCRB.

Urceni klonality

Po ziskani PCR produktii je tfeba odlisit klony s identickymi pfechodovymi oblastmi od
polyklonalnich lymfoidnich bunék. Pf#i malych rozdilech v délce téchto oblasti nelze na
klasickém agarézovém gelu urCit, zda jde o smés riizné dlouhych produkti nebo o jediny
produkt. Na zdkladé zkuSenosti zicastnénych laboratofi jsou doporucovany dvé techniky:
analyza heteroduplext a GeneScanning (analyza pomoci kapilarni elektroforézy). Analyza
heteroduplexti se provadi na 6-8% polyakrylamidovém gelu po denaturaci produkti PCR
(5 minut pii 95°C) nédsledované rychlou renaturaci (1 hodina pii 4°C). Homoduplexy

formované z monoklonalnich produktt diky stejné rychlosti migrace vytvoii jediny
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prouzek, heteroduplexy vzniklé ndhodnym spojenim polyklondlnich produktd migruji v
gelu pomaleji a vytvori neostie ohranieny Siroky pruh ("smear"). Lze také dobre odlisit
produkty bi-a oligoklonalni [82]. GeneScanning odli§i denaturované produkty PCR s
velkym rozliSenim pouze podle délky. Jde o metodu relativné rychlou a jednoduchou,
nevyhodou zustava potfeba znaceni PCR primerG fluorochromem a nemoznost odlisit
stejné¢ dlouhé, ale sekvenéné odlisné produkty PCR (napi. biklonalni) [81]. V nasi
laboratofi pouzivame k ureni klonality analyzu heteroduplext (viz obr. ¢. 4). Vhodné
monoklonalni prouzky sterilné¢ vyfizneme, eluujeme ve vodé, reamplifikujeme pomoci
stejné sady primerll a ziskané produkty preCistime a sekvenujeme na pristroji ABI

PRISM® 310 Genetic Analyzer (APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA).
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Obrazek ¢ 4.: Vysledek analyzy heteroduplexu na polyakrylamidovém gelu
z diagnostického vzorku pacienta s ALL. Oznaceny jsou monoklondlni prestavby, které
Jjsme vyrizli z gelu, reamplifikovali a sekvenovali. U produktu PCR na prestavbu Vgl-JglI.3
dochdzi k tvorbé heteroduplexii, je tedy pravdépodobné biklondlni nebo bialelickd.

Navrzeni klonalné specifickych primert a optimalizace RQ-PCR

Ziskané sekvence prechodovych V-(D)-J oblasti lze vyhodnotit pomoci databazi volné
ptistupnych na internetu (napf. http://imgt.cines.fi/textes/IMGTrepertoire, http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast, http://www.dnaplot.de). K popisu sekvenci a navrZeni
klonalné-specifickych primerti pouzivame software VECTOR NTI 8 Suite (INFORMAX,
Bethesda, MD, USA). Primery navrhujeme tak, aby je bylo moZno pouzit v RQ-PCR
s hydrolyza¢ni sondou a reverznim primerem umisténymi v konsensus oblasti dané

prestavby [83-87].
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Pro tvorbu specifickych primeri sice kromé obecnych doporudeni existuji ur€ita pravidla,
v zasad¢ ale pfi jejich navrhovani zileZi pfedevsim na zkuenosti. Je vyhodné vyzkouset
pro kazdy systém minimaln€ dva primery zasahujici do riznych oblasti pfechodové
V-(D)-J sekvence, protoze rozdily v dosazené senzitivité i specifité RQ-PCR byvaji velké.
Pro kvantifikaci pouZivame v nasi laboratofi pfistroje PCR ABI PRISM 7700 (APPLIED
BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA) a iCycler iQ™ (BIO-RAD, Hercules, CA, USA).
Pro tvorbu standardni kfivky je doporuéeno fedit DNA z diagnostického vzorku pacienta
do "negativni" DNA ziskané od zdravych darct ("buffy coat"). Pfi méfeni pouZivame
standardné fedéni 107'-10°. Aby bylo pozd&ji mozné piesné stanovit hladinu MRN, je
treba stanovit koncentraci DNA diagnostického i1 v8ech sledovacich vzorkd pomoci
kvantifikace kontrolniho genu. VétSina laboratofi pouziva k tomuto ucelu gen pro albumin
[88]. Pii optimalizaci RQ-PCR se pomoci zmén teploty annealingu, poméru koncentrace
primert a zmén koncentrace Mgz* snazime dosdhnout co nejveétsi senzitivity a specifity
systému. Podle pravidel ESG-MRD-ALL je pozadovan pro kazdého pacienta nejméné
jeden systém s minimaln{ citlivosti 10™. Je ale vzdy lepsi sledovat MRN pomoci dvou
nezavislych cill, protoZe v ur€itém procentu piipadiu miZe dochazet ke klonalni evoluci
s nasledkem ztraty dané¢ho cile a moZnou faleSnou negativitou [89, 90]. Velkym
problémem v pfipadé genl pro imunoreceptory je pozadi zdravych lymfocyti, coz plati
zv]asté pro systémy s men$im mnoZstvim rekombinovatelnych genovych segmenti a tedy
s mens§im poctem pravdépodobné vzniklych kombinaci. Jedna se tedy zejména o TCRG,
TCRD a delece IgK. V pifipadé kratkych N-segment(i nebo nevhodné navrzenych primert
muze ale k nespecifickému naseddni primerit na DNA "zdravych" lymfocytd dojit
v kterémkoli systému. Aby se v co nejvét§i mife zabranilo moZnosti vzniku fale$né
pozitivniho vysledku, pouZiva se jako negativni kontrola DNA z "buffy coatu" smichana
od co nejvétsiho poltu zdravych déarct (minimalni doporufeny podet je 5, vétSina
laboratofi véetné nasi pouziva 10), a to podle doporuceni nejméné v Sesti replikatech. Tim
se ale pomérné komplikuji definice pojmi senzitivita a specifita a samotnd pravidla pro
stanovovani hladiny MRN. Pro spradvnou interpretaci vysledkil bylo tfeba zavést dalsi
pojem, tzv. rozmezi kvantifikovatelnosti (quantitative range, QR) [91]. Podrobné jsme
viechna stavajici doporuceni pro metodicky spravnou detekci MRN uvedli v prehledném
¢lanku. (viz Piiloha P1)

Na schtizkach skupiny ESG-MRD-ALL jsou pravidla pro interpretaci vysledku na zakladé
spole¢nych zku$enosti neustale upfesnovana. Pozornost se vénuje 1 klinickym aplikacim,

pro které je dany RQ-PCR systém urcen. P¥i pouZiti této metody k vytipovani skupiny
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vhodné k dezintenzifikaci 1é¢by (protokol AIEOP LLA-2000/ALL-BFM 2000) je tieba se
dasledné vyhnout fale$né negativit€. Naopak pfi snaze odvratit hrozici relaps onemocnéni
po HSCT (napt. pomoci DLI nebo vysazeni imunosuprese) by mohla mit fatalni nasledky
ptipadné faledna pozitivita. Proto je pozitivita definovana "ptisn€ji" vzhledem k vysledkim
negativni DNA u aplikaci, které na zakladé hladin MRN indikuji jakykoli lé¢ebny zasah.
Opatrné je tieba piistupovat i k hodnoceni dynamiky MRN. Je tfeba mit na paméti
technické limity metody PCR: je-li rozdil Ct ("crossing point", cyklus ve kterém
fluorescence piekro¢i hodnotu pozadi) mezi duplikdty vzorku pacienta > 1.0, vysledna
hodnota koncetrace templatu ve vzorku bude kolisat o 100% a vice. Hodnotit tedy
dynamiku MRN mezi dvéma vzorky vtomto rozmezi hladin MRN je zavadgjici. Za
uritych okolnosti miize napfiklad zména hladiny MRN z kvantifikovatelné hodnoty do
oblasti vyjadritelné pouze jako "pozitivita" znamenat pouze horsi technickou kvalitu
konkrétniho RQ-PCR experimentu a nikoliv skute¢ny pokles nddorové zatéze (viz Priloha
P1).

Detekce minimalni rezidudlni nemoci pomoci kvantifikace fiuzniho transkriptu

TEL/AMLI

Metodicky postup kvantifikace hladiny TEL/AML1 je jednodu$$i v tom, Ze jednou
zavedeny systém RT-RQ-PCR je beze zmén pouZitelny pro vSechny pacienty s touto
aberaci. Na druhé strané vyZzaduje izolaci RNA z pacientského materialu a jeho vysledky
mohou byt teoreticky vice ovlivnény kvalitou vzorku, dobou mezi odebranim
a zpracovanim krve ¢i kostni dien¢ a také tim, jak je exprese mRNA TEL/AMLI
ovlivnéna soucasné probihajici antileukemickou terapii. Pouzivany postup detekce MRN
touto metodou byl jiZz na$i skupinou popséan v ¢lanku zabyvajicim se klinickym vyznamem
hladin transkriptu TEL/AMLI1 v pribéhu 1é¢by [92]. Ve snaze o zhodnoceni spolehlivosti
této metody ve srovnani s metodou kvantifikace Ig/TCR jsme se dale snazili simulovat
skute¢nou situaci pii transportu a zpracovani vzorki. Odebirali jsme ze vzorku TEL/AMLI1
pozitivni kostni diené pfi pokojové teploté postupné jednotlivé aliquoty, ve kterych jsme
stanovovali expresi transkriptu TEL/AMLI1 spolu s expresi tzv. "housekeepingového
genu", v naSem piipad¢ beta-2-mikroglobulinu (B2M). Exprese obou genti v prvnim dni
znaéné kolisala a po 30 hodinach vyrazné poklesla. Normalizovana exprese TEL/AMLI
k B2M ale z(stavala stejnda iza 78 hodin po odbéru. Podobné vysledky dokladajici
neménnost takto normalizované hodnoty jsme ziskali pfi simulaci vlivu lé€by pfiddvanim

zvysujicich se davek cytostatika asparaginazy. Doba mezi odbérem a zpracovanim vzork
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by napf. v ramei Ceské republiky (do 1 dne) neméla branit kvalitni detekci MRN touto
metodou, stejné jako Casovy bod léby, v némZ se pacient nachdzi. Pokud vSak dojde
k delsi prodlevé ve zpracovani vzorku, vznika nebezpeti fale$né negativity MRN diky
sniZzeni absolutni hladiny exprese TEL/AMLI. NaSe vysledky jsme popsali v metodickém

¢lanku v Casopise Transfuze a hematologie dnes. (Ptiloha P2)
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Vysledky 1.

Spektrum prestaveb Ig/TCR genit u TEL/AMLI pozitivnich a negativnich pacientit se
lisi

Analyzovali jsme klondlni Ig/TCR prestavby v kostni dieni u celkem 88 nové
diagnostikovanych pacientti s imunofenotypem common/preB ALL (z toho 42 TEL/AMLI
pozitivnich a 46 TEL/AMLI negativnich). PouZili jsme na$ vySe zminény standardni
systém reakei detekujici vétSinu nejéastéjsich prestaveb Ig/TCR u détskych ALL. Zatimco
pocet pacienti s alesporl jednou prestavbou se mezi skupinami neliSil, pfi analyze
celkového poctu piestaveb jsme nalezli statisticky vyznamny rozdil (TEL/AMLI pozitivni
vs. TEL/AMLI1 negativni: 4,0 vs. 2,7 ptestaveb na pacienta, p=0,0006). Zviasté vyznamny
byl rozdil v Cetnosti deleci prestaveb IgK (pozitivni vs. negativni: 74% vs. 26%,
p<0,0001), také mnozZstvi prestaveb TCRG bylo vyznamné vy3si u TEL/AML]1 pozitivnich
pacientt (84% vs. 53%, p=0,0055). Navic se ndm podafilo vybrat 36 pacientt z kazdé
skupiny a vytvorit pary TEL/AMLI pozitivnich vs. TEL/AML1 negativnich pacientt
s vékem pfi diagnoze liSicim se nejvySe o 6 mésiclt v ramci kazdého paru. Analyza
odhalila obdobné vysledky s vyznamnym rozdilem mezi TEL/AMLI1 pozitivni vs.
TEL/AMLI1 negativni skupinou v celkové Cetnosti pfestaveb (p=0,0044) a frekvenci
prestaveb IgK (p<0,0001) a TCRG (p=0,0128). V&tsi mnoZstvi a urCitd "vyssi zralost”
téchto prestaveb by mohly byt dokladem pro to, Ze vznik TEL/AMLI pozitivni leukémie
spada do zralej§iho obdobi vyvoje lymfoblasti, coz by mohlo také z&asti vysvétlovat dobré
lé¢ebné vysledky této skupiny. (Delece IgK patfi pfestavbam, které v ramci vyvoje
lymfocytu probihaji relativné pozdé). Nedavné studie zabyvajici genetickym profilovanim
leukémuii poskytly hruba data [93] (http:// www.stjuderesearch.org/data/ALL1), ze kterych
jsme pomoci metody popsané nasi skupinou [94] spoéitali, Ze mezi geny zvysené
exprimované¢ v TEL/AMLI1 pozitivnich bunikdch patti RAG1 (p<0.0001) 1 RAG2
(p=0.0024 a p=0.24, podle pouZit¢ sady sond). Za vy$8i mnozstvi Ig/TCR piestaveb
v téchto burikach je tedy s velkou pravdépodobnosti zodpovédnd protrahovana aktivita
rekombindzového systému zplGsobend samotnym fuznim proteinem TEL/AMLI. Tato

zjisténi jsme publikovali v ¢asopise Leukemia Research. (viz Ptiloha P3)
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Tabulka 1: Pocet nalezenych Ig/TCR prestaveb

a TEL/AMLI negativnich pacientii.

ve skupiné TEL/AMLI pozitivaich

IGH® IGK® TCRD? TCRG celkem”
TEL/AML1+ |79% 72% 53% 81% 186
(n=47) (37/47) (34/47) (25/47) (38/47) (4.0/pt.)

| TEL/AML1- [65% 26% 56% 56% 116

(n=43) (28/43) (11/43) (24/43) (24/43) (2.7/pt)

P 0.17° <0.0001° [0.83° 0.0128° 0.0006°
|

* Poget pacienti s nejméné jednou klonélni (mono- nebo bi-klonélni/alelickou) pfestavbou
daného genu.

® Celkovy polet piestaveb ve skuping (podet prestaveb na pacienta).

¢ Statisticka vyznamnost (p) spo&itana uzitim Fisherova exaktniho testu.

¢ Statistick4 signifikance (p) spoéitana pomoci Mann-Whitneyho testu.

Kvantitativni detekce TEL/AMLI miiZe doplnit klinicky orientované vySetfeni minimdlni

rezidudlni nemoci u détskych pacientit s ALL

Jak uz bylo zminéno, fuzni transkript TEL/AMLI je ldkavym alternativnim cilem pro
kvantitativni sledovani MRN az u 25% pacientd s B-prekursorovou ALL. Vsechny
dosavadni publikované studie srovnavajici detekci MRN pomoci Ig/TCR a TEL/AMLI1
trpély technickymi nedostatky a nedostate¢nym poctem vzorkt [58-60]. V nasi studii jsem
porovnali celkem 117 vzorkd od 28 TEL/AMLI pozitivnich ALL (20 diagnostickych
vzorkii pacientli lé¢enych podle protokolu ALL IC-BFM 2000; 8 relapst vysetiovanych
v rdmei recidivového protokolu ALL-REZ BFM 2002). 25 z 28 pacienti mélo dva
nezavislé Ig/TCR cile; u 48 z téchto celkem 53 ciltt jsme dosahli citlivosti nejméng 107
a u zbyvajicich 5 cila byla citlivost 5x10™, Piestoze korelace mezi kvantitativni detekei
[g/TCR a TEL/AMLI nedosahla kvality korelace dvou Ig/TCR cild (R?=0,903 vs.
R?=0,955), pouze u 8 ze 117 vzorki se hladina MRN ligila o vice neZ jeden fad (viz obr.
¢. 5). Protoze nase skupina uz difve prokézala prognostickou hodnotu kvantitativni detekce
TEL/AML1 u nov¢ diagnostikovanych pacienti s ALL v inicialni fazi 1é&by [92],
povazujeme TEL/AMLI za vhodny doplitkovy cil pro klinicky vyuZitelnou detekci MRN
u této podskupiny pacientd. Na zikladé naSich vysledki dokladame, Ze riziko faleiné
pozitivnich vysledk( je zanedbatelné. Protoze vSak u malé skupiny (asi 5%) pfipadu

kvantitativni detekce TEL/AML1 podhodnotila rezidudlni nemoc o vice neZ 1 fad,
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doporudovali bychom jeji uZiti v klinickém rozhodovani pouze bud’ v pfipad€ nenalezeni

7adného vhodného Ig/TCR cile a nebo jako alternativni moznosti v pfipadé protokold

vyzadujicich uZiti dvou nezavislych cild. Tyto vysledky jsme publikovali v Casopise

Leukemia. (viz Priloha P4)
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Obrazek ¢. 5: Srovndni dvou cilii pro monitoraci MRN.

(@) Srovnani pristupu zaloZeného na DNA (Ig/TCR) s pristupem zaloZenym na RNA

(TEL/AMLI) u 117 vzorku. Oblast mezi piimkami ukazuje teoretickou optimdlni korelaci

v rozmezi jednoho Fadu. Pouze 8 vzorkii lezi mimo tuto oblast

(b) Srovnani dvou nezavislych Ig/TCR cilii u 96 ze 117 vzorkii analyzovanych v této studii.

i . L AR NS . . rl o 2 v s '
O - pacienti v inicidlni fazi 16¢by; B - pacienti v 16¢bé relapsu; R = korelacni koeficient



Znaky nizkého rizika a rychld morfologickda odpovéd’ na inicidlni fazi 1é¢by nekoreluji
s dynamikou minimalni rezidudlni nemoci u déti s ALL - predbéiné vysledky studie
Mini-Risk

V Ceské republice bylo od poéatku pouzivani protokolu ALL-IC BFM 2002 (listopad
2002) do konce roku 2004 lé¢eno celkem 135 pacienti. Dosud jsme vySetfili 102 pacienty
(45 SR, 44 IR, 13 HR); u 98 (96%) z nich jsme nalezli alespon jeden Ig/TCR cil pro
sledovani MRN s citlivosti 10™ podle pravidel ESG-MRD-ALL. 65% pacient( lze sledovat
pomoci dvou nezavislych Ig/TCR cilii. pomoci zavedenych systému jsme vySettili hladinu
MRN v kostni dreni v riznych ¢asovych bodech: obligatorné d33 a wl2, pokud byly
k dispozici dale d8, d15, konec Iéby, pripadné jiné (priklad viz.obr.€.6). U pacientd
s T-ALL jsme sou€asn¢ vySetfovali i periferni krev. Celkem jsme dosud vysSetiili 639

vzorki kostni diené a 78 vzorki periferni krve.
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Obrazek ¢. 6: Pokles hladiny rezidudlni nemoci v prubéhu lécby u pacienta ze skupiny
standardniho rizika. Hodnoty MRN jsou méFeny pomoci kvantifikace dvou nezdvislych
prestaveb tézkych retézcu imunoglobulinu. Negativni vysledky jsou z duvodu zobrazeni

v logaritmickém méFitku vyneseny jako 1,00E-06.

Vysledky u pacientli s T-ALL ukézaly, Ze jiz dfive popsana dobra korelace hladin MRN
v periferni krvi a kostni dfeni [95] plati i pfi 1€¢bé podle jiného protokolu (viz obr. &. 7).
Pouze u 2 z 19 vySetfovanych pacientii této skupiny byla MRN nulovd v obou

rozhodujicich ¢asovych bodech, nezavisle na tom, zda byl pacient zafazen do stfedniho
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nebo vysokého rizika. Zadny pacient s T-ALL nevyhovél kritériim SR. Dynamika MRN

v této skuping doklada odlisné biologické vlastnosti a odpovéd na 1é¢bu u leukémii

z T-fady.

0,1
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48]
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BM R2 = 0,935

Obriazek &. T: Korelace hladin MRN v kostni dieni (BM) a v periferni krvi (PB) u 78

vzorku pacientu s T-ALL.

U 12 ze 43 pacientt (28%) skupiny nejniz$iho (standardniho) rizika jsme nalezli v d33
a/nebo v tydnu 12 detekovatelnou MRN v rozmezi 6,3x10™ -1,5x107%. Tito pacienti by se
v protokolu ALL-BFM 2000 nemohli kvalifikovat do skupiny SR. Naopak, 14 ze 41
pacienti (34%) skupiny stiedniho rizika dosdhlo negativity MRN v obou danych Casovych
bodech.

Tyto predbézné vysledky dokladaji, Ze rozdil v praktické stratifikaci pacientl
v protokolech ALL IC-BFM 2002 a ALL-BFM 2000 je zna¢ny. Ukazuje se, Ze rychla
morfologicka odpovéd’ na lé€bu (BM M1 nebo M2 v den+15) spolu s dal§imi znamkami
nizkého rizika nezbytné nekoresponduji s rychlym poklesem MRN. Je ale tfeba zdtraznit,
ze pro pacienty ze skupiny SR na protokolu ALL IC-BFM 2002 nebyla naplanovana
dezintesifikace lécby (tak jako pro randomizovanou ¢ast SR pacienti na protokolu ALL-
BFM 2000). Skute¢ny vyznam vSech téchto zjiSténi ukaze az analyza lééebnych vysledku
obou protokolti. PfedbéZné vysledky naSi studie jsme prezentovali na sjezdu ASH v San

Diegu formou posteru [96], kompletni analyzu MRN u pacientii z Ceské republiky, Israele,



Hong-Kongu a Uruguaye pripravujeme k publikaci. V soucasnosti probihd také

vyhodnocovéni vysledki pritokové cytometrie.
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Il. Pfestavby genu pro imunoglobuliny a T-bunééné
receptory u fyziologickych krevnich bunék

Liniov¢ nespecifické prestavby genovych segmentii v priibéhu vyvoje lymfocytii

Oba dva lidské RAG geny jsou situovany na chromosomu 11pl3 a jsou exprimovany
v kostni dfeni béhem vyvoje B-lymfocytii a v thymu béhem vyvoje T-lymfocytd [97-99].
RAG proteiny jsou nezbytné k zahdjeni rekombinace Ig a TCR lokust [100]. Regula¢ni
mechanismy, které umoziuji proces V(D)J rekombinace "zpfistupnénim" chromatinu
[g/TCR genl rekombinazovému aparatu, dosud nejsou plné prostudovany. Predpoklada se,
ze V(D)J rekombinace je v zavislosti na enhanceru a promotoru reguloviana zménami
struktury chromatinu, coZ umozni RAG proteiniim pfistup ke specifickym RSS sekvencim
[101]. Skutetna podstata zmén chromatinu nebyla dlouho znédma. Studie z roku 1999
ukdzala, Ze "sbaleni" RSS sekvenci do nukleosomt inhibuje iniciaci V(D)J rekombinace
[102]. To =znamena, Ze souasti procesu rekombinace musi byt naruSeni téchto
chromatinovych struktur, pravdépodobné hyperacetylaci histont zpiisobenou histon
acetyltransferazovou aktivitou transkripénich koaktivatorti [103]. Tuto teorii potvrdila
prace z roku 2000, ktera pouZila méfeni acetylace histonu H3 spolu s transgennim
reportérem V(D)J rekombinace [104]. Autofi dalsi studie inkubovali leukemickou
bunécnou linii s inhibitorem deacetyldz histont trichostatinem A a poté prokézali aktivaci
rekombinace IGK v leukemickych bunkach (bez soucasného zvySeni exprese RAG genu
a aktivity RAG proteintt) [105]. Proces V(D)J rekombinace je tedy pfisné regulovan
pomoci specifické acetylace histonti v zavislosti na vyvojovém stadiu buiiky a na
konkrétnim regionu DNA nesoucim segmenty prislunych podjednotek [106].

Dlouho pouzivané schéma piedpokladalo, Ze B lymfocyty pfestavuji pouze geny pro
imunoglobuliny a ne pro TCR, a naopak T lymfocyty pfestavuji pouze geny pro TCR
[107]. Zaroveii se ale védélo, Ze buiiky vétSiny leukémii z B fady toto pravidlo porusuji
[79]. K nejcastéji prestavovanym TCR geniim u B-prekurzorovych leukémii patii TCRG
(59%) a TCRD (55%), nasledované TCRB (35%) [79, 108]. Tento fakt vedl k nékolika
hypotézam, které tuto "neadekvatni" regulaci spojovaly s malignim procesem
avysvétlovaly ji bud’ jako jeho nésledek [79, 109], a nebo dokonce jako jeho piimou
pii¢inu [109-111]. Usuzovalo se, Ze prestavby gent pro TCR mohou vznikat jiz ve velmi

Casnych stadiich vyvoje B lymfocytt a Ze jejich pfitomnost miZe pro buitku znamenat
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zastavu diferenciace a maturace. Nasledkem toho by butiky s témito tzv. "cross-lineage"
prestavbami TCR (stejné jako prekursory B lymfocytl bez funkénich prestaveb 1GH)
podlehly apoptéze, pokud by se nestaly malignimi. Z toho by se zdalo, Ze onkogenni
transformace postihuje pfedev§im prekurzorové B buiiky s prestavbami TCR. Alternativni
hypotézou byla mozZnost, Ze "cross-lineage" prestavby jsou disledkem pfetrvavajici
aktivity rekombinazového systému po maligni transformaci a zastavé maturace. To by
vysvétlovalo dfive ptedpokladanou nepfitomnost téchto pfestaveb u fyziologickych zralych
B lymfocyti.

Studie na8i skupiny z roku 2003 ale prokézala, Ze nekompletni piestavby TCRD, které jsou
na molekularni drovni nerozliSitelné od prestaveb ptitomnych v blastech B-prekursorové
leukémie, lze nalézt 1 v B lymfocytech zdravych darct [112]. Tyto "cross-lineage" nebo
také "liniové promiskuitni" pfestavby tedy nejsou specifickou vlastnosti leukemickych
bunék, a nabizi se tak jako pfirozené markery prob&hlé rekombinazové aktivity 1 pro dalsi

typy bunék.
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Cile I1.

e vysortovani NK bunék, Bl, B2 lymfocyti, naivnich a pamétovych
B lymfoeyti, T lymfocyti, monocyti a granulocyti z periferni krve zdravych
darci (""buffy coatu')

e stanoveni podilu bunék s prestavénym TCRD a TCRG pomoci RQ-PCR
v danych populacich

Metodika II.

Buriky jsme sortovali pomoci pfistroji FACSVantage a FACSAria. (Piesny popis
kombinaci protilatek viz Ptiloha P5).

Pro kvantitativni analyzu celkového mnoZstvi riznych prestaveb TCR v daném vzorku
DNA jsme pouZili systémy vyuZivané k detekci MRN u pacienti s ALL - kombinaci
forwardového "screeningového” primeru umisténého ve "V" nebo "D" oblasti s reverznim
primerem a fluorescenné znacenou sondou ve specifickém "D" nebo "J" useku.
Forwardovy primer Vgl byl navrZen tak, aby detekoval prestavby vSech 8 ¢lent této
rodiny. Jako reference pro dilu¢ni fady jsme pouzili bud’ DNA z leukemické bunééné linie
REH nebo diagnosticky vzorek pacienta s ALL nesouci ve vétS§iné bunék danou (zde
monoklonalni) pfestavbu. Jako negativni kontrolu jsme pouzili DNA z bun&nych linif
Hela, HT29 a BT474, které by mély mit vSechny Ig/TCR geny v zarode¢né konfiguraci.
Pritomnost nekompletnich prestaveb TCRD jsme ovérili na polyakrylamidovém gelu
apomoci kapilarni elektroforézy. Ziskané produkty PCR jsme klonovali do E. coli

a z jednotlivych kolonif jsme ziskali rizné sekvence nekompletnich piestaveb TCRD.

Vysledky II.

U v8ech sortovanych vzorktit NK bunék jsme pomoci RQ-PCR detekovali nekompletni
piestavby TCRD VD2-DD3 u 3-36% alel (viz obr. &. 8). Paralelné sortované vzorky T
lymfocytl nesly tuto piestavbu v 1-9 % alel, coZ pii dosazené istoté sortované populace
(viz Ptiloha P5) vylucuje faleSnou pozitivitu zptasobenou kontaminaci T lymfocyty.
V navaznosti na piedchozi préaci nasi skupiny prokazujici pfitomnost prestaveb VD2-DD3

u B lymfocytt [112] jsme chtéli dale zjistit, zda v nékteré subpopulaci B lymfocyti toto
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zastoupeni neni vyrazng odlidné. Viechny vySetiované subpopulace - B1 (CD 19 P 5P%),
B2 (CD 19 P* 5 ™), naivni (CD19 P* 27 "8) a pamé&tové (CD 19 P 27 P*) lymfocyty -
nesly tuto pfestavbu v podobném mnozstvi jako celkova frakce B lymfocytd (5-21%).
U vzorkt granulocytii a monocyti, stejné jako u bunénych linii Hela, HT29 a BT474 jsme
Zadny nartst signalu RQ-PCR nepozorovali.

Ziskané¢ sekvence piestaveb TCRD v subpopulacich B lymfocyti a NK buikach se
neodliSuji v délce vmezefenych "N" tsekt ani v poc¢tu deletovanych nukleotidd od
sekvenci téchto pfestaveb v T lymfocytech.

Oproti tomu, piestavby TCRG jsme ve vSech liniich kromé& T lymfocyti nalezli pouze
v nepatrném mnozstvi, které muizZe byt ve vétSiné ptipadi zdivodnéno kontaminaci
sortovanych bunék T lymfocyty. P¥itomnost piestaveb TCRG v buitkich BCP-ALL tedy
na rozdil od prestaveb TCRD neodrazi situaci u fyziologickych B lymfocyti.

Béhem vyvoje T lymfocytii se nejprve zalina piestavovat TCRD, nasledovany TCRB
a TCRG [113]. Teprve po vyStépeni celého lokusu TCRD u TCRoff T lymfocytit se mize
zacit prestavovat TCRA. Nalezené nekompletni piestavby TCRD mohly tedy probéhnout
jiz v nezralych progenitorech spoleénych pro B, T a NK fadu ("common lymphoid
progenitor”, CLP [114]). Nékteré¢ prace z poslednich let zpochybiiuji existenci CLP
a navrhuji existenci spoleénych lymfomyeloidnich progenitor (B/myeloidni, T/myeloidni,
NK/myeloidnf) [115-118]. NaSe vysledky podavaji dikaz o prob¢hlé aktivaci
rekombinazového systému ve vSech lymfoidnich bunéénych liniich, na rozdil od bunék
myeloidni fady, coZ nepiimo podporuje teorii o existenci oddéleného spole€ného
lymfoidniho progenitoru. Tuto préaci jsme publikovali v ¢asopise Journal of Immunology.
(viz Ptiloha PS)
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Zaver

Dokud nebudou objeveny nové zplisoby lé¢by détské akutni lymfoblastické leukémie,
bude nutné pouZivat lécbu pomoci sou€asnych chemoterapeutik. Stavajici metody detekce
minimalni rezidualni nemoci umoZziuji pomérné pfesné¢ monitorovat odpovéd’ dancho
pacienta na lécbu. Proto se moderni 1é¢ebné protokoly snazi riznym zpiisobem zatazovat
detekcei zbytkové choroby do rizikové stratifikace pacientti. Kvantifikace rezidualni nemoci
pomoci klonalné-specifickych ptestaveb Ig/TCR genu je pfes svou finanéni i metodickou
naro¢nost v soucasnosti jedinou univerzaln€ pouZitelnou metodou. I pfi jejim pouZiti je ale
tieba disledné dodrZovat neustdle se zpfesiujici metodickd doporudeni, aby nedochazelo
k chybam ve stanoveni hladin, piipadné k faleSn€ pozitivnim ¢i negativnim vysledkim.
Pouziti dalSich metod detekce zbytkové choroby, jako je pritokova cytometrie nebo
kvantifikace transkriptl faznich genfi, dosud nebylo plné standardizovano a ovéieno na
velkych souborech pacientd. Doufime, Ze naSe vysledky pomohou pfi zavadéni co
nejefektivnéjsiho zplsobu stanovovani MRN v pristich letech. Moderni protokoly umozni
diky témto metodam definovani skupin pacient, u kterych bude moZno sniZit
terapeutickou zatéz a s tim riziko pozdnich nasledki 1é¢by. Zaroveri ale bude mozné véas
odhalit malou skupinu déti, kterd ma pomoci stdvajicich metod minimalni $anci na
vylééeni. U této skupiny pak bude pln€ ospravedinéno pouziti nejmodernéjsich

experimentalnich lé¢ebnych prostiedkd.
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Seznam pouzitych zkratek

ALL
AIEOP
AML
ASH
B2M
BCP-ALL
BFM

cLe
CLIP
CML

d33

EFS
EORTC
ESG-MRD-ALL

FC
GSTM1
HSCT
IgH
lgkl
Igl
[gM

MRN

NR d33
PGR

PPR

QR

RAG
RQ-RT-PCR

akutni lymfoblasticka leukémie

Associazione Italiana Ematologia Oncologia Pediatrica
akutni myeloidni leukémie

American Society of Hematology
beta-2-microglobulin

B cell precursor acute lymphoblastic leukemia
Berlin-Frankfurt-Miinster

common lymphoid progenitor

Childhood Leukaemia Investigation Prague

chronickd myeloidni leukémie

33. den lécby

event free survival

European Organisation for Research and Treatment of Cancer
European Study Group on Minimal Residual Disease in
Acute Lymphoblastic Leukemia

flow cytometry

glutathion S-transferaza

Hematopoietic Stem Cell Transplantation
immunoglobulin heavy chain

lehky fetézec imunoglobulinii

immunoglobulin light chain

imunoglobulin M

intermediate risk (group)

kappa deleting element

minimalni rezidualni nemoc

nedosazeni remise 33.den 1éby ("non-response")
prednison good response

prednison poor response

quantitative range

recombination activating gene

real-time quantitative reverse transcription-polymerase chain

reaction



RSS
SICRH
SR
TCR
TCRA
TCRB
TCRG
TCRD
TdT
TPMT
TS
wl2
WBC

recombination signal sequence

St Jude Children's Research Hospital
standard risk (group)

T cell receptor

a podjednotka T-buné&éného receptoru
B podjednotka T-bunééného receptoru
y podjednotka T-bun&&ného receptoru
o podjednotka T-bunétného receptoru
terminal deoxynucleotidyl transferase
thiopurin metyltransferaza
thymidylatsyntetaza

12. tyden 1éEby

White Blood Cell Count
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Detekce minimalni rezidualni nemoci u akutnich
lymfoblastickych leukemii pomoci kvantifikace prestaveb
gent pro imunoglobuliny a T-bunéc¢né receptory:

jak se vyhnout Spatné interpretaci vysledkii

Fronkova E., Trka J.
CLIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague,
Laboratorui centrum Kliniky détské hematologie a onkologie, UK 2. LF Praha

Souhrn

Hodnoceni minimalni rezidudlni nemoci u akutnich lymfoblastickych leukemii pomoci kvantifikace klonilné speci-
fickych piestaveb genti pro imunoglobuliny a T-bunééné receptory je v soucasné dobé povazovino za standardni
laboratorni postup. Vysledky této metody jsou stile ¢astéji vyuZiviiny v lécebnych protokolech pro stratilikaci paci-
enti do rizikovych skupin s razné intenzivni terapii nebe pfimo pro volbu konkrétnich Iééebnych postupi.
Vzhledem k narocnosti metodiky je tieba dodrzovat technickd a interpretacni kritéria, kterd umoziiuji plnou repro-
dukovatelnost metody a zarucuji klinickou validitu vysledki. Autofi shrnuji soucasny pohled na provadéni a inter-
pretaci této moderni laboratorni metody a upozoriuji na mo#na rizika plynouci z nedodrieni téchto kritérii,

Klicovia slova: akutni lymfoblasticka leukemie; RQ-PCR; prestavby Ig/TCR; miniméilni reziduilni nemoc

Summary
Fronkova E., Trka J.: Detection of minimal residual disease in acute lymphoblastic leukemia using gquantilica-
tion of immunoglobulin and T-cell receptor genes rearrangements. How to avoid misinterpretation of the results

Currently, qualification of clonal immunoglobulin and T-cell receptor rearrangements is considered to be a standard
laboratory investigation to evaluate minimal residual disease in acute lympheoblastic leukemia. Benefit of this met-
hod contributes more often to therapeutic protocols that stratify patients into the groups according to the need of
differently intensive therapy or particular therapeutic regimen. Regarding complexity of the method, it is necessa-
ry to follow technical and interpretative criteria that enable reproducibility and clinical validity of the method. The
authors summarize current view on design and interpretation of this modern laboratory method. They also notice
possible risks when these criteria were broken.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, RQ-PCR, lg/TCR rearrangements, minimal residual disease

Trans. Hemat. dnes, 11, 2005, No. 3. p. [10-114.

Uvod

Zajem o fenomén minimalni rezidudlni nemoci
(MRN) u akutnich leukemii pochdzi vz z¢ sedmdesatych
fet (1). Pionyrské price v devadesitych fet prokazaly
piimy klinicky vyznam hodnoceni MRN (2-4) a diky
tomu se postupné tato metoda (plivodné pouze vyzkum-
na) zacala upravovat pro klinické uziti.

Vo opiipadé akutnich lymfoblastickych leukemii
(ALL) je zatim uzndvina jako nejspolehlivéjs metoda
kvantifikace prestaveb gentl pro imunoglobuliny a T-
bunécné receptory specifickych pro dany leukemicky
klon pomoci PCR v redlném Case. Jeji vyhodou proti
pritokové cytometrii (jediné dal§i metodé s téméf uni-
verzalnim uplatménim) zstavid stabilita prestaveb na
DNA drovni i v piipad¢ méniciho se fenotypu leuke-
mické bunky v prabchu terapie a celkoveé vySsi senziti-
vita, Na rozdil od kvantifikace fuznich transkripta
(napl. TEL/AMLI, BCR/ABL, MLL/AF4) je pouzitel-
nd pro naprostou vetsinu pacientd (priblizn¢ 95 %),
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navic neni ovlivnéna viabilitow analyzovanych bunck.
7 &chto divodi se tato metoda v postednich tetech stiva
ve stale v&tSi mife souCasti 1¢¢ebnych protokoli, a to
i pres svou znacnou Casovou, finanéni i lfaboratorni
ndroCnost. Némecky protokol ALL-BEM 2000 o italsky
protokol ATEOP LLA 2000 pro [écbu détské ALL vychi-
zi mimo jiné z retrospektivni analyzy, kterd ukdzala. 7z
hladiny MRN na konci indukCni 1é¢by (tyden 5) a pred
zalitkem konsolidalni 1écby (tyden 12) dobie oddcluje
paciently s nizkym a s vysokym rizikem relapsu (3). Tylo
dva protokoly delinuji rizikové skupiny pro 1é¢hu pravé
podle prospektivné mérenych hladin MRN. Dalsim vyu-
zitim této metody je 1é¢ba relapsu détské ALL. Némecky
protokol ALL-REZ BI'M 2002 pii swatilikact pacienti
v nejvetsi skupiné 52 vychdzi # price, kterd ukdzala na
negativnf prognosticky vyznam vysoké hladiny MRN po
indukeni (azi 16chy relapsu (5). Pacienti s hladinou MRN
v tonto Casovém bod¢ vyS&i nez 10 jsou indikovini
k nepribuzenské transplantaci hemopocetickych progeni-
tort (HSCT). Evropskd skupina Pre-BMT-MRID-Stidyv-
Group, jejimz clenem je @ nade laborator, prokidzala, 7¢



Jakdkoli htading MRN pied transplantaci vyznamné zvy-
Suje pravdépodobnost relapsu po transplantace (0).
Monitorovini hladin MRN po wransplantact umoZiiuje
véasné lécebné zasahy, napriklad v podob¢ adoptivni
imunoterapie (infuze darcovskych lymfocytd - DLIE
vysazeni imunosuprese) (7).

Vonast laboratofi se zabyvame metodou kvantifikace
prestaveb imunoreceptorovych genu od roku 2001, v sou-
Casné dobé ji rutinné pouZivime u pacientit s relapsem
[écenych podle protokolu ALL-REZ BFM 2002 a ddle
u viech pacienttt podstupujicich HSCT. Pacienti se zichy-
tem ALL jsou v Ceské Republice Iéceni podle protokolu
ALL IC-BFM 2002, ktery pro stratifikaci pacienta do rizi-
kovych skupin nepouzivd kvantitativai detekei MRN. Tu
providime pouze jako vyzkumnou soucdst protokolu, aby-
chom zjistili, zda jind kriteria pro stratifikact (vék. odpo-
ved na prednison, leukocyloza, pokles blastd ve dieni
podle morfologickych kritérii ve dnech 15 a 33 [écby)
mohou korespondovat s poklesem MRN (8).

7. vySe uvedencho vyuziti v klinickych protokolech se
mhze zddl, 7e se jednd o metodu rutinni a spolehlivé defi-
novanou. To viak plati jen pro laboratore s nejvelsi zku-
Senostd, ale 1mezi nimi dochdzi dosud v nékterych pii-
padech k neshoddam v imterpretaci vysledku, 7 &chto
divoda  byla skupina - ESG-MRD-ALL
(European Study Group on Minimal Residual Discase in
Acute Lymphoblastic Leukemia), kteri sdruzuje 23
cvropskych a nyni i mimoevropskych laboratofi, zabyva-
jicich se touto problematikou. Jeji ¢lenoveé se pravidelng

zalozena

setkavaji na spolecnych schuzkach, dvakrit rocnd je
pordaddna i kontrola kvality. Na zikladé spolecnych zku-
Senosti jsou pak zpracovavina metodickd doporuceni
a jsou ddle upravovina pravidla pro interpretaci vysled-
ki, Otevienymi tématy stile z0stiva vybcér vhodnyceh
le/TCR cilt a jejich stabilita, postup v pripadé oligoklo-
nialnich prestaveb a predevsim interpretace vysledka
s vyloucenim moznosti fale§né pozitivity a negativity.

Vybér cilit

V roce 1999 publikovala skupina laboratori sdruze-
nych v programu BIOMED-1 standardizovany postup
pro detekei nejéasicjSich prestaveb imunoreceptorovych
oent vyskytujicich se u ALL. Jednid se o kompletni V-
(D)-] prestavby 1€zkych tetézen imunoglobulinu (1gH)
(9), klonaln¢ specilické delece lehkého fetézee kapa
(Iek) a prestavby T hunééného receptoru gama (TCRy)
adelta (TCRO) (10). V roce 2003 byl tento soubor roz§i-
fen skupinou BIOMED-2 na celkem 107 primert v 18
multiplexnich reakcich. jejichZz kombinaci je jiz mozno
teoreticky detekovat viechny klondini B lymfoprolilera-
ce,ato b umalignit s vysokym zastoupenim somatickych
hypermutaci. Totéz plati diky zahrnuti pfestaveb TCRP
i pro klondini T bunééné populace (11).

Uréent klonality

Po ziskini PCR produkit je ticha odligit klony s iden-
tickymi prechodovymi oblastmi od polyklondlnich lym-
foidnich bunc¢k. Pii malych rozdilech v délee t&chto

oblasti nelze na Klasickém agarézovém gelu urcit. zda
jde o smdés ruznd dlouhyeh produkiu nebo o jediny pro-
dukt. Nu zikladé zkuScnosti zacastnenych laboratofi jsou
doporucoviny dvé techniky: analyza heteroduplexi
a GeneScunning (analyza pomoci kapilarni clektrofore-
zy). Analyza heteroduplexd se provadi na 6-8% polyak-
rylamidovém gelu po denaturaci produktu PCR (5 minul
pii 95 7C) ndsledovand rychlou renaturaci (1 hodina pii
4 °C). Homoduplexy formované z monoklonalnich pro-
duktu diky stejné rychlosti migrace vytvori jediny prou-
zek, heteroduplexy vzniklé ndhodnyn spojenim polyklo-
nilnich produktd migruji v gelu pomaleji @ vytvori ncos-
tfe ohraniCeny Swroky pruh (Lsmear). [Lze také dobie
odliSit produkty bi- a oligoklondlni. GeneScanning odli-
§i denaturované produkty PCR s velkym rozligenim
pouze podle délky. Jde o metodu relativing rychlou a jed-
noduchou, nevyhodou zustava poticha znaceni PCR pri-
niert fluorochromem a nemoznost odligit stejnd diouhc,
ale sckvenend odligné produkty PCR (napr. biklondlni).
V nadi laboratoti pouzivanic k urceni klonality analyzu
heteroduplext. Vhodné monoklonilni prou7iy sterilné
vyfizneme, clutjeme ve vodé. reamplifikujeme pomoci
stejné sady primert a ziskané produkty piccistime
asekvenujeme (12).

Navrient klondlné specifickych primeri a optimalizace
RQ-PCR

Ziskand sckvence prechodovych V-(D)-1 oblasti tze
vyhodootit pomocy databazt volnc pristupnych na imter
netu napriklad:

http:/fimgteines.fr/textes/IMGTrepertoire.

hitp://www.acbi.nlim.nih.gov/ighlast,
http://www.dnaplot.de.

K popisu sckvenet a navrzeni klondine specilickych
primert pouzivame software VECTOR NTT 8 Suite®
(INFORMAX, Bethesda, MD, USA). Primery navrhu-
jeme tak, aby je bylo moZno pouZit v RQ-PCR s hyd-
rolyzacni sondou a reverznim primerem umisténymi
v konsensus oblasti dan¢ prestavby (13-17).

Pro tvorbu specifickych primeri sice kromé obec-
nych doporuceni existuji urCitd pravidla, v zasad¢ ale
pri jejich navrhovani zdlezi predev&inm na zkusenosti.
Je vyhodnd vyzkouset pro kazdy systém minimadlng
dva, protoze rozdily v dosazené senzitivité i specifité
RQ-PCR byvaji velké. Pro kvantfikaci pouzivime
v onadi laboratori pristroje PCRABI PRISM 7700
(APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA)
a 1Cycler 1QM™ (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). Pro
tvorbu standardni kiivky je doporuceno fedit DNA
7 diagnostick¢ho vzorku pacienta do . negativai®™ DNA
ziskané od zdravych ddaret (Lbuffy coat*). Pt mcieni
pouzivime standardng fedéni 10-'-10-5. Aby Dbylo
pozd¢ji mozné presné stanovit hladinu MRN, je (f'eha
stanovit koncentraci DNA diagnostického i vsech sle-
dovacich vzorku pomoci kvantifikace kontrolniho
genu. VEsina faboratori pouziva K tomuto ucelu gen
pro albumin (18). P optimalizach RQ-PCR s¢ pomoci
zmén anncalingové teploty. pomcru koncentrace pri-



merd a zmén koncentrace Mg?+ snazime dosdhnout co
nejvelsi senzitivity a specifity systému. Podle pravidel
ESG-MRD-ALL je pozadovan pro kazdého pacienta
nejmené jeden systém s mmimdlni cithivosti 104,
Definice pojmi senzitivita a specifita je poméré slo
Zitd:

Slovnicek

Ct = hodnota Ct stoupd s klesajici koncentraci templa-
tu ve vzorku

Redéni = se zvysujicim se fedénim klesd koncentrace
templatu ve vzorku

Kriteria pro senzitivitu RQ-PCR (19)
(upraveno na posledni schiizee skupiny ESG-MRD-ALL
v Cerviu 2004)
Senzitivitou PCR rozumime nejvy3si fedéni, které:
* se specilicky amplifikuje (dobré amplilikacni kiivky),
* md nejméné jeden vzorek z replikdtu pozitivni; rozdil
Ct (,threshold cycle®) replikdtt nerozhoduje,
* ma nejvyssi Cr replikata v rozmezi 20 cykla od Ci
nefedéného vzorku nebo
® md nejvyssi Cureplikita v rozmezi 20 cyklu od
interceptu standardni kiivky.
Pro potichy piesné interpretace vysledku byl nové defi-
novan pojent rozmezi kvantifikovatelnosti (,quantitative
range™, QR). Vsechny pozitivii hodnoty pod touto hod-
notou by mély byt uvadény pouze jako ,pozitivait, bez
uvedeni ¢iselné hodnoty vysledku.

Kritéria pro rozmezi kvantifikovatelnosti RQ-PCR
Rozmezim kvantifikovatelnost nazyvame nejnizsi vedé
ni, které:
® se specificky amplifikuje (dobré amptifikacni kiivky)
* rozdil Ctreplikatn = 1.5
¢ jeho pramérnd hodnota Ct je 0 3,0-4,0 cykly vé&i nes
piedchozi 10x nizsi fedéni (nebo 0 0.5 1.5 evklu vyisi
nez predchozi 5x nizii fedéni)
e standardni kitvka se zahrnutim tohoto fedéni ma
sklon (,slope™) mezi -3,1 u
= (),Y8.

3,9 a korcladni koclicient

Kritéria pro specifitu RO-PCR

Velkym problémem v piipadé gent pro imunorecepto-
ry je pozadi zdravych lymfocytu, coz plati zvIG5@& pro
systémy s menSim mnozstvim  rckombinovatelnych
genovych segmentd a tedy s mengim poctem pravdépo-
dobné vzniklych kombinaci. Jednda se tedy zejména
0 TCRy, TCRd a delece Tgie V pripadé kriatkyeh N-seg-
mentt nebo nevhodné navezenych primera muze ale
k nespecifickému nasedani primert na DNA | zdravych®
lymlocytu dojit v kterémkoli systému. Aby se v co ncj-
VEST mite zabrdnilo mo7Znost vzniku fale$né pozitiviniho
vysledku, pouziva sc¢ jako negativini kontrola DNA
z Lbulfy coatu™ smichanid od co nejvét§iho poctu zdra-
vych darct (minimalni doporuceny pocet je 5, vétsina
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faboratoii véetné nasi pouziva 10), a to podle doporuce-
ni nejméné v Sesti replikatech. Tim pribyvaji k vySc uve-
denvim pravidlim pro interpretaci dalsi.

Rozmezi kvantifikovatelnosti tedy musi splitovat viech-
ny piedeslé podminky a zdaroven:

* jcho prumérnd hodnota Ct musi byt ncjméné o 3
cykly nizsi nez nejnizsi Ct hodnota pozadi.
Senzitivitou pak nazyvame takovou hodnotu fedéni,
kterd spliuje viechny predesié podminky a zarovei:

* nejmeéné jedna hodnota Ct je o nejméné jeden cyklus
nizsi nez nejnizsi Ct hodnota pozadi.

Analyza MRN v daném vzorku

Kritéria pro interpretact vysledka se HSi v zavislost na
protokolu, spole¢nd zlistivaji tato zdkladni pravidla:
Hodnotu MRN ve vzorku fze vyjadiit numericky pomo-
ci standardni kiivky s korekei podie kontrolniho genu,
jestlize:

= prumérnd Ct hodnota rephikatd = nejvyssi Ct rozmezi

kvantitikovatelnosti a A Ct replikatd vzorku je = 1,5.
Pokud je pramérna Ct hodnota replikath = nejvyssi Ct
rozmezi kvantifikovatelnosti, hodnoti se vzorck pouze
Jako ,pozitivai*,

Vzorek je dale pokladan za pozitivoi, pokud:

* Ct hodnota nejméné jednoho z replikata je v rozmezi

4 eykla od senzitivity systému a

* Ct hodnota nejméné jednoho z replikitu je o = 1.0

nizsi nez nejnizsi Ct pozadi.
Toto posledni pravidlo patiif vzhledem K moznosti vzni-
ku faleinc pozitivity k nejsporngj§im a nejdiskutovandgy-
sim, proto bylo na schizee ESG-MRD-ALL v roce 2004
dile roz8iteno s ohledem na to. pro jaké klimcké aphika-
ce bude vysledek pouzit.

Pt pouZiti pro aplikace, kde je treba se vyhnout fales
né negativité, napiiklad z duvodi redukee Iécby MRN
negativaich pacientd, je vzorek pokladan za pozitivii,
pokud:

* Ct hodnota nejméné jednoho z replikdtd je o = 1.0

niZsi nez nenizsi Ct pozadi.

® Pii pouziti pro aplikace, kde je tfeba se vyhnout

faleiné pozitivité, napriklad z duvodu nasazeni DI

po HSCT. je vzorek pokladan za pozitivai, pokud:

* Ct hodnota ncjméné jednoho 7 rephikdtt je o = 3.0

niz& nez nenizsi Cu pozadi.

Diskuse

Detekce MRN u akutnich leukemii uz v tuto chvili
prokazuje svou kiinickou hodnotu. Zejména v [¢cebnych
protokolech pro terapii détskych ALL jsou kriteria MRN
pouzita jako stratifikacni (napt. ALL-BFM 2000
a AIEOP LLA 2000) nebo jauko primo rozhodujici pro
[&¢ebnou strategii (protokol ALL-REZ, BI'M 2002 pro
[¢Chu relapsu détské ALL). DuleZitou ulohu hraje stano-
veni MRN také v regulaci potransplantaéni pece.

Rozhodnuti o vyznamném zdasahu do dalSiho prubéhu,
Jakym je naprikiad indikace HSCT v 1¢EbE relapsu détské
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Obr. 2, Amplilikace Konalne specificke prestavby [GH u pacienta s ALL. Senzitivita systému je 104 protoze jeden vzorek 7 duplikaiu ma Cto vice
ne7 T eyklus nizsi nez je nejnizar Coboffy coatu™ (zelené kiivky) Rozmesi kvantifikovatelnosti je ale pouze 103V piipade tohoto systému je
vhadnd pridat Fedent Sx10 4. Pokud by jeho promémé Ctvyado o vice nez 3 cykly pred Jbufly coateni™. 7vysi se QR na 5x10 4
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PCR Base Line Sublracted RFU

Cyecler
Obr. 3. Amplifikace klondIng specilickd piestavby TCRY w pacienta s AL Senzitivita 1 rozmesi kvantifikovatelnost sysiému je 101 Mereny byly
dva vzorky pacienta v iriplikitu (modre kiivky s Hodnotu MRN ve vzorku €1 lze po dprave podle kontrolnibo genu vy jadiie cisend jiaho pomer
K poctu blastt v diagnoze. Vzorek ¢. 2 by byl ozmacen jako ,pozitivii™. pokud by byl pouZit pii rozhodovani o zarazeni do nzikovd skupiny (napri-
Klad v protokolu ALL BEM 2000). Na zikladé jeho vysledku by se ale nemélo terapeuticky zasihnout. pokud by se rozhodovalo napi. o aplikuaci
DL po transplantaci: neizsi Crpozadi (zelené kiivky) neni o vice nez 3 eykly vyssi nez nejnizsi Cuvzorku)

ALL. vyzaduje spolehlivou metodiku méfeni hladin

a s hladinou MRN v daném Casovém bodu protokolu
MRN a zepména spravnou interpretact (Echto vysledki.

rovnou I IxT0% podstoupi HSCT, zatimeo pacient s hla-

Pravé v posledné zminéném protokolu je rozhodujici
arovii MRN (stanovenou arbitrdzné na zikladé retro-
spektival analyzy rozsihlého souboru pacientu) (5) hla-
dina 10-3 Teoreticky tak pacient s typem relapsu S2

dinou rovnou 9.9x 10+ bude pokracovat pouze v chemo-
terapit. Presnd kvantifikace je tedy naprostou nutnosti.
V piipade protokolts ALL-BEM 2000 a ATLEOP LLA
2000, kde o pretazeni 7 nizko rizikove do stiednd riziko-

R



v¢ vétve prolokotu maze rozhodnout jakdkoli detekova-
na pozitivita, je tieba ji zase piesnd odd@lit od fale§né
pozilivity pozadi.

Piesné a detailni pokyny, piijaté skupinou ESG-
MRD-ALL, piesné definuji jak senzitivitu, tak specifi-
tu dan¢ho systému ROQ-PCR. Nemize se tedy slt, 7
se hladina MRN urc¢i podle technicky nedokonalého,
Spatn¢ optimalizovaného systému - pravidla pro sklon
a chybu standardni kiivky to vylucuji. Pouziti hexapli-
katu negativni kontroly, kterou je vzdy potykiondini
DNA 7z normdlnich Iymfocytd a nikolt pouze voda,
zase oddeli falesn¢ pozitivai vysledky v rezidudinich
vzorcich. Protoze pouhy mechanisticky pohled na tato
Kritéria nemusi vzdy vyhovovat realité, byfa Keitéria
upravena pro situace, kdy je tieha se vyhnout Jalesng
negativité nebo faleine pozitivite (viz vyse).

Opatrné a koncizné je tieba pristupovat 1 k hodnoce-
ni dynamiky MRN. Je tichba mit na pamdcét technické
fimity mectody PCR: je-li rozdil €t mezi duplikaty
vzorku pacienta = 1.0, vyslednda hodnota koncetrace
templitu ve vzorku bude kolisat o 100 % a vice.
Iodnotit tedy dynamiku MRN mezi dvéma vzorky
v tomto rozmezi hladin MRN je zavidejici.

Obtizncji delinovatelnym, ale dulezitym prvkem
hodnoceni hiadin MRIN, je komunikace mezi pracovni-
Ky laboratofe a I¢kati/kliniky. V idedlnim piipade by
vysetieni a7 do [dze stanoveni hladiny MRN ve vzorku
mclo probibat bez znalosti soucasncho Klinického
stavu pacienta. Toto pravidio neni ¢asto mozno dodr-
zel, proloze seona luboratorni praci Ickart primo podi
leji. To je naopak vyhodou pii interpretaci vysledku
sledovani. Intenzivai Kontakt laboratoi-Klinika a pies-
n¢ pochopent termind, Kieré sc objevuji na pisemnd
vydavanych protokolech o vySetieni, jsou nezbytné.
Jen tak je mozno spolehlivé interpretovat napi. fukt, e
za urcitych okolnosti nemusi |, pokles™ hladiny MRN
7. kvantifikovatelnych hodnot do oblasti | pozitivita*
znamenal skutecnou zménu v dynamice MRN. ale
pouze horsi technickou kvalitu konkrétniho RQ-PCR
experimentu.

PracoviSté. které hodla vyuzivat tuto metodiku pro
klinicky refevantni stanoveni hladin MRN (tedy k mdi-
kaci Iecebnych zasahi), by mélo mit jistotu. 7¢ zave-
den¢ postupy bezchybné funguji. Mezindrodni kontro-
la kvality skupiny ESG-MRD-ALL, kterd vyzaduje
analyzu klonality, detailni rozbor zadanych sckvenci
prestaveb a ur¢ent hladiny MRN slepych vzorkd a pro-
bihd dvakrit rocné od roku 2001, tuto zaruku poskytu-
je.

Kvantitativni detekee klonalng specifickych presta-
veb lg/TCR je tedy velmi vyznamny a acinny nastrof
v hodnoceni odpoveédr na [¢ébu u pacientd s ALL. Pri
dodrzeni vsech technickych a interpretacnich pravidel
muze pomoct pacientum snizit jak riziko relapsu, tak
i rizika spojend s prelecenim (Lover-treatiment™) jejich
nemoci.
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Je fuzni gen TEL/AML1 vhodnym znakem
pro sledovani rezidudlni nemoci u déti s akutni
lymfoblastickou leukemii?

Madzo J." %, Muzikova K., Froiikova E.!, Sramkova L.!, Zemanova L.}, Zuna J.},
Stary J.3, Trka J.1

! CLIP — Childhood Leukaemia Investigation Prague, Klinika détské hematologie a onkologie,
% Ustav fyziologie, UK 2. LF, Praha, ? Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2. LF a FN
v Motole, Praha, * korespondujici autor

Souhrn

Za standardni postup pii sledovani minimalni rezidualni nemoci u détskych akutnich lymfoblastickych
leukemii se v souc¢asné dobé povazuje kvantitalivni detekce klonalné specifickych pirestaveb imunore-
ceptorovych geni (receptorit T bunék a imunoglobulini). Optimalizace detekee dvou vyse uvedenych
nezavislych prestaveb s citlivosti alespoii jedné maligni bunky mezi desetitisicem normilnich bunék
se viak nezdaii u viech pacientia. Fizni gen TEL/AMLI je nejéastéjsi chromozomilni aberaei u détskych
akutnich lymfoblastickych leukemii a naléza se u vice nez 20 % pacient. Srovnani hladin reziduilni
nemoci paralelné vysetfenych pomoci kvantitativni polymerazové ietézové reakce na transkript
TEL/AML1 a na piestavby imunoreceptorovych genu ve 41 vzorku ukazalo celkové velmi dobrou
korelaci s pouhymi dvéma vyjimkami (R% = 0,847). Kvantitativni detekce transkriptu TEL/AMLI tedy
muze poslouzit jako alternativni cil pro sledovini MRN u pacientG s TEL/AML1 pozitivni leukemii
s nedostatkem citlivych standardnich znakii - pirestaveb imunoreceptorovych genii. Mezi 52 pacienty
s vySetirenou hladinou reziduilni nemoci na konei indukce detekovatelné TEL/AML1 pozitivni buiiky
jednoznaéné oddélily pacienty se Spatnou prognozou (preziti bez relapsu = 50 %; 7 relapsa ze 14 déti)
od deéti s vybornou Sanci na preziti (preziti bez relapsu = 92 %; 3 déti z 38; p = 0,0007). Detekovatelné
TEL/AMLI pozitivni buiiky na konei indukee tedy piredpovidaji s vysokou pravdépodobnosti relaps,
i kdyz se vyskytne az 57 mésict od diagndézy.
Kli¢ova slova: détska akutni lymfoblasticka leukemie, TEL/AMIL1, kvantitativni PCR, minimalni rezi-
dudlni nemoc

'Y

Summary

Madzo J., Muzikova K., Fronkova E., Sramkova L., Zemanova L., Zuna J., Sta-
ry J., Trka J.: Is TEL/AMLI1 fusion gene appropriate marker for minimal residual disease
monitoring in children with acute lymphoblastic leukaemia?

Currently the quantitative detection of clonal-specific rearrangements of immunoreceptor genes (1-cell
receptors and immunoglobulins) is considered to be the standard approach in minimal residual disease
(MRD) monitoring in childhood acute lymphoblastic leukaemia. However, optimisation of two inde-
pendent rearrangements with sensitivity of at least one malignant cell among 10 000 normal cells is not
successful in all patients, TEL/AML1 fusion gene is the most common chromosomal aberration in
childhood acute lymphoblastic leukaemia and is present in more than 209% of patients. Comparison of
residual disease levels examined simultaneously by quantitative polymerase chain reaction on
TEL/AML1 transcript and on immunoreceptor gene rearrangements in 41 samples showed very good
overall correlation with only two exceptions (R?=0,847). Thus, quantitative detection of TEL/AML1
transeript can serve as an alternative target for MRD monitoring in patients with TEL/AML1-positive
leukaemia and a lack of sensitive standard markers — immunoreceptor gene rearrangements. Among
52 patients with residual disease level tested at the end of induction therapy, the presence of TEL/AML1-
positive cells reliably separated patients with poor prognosis (relapse free survival = 50%, 7 relapses in
14 patients) from children with excellent outcome (relapse free survival = 92%, 3 relapses in 38 patients,
p=0,0007). Detectable TEL/AMLI-positive cells at the end of induction therapy thus predict relapse with
a high probability even though the relapse occurs 57 months from the original diagnosis.

Key words: childhood acute lymphoblastic leukemia, TEL/AMLI1, quantitative PCR, minimal residual
disease

Trans. Hemat. dnes, 10, 2004, No. 4, p. 137-142.
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Uvod

Minimalni rezidudlni nemoc (MRN) je definovédna
jako subklinickd uroven leukemie, kdy v prubéhu te-
rapie jiz maligni blasty nejsou béznymi cytologickymi
metodami detekovatelné a jejich zastoupeni v kostnf
dreni se pohybuje pod § %. V této situaci hovorime
o kompletni hematologické remisi, avSak pacient
miiZe mit i za tohoto stavu v téle az 10'° malignich
elementt (1). Prdvé tyto pfezivajici nadorové bunky,
které 1é¢hé unikly, mohou pozdéji zpisobit relaps
leukemie. Na velkych souborech pacientt s akutni
lymfoblastickou leukemii (ALL) bylo dokazano, ze
rychlost ,¢isténi“ kostni dfené od malignich bunék je
nezdvislym prognostickym ukazatelem (2, 3). Tento
fakt vedl k tomu, Ze v fadé lééebnych protokolii (mimo
jiné i v protokolech nejvétsi evropské skupiny BFM)
je dnes vysetieni MRN jednim ze zakladnich kritérii
pro stratifikaci pacientt do rizikovych skupin. Kon-
krétné v protokolech BFM jsou po inicialnim rozdéle-
ni do skupin se standardnim, stfednim a vysokym
rizikem (podle véku, leukocytézy a piritomnosti chro-
mozomdlnich aberaci) pacienti s detekovatelnymi
hladinami MRN (=10, {j. nejméné jedna leukemické
buiitka mezi 10" mononuklearnimi buiikami kostni
drenc a/nebo periferni krve) pfeiazovani podle piesné
stanovenych kritérii do skupiny s vy3sim rizikem re-
lapsu a tedy intenzivnéjsi terapif.

Nejéastéji pouzivand metodika ke sledovani MRN
vyuziva kvantitativni detekce klonélné-specifickych
prestaveb gent pro imuunoglobuliny (Ig) a T-bunééné
receptory (TCR) na DNA trovni. Z divodu moZnych
zmén piestaveb v prubéhu terapie vyzaduji kritéria
vySetfovani pacientii soucasné monitorovani alespon
dvou raznych piestaveb Ig/TCR s citlivosti =107
Souéasné moderni zpUsoby kvantifikace MRN jsou
zaloZeny na metodé kvantitativni polymerdazové feté-
zové reakce v redlném ¢ase (RQ-PCR).

Alternativnim klonalné-specifickym cilem pro sle-
dovidni MRN u détskych ALL jsou fiizni geny vzniklé
z chromozomalnich translokaci. Nejvyznamnéjsi z to-
hoto pohledu je zfejmé fuzni gen TEL/AMLI
(ETV6/RUNX1) vznikajici jako produkt translokace
1(12;21)(p13;q22), nebot se nachdazi a7z u &tvrtiny
vBech détskych ALL (4). Jeho detekce je zaloZena na
kvantifikaci mRNA, nemonitoruje tedy ptimo mnoz-
stvi leukemickych bunék, ale hladinu exprese genu.
Jejim zdkladem jsou rovnéZz PCR techniky, aviak pro
nutnost prepisu informace z RNA hovo¥ime o kvanti-
tativni reverzneé-transkriptazové PCR v realném case
(RQ-RT-PCR).

Zalimco vyhodou klasické metody pomoci Ig/TCR
kyseliny, nezdvislost na stavu exprese v leukemic-
kych bunkdch), nevyhody jsou ve znaéné pracnosti
postupu. Jen dvodni screening zahrnuje podle dopo-
ruceni skupiny BIOMED-1 celkem 18 PCR systému
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pro detekci prestaveb Ig a TCR u ALL z B fady a na-
vic kazdy pacient vyzaduje optimalizaci dvou systému
s jedineénymi pacient-specifickymi primery. Alterna-
tivni postup je jednodu$si v tom, ze jednou zavedeny
systém na kvantifikaci hladiny TEI/AMLI je beze
zmény pouzitelny pro véechny pacienty s touto abera-
ci. Na druhé strané vyzaduje izolaci RNA z pa-
cientského materialu a jeho vysledky mohou byt teo-
reticky vice ovlivnény kvalitou vzorku, t¢asem mezi
odebrianim a zpracovanim krve ¢i kostni diené a takeé
tim, jak je exprese TEL/AML1 mRNA ovlivnéna sou-
dasné probihajici antileukemickou terapii.

V nasi studii jsme se pokusili srovnat hodnoty MRIN
pacientu s TEL/AML]I pozitivni leukemii ziskané obé-
ma popsanymi metodami a ovérit pouzitelnost obou
metod v klinické praxi. Za tim ulelem jsme museli
také vysetrit, jak je exprese {iizniho genu TEL/AML1
ovlivnéna ¢asem mezi odbérem a zpracovanim vzorku
a také jaky vliv na ni ma probihajici terapie.

Material a metodika
Pactentt a vzorky

Do studie bylo zahrnuto 8 détskych pacienti s ALL
pozitivni na fiizni gen TEL/AMLI1, od kterych byly
k dispozici vzorky kostni diené z diagndzy a z dalsiho
prubéhu 1écby. Sest pacienti prodélalo S2 relaps, dva
jsou stile v prvni remisi onemocnéni. Celkové byl
vySetien 41 vzorek. Vzorky byly ziskdny s pisemnym
souhlasern pacientu & jejich zdkonnych zdstupeu.
Déti byly lé¢eny podle protokold ALL-BFM 95 a ALL
IC-BFM 2002.

Izolace jadernych | mononukledrnich bunék

Buiiky byly z kostn{ diené / periferni krve izoloviny
pomoci centrifugace na hmotnostnim gradientu (Ji-
coll Paque, PHARMACIA, Uppsala, Sweden) nebo
osmotickou lyzou. Pocet zivych bunék pro experimen-
ty byl pocitan ve svételném mikroskopu pomocf try-
panové modri.

Extrakce RNA a pfiprava cDNA

RNA byla extrahovdna pomoci upravené jednokro-
kové metody Chomczynskiho & Sacchi (5). Integrita
a mnozZstvi izolevané RNA byly ovéreny pomoci aga-
rozové elektroforézy. Pro piipravu komplementdrni
DNA (¢cDNA) byly pouzity nahodné hexamery a re-
verzni transkriptaza MMLV (INVITROGEN, Carls-
bad, CA, USA) a byl zachovan postup podle navodu
vyrobce.

Amplifikace TEL{AMLI cDNA (RT-PCR)

Klasickd dvoukolovd PCR detekce transkriptu
TEL/AML1 byla provadéna podle postupu popsaného
diive (4). Citlivost metody dosahovala 10* az 107
(jedna TEI/AML1 pozitivni bunka mezi 10 000 az



100 tisici ostatnimi jadernymi bunkami kostni die-
ne), jak bylo ovéreno pomoci dilueni vady.

Kuvantitationi detehce TEL/AMLT ¢cDNA
(RQ-RT-PCR)

Amplifikaéni systém TEIL/AMLT zahrnuje exon 5
genu T az exon 3 genu AMILL. Primery a sondy
byly pripraveny ve spoluprici s firmou TIB Molbiol
(Berlin, SRN). Hybridiza¢ni sondy byly znacené na
prilehlych koncich fluorescenénimi barvami 3’-fluo-
resceinem a 5-LC Red 640, ke kvantitativni detekei
byl pouzit piistroj pro ,real-time“ PCR LightCycler
(ROCHE DIAGNOSTICS GmbH, Mannheim, SRN).
Exprese TEL/AMLI byla normalizovdna vuci expresi
kontrolntho genu pro bela-2-mikroglobulin (B2M)
z diivodu odstranéni variaci koncentrace jednotlivych
vzorki. Oba amplifikaéni systémy jiz byly popsiny
v predchozich studiich (6). Viechny vzorky byly ana-
lyzovany v duplikdtech,

lixtrakee DNA

DNA byla extrahovéna pomoci QlAamp DNA Blood
Mini kitu (QIAGEN, Hilden, SRN) a jeji mnozstvi
a cistota oveleny na spektrofotometru.

Detekee lg | TCR prestaveb

Detekcee prestaveb Ig/TCR byla provedena pomoci
PCR, jak bylo popsano diive (7). Ke screeningu pire-
staveb Ig a TCR genu v diagnostickém materidlu bylo
vyuzito 18 riznych PCR systémit s konsensus® pri-
mery pro jednotlivé rodiny a podrodiny genovych seg-
mentu V (variablei, D (diverse) a J (joinl (8, 9). PCR
reakee byla provedena u vieeh systému shodnym tep
lotnim profilem: 2 min. pri 94 'C; 35 cykla: 45 s pri
92 'C, 45 s pii 60 °C a 45 s pii 72 'C; a zdvéreend
elongace 10 min. pri 72 °C. Pritomnost prestavby se
nasledné orientacné detekovala pomoci horizontdlni
gelove elekiroforézy.

Analyza heteroduplexa

V piipadé pozitivity screeningu na pirestavby IRG
byla uréena monoklonalita/biklonalita (resp. oligoklo-
nalita) tohoto signdlu pomocei analyzy heteroduplexi
v polyakrylamidovém gelu.

Produkt PCR byl nejprve denaturovan pii 95 €/
/H min. a pak rychle zehlazen na teplotu 4 "C/60 min.,
¢imz byla umoznena zpélnd renaturace a formace
homo- respektive heteroduplexii. Detekee homo- a he-
teroduplext byla provadéna v 8 % nedenaturujicim
polyakrylamidovém gelu pri 4 'C a konstantnim na-
peti 10 mA hehem 24 hodin. Gel byl po elektroforéze
obarven ethidium-bromidem a vizualizovan pomoci
dokumentacéniho systemu GEL DOC (BIO-RAD, Her-
cules, CA, USA)

Analyza sckvenci
Po heteroduplexni analyze byly sterilné vyiiznuty
pozitivni prouzky odpovidajici monoklondlnim pie-

stavbam, DNA byla cluovina z gelu a cludt byt na-
sledne reamplifikovan. Produkt byl separovédn v aga-
rozové elektroforéze a prec¢idtén pomocei QIAquick
PCR Purification kitu (QIAGEN, Hilden, SRN).

DINA byla sekvenovana pomoci kapilirni elektrofo-
rézy ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (APPLIED
BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA). Ziskané sck-
vence byly analyzoviny pomoci softwaru CHROMAS
1.5 (TECHNELYSIUM, Queensland, Australin,
VECTOR NTI1 8 Suite (INFORMAX, Bethesda, MDD,
UUSA) a softwaru BLAST (NCBI, Bethesda, MDD,
USA).

IRG RQ-PCR

Kvantitativni detekee klondln¢ specificke pirestav-
by byla provedena pomoci specifického PCR systému,
Torward primer pro kazdy systém byl vytvoren jako
alelo-specificky oligonukleotid tASQO), podle sekvence
Lg nebo TCR prestavby, na specifickém useku piecho-
du genovyeh segmenta: VDI, VI nebo Vi — v zivis-
losti na pouzitem systému. Primer hyl navrhnut tal,
aby ho bylo mozno pouzit v RQ-PCR s hydrolyzaéni
sondou a reverznim primerem umistnénymi v kon-
sensus oblasti. Cilem bylo nalézt u kazdého pacienia
v optimalnim pripadé dva cile pro sledovini MRN.
Kazdy systém byl optimalizovan samostatné tak, aby
dosdhl detekénf citlivost alesport 107, Kvantitativni
detekee klondlné specifickych prestaveb IRG byly pro-
vedeny s pouzitim piistroje pro real-time* PCR ABI
PRISM 7700 (APPLIED BIOSYSTIEMS, Foster City,
CA, USA) nebo iCycleriQ ™ (BIO-RAD, Hercules, CA,
USA) v triplikatech.

Stanoveni exprese TIEL{AMLIT po cylostaticle léche

TEL/AMII pozitivni REH bunéend linie bvla kulti-
vovdana v Roswell Park Memorial Instilute (RPMI)
mediu 1640 s 10 % fetalnitho hoveziho séra a 2mM
L-glutaminem. Bunky byly osetieny cylostatikem [.-
Asparagindza (Kidrolase; RHONE-POULENC, Bel-
lon, Francie) v logaritmicky naiedényeh koncentra-
cich: 0,4 U/ml, 4,0 U/ml, 40,0 U/ml, a 400,0 U/ml.
Nisledne po 24 a 48 hodindch kultivace byly bunky
sklizeny a byla z nich extrahovana celkovi RNA
a kvantifikovand normalizovana exprese TEI/JAMLI
fazniho genu. Experimenty byly provedeny v triplika-
Lech.

Vysledky

Stabilita transkeiptu TELJAMLT v case

Simulovali jsie transport vzorku TIEL/AMLL pozi-
Livint ALL. Pri pokojovd teplote jsme odehirali zoe vzor-
ku TEL/AMLL pozitivni kostni diene identicky alik-
vol (10 miliond bunék) a zpracovali ho standardnim
zpusobem. Pomoci RQ-RT-PCR jsme hodnotili celkové
mnozstvi mRNA ve vzorku (pomaoci kvantifikace vnit-
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fntho standardu tzv. housekeeping genu, v nagem
pripadé genu pro B2M), mnozstvi transkriptu
TEL/AML1 a zménu jejich vzdjemného poméru
(TEL/AMLI1N). Prokézali jsme, Ze v prabéhu prvnich
24 hodin po odbéru kolisd exprese TEIL/AMLI1 i B2M
v ramci jednoho fddu, po 30 hodindch dochdzi v obou
hodnotach k vyraznéjsimu poklesu. Normalizovana
TEL/AMLI1y je vsak stabilni v ¢ase po dobu nejmeéné
78 hodin od odbéru vzorku do jeho zpracovini.

Stabilita exprese TEL/AMLI po [é¢bé cytostatiky

Abychom ovérili, zda chemoterapie ovliviiuje expre-
si hybridniho genu TEL/AML1, simulovali jsme in
vitro lécbu malignich bunék nesoucich gen
TEL/AML1 pomoci cytostatika L-asparagindzy, kterd
je dulezitou komponentou protileukemické 1écby.
Do bunééné kultury TEL/AML1 pozitivoi leukemické
linie REH jsme pfiddvali L-asparagindzu v rostouct
koncentraci (0,4 — 400 U/ml) a métili normalizovanou
expresi TEL/AML1 (TEL/AMLIN). Zjistili jsme, Ze
u bunék, které 1étbu cytostatikem prezily, se
TEL/AMLI1N nezménila (obr. 1). Tento vysledek po-
tvrzuje, Ze kvantitativni detekce transkriptu
TEL/AMLI v pribéhu terapie skuteéné monitoruje
potet rezidualnich bunék.
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Obr. 1. Normalizovand exprese hybridnfho genu TEI/AMLI1
se signilikantnd nemeéni ani po relativné vysokych dédvkich
L-asparagindzy v porovnani s kontrolou.

Detekovatelné TEL/AMLI pozitivni buriky na konci
indukini [écby predpovidaji relaps leukemie

Méli jsme k dispozici celkem 52 vzorky déti
s TEL/AMLI pozitivni ALL lé¢enych podle protokolu
ALL-BFM 95, odebranych na konci indukéni éasti
lééby (den +33). Mezi 52 pacienty s vySetfenou hladi-
nou rezidudlni nemoci na konci indukce detekovatel-
né TEL/AML1 pozitivni buriky jednoznaéné oddélily
pacienty se Spatnon prognézou (pieziti bez relapsu =
50 %; T relapsu ze 14 déti) od déti s vybornou ganci na
preziti (preZiti bez relapsu = 92 %; 3 déti z 38; p =
0,0007) (obr. 2). Median sledovani souboru je 62 mé-
sicil, relapsy se objevily 12-58 mésic od diagndzy
nemoci. Kvantitativni analyza hladin MRN nepfine-
sla signifikantni vysledek, relapsy byly distribuovéany
prakticky rovnomérné ve skupiné s vy§si hladinou
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Obr. 2. Analyza 52 pacienta s TEL/AMLI pozitivni ALL uka-
zuje prognosticky vyznam detekovatelné MRN na konci induké-
ni lécby. Preziti bez relapsu (Disease Free Survival — DFS) je
vysoce signifikantné horéi ve skupiné 14 pacientt s detekova-
telnou MRN: 7 z nich jiz prodélalo relaps.

MRN (102-10%; 4 relapsy ze 7 pacient) a nizsi hla-
dinou MRN (<10%; 3 relapsy ze 7 déti). Ani interval
mezi diagnézou nemoci a relapsem se u téchto skupin
signifikantné nelisil (32—43 mésice versus 12-57 mé-
sfcii; 29-58 mésicu pro déti bez detekovatelné MRN).

Srovndni hladin MREN podle RQ-PCR a RQ-RT-PCR

Porovnali jsme vysledky analyzy MEN podle dvou
metod u celkem 41 vzorku od 8 pacientu s TEL/AML1
pozitivni ALL. Vzorky pochdzely od pacientii sledova-
nych pro relaps ALL (n = 6) a od pacientii stan-
dardntho rizika lé¢enych podle nového protokolu
ALL-IC 2002 (n = 2). Viechny vzorky byly vysetieny
v kazdém z porovndvanych bodu individudlné urce-
nou a optimalizovanou IRG RQ-PCR s citlivosti ales-
poit 1:107, P&t pacient mélo dva cile, tii pac?enti byli
vySetieni pomoci jednoho cile. PouZili jsme 8x prestav-
bu lg-kappa, 1x prestavbu IgH, 2x TCRdelta a 2x
TCRgamma. Soutasné jsme v$echny vzorky analyzo-
vali pomoci jednotné metodiky pro RQ-RT-PCR detek-
ci transkriptu TEI/AMIL1,
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Obr. 3. Graf ukazuje velmi dobrou korelaci dvou nezavislych
metod pro zjistovani MRN na celkem 41 vzorku (R?=0,847). Dva
oznacené body ukazuji odbéry, ve kterych TRG RQ-PCR deteku-
je vyznamné vyssi hladiny MRN nez TEL/AML1 RQ-RT-PCR.



V 17 pripadech obé melody prokdzaly negativni
vysledek, {j. nedetekovatelnou hladinu MRN. 22 vzor-
ku bylo pozitivnich obéma metodami a korelovaly
v rozmezi mensim nez jeden rad, ve dvou pripadech
RQ-RT-PCR podhodnotila hladinu MRN urcenou pod-
le pirestaveb TRG o vice nez jeden rad (obr. 3). Celkova
korelace obou mérent hyla velmi dobrd (R* = 0,847).

Diskuse

Kvantitativol metodika sledovani MRN u detskyeh
ALL pomoci RQ-PCR zamérené na prestavby 1RG je
velmi spolehlivym, mezinarodne standardizovanym
postupem. BohuZel se jednd o metodu mimoridne
pracnou, Casoveé narocnou a drahou. Je to dano zejmé-
na tim, zZe prestoze je diky designu systéma IRG
RQ-PCR mozné pouzival pouze omezeny pocet (Tuo-
rescencéné znacenych sond pro viechny pacienty, pro
kazdého z nich je treba navrhnout a optimalizovat
individualni primery na zdakladé sekvence jednotli-
vych prestaveb. Navie se ne vzdy podaii nalézt dosta-
tecne citlivy ¢il, at uz pro nedostatek klondlne speci-
fickych prestaveb nebo pro nemoznost navrhnout,
pripadné optimalizovat dostatecne specifickou a pri-
tom senzitivni RQ-PCR (napt. pro nedostatek vioze-
nych N nukleotidu u prestaveb TCRgamma). Pouzili
kvantitativni detekee muozstv{ transkriptu casto se
vyskytujictho hybridniho genu (jakym je u detskych
ALL gen TEL/AMILL) se proto jevi pro svou relativini
jednoduchost (stejny systém pro viechny TEL/AMLL
pozitivni pacienty) jako zajimava alternativa.

Rozsirent tohoto systému do klinickéha pouziti do-
sud hrdni obava, zda je skuatecne hladina exprese
mUENA shodnd u viech pacienta a zda =¢ nemaoni
v prubehu terapie (10). Aby tyto potencialni ndamitky
mohly byt vyvriaceny, bylo treba proveést nekolik in
vitro experimenta a predevsim primé porovndni obou
vyse zminénych metod. Dulezitym predpokladem
kvantitativniho  hodnocent  mnozstvi  transkriptu
TEL/AMLI je vybér vhodndho kontrolniho ¢ houseke-
eping”) genu. Ten se pouziva jako internd standavd
nmnozstvi mRNA, ke kterému se vztahuje pocet kopii
TEL/AMLT mRNA. Rychlost. degradace mRNA kon-
trolniho a ciloveho genu by mela byt stejnda nebo velmi
blizka, aby v dohe mezi odbhérem vzorku a jeho zpra-
covanim Gzolucr mRNA) nedoslo k ovlivnéni poméru
cilového a kontrolnitho cenu a tim k arteficialnimu
nadhodnocent nebo podhodnoceni vysledné hladiny
MRN. Podle literdarnich adaju jsme zvolili gen B2M |
jine skupiny pouzily napr. gen ABL (10, 11). Nase
experimenty rvehlost  odbourdvani
transkriptu B2M a TEIJAMET je takika identicka
v pribéhua 78 hodin od odbéru vzorku kostni diené

wokazaly, 7e
I ;

a zarucuje tedy neménnost normalizovand exprese
TEI/AMLIN. Nicméne jiz po uplynati 24 hodin docha-
2 I signifikantnimu poklesu mnozstvi obou mRNA.

Prestoze jejich vzajemny pomér neni ovlivién, zbrita
absolutniho mnozstvi transloiptu maze vést k ome-
zoni citlivosti a k falesne negativnin vysledkum. Vzo-
rek kostoi direne nebo kive by {edy mict byt zpracovian
pro ucelv monitorovini MR nejpozddji do jednoho
dne po odebrani. V podminkdch Ceské republiky je
moznae tento pozadavek splonil a naprostd vetsina
vzorkio v nagi retropospelk iving studii hyla zpracoviana
Limto zptsoben.

Zajimavym zjigtenim je, ze cytostaticka lecha (tre-
baze se jedna pouze o monoterapii L-asparvaginizou)
v in vitro experimentu ncovhiviuje hladinu exprese
TEL/AMLL. Tento vysledek napovida, ze kvantita
tivni detekee transkriptu TEL/AMILI wrcuje skatec-
nou hladinu VEN v ruznych fizich [échy, bez ohledu
na prodélanon chemoterapii.

Prediktivni hodnota kvantitativai detekee trans-
kripta TIEL/AML L pro velaps detske AL byla dosud
v literature dolozena pouze nasi skupinou (6). V roz-
strenc analyze, kierd je soutasti této prace. dokazoje-
me, z¢ detekovatelna hladina TEL/AMLLE mRNA na
konci indukee je vznamnyn vizikovvin prognostic-
kym faktorem pro relaps leukemic. Stejne jako v pri-
paddé vyuziti [RG RQ-PCR nachdazie pacienty, kter
el v den skonceni indukee nedetekovatelnou MRN
a presto u nich doslo k relapsu. 7 toho jo zicjme, ze
i nizsi hodnoty MRN (pod hranici detekeni citlivosti
vsech dnes pouzivanyeh metod) mohou vést K relapsu.
Relativne omezeny pocet pacientu s nastednym relap-
sem v nast studii tdany celkove dobrou prognozou této
genotypové skupiny detskyeh ALL) nedovolaje ureit,
zda vyse hladiny MRN rozhoduje o vvsi rizikiorelapsua
ci okamziku jeho niastupu.

Samotné srovnant dvou metodik detelkee I\H{:\ri‘ Vy-
ziivi veelku piiznive pro TEL/AMLL RQ-RT-PCR.
Jedna se dosud o nejvelsi publikovany soubor para-
lelne vysetienyeh vzorka TEL/AMLI pozitivinn ALL,
ive srovnang s jedinou dalsi vyznamnejst publikova
nou praci (101 Velmi hlizka detekeént citlivost abou
postupu (rovnd nebo lepsi 107 umoznuje primé
porovnani. Vybornd korelace ve vzoreich pod timto
detekenim prahem (cetkem 1711 v adhérech s pozitiv-
nimi hodnotami (celkem 22) doklada praktickou apli-
kovatelnost TEL/AMLL RQ-RT-PCR. Umyshe hyli
pro analyza vybrini predevsim pacienti s velapsem
AL, u kieryeh je v obdobi pied a/nebo po relapsa
velsr pravdepodobnost zachytu leukemickyeh hunek.
w Lk bhylo zaruceno srovoavant hladin MBRN v povi-
tivnich hodnoldch. Oba nekorelujici vzorky maji velngi
vysokou hladinu MEN podie TRG RQ-PCR. Prestoze
nase in vitro experimenly (viz vvae) prokazaji opak,
mohlo v teehto vzoreich dojit k ovlivineni exprese genu
TEL/AMLIY, degradaci mRNA zpusohend transpor-
tem ci technicke chybe, Podstadne jeo 2e piestoze
rozdil v hladindch MRN prevysil akceptovatelny je-
den Tad, i TEL/AMLT RQ-RT-PCR potvrdilo prifom-
nost MRN. Soucasnt vysledky porovnani téchto dvou
nezavislych metod detekee MRN prokazugi, 2o je z kli-
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nického hlediska nesprdvné precenovat dynamiku
MRN v tizkém detekénim rozpéti.

Celkové nage vysledky dokazuji, Ze v ptipadé nedo-
statku (druhého) dostatecné citlivého markeru na
urovni DNA je mozno pro sledovani MRN pouzit kvan-
titativni detekei transkriptu TEL/AML1. Je vak tre-
ba ptisné dodrzovat veskera technick4 opatieni, poci-
naje co nejkratdi dobou od odbéru po zpracovani
vzorku az po uzivani adekvatniho kontrolniho genu
a multiplikatt v kvantitativai PCR.
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Abstract

TEL/AMLI fusion gene is present in 20-25% of childhood acute lymphoblastic leukaemias. In order to unravel at which stage of B-cell
precursor development the fusion is originated, we analysed frequency and pattern of immunoreceptor (immunoglobulin and T-cell receptor)
gene rearrangements in 47 TEL/AML 1 -positive and 43 TEL/AML l-negative cases of the same CD10+ immunophenotype. Moreover, we
compared corresponding immunoreceptor gene rearrangements in | | cases of TEL/AML-positive leukaemia at diagnosis and relapse. More
mature immunogenotype of TEL/AML1-positive cases and changes in 37% of rearrangements between diagnosis and relapse suggest that in
most cases the TEL/AMLI fusion is formed during immunoreceptor gene rearrangement process.

© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Acute lymphoblastic leukaemia; TEL/AMLIL; Immunoglobulin; T-cell receptor; Rearrangement; Relapse

1. Introduction

Leukaemias with TEL/AML1 (ETV6/RUNXI1) fusion
gene (resulting from ¢#(12; 21) translocation) form the most
common genetically defined subgroup of childhood acute
lymphoblastic leukaemia (ALL) with 20-25% of all cases
[1]. This subgroup is relatively homogeneous and a signifi-
cant part of its characteristics regarding biological and clini-
cal features, behaviour, prognosis and also aetiology has been
revealed. However, a number of questions still remain unan-
swered. One of these questions concemns the timing of ini-
tiating event of the leukaemic process. It is believed that
the fusion of TEL and AML1 genes is the first or initiat-
ing 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).

0145-2126/5 — see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.leukres.2004.11.007

occurs already during prenatal development in most cases
[2-4] and recent data suggest that it does not necessarily lead
to overt leukaemia [5]. However, it is still not clear at which
stage of B-cell precursor (BCP) development this fusion takes
place.

In our study we compare the number and pattern of
immunoglobulin (Ig) and T-cell receptor (TCR) gene rear-
rangements at initial diagnosis in the groups of TEL/AML1-
positive and -negative patients diagnosed with ALL of the
same CD!0+ immunophenotype and, moreover, we com-
pare [g/TCR rearrangements at diagnosis and relapse of the
TEL/AMLI-positive leukaemia. In discussion, we offer sce-
narios that are compatible with our own data as well as
the other data published so far—particularly, we analyse
hypotheses concerning the question in the background of
Ig/TCR rearrangements and TEL/AML] fusion relationship:
which comes first?
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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 (Igk), TCR-delta (TCR3) and TCR-gamma
(TCRy) rearrangements in B-cell precursor ALL (IgH:
VHI/7-JHcons, VH2—-JHcons, VH3-JHcons, VH4—-JHcons,
VHS5-JHeons; Igk: VkI-Kde, VkII-Kde, VkIII-Kde,
VkIV-Kde, intron RSS-Kde; TCRS: V82-D83, D52-D33;
TCRy: Vyl-lyl.1/2.1, VyI-Jy1.3/2.3, VyIl-Jyl.1/2.1,
Vyll-Jyl.3/2.3, VyIV-Jyl.1/2.1, VyIV-Jy1.3/2.3). Se-
quences of primers and PCR conditions were specified else-
where [6,7]. Toreliably distinguish clonal PCR products from
polyclonal we performed heteroduplex analysis of fragments
using polyacrylamide gel. Clonal PCR products were excised
and purified using QlAquick 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 (F), diversity (D) and joining (/) regions of
immunoreceptor genes were identified by comparison with
sequences in GeneBank using the ImMunoGeneTics (IMGT)
Database (http://imgt.cines.fr, IMGT, European Bioinfor-
matics Institute, Montepellier, France) and the IGBlast search
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/, National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, MD).

2.2. Patients

All patients included in this study were treated in one of
the Czech Paediatric Haematology Working Group (CPH)
centres according to Berlin—Frankfurt—-Munster (BFM) ALL
protocols. Informed consent was obtained from patients or
their guardians. We compared the number and pattern of
Ig/TCR rearrangements at initial diagnosis in the groups of47
TEL/AML1-positive and 43 TEL/AMLI1-negative patients
diagnosed with ALL of the same CD10+ immunophenotype
(TEL/AMLI1-positive: common ALL n=30, prae-B ALL
n=17; TEL/AMLI-negative: common ALL n=27, prae-B
ALL n=16) and of the same age at presentation. More-
over, we examined [g/TCR rearrangements in correspond-
ing diagnostic and relapse samples of 11 patients diagnosed
with relapsed TEL/AML |-positive ALL. The TEL/AMLI1
status was determined using reverse transcriptase (RT)-PCR
method as described elsewhere [1].

2.3. Cell cycle analysis

CycleTESTt PLUS DNA Reagent Kit (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, CA, USA) was used for analy-
sis of nuclear DNA from cell suspension according to the
manufacturer’s instructions. The distribution of cell cycle
phases was analysed with CELLQuest (Becton Dickinson)

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/AMLI+ and
TEL/AMLI- ALL

The results of this analysis are summarised in Table 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/AMLI-positive and TEL/AMLI-negative groups, re-
spectively; p=1.0). However, we found a significantly higher
total number of clonal rearrangements in the TEL/AMLI-
positive patients (p=0.0006). The most significant differ-
ence between the two groups was identified in Igk segment
(72% versus 26%; p <0.0001) and also the TCRy rearrange-
ments were significantly more frequent in the TEL/AMLI-
positive group (81% versus 56%; p = 0.0128). The frequency
of clonal TCR® and IgH rearrangements did not differ sig-
nificantly in the TEL/AML]1-positive compared to -negative
patients (53% versus 56%; p=0.8349 and 79% versus 65%;
p=0.1658, respectively).

3.2. Ig/TCR rearrangements at diagnosis and relapse

Summary of Ig/TCR rearrangements found in diagnostic
and corresponding relapse samples of 11 patients with re-
lapsed TEL/AML1-positive ALL is shown in Table 2. In four
patients the pattern of rearrangements was the same at diagno-
sis and relapse (2, 3, 4 and 5 rearrangements, respectively).
In five patients we found loss of some markers at relapse,

Table 1

Number of patients with clonal {mono- or bi-clonal/allelic) rearrangements
lgH"  lgk® TCRE* TCRy" =>1° Overall®

TEL/AMLI+ 79% 2% 53% 81% 94% 186

(n=47) (37/47) (34/47)  (25/47) (38/47) (44/47) (4.0/pt)

TEL/AMLI- 65%  26%
(n=43) (28/43) (11/43)

56%  S6%  95% 116
(24/43) (24/43) (41/43) (2.7/pt)

<0.00019 0.83¢ 001284 1.09

* Number of patients with at least one clonal (mono- or bi-clonal/allelic)
rearrangement of particular gene.

b Number of patients with at lcast one clonal rearrangement.

¢ Total number of clonal rearrangements within the group (number of
rearrangements per patient).

4 Statistical significance (p) calculated using Fisher's exact test.

¢ Statistical significance (p) calculated using Mann—Whitney test.

P 0.17¢ 0.0006¢
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Immunoreceptor gene rearrangements of 11 TEL/AMLI-positive patients at
diagnosis and relapse

Patient Immunoreceptor gene rearrangements
Diagnosis Relapse

I VH4/JH -

VHS/IH VHS/JH
VkI/Kde VkI/Kde
Vgligl.3-2.3 Vel/gl.3-2.3
Velliipl.3-2.3 Vgll/igl.3-2.3

2 Vkl/Kde VkI/Kde
= RS5/Kde
vd2/Dd3 Vd2/Dd3
Vellgl.3-2.3 (1) -

- Vglidgl.3-2.3 (2)

3 VH3/JH -

VEKIVIKde =

RSS/Kde RSS/Kde
Vd2/Dd3 =

Velilgl.3-2.3 (1) Velidgl3-2.3 (1)
VelJgl.3-2.3(2) Vellgl.3-2.3 (2)

4 VH3-33/DH3-10/JH6 -
= VH3-38/DH3-10/JH6
VH4/IH -
VH5-51/DH3-10/JH6 (1) -

- VH3-51/DH3-10/JH6 (2)
Vkll/Kde VkII/Kde

Vd2/Dd3 Vd2/Dd3

Vel/lgl.3-2.3 -

5 Vkl/Kde VkI/Kde
RS5/Kde RSS/Kde
Vd2/Dd3 Vd2/Dd3
Velilgl.3-2.3 Vglidgl.3-23
Vall/Jgl.3-23 -

6 VH3/IH -

VEkIII/Kde -
Veligl.3-23 Vgllgl.3-2.3

7 VkI/Kde -

VkIl/Kde Vkll/Kde
Vd2/Dd3 -~
Velilgl.3-23 Vegilgl.3-2.3
Velligl.3-2.3 -

8 VH2/JH VH2/IH
Vglilgl.3-2.3 Veligl3-23
Velldgl3-2.3 Vgll/jgl.3-2.3

9 VH2/IH VH2/UH
Velvigl.1-2.1 Velvigll-2.1

10 VH3/JH VH3I/JH
RSS/Kde RSS/Kde
Vd2/Dd3 Vd2/Dd3

Vellgl.3-2.3

VH2/JH
VH3/IH
VKI/Kde
Vkli/Kde
Vel/Jgl 3-2.3

vgligl 3-2.3

VH2/TH
VH3/IH
VkI/Kde
VKIVKde
Vgl/igla-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 V62-D&3,
Vil-Kde and VyI-Jy1.3/2.3 systems at diagnosis. Al re-
lapse, in addition to identical V82-D&3 and VkI-Kde, she
pained RSS-Kde rearrangement and the VyI—-Jy1.3/2.3 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, V32-D33, VkII-Kde and
Vvyl-Jy1.3/2.3. At relapse the VH4-JH4 and VyI-Jy1.3/2.3
rearrangements were lost and the VH3-JH6é 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/AMLI1 -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/AMULI-positive and
-negative patients

In 59 cases (34 TEL/AML1-positive and 25 TEL/AMLI-
negative) we were able to evaluate a cell cycle of the
leukaemic population analysing the DNA content using pro-
pidium iodide. The proportion of the cells in GO-GI phase
was identical in both groups (median 92% (71-97%) and
median 91% (76-96%) for the TEL/AML1-positive and -
negative patients, respectively; non-significant).

4. Discussion

In normal B- and T-lymphoid precursors the rearrange-
ment process begins with IgH and TCRS genes, respec-
tively, followed by TCRy (T-lymphocytes) and finally Igk
(B-lymphocytes) in more advanced stages of differentiation
(8]. It has been shown recently that TCR rearrangements
typical for BCP-leukaemic cells are present also in normal
B-cell precursors [9]. Therefore, the presence of TCR re-
arrangements in BCP-ALLs probably reflects physiological
situation and also the physiological order of recombination
is preserved in childhood BCP leukaemias [10]. The higher
overall number of clonal Ig/TCR rearrangements and par-
ticularly the predominance in the Igk and TCRy loci thus
indicates more mature immunogenotype of the TEL/AMLI-
positive ALL compared to other childhood leukaemias of the
same immunophenotype. In the traditional view, age at di-
agnosis of ALL could possibly be a factor influencing the
relative immunogenotypic maturity of the lenkaemic blasts.
However, age at presentation did not differ significantly be-
tween our groups (TEL/AML I-positive: median 53 months
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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/AML 1-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 Igk
(»=0.0002) and TCRvy (p=0.0332) rearrangements. Again,
the number of patients with at least one rearrangement as
well as frequency of TCRS 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.
[i1].

If we want to disclose the reason w/hy the TEL/AMLI-
positive leukaemias have significantly more mature im-
munogenotype compared to others the key question—in
our opinion—is whether Ig/TCR rearrangement precedes
TEL/AMLI fusion or vice versa. There are three conceiv-
able scenarios: (1) TEL fuses to AMLI before the initiation
of Ig/TCR rearrangements; (2) TEL fuses to AMLI after
the Ig/TCR rearrangements are completed; (3) TEL fuses
to AMLI during the [g/TCR rearrangement process. Let us
analyse the three possible situations in the light of the pre-
sented data and also with respect to other recently published
studies briefly summarised below.

TEL/AMLI fusion often arises pre-natally-—the patient-
specific intronic fusion of the two genes can be “backtracked”
to the patient’s newborn DNA material [4]. However, the fu-
sion itself does not necessarily lead to leukaemia (approxi-
mately 1% of cord blood samples taken from healthy new-
borns harbour the TEL/AML1-positive cells [5] and our un-
published data). A subsequent, postnatal hit (silencing of the
non-translocated TEL seems to be the most probable candi-
date [5,12,13]) is needed to trigger an overt leukaemia—it is
usually diagnosed in the pre-school age but the pre-leukaemic
phase can span more than 10 years [3]. The 1g/TCR gene
rearrangements specific for the leukaemic clone can also
be detected in the patient’s newborn DNA material in both
TEL/AMLI-positive and -negative cases [14]. Twins with
concordant TEL/AML1-positive leukaemia shared an iden-
tical genomic TEL/AMLI fusion sequence as well as an
identical Ig rearrangement, but another rearrangement of Ig
gene was detected only in one twin [2]. Among TEL/AMLI-
positive relapses (recalculated from Refs. [12,15] and our
presented data), 25/26 patients with relapsed TEL/AMLI1-
positive leukaemia retained at least one dominant clonal im-
munoreceptor gene rearrangement between the diagnosis and
relapse; in the last case the rearrangements dominant at re-
lapse were present at original diagnosis at the level of 1074
(~1 positive cell among 10.000 negative cells). In total, about
55% of rearrangements were maintained without change; all
rearrangements were identical between diagnosis and relapse

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 lg/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/AMLI1-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/AMLI fusion but in terms of Ig/TCR rearrangements it
is, in fact, a mixture of differently related subclones.
Possible scenarios of the TEL/AMLI and Ig/TCR rear-
rangements timing (schematically illustrated in Fig. 1):

4.1. TEL/AMLI precedes Ig/TCR rearrangement

In case TEL/AMLI fusion is the first event, the chimaeric
product itself would then stimulate the formation of mature
lg/TCR rearrangements from the fully germline configura-
tion. Several mechanisms could be envisaged including a cell
cycle retardation in the TEL/AML 1-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
rearrange. If the Ig/TCR rearrangement process begins after
the first cell division of the TEL/AMLI-positive cell with
1g/TCR genes in germline configuration, we would find dif-
ferent TEL/AML]-positive subclones completely unrelated
in terms of [g/TCR. This would lead to a polyclonal pattern of
rearrangements within the (prae-)leukaermic population. The
importunate questions are:

e Why the second hit strikes the cells with the same rear-
rangement in case of concordant leukaemia in twins diag-
nosed at the age of 3 and 4 [2]?

e Why are the cells with a specific Ig/TCR rearrangement,
which will be a clonal marker of fully leukaemic cells
several years later, present in the newborn material already
as a relatively large clone [14]?

e Why the subsequent hit turning the pre-leukaemic cell to
the leukaemic one occurs in the precursor with the same
Ig/TCR rearrangement even in the cases of “relapse” trig-
gered by an independent TEL deletion [12,13]?

Taken together we presume this first scenario applies
seldom—if ever—for TEL/AML 1-positive leukaemias.

We also tried to confirm the theory of the cell cycle re-
tardation in TEL/AML I-positive ALL suggested previously
[11].In case TEL/AMLI fusion leads to a retardation of a cell
cycle one would expect a higher number of cells in the GO-G1
phase. However, the proportion of these cells was identical in
both (TEL/AML I+ and —) groups. Thus, if the TEL/AMLI
fusion causes a cell cycle retardation this effect might be
noticeable only in pre-leukaemic cells, but it is definitely
abolished in the leukaemic blasts. Moreover, to our knowl-
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Fig. 1. The three possible scenarios of TEL/AMLI and 1g/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 to AMLI
after the Ig/TCR rearrangements are finished (=TEL/AML! fusion is originated in a relatively mature precursor). (3) TEL fuses to AMLI during the [g/TCR
rearrangement process; some Ig/TCR genes are already rearranged. TEL/AMLI then stimulates/allows the cell to finish the rest. More comments in the text.

¥, variable; D, diversity; J, joining regions of immunoreceptor genes.

edge, the assumption of the TEL/AMLI blocking the G1 to
S progression is not supported by direct experimental data.

4.2. Ig/TCR rearrangement precedes TEL/AMLI

This scenario presumes TEL/AML] 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/AMLI 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 1g/TCR rearrangements may
be completed or changed after the malignant turn of the cell.
However, in cases of TEL/AMLI-positive ALL with fully
identical [g/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/AMLI fusion might also
contribute to the superior treatment results of this subgroup
of childhood ALL.

4.3. TEL/AMLI arises during the 1g/TCR rearrangement
When TEL/AMLI fusion is formed some Ig/TCR rear-

rangements are already made and others are yet to be fin-
ished. Generally, we have three time points where analysis

of TEL/AMLI1 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 1g/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 I1g/TCR
rearrangements in TEL/AMLI1-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/AMLI 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/ALLLI), 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/AML|-positive
and 205 TEL/AMLI-negative B-cell precursor childhood
ALL cases the difference reached statistically extremely sig-
nificant value (p<0.0001). Also the expression of RAG2 is
increased inTEL/AML [ -positive cases but not to such extent
(p=0.0024 and p =0.24, according to probe set used). This
supports the theory that the fusion gene has some secondary
impact on the Ig/TCR rearrangements, Despite the fact that
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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
TCRS 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/AML 1-positive cases cculd then stimulate rear-
rangements of Igk and TCRxy. 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/AMLI-positive childhood ALLs. We show
that TEL/AMLI1-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/AML]1 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/AMLI-
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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1O THE EDITOR

Minimal residual disease (MRD) quantified by immuno-
globulin and/or T-cell receptor (Ig/TCR) genes rearrangements
real-time quantitative PCR (RQ-PCR) is used for the risk
stratification in some of the modern treatment protocols for
childhood acute lymphoblastic leukaemia. This accurate and
almost generally applicable approach is also laborious and
costly. Moreover, in a minority of the patients, a suitable
marker (Ig/TCR rearrangement adequately sensitive and specific)
cannot be identified, thus precluding proper risk stratification.
TEL/AMLT fusion gene — found in approximately 25% of
childhood B-cell precursor acute lymphoblastic leukaemias
(ALL) — is a tempting target for the MRD monitoring using
reverse transcriptase RQ-PCR (RQ-RT-PCR). Its use overcomes
the need for the individual design and optimisation of RQ-PCR
systems, thus lowering both the costs and laboriousness.
Our recent study already clearly demonstrated that slower
clearance of TEL/AMLT fusion transcript measured by RQ-RT-
PCR predicted relapse.’ If proven to correlate with MRD
dynamics assessed by 1g/TCR RQ-PCR, this mRNA-based
approach could complement the latter technique in MRD
detection in childhood ALL.

Previous reports trying to show such correlation suffered from
various limitations; in general, low numbers of samples were
studied (particularly those with MRD detectable by at least one
target: =06, n=13" and n=17," respectively). The inade-
quate sensitivity of TELAML1-targeted RQ-RT-PCR* and some
of the Ig/TCR RQ-PCR systems used” might have also influenced
the analyses. De Haas et al used only a limited spectrum of
Ig/TCR targets (complete Ig heavy chain and TCR delta
rearrangements), and only one sample was analysed by two
independent Ig/TCR targets,® thus not reflecting the real situation
in MRD detection. In two of the reports, methods other than RQ-
PCR were partially used for target quantitation — competitive
PCR? and dot-blot approach,? respectively. In our recent study,
we adhered to the very strict criteria set for 1g/TCR RQ-PCR by
the European Study Group on MRD in ALL.> These apply to the
number of targets (two independent rearrangements for each
patient), specificity (six independent negative polyclonal con-
trols in each reaction), sensitivity (at least 10~") and the rules for
calculation of the numerical MRD values. We analysed a total of
117 follow-up bone marrow samples from 28 TEL/AMLI-
positive patients — 20 newly diagnosed (all treated according
to ALL IC-BFM 2002 protacol) and eight relapsed (ALL-REZ BFM
2002).

Both methods we compare here were described pre-
viously."*™® All but three patients were investigated by two
independent |g/TCR targets; the sensitivity was better than 107*

Correspondence: Dr } Trka, Department of Paediatric Haematology/
Oncology, 2nd Medical School, Charles University, V uvalu 84,
15006 Prague 5, Czech Republic; Fax: +420 2 2443 6521;

E-mail: jan.trka@lfmotol.cuni.cz

Received 18 February 2005; accepted 8 March 2005; Published
online 28 April 2005

Leukemia

for 48/53 targets and 5 x 107 for 5/53 targets. Figure 1 shows
the correlation between TEL/AML1 and the Ig/TCR-based
method (Ta) and between two independent Ig/TCR targets
(1b). Although the correlation between TEL/AML1 and 1g/TCR
did not reach the excellence of the correlation between two lg/
TCR targets (R*=0.903 and 0.955, respectively), only 8/117
(<7%) samples differed by more than 1 log. This result supports
our previous findings that normalised TEAML1 expression
(TEL/AMLT:housekeeping gene ratio) in surviving leukaemic
blasts is stable, influenced neither by the cytostatic treatment’
nor by the sampling-to-processing time within first 48h (our
unpublished data).

From the results of this prospective study (the largest
published so far), we conclude that TELAMLT RQ-RT-
PCR can conveniently complement MRD analysis for the
protocol-required risk stratification in childhood ALL if the
second 1g/TCR target is not available or not adequately sensitive/
specific. There is virtually no risk of false-positive result.
However, as an underestimation of MRD [evel by TEL/AMLT
RQ-RT-PCR remains conceivable in a small percentage of
samples (~5%), TEL/AMLT should be used as a second-choice
target anly and always in a combination with 1g/TCR-based
technique.
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Lymphoid Differentiation Pathways Can Be Traced by TCR
& Rearrangements’

Eva Froiikov4,”*" Ondiej Krejéi,”*™ Toma4s Kalina,** Ondrej Horvith,' Jan Trka,*' and
Ondiej Hrusak*+*

TCR gene rearrangement generates diversity of T lymphocytes by V(D)J recombination. Ig genes are rearranged in B cells using
the same enzyme machinery. TCRD (TCR &) genes are frequently incompletely rearranged in B precursor leukemias and recently
were found in a significant portion of physiological B lymphocytes. Incomplete TCRD rearrangements (V-D) thus serve as natural
indicators of previous V(D)J recombinase activity. Functional ¥(D)J recombinase has recently been found in murine NK pre-
cursors. We tested whether physiological NK cells and other leukocyte subpopulations contained TCR rearrangements in humans.
This would provide evidence that V(D)J recombinase was active in the ancestry cells and suggest common pathways among the
positive cell types. TCRD were rearranged in 3.2-36% of NK cells but not in nonlymphoid leukocytes. The previously known
phenomenon of TCRD transcription in NK cells is a possible mechanism that maintains the chromatin open at the TCRD locus.
In comparison, TCRG rearrangements were frequent in T cells, low to negative in B and NK cells, and negative in nonlymphoid
cells, suggesting a tighter control of TCRG. Levels of TCRD rearrangements were similar among the B lymphocyte subsets (B1-B2,
naive-memory). In conclusion, human NK cells pass through a differentiation step with active Y(D)J recombinase similar to T and
B lymphocytes and unlike nonlymphoid lenkocytes. This contradicts recent challenges to the concept of separate lymphoid and

myeloid differentiation. The Journal of Immunology, 2005, 175: 2495-2500.

hysiological B, Taf, and Tyd tymphocytes express the

IgH + lgL (Ig H and L chains), TCRaf or TCRyS mol-

ecules, respectively. This concept was conserved through-
out the last 450 million years of vertebrate development (1). The
diversity of an adaplive immune response originates from the re-
arrangements of multiple gene loci (called V, D, and J) coding for
Ig and TCR (2). The general organization of the V, D, and J gene
loci as well as the enzyme machinery (including RAG-1, RAG-2,
and nonhomologous end-joining DNA repair enzymes) involved in
their rearrangement are similar among various 7CR and /G genes
(2). The regulatory mechanisms that allow V(D)J rearrangement of
the appropriate genes include chromatin accessibility of either
TCR or IG genes (3). However, the events driving the precursor
cell toward rearrangement of TCR vs /G genes are not yet com-
pletely understood. These events appear to be connecled to the
fundamental T vs B lineage decision. In this respect, a previously
accepted concept proposed that B cells exclusively rearrange G
genes, but not 7CR genes, and vice versa for T cells (2). Leukemia
cells from B and NK lineages break this rule by rearranging TCR
genes in most cases (4). The most frequently rearranged TCR
genes in B precursor leukemias are TCRG and TCRD (59 and 55%.
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respectively), followed by TCRB (35%) (4, 5). TCRD rearrange-
ments have been reported in NK leukemia (6). Frequent TCR re-
arrangements in B precursor leukemias led (o several hypotheses
linking the inadequate regulation of recombinase activity to the
malignant process (4, 7-9).

Our recent study has shown that incomplete TCRD rearrange-
ments that are indistinguishable on the molecular level from those
observed in typical B precursor acute lymphoblastoid leukemia
(ALL)® lymphoblasts could be found in B cells of all normal sub-
jects tested (10). Thus, the “cross-lineage” rearrangements in leu-
kemia may be facilitated by a physiological situation in which
developing B lymphoid cells allow incomplete TCRD rearrange-
ments. In fact, end-point PCR results of Steenbergen et al. (11) in
the mid-1990s already indicated the presence of TCRD rearrange-
ments in healthy peripheral B cells. No quantitative data were
available until the real-time quantitative (RQ-)PCR results, which
confirmed that TCRD are present in up to 16% of the alleles of
purified B cells in normal human subjects (10). These findings
suggest that rearrangements in FCRD genes can be used as natu-
rally occurring markers of recombinase activity also in other hu-
man cell types. Therefore, we used this approach to analyze in-
complete 7CRD rearrangements in all major subsets of human
peripheral blood leukocytes. This approach shows which cells
have passed through a developmental step with active recombinase
and may add important information to the recent reappraisal of
leukocyte differentiation pathways (12). The situation, however,
appears to be more complicated with other TCR and /G genes,
which are rearranged later in the respective lineage differentiation
(13) and different strength of regulation applies to them (14). To
test whether TCRG genes rearrange in the “improper” lineage with

5 Abbreviations used in this paper: ALL. acute lymphoblastic leukemia; RQ, real-time
quantitative; f2m, g.-microglobuling CLP, common lymphowd progenitor; pos, pos-
itive; neg, negative.
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the same frequency (as one might speculate due to their high fre-
quency in B-lineage ALL), we adopted a similar RQ-PCR system
for the detection of TCRG.

Materials and Methods

Cells and donors

Cells were isolated from peripheral blood of healthy donors by Ficoll-
Paque (density, 1.077 g/mi; Pharmacia) density centrifugation. DNA from
cell lines HT29 (colon carcinoma), BT474 (breast carcinoma), Hela, and
AC (XX cells from amniocentesis) served as a negative control. Peripheral
blood from a patient with a complete DiGeorge syndrome containing
<0.1% CD3™ cells (of lymphocytes) was used for B and NK cell sorting.
Manipulation with volunteer donor and patient cells was performed after
obtaining an informed consent and in compliance with the institutional
ethical board.

Cell separation and DNA isolation

Sorting of NK cells. Cells were stained with a combination of FITC-
labeted anti-CD3 and either PE-labeled anti-CD56 (samples | and 2) or
pooled PE-labeled anti-CD56 and  anti-CDI6  (Immunotech).
CD3"5(CD16)YCDS6™ cells were sorted either on FACSVantage®® cell
sorter (samples 1-5) or en FACS Aria (samples 6 and 7) (both from BD
Biosciences), The purity of sorted NK cells was verified by reanalysis of
the samples on the cell sorter (total purity: samples 1-5, =99% NK cells;
samples 6 and 7, 96% NK cells; all samples, 0.0-0.1% CD3™ cells in
sorted NK fraction).

Sorting of B cell subsets. Cells were stained with PE-labeled anti-CD19
(Diatec) combined with a FITC-labeled mAb against either CD3 (Serotec)
or CD27 (BD Biosciences). In addition, biotinylated mAbs against CD3
and CD56 (Serotec) were added followed by a streptavidin-tricolor (Caltag
Laboratories) staining. Propidium jodide was added to exclude dead cells.
Al B cells were sorted as CD 19" CD3™*CDS6" *propidium todide"* and
the subsets were sorted as: B1, CD3™; B2, CDS"*, memory CD27™", and
naive CD27"*. The purity of sorted B fractions was =97.8%, in all except
one sample (one B2 sorted sample was 96.5% pure, containing 3.3% events
negative lor all Ags assessed). Possible CD3I™ contamination ranged from
0.0 to 0.38%, median 0.0%.

Sorting of T celfs. T cells were sorted along with the sorting of total B
cells (10) (five specimens) as CD3PCD19™* or in combination with the
NK sorting of specimens 6 and 7 (described above) as CD3™*CD16,56"*
cells. Granulocytes were obtained by magnetic depletion of CD3™* and
CD19™* cells (Miltenyi Biotec) from granulocyte-crythrocyte fractions af-
ter Ficoll-Paque density centrifugation. The purity was =99% of
CD3™*CD19™F cells. Monocytes were abtained by repeated magnetic sep-
aration of CDI14™" cells (Miltenyt Biotec). The purity was >94% of
CD14%* and =98% of CD3™*CDI9"™* cells, CDAY* cells ranging from
0.16 t0 0.52%, median 0.38% per sorted population. Genomic DNA from
sorted cells was isolated by a QIAamp DNA Blood micro Kit or Mini kit
(both from Qiagen). DNA was stored in —20°C before processing.

RQ-PCR

RQ-PCR for TCRD was performed as described previously (10) in the
LightCycler rapid thermal cycler system (Roche Diagnostics). RQ- PCR
for TCRG was performed in the iCycler 1Q thermal cycler system
(Bio-Rad). Forward VvI, VyII, and VIV family-specific primers were
described previously (13). For Vyl-Jy and Vyll-Jy rearrangements, the Jy
1.3/2.3-3" reverse primer and TJy1.3/2.3 germline TagMan probe are de-
signed to recognize both the Jy1.3 and Jy2.3 gene segments (16). VyIV-iy
rearrangements were detected in the analogous manner using the consensus
forward VIV primer, Jyl1.1/2.1 reverse primer, and Tiyl.1/2.1 TagMan
probe (16). PCR amplification was conducted in 1X reaction buffer (20
mmol/L Tris-HCI (pH 8.4), 50 mmol/L. KCI, and 3.0 mmol MgClL,) con-
taining 200 pmol/L of each dNTP, 0.25 pmol/L. 0.5 wmol/L, and 0.5
pmol/L of VI,V ylil and VylV forward primers, respectively, 0.5 wmol/L
of reverse primer, 0.2 pmol/L of the probe, BSA in a final concentration of
0.04%, and | U of Platinum TagDNA polymerase (Invitrogen Life Tech-
nologies) in a final reaction volume of 25 wl. For each PCR, | ul of DNA
at a concentration of 0.01-0.2 ug/pl was used. The cycling conditions
were as follows: initial denaturing at 94°C for S min, 50 cycles of dena-
turing at 94°C for 15 s, and annealing-extension at 64°C for 1 min. 3,
microglobulin housckeeping gene (32m) was used (o normalize the DNA
concentration and quality. The system for quantification of 82m was de-
seribed previously (17). Quantification was performed with iCycler iQ Op-
tical System software, version 3.0a.

TCR 8 GENE REARRANGEMENTS IN LYMPHOCYTES

The starting concentration of template was measured against a dilution
series of positive control DNA in buffered water. The REH cell line served
as a positive control for the V§2-D83, VyI-Jy1.3/2.3, and Vgll-Jg1.3/2.3
rearrangements. For the D82-D83 and VyIV-Jyl.1./2.1 systems, paticnt
samples bearing monoclonal rearrangement were used as a reference. Each
sample was run in duplicate and the mean value was used for further
analysis. The sensitivity of all RQ-PCR systems was better than 3 X 10 ¥,
representing approximately four to eight rearranged alleles per reaction.
The amount of rearranged alleles presented here is a ratio between the
concentration of rearranged genes and B2m. Any non-T specimen was
considered positive if the specific TCR signal exceeded the sensitivity
threshold, given as the frequency of allefes of possible T cell contaminants.
PAGE analysis of PCR products was performed on 5% polyacrylamide gel
(Sigma-Aldrich).

GeneScan analysis was performed using the VD2 primer labeled at its 5°
end with FAM. Aliguots of PCR products (1 ul) were mixed with 10 ul of
Hi-Di formamide and 0.5 ul of the GeneScan-S00 [ROX] internal size
standard (Applied Biosystems). The products were separated on 3100
POP-6 polymer (Applied Biosystems) and analyzed by 310 GeneScan 3.7
software (Applied Biosystems).

Cloning and DNA sequencing

Cloning of PCR products was performed with a TOPO TA Cloning kit
(lnvitrogen Life Technologies). Plasmid DNA from 45 single colonies (2--3
colonies per sorted population) was isolated using a JETPREP Plasmid
Miniprep kit (GENOMED). The presence of the V52-D83 insert was ver-
ified by PCR using primers identical to those used in the RQ-PCR analysis.
Forty colonies with a clear monoclonal band on PAGE were selected for
sequencing. Sequencing was performed in the ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer with a BigDye Primer v3.0 Sequencing kit (Applied Biosystems).

Results
TCRD gene loci rearrange in NK cells

RQ-PCR analysis of purified CD3"™*CD56™ cells of two different
donors showed a clear positivity of the rearranged TCRD gene, which
corresponded to 4.5 and 12.4% of the alleles, respectively. Similarly,
a subsequent analysis of CD3™*CDS56,16™ cells from five different
donors showed rearrangement Va2-D63 in 3.2-36% of the alleles and
D52-D83 in 0.13-3.0% of the alleles (Fig. 1). In addition, we ana-
tyzed sorted B and NK cells of a patient with a complete DiGeorge
syndrome for presence of rearranged V32-D63 alleles; they were
present in 24 and 32%, respectively. No T cell contamination
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FIGURE 1. Percentage of TCRD rearranged alleles in sarted cells. Fre-
quency of V82-103 (@) and D&2-D83 (O) rearranged alleles in B cell
subsets, including B (CDS™), B2 (CDS5™#), naive (CD27"¥) and mem-
ory (CD277), T cells (CD3"™), NK cells (sorted either as CD3™*CD 56
or CD3"™ECD56,167°"), monocytes, and granulocytes. The percentage is
derived from a dilution curve of a positive control (100%) bearing mono-
clonal rearrangement. REH cell line (V82-D83 rearrangement) and primary
lymphoblasts from a patient with ALL (D82-D83 rearrangement) were
used as a positive control.



The Journal of Immunology

(0 armong 4200 acquired events) was detected in the sorted speci-
mens. No amplification signal was detected in the non-lymphoid
DNA samples (granulocytes and monocytes) during the entire RQ-
PCR analysis. The PCR products were reanalyzed by PAGE. In all
blood NK cell specimens, the products contained oligoclonal to poly-
clonal DNA (Fig. 2). Both positive controls, REH lymphoblastic cell
line, and a sample of an ALL patent with one TCRD-rearranged
allele, showed a clear monoclonal band. The fact that the patterns of
PCR products differ among the donors virtually excludes false posi-
tivity due to the contamination by PCR products. It should be noted
that our system delects only an incomplete TCRD rearrangement
since rearrangement of any I8 locus to the TCRDS3 would prevent
binding of the reverse primer (18). Therefore, incomplete rearrange-
ments of TCRD are present in peripheral NK cells. Along with cur
previous finding that both B and T lymphocytes contain the TCRD
rearrangement, we now show that all major lymphoid lineages. unlike
other cells investigated, contain rearranged TCRD genes. NK cells
thus, similarly as T and B lymphocytes, pass through a stage with an
active V(D)J recombinase apparatus.

Size of the PCR products corresponds with the expected base
pair length

To address the size of the PCR products, we performed a capillary
electrophoresis under denaturing conditions. Specific PCR prod-
ucts are expected (o have approximately the same size (300-350
bp in our system). As shown in Fig. 3, the sizes of the products fit
to the expected range in all of the lymphocytic subsets tested as
well as in the control leukemic cell line. Pattemns of the amplified
PCR products vary among different aliquots of the same sample,
suggesting different unique sequences are amplified in each indi-
vidual PCR. The calculated numbers of rearranged alleles range
from 60 to 300/aliquot. Therefore, the interaliquot differences can
be viewed as a consequence of random amplification.

Sequencing confirms TCRD rearrangements

We have cloned RQ-PCR V82-D53 products in Escherichia coli to
obtain monoclonal copies of incompletely rearranged TCRD locus
genes suitable for sequencing. Plasmid DNA from 40 single col-
onies was sequenced. Two colonies revealed an anspecific signal
and sequences of all others are shown in Table 1. In six observa-
tions, two colonies representing PCR products from the same spec-
imen had identical sequences. Capillary electrophoresis performed
at the end stage of PCR revealed that a limited number of products
dominated the reaction. It is therefore not unlikely to observe the
same PCR product to be cloned in different bacterial colonies. All
13 different colonies selected from 7 peripheral NK cell samples
contained a sequence of the V82-Da&3 rearrangement. Nucleotides
(1-9 bp) were inserted in each sequence. Deletions of nucleotides
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FIGURE 2. PAGE analysis of V&2-D&3 rearrangements. Peripheral NK
{ymphaocyte samples are shown in lanes 1-7. Positive control REH cell line
is shown (+). MW idicates 100-bp molecular marker.
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FIGURE 3. GeneScan electrophoretograms from ABI 310 Genetic
Analyzer. VD2-DD3  PCR  products from CD3™ (¢ and 5),
CD3™CD56™ (¢ and d), CD3"#CD 16,567 (e and f), CD197"5™" (g and
h), CDI9™CDS™® (i and j), CDI9™CD27™* (k and /), aod
CD19P*CD27"* (m and n); duplicates of each sorted subpopulation are
always acquired from the same donor. A 324-bp REH cell line monoclonal
product (100X diluted) is shown in o, the HeLa cell line sample did not
show any amplification (p).

TN

from the 3" end of the V segment or the 5" end of the D segment
were present each time in 12 clones.

No difference in TCRD rearrangement pattern wnong B cell
subsets

We have previously found V§2-D83 and D82-D83 rearrangements
in 8.3-15% and 6.5-16% alleles of human adult peripheral B lym-
phocytes, respectively (10). Our next aim was (o invesligate
whether BI and B2 subsets of B lymphocytes contain different
proportions of the TCRD rearrangement, which would suggest a
different regulation of the rearrangement activity within these two
lineages and/or interactions between TCRD rearrangements and
B1/B2 decision making. With respect to the /G rearrangement,
there are differences between the Bl and B2 repertoires, although
less prominent than previously thought (19). However, we found
no difference among the percentage of cells with TCRD rearrange-
ments between B1 and B2 subsets (V82-D63, 6.9-21%, 5.3-11%;
D&2-D53, 0.9-3%, 0.6-1.6% in Bl and B2 cells, respectively;
Fig. 1). We then asked whether the process of aflinity maturation
influenced the percentage of B cells with cross-lineage TCRD re-
arrangements. We found no differences between the naive
(CD27"¥) and memory (CD27°%) B cells regarding the percent-
age of cells with TCRD rearrangements (V52-D83, 5-11% and
2.6-16%; D82-D83, 0.6-1.4% and 0.6-1.2% in naive and mem-
ory B cells, respectively). B cells bearing the TCRD rearrangement
are thus functional B lymphocytes capable of maturation upon Ag
stimulation, not defective cells arresied in a naive form. There is
no obvious difference in the number of inserted and deleted nu-
cleotides between the investigated subsets (Table I).

Low level of TCRG rearrangements in B subsets and NK cells

We further examined whether some rearrangements of TCRG ()
are also present in sorted cell populations. We analyzed rearrange-
ments in Vyl, VyIl, and VyIV families using family-specific for-
ward primers and reverse primers located in the respective Jvy seg-
ments. In all sorted T lymphocytes, a high percentage of



2498

Table 1

Sequence of TCRD V82-D83 rearrangements in NK, T, Bl, and B2 cells®

TCR 8 GENE REARRANGEMENTS IN LYMPHOCYTES

Do3

Coding Sequence

3" Recombination Signal Sequence

Sample Colony V&2 3 End Inserted Nucleotides
Germmline Sequence ctgtgacacc
NK | AR ctgtgaca... GA
2 A ctgtg GACACTCC
B ctgtgacacc CTGAT
C ctgtgacac. Uiy ol
3 A ctgtgacac. T
B ctgt .. GGAAGCGGG
C ctgt ACTTGA
4 AB ctgtgac..... CCET
5 A ctgtg........ CACAC
B ctgtgacace GT
6 AB ctgtgacace GGAGGGA
7 A etgtg........ GGGAA
B
Tl A 4
B ctygtgac.....
2 A ckgtgacac.
B
Bl AB
2 AB
3 A
B
{3 ctgtgacacc

o
>
™

ctgtgacac.

I
B2 A GCGGAGCGCAGE!

B [alie;

2 A ACCCTCCCCCAGT
B ctgbgacacc AGAGAT 5T

3 A ctgtgacac. ARl
B ACGAGAAA

4 A

=

ctgtgacacc

GGCAGGCTCCGG

actgggggatacg
------- ggggatacg
-.ctgguggatacy
..ctgggggatatg
- qgatacy
gggatacq

s gggatacg
actgggggatacg
Ctgggggatacy
tgggggatacg
..... gggguatacyg
actgggagatacg
actgggggatacy
..ctggaggatacy
actgggogatacyg
Lctgggggatacy

ctgggggatacyg
actgggggatacyg
actgggggata

..gogggat
actgggggat
actgggggatacy
actgggggatacg

gggggatacg
.....gggggatacg
actgggggatacy
- ref; 9

cacagtgctacaaaacctacagagacctgt t
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaaccetacagagacctgtacaaasact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaasact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtygctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacc gagacctgtacaaaaackt
cacagtgctacaaaacct agacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctygtacaaaaact
cacagtgcotacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagaga gtacaaaaact
cacagtget acagaga gtacaaaaact
cacagtgclacaaaac acagagacctgtacaaaaact
cacagtgct iaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacckgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgetacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacaghkgotacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
cacagbtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact

caaaacc

<ee.....gdgatacg cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
" baovsaspepEes atacg cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact
gggggatacyg cacagtgctacaaaacctacagagacctgtacaaaaact

:tacag

.. tgggggatacg cacagtgctacaaaa agacctbgtacaaaaact

“ Amplificd DNA was cloned and colonies were sequenced. Al least two colonies [rom cach donor were sequenced. In donors 1, 4, and 6 (NK cells) and donors 1, 2, and
4 (B1 cells), two colonies presented identical sequences. Germline sequence from MCBI (accession number NG 001332) is in bold. The entire sequence of the VE2-D83 junction

is shown. Th

3" end of V52 segment, inserted nueleotides, and the D83 segment with 3" adjacent recombination signal sequence are indicated, Heptamer and nonamer of the

recombination signal sequence are marked with gray background. Dots represent deleled nucleotides.

rearranged TCRG alleles was present (Table I1). Clearly, TCRG is
often rearranged in both alleles, as described previously (20). In
contrast, B cell subpopulations contained only low levels of rear-
ranged TCRG alleles. Similarly, the level of TCRG rearranged al-
leles in sorted NK cells was low to negative (Table 1I). As in the
case of TCRD, PAGE analysis confirmed oligoclonal to polyclonal
rearrangements in positive samples, whereas all T cell samples
showed a polyclonal smear (data not shown). We found no such
rearrangements in granulocytes, monocytes, and non-blood cells.

Discussion
Incomplete rearrangements of TCRD are present in peripheral
NK cells

Presented data show that NK cells as well as T and B lymphocytes
contain incomplete TCRD rearrangements. This complies with the
recent data by Borghesi et al. (21), which proved high RAG2 ex-

Table 1. Percentage of rearranged TCRG alleles in sorted cells”

pression in murine NK precursors; the cells indeed did rearrange
an artificial recombinase target. In addition, TdTP®" cells do de-
velop also into NK cells (22). Furthermore, 3 of 62 splenic murine
NK cells contained D-J, joins when analyzed by single-cell PCR
(21). To date, there 1s no known physiological recombinase target
in NK lineage and this is the first report showing a natural outcome
of RAG gene activity in the form of V(D)J rearrangements in hu-
man NK cells. Early studies could not find TCRD rearrangements
in NK cells by Southern blot (23, 24). The incomplete VD re-
arrangements that are described possibly evaded the detection by
Southern blot, because <5% of rearranged alleles are likely to
remain undetected unless they represent a single clone. Because
there is no evidence showing the expression of immunoreceptor
genes by NK cells, only incomplete V(D) rearrangements are
likely to be present in NK cells. A possible explanation of the
observed data is that the final decision for NK lineage commitment

Vyl-Jyl.32.3

Vyll-Jyl 3 VylV-iyl.l

Cell Population Positive Total Median (Range) (%)

Positive Taotal

Mcdian (Range) (%) Pasitive Total Median (Range) (%)

T cells 717 113 (82-142) 717
B cells 515 0.8 ¢(0.76-3.8) 2/5
Memory B cells 4/4 0.32(0.19-2.9) 3/4
Natve B cells 3/4 0.28 (0-0.38) 1/4
B2 cells 4/4 0.36 (0.19-0.68) 2/4
BI cells 3/4 0.37 (0-1.55) /4
NK cells 17 0 (0-0.38) 0/7

18 (13-34) 717 4.16 (2.2-5.7)
0(0-1.18) 1/4 0(0-0.52)
0.18 (0-0.29) /4 0(0-0.31)
0(0-0.31) 0/4 0 (0-0)
0.06 (0-0.16) 0/4 0(0-0)
0(0-0.29) 0/4 0(0-0)
0(0-0) 0717 0(0-0)

4 RQ-PCR with family-specific primers in the Vy segment and reverse primers in the respective J loci were used to guantify the rearranged alleles in each sorted population.

Frequencies of positive results and percentage of rearranged alleles are indicated. Note that the percentage of rearranged TCRG alleles in non-T cell populations is close to the
sensitivity limit of the method, contrasting with the results for TCRD.
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takes place in developmental stages, in which some V(D)J rear-
rangements are allowed. One can speculate whether the definitive
NK lineage decision prevents completion of V(D)J rearrangement
or whether the complete V(D)J rearrangement is the principal fac-
tor that determines the lineage decision towards B, Taf, or Tyd
lineages.

Mature NK cells do not contain RAG-1 activity (24), indicating
that the TCRD rearrangements occur early during differentiation.
Complying with this, the TCRD rearrangements in the NK cells
appear to have occurred at early stages when TdT is active, since
N nucleotides are inserted. In addition, NK cells are known to
transcribe the TCRD locus. The resulting transcripts vary in length
(0.8-2.3 kb), transcribe the I and C regions of TCRD, and have an
unknown function. The analysis of their sequence locates the tran-
scription initiation site immediately downstream of the D83 gene
segment. Therefore, the VD rearrangements described in this ar-
ticle would not affect the size of these transcripts. Germline tran-
scription of the VIJ regions is important for opening the chroma-
tin before the V(D)J rearrangements (25). To our knowledge,
TCRD transcripts have not been studied in NK cell precursors. A
possible link between TCRD transcripts and the V(D)J rearrange-
ments should be addressed in appropriate differentiation stages.

TCRy and TCRS: relationships between biological importance
and cross-lineage rearrangements

There are multiple checkpoints on which the rearrangements and
expression of immunoreceptor genes are regulated. One of the key
regulatory mechanisms is chromatin accessibility, which is driven
mostly by cis-acting transcriptional elements allowing germline
transcription, sequence-specific transcription factors, and chroma-
tin structure changes (14). Complex regulatory mechanisms cause
various loci o be rearranged at different stages of cell differenti-
ation, 7CRD being among the earliest, and also that some loci are
nonrandomly preferred for recombination (14). Recently, murine
B cell precursors have been shown to express functional V(D))
recombinase, even before the chromatin of JGH genes opens for its
activity (26). The immunoreceptor genes with open chromatin that
is rearranged by such recombinase activity would result in findings
that are described here and previously (10).

Our data showing Vyl-Jy1.3 rearrangements as the most fre-
quent among T cells (followed by Vyll and VyIV) are in line with
the observed frequency of Vvy rearrangements in ALL, showing
56, 18, and 1% of childhood ALL cases with Vyl, II, and IV
rearrangements, respectively (4). However, the TCRG genes are
rearranged much less frequently than TCRD 1n healthy non-T cells
and in some cases even below the detection limit of the method
used in this study. The hypothesis that 7CRD rearrangements in
leukemic cells just represent a physiologically occurring phenom-
enon cannot be generalized and certainly is not true for immuno-
receptor genes under tighter regulation. Presented data only show
that TCRG rearrangements do occur in normal B cells. The reason
why they are so frequent in B precursor ALL may be explained by
one of the previously posed hypotheses: protracted V(I3)J recom-
binase activity could lead to rearrangements of the “improper loci”
(7); leukemic cells could develop from those B cells that fail to die
by apoptosis (4); and unregulated V(D)J recombinase could also
take place in the malignant transformation itself (9). Alternatively,
cells with rearranged TC'RG could be prone to the malignant trans-
formation. Another hypothesis, which in the authors’ opinion does
not have much support from immunophenotyping or other recent
studies, proposed that malignant cells could derive from a yet un-
determined B/T precursor (8).

Interestingly, V62" Ty cells represent probably the first lym-
phocyte subpopulation that matures in human ontogeny after birth
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(27). Although the crucial target Ags (comprising low molecular
mass nonprotein molecules (1)) for these V320 cells are yet 1o be
specified, their high biological significance has been envisaged
(27). Unlike T cells, the crucial role of Tyd lymphocytes is in
local immunity, with no or limited possibility of positive selection
leading to clonal expansion (28, 29). Therefore, it seems important
to keep the V&2 locus accessible for recombination machinery.
Recent study shows that a principle of allelic exclusion is applied
to the human TCRD gene at the level of completed rearrangement
(30). Analogously, regulatory mechanisms that prevent the ectopic
TCR& expression are utilized only downstream of the V to D re-
arrangement, leading to the absence of completed VDI rearrange-
ments in non-T cells (10).

Developmental perspective

The presented data collectively shows that YCRD rearrangements
can be used to track progeny cells of precursors with an active
V(D)J recombinase. Obviously, both presented data and our pre-
vious findings (10) show that only every tenth cell in each popu-
lation appears to have the V&2D&3 rearrangement. Therefore, a
sufficient number of cells need to be sorted to obtain quantifiable
RQ-PCR data. This method showed that leukocyte lineages that
are traditionally considered to be derived from a common lym-
phoid progenitor (except for lymphoid dendritic cells, which were
not tested) pass through a stage with active V(D)J recombinase,
whereas myeloid/monocytic cells do not. For the first time, human
NK cells were shown to rearrange any V(D)J, which complements
recent findings of /G rearrangements in mice (21).

Separate lymphoid and myeloid development stemming from
the respective common progenitors have been included in the he-
matology textbooks for many years. Katsura (12) has recently
challenged this concept, showing that sorted mouse fetal cells
rarely give rise to B and T lineages in fetal thymic organ culture,
whereas bi-potent B myeloid or T myeloid precursors could be
identified. The authors interpreted this as an indication that B and
T lincages first separate from each other and only then each of
these lineages separates from myeloid fate. Other studies do not
support this view, characterizing progenitors of lymphoid devel-
opmental potential by multiple approaches, including gene expres-
sion profiling (31, 32). The refusal of the common lymphoid pro-
genitor (CLP) has been contested from several viewpoints,
including possible i vitro cellular interactions that may inhibit
CLP function in the model (33). Alternatively, a cell committing to
the T Jineage in this clonal assay may inhibit neighboring cells to
become B cells.

Presented TCRD rearrangement data expand expression profil-
ing studies identifying RAG2 as one of the genes discriminating
CLP (32). Based on these dala, all lymphoid cell lines pass through
a stage with an active VDI complex in ancestry, and TCRD re-
arrangements serve as a suitable marker of commitment to lym-
phoid lineage. Moreover, our data strongly support the existence of
distinct lymphoid and myeloid progenitors.
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P6. Kombinace primeri pouZzivanych pro vyhleddvini piestaveb Ig/TCR gena
v diagnostickych vzorcich pacientd s ALL (zikladni panel pro screeming bez
nekompletnich piestaveb IGH a TCRB)

BCP-ALL:

T-ALL:

IGH

IGK

:

3
~
o

TCRG

SIL/TALI1

VH1/7- JHcons
VH2 - JHcons
VH3 - JHcons
VH4/6- JHcons

VHS5 - JHcons
VkI -KDE
VkIl -KDE
VkIII - KDE
VkIV -KDE
Intron - KDE
DD2 -DD3
VD2 -DD3

VGl -JGL1.1/2.1
VGI -JG1.3/23
VGII -JG1.1/2.1
VGII -JG1.3/2.3
VGIV -JG1.1/2.1
VGIV -JG1.3/2.3

DD2 -DD3
DD2 -JD1
VD2 -DD3
VD1l -JDI
vD2 -JDI1
vD3 -1IDI

VGI  -JG1.1/2.1
VGl -J1G1.3/2.3
VGIT -JG1.3/2.3
VGIII -JG1.3/2.3
VGIV -1G1.3/2.3

Sildb-5'- talldb1-3"
Sildb-5"- tal1db2-3"
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