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Úvod 

L idský imunitní systém se setkává s miliony nejrůznějších antigenll a anti genních epitopu. 

Sch pnost lymfocytů specificky reagovat na tylO podněty je zaj ištěna obrovskou 

rozmanitostí antigenně-specifických receptorů - imunoglobulinů (lg) Ll B lymfocy tll 

a I-buněčných receptorů (TeR) u T lymfocytů. Kdyby byl celý tento repertoár kódován 

oddělenými geny, zabral by většinu genomu. Namísto toho vznikl v průběhu evoluce 

systém, který pomocí přeskupování omezeného množství genových segmentu dokáže 

vytvořit kombinace, které jsou jedinečné pro každý lymfocyt nebo ly mfocytárn í klon [1, 

2]. 

Povrchové i sekretované imunoglobuliny B Iymfocytů se skládaj í ze dvou těžkých (lgH) 

a dvou lehk ' ch (TgL) řetězců , spojených disulfidovou vazbou. Geny kódující 19B řetězce 

se nacházej í v genovém komplexu na chromosomu 14q32 .3 v oblasti pokrývaj ící asi 1250 

kb . ento komplex obsahuje v závislosti na haplotypuna 5 ' konci skupinu 46-52 funkčních 

sekvenčně podobných úsekl'l V ("variabil ita"), rozdělených na základě homologie do 6-7 

rodin. Dále následuje skupina 27 úseků D ("diversita"), pak skupina 6 laátkých úseků J 

("joining") a na 3' konci jsou uspořádány genové segmenty kons tantní část i těžkého 

řetězcc ce), jejichž použitím jsou definovány jednotlivé tř ídy imunog lobul inů [3]. Po 

stranúch jednotlivých V,D,J segmentů jsou situovány tzv. "RSS" (recombination signal 

sequence) sekvence, které jsou rozeznávány kompl xem proteinů zajišťuj ícím tzv. V -D-J 

rekombinaci . Jednl se o specifický druh rekombinace DNA, která postihuje nehomologní 

gen vé segmenty a je zajišťována koordi novanou aktivitou něk lika enzymů . Nčkteré 

z nich se nacházejí pouze ve vyvíjej ících se Iyrnfocytech (recombination activating genes, 

RAG 1, RAG 2), další patř í k enzymům účastnícím se oprav DNA (Ku70, Ku80, DNA 

ligasa IV). U 1GH začíná V -D-J rekombi nace přeskupením segmentu D k J a je 

následována připojením V k D-J. Působentm enzymu termináln í deoxynukleotidyl 

lrans[erázy (TdT) j sou mezi tyto úseky navíc vkládány náhodně tzv. N -nukleotidy, což 

j eště zvyšuje už beztak vysokou variabilitu těchto sekvencí. D -J přes kupení múže probíhat 

i opakovaně, dokud j sou k dispozici nevyštěpené D a J segmenty; tento krok probíhá na 

obou chromozómech paralelně. Pokud je přestavba V-D-J na j ednom chromosomu 

produktivní, je přepsána do mRNA, která po sestřihu začne produkovat těžký ~l řetězec . 

V tomto okamžiku je přestavování na druhém chromosomu zastaveno, takže každý B 

Iymfocyt produkuje jen jeden těžký řetězec (tzv. alelická exkluze) [4, 5]. V okamžiku, kdy 

bw1.ka začala produkovat ~l řetězec, se z ní stává preB lymfocyt. Těžký řetězec se však 
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zatím nemůže asociovat s lehkým protože přeskupeni jeho genů dosud neproběhlo. Místo 

JgL řetězců proto preB buiíka syntetizuje tzv . "náhradní" L-řetězce (\jiL), které se skládají 

ze dvou malých proteini'l, produktů genů zvaných VpreB a AS. Komplex membránového ~l 

ře tězce s \VL asociovaný s dimerem signali začních proteinů Tga-Jgp se objevuj e na 

povrchu preB bwlky [6]. V tomto stádiu se pravděpodobně po stimulaci nějakým dosud 

neidentifikovaným ligandem zahajuje přeskupování genů pro IgL řetězce [7]. 

VH 

12 34567 n 

"germline" IGH sekvence 

"produktivní" 
přestavba IGH 

.... , ... 

..................... 

OH JH CJ.! 

1 2345 123456 

D-J přestavba 

přestavba V-DJ 

transkripce 

pre mRNA []}JfJ\J[JQOO 
sestřih RNA 

zralá mRNA Ir-TT"II r--I --'1 
VOJ C~ 

Obrázek Č. 1: Schéma přestaveb geml pro těžké řetězce imunoglobulinů 

Lehké řetězce jsou kódovány buď komplexem kappa (IGK) na chromosomu 2p 11.2 nebo 

komplexem lambda (JOL) na chromosomu 22. Struktura těchto genových komplexú má 

podobné uspořádání jako IgH, ale je jednodušší (neobsahuje D segmenty a skládá se 

z menšího množstvÍ Va ] úseků) . Jako první se začínají současně přestavovat na bou 

alelách chromosomu 2 geny kódující IGK. Pokud j e výsledná V-] přestav ba 

produktivní a tedy poskytuje funkčn í IgL řetězec schopný v tvořit s IgH (jJ.) řetěLcem 

kompletní povrchový imun globulin (lgM) náhradou za pre-B receptor, zastaví se 

přeskupování na druhém chromosomu. Pokud není přeskupování genů úspěšné ani na 
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jednom chromosomu, dojde k defini tivnímu vyřazení IGK pomocí rckombinace V nebo VJ 

segmentu k tzv. kappa-deleting elementu (KDE) a je zahájeno přeskupování IgL [1 , 8]. 

Po kud ani to není úspěšné, preB lymfocyt hyne. Expresí povrchového IgM se buňka stává 

nezra lým B lymfoc ytem. 

Molekuly receptorů T lymfocytů se skládají ze dvou řetězců , které jsou spojeny 

dis ulfidovým můstkem. Jsou popsány dva typy TCR: "klasický", který se skládá z řetěze °l 

a (TCRA) a ~ (TCRB) a "alternativni", který je složen z řetězců y (TCRG) a 8 (TCRD) [2, 

9]. Větš ina zralých T Iymfocytll (85% až 98%) v periferní krvi a ve většině lymfoidních 

tkání exprimuj TCRal3; pouze malá část nese TCRy8 [9]. Každý řetězec TCR se skládá ze 

dvou domén: variabilní a konstantní. Podobně jako u IgH řetězců je variab ilní řetězec 

kódován libovolnou kombinaci dostupných V, O a.J segmentll v případě TCRB a TCRD; 

řetězce TCRA a TCRG postrádají D segmenty stejně jako lehké řetězce imunoglobu l inů 

[2] . Genový komplex TCRD je lokalizován uvnitř genového komplexu TeRA, takže je při 

přeskupování TCRA kompletně vyštěpen. Rekombinace genových segmentů TCRD na 

rozdíl od dalších podjednotek obsahuj ících D segmenty (lgH a TCRB ) probíhá v pořad í 

V-D >V-D-J. Do celkové struktury podjednotky TCRD mohou být navíc zavzaty 2-3 

segmenty D, tj. V-D-D-J nebo V-D-D-D-J, což přisp í á ke zvětšení variability TCRD, 

která je j inak oproti dalším podjednotkám omezena menším rnnožst ím použitelných V, D 

a J segmentů [1 ]. 

Pře kupování TCR genů probíhá podobně jako přestavby [g a je při něm použí án i stejn ' 

komplex cnzymů. 

Buňky akutní lymfoblastické leukémie (ALL) jsou všeobecně pokládány za maligní 

protěj šky nezralých lymfoidních buněk [1 0]. Celý maligní klon vznikl ý nádorovou 

transformaCÍ jedné buňky potom nese stejné sekvence přestavěného 19 nebo TCR genu. 

Toho lze využít k jeho "stopování". Sledování a významu minimální reziduální nemoci 

zjištěné pomocí kvantifikace přestaveb Ig/TCR genů u dětských ALL je věn vána první 

část této práce. Pomocí modifIkace ťto metodiky jsme pak zkoumali fyziologickou 

přítomnost přestaveb TCR i u dalších lini í krevních buněk. Výsledky této studie jsou 

popsány v druhé část i prác . 

6 



I. Využití přestaveb genů pro Ig/TCR receptory pro 
sledování reziduální nemoci u dětských akutních 
lymfoblastických leukémií 

Akutní lymfoblastická leukémie v dětském věku 

Akutní lymfoblastická leukémie je nejčastějším nádorovým onemocněním u dětí, tvoří 

80% leukémií dětského věku. Ročně v České republice onemocní 65-70 dětí. Jej ich 

prognóza se v minulých desetiletích dramaticky zlepšila - procento trvale vyléčených dětí 

a adolesc ntll dosahuje 80% [11 -14]. Stalo se tak především díky použití sjednocených 

léčebných protokolů, využívaj ících kombinaci cytostatik vybraných j ako nej vhodněj š í 

pomocí randomizovaných Shldií. Důležitým faktorem je i kvalitní POdPllll1á péče, 

umožňující nasazení vysokodávkovaných cytostatik. Přes tyto pokroky je zřejmě pro část 

pacientů intenzita léčby stále příli š vysoká, s rizikem pozdních následkl't včelne 

sekundámích maligni t. Malou skupinu dětí s vysoce rizikovými leukémiemi nelze pomocí 

stávajících prostředkLl vyléč it vůbec. Konečn' výsledek léčby nezávisí pouze na použi tém 

léč bném schématu, ale také na biologii leukemického klonu jeho farmakodynamických 

a farmakogenetických vlastnostech. 

Zásadním předpok ladem je proto rozdělení pacientů do tzv. rizikových skupin, pro které je 

indikována n"tzně int nzivní terapie. Tento postup umoži1uje omezit toxicitu léčby pro děti 

s vysokou šanCÍ na vyl éčen í (skupina tzv. standardního rizika) a naopak II skupiny 

s vysokým rizikem relapsu (skupina tzv. vysokého rizika) podávat maximálně intenzivní 

terapii, případně indikovat j iné způsoby léčby - transplantaci hemopoetických kmenových 

buněk (HSCT) nebo nasazení nových cílených léciv. 

KJinické prognostické faktory 

Mezi nejdůležitější prognostické faktory patří věk a leukocytóza (WBC) v době diagnózy 

[15, 16]. Za přízni vý je pokládán věk 1-9 let a nízká iniciální leukocytóza (WBC 

< 50x 109/L). Tyto parametry vycházej í jako prognosticky význanmé téměř ve všech 

l éčebných studiích. Dobré výsledky pozorované u mladších dětí j sou dány především 

příznivým i biologickými znaky blastů , které jsou v této věkové skupině často zastoupeny. 

Děti do I roku mají prognózu trvale špatnou, za což je z velké části odp vědná nepřízn ivá 

biologie translokac í MLL genu která je přítomna u 70% tčcb to pacientll. Iniciální 
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leukocytóza odrážÍ nádorovou masu, spolu s dalšími znaky, j ako jsou hepatosplenomegalie 

a infiltrace mediastina. Protokol skupiny BFM (Berlin-Frankfurt-Miinster) ALL-BFM 90 

začlenil WBC velikost jater a sleziny do jedné proměnné která byla používána k rizikové 

strati fikaci [14]. 

Dalšími znaky, které se pravidelně ukazovaly být spojené s pr gnózou, jsou pohlaví 

a imunofen typ. Dívk měly lepší přežit í bez událost i (EFS) ve srovnání s chlapci [17]. Ve 

snaze snížit tento rozdíl prodloužily některé léč bné protokoly u chlapcll délku ud ržovací 

léčby [14]. V nejnovějších pr tokolech s EFS 80% a více j e už nepříznivý význam 

mužského pohlaví smazán [ll, 18]. 

Přibl ižně 12-15% dětských ALL klasifikovaných jako leukémie z T buněk (T -ALL) má 

his toricky horší prognózu než případy B prekurzorových leukémií (BCP-ALL) [1 9]. Proto 

většina center zařazuje tyto pacienty do skupin vyvšího rizika. I když se v něko lika 

posl dních studiích prognóza pacientů s nově diagnostikovanou T -ALL zlepšila [1 2, 20], 

výsledky léčby relapsu jsou i při využití HSCT stále neuspokoj ivé. 

V rámci ALL z prekurzorů B-řady tvoří proB-ALL 5% (CDl O neg.), cALL ("common") 

75% (CD 10 pozit.) a prcB-ALL 20% (c toplazmatické IgM pozit.). Ncjčasejší 

imunologický subtyp - cALL - má vrcho l výskytu mezi 2-6 lety věku a (kromě dalších 

aberací) pravidelně provází nález hyperdiploidního poč tu chromozómů > 50 v leukemi ké 

buike. ProB ALL se vyskytují typicky u kojencll, u kterých jsou spojeny s přestavbou 

chromosomu 11 q23, a II dětí starších 10 let. 

U 20% dětských ALL dochází ke koexpresi myeloidních antigenll na lymfo idních blastech 

(My+ ALL). Jej í význam zůstává stále sporný. Původní názor o negati ním prognosti ckém 

vlivu nebyl při sledování několika znakii současně potvrzen [21, 22]. Studie naší skupiny 

z l oňského roku ale prokázala, že samotná exprese myeloidního znaku CD33 u ALL je 

nezávislým prognostickým faktorem [23]. 

Genetické znaky leukemických buněk 

Změny v počtu chromosomů 

U bla tů ALL prav idelně nacházíme získané genetické abnormality, které wnožňují 

vysvětlit patogenezi a značně ovl ivňují prognózu onemocnění. Přibližně třetina případll 

vykazuje zvýšení počtu chromosomll v buňce (tzv. hyperdiploidní, definováno jako> 50 

chromosomů v leukemické buňce). Vynikající senzitivitu hyp rdiplo idních b l astů 

k chemoterapii vysvětluje jejich sklon ke spontánní apoptóze v kultuře in vitro 
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a akumulování vysokých koncentrac í metotrexátu a jeho aktivních metabol it ů -

polyglutamátů [24]. Dobrý výsledek léčby spojený s hyperdiploidií je částečně připi sován 

přízn ivému prognostickému významu skupiny se současnou trizomií chromosomů 4, 10 

a 17 (tzv. "triple trisomy"). Pacienti s "triple trisomy" ALL mají EFS v 8 letech> 90% 

[25]. Při vyloučení těchto " příznivých trizomií" se j iž hyperd iploidie v této studii 

neukazuje j ako nezávislý prognostický faktor. Na druhé straně, hypodiploidie s počtem 

chromosomů pod 45 znamená špatnou prognózu a pro skupinu téměř haploidní (méně než 

28 chromosomů) je ~FS 25%. Pr gnóza pac ientů s počtem chromosomů 45 se neliší od 

prognózy paci entů s normálním karyotypem. Hyp diploidie je u dětí poměrně vzácná, 

vyskytuj e se pouze u 3-9% pacientú, z toho 80% má zmíněný prognosticky přízn iv ' počet 

chromosomů 45. 

Chromosomállli trallslokace 

Skoro třetina ALL vykazuje chromosomální trans lokace při absenci změn v počtu 

chromosomí't. Byly popsány čtyř-i nejčastější translokace, z nichž každá definuj e unikátní 

podskupinu pacientů . 

TELlAMLl 

Nejcaslější translokaCÍ s výskytem až II 25% dětských ALL j e t(12;21 )(p l3 ;q22). Tato 

translokace fúzuj e gen TEL na 12p2 (také nazývaný ETV6) s genem AML l (nazývaným 

také CBFA2 nebo RUNXI ). Výs ledným fúzním transkriptem je transkripční faktor, kt rý 

funguje jako korepresor genll ovlivňovaných AMLl [26]. Tato leukémie vychází 

z prekurzorů B-řady, má vrchol výskytu mezi 2.-5. rokem života, blasty často nesou na 

svém povrchu myeloidní znaky. Starší studie s kratší do bou s l dování ukazovaly, že 

TEL/AMU pozitivn í leukémie mají menší procento re lapsů [27, 28], studie skup iny BFM 

ale ukázala, že incidence této translokace ve skupině s relapsem je stejná jako při iniciální 

diagnóze. Relaps se většinou vy kytuje pozdě a jeho léčba má dobrou pr gnózu [29]. 

Oproti tomu studie z Dana Farber Cancer Institute prokázala pozitivitu TEL! AML 1 pouze 

II 1 ze 32 vyšetřovaných relapsových vzorkú [3 0]. Tyto rozdíly jsou patrně způsobeny 

odlišnými způsoby léčby podle daných protokolú. Studie in vitro ukázaly, že TELlAML l 

pozitivní blasty jsou zvýšeně citlivé k asparagináze, proto je jejich eliminace 

pravděpodobně úspěšnější na protokolech používajících větší dávky této látky [31 ]. 

Zaj íma é výsledky studie provedené u dvoj čat s ALL ukazují, že [úze TEL/AMLl múžc 

vzniknout mn ho let před diagnózou leukémie [32]. Pro plnou maligní transformaci buněk 

je zřejmč třeba dalších zásaht\ jako je např. delece nep stižené alely genu TEL [33 ]. 
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Někter ' teorie proto předpokládaj í, že pozdní relapsy těchto leukémií ve skutečnosti 

představují "de novo" vzniklé leukém ie, které se vyvinou z původní ho premali gního 

'L/AM U pozitivního klonu. To by mohlo vysvětlovat dobré léčebné výsledky těchto 

relapsll [33 , 34]. 

BCRlABL 

FúznÍ transkript BCR/ABLje produktem trans lokace t(9;22)(q34;ql1 ), charakteristické pro 

chronickou myeloidní leukémii (CML). Protein jím kódovaný m á alterovanou 

tyrosinkináz vou aktivitu, která je zodpovědná za malíglú transform aci buněk. Vyskytuje 

se u 3-5% dčtských ALL a až II 20% ALL dospělého věku [35 ]. BCR/ABL pozi tivní A L 

patří k nejobtížněji léčitelným ze všech dětských ALL, i když se i v jejich rám ci vyskytuje 

podskupina s příznivějším EFS 50% (případy s nízkou inici ální leukocytózoll a věkem pod 

10 let) [36]. Dalším příznivým znakem ve skupině BeR! ABL pozitivních leukémií je 

rychlá odpověď na ind ukční fázi po prvních dvou týdnech léčby, pacienti také profitují 

z HSCT v první remisi [37]. Velkou naděj i přines l objev specifického inhibitoru 

tyrosinkinázy BCR/ABL imatinib mesylátu (STI 571, Gleevec, Gli vec) . Jeho nasazení 

při neslo přechodný efekt II pacientů s relapsem, u většiny případů však do ~ 10 k rekurenci 

choroby. V současné době se testuje nasazení imatinib u při iniciální léčbě ve spojen í 

s chemoterap ií. 

E2AJPBX 

Translokace t(1; 19)(q23;q13), charakterizovaná fúzn ím genem E2AJPBXl a preB 

imunofenotypem, se vyskytuje asi u 5-8% dětí [35]. V protokolech využívajících kla ickou 

antimetabolitovou l éčbu byla znakem špatné prognózy, při použití souča né intenzivní 

l éčby se však stala nejpř íznivěj ším genetickým subtypem dětských ALL s dlouhodobým 

FS přibli'žuj ícím se 90% [38]. 

Přestavby dlouhého raménka chromosomu II (l1q23) 

Gen MLL (mixed lineage leukemia) na chromosomu I I se účastní translokací s více než 

30 partnerskými geny u asi 6% dětských ALL. Nej častějším fúzním partnerem je gen AF4 

na chromosomu l l . Tato translokace se vyskytuj až Ll 70% kojeneckých ALL a postihuje 

zej ména děti do 6 měsíců včku [35]. Sdružuje se s nezralým proB fenotypem, vysokou 

iniciální leukocytózoll, hepatosplenomegalií, iniciální infi ltrací mozku a extrémně 

nepříznivou prognózou u dětí do 1 roku věku [39] . Bla .ty s přestavbou MLL! Al~ 4 nesou na 

svém povrchu často myeloidn í znaky, j sou in vitro cit livé na cytosin arabinosid (používaný 

k l éčbě AML) a přítomnost cy toplazmatické myel peroxidázy svědč í pro hybridní 

leukémii , proto současné protokoly léčby kojeneckých AL kom binují schémata léčby 
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ALL a AML. Rozsáhlá studie skupiny ze St Jude Children's Research Hospital (SJCRH) 

v Memphisu ukázala, že se špatnou prognózou se pojí všechny translokace llq23 (EFS 

20%-25%) [39]. Studie provedené pomocí expreslúho profilováni poměrně spolehli vě 

oddělují pacienty s přestavbou MLL genu od ostatnich typů leukémie, na jejich základě 

bylo dokonce navrženo nové rozdě lení leukémií na ALL, AML a MLL (mixed lineage 

leukemia) [40]. Gen MLL má dále také známou funkci ve vzniku s kundárnich leukémií . 

Nčkteré účinné látky používané při léčbě dětských ALL (etoposid , antracykliny) zpllsobují 

zlomy a přestavby toholO genu, což vede (v závislosti na použiť m protokolu) až u 3.8% 

dětí ke Vzl iku velmi špatně léčite lné sekundární AML [4 1-43] . 

Gelletické znaky leukémii z T-řady 

Na základě expresního profilování se ukázalo, že T -ALL může být také rozdělena do 

skupin na zák! dě zapojení jednoho nebo více specifických onkogenů a molekulárních 

drah. T-ALL může být takto rozdělena do pěti podtypů : (1) HOXll, (2) HOX11L2, (3) 

TALl plus LMOll2, (4) LYL1 plus LM02, a (5) MLL-ENL. Vysoce přiznivou prognózu 

maj í pacienti se zvýšenou expresí "homeobox" genu HOXl l (přítomna u 5- 10% dětských 

T-ALL a u 30% T-ALL u dospělých) nebo s translokac í MLLlENL. Prognostický význam 

subtypu se zvýšenou expresí HOX I 1L2 závisí na použité léčbě [44]. V nedávné studii byl y 

u více n ž 50% dětských T-ALL nalezeny aktivační mutace postihující intracelu lárn í 

heterodimerizační doménu nebo C-t rminální PEST doménu genu NOTCH-l, který 

reguluje normální v 'voj T lymfocytú. Tyto mutace se vyskytuj í II všech výše uvedených 

genetických subtypů a do budoucna představuj í slibnou oblast pro cílenou terapii [45]. 

Komplexní změny karyotypu 

Komplexní karyotyp je definován jako nález tří nebo více chromosomálních aberací. 

Výsledky studií II dospělých pacientů s ALL ukázaly komplexní karyotyp j ako negativní 

prognostický znak. Studie provedená u 79 dětských pacientů s ALL diagnostikovala 

komplexní změny karyotypu II 21 dětí (26 6%). U části z nich se komplexní karyotyp poj il 

s klas ickými genetickými změnami (TEL! AML 1, BCRI ABL, hyperdiploidie). Celkově se 

tento znak ukázal jako negativní prognostický faktor o li vňuj ící jak př ži tí bez události tak 

celkové přežiti 46]. 
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Farmakodyoamika a farmakogenetika 

Zatímco bi logických znakl't leukemického klonu se v rizikové strati fi kac i pouzívá běžně, 

z charakterist ik jeho nos itelú se běžně zatím používá pouze věk. V posledních letech se 

pozornost zaměřuje také na genetické polymorfismy ovli vňuj ící fannakodynamiku 

podávaných antileukemických látek. Dětská ALL představuje onemocněn í, které by 

teoreticky mohlo nesmírně profitovat z ind ividualizace terapeutických dávek. Pozornost se 

zaměřuj na souvislost genetických polymorfismů enzymů metabolizujících léky, 

transporterů a receptorů s výsledkem l éčby [47]. Jedním z klíčových léků pro l éčbu dětské 

ALL je 6-merkaptopurin. Homozygotní nebo heterozygotní deficit enzymu thiopurin 

metyltransferázy (TPMT), který katalyzuje inaktivaci merkaptopurinu, je spoj en s lepší 

odpov v dí na léčbu , ale také se zvýšeným rizikem sekundárních malignit [47]. I nakti vační 

polymorfismy glutathion S-transferázy (GSTM 1), dů ležitého detoxifikačního enzymu 

el iminujícího např. organofosfáty, alk y lační látky nebo polycyklické aromatické 

uhlovodíky, jsou také spojeny se zvýšenou tox icitou, ale s lepším léčebným výsledkem, 

pravděpodobně díky zvýšení dávky chemoterapeutik. Na dmhou stranu, polymorfismy 

způsobující zvýšenou expresi thymidylátsyntetázy (TS), cílové látky několika používaných 

cytostati k včetně metotrexátu, byly asociovány s vyšším rizikem relapsu [48]. Pacienti 

s těm i to polymorfismy (tandemové opakování trojice bází v promotoru genu pro TS) 

zřejmě pro optimální léčebnou odpověď potřebují zvýšenou dávku metotrexátu. Tím je 

zř jmě vysvětlen fakt, že studie skupiny BFM, jejíž protokol obsahuje vyšší dávky 

metotrexátu prognostický význam těchto polymorfismú nepotvrdila [49]. Dosud se při 

farmakogenetických studiích pracova lo maximálně s něko lika ytipovanými gen , jejichž 

prognostický význam se ověřoval na souborech pacientů. Současné techniky už umožr1uj í 

opačný , tzv. "genotype to phenotype" přístup, který po tupně umožní zjistit, které 

z milionLl genetických variací v genomu jsou funkčně důležité a mohou být použity 

k individualizaci léčby. 

Morfologická odpověď na iniciální fázi léčby 

Jedním z největších počátečních úspěchů skupiny BFM bylo zj ištění, že časná odpověď na 

l éčbu, obzvlášť pak odpověd na prednisonovou předfázi (absolutn í počet bl astů v den 8, po 

7 dnech prednisonu a jedné intrathekálnl dávce metotrexátu), je n jsilněj ším 

prognostickým faktorem. Pacienti, kteř í mají v 8. dni l éčby v perifern í krvi stále více než 

1000 blastů na ~lL (asi 10% ze všech), tvoří skup inu s mnohočetnou lékovou rezistencí, 
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tzv. "prednison poor responder "(PPR). Šance na přežití bez události v této skup ině byla na 

protokolu ALL-BFM 83 při desetiletém sledování 39% ve srovnání s 66% ve skupině 

s dobrou odpověd í na prednison. Žádný jiný prognostický znak zatím sám o sobě 

nedokázal defi novat tak velkou skup inu pacientů s EFS pod 50% [50]. Díky snadné 

dostupnosti a reprodukovatelnos ti začlen i la většina skupin tento znak do své rizikové 

stratifikace. Žádná ze změn v druhu nebo intenzitě léčby aplikovaná skupinou BFM 

nepřinesl a dlouho pro skupinu PPR zlepšení. Teprve protokol ALL-BFM 95 signifi kantně 

zlepšil přežívání v této skupině: 56% vs. 34% ve studi i ALL-BFM 90 [14]. V pozdějších 

letech několik skupin hodnotilo morfologickou odpověd také v kostní dřeni . Oproti 

nátěrům z krve j e toto vyšetření někdy limitováno nízkou buněčností a kvůli možným 

interpretačním neshodán1 je dobré ho provádět centralizovaně . Analýza l éčebných 

výsl dků protokolu ALL-BFM 90 ukázala, ž hodnocení kostn í dřeně v den 15 (BM d 15) 

múže přidat další prognostickou informaci, především ve skup ině s dobľou odp vědí na 

Pľ dnison (PGR). M3 dřei'í (> 25% blastů) v d 15 oddělil a ve skupině PGR malou skupinu 

s EFS pouze 54%. Nedosaženi kompletní remise indikované M2 (5-25% blastll) nebo M3 

dření na konci indukční léčby (den 33) se v tét studii ukázalo jako nej s ilnějš í nepřízniv ý 

faktor (EFS II %), tato skupina tzv. "non-responden"j" (NR d33) však naštěstí tvoří jen 

2,5% ze všech pac i entů [14]. 

Minimální reziduální nemoc 

Navzdory neustále se zpřesňuj ící rizikové stratifikaci dochází k většině relapsů ve 

skupinách pacientů s nižším rizikem, což je dáno poměrným zastoupením pac ientů 

v rizikových skupinách. 70% relapsLl na protokolu ALL-BFM 90 proběhlo ve skup ině 

PGR, což ukazuje na nízkou specifi tu toh to rizikového znaku . Proto se úsilí zaměřilo na 

ci tlivější submikroskopické techniky pro hodn cení léčebné odpovědi, které by umožnilo 

identifikovat podskupinu s příznivými stávaj ícími prognostickými znaky, ale přesto 

s vysokým rizikem relapsu. Minimální rezid uální nemoc (MRN) je definována j ako 

subklinická úroveň leukémie, kdy v průběhu terapie již maligní bui'lky nej sou 

detekovatelné běžnými cytologickými metodami a jej ich zastoupení v kostní dřeni je nižší 

než 5%. V této situaci hovoříme o kompletní hematologické remisi , pacient však může i za 

tohoto stavu mít v těle až 10 10 maligních e l ementů [51]. Zájem o fenomén MRN II akutních 

leukémi í pochází už ze sedmdesátých let [52]. Pilotní studie z devadesátých let prokázaly 

přímý klinický význam hodnocení MRN a díky tomu se postupně tato metoda (púvodně 
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pouze výzkumná) začala upravovat pro klinické užití. PŮVOdlÚ práce používaly k určování 

MRN kvalitativní nebo semi-kvanti tativní metody [53, 54]. Postupně se ale ukazovalo, že 

samotná infonnace o přítomnosti či nepřítomnosti MRN nevede k přesnějším výsledkům. 

Ve druhé polovině devadesátých let se pozornost díky rozvoji nových metod, zej ména 

peR v reálném čase, postupně obracela ke kvantitativním metodám a ke sledován í 

dynamiky MRN [5 5, 56]. V současné době existuj í LI dětských pacientů s ALL t ři základní 

způsoby detekce MRN, které mají dostat čnou citlivost a specifitu pro to , aby mohly být 

využily v klinickém rozhodování o l éčbě pacienta. Dosud existuje jen málo studi í 

zabývaj ících se porovnatelností či nahraditelností lěchto tří metod navzáj em, a ětš i na 

publikovaných souborů navíc trpí metodickými nedostatky nebo malým po čt m 

srovnávaných vzorků [57-62]. Z tohoto důvodu j sme se v naší práci na toto srovnání 

zaměři li . (viz Cíle 1.) 

První z používaných metod je mnohobarevná (tř í až čtyřbarevná) průtoková cytometrie. 

Pomocí kombinací fluorescenčně značených protilátek proti povrcho ým nebo 

cytoplazmatickým antigenům typickým pro leukemickou buňku umožňuje sledování MRN 

s citlivostí až 1 maligní bUl1ky mezi 104 normálních buněk [63 -65]. Leukemícký klon je 

možné sledovat pomocí znaků, které j sou exprimovány buď asynchronně (netypicky pro 

očekávané vývojové stadium buněk) nebo aberantně (netypicky pro danou vývojovou linii 

buněk) . Z toho laké plynou nevýhody této j inak rychlé a velice přehledné metody -

možnost ztráty či změny exprese sledovaných znakl! během vývoje leukemického klonu 

a odlišení některých typů btastů od fyzi logických prekurzorů B řady. 

Dalším cílem pro monitorování MRN jsou fúznÍ geny, produkty chromozomálních 

iranslokací které j e možné detekovat na úrovni RNA transkriptu nebo přímo DNA. 

Kvantifikace mRNA nemoni toruje přímo množstvÍ leukemických blměk ale hladinu 

exprese genu. Pro nutnost přepisu infonnace z RNA hovoříme o kvantitativní 

reverzně-transkrip tázové PCR v reálném čase (RQ-RT -peR). u dětských ALL z B řady je 

z tohoto pohledu pro své časté zastoupení nejvhodněj ší fúzni gen TEL! AML 1, dále pak 

BCRlABL, MLL!AF4, E2A1PBXl a trans lokace postihující "promiskuitní" gen MLL 

(MLLlAF9, MLL!AF6, MLLlAF 10, MLLlENL, MLL/ELL a další) [35, 66,67]. UT-AL 

je možno poměmě snadno sledovat MRN přímo na DNA úrovni pomocí translokace 

SlLlTALl [68]. Výhodou metod pracujících s RNA je možnost spo lečné analýzy více 

vzorků od různých pacientll pomocí jediného zavedeného RQ-RT-PCR systému. 

Nevýhodou práce s RNA je jej í nízká stabilita a snadná degradace, která s sebou přináší 

nutnost rychlého a opatrného zpracování vzorků a výběru vhodného kontrolního genu (v iz 
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Metody 1.). Není také dosud uspokojivě popsáno, jaký vliv na expresi jednotlivých genů 

má podání jednotlivých chemoterapeutik v průběhu léčby. 

Metoda v současnosti považovaná za nej spolehlivější používá ke sledování MRN 

kvantitativní detekci klonálně-specifických přestaveb geni'l pro imunoglobuliny 

a T -buněčné receptory na DNA úrovni (dále j en kvantifikace IglTCR) . Jej í výhodou proti 

prLhokové cytometrii (FC) zůstává stabilita př staveb na DNA úrovni i v případě měnicího 

se fen typu leukemické buňky v průběhu terapie a celkově vyšší senzitivita. Na rozdíl od 

kvantifikace fúzních transkriptů je p užitelná pro naprostou většinu pacienti'1 (přibli žně 

95%), navíc není ovlivněna viabilitou analyzovaných buněk. Z těchto di'lvodů sc tato 

metoda v posledních letech stává ve stále větší míře součástí léčebných protokolů, a to 

i přes svou značnou časovou , finanční i laboratorní náročnost (viz Metody 1.) . 

V roce 1998 byla pomocí této metodiky provedena studie, která na souboru 240 pac ientů 

léčených podle protoko lů BFM ukázala, že hladiny MRN na konci i ndukčn í léčby (d3 3) 

a před začátkem konsolidační léčby v týdnu 12 (w1 2) představuj í nezávislý prognostický 

faktor, který dokáže definovat poměrně elkou skupinu (43%) s velmi nízkým rizikem 

relapsu (3% relapsů při 3 letech sledování) [56]. Skutečný význam detekce MRN 

v počáteční fázi léčby ale odhalí až vyhodnocení současných prospektivních studií (viz 

níže). Oblastí, která již potvrdila v 'znam této metody, je léčba relapsů dět ké ALL 

a transplantace hemopoetických progenitont Německý recidivový protokol ALL-REZ 

BFM 2002 při stratifikaci pacientů v největ~ Í skupině S2 vychází z práce, která ukázala na 

negativní prognostický význam vysoké hladiny MRN po i nd ukční fázi léč by relapsu [69]. 

Pacienti s hladinou MRN v tomto čas vém bodě vyšší než 10-3 (1 leukemická mezi 10J 

zdravých buněk) j sou ind ikováni k nepříbuzenské transplantaci hemopoctických 

progenitorů protože jejich šance na přežití při léčbě samotnou chemoterapií je téměř 

nulová. Evropská skupina Pre-BMT-JvIRD-Study-Group, jejímž členem je i naše laborato ř, 

prokázala, že j akákoli hladina MRN před transplantací významně zvyšuje 

pravděpodobnost relapsu po transplantaci [70J. Monitorování hladin MRN po 

transplantaci umožňuj e včasné léčebné zásaby, například v podobě adoptivní imun terapie 

(infúze dárcovských lymfocytů - DLI, vysazeni imunosuprese) [7 1]. 

Riziková stratifikace v současných léčebných protokolech dětské ALL 

Již zmíněná studie skupiny BFM z roku 1998 [56J ukázala novou cestu pro definování 

skupin, u kterých by bylo možno snížit léčbu a tím i toxické následky s ní spojené. Hlavní 
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nevýhodou tohoto přístupu jsou enormní logistické a technologické nároky této metody při 

aplikaci u velkého množství pacientů. Skupiny BFM a AIEOP se přesto rozhodly vynechat 

téměř všechny dosavad ni znaky používané pro stratifikaci do rizikových skupin (věk, 

WBC, imunofenotyp) a založit novou strategii pouze na odpovědi na prednison a hladině 

MRN v týdnu 5 (d33) a 12 (w12) léčby . Pacienti s přetrvávající vysokou hladinou MRN ve 

druhém časovém bodě (> lO-3) jsou léč ni podle schémat vysokého rizika (spolu s pacienty 

se špatnou odpovědí na prednison, NR d33 nebo nositel i translokacÍ BCR/ABL 

a MLL! AF4, což jsou jediné další prognostické faktory využité v tomto protokolu) . Nově 

je zde definována skupina s nejnižším rizikem (standard ri sk, SR), která u části pacientů 

s negativní MRN v obou časových bodech indikuje snížení léčebných dávek. Podle 

protokolu AIEOP LLA-2000/ALL-BFM 2000 se začalo léčit v roce 2000. Jeho hlavní 

otázka zní : Může riziková stratifikace založená pouze na léčebné odpovědi zlepšit celkové 

přežit í a zároveň snížit toxicitu u čá ti pacientů bez rizika zhoršení léčebných výsledků 

pomocí takto "individualizovaného" odhadu rizika relapsu u každého pacienta? Také 

několik dalších skupin zahrnulo alespoň z části hodnocení MRN do své rizikové 

stratifi kace, i když ne tak razantně j ako skupina BFM. Francouzská EORTC se zaměřila na 

rychlou a snadno provedit lnou metodiku využívaj ící fragmentačn í analýzy PCR produktll 

v kapilární elektroforéze, která nevyžaduje sekvenování a přípravu specific kých 

oligonukleotidů, její senzitivita je však limitovaná. Tento postup umožňuje zachytit 

pacienty s vysoce rizikovou ALL, která by jinak unikla pozornosti [72]. Nemocnice 

SJCRH zvolila kombinaci FC a 19/TCR metodik pro konečné přeřazování v rizikových 

skupinách na základě MRN po 6 týdnech terapie . Pro zařazeni do skupiny s nejnižším 

rizikem je však třeba kromě negativity MRN splnění dalších podmínek: věk 1-10 let, WBC 

nižší než 50x 1 09 lL, přítomnost hyperdiploidie (DNA index ~ 1,16) nebo fúze TEL! AMU 

a zároveň nepřítomnost leukemické infiltrace testes či CNS, hypodip loidic pod 45 

chromozomů, fúze E2A/PBX 1 nebo přestavby genu MLL. Tento protokol navíc 

prospektivnč testuje po lymorfismy pro TPMT u všech pacientů a snižuje dávky 

merkaptopurinu u dětí s nízkou enzymovou aktivitou (73]. 

Protokol ALL lC-BFM 2002 

Výsledky prvních studií využívajících MRN ke své rizikové stratifikaci nebudou známy 

dříve než za minimálně pět let od jejich zahájení. Do té doby nebude známo, j stli 

obrovské úsilí věnované detekci MRN u velkých souborů pacientí't přinese očekávané 
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zlepšení. Proto se část clenů mezinárodního konsorcia BFM (I-BFM) rozhodla navrhnout 

protokol, který by do své rizikové stratiftkace zahrnul kritérimu odpovědí na léčbu bez 

nutnosti použi tí složitých a drahých technik detekce MRN. Z dřívějších studi í bylo 

zřetelné, že kombinace morfologického hodnocení odpovědi v periferní krvi ve dni 8 (d8), 

a v kostní dřeni ve dnech 15 a 33 by mohla takovouto informaci poskytnout. Základními 

kri térii pro stratiftkaci do skupiny nejnižšího rizika (SR) jc věk 1-6 let, WBC ~ 20xl09/L 

a dobrá odpověď na prednison. V této skup ině se však na rozdíl od protokolu AlEOP LLA-

2000/ALL-BFM 2000 nedochází k dezintensifi kaci l éčby. PPR, nedosažení hematologické 

remise v d33 a translokace BCRlABL nebo MLLlAF4 zařazují pacienty do skupiny 

vysokého rizika. Ostatní pacienti jsou zařazováni do skupiny stř dního rizika (IR). Na 

základě n příznivého morfologického hodnoceni kostní dřeně v d15 (M3) jsou pacienti ze 

stávajících rizikových skupin přeřazováni do skupin vyššího rizika (viz obr. č . 2). 

ALL IC-BFM 2002 

dg. věk 1-6 let a vl!k <1 nebo ,.6 a t(9;22 ) 
WBC<20 OOO/uL a WBC<20 000 a t(4;1l ) nebo 

den 8 dB<1000 blastů/uL dB<l 000 b l astů/ ul dB ,. 1 000 blastů/ul 

~ ~ ~ 
den 15 

I MI12 1 M3 I 

1 
den 33 IM1 1M2/3 1 

riziková 1 
skupina SR IR 

zastoupeni 
33% paclenbJ 48% 19 % 

Obrázek č. 2 Schéma stratifikace do rizikových skup in LI protokolu ALL-fC-BFM 2002 

Použité terapeu tické bloky se až na výjimky shodují s protokolem AIEOP LLA-

2000/ ALL-BFM 2000 (viz Příl oha P7). Do listopadu 2002 do září 2005 bylo podle 

protokolu ALL IC-BFM 2002 l éčeno 1772 dětí z těchto zemí: Česká republika, Siovensko, 

Maďarsko , Polsko, Slovinsko, Srbsko, Chorvatsko, Ukraj ina, Israel, H ng Kong Chile, 

Argentina, Umguay a Kuba. V rámci protokolu byly naplánovány dvě vědecké studie. 

První z nich je studie nazvaná Mini-Mini, která je zaměřena na sledování MRN pomocí Fe 
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a potenciální nahrazení "klasické" metody kvantifikace přestaveb Ig/TCR rychlejš í 

a l evněj ší průtokovou cytometrií. Studie Mini-Risk, která si klade za cíl určovat MRN 

pomocí kvan tifikace IglTCR přestaveb v d3 3 a w12 u pacientů ze skupiny SR, by měla 

umožnit jednak již zmíněné srovnání s FC, jednak zjištění, zda se rizikové skupiny 

definované protokolem ALL IC-BFM 2002 překrývaj í se skupinami definovanými pomocí 

MRN II protokolu AIEOP LLA-2000/ALL-BFM 2000 (viz obr. č. 3). 

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

PPR , t(9;22), t(4;11), PP R, t(9;22), t(4; 11), 
nedosažení remise d33 nedosažení remise d33 

IHRI 
I MRN w12 =/>10-J I liR a M3 d15 I 

I SR I věk 1-5 let WBC<20 OOO/ul 

MRN blasty d8 < 1000/ul 

negativní ne M3 d15 --? IR 
d33 i w12 [? M1 d33 

-
I 

MINI-RISK: MRN d33 a w12 

Obrázek č. 3: Schematické srovnání rozdílů v zařazení do rizikových skupin mezi dvěma 
paralelními protokoly. Skupina středního rizika (fR) není z důvodu zjednodušení 
zobrazenu. 
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Cíle 1. 

• vyšetření klonálních přestaveb IgfICR genů u pacientů s ALL léčených 

v České republice podle protokolu ALL-IC BFM 2002, preferenčně u skupiny 

standardního rizika 

• navržení specifických primerů na základě přechodových V -(D)-J oblastí 

imunoreccptorových genů a zavedení minimálně jednoho 

klonálně-specifického RQ-PCR systému pro každého z vyšetřovaných 

pacientů 

• stanovení MRN v kostní dřeni nebo v periferní krvi v různých časových 

bodech léčby pomocí těchto RQ-PCR systémů 

• stanovení MRN ve stejných časových bodech pomocí RT-RQ-PCR 

u TEL/ AMLl pozitivních pacientů 

• porovnání stratifikace do rizikových skupin na zákla(lě MRN s protokolem 

ALL-BFM 2000 (studie Mini-Risk) 

• porovllání molekulárně-genetických metod s pnltokovou cytometrii v rámci 

studie Mini-Mini 

19 



Metodika 1. 

Detekce minimální reziduální nemoci II akutních lymfoblastických leukémií pomocí 
kvantifikace přestaveb geml pro imunoglobuliny II T-buněčlté receptory 

Z výše uvedeného využití v klinických protokolech se může zdát, že tato metoda je již 

spolehl ivě definována a prováděna v podstatě rutinně. To však platí jen pro laboratoře 

s nej vě tší zkušeností, ale i mezi nimi dosud dochází v některých případech k neshodám 

v interpretaci výs!edkll. Z těchto důvodů byla založena skupina ESG-MRD-AL 

(European Study G roup on M inimal Residua! Disease in Acute Lymp hoblastic Leukemia) 

která v současnosti sdružuje již 30 evropských i mimoevrop kých l aboratoř í z 15 zemí 

zabývajících se touto problematikou. Jej í členové se pravidelně setkávaj í na spo l ečných 

schůzkách dvakrát ročně je pořádána i kontrola kval ity. Na základ ě spo lečných zkušeností 

j sou pak zpracovávána met dická doporučení a dále upravována pravidla pro int rpretaci 

výs!edkll. 

Výběr 19/TCR cílů 

Leukcmický klon má uniformní vlastnosti a odráží stádium, ve kterém došlo k maligní 

transformaci. Pokud přeměna postihne lymfoidní prekurzor, který již zahájil proces V -(D)­

J rekombinace, maj í všechny j eho dceřinné buňky stejné sekvence přechodových oblastí 

podj ednotek anligenových receptorů, specifické pro leukemický kl on daného pacienta. 

Mezi nej častěj i detekované klonální přestavby u leukémií z B řady patří přestavby těžk ' ch 

řetězců i munoglobulinů. Pomocí SmIthem bIotu je lzc detekovat u více než 95% dětských 

A L z B řady . Většinu z nich tvoří kompletní přestavby V -D-J, v přib ližně 20% lze nalézt 

nekompletní D-J přestavby [74]. Některé skupiny doporučuj í tento cíl spíše vy nechávat 

z důvodu čas té oligoklonality a re lati ní ne tability, s možností vzniku následných 

přestaveb nahrazením původního V segmentu v rámci jednoho klonu [75-77]. Naše 

zkušenost S těm ito cí li je velmi dobrá, pro lože díky dlouhým přechodovým oblaslem 

umožňují dosahovat vysokou specifitu RQ-PCR. Opatrní při j jich výběru býváme pouze 

v případě, že nalezneme u jednoho pacienta více než dvě různé přestavby TgH, což ukazuje 

na oligoklonalitu s nebezpečím detekce pouhé části leukemického klonu. Namísto 

přestaveb 19H bývá dopomčováno použití d lečních přestaveb lehkého řetězce kappa 

(IgK), které de tekujeme II přibližně 50% dětských ALL [78]. Tyto přest vby bývaj í 

považovány za stabilni, prot že představuj í konečné stádium s nemožností následn ' ch 

přesunů . Tzv. kappa deleting element (KDE) se zde př stavuje buď k segmentům VK nebo 
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k RSS sekvenci mezi segmenty JK a CK, čímž eliminuje za fyziologi kých okolno tí 

neproduktivní přestavbu lehkého řetězce kappa a umožni začátek rekombinace řetězce 

lambda. I u těchto přestaveb umožňuje přítomnost delecí nukleotidú na koncích genových 

segmentll sp lu s vmezeřenými N nukleotidy navržení specifických primerů, krátká 

přechodová oblast je však často příčinou malé specifity RQ-PCR systémú. U T-ALL je 

možno sledovat přestavby T bun v čného receptoru gama (TCRG) delta (TCRD), a beta 

(TCRB), přestavby podjednotky alfa se pro přílišnou složitost tohoto vyš třen í rutinně 

nedetekují. U I ukémií z T řady se díky obdobné metodice spolu s přestavbami 

podjednotek TCR často zároveň vyšetřuje fúzní gen SIL/TAL I. Zvláštním fenoménem 

u leukémií je tzv. li niová promiskuita, která zptlsobuje přestavování genů pro receptory T 

lymfocytů u B-ALL (TCRG, TCRB a nekompletni přestavby TCRD) a naopak výskyt 

nekompletních přestaveb IgH u T-ALL [79]. Tento jev nám u leukémií umožňuj e rozšíření 

spektra sledovaných přestaveb, o j eho fyziologickém významu pojednáváme v druhé části 

práce. 

V roce 1999 publikovala skupina l aboratoří družených v programu BIOM -;-D-l 

standardizovaný postup pro detekci nejčastějších př staveb imunoreceptorových genů 

vyskytujících se II ALL (lgH, IgK, TCRG, TCRD) [68, 80]. V roce 2003 byl tento soubor 

rozšířen skupinou BIOMED-2 na celkem 107 primerů v 18 multip lexních reakcích, jejichž 

kombinací je již možno teoreticky detekovat všechny klonální B lymfop rolifl race, a to 

i II malignít s vysokým zastoupením somatických hypemmtací. Totéž platí díky zahrnutí 

přestaveb TCR beta (TCRB) i pro klonální T buněčné populace [8 1]. V naší laboratoři 

používáme sadu 18 j dnotlivých PCR reakcí II malignít z B řady (IgH, IgK TCRG, 

nekompletní TCRD) a 12 reakcí II T-ALL (TCRG, kompletní i nekompletní TCRD, 

SI ITAL!, viz Pří loha P6). Teprve když nenajdeme vhodné cíle pomocí tohoto panelu, 

provádíme detekci nekompletních přestaveb IgH a přestaveb TCRB. 

Určení klonality 

Po získání PCR produktů je třeba odliši t klony s identickými přechodovými oblastmi od 

polyklonálních lymfoidních buněk. Při malých rozdílech v délce těchto oblastí nelze na 

klasickém agarózovém gelu určit , zda jde o směs různě dlouhých produktú nebo o jediný 

produkt. Na základě zkušeností zúčastněných labora oří jsou doporučovány dvě techniky: 

analýza heteroduplexú a GeneScanning (analýza pomocí kap ilární elektroforézy). Analýza 

heteroduplexll se provádí na 6-8% polyakrylamidovém gelu po denaturaci produktů PCR 

(5 minut při 95°C) následované rychlou renaturací (l hodina při 4°C). Homoduplexy 

formované z monoklonálních produktů díky stejné rychlosti migrace vytvoří jediný 
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proužek, heteroduplexy vzniklé náhodným spojením polyklonálních produktů migrují v 

gelu pomaleji a vytvoří neostře ohraničený široký pruh ("smear"). Lze také dobře odlišit 

produkty bi-a oligoklonální [82]. GeneScanning odliší denaturované produkty PCR s 

velkým rozlišením pouze podle délky. Jde o metodu relativně rychlou a jednoduchou, 

nevýhodou zůstává potřeba značení PCR primerů f1uorochromem a nemožnost odlišit 

stejně dlouhé, ale sekvenčně odlišné produkty PCR (např . biklonální) [81]. V naší 

laboratoři používáme k určení klonality analýzu heteroduplexů (viz obr. č. 4). Vhodné 

monoklonální proužky sterilně vyřízneme, eluujeme ve vodě, reamplifikujeme pomocí 

stejné sady primerů a získané produkty přečistíme a sekvenujeme na přístroji ABI 

PRISM® 310 Genetic Analyzer (APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA) . 
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Obnízek č. 4.: Výsledek analýzy heteroduplexů na polyakrylamidovém gelu 

z diagnostického vzorku pacienta s ALL. Označeny jsou monoklonální přestavby, které 

jsme vyřízli z ge lu, reamplifikovali a sekvenovali. U produktu peR na přestavbu VgI-JgI.3 

dochází k tvorbě heteroduplexů, je tedy pravděpodobně biklonální nebo bialelická. 

Navržení klo n álně specifických primerů a optimalizace RQ-PCR 

Získané sekvence přechodových V -(D)-J oblasti lze vyhodnotit pomocí databází volně 

přístupných na internetu (např. http://imgt.cines.frltextes/IMGTrepertoire, http:// 

www. ncbi.nlm.nih.govligblast, http://www.dnaplot.de). K popisu sekvencí a navržení 

klonálně-specifických primerů používáme software VECTOR NT! 8 Suite (lNFORMAX, 

Bethesda, MD, USA). Primery navrhujeme tak, aby je bylo možno použit v RQ-PCR 

s hydrolyzační sondou a reverzním primerem umístěnými v konsensus oblasti dané 

přestavby [83-87]. 
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Pro tvorbu spec ifických pri merú sice kromě obecných doporučení existují urči á pravidla, 

v zásadě ale při jej ich navrhování záleží především na zkušenosti. Je výhodné vyzkoušet 

pro každý systém minimálně dva primery zasahující do různých oblastí přechodové 

V -(D)-J sekvence protože rozdíly v dosažené senzitivitě i specifi tě RQ-PCR bývají velké. 

Pro kvantifikaci používáme v naší l aboratoři přístroje PCR ABI PRlSM 7700 (APPLlED 

BIOSYSTEMS, Poster City, CA, USA) a iCycler iQ ™ (BIO-RAD, Hercules, CA, USA)o 

Pro tvorbu standardlú křivky je doporučeno ředit DNA z diagnostického vzorku pacienta 

do "negativní" DNA získané od zdravých dárců (" buffy coat"). Při měřelú používáme 

s tandardnč ředění 10
01

_10-5
. Aby bylo později možné přesně stanovit hladinu MRN, je 

třeba stanovit koncentraci DNA diagnostického i všech sledovacích vzorků pomocí 

kvantifikace kontrolního genu . Větš ina laboratoř í používá k tomuto účelu gen pro albumin 

[88]. Při optimalizaci RQ-PCR se pomocí změn teploty annealingu, poměru koncentrace 

primerů a změn koncentrace Mg2
+ snažíme dosáhnout co největší senzitivity a specjfi ty 

systému. Podle pravidel ESG-MRD-ALL je požadován pro každého pacien a nejméně 

jeden systém s mi nimální citlivostí 10-4
• Je ale vždy lepši sledovat MRN pomocí dvou 

nezávislých cílů, protože v určitém procentu případů může docházet ke klonální evoluci 

s následkem ztráty daného cíle a možnou falešnou negativitou [89, 90]. Velkým 

problémem v případě genů pro imunoreceptory j e pozadí zdravých lymfocytů , c ž platí 

zvláště pro systémy s menším množstvím rekombinovatelných genových segmentů a tedy 

s menším počtem pravděpodobně zniklých kombinací. Jedná se tedy zejména o TCRG, 

TCRD a delece TgK . V případě krátkých N-segmentů nebo nevhodně navržených primerll 

mltže ale k nespecifickému nasedání primerů na DNA "zdravých" lymiocy tů dojít 

v kterémkoli systému. Aby se v co nej větší míře zabránilo možnosti vzniku falešně 

pozitivního výsledku, používá s jako negativní kontrola DNA z "buffy coatu" smíchaná 

od co největšího počtu zdravých dárců (IIŮnimální doporučený počet je 5, většina 

laboratoří včetně naší používá 10), a to podle doporučení nejméně v šesti replikátech. Tím 

se ale p měrně komplikuj í definice pojmů senzitivita a specifi ta a samotná pravidla pro 

stanovoválÚ hladiny MRN. Pro správnou interpretaci výsledků bylo třeba zavést další 

pojem, tzv. rozmezí kvanti fi kovatelnosti (quantitative range, QR) [91 ]. Podrobně j sme 

všechna stávaj ící doporučení pro metodickry správnou detekci MRN uvedl i v přehledném 

článku . (viz Příloha Pl ) 

a schůzkách skupiny ESG-MRD-ALL jsou pravidla pro interpretac i výs ledků na zák ladč 

společných zkušeností neustále upřesňována. Pozornost se věnuj e i klinickým aplikacím, 

pro které je daný RQ-PCR systém určen. Při použití této metody k vytipování skupiny 
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vhodné k dezintenzifikaci léčby (protokol AIEOP LLA-2000/ALL-BFM 2000) je třeba se 

důsledně vyhnout falešné negat ivitě. Naopak při snaze odvráti t hrozící relaps onemocnění 

po H CT (např . pomocí DLI nebo vysazení imunosuprese) by mohla mít fatální násl dky 

př ípadná falešná pozitivita. Pr to je pozitivita definována "přísn Vji" vzhledem k výs ledkům 

negativní DNA u aplikací, které na základě hladin MRN ind ikují jakýkoli léčebný zásah. 

Opatrně je třeba přistupovat i k hodnocení dynamiky MRN. Je třeba mit na paměti 

technické limity metody PCR: je-li rozdíl Ct ("crossing point", cyklus ve kterém 

flu orescence překročí hodnotu pozadí) mezi duplikáty vzorku pacienta ~ 1.0, výsledná 

hodnota koncetrace templátu ve vzorku bude kolísat o 100% a více. Hodnoti t tedy 

dynamiku MRN mezi dvěma vzorky v tomto rozmezí hladin MRN je zavádějící. Za 

určitých okolností může například změna hladiny MRN z kvantifikovatelné hodnoty do 

oblasti vyjádřitelné pouze jako "pozitivi ta" znamenat pouze horší technickou kvalitu 

konkrétního RQ-PCR experimentu a nikoliv skutečný pokles nádorové zátěže (viz Příloha 

P l) . 

Detekce minimální reziduální nemoci pomocí kvantifikace fiíZllího trallskriptu 

TEL/AMLl 

Metodický postup kvantifikace hladiny TEL! AML 1 je jednodušší v tom, že jednou 

zavedený systém RT-RQ-PCR je beze změn použitelný pro všechny pacienty touto 

aberací. Na druhé straně vyžaduje izolaci RNA z pacientského materiálu ajeho výsledky 

mohou být teoreticky vÍCe ovlivněny kvalitou vzorku, dobou mezi odebráním 

a zpracováním krve či kostní dřeně a také tím, jak je exprese mRNA TEL! AML 1 

ov livněna současně probíhající antileukemickou terapií. Používaný postup detekce MRN 

touto metodou byl již naší skupinou popsán v č lánku zabývaj ícím se klinickým významem 

hladin transkriptu TEL!AML l v prtlběhu léčby [921- Ve snaze o zhodnocení spol hli v sti 

této metody ve srovnání s metodou kvantifikace Ig/TCR j sme se dále snažili simulovat 

skutečnou situaci při transportu a zpracování vzorkl!. Odebírali j sme ze vzorku TELlAML l 

pozitivní kostní dřeně při pokojové teplotě postupně jednotlivé aliquoty, ve kterých j sme 

stanovovali expresi transkriptu TEL!AMLl spolu s expresí tzv. "housekeepingového 

genu" v našem případě beta-2-moooglobulinu (B2M). Exprese obou genů v prvlú m dni 

značně kolísala a po 30 hodinách výrazně poklesla. Normalizovaná exprese TEL! AMU 

k B2M ale zůstávala stejná i za 78 hodin po odběru. Podobné výsledky dokládající 

neměnnost takto normalizované hodnoty jsme získali př i simulaci vlivu l éčby přidáváním 

zvyšujících se dá ek cytostati ka asparaginázy. Doba mezi odběrem a zpracováním vzorkl! 
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by např. v rámci České republiky (do 1 dne) neměla bránit kvalitní detekci MRN touto 

metodou, stejně jako časový bod l éčby, v němž se pacient nachází. Pokud však dojde 

k delší prod levě ve zpracování vzorku, vzniká nebezpečí falešné negativity MRN díky 

snížení absolutn í hladiny exprese TELlAMLl. Naše výsledky jsme popsali v metodickém 

článku v časop ise Transfuze a hemato logie dnes . (Příloha P2) 
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Výsled ky J. 

Spektrum přestaveb 19/ TCR genů II TEL/AMLl pozitivních a negativních pacientii se 

liší 

Analyzovali j me k lonální Ig/TCR přestavby v kostní dřeni u celkem 88 nově 

diagnostikovaných pacicntú s imunofenotypem common/preB ALL (z toho 42 TELI AMU 

pozitivních a 46 TELI AMLl negativních). Použili j sme náš výšc zmíněný standardn í 

systém reakcí detekuj ící většinu nej častěj ších přestaveb Ig/TCR u dětských ALL. Zatímco 

počet pacientů s alespoú jednou přestavb u se mezi skupinami nelišil, při analýze 

celkového počtu přestaveb j sme nalezli statisticky významný r zdí! (TEL! AML 1 pozitivní 

vs. TEL! AML 1 negativní: 4,0 vs. 2,7 přestaveb na paci nta, p=O,0006). Zvláště významný 

byl rozdíl v četnosti delecí přestaveb IgK (pozitivn í vs . negativní: 74% vs. 26%, 

p<O,OOOl), také množství přestaveb TCRG bylo významně vyšší II TEL/A ML l pozitivních 

pacientll (84% vs. 5.> %, p=O,0055). Navíc se nám podaři lo vybrat 36 pacientů 7. každé 

skupiny a ytvořit páry TEL/AMU pozitivních s. TEL/AMLl negativních pacientů 

s věkem při diagnóze lišícím se nejvýše o 6 měsíců v rámci každého páru. Analýza 

odhali la obdobné výsl dky s významným rozdílem mezi TEL! AML l pozitivní vs. 

TELlAMLl negativn í skupinou v celkové četnosti přestaveb (p=0,0044) a frekvencí 

přestaveb JgK (p<O,OOOl ) a TeRG (p=O, 0128). Větší množství a určitá "vyšší zralost" 

těchto přestaveb by mohly být dokladem pro to, že vznik TELlAM Ll pozitivní leukémie 

spadá do zralejšího období vývoje lymfoblastll což by mohlo také zčásti vysvětlovat dobré 

léčebné výsledky této skupiny. (Delece IgK patří přestavbám, které v rámei vývoj 

Iymfocytu probíhají relativně pozdě) . Nedávné studie zabývaj ící genetickým profilováním 

leukémi í po kytly lmlbá data [93] (http :// www.stjuderesearch.org/data/ALLl ), ze kterých 

j sme pomocí metody popsané naší skupinou [94] spočítali že mezi geny zvýšeně 

exprimované v TEL/ AML 1 pozitivních buňkách patří RAG 1 (p<O.OOO 1) i RAG2 

(p=0.0024 a p=0.24, podl použité sady sond). Za vyšší množ tví Ig/TCR přestaveb 

v těchto buňkách je tedy s velkou pravděpodobností zodpovědná protrah vaná akti vita 

rekombinázového systému způsobená samotným fúznÍm proteinem r L/AMLl . Tato 

zjištění j sme publikovali v časopise Leukemia Research . (viz Příloha P3) 
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Tabulka 1: Počet nalezených 19/TCR přestaveb ve skupině TEL/AML l pozitivních 

a TELlAML l negat ivn fch pacient LI. 

IGHa IGKa TCRDa TCRGa celkemb 

TELlAML1+ 79% 72% 53% 81% 186 

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

TELlAMLI- 65 % 26% 56% 56% 116 

(n=43) (28/43) (1 1/43) (24/43) (24/43) (2.7/pt. ) 

p 0.17c <O.OOGl e O.83c 0.0128c 0.0006° 

a Počet pacienttl s nejméně jednou klonální (mono- nebo bi-klonální/alelickou) přes tavbou 

daného genu. 
b Celkový počet přestaveb ve skupině (počet přestaveb na pacienta) . 
c Stat istická významnost (p) spočítaná užitím Fisherova exaktního testu. 
J Statistická signifikance (p) spočítaná pomocí Mann-Wh itneyho testu. 

Kvantitativní detekce TEL/AMLl může doplnit klinicky orientované vyšetře"í minimál"í 

reziduální nemoci u dětských pacientil s ALL 

Jak už bylo zmíněno , fúzní transkript TEL! AMLl je lákavým alternativním cílem pro 

kvantitativní sledování MRN až u 25% pacientli s B-prekursorovou ALL. Všechny 

dosavadní publikované studie srovnávaj ící detekci MRN pomocí Ig/TCR a TEL/AMLl 

trpěly teclmickými nedostatky a nedo tatečným počtem vzorku [5 8-60]. V naší studii j sem 

porovnali celkem 117 vzorkll od 28 TEL! AML 1 pozitivních ALL (20 diagnostických 

zorků pacientů léčených podle protokolu ALL IC-BI?M 2000; 8 relapsů v šetřovaných 

v rámci rccidivového protokolu ALL-REZ BFM 2002). 25 z 28 pacientll mělo dva 

nezávislé 19/TCR cíle; u 48 z těchto celkem 53 cílú jsme dosáhli citl ivosti nejméně 10-4 

a II zbývajících 5 cHli byla citlivost 5xlO-4 . Přestože korelace mezi kvantitativní detekcí 

Ig/TCR a TELlAMLl nedosáhla kvality korelace dvou Ig/TCR cílli (R2=O,903 vs. 

R2=O,955), pouze u 8 ze 11 7 vzorků se hladina MRN lišila o více než jeden řád (viz obr. 

č. 5). Protože naše skupina už dříve prokázala prognostickou hodnotu kvantitativní detekce 

TEL/ AML 1 tl nově diagnostikovaných pacienttl s ALL v iniciální fázi léčby [92], 

považujeme TEL/AMLl za vhodný doplňkový cíl pro klinicky využitelnou detekc i MRN 

li této podskupiny pacientů . Na zák ladě našich výsledkll dokládáme, že riziko fa l c šně 

pozitivních výsledků je zanedbatelné. Protože však II malé skupiny (asi 5%) případů 

kvanti tativní detekce TEL! AMLl podhodnoti la reziduální nemoc o více než 1 řád, 
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doporučoval i bychom její užití v kli nickém rozhodování pouze buď v případě nenalezení 

žádného vhodného Ig/TCR cíle a nebo j ako alternativní možnosti v případě protoko lů 

vyžaduj ících užití dvou nezávislých cílů. Tyto výsledky j sme publik vali v časopise 

Leukemia. (viz Příloha P4) 

a 
100~· OO 

Rl: 0.9032 

I OO~ ·O I 
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R' = 0.9545 
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1 \A!E -O l 

(neo~ttvni, 

Obrázek Č. 5: Srovnání dvou cílů p ro monitoraci MRN 

(aj Srovnání přístupu založeného na DNA (lg/TeR) s přístupem založeným na R A 

(TELlA!vfLJ) II 117 vzorků. Oblast mezi přímkami ukazuje teoretickou op timální korelaci 

v rozmezíjednoho řádu. Pouze 8 vzorkL/leží mimo tuto oblast 

(b) Srovnání dvou nezávislých Ig/TeR cíhi Zl 96 ze 117 vzorU I analyzovaných v této studii. 

O -pacienti v iniciální fázi léčby;- - pacienti v léčbě relapsu; R2 
= kore lační koeficient 
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Znaky nízkého rizika a rychlá morfologická odpověď na iniciální fázi léčby nekorelují 
s dynamikou minimální reziduální nemoci II dětí s ALL - předběžné výsledky studie 
Mini-Risk 

V České republice bylo od počátku používání protokolu ALL-IC BFM 2002 (listopad 

2002) do konce roku 2004 léč no celkem 135 pacientú. Dosud jsme vyšetři li 102 pacienty 

(45 SR, 44 IR, 13 HR); u 98 (96%) z nich j sme nalezl i alespoň jeden Ig/TCR cíl pro 

sledování MRN s citlivostí 10-4 podle pravidel ESG-MRD-ALL. 65% paci entů lze sledovat 

pomocí d u nezávislých fg/TCR cílů. pomocí zavedených systémů jsme vyše t řil i hladinu 

RN v kostní dřen i v ruzných časových bodech: obligatorně d33 a w 12, pokucl byl y 

k dispozici dále d8 , d 15, konec léčby případně jiné (příklad viz.obr.č.6) . U paci entů 

s T-ALL jsme současně vyšetřovali i p riferní krev . Celkem jsme dosud vyvetřili 639 

vzorkú kostní dřeně a 78 vzorkii periferní krve. 

# 712 

1,OOE+OO 

1,OOE-01 

1,OOE-02 

Z 
- ::;- VH2WI6 

o::: 1,OOE-03 

:2: --Ir- VH6/JH5 
1,OOE-04 

1 ,OOE-05 

1,OOE-06 

dg. d8 d15 d33 w12 pre II 

časový bod léčby 

Obrázek Č. 6: Pokles hladiny reziduální nemoci v průběhu léčby u pacienta ze skupiny 

standardn ího rizika. Hodnoty MRN j sou mN eny p omocí kvantifikace dvou nezávislých 

přestaveb těžkých Petězců imunoglobulinů. Negativní výsledky jsou z di/vodu zobrazení 

v logaritmickém měN/ku vyneseny j ako 1, OOE-06. 

Výsledky u pacient-ll s T-ALL ukázaly, že již dř í e popsaná dobrá korelace hladin MRN 

v periferní krv i a kostní dřeni [95] platí i při léčbě podle jiného protokolu (viz br. č. 7). 

Pouze u 2 z ] 9 vyšetřovaných pacientů této skupiny byla MRN nulová v bou 

rozhodujících časových bodech, nezávisle na tom, zda byl pacient zařazen do stř dního 
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nebo vysokého rizika. Žádný pacient s T-ALL nevyhověl kritériím SR. Dynamika MRN 

v této skupině dokládá odlišné biologické vlastnosti a odpověď na l éčbu u leukémií 

z T-řady . 
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Obrázek Č . 7: Korelace hladin MRN v kostní dl~eni (BM) a v p eriferní krvi (PB) u 78 

vzorků pacient/í s T-ALL. 

U 12 ze 43 pacientů (28%) skupiny nejnižšího (standardního) rizika jsme nalezli v d33 

a/nebo v týdnu 12 detekovatelnou MRN v rozmezí 6,3x 1 0-5 -1 ,5x 1 0-2
. T ito pac ient i by se 

v protokolu ALL-BFM 2000 nemohli kvalifi kovat do skupiny SR. Naopak, 14 ze 41 

pacientú (34%) skupiny středního rizika dosáhlo negativity MRN v obou daných časo ých 

bodech. 

Tyto předběžné výsledky dokládaj í, že rozdíl v praktické stratifikaci pacientú 

v protokolech ALL IC-BFM 2002 a ALL-BFM 2000 je značný. Ukazuje se, že rychlá 

morfologická odpověd na léčbu (BM M l nebo M2 v den+15) spolu s dalšími známkami 

nízkéh rizika nezbytně nekorespondují s rychlým poklesem MRN. Je ale t řeba zdúraznit, 

z pro pacienty ze skup iny SR na protokolu ALL IC-BFM 2002 nebyla naplál ována 

dezintesifikace léčby (tak jako pro randomizovanou část SR pacientů na protokolu ALL­

BFM 2000). Skutečný význam všech těchto zj i štění ukáže až analýza léčebných výsl dkll 

obou pro tokolú. Předběžné výsledky naší studíe jsme prez ntovali na sjezdu ASH v San 

Diegu formou posteru [96], kompletní analýzu MRN u pacientú z České republiky, lsraeh::, 
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Hong-Kongu a Umguaye připravuj eme k publikaci. V současnosti probíhá také 

vyhodnocování výsledků průtokové cytometrie. 
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II. Přestavby genů pro imunoglobuliny a T-buněčné 
receptory u fyziologických krevních buněk 

Liniově nespecifické přestavby genových segmentů v průběhu vývoje lymfocytů 

Oba dva lidské RAG geny jsou si tuovány na chromosomu Il p13 a j sou exprimovány 

v kostní dřeni během vývoje B-Iymfocytů a v thym u během vý oje T-Iymfocytú [97-99]. 

RAG proteiny j sou nezbytné k zahájení rekombinace 19 a TCR lokusů [100]. Regulační 

mechanismy, které umoži1ují proces V(D)J rekombinace " zpří stupněn ím" chromatinu 

I JITeR genů rekombinázovému aparátu, dosud nejsou plně prostudovány. Předpokládá se, 

že V(D)J rekombinace je v závislosti na enhanceru a promotoru regulována změnami 

struktury chromatinu, což umožní RAG prote inům přístup ke specifickým RSS sekvencim 

[101]. Skutečná podstata zrněn chromatinu nebyla dlouho známa. Studie z roku 1999 

ukázala, že "sbalení" RSS sekvencí do nukteosomů inhibuje iniciaci V(D)J rekombinace 

[102]. To znamená, že součástí procesu rekombinac musí být narušení těchto 

chromatinových struktur, pravděpodobně hyperacetylací histonů způsobenou histon 

acetyltransferázovou aktivi t II transkripčních koakti vátorLI [1 03]. T uto teorii potvrdila 

práce z roku 2000, která použila měření acetylace histonu H3 polu s transgenním 

reportérem V(D)J rekombinace [104]. Autoři další studie inkuboval i leukemiekou 

buněčnou linii s inhibitorem deacetyláz histonů tr ich statinem A a poté prokáza li aktivaci 

rekombinace IGK v leukemických bui1kách (bez současného zvýšení exprese RAG genů 

a akt ivity RAG proteinů) [1 05). Proces V(D)J rekombinace je ledy přísně regulován 

pomocí specifické acetylace histonll v závislosti na vývojovém stádiu buňky a na 

konkrétním regionu DNA nesoucím segmenty příslušných podjednotek [106]. 

Dlouho používané schéma předpokládalo, že B Iymfocyty přestavují pouze geny pro 

imun globuliny a ne pro TCR a naopak T lymfocyty přestavují pouze geny pro TCR 

[1 07]. Zároveň se ale vědě l o, že bui1ky většiny leukémií z B řady toto pravid lo porušuj í 

[79]. K nejčastěj i přestavovaným TCR genům tl B-prekurzorových leukémií patří TCRG 

(59%) a TCRD (55%), následované TCRB (35%) [79, 108]. Tento fakt vedl k několika 

hypotézám, které tuto "neadekvátní" regulaci spojovaly s malign ím procesem 

a vysvětlovaly ji buď jako jeho následek [79, 109J a nebo dokonce j ako jeho přímou 

příčinu [109-111]. Usuzovalo se, že přestavby genů pro TCR mohou vznikat j iž ve velmi 

časných stádiích vývoje B lymfocytů a že jejich přítomnost může pro bui1ku znamenat 
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zástavu diferenciace a maturace. Následkem toho by buňky s těmito tzv. "cross-lin age" 

přestavbami TCR (stejně j ako prekursory B lymfocytů bez funkčních přestaveb lGII) 

podlehly apoptóze, pokud by s nestaly maligními. Z toho by se zdálo, že onkogenní 

transfonnace postihuje př devším prekurzorové B buňky s přestavbami TCR. Alternativní 

hypotézou byla možnost, že "cľoss-lineage" přestavby jsou důsledkem přetrvávaj ící 

aktivity rekombinázového systému po maligni transfonnaci a zástavě maturace. To by 

vysvětlovalo dříve předpokládanou nepřítomnost těchto přestaveb u fyziologických zralých 

BI mfocytů . 

Studie naší skupiny z roku 2003 ale prokázala, že nekompletní přestavby TCRD, které jsou 

na molekulární úrovni nerozlišitelné od pře taveb přítomných v blastech B-prekursorové 

leukémie, lze nalézt i v B Iymfocytech zdravých dáreu [112]. Tyto "cross- lineage" nebo 

také "l i niově promiskuitní" přestavby tedy nejsou sp ci fickou vlastností leukemických 

bu něk, a nabízí se tak jako přirozené markery proběhlé rekombinázové aktivity i pro další 

typy buněk. 
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Cíle ll. 

• vysortov}lní NK buněk, Bl, B2 Iymfocytů, naivních a paměťových 

B lymfocyru, T Iymfocytů, monocytů a granulocytů z periferní knre zdravých 
dárců (ltbuffy coatult) 

• stanovení podílu buněk s přestavěným TCRD a TCRG pomocí RQ-PCR 
v daných populacích 

Metodika II. 

BUllky j sme sortovali pomocí přístroj i'! FACSVantage a FACSAria. (Přesný pOpiS 

kombinací protilátek viz Příloha PS). 

Pro kvantitativn í analýzu celkového množství různých přestaveb TCR v daném zorku 

D A jsme použili ys témy využívané k detekci MRN II pacient "! s ALL - kombinaci 

forwardového "screeningového" primeru umístěného ve "V" nebo "D" oblasti s reverzním 

primer m a fluorescenčně mačenou sondou ve specifickém "O" nebo "J" úseku. 

Forwardový primer V gl byl navržen tak, aby detekoval pře tavby všech 8 člen('! této 

rodiny. Jako reference pro dilučni řady jsme použili buď DNA z leukemické buněčné lin ie 

REH nebo diagnostický vzorek pacienta s ALL nesoucí ve větš ině buněk danou (zde 

monoklonální) přestavbu. Jako negativlú kontrolu jsme použi li DNA z buněčných linií 

Hela, HT29 a BT474, které by měly mít všechny Ig/TCR geny v zárodečné konfiguraci. 

Přítomnost nekompletních přestaveb TCRD jsme ověři l i na polyakrylamidovém gelu 

a pomocí kapilární elektroforézy. Získané produkty PCR jsme klonovali do E. co li 

a z jednotlivých kolonií j sme získali n"lzné sekvence nekompletních přestaveb TCRD. 

Výsledky ll. 

U všech soetovaných vzorkLl NK buněk j sme pomocí RQ-PCR detekovali nekompletní 

přestavby TCRD V02-DD3 li 3-36% alel (viz obr. č. 8). Paralelně sortované vzorky T 

lymfocytů nesly tuto přestavbu v 1-9 % alel, což při dosažené čistotě sortované populace 

(viz Příloha P5) vylučuje falešnou pozitivitu způsobenou kontaminací T lymfocyty. 

V návaznosti na předchozí práci naší skupiny prokazující přítomnost přestaveb V02-0D3 

li B l ymfocytů [1 12] jsme chtěli dále zj i tit, zda v některé subpopulaci B lymfocyti'! toto 
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zastoupení nen í výrazně odlišné. Všechny vyšetřované subpopulace - Bl (CD 19 pas 5 pas) , 

B2 (CD 19 pas 5 neg) , naivní (CD19 pas 27 neg) a paměťové (CD 19 pas 27 POS) lymfocyty -

nesly tuto přestavbu v podobném množství jako celková frakce B lymfocytů (5-21 %). 

U zorkll granulocytů a monocytů, stejně jako u btměčných linií Hela, HT29 a BT474 jsme 

žádný nárůst signálu RQ-PCR nepozorovali. 

Získané sekvence přestaveb TCRD v subpopulacích B lymfocytů a NK bwlk.ách se 

neodlišuj í v délce vmezeřených liN" úseků ani v počtu deletovaných nukleotidů od 

sekvencí těchto přestav b v T lymfocytech. 

Opr ti tomu, přestavby TCRG j sme ve všech liniích kromě T lymfocy tů nalezli pouze 

v nepatrném množství, které může být ve většině případů zdůvodněno kontaminací 

sortovaných buněk T lymfocyty. Přítomnost přestaveb TCRG v buňkách BCP-ALL t dy 

na rozd íl od přestaveb TCRD neodráží situaci u fyziologických B lymfocytů. 

Během vývoje T lymfocytů se nejprve začíná přestavovat TCRD, následovaný TCRB 

a TCRG [ 1l3]. Teprve po vyštěpení celého lokusu TCRD u TCRa~ T Iymfocytů se mLlže 

začít přes tavovat TCRA. Nalezené nekompletní přestavby TCRD mohly tedy proběhnout 

již v nezralých progenitorech spo l ečných pro B, T a NK řadu ("common lymphoid 

progenitor", CLP [11 4]). Některé prác z p sledních let zpochybňují existenci LP 

a navrhují existenci společných lymfomyeloidních progenitorů (B/myeloidní, T/myeloidn í, 

NK/myeloidní) [1 15-118]. Naše výsledky podávaj í dLlkaz o proběhlé aktivaci 

rekombinázového systému ve všech lymfoidních buněčných liniích, na rozdíl od buněk 

myeloidní řady, což nepřímo podporuje teorii o existenci odděleného spo lečného 

lymfoidního progenitoru. Tuto práci jsme publikovali v časopise Journa! oj Imrnwzol gy. 

(viz Příloha P5) 
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Závěr 

Dokud nebudou objeveny nové zpiisoby l éčby dětské akutní lymfoblastické leukémie, 

bude nutné používat léčbu pomoci současných chemoterapeutik. Stávající metody detekce 

minimální reziduální nemoci wnožňují poměrně přesně monitorovat odpověď daného 

pacienta na léčbu. Proto se moderní léčebné protokoly snaží různým způsob m zařazovat 

detekci zbytkové choroby do rizikové stratifIkace pacientů. KvantifIkace reziduální nemoci 

pomocí klonálnč-specifických přestaveb Ig/TCR genů je přes svou fInanční i metodickou 

náročnost v současno ti jedinou univerzálně použitelnou metodou. I při jejím použití je ale 

třeba dů ledně dodržovat neustále se zpřesňuj ící metodická doporučení, aby nedocházelo 

k chybám ve stanovení hladin, případně k fa l ešně pozitivním či negativním výJedkům . 

Použití dalších metod detekce zbytkové choroby, jako je průtoková cytometri e nebo 

kvantifikace transkri p tů fúzních gem\ dosud nebylo plně standardizováno a o ěřeno na 

velkých souborech pacientů. Doufáme, že naše výsledky pomohou při zavádění co 

nejefektivnějšího způsobu stanovování MRN v příštích letech. Moderní protokoly umožní 

díky těmto metodán defi nování skupin pacientů u kterých bude možno snížit 

terapeutickou zátěž a s tím riziko pozdních následků léčby. Zároveň ale bude možné včas 

odh lit ma lou skupinu dětí, která má pomocí stávajících metod minimální šanci na 

vyléčení. U této skupiny pak bude plně ospraved lněno použití nejmodernějších 

experimentálních léčebných prostředků. 
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Seznam použitých zkratek 
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AlEOP 

AML 

ASH 

B2M 

BCP-ALL 
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CLP 

CLIP 

CML 

d33 

EFS 
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FC 

GSTM l 

HSCT 

19H 

IgK 

IgL 

19M 

IR 

KDE 

MRN 

NRd33 

PGR 

PPR 

QR 

RAG 

RQ-RT-PCR 

akutní lymfoblastická leukémie 

Associazione ltaliana Emato logia Oncologia Pediatrica 

akutní myeloidní leukémie 

American Soc iety of Hematology 

bela-2-microglobulin 

B cell precursor acute lymphoblastic leukemia 

Berlin-Frankfurt-Miinster 

cornmon lymphoid progenitor 

Childhood Leukaemia Investigation Prague 

chronická myeloidní leukémie 

33. den léčby 

event [ree survival 

European Organisation fo r Research and Treatment of Cancer 

European Study Group on Minimal Residua! Disease in 

Acute Lymphoblastic Leukemia 

flow cytometry 

glutathion S-transferáza 

Hematopoietic Stem Cell Transplantation 

imrmmoglobulin heavy chain 

lehký řetězec imunog lobulinů K 

immunoglobulin Iight chaill 

imunoglobulin M 

intermediate risk (grOLlp) 

kappa deleting element 

minimální reziduální nemoc 

nedosaženi remise 33.den léčby ("non-response") 

prednison good response 

prednison poor response 

quantitative range 

recombinatioll activating gene 

real-tirne quantitative reverse transcription-polymerase chain 

reaction 
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RSS 

SJCRH 

SR 

TCR 

TCRA 

TCRB 

TCRG 

TCRD 

TdI 

TPMI 

TS 

w12 

WBC 

recombination signal sequence 

St J ude Children's Research Hospital 

standard risk (group) 

T cell receptor 

a podjednotka I-buněčného receptoru 

P podjednotka T -buněčného receptoru 

y podjednotka T -buněčného r ceptoru 

8 podjednotka T -blměčnébo receptoru 

termina! deoxynuc1eotidy! transferase 

thiopurin metyltransferáza 

thynlidy!átsynt táza 

12. týden léčby 

White Blood Cell Count 
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Detekce mininlální reziduální nelnoci u akutních 
lymfoblastických leukelnií pomocí kvantifikace přestaveb 
genů pro inlunoglobuliny a T-buněčné receptory: 
jak se vyhnout špatné interpretaci výsledků 
Frollková E., Trka .J. 
CLl P - Ch itdhomj Lcu kacmia lnves ligatioll Prague, 

Labmatollli cClltnl1ll Kliniky dětské hcmatologie a onko logie. K 2. LF Praha 

Souhrn 

Hodnocení mininu'llní rczidmílní nenlllci u akutních lymfoblas tických leukemií pomocí kvulllilikm:e ldonálnč speci­
fických přesta"eb ~elU·1 IJm imuno~lnhuliny a T· huIIN' n<' reCl'ptol"}' je v současné dnbč považuvállo Z'I slandanlní 
lahonltorní postup_ Výsledky télo metody jsuu stáll' časlčji využívány" léčehných prutokulcch pro slralitikm:i paci­
entů do rizikových skupin s různě intenzívní terapií nebo přímo pro volbu konkrétních léčehn)'th postupu. 
Vzhledem k náročnosti metodik)' je třeba dodržovat tcchnkká a interpretační kritéria, ktení ullložúují plnou repro­
dukovatelnost melod)' tl ulručují klinickou validitu výsledků. Autoři shrnují SOli ~asný pohled na I'l"Ill'ádční a inter­
pretaci léto moderní t!llmratorní metody a upozoriíují nll možná rizika plynuucí z nedodrlení tčclltu kritérií. 
K Jí č o V tl S I II va: akutní 1)'l11foblastickii )ťukl'l1Iie; RQ- I'Cl~; přestavby 19/Tel{; minimální I'ezidllální nelllOt: 

Summary 
Froiíkuvoi E., T rka J.: DetecticJII uťminimalresidual tlisellsc in aClltl' I)'mphohlasti<: I·ukemi .. usin~ '1ualllilica. 
lion of i 111 111 U lloglolJUlin and T-cell receptor ~enes rca .... angl'menls. IIow 10 a \'oid misintt'qudatiun uf lhe results 

CurrellllJ, cIlmlilicaliun of donnl imlllllllUglnbulin and T·cell receplU!" rearnll1gemcnls is cunsidered lc) hr a stalld.lrd 
labunltOI-y investi~ation 10 evnluate minimal residual discase in aeute Iymphnhlustic Icukemia. lIenefit of Ihis mel­
hod cunlriblltes lIIore uHen to theraj.leuLic protocols lhat stmtify patients illto the ~l'()u)Js according tu the necd uf 
ditTerently intellsive lhl'rapy Ol" purticulm" therapeuti<: I·q~illll·n. Reganling cUlIIJllcxit)' uf the melhud. it is nCl'essa ­
ry lu foliem technical and intef]Jretative c ritel"i<l that enable n :[ll'Cltlucihility and l"Iinkal validity,,\' the l1Iellmd. Thc 
uulhurs summarize current ,'ie\\' cm design and interpretuticm ul' this mudem lahuratory !Uethl/d . They alsu uulkc 
Jlossible risks when these critcria were hrnkell . 
Ke}' wurds: acule Iymphuhlastic leukelllia, I~Q-I'('n. lJ.irCH rearrallgcmcnt .. , minimal residual discase 

hOl/ S. fí e/llol. dnes. II, 2()05, No. 3, p. / /()- I / 4. 

Úvod 
navíc Il t: ní llvliv nčna I'iabililoll Cl nal y/.()van ýc h bllnčk. 
Z tčt:ht() dl'lvoLll'l sc lato mcloLla v posll'l inicll lelcch st;'IV<Í 
ve stúle vě t ší Illík su,čústí l éčebných protokolLI. CI to 
i přes svou značllo u časovou. finan č ní i labmCl lorni 
n"lročIlOsl. Nčmcck ý prot()kol /\ L L- BFM 2()()() a italský 
protokll lA IEO l' LLA 200() pr() léi: llLl di: lské ALL vyekl-
7.í mimo jiné z retrospe kti vní anal)/zy. "tcrú ukú/aILl. :I.c 
hlad iny MRN Il a konci ind u kční léčhy (t ýdcn )) a pinl 
zač<itkel11 kOll so liJační l éčby (týden 12) d obře odděl ujc 

paci ent y s nízk ýlll a s vyso k)/1ll l-i /i"C lll relapsu (I ) Tyto 
dva pmtll k() ly cJcI'illuj í riz ikové ~ ku pilly pro Il:č hu pr{l vč 

poJle prns pckti v nč m~řc ných hlad in MRN . Dalším yli­
ž.it ím léto metody je l éčba relarsu dětské ALL. Nčmt:cký 
pmtokll l ALt-RCZ Br:M 20()2 př i slrat ifi bci paciclltll 
v největ~í sk upinč S2 vychÚ7í / prúcc , klt: rú lIkúzahl lIa 
negat ivní prognostický význam vysoké hl adillY MRN po 
i ndukč ní fú zi léčhy rt:la p~ lI ()). Pacicnti ~ IlladillULI MRN 
v IOllllo časo vém bodč vyšší než I (J.I j soll indi kovú l1i 
k Ilcpf"íhul enské trallspt,llltaci ht:nllJpot:l ick ýc h prllgclli­
torú (IISCT ). I:: vropsk ;1 sk lIl)ilW /)r('-m"n ~ JVf H / ) -Sll/d,­

(jmll/I, jcjími. Č kll C lll jt: i IW.~t: lahm;ltol. J1rokúl.~tla. í.t: 

ZÚJe lll O l't:nOlllé:1l Ininill1úlnÍ ru iduúlnÍ nt: 111 oe i 
(MRN) II ,lkulllíclllt:tlkclIli i p() ·h ;I/.Í Ul. I.t: seJl lldcsú lýc ll 
lel ( I). I' i()nýrs \l.é pr;íu: I. dcvadcs;ílýeh k l prukúa ly 
přímý kli nický výwalll hodnocení MRN (2-4 ) Ll dí ky 
tOillU se pus lupnč lato Illdoda (původně pouze výz kum ­
n{l) zača l a upravoval pro kliuické užit í. 

V p ří padč akutn ích lym fobla stick ýc h Icu kcmií 
(!\ LL).j l alíll1 ul nú v{lI)a jako nej, polc hli včj ~ í lllt:tod,1 
kvanti fikace pře s taveb gcnll pro imunoglobulin y Ll T­
h unččné receptory speci fických pro daný Icukcmický 
klOl] p0ll10cí peR v rcúl ném časc. Její výhodou ['lroli 
prú!okové cylo lllt:trii (jcJin ' Jalší melodě s tél1lčr uni ­
ve r7.ú lll ílll uplat nVním ) /ú st.1vú s tab ilita přesta veb na 
DNA úrovni i v ph padč lIlční cího sc I'cl1oty['lU Icuke­
mi ck' buiíky v prllhi!l1u tera pi e a celkově vyšší senzi ti­
vi ta . Na I"(J 7.díl od kvall tifikacc fúzních trans kriptlr 
(napL T EI./AMLI. BC R//\BL, MLL/!\F4 ) jc pllul.ikl ­
nit pru naprostuu vč t ši nu p ac ien t ů (přibl ií.ni': ')5 '1, , ), 
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ja":I"o l i Iil ad ill ~ 1 M RN pl"eLltr<in spl anlací VÝ/. II< IIII1I Č zvy­
šUle jlra v d č podo llll ost relapsu po lrall spl alllaci ( l ). 
M onitorov[lI l í hl adin M RN [J O trall spl ,lI llaci UIl107.I-lLIjC 
VČ ~I , lIé l éče h né ó sahy. napi'ík laLl v p(ldobč adopti vní 
illlun olcla[lic ( inl u/.e d:lrcovských l y lllľOC y t LI - DL L 
v y~aLe n í illlUnosu[Jl"csc) (7 ). 

Ilaší lahorato[-i S ' zahýv:llne Illetodou kvanlili"acc 
p řL:s taveh i lllunorcceptornvých gcnu od roku 200 I , v sou­

ča s né době ji ru t i n llč použív:ím u paLÍcntll s relapsem 
kče n ých pod le proto"olu ALL-REZ BFM 2002 a dúle 
u všech pacienll1 podstupuj ících HSCT. Pacienti se zúchy­

tenl ALL j sou v Č 'ské Kepubli ce kčen i podlé proto" olu 
ALL I ' -Br'M 2002. který pro st ra tilikac i pac ientLI do ri /. i­
kových skupin nepou i.ívÚ kvantitati vllí delekc i MRN. Tu 
prov:ldíllle pOU 7.C jako výzk umnou SllučúS t prutoko lu. aby­
chom l.ji stili . I d" .jillÚ kritč ri " pm stratili kaci (včk . odpo­
včd na pred nison, l e u kocy tľlw. pok les h las t ů vc dře ni 

podle Illorfol ogi ckých kr itérií vc dnech I ) a :n l éčhy ) 

lllolll>U korespolldovat s po" lesclll MRN (X) . 

7. výše llvedcného vyuíit í v k li nických protokolech se 
ml!7.c I tlÚt. 7.l' se j cdnú o metodu ru tinní a s po leh l i vč dc li­
IHlV'1I111U. To v.~ 'lk pl,l tí jen pro labmatol-e s nej v··t ší l ku­
še nustí . ak i IlIeli Iii lili doch.ÍI.í dosud v n č k t erýc h př í ­

padech k IlesllOdúnl v i lltcrpretac i výs l dkll. Z těc ht o 

d('l vod CI hy la l. alo ;.en ~1 skup in a E I.;(i -MRf) -/I LL 
(European Study (j mup on Mininwl Residual Di sease in 

A cute Ly lllphu! l a ~ ti c Leukl:mia). kterú sdru/.uje 23 
cvropskýc h a nyní i mi moevrops" ých l abora to ří . zabýva­
jících se touto prohlcn wtikou. Její č l enové se pravidelnl: 
setk:lvají 11<1 s p o lcč ll ý cll SC IILI /.k:lcll . d V <lkl ~it rUč ll č Jl' 
pořúdúna i kontrola k v~tl it y . a I.ú k la t l č s po l eč n ých i.k u­
šeností j sou p<lk I.W~ IUlV ~·I \ · ;·UI <l Illetodic " :1 do poru č ení 
a j soll dúll' urravovúlla pra vid l;1 pro interpretaci výs l 'd ­
"" . Ot e vře n ý mi tČllla t y ~ t ;'il e I LISt:IV;í výhč r vhod l1)ích 
I" /T 'R cíl u <I j 'jich stabilita. postup v př í pa dě oligok\o­
lIúl ll ícll p řes t a eb a před cv <: í lll interrnel ,lce výsledk ú 

s v y l o učením nlož,nosti r,tl ešné poz iti vity a I1cgati v ity. 

V,vbér dM 

V rocc I L)L)l) puhli kovala skll pina labora toj'í sdru/.e­

ných v programu BIOMEI -I standard izovan)' postup 
pro detekc i nej ča s tčj š íc h p řc s ta ve b i l1l llnorcceptorových 
ge n ľi vysky tu jících se II AL\.. Jedn;'1 se o komp let ní V­
( l) -J p řeSla v b té/.kých i'etčzc u i lllll noglobuli nu t1 g H) 
«(» , k l o n ú l n č ~ rcc ilic ké delccc lehkého řet čl..ce kapa 
(I gK ) a př , tavby T hun "'č nl'ho r~cep toru ga ma (TCRy) 
a delta ( TCRŮ) ( 10). V roce 200l hy l tent o sou hor rOl.ší­
i\: 11 , kupi lHlu BIOMED-2 na cel"CII I 107 pri l lleni v I X 
Illu ltip l xní 'h re akcích. j ej ich;;' klllllb inad j e j iž možno 
teoreticky detekovat v~ed l l1 y k lonúlní 13 IYlll ropm lil"cra ­

·c. a to i LI Jllal ignil s vysokým zastoupeníll1 somati ckých 
11ypermUlací. Toté:r. p lat í díky I.ahrnutí pře s t a ve b TCRI-\ 
i pro k lonúlni T hu něčné popul acc ( I I ). 

Určellí klOl/ulily 

!'o /,íS" :l lli I'CR prtldu ld Ú .je t řc ha odli šit "lollY s ide ll­
ti ckýll li p ř 'c!Hldový llli oh l a ~ , tllli od pulyklollúlllích IYII1 -

J"oidních bU llčk . Ph malých rozdílech v délce tě c hto 

obl astí lIe l /.l~ 11 <1 ~ I asieké lll agaró/Ovélll ge lu urči t. 1.L1 a 
j Ll l' tJ S Ill ČS rli /. Ii Č dloullých pruLluk tu lIehll II .jl'di ll)' pro ­
dukt. Na !.Ú "ladč z"uše nnstí 7.ú čas tll č ll ÝL· h labm,ltol'í j SllU 
doporučo vú n y dvé tC('l llliky' ;1I1 ;1I )' l.a Ilc tcroduplc:\ll 
a CicnL'Sc<l nll ing (;lIw IÝl.a 1)ll ll ltll"Í ~<I[l il ,'lrIlí l' lck tro lú l č ­

I,y). A nalýz<I hcteroduplexl! sC pmvúdí na 6-Hl){. po lyak ­

ry lalllidovéll1 ~ e lu po dellatu raci Ilroduktu PC R (5 IlIinut 
při <)5 C ) núsl ' dO V, 1I1 Č rycil loLl l ena lurací ( I hod in ;1 pi i 

4 °C ). Ilomoduplcx y rOl" lllovuné 7. Illonok lonúl ll íc h pru­
duklll díky stej né rychl os ti migrace vy t voří j ediný prou­
žek, hetcroduplcxy v/.nik lé núhodnýnl spojenílll p(l lyklo­

n:tl llích proJ uktl l migrují v gelu pomal eji a vyt \'Ol'í IKOS­

t řc o hra ni če ný širo"ý pruh (.,s lllcar" ). L Il' ta"é dobiT 
odli šit prod ukty bi- <I u li gok lonúln í. (;e ll 'Sc<lnnin g tH ll i­
ší denaturované produ kty peR s ve l l..ým rtl/ l išell ínl 
pOLl/.e podle délk y . .Jde o IlIetodu rela ti v n č rychl ou a jcd­
noLlud lou, nevýhodou I.Ustúvú po t řeha I. l wče n í I'C I< pr i­
Illerll rIu llrtlc hrtll llelll u Ilcllložnllst odl išit stcj nl' dlou hé. 
ale sc kve n č n č odli šné produkty PC' R ( lI api. bik ltlll ,'dllí ) 
V naší l abo ratoř i [l0 liÚVÚlIiC k urče ní k lonali ty ' lI1<iI ):·1.LI 

Itcterodup lex li . V hodné monok lonáln í prot1:;;." y stcri ln i: 

vy ří znemc . cl ul :.i ellle vc vodč. re all1 plil ik uje lll l' JlOlllOcí 
stejné sady prilll crú a I.ísb né prod ukty piCl' istí lllC 
,I sek vc nujemc ( 12) 

Navržení klol/(ítni! .\pecťfick'ých prilllerľl II opl;IIl{/!i7.l!CI: 
RQ-PCR 

7.íska né se k ve nce přcchodov )í c h V-I l) )- .1 oh!;L, t í 11.l' 

\'y ItOdllllli t pOlllllCI dat ;dl ;l/.i \-0 111 '::' pi'í stIlP" )'d l 11 ,1 ilitu 
netu n<lpi"íklad : 

II t t p :II i mgt .c i nes_ rr/ tex tesI l IGT rl' pertoi re. 
Itll p://www.ncbi .1111I1.nih .gov/ igll lds t. 
ht tp ://www_dnap lo t.de . 
K popi su se kvellcí a Il<lvr/.ení ~I o n ú l nč spec il 'id ýc lt 

pr i l11CI'il p() uí.ívÚ IllC so l"tvv al 'l' V (-:CT OI"< NTI X Suilc' 

(I NFORM A X . f3etll esda, M U. SA ) Prin lcry Iwvrhu­
je l1l c tak. aby j e hy lo možno pOLl l .í t v RQ-PCI{ s Il yd­
Itl l yl.ilčn í sOll l lol.l iI reverzl\ím pril1lc rl' lll L1 mhtč ll ý l lli 

v kOl\ scn sus olll ils ti dané přc ~ tav b y (13 17 l. 

Pm tvo rbu spcc i rick ýcll pr illlerú sice "ronil' obec ­
ných d0!lmuče ní cx istují L1 rč itú [11·a vidla. v /.,is adč ale 
pi'i jcj ich 11;IVrllt lVÚ ní 7.~·tleí. í pře dl' vš í ll l 11 ;1 1." L1 šc nos ti 
.Je V) Il odne \'y/. k(l u .~l' t pill kai.dY S)' ., téll l Illi ll illl ,dn C' 
Llv a. protoí.e ro/. díl y v d (l S ;t/ CI1Č S Cll l. i ti v i t č i speci li l č 

RQ- r CR hývají vclké. Pro kva ntilikac i po uí.h:II 11C 
v 11 ;IŠ í lalltll'a tor-i p řís tro j e pe R A HI I' I< ISM 77(J() 
( A I' I)I.I EI) B IOSYS TEM S. Fos ter C it y. ' A . L1 SA ) 
a iCyc lc1 iC)TM (I3 10-RAU, I lerculcs. CA . SA J. I'm 

tvo rhu st<ll1cl'\I"(.Iní kř i vk y je doporuče no ředit DNA 
I. di agnos tického vzo rku pac ienta do .. nega t ivní" DN A 
získ,lIl é Ull zdravýc h dÚl cll C.bully co,l t" J. l)ti Ill Čl-c ll í 
jlou /.ív;·lllle s tand il r d n č řc Ll ční I () -I- I (J ". A hy [ly lo 

pozd čji mo/.né plesné St,I IHlv it 111 <ld inu M RN .. Ie tk ll il 
stano vit koncent rac i DN A di ,lgnost ické ho i vscch slc ­
dov,lcíc h v7.orkú pomocí k \':t llliribce kO llt ro ln ílHl 
genu . Vč t ~ ill a lahm,ltoi í IltlU i_ iv,'1 " tO lllUtll u čc lu t'-CII 
pro alhulll i n ( I X) . Pi i optilllali / aci I{<.)- I' ( 'I{ Sl' IHlII(()cí 

ZI1 l ě n <111t1ea lingové lepluty. PO ill C ľll KO llcé lllr,lcl' I'li-
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l1lerů a '/, Ill č n konccntrace MgJ· sna ;í. íl1l e uOSÚhllOlll co 
nejvčtš í se ll Lil ivi ly a specifity syslému. Podl e pravidel 
LSG -MRD-ALL je p07.adovún pro ka 7.dého P,ICIC111 ,1 
n cj mé ně jedell sys tém s mini mál ní citlivostí 10-"' 
D 'fi ni ce POjllllj sen/.íLivit'l a specifita je plllllčrnč s lo ­
žitú: 

Slovllí{ek 
Ct = hodnota Cl s toupú s kb ;aJÍcí koncentrací tClllp lá­
tu e vzorku 
i{edčn Í = se 7.vyšujícílll se řcut: níll1 klesCt k011ccntrace 
temp l<Ítu vc v Lork u 

Kritéria pro sellzitivitu HQ-PCN ( I Sl) 

(upl'avcllo na poslední schiú.cc skupin y I:'SG-M NIJ ,A/L 
v červ n LI 20(4) 
Senziti vitou P('R rozu míme nejvyšší řcďn Í, kte ré : 

• se spccilic l-.y alllplitikuje (dobrl' ' 1II1p li li J..ač ní k ři v ky ). 

• mú ncj Inénč jeden v Lorck 7. rep likálll pO/.itivn í: ro zdí l 
Ct Ulil' ':,hold cy '1-") replikálll ncrozho luje, 

• rnú nejvyšš í Ct rcplikúlLI v ro zmezí 20 cyk l ů ou 
n cfedčného vzorku ne bo 

• Il IÚ nejvyšší Cl rcplikátll v roLlnelÍ 20 cyklů od 
inlerceptu sl«m]anlní k řivk y. 

Pro pot řehy pi'csné illtc.'rprdJce výs ledkll byl novč dcri­
l10vún pojeni rozmczí kvantifikovJ telnos ti ("quantitative 
range" , QR ). Všec lllly pozit ivll í houno ty pod lou lo hod­
nutou hy mč l y bý t u v:ld čny pllu /.e j ako "pll/.i t i vn í", hel, 
uvcd 'ní lí:, ' Iné hodnoty výsledku . 

Kritéria pro ro:mťZÍ haTlIUik()II(1le//l(),~/i RQ-PC/( 

RO/.lnclÍm kvant ili knvatd nosti lIa7.ývúllIc Ilejn ií.š í i'etll' ­
ní , které: 

• se sp 'c ilicky <ImplilikuJe (dohr ', <I lllplilikační klivky) 

• l'Oi'.d íl I rL')Jli kát lJ ~ 1,5 
• jehll prútnčľll ú hodllota Ctje o 3,U-4,O cykly Vl' lší nc /. 
předc llol.Í I (l x nii .. ~ í f'cdční (lIeho o O,) 1.5c\ klu vy ~.';í 

lIel. př tlchO/1 .'l x ni i.š í řcdčníj 
• standa rdllí k ř i " ka se z;JllIIwtín l tohOLO řctkní mCI 

sklon t.,s lopc" ) nlc/.i --',I a - .\,1) a kmelač llí koclicicnt 
~ O,<)X. 

Kritéria pl'IJ specijitll RQ-PCl? 

Ve lk ým prohlélllcllI v případě gen ľl pm ill1ll1l0ľccc ptn­
ľY je pll/.adí zdravých lylllflll:ytLI, co/. platí zv l ú Š l č pro 
systl:llly s mcn ší lll 1ll1l0 :l.s tvílll rcklllllhillovalelných 
genových scgmelltll a ledy s mcnšílll počtem pravděpo­

dob ll č vZ lli Uýdl ko mhinací. Jcdnú se tedy zcj ména 
o TCRy, TC R() a dc lece 19/(. V prípadě kJ',itkÝ 'h N-se ,­
lll cn tů nebo nevhodnč navržených prill1e rú lil II že ale 
k nespecifickému nasedúní primcrů na D A "zdravých" 
I y lllľll 'yl u dujít v kl erémkoli syst ' IllU. Ahy !\c v co nej­
včt ší m íře l.<I brúlli lu 111(l /HOSli Vlnik u fal ešlI(I fJ ll7. iti vn ího 
výsledku , pouJ.ívá se ja ko negativn í konlrola DNA 
I. "bu/Ty coa tu' sll1íc han ú ou Cll lIej č t ší ho pllČtu I.dra­
vých dárcll (lIIini l1\éÍlní doporučcll Ý počc t je 5, včtšina 
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laboraloř í v če ln l: naší používá 10) , a 10 podle doplllUčc ­

ní ncj ménč v šcsli rcplikútech . Tím přibývají k výše uve­
dcn '111 pravidlLlIll pro inlcl ' pťel<l c i další . 
Rozmczí kvantiťikovatelnosti ledy lI1u sí sp lř10vat všecll­
ny předeš lé pOUlllíllky a I,ÚIllVcll: 

• jeho prů mčrná hodnota Cl musí hýl ncj Ill é n č o 3 
cykly nižš í IIcl. nej nižší Ct hodnota p07.adí , 
SCIl/. iti vitou pak n<l/.ývámc tako vll u hlldllotU ř 'dč ní, 

kterú s plňujc všechny přcdc š l é podmínky a I.éÍroveřl: 
• nejnlčně jedna hodnota Ct je o nejméně jeden cy kl us 

ni žší ncž ncj ni i.š i Ct hou ll ota po/.auí 

Analýza MNN v daném vzorku 

Kritéri,1 PľlJ inlerpľelaci výslcdkil se li š í v l.ávislllSll 11,1 
protokolu, spolcllI:1 zústúvají talO zú kladní pravidla : 
Iludnot ll MR N ve vwrku 1/. l:' vyjúdřit llll lllericky )llllIlO ­
ci standardní kři v ky s kUľckcí puulc kllntl'lllníh ll gCIIU, 
jestl ižc: 

• pru llI č rllú I 11Ounota replik:lllt :$ Ilejvyšš í Ct IUl.mL'/.í 
kV<lnlilikovatclnos ti a t; Cl rep likútu v/.orku Je :$ 1,5. 

Pokud je prúl11črllú Cl hodnota replik útLI 2< nejvyšší Ct 
ľozl11eZÍ kvanl i II kovate lnmti, hodnot í se v/.ll rek pOll/.e 
j ako "pozilivní". 
Vw rek je dúle poklád{1n za poziliv ní , pokud : 

• Ct hodnota llejl1lénč jednoho z rcpliká tll jc v ľOl lll l'l. í 

4 cyklú od senzilivity systému a 
• Ct hodnota ncjménč jednoho I. Icpl ikút ll jL' () ~ 1,0 

nižš í 11 ('/. l1 e jni l.š í Cl puzadí. 
Toto pos ledn í pr,lvid lo pati'í v/,h ledelll k III()Ž.Il()sl i v/.ll i­
ku falt:šnč pOl..iti vil y k nej s pol'l1čj š ílll a ncjdi s kulllval1čj­

Šílll , prolo by lo na sc l1lhcc ESG-MN/J- /ILL v roce ::!004 
t! {de ľ()/. ŠířCI1() , ohled CIlI 11 ;1 ll), proj;ll; é kllll ické ;lplil;;I­
ce hude výsledek pouJ il. 

Při použití pm apl ikace, kde jL' ti'ell<l se vy hnout fa lc ~ ­

né Ilegati vitč , například 7. dCI\odli red UKce l éčhy MRN 
Ilcga tivních pac ientu, je v/.OIck pokl:ld:1I1 /.a Pll l.. ili vní, 
pokuu: 

• C l hodll ll ta Ilcjll1 én č jedlloho /. replik :ltů je o '" I ,(J 

ni ž~ í než Ilej nil.š i Cl po / adí. 
• Při pou 7. ití pro apl ikace, kde je lřeba se vy hnout 

fa l'š nC' pll7. iti v iI Č, n apří klad I . duv()du nasa/L' llí DI .l 
po IISC'L jc v/.mek pokl;'ldúll I.a pU /.il iv llÍ , pok ud: 

• Ct hodlloUI ncjménč jednoho I. repl ikúlúje I) '" ]J) 

ni ž .~ í n6 ncjllil.ší CL pmatlí . 

Diskuse 

Detekce MRN II akutních le uke illií Ul. v tuto cllVíli 
I)rokawje svou klinickou hodnotu , I_Cjlllé ll <l v léčeb ll ýc h 

protokolech pm terapii détských AI, IJ j soll klit Cľia M/{N 
pou žita jako s t rati rik ační (lIapl'. ALL-BFM 2000 
a AIF.OP LLA 20(0) Ilcbo jako přímo ľll /. hodující pro 
léčebnou strategii (protokol ALL- RE/. BI 'M 2()m "Ill 
lé čh u rc laps u dčt ské AU .l I) ítláitoll lIlollll hr~ lil' , LIII(\­
ve ní MRN také regul aci plllra ll s plantační pečc , 

Rozhodllutí o význalllném /.ús'lhu uo dalšího p ruhčllll, 

.iilkýmjc Ilapříklad indikacc HSCT v I " čbč relapsll dC:tské 
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Ohl'. J, 1\' ll p l iliL ,~~ k hlll;illlč s l,..ul id c pks l'''' hy TC I~ (~ "p:lc ic ll l" s 1\ 1.1 .. Sell /,ili"i ,,, i rCl /lllo i k" "" l ili k"""'c ll1",l i 'y" 011(U ie: lIJ " ~'kh ' I '\, I" h 
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" poČlu b la.s lu v J i,lg ll "/C·. V/.Cl re' (~. 2 hy by l ll/.l1 " l"C llj"kCl .. po!.ili v l1 i" . pokucl b y b y l pO II J.il při ro /.hOUllV'; "í o I " ruell; do li /,; ,,,, é " lIl' i" y IIl" p i, 

~ I " J v proICl,,, I,, i\ LL BI~M _()( )( )). Na I.;,kl:tdi' je lHl v);,kclku by sc ale Il c ll,čl" le rapell l icky l.as;1I1I1 0 u1. pok ud by Sl' n>l llCll lo v, t! o Ila pi II "p li k"l' i 

1l 1.1 po Ir" " spl ' "l1,,c i: IlCi"i i , í (" , IH 1/~l CIi (/ CIeI1 ': kj'ivk y ) Ilc lli Cl " ;ce Ilc i . .1 cyk ll' ' )\\ ; I1 ci I1cj lli i, í C I ,mrkli) 

ALL. vy/.auu jt: spole hli vou Illetodiku mčk ni hlad ill 
MRN a I.e. jllléna sprúvno ll interpr 'tac i tčch lo výs lcdk l1. 
Prú vč v pusledné 7. lllinč n é n l protokolu je rozhod ujíc í 
úrovní MR hlanovcnou :.J rhilrúi. nč na 1. ; 'l k ladč rClro­
spcktivni an :dÝ/.y ro/.s;dlléhll souhoru paCi en lu) (5) hla ­
dina 10-' . cor ' ti cky tak pacient s typem re lapsu S2 

;1 s hl ;ldi llou íVlRN v da ném časo vé m hodu proluko lu 
m Vll ou I, I x I (J . I podstoupí IISCT. J.alílllco 1);H.: ie lll s 111,,­
dinou ro VIl O U lJ ,<) x IO .j hude p (l k r; I Č O \ ' ;I1 pUlI Je \. l"h l' 1110-
ler"p ii . Přes 11;'1 kva nlillk au: je ledy na prostou ' lll lll OSlí . 

V pfí p adč prolu kolll A 1.1.-13 1 'M 2()()() ;1 A Il ~() i' LLA 
}()OO, kde (1 p řcř;l/(.' ní 7 ní 7.ko ri / il\ ové do s l řnlnč ri J.il\I \-
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vé včtve rfOtul-;ulu Jl1uí,e rll/.!imlll()llt j,lkúkuli l!ctel-;ova­

n,'1 poz ilivita, jc ti'cilaji zase pl'es nč oddělit od f,lI eš llé 

pOfitivity pm'ldí 

Přc S llČ a detailní pul-;yny, přijaté skup inou ES ,­
MRIJ-i\ LL, ple s nč definují jal-; scnzitivitu, tal-; Sllccifi · 

tu danéhu sy s tčill u 1<C) -I'C1< . N Clllli/.e se tedy st,it, l l' 

se hladina M R N určí podl e tcchnicky nc dokonalé ho, 

špa tllč optilll al il.(}va nčllO systc; Il1 U - pra v idla pro sl-;Ion 

a chybu stand ardní křivl-;y to vy lu čuj í. Použilí hcxapli­

kálU negati v ní k(}nt ro l y, kterou je v/.dy pol y kionúlní 

D N A /, nOr! l\úlllích ly IJl ľ(}cy tLI a nikoli pOUI. l: voda, 

Dlse oddč l í ľal eš ll č pO/,iti vní výskdky v rCl.iduúlních 

vzorcích. Protu!c p(}u hý Illechanisti c ký pohl ed na tato 

kr i t č lia nelJl usí v7.d vyh() vo va t realitč, h yla kl'it éria 

upravena pro situace, kcly je tkha se vyhnout lalešné 

nCl!ati v ité neho rak~nc pO/iti v itč (vil výše ). 

Opa lf'll Č a "on l'Íwč je t řcba při s tupovat i I-; hmlnoce­

lIí dyn amiky M R N . .J e tře ha mít na lJ:llllČt i technické 

limity m etudy peR: Je- Ii rO /.díl ' t llI efi duplil-; úty 

vzo!' l-;u paci c nta ~ 1.0, výs l ' dnú h(}d nola k llncclraee 

tl' lIlpl :ltLl ve v',wrk ll bude kulí sat o 100 % a více. 

I [Odll llt it tedy dynal'n i ku M R N mC /.i d vč ma v/.orky 

v 11l11ltO I'O/ n 1<.'/í hladi li MRN je za v (ld ~j Í cí. 

OhtÍ /, ll č. ji udillO vatel nýll1, ale dulc;itýlll PI'V]"CIl1 

hodnocen í hladin MRN, je kO lll un ikacc I11l'li pracov ní­

k y Llhura tol'c a Ička ř· j/kl in j ky. V iddlníll1 p ř'íp adč hy 

vy šClk ní aj , d o l/t /.e ." t ;1I10vl'ní hladi ny MR ve vzorku 

nl i: lo probíll,lt hC/. In,t1w; li S()U l 'I.\II L' IHl k l i ni d ,éll () 

,tav u pať i cll t; l. T ()t o pr<lvidlo není čas to mo/.llo dod l'­

že t, plO lo í.' se 11<1 lah()r<lt()lJlí práci lékaÍ'Í jlÍ'ÍIIIO p()dí ­

Icjí. To jl' 11aop:l" výhoduu při interpretac i v )'s lcdkú 

slcdovúní. Int l 'll l.iv ll í 1-;()lltakt lahorato ř k linil-;;l a p řc ;., ­

lIé II()ehopcl lí tcrlllíllLI, I-;lué se o hlevují 11:1 pí' l' llll1 Č 

vydúvanýeh pmtoko lee l1 o v y šc tření , j ,ou ne 7. hytné. 

.len lak jl' 11101.110 spol e hl ivě interpretoval n np i". rakt. 7.e 
za urči t 'c h okoIIHl ."tÍ nelllusí " poklcs" hladiny MRN 

/. kvallt ifiko v;lt c l nýe !i hodll o t do ohlaSli " poz iti v ita" 

1.1l ;.II11 c ll at . ., ku t c č llou změ nu v dy namice R , ale 

pOU /C horŠ Í te c hllickou kvalilu konkrl:l llíllO RC)-I)CR 

ex pcri I1lenlll . 

Pracovi.~tč. "tué hod lej vyu7ivat tuto mctod iku pro 

I-;I in idy relevantní stan() ven í ltladin MRN (lcdy k indi­

k:tci leéeh ných lúsahú ), hy Ill i: lo lIl ít .Ji stotu. I. C I<I \'C­

uené postupy hczeil ybl1~ fun guj í. Cl.inúrodllí kontro­

la ""alil y ~kll p ill y FSG -J'vlR I -/\1 .1" ktclj vy/.adull' 

ana lý l .LI klonali ty, detaílní rozbor I.adaných ,sekve nCÍ 

p řes t aveb a u rč c n í hl :.ldiny M R N slepýc h v?Orků a pro­

híh:l dva k ľ ;í t rO " l1č od roku }OO I, tut o I.Úruku posk yt u­

JC 

K van ti tati vní detekce klonúl nč ~ pee i ťi e"ýe h p('esta­

v oh IglTCR je tcdy vcl nll vý/.nallln ý a úči nný Ilú sl ro j 

v hodn occn í odpovč di na l éč hu LI pacil'ntú ~ AI ,L. P ři 

dod ržéní všech tcchnic k ých a inle rprctačllí c h pravide l 

illÚ;.C pOllloci paci en tlll1l SlI íí.it jak ri/iko rel,ljlsU , lak 

i ri/.ika SPUJCIIÚ S pic ll:č e llílll ("ove ľ-tre al lllclll " ) JClich 

nem oci . 
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SOUHRNNÉ PRÁCE • PŮVODNÍ PRÁCE • KAZUISTIKY 

Je fúzllÍ gen TEL/AMLl vhodným znakem 
pro sledování reziduální nemoci u dětí s akutní 
lymfoblastickou leukemií? 

Madžo J. I , 2, Mužíková K.l, Froňková E. l , Šrámková L. I , Zemanová L.l, Zuna J.l, 
Starý J.3, Trka J.l"l' 

1 CLIP - Childhood eukaemia Invcs tigation Prague , Klinika děLské hematologie a onkologie, 
2 ÚsLav fyziologie, K 2. LF, P raha, :J Klinika dě tské hematologie a onkol ogie, UK 2. LF a F 
v Motole, Praha , 'i' korespondující auLor 

Souhnl 

Za standa.·uní postup pN sledování minimální rezidulilní ncmoci u dětských akutních Iymfnblasticl(ých 
lcukemií se v současné době považuje kvantitativní d tekce klonálně specifických pi'estaveb imunore­
ceptorových genů (I'eceptol"ů T buněk n imulloglobulinů), Optimalizace detel.ce dvou výše uvedených 
nezávislých přestaveb s citlivostí alespoň jedné maligní buňky mezi deseti tisícem lUn-málních buněk 
se však nezdaří u všech pacientů, Fúzní ge n TELlAML1 ,je nejčastější chl'omozomální aherací u dčlských 
akutních lymfoblastických leukemií a nalézá e u víc než 20 % pacientů, Srovnání hladin I'eziduální 
nemoci paralelně vyšetřených pomocÍ kvantitativní polymel'ázové {'etězové reakce na tmnskl'ip t 
TEUAMLl a na přestavby imunOl'eceptorových genů ve 41 vzorku ukázalo celkově velmi dubl'OU 
korela i s pouhými dvěma výjimkami O'e = 0,847), Kvantitativní detekce tt'unskdplu 'l'EL/AMLl ledy 
může posloužit jako aJternativní cíl pl'O sledování MRN u pacientů s TELlAMLl pozitivní leukemií 
s nedostatkem citlivých standanlllích znaků - pi"estaveb imunol'eceptOl'ových genů , Mezi 52 paci nty 
s vyšeti"cnou hJadinou reziduální nemoci na konci indukce detckovatelné TEUAMLl pozitivní hUllky 
jednoznačně oddělily pacienty se špatnou prognózou (pi'ežití bez l'elupsu = 50 %; 7 relapsÍl zc 14 dčti ), 

od dětí s výbornou šanCÍ na pI'ežití (pi'ežití bez I'elapsu = 92 'Yr; 3 dčti z 38; p = 0,0007). Detelwval 'Iné 
TEIJAML1 pozitivní buňky na ltonci indukce tedy pi'edpovídají s vysokou pI'avděpodobností rclaps, 
i když se vyskytne až 57 měsícu od t1iagnlÍ:1,y. 
Klíčová slova: dětská akutní lymfoblastická leukcmie, TEL/AMLl , J{vantitativní PCR, minimální I'czi­
duální nemoc 

Summary 

Madžo J., Mužíková K., Froňková E., Šrámková L., Zemanová L., Zuna J., Sta­
rý J., Trka J.: 18 TEL/AMLl fusion gene appropl'iate marker fot' minimal residual disease 
monitoring in children with acutc Iymphoblastic leukaemia? 

Currently the quantitative detection of c1onal-spccific rean'angements ofimmUllOl'ecepLol' genes cr-cell 
recelltol's and immunoglobulins) is considered to be the standard appI'oach in minimal residual disease 
(MRD) monitoring in childhood acute Iymphoblastic leukaemia. However, optimisatioll ol' two illde­
pendent reul'rangements with sensitivity of at leust one malignant cell among 10 000 normal ells is noL 
successful in aU patients, TEIJAMLl fusion gene ig the most common eh.romosomal aben'ation in 
childhood acute Iymphoblustic leulmcmia nncl is pl'esent in more than 20% of patient,s. Compal'ÍsCln uf 
,'esidUfJl disease I veis examined simultal1eously by quantitative polynlCI, .. se chaÍll ,'caction on 
TEUAMLl transcl'ipt and 00 immunoreceptol' gene rearnUlgements in 41 samples showed v ry good 
overall cOl'relation with only two exceptions (R2 =O,847), Thus, quantitative deteclion of TELlAMLl 
h'anscl'Ípt cao serve as all alternative target fol' MRD monitoring in patienls with TELlAMLl -positive 
leukaemia and a lack of sensitivc standard ma1'lters - immunoreceptor genc realTangem('nts, Among 
52 patients with residual disease level tested at the end ofinducUon therapy, the pl'escnce ofTEUAMLl , 
positive cells reliably separated patients wUh poor prognosis (t'elapse fl'ee survival = 50%, 7 ,'elapses in 
14 paUents) from chHdl'en with excellent oULcome (relapse fl'ee sUl'Vival == 92r;,., 3 I'elapses in 38 paUcnts, 
p=0,0007). Deteclable TEL/AMLI-positive cells ut tlte end of induction thempy thus pl'cclict ,'cluJ1sC wilh 
a high probability cven though the relapse OCCUI'S 57 months (rom the o1'Ígioul diagnosis. 
Key wOl"ds: childhood acULe Iymphoblastic leukemia, TELlAMLl, quantitative PCR, minimal I'esiduul 
disease 
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Úvod 

Minimá lní reziduá lní nemoc (MRN) je defino ána 
j ako s ubklini ká li roveň leukemie, kdy v prilběhu te­
rapie již maligní blasty nejsou běžnými cytologickými 
metodami deteko a telné a j 'jich zastoupení v kos tní 
dřen i se pohybuje pod 5 Yo . V této s ituaci hovoh me 
o kompletn í hematologické remisi, avšak pacient 
může mít i za tohoto s tavu v těle až 1010 malign ích 
el ementů (1). Právě tylo pj'ežívající nádoro é buňky, 

které l éčbě u nik ly , m ohou později způsobit rela ps 
leukemie. Na v lkých soubor ch paci entů s akutní 
lymfoblastick ou leukem ií (ALL) bylo dokázáno, že 
rychlost "čištění" kos tní di'eně od maligních buněk je 
nezávislým prognostickým ukazatelem (2, 3). Tento 
fakt vedl k tornu, že v I'adě léčebných protokolů (mimo 
jiné i v protok lech největší evropské sk upiny BFM) 
je dnes vyšetření MRN jedním ze základn ích kritérií 
pro stratifika 'i pacientů do )'izikov 'ch sku pin . Kon­
I t éln v protokolech BFM jsou po in iciálním rozděle­

ní do sku pin se standardním, sti'edním a vysokým 
rizikem (podle věku, leukocytózy a pt-ítomnosti chro­
mozomá lních abe rací) pacienti s detekovatelnými 
h ladinami MRN (:?1O-4 , tj . nejméně jedna lcukemická 
buň ka mezi 101 mononukleárními buňkam i kos tní 
d řenč a/nebo peri ferní krve) pi'ei'azová ni podle pi'esně 
stanovených kr it.érií do skupiny s vyšším rizikem re­
lapsu a tedy in tenzi něj š í tera pií. 
Nejčastěj i používaná metodika k l! sledování MRN 

využívá kvantita tivn í detekce lclonál ně -specifických 

pi'estaveb genů pro im unoglobuli ny (lg) a T-buněčn é 

receptory (TCR) na DNA úrovni . Z důvodu možných 
změn pi'estaveb v průběhu tem pie vyžadují I ritéria 
vyšeU'ování pac ientů současné monitorování a lespoň 

dvo u různých pf'esLaveb IgfrCR s citlivo ·tí :?10,4. 
Současné moderní způsoby kvantifi kace MRN jsou 
zal ož ny ll · metodě kvantitativní poly merázové j'et6-
zové reakce v reálném čase (RQ-PCR). 

Alternativním kl onálně -speci fickým cílem pro sle­
dová ní MRN u dětských ALL j sou [úznÍ geny vzn il lé 
z ch rolllozomál ních trans lokací. Nejvýznamnější z to­
hoto poh ledu je zřejmě [úzní gen TEU AML1 
(ETV6IRUNX1) vznikající j k produkt tra nslokace 
t(12;21)(p13;q22), nebo ť se nachází až u čtvrtiny 

všech dětských ALL (4 ). Jeho detekce je založena na 
kvanlili kaci mRNA, ne moniLoruje tedy phmo množ­
s tví leukem i kých buněk , al h ladinu exprese gen u. 
Jej ím základem jsou rovněž PCR techniky, avš k pro 
n utnost pí'episu info rmace z RNA hovo Nmc o kva nti­
lativní reverzně-transkr iptázové PCR v reálném čase 
(RQ-RT-PCR). 

Zatímco výhodo u klasické metody pomocí Ig/TCR 
pi' sta veb je pou žití DNA ( snadnější izol ace nukll!ové 
kyseliny , nezávi slos t na stavu expre e v lcukemic­
kých buňkách ) , nevýhody jsou ve značné pracnosti 
postupu. Jen úvodní screening zahrn uje podle dopo­
ručení skupiny BIOME D-1 celkem 18 PCR systémll 
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pro detekci pi'cstaveb 19 a TCR u ALL z B i'ady a na­
víc každý pacient vyžaduje optimalizaci dvou systémů 
s jedinečnými paci nt-specifický mi primery. Alterna­
tivn í postup je jednodušší v tom , že jednou zavedený 
systém na kvanti fikaci hladiny TE UAMLl je beze 
změny použitelný pro všechny pacienty s touto abera­
cí. Na druhé straně vyžaduje izolaci RNA z pa­
cientského materiálu a jeho výsledky mohou být L 0 -

rcticky více ovlivněny kvalitou vzorku, čas m mezi 
odebráním a zpracováním krve či kostní dí-en - a také 
Lím , jak je exprese TEUAMLl m R A ovl i vněna sou­
časn· probíhající antil ukemickou terapií. 

V n aší s tudii jsme se pokusili srovnat hodnoty MRN 
pacien tů sTEL! AMLl poziti vní leukem ií získané obě ­

m a popsa nými metodami a ověl'iL použitelnos t obou 
metod v klinické praxi. Za tím úče lem jsme museli 
také vyšetřit, jak j e exprese {'úzního gen u TEU AMLl 
ovlivněna časem mezi odběrem a zpracováním vzorku 
a Lak - jaký vliv na ni má probíhající tcrapi . 

Ma teriál a me todika 

Pacienti a vzorky 
Do stud ie bylo za hrnu to dě t,'kých pacientů s i\LL 

pozitivn í n a [úznÍ gen TEUAML1, od kt rých byly 
k dispozici vzo rky kostní d f'eně z diagnózy a z dalšího 
průběhu l é~by . Šest pac ien tů prodě l alo 8 2 re la ps, dva 
jsou stá le v první rem isi onemocněn í. Celkově byl 
vyš etřen 41 vzorek. Vzorky byly zisl á ny s písemným 
souhlasem pacientu č i jej ich zákonných zástu pců . 

Dě ti byly l éčeny podle protokolů ALL-BFM 95 a ALL 
IC-BFM 2002. 

ll. 

Izulace jaderných I mononuhleúrních buněk 
Buúky byly z kostní d j'eně I p riD m í krve izolovány 

pomocí centrifugace na hmoLnostním gradi ntu (F i­
coIl Paque, PHARMACIA, Uppsala, Sweden ) nebo 
osmotickou lýzou. Počet živých buněk pro experimen­
ty byl pOČítán ve s vě t · lném mikroskop u pomocí try­
panové modi'i. 

Extrakce RNA a p Npraua cDN A 

RNA byla extrahována pomocí upravené j dnokro­
kové metody Chomczynskiho & Sacch i (5 ). In tegrita 
a množství izolované RNA byly ověřeny pomocí aga­
rozové lektroforézy. Pro ph pravu komplemen tá rní 
DNA (cDNA) byly použity náhodné h examery a re­
verzn í transkriptáza MMLV (JNV ITROCE , Carls­
bad, CA, USA) a by! zachován postup podle ná od u 
výrobce. 

Al7Iplifilwce TEL! A MLI cDNA (RT-pe R.) 

Klasická dvoukolová PCR detekce t rans krip lu 
TEUAML1 byla prováděn a podle postupu popsaného 
dí'ÍVe (4). Citlivost meLody dosahovala 10-1 až 10-;; 
(jedna TEUAML1 pozi tiv ní buňka mezi 10000 až 



lOO ti síc i osLaLní mi j mle rn ,ý m i hu iíka m i kos en í d i\:­
n(' ), jak bylo ověj'eno pomocí diluční I 'ad .\' , 

Kuan tÚat ivní detekc(' T E L / !l1vlL I ('DN A 
(U ť- Rl'-I'CRJ 

mpli fikační s ys Lt>m TELlAM Ll za hrnuj e exon 5 
t-(e nu TEJ . a ž exoll :3 genu AML I, P l'im e l'y ;l s OllCly 
b ly p l' ipra ve lly v(~ spo lu prá ci s firmou T IB Mo lbio l 

(Berlín , SRN J. lIy hridi začn í sondy by ly ZIlačen é na 
phle hl ' c h k oncích fl uo re sce n čními ba rvami ;J '- f1uo­

r esce inem a 5 '- LC Reci 640, ke kv a n t il a tivn í de t ekci 

by l pou žit p i'ís Lroj pro "renl -Lime" P R Li gh LCy cl er 

mOCI-JE DIAGNOSTTC S G mbJJ , Mannhci m , SRN ) 
Exprcse TF:UAMLl byl a normalizována vuči expresi 

kon lro lního genu pro beL'1 -2 -ll1i krog lobu.lin (132IVlJ 

z důvodu ods t l'u n é llÍ variací konce nlrace jed notlivých 
vzork ú, O ba am pli llka ~ní systé my již byly popsá ny 
v p i'erlcl ozích s l udi ích ( 6 ) , V?;cchny vzorky lly ly ana­
lyzovány v clupli kúLcch, 

l';xf m//Cf'! /)Ni\ 

])NA by lu e xl ra hována po m ocí QIArt mp D" A Blood 
Mini ki l u (QIAGEN, H il den, S RN ) a .iejí mno žstv í 

a č i slota ov č í' 'ny na s pekLl'ofolom eL ru , 

U!!l e!<cc 'MI TeR pi'cstavcb 

Detekce p i' ' s L ~.lV cb IgrrCl{ hy la provc dena po mocí 
P<: l{ , j a k hy l() pupt; t't no oh c (7 ), Ke 'c('( '(~ n in g u pi'e ­

t; Luveu 19 a T C R ge nu v d iagnos tickém mate ri á l u bylo 

vy užiLo 18 r uzn,ých peR syslé mLI fl "kon se nsus" p ri­
Ill c ry p ro j cd llOL! i vé rod i ny a pod rod i ny genovýc h scg­
men tu (variulJ l('), fl (divcrse l a,) (joil ll (8, 9l. PC I{ 

l'e<lkc8 Ilylu prov('Jc lla u V,'H'clt sy s t'~ IlI ú s hocln Ý lllll'P ­

loLn ím pl'of1lem : 2 m ill , ph 94 C; :3~ cy klu 4 G s p i'i 

~2 ' C, 45 s pi'i 60 °C a 4G s p h TL "C; a zó. vě l' ecn éÍ 

e. lnng<;l 'e 10 IIl in, ph 72 C , Phtol1lnosl p h's L1Vby S L' 

nús lcc! né o ri cnlnč ll ě deteko va ln pOJnod hm'izo nLá lní 
ge lo vé cl kLro fo ré zy, 

;\I/ (( /:I'ZI/ I!<'lI'mclllp l exú 

V pl'ípadľ~ pozi livi Ly s c re e ni ngu na p l'es lavby JHG 
byla urČl 'na nl onokln nu li la!b iklo n a li bJ (res p, o1i go kl o­

na li la J tuhoLo s igná lu pomocí a n a lýzy hde rodup lexú 
v po]ya kry la mi dovt'!11 g "lu, 

P l'Odu.k L p eR byl Il cjwve den aturová n ph 05 ' C/ 
/ r;:, m in,;1 pak rychl (~ zch h/.f'JI na f.<' plot.u 4 'C/60 min" 
(' ílllž lly lu 1l ll10 7,Il l ' IILl zpt'Ln;'l noJwturacc u ľorllJace 

hum oo rcs p 'kLi vl' hc te rudll p l 'x u , D eLekce hOl11o- <l he­
temc!up!exů byla prováděn a v R (Ir n edc natLl l'lljícím 
polyakry lnm ic!ovcm ge lu ph 4 C a kons tantním na­
p :> U 10 m A hě h e m 2·1 hodin , C e l hy l po e lc,kt ro fu réze 

obnrvt'll ethid illrn-bromicl J11 a vi zuali zová ll pomocí 
dok ullle ntačn í ho systé mu GEL DOC (BIO-!{AD, Her­
cull' ';, CA , US A I, 

Allnl,)i;:n selI/Wild 

Po hete rod u pl cx ní [lnal);ze by l s le rilně vyi'ízl1uty 

I)oz iti vní prou žky odpo vídající m o nok lonáln ím [l Í'e-

~ tél\'b ;i ll1, D NA byl a CIUO V:III;1 ř, gelu ,1 (~ llI;'IL hy l n;'l­

s lccl n (· I'P;llll p lifiko" ;Íll. Produkt. hyl s('parovú n v n),:',)­

ni7.0v6 I' l e ktl'Oťol'ézc ;1 PI't'C'j i';Ll' n pomocÍ QIAquick 
pel{ Puriflca Lion kilu (QIAG EN . Hilc!pJl , SRNJ, 

DNA by la s -·kve llovó na pomocí Iw p il ú l'l1í clcklrotú­
rezy ABI PIUS 1® ::n0 Ce nclic Analy zC'l' u\PPLlF:D 
1l 10 SYSTEMS, Fos lt:r C ily , C/\ , LI SAl. í'.íslwJIl- sek­
ve IKl-' by ly ana lyzovú ny pomocí sll lhva l'll CHROMAS 

1.5 (T J" CHN E LYSIl rvI. Quel'II ~ l an cL Aus lmli aJ . 
I.'-:CT R NTl 8 Suile (INF'ORM AX, Bdhesda , M J), 

USA) a softwaru DLAST (N r- B l, De LlH's ua , MU. 
S J, 

IRG RC-ť -PCR 

K viln Li l;lt.i vní cl cL(~kce k lon;í I Jl(" s lwc ili c kr" pl' (~S L;lV ­

by byln provedena po moCÍ s pecil1 'k<5ho PCR syste mu, 
F orward primcl' pro kn žd ,Ý systém L,vl vyLv o!'e n .i ~lko 

cdelo-spec ifl ck,Ý oligol1uk leolicl (ASOJ. podle sck vence 
19 ne bo '1'< ~ l { pi'cs lavhy , JW s peGillckt;1ll ús(' ku pi'( ' c ho­
du ge nov.\;ch sl'g'rnl ~ nl.ú : n.f, vn nebo V,) - v 7"ív is ­
los Li na pou7, il.l; 1l1 SY SU;Ill11, Prirnc J' I)yl lIa v rhJlul Llk , 

a hy ho bylo možno použí l v R~-PC I~ s hydrolyzační 

SO llclou n r 've r zním primel'e nl llrnístlll'n Ýllli v kon ­
,' enS Ll S oula ;:; ti. C ílem hylo nal ézlu každc;110 pacienL;1 

v oplil1l ú]ním p l'ípml ě d V<l cíll' Pl'() s ICUO V; lllí M l{ 

Každý sy stém by l opLimal izov <:í n samost.a.t n ě l a k . a hy 
dosáhl de te kční citlivosl ~t! eSp ()(l 10'1 , K V: lllLiLll ivn l 
d eL ~kce k lonú 111 ::. s pecifi ck'ých p j'('sLa Vdl l it( ~ hy ly pro­

vedeny s použitím pl'ís Lro.J e pro "re .t! -l inlC" pcn Bl 
Pl:W:3M 7700 (APPLlED B rOSYSTEl\ lS. Fos lf'J' C ity , 
CA, S AJ nebo iCyck l' iQ l'M mIO- lU\I ) . Ill~r l' ul(' s . CA, 
USA) v Lriplikc'lCec h, 

SI (f nOL'en i expl'ese T/~'L / AAl fo I jJf) cyl usill I / 1'/,0(; Il;(' !Jr' 

T E IJAM L l poz itiv ní H.EH \' U l1 l'č nj lill il' hv l;l\l dti ­
vovúna v ]{osw c ll Pa rk MCJllor ial ll lsL il.ul l· (1{I' lVlIJ 
nlPUill ](340 s 10 (Ir fd;1l ního Iwv ě,,; iho s (;r: 1 ;1 ~IllM 

L-g lut3 llli nem, B uú ky byly ošetf'e ny cyLos ta l.ike m L­

As pa ragimízD (Kidrolas(' ; m -rONJ';'PO II L1';NC' . Bl' ]­

Ion , FnJIlcic) v log;ll' it m icky Jl a i'('l1(' Jl,Ýc I I kOIlC('Jlll';t­

cích : 0 ,4 flrn l, 4,0 U/m l, 4U,O U/ml , : 1 '100 .0 U/ ml 
N ;ís l (-~d n L' po 24 :1 Ll fl hodinúch kllILi v; ll' (' hy ly bUJ-lky 

s kli 7.e ny Cl I)yl a z n ic h e xlrn llo vú ll;1 cl'II«Jv<Í I{N A 

Cl kvanLilikova nú normali 7..0van~i px p)'c~e 'J'I<: L1t\.M L l 

rúzního genu, Experim e nty hyly pJ'()V(~dl~lly v triplik~í­
[ech, 

Výsledky 

Slo !Ji!ito tml/shnIJ/U TEL / i\M I, I (i (1/.';(' 

S imu lov<1 lij smc Lrót l1!:iporl vzo rku TI': IJAMLI !l07, i­
livllí ALL, Pi'i j!Okoj()\ l; (.cpl()Ll·j~llll' ()(IcI>l)'; l li /,(' \'!.(II­

ku '] 'EI.Jl\ JVlL l pO /, iLi vnÍ kosLní c!i'Cll l' iJ( ·lll.i 'I"Ý :t1ik­
vot (J O I11 ili o nCt bun ěk) a zpracovali h o s Llnd:\nlnílll 

zpú 'ohem, Pomocí RQ -RT -PC R.isme hodnoti li celkové 

mno7,s Lv í m HNA. vc vzo rku (pomoc í kV ;1 11Lilik:1C(' v ni('-



j'ního standa rdu tzv. h ousekeeping genu, v našem 
phpadě gen u pro B2M), množství tran. kriptu 
TEUAML1 a změnu jej ich vzájemného poměru 

(TEUAMLI N). Prokázali jsme, že v průběhu prvních 
24 hodin po odběru kolísá expr se TEUAMLl i B2M 
v rámci j dnoho ,'ádu , po 30 hodinách dochází v obou 
hodnotách k výrazněj šímu poklesu. NOl'malizovall ' 
TEUAML1N je však sLabilní v čase po dobu nejméně 
78 hodin od odběru vzorku do jeho zpracování. 

S tabilita exprese TEL / AMLl po léčbě cytostatiky 
Abychom ověhli , zda hemolerapie ovlivi\uj e expre­

si hybr idního genu TEUAMLl , sim ulovali jsme in 
vitro l éčbu maligních b uněk nesoucích gen 
TEU AMLl pomocí cytostatika L-asparaginázy, která 
je důležitou komponen tou proti leukemické léčby. 

Do buněčné kultury TE L/AML1 pozi t ivní leukemické 
linie REH jsme phdávali L-as puraginázu v ros oucí 
koncen tl'ac i (0,4 - 400 U/ml) a měřili nOl'malizovanou 
expresi 'rEL/AMLl (TELlAMLlN). Zjis lili jsme, že 
u buněk , k teré l éčbu cytostatikem přežily , se 
TEUAML1 N nezměnila (obr. 1). Tento výsledek po­
tvrzuje , že kvantitativní de t.ekce Lranskriptu 
TEU AML1 v průběh 1 terapie skutečně m onitoruje 
počet reziduálních buněk . 

ľ 
z 

I 
~ 0 01 24 hod;n 

§ .48 hodm 
WU.O l 

i 
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K 0.4 40 400 

Obr, 1. Nor malizov aná exp re~e hybridního genu TEU AML l 
se s ign ifI kantně nemění ani po rel a ti vně vysokých dávkách 
L-asparagi m\zy v porovnání s konl rolou. 

Detelwvatelné TELIAMLl pozitivní buňky na honci 
indukční léčby předpovídají relaps leukemie 
Měli jsme k dispozici celk m 52 vzorky dětí 

s 1'ELlAML1 pozitivní ALL léčených podle protokolu 
ALL-BFM 9 , odebraných na konci indukčn í části 

léčby (den +33). Mezi 52 pacienty ~ vyšeU'enou hladi ­
nou reziduální nemoci I a konci indukce detekovatel­
né TELlAMLl pozitivní buňky jednoznačně oddělily 

pacienty se špa tnou prognózou (přežití bez rela psu = 

50 %; 7 re lapsů ze 14 dětí) od dělí s výbornou šan í na 
přežití (pi'ežití bez relapsu = 92 %; 3 děti z 38; p = 
0,0007) (obr. 2). Med ián sledování souboru je 62 mě­

síců , relapsy se objevily 12-58 měsícú od diagnózy 
nemoci. Kvantitativní a na lýza hlad in MRN nepi'ine­
sla signifIkantní výsledek, relapsy byly distribuovány 

prakticky rovnoměrně ve skupi ně s vyšší hladinou 
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Obr, 2, Ana lýza 52 pacienLl'i s TElJA1VI Ll pozitivní ALL UklOl ' 
zuje prognos tický význa m de tekova te lné MRN !1 11 konci i nd ukč­
ní l éčby. Přež ití bez relapsu m isease Free urviva l - DFS) je 
vysoce s ignifikantn hor í ve Rkupině 14 pacientů detekova­
telnou MRN: 7 z nich ji ž proděl alo rel a ps. 

MRN (10-2 _10~4 ; 4 rela psy ze 7 pacientů) a nižší hla ­
dinou MRN «10.4; 3 relapsy ze 7 dětí). Ani in terval 
mezi diagnózou nemoci a rel a psem se Ll těchto skupin 
signifikantně neliš il (32-43 měsíce versus 12- 57 mě­

síců ; 29-58 měsícú pro děti bez detekovatelné MRN). 

S rovnání hladin MRN podle RQ-PCR a RQ-RT-PCR 
Porovnali jsme výsledky analýzy MR podle dvou 

metod tI celkem 41 vzorku od 8 pacientu s TELlAMLl 
pozitivní ALL. Vzork pocházely od pacientll sledova­
ných pro r la ps ALL (n = 6) a od pac i en tů stan­
dardního rizika léčených p dle nového protokolu 
ALL-IC 2002 (n = 2). Všechny vzorky byly vyšetf'eny 
v každém z porovľl .. -í va ných bodů indi vi duá l ně urče­

nou a optimalizovanou IRG RQ-PCR s citlivostí ales­
poř} 1: 10-4

. Pět pacientů mělo d a cíle, t i'i pacl"m t i byli 
vyšeti'eni pomocí jednoho cíle, Použili j sme 8x pi'esLav­
bu 19-kappa, l x ph~s tavbu 19H. 2x TCRdelta a 2x 
TCRgam ma . Současně jsm všechny vzorky analyzo­
vali pomocíjednotné metodiky pro RQ-RT-PCR detek­
ci Lra nskrip tu T < UAJ\tI Ll. 
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Obl', 3, G ra f ukazuje velmi dobrou korelaci dvou nez áv is lých 
met.od pro zji šťování MRN na cel kem 41 vzorku m2=O,847J. Dva 
označené body ukazuj í odh ry, ve k terých IRG RQ-PCR deteku­
je významné vygší hludiny MRN než T EUAMLl RQ, RT-PCR. 



V 17 pf'ípadec h o bě m eLody pr okázal y nl'gati vní 

v.ýslcdek , LJ . l1 cdctekova t,C' 11101l hl<1dinu MI{N. 22 vzo r ­

k ú bylo pozi li vních o běm a metodami a korelova ly 

v rO /.I1ll-'z Í m cn šílll npž j eden híd. v <' d vo u pt-íp:Hkch 

n.q -ll'ľ-PC1{ pod hodn ot i la hbdinu M ]{! 1IIÚ~ Il()1I pod­

le ph:,s Laveb lRG o v íce n ež j edell l 'úd (ohl', :3). Celkm',í 

k orelac , obou 1 l1 ě i'en1 byl<1 vel mi dob rá (R:O: = O,H47 1. 

Diskuse 

K vantitati v ní m Lodika slcdov<Í n í MRN u dC,tsk ,\'ch 

ALL pomocí H.Q-PC R %a n I 6 h~n t;! n Ll pl'csLa vhy J R(; je 

ve lmi ::; pol ehlivjm , !11 e %i t1 á r()d n(~ standarcli 7,ovan.ý !l1 

pos Lupem , B oh užel se j edná o nw locl u mimo i"éídně 

pr acnou, časov ě n á roč nou rl drahou , ,Je Lo dáno ze.i rll é­
na lim , že přes Lo že jl' díky dl'sig'llll C'yC'Ll; lllú ri te 
I{Q-PC R llwžnl' pouzlvHL POll /, l! olll e/,c ll y poč l'L 1111o­

rescenčně znač I ' II ý c h sond pro VŠl'cl IIIY p;\ c icnt y , p\'() 

k aždéh o z ni ch j e Li"dJa n avrhnouL a opLinw li /.ov ~I L 

indi vid uál n í prim c r .Y n;\ zúkl:l c! (' sck vence j l-'d \l () L.I i­

vých pf-esLa ve! , N a v i se n e V7.d 'y podai'í II n lézt do:-;L,1-

Lcčnč citl i vý cí l , a ť lLŽ pro nedosLale1, klon r't ln e spcc i ­

lick .Ych pl' 'sLavldl n ebu pro nCl1w l.llosL na v rhnou L, 

phpaJně uptim :t lizovaL clos taleč nL~ specifi ckuu Cl ph­

I.om ,em:i t.i vní H.q-PCR ( !l Upl" , p)'(J ncdosLaLck v10;.('­

l1.ých nukl eoli rlll LL p i'esLa v ,h TC!{g,\I\1m;1I, Pou ž iLi 

kva lll iLn l i vll1 ddekce m nož:-; t vÍ tral\ skl'ipl u č[l s Lo Sl' 

v sk.Y l LL.i lcl hu h'ybri dního ge nu (jaký n\ j e LI d \ L.'ikjch 

ALL ge n TEUAMLJ) se proto j eví p ro SVOll r elaLivní 

j l'dnud ul:hos t I sLejn.ý sy sté ll\ pro všechl1 'y TEL! lLI 

pozj Li v II í pac ien Ly) j : I k o zaj ím tl v,í :\ I Lprn a Li v rL 

Rozšit'ení tohuLu s'ysL ;m \\ do klinicl\ 6ho pou žit í dll ' 

sud hr;ínl oba va , 7.du Jl ' c:kLlLel~ ll é hladin ,\ f' Xpl'l!SI' 

m RNA sl10dllj II v.';cc h p<l ci l 'nLli :\ I. tl;\ :':(' nC!II l 'n I 

v pri'l b ě h ll l erapie !.lO l. Aby L.Yto poLe l1 ci rílní Il úmiLk 'y 

muhly IJ,ýL v.Y VdCI'''Y, h'ylo Ul' iJ ;\ f)l'UVli:-;L !l l 'k ol i k ill 

vitnJ eXpel'ill1l'IlLLI a pl'C'devšÍm pÍ'l l1l l', pOI'O Vll, '1l1Í ()bou 

vJíše ~,ll1ín(:lIýc h melod, Dúlež ilÝlll PI'edpokl ucl c ll\ 
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nického h ledisk a nesprávné přeceňovat dynamiku 
MRN v úzkém d Lekčním rozpětí. 
Celkově naše výsledky doka zují, že v případě nedo­

statku (dr uhého) dostatečně citlivého markeru na 
úrovni DNA j mož-no pro sledová ní MR použít. kvan­
titativní detekci tra nskr iptu TEU AMLl. Je však U'c­
ba pHsnč dodržovat veškerá technická opatření, počí­

naje co nejkratší dobou od odběru po zpracování 
vzorku až po užívaní adekvátního kontrolního genu 
a mul tiplikátů v k a ntitativní PCR. 

---- ----
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Abstract 

TEUAML l fusíon gene is present in 20-25% ofchildhood acute Iymphoblastic leukacmias. In order to unravel at which stage of B-cell 
prccursor devclopmenl the fusion i originated, we analysed freq uency and patlem of immunoreceptor (immunoglobul in and T-cell receptor) 
gene rearrangemcnts in 47 TELlAMLl -positive and 43 TELlAMLl-negative cases of the same D IO+ immunophenotype. Morcover, we 
compared corresponding immunorcceptor gene rearrangemenls in II cases ofTEU AML l-positive leukaemia at diagnosis and relapse. More 
mature immunogenotype ofTEUAM Ll -positive cases and changes in 37% of reurrungements between diagnosis and relapse suggest Lhal in 
most ca ses lhe TEUAMLl fusion i5 formed during immunoreceptor gene rearrangement process. 
«:> 2004 Elsevier Ltd. Al! rights rescrved. 

Keywords: Acutc lymphoblastic leukaemia; TEUAMLI ; lmmunoglobulin; T-cell recep tor; Rearrange ment ; Relapse 

1. Introduction 

Leukaemias with TEL/AMU (ETV6/RUNX I) fusion 
gene (resulting from 1( 12; 21) translocation) fonn the most 
common genetically defined subgroup of chil dhood acute 
lymphoblastic leukaemia (A LL) with 20-25% of all cases 
[I ]. This subgroup is relatively homogeneous and a signifi­
cant part of its characteristics regarding bio logical and c1ini­
cal features, behaviour, prognosis and also aetiology has been 
revealed. However, a number of quest ions stili remain unan­
swered. One of these questions concems the timing of ini­
tiating event of the leukaemic process. It is believed that 
the fusion of TEL and AMU genes is the fi rst or ini tiat­
ing hit in these leukaemias. It has been shown that this hit 

• orrespond ing allthor. Te l. . +420 22443 6580; fax : +420224436521. 
E-mail address:jan.zuna@lfino tol.cuni.cz (J . Zuna). 

0145-2126/$ -set! front mauer O 2004 Elsevier Ltd. AI! rights r~served. 
doi: I 0. 1 O 16/j.leukres.2004. ll.007 

occurs already duri ng prenatal deve lopment in most cases 
[2-4] and recent data suggest that it does not necessarily lead 
to overt leukaem ia [5]. However, it is stili nol c1ear at which 
stage ofB-cell precursor (BCP) development Ih is fusi on lakes 
place. 

ln our study we compare the number and pattem of 
immunoglobul in (lg) and T-cell receptor (TCR) gene rear­
rangements at initial diagnosis in the groups ofTEL! AML 1-
positive and -negal ive patients diagnosed with ALL or the 
same CD I 0+ immunophenotype and, moreover, we com­
pare IgrrCR rearrangements at diagnosis and relapse of the 
TEL!AMLI -positive leukaemia. In discussion, we otři r sce­
narios that are compatible with our own data as well as 
the other data published so far-particularly. we analyse 
hypotheses conceming the question in the background of 
IglTCR rearrangements and TEL/AMLI fusion relationship: 
which comes firs t? 
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2. Materials and methods 

2. 1. Immunoreceplor gene rearrangements analysis 

We examined pattem of IgrrCR gene rearrangements in 
bone marrow samples of ALL patients using the set o f 18 re­
aetions covering the vast majori ty (>90%) of lg-heavy ehain 
(lgH), Ig-kappa (lg K), TCR-delta (TCR8) and TCR-gamma 
(TCRy) rearrangements in B- e ll precursor ALL (lgH : 
VI-ul7- JHcons, VH2-JHcons, VH3- JHcons, VH4-JHeons, 
VH5- JHeons; IgK: VKl- Kde, VKn-Kde, VKIIl-Kde, 
VKrV-Kde, intron RSS- Kde; TCR8: V82- D83, 082- 083; 
TCRy: V yl-JyI. I/2.1, VyI- J-y1.312.3 , V)' I1- Jy I.I /2.J , 
V)' II-Jy 1.3/2.3, V-yIV-J')' 1. 1 12. 1, V)' IV- l y 1.3/2.3) . Se­
quences ofprimers and PCR conditions were specified else­
where [6,7]. To reliably distinguish clonal PCR produets from 
polyclonal we performed heteroduplex analysis offr gments 
using polyaerylamide gel. Clonal PCR products were excised 
and purified using QIAquick gel extraction kits (QI AGEN, 
Valencia, CA). Purified PCR fragments were sequenced di­
rect ly on ABI PRlSM® 310 capillary sequencer using Big 
Oye TerrnínatorChemistry (Appl ied Biosystems , Foster City, 
CA) . Variable ( V) , diversity (D ) and joini ng (J) regions of 
immunoreceptor genes were ident ified by comparison with 
sequences in GeneBank usi ng the ImMunoGeneTícs (IMG ) 
Oatabase (http ://imgt. cines .fr, TMGT, European Bioinfor­
matics Institute, Montep llier, France) and the IGBlast search 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblastl, Nationa l Center for 
Biotechnology Inforrnation, Bethesda, MO). 

2.2. Pati nt.\' 

AI! patients included in this study were treated in one of 
the Czech Paediatric Haemalology Working Group (CPH) 
centres aceording 10 Berlin- Frankfurt-Munster (BFM) ALL 
protocols. Inforrned consent was obtained from patients or 
their guardians. We compar d the number and pattem of 
IgffCRrearrangements at initial diagnosis in the groups of 4 7 
TELlAMLI-positive and 43 TEL!AML l -negative patients 
diagnosed with ALL of the same CDI O+ immunophenotype 
(TEL!AML I-positive: common ALL n= 30, prae-B ALL 
n = 17; TELlAMLI -negative: common ALL n = 27, prae-B 
ALL n = 16) and of the same age at presentation. Mo re­
over, we exarnined Ig/TCR rearrangements in correspond­
ing diagnostic and relapse sampl s o f I I patients diagnosed 
wilh relapsed TEL! AML l-positive ALL. The TEL! AML I 
status was determined using reverse transcriptase (RT)-PCR 
melhod as described elsewhere [ I J. 

2.3. Cell cycle ana/ysis 

CycleTESTt PLUS DNA Reagent Kit (Beeton Dickinson 
Immunocytometry Systems, CA, USA) was used for analy­
sis of nuclear DNA from cell suspensi on according to the 
manufacturer's inslruclions. The distri bution of cell cycle 
phases was analysed with CELLQuest (Becton Dickinson) 

and ModFit (Verity House, Topsham, ME, USA) soft ware 
applications. 

2.4. Statistical analysis 

Fisher's exact te t and Mann-Whitney test were used for 
statistica! anal ysis. 

3. Results 

3.1. Ig/TCR rearrangements in TEL/A MLI + and 
TELlAMLl- ALL 

The resul ts of this analysis are summarised in Table J. 
The number of patients with at least one detectable clona I 
(i.e. only mono- or bi-clonal/allelic) rearrangemenl is com­
parable withi n both selected cohorts (94% versus 95% for 
TEL! AML I-positive and TEL! AML I-negative groups, re­
speetively; p = 1.0). However, we found a significantl y higher 
total number of clonal rearrangements in the TEL!AMLI­
positive patients (p = 0.0006). The most signi ficant difTer­
ence between the two groups was identi fi ed in IgK segment 
(72% vers us 26%; p < 0 .000 I) and also the TCR)' realTange­
ments were signi fi cantl y more frequent in the TEL!AMLI ­
positive group (81 % versus 56% ; p = 0.0 128). The frequency 
af clonal TCR5 and IgH rearrangements did not differ sig­
nificantly in the TEL! AM LI -positive compared to -negative 
patients (53 % versus 56%; p = 0.8349 and 79% versus 65%; 
p = 0.1658, respectively). 

3. 2. Ig/TCR rearrangemen ts at diagnosis and relapse 

Summary of IglTCR rearrangements found in diagnostic 
and corresponding relapse samples of I1 patients with re­
lapsed TEL! AML l-positive ALL is shown in Table 2. ln four 
patients the pattem ofrearrangements was th same at diagn -
sis and r lapse (2 , 3, 4 and 5 rearrangemenls, r spectively) . 
ln fi ve patients we found loss of some markers at relapse, 

Table I 
Number o f patíents wíth clonal (mono- or bi -c1 ona"alle líc) rearrangements 

IgH' IgK' TCRB' T R"ľ lb Overa ll< 

TEUAMLI+ 79% 72% 53% 8 1% 94% 186 
(n = 47) (]7/47) (]4/47) (25/47) (] 8/47) (44/47) (4.0/pt. ) 

TELlAMLI- 65% 26% 56% 56'!., 95% 11 6 
(n =43 ) (28/4]) (11 /4] ) (24/43) (24/43 ) (41 /43) (2.7/pt. ) 

p 0.0006< 

• Number of patients with at least one do na! (mono- or bí -cJ onallallclic) 
rearrangement of particu!ar gene. 

b Number of pati cnts with at !cast one clonal rcarrangement. 
C Tota! number of clona! rearrangeme nts within the group (number of 

rearrangements per patíent). 
d Statistica! s igníficance (P) calculated using Fisher 's exact test. 
e Statistíca! s ígnífi cance (P) ca lculated \Is íng Mann- Whítney test. 
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Table 2 
10001unoreceplor gene rearrange01e nts of II T EUAML I-positive pati ents al 
diagnosi. and relapse 

Paticnl 100ffiunorcceplor gene rearrange01ents 

Oiagnosi. Relapse 

VH4/JH 

VHS/J H VHSIJ H 
Vkl/Kde Vkl/Kde 
Vg[JJgl.3- 2.3 Vg[JJg 1.3-2.3 
VgIUJg 1.3- 2.3 VgII /Jg l .3-2.3 

2 Vk[JKdc Vk l/Kde 
RSSlKde 

Vd2IDd3 Vd2/Dd3 
Vgl/Jg 1.3- 2.3 (I) 

Vgl/Jg 1.3-2.3 (2) 

VlH /JH 
VklV/Kde 
RSS/Kde RSS/Kde 
Vd2/0 d3 
Vgl/lg 1.3- 2.3 (I) VgI/Jg 1.3- 23 ( I) 
VgIIJg l .3- 2.3 (2) Vgl/Jg 1.3- 2.3 (2) 

4 VH3- 33/DH3-10IJH6 
VH3-38/DH3-1 Ol Jl-I6 

VH41JH 
VH5- 5 1/DH3- 1 O/Jl-I6 ( I) 

VH5-51 /DH3- 10/JH6 (2) 
Vkll/Kde VklllKde 
Vd2lDd3 Vd2IDd3 
Vgl/Jg1.3 - 2.3 

Vkl/Kde Vkl/Kde 
RSS/Kdc RSS/Kde 
Vd2lOd3 Vd Od} 

Vgl/Jg l. 2.3 VgIlJgl3-2. 3 
VglIIJg 1.3- 2.3 

6 VH3/1H 
Vklll/Kde 
Vgl/lg 1. 3- 2.3 VgIIJgl.3- 2.3 

7 Vkl/Kde 
Vk.lI lKde Vk lllKde 
Vd2IDd3 
Vgl/Jg 1.3-2. 3 Vg llJg l.3-2.3 
VglllJg l.3- 2.3 

VH2IJH VH2/JH 
Vg l/Jg 1. 3- 2.3 VgI/JgIJ- 23 
VglI/Jg U - 2.3 Vg lI/Jg 13-2.3 

9 VH2IJH VH2IJH 
VgIVlJgl .I - 2. 1 Vg IVlJg l.l-2.1 

10 VH3/JH VH3/J H 
RSS/Kde RSSlKdc 
Vd2IDd3 Vd2/Dd3 
Vgl/Jg1.3- 2.3 Vgl/Jg I J~·2.3 

II VH2/JH VH2/JH 
VH3/JH VH3IJ H 
VkllKde VkllKde 
Vk lllKde VklllKde 
VgllJg 1.3- 2. 3 V gllJ g 1.3-2.3 

bul 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 numb r two had clona I rearrangemenls in V82-D83, 
VKl- Kde and V-yI-Jy 1.3/2.3 systems at diagnosis. At re­
lapse, in addition to identical Vů2-D83 and VKl-Kde, she 
gained RSS- Kde rearrangement and the V-y l-Jy 1.3/2.3 rear­
rangement showed a different sequence. Unfortunately the 
limited amount of diagnostie DNA material did not allow us 
to baektraek the latter clones baek to diagnosis. The diagnos­
tíc sample of the patient number 4 was positive in systems 
VH3- JH6, VH4-JH4, VHS- JH6, V82-Do3, VK ll-Kde and 
V-yI- J-y\.3/2.3 . At relapse the VH4-JH4 and V-yI- J-y\.3I2 J 
rearrangements were lost and the VH3-JH6 and VH5-JH6 
rearrangements showed change of the VH segment with 
DH- JH sequence maintained. This change is likely to be 
caused by a clonal evolu tion of the rearrangement between 
diagnosís and relapse . Altogether, in our eohort of II pa­
tients with relapsed TEL! AML I-posi tive ALL we detected 
47 19/TCR rearrangements at diagnosis and 36 rearrange­
ments al relapse. We found 37% of IgrrCR rearra11gements 
to be ehanged between the two time points. 

3.3 . Cell c.yc/e ana/ysis ofTELlAMLl-positive and 
-negative patients 

In 59 cases (3 4 TEL! AMLl-positive and 25 TEL! AMLI ­
negative) we were able to evaluate a cell eycle of the 
lellkaemic population analysing the DNA eontent using pro­
pidillm iodide. The proportion of the eells in G~ I phase 
was identieal in both groups (median 92% (71 - 97%) and 
median 91% (76-96%) for the TEL!AMLl -positive and -
negative patients, respeetively; non-signifieant). 

4. Discussion 

In norma I B- and T-lymphoid precursors the rearrange­
m nt proeess begins with IgH and TCR8 genes, respec­
tively, fo llowed by TCR-y (T-I ymphocyt s) and finally IgK 
(B-Iymphocytes) in more advaneed stages of differentiation 
[8]. It has been shown recently that TCR rearrangements 
typieal for BCP-Ieukaemie cell s are present also in norma I 
B-cell precursors [9). Therefore, the presence of TCR re­
arrangements in BCP-ALLs probably r flects physiologieal 
situation and also the physiol ogical order of recombination 
ís pre erved in ehildhood BCP leukaemias [10] . The higher 
overall number of clonal IgITCR rearrangements and par­
tieularly the predomi.nance in the IgK and TCR-y loei thus 
indieates more mature immunogenotype of tlle TELlAML I­
positive ALL compared to other ehildhood leukaemias of the 
same immunophenotype . In the traditional view, age at di­
agnosis of ALL could possi bly be a factor influencing the 
relative immunogenotypic maturi ty of the leukaemic blasts . 
However, age at presentation did not difTer signifieantly be­
tween our groups (TEL! AML I-po si ti ve: median 53 months 



636 1. Zuna el al. / Leukemia lIesearch 29 (2005) 1533- 639 

( 15-167 months); TEL/AMLI-negative: med ian 65 months 
(4-2 18 months); p = 0.47). To further eliminate any possible 
bias caused by the different presentation age we perfomled 
also an age-matched analysis ofthe two groups . We were able 
to selec! 33 patients from each group and made TEL!AMLI­
positive versus TEL! AM LI -negative pai rs with age at diag­
nosis differing by fewer than six months within each pai r. The 
analysis revealed simi lar result with significant difference 
between the positive and negative groups in the overa\l fre­
quency of rearrangements (p = 0.0089) and frequency OflgK 
(p = 0.0002) and TCR)' (p = 0.0332) rearrangements. Again, 
the number of patients with at least one rearrangement as 
well as frequency of TCRa and IgH rearrangements showed 
no statislically significant diffe rence (p =0.24, p = 0.45 and 
p = 0.57, respectively). Com arable results were recently 
obtained in a similar study performed by Hubner et al. 
[I I] . 

Ir we wanl to disclose the reason why the TEL!AML I­
positive leukaemias have significantly more mature im­
munogenotyp compared to others th key question- in 
our opinion-is whether IglTCR rearrangem nt precedes 
TEL/AMLI fusi on or vice versa. There are three conceiv­
able scenarios: ( I) TEL fuses to AMLI beťore the initiation 
of IglTCR rearrangements; (2) TEL fuses to AML I afte r 
the 19! CR rearrangements are completed; (3) TEL fu ses 
to AMLl dur ing the IglTCR rearrangement process. Let us 
analyse the three poss ible situations in the light of the pre­
sented data and also with respect to other recent ly published 
studie briefly summarised below. 

TEL/ AMLI fusion often arises pre-natally- the patient­
specific intron ic fu ion ofthe two genes can be "backtracked" 
to the patienťs newbom DNA material [4J. However, the fu­
sion itself does not necessarily lead to leukaemia (approxi­
mately 1% of cord blood samples taken from hea\thy new­
borns harbour the TEL!AMLI -positive cells [5] and aur un­
published data). A subsequent, postnatal hit (silencing ofthe 
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 butthe pre-Ieukaemic 
phase can span more Ihan 10 years [3]. The IglTCR gene 
rearrangements specific for the leukaemic c\one can also 
be dete ted in the patienťs newbom DNA material in both 
TEL!AMLI-positive and -negative cases [ 14]. Twins with 
concordant TEL!AMLI-positive leukaemia shared an iden­
tícal genomic TEL!AMLl fusion sequence as well as an 
identical 19 rearrangemen t, but another rearrangement of 19 
gene was delected only in one twin [2] . Among TEL! AML 1-
positive relapses (recalculated from Refs. [12,15] and our 
presented data), 25/26 patients with relapsed TEL! AML 1-
positive leukaemia retained at least one dominant clonal im­
munoreceptor gene rearrangement between the diagnosis and 
relapse; in the lasl case the rearrangements dominant at re­
lapse were present at original diagnosis at the level of 10- 4 

(~ I positive cell among 10.000 negative cell s). In tOlal, about 
55% ofrearrangements were maintained without change; all 
rearrangements were identical between diagnosis and relapse 

in 11/26 patients. Even in cases with different TEL delction 
at relapse compared to orig inal di agnosis (such relapses are 
b lieved to originate fro m pre-Ieukaemic c10ne by an inde­
pendent second hit (TEL de letion» the IglTCR rearrange­
ments are maintained [1 2,1 3]. Peham et al. [15] used minimal 
residual disease moni toring techniques and they found "ex­
clusive" relapse rearrangements back at original diagnosis in 
all relapsed TEL! AMLI-positive patients (a lbeit at different 
levels) . The results suggesl that some c10nal prol iferation oc­
curs already during the pre-leukaemic phase and implies lhat 
the pre-Ieukaemic population is c10nal with respect to the 
TEL! AML I fusi on but in terms of 19/TCR rearrangements il 
is, in fact, a mixture o f differently related subclones. 

Possible scenarios of the TEL! AML I and IglTCR rear­
rangements timing (schematically illustrated in Fig. I) : 

4. 1. TEL/AMU precedes Ig/TCR rearrangement 

ln case TEL! AML I fu sÍon is the fi rst event, the chimaeric 
product itse lf would then stimulate thc formation of mature 
IglTCR rearrangements from thc fuHy germline configura­
tion . Severa l mechani ms could be envisaged including a cell 
cycle retardation in the TEL! AMLl -positive cells [II ]. How­
ev r, there are facts questioni ng this scenario. As TEL! AML I 
is a leukaemia-specific fusion gene we can assume prol ifer­
ation of the positive cell before the IglTCR genes start to 
rearrange. If lhe IglTCR rearrangement process begins after 
thc first cell d ivision of the T EL! AMLI -positiv cell with 
IglTCR genes in germlinc configuration, we would fi nd dif­
ferent TEL! AMLI -positive subclones completely unrelated 
in terms ofIglTCR. This would lead to a polyclonal paltem f 
rearrangements within th (prae-)Ieukaernic populat ion. The 
importunate questions are: 

• Why the second hi t 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]? 

• Why are the cells with a specific IgrrCR rearrangement, 
wh ich will be a lonal marker of fu lly leukaemic cells 
several years later, present in the newbom material already 
as a rel atively large c10ne [ 14J? 

• Why the sub equent hit turning Ihe pre- Ieukaemic cell to 
the leukaemic one occurs in the precursor with the same 
IglTCR rearrangement even in the cases of "re lapse" trig­
gered by an independent TEL deletion [12,13]7 

Taken together we presume this first scenario applies 
seldom-i f ever- for T EL! AMLI-positive leukaemias . 

We also tried to confirm the theory of lhc ce ll cycle re­
tardation in TEL! AML I-po itive ALL suggested previously 
[ II ]. In caseTEL!AMLI fus ion leads to a retardation ofacell 
cycle one would expect a higher number of cells in the GO--G 1 
phase. However, the proportion ofthese cells was identical in 
both (TEL!AMLI+ and -) groups. Thus, iflhe TELlAMLI 
fusion causes a cel1 cycle retardation this effect might be 
noticeable only in pre-Ieukaemic cells, but it is defin itely 
aboli hed in the leukaemic blasts. Moreover, to our knowl-
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IgK 
(TCRr) 

Fig. I. Thc thrcc possi ble scenari os ofl' U ML I and IgITCR rearrangemcnts relationship as describcd in the text. (1) TEL fuses to AMLI before thc 
IgffCR rearrangements are iniliated. TEL! AMl. l stimulates/allows the IgffCR rcarrangement machinery to fini sh all rearrangemenlS. (2) TEL ťuses to AML I 
al1er the IglTCR rearrangements are fmished (~TELlAMLl fusio n is origina ted in a relatively mature precursor). (3) TEL fll ses to AMU duri ng the IglTC R 
rearrangement process; some IgffCR genes are already rearrangcd. TEL!AML I then stimulates/a llows thc cell to fin ish the rest. More commenlS in the tex t. 
V, variable; D, diversi ty; J ,joini ng regions of immunorcceptor genes. 

edge, the assumption of the TEL/ AML I bl cking the G I to 
S progr ssion is not supported by dir cl experi mental data. 

4. 2. Ig/TCR rearral1gement precedes TEL/AMU 

This scenario presumes TEL/A MLI fusion occurs when 
the Ig/TCR genes are already rearranged. If the Ig/TCR re­
armngement process were already definitively finished at 
Ihe time ofTEL! AML I fus ion, then all TEL! AML l-posilive 
cells would keep the same IglTCR paltem. II is not the case 
for the majority of patients as demonstrated by the di tfer­
ences between the díagnostic and relapse samples and by 
the olígoclonalíty in about 20% of diagnostic samples [l l). 
AIso the spectrum of the rearrangements in the TEL! AML 1-
positive patienls showing some non-physiological fea ture1> 
[ l l J suggests that at least some IglTCR rearrangements may 
be completed or changed atler the ma!ignanl tum of the cell. 
However, in cases ofTEL!AML I-positive ALL with fully 
identical Ig/TCR pattem at all examined time po ints this sce­
nario cannot be ruled ouL The "mature" origin of the progen­
itor originally atfected by the TEL/AMU fusion might also 
contribute to the superior treatment results of this subgroup 
of childhood ALL. 

4.3. TEL/AMLl arises during the 19lTCR rearrangement 

When T EL!AMLI fusion is forrned some IgffCR rear­
rangements are already made and others are yet to be fin­
ished. Generally, we have lhree time points where analysis 

of TEU AML1 and 19 CR can be donc-birth (indireclly 
in twin studies or directl y using backtracking on Guthric 
cards), diagnosis and relapse- and at least two of them can 
be compared in more than 30 cases described to date. AlI bul 
one of these cases have at least one dominant 19rrCR rear­
rangement maintaíned bul many rearrangemenls are changed 
during the evolution process. This makes this scenario the 
most plausible from our point of view. II is probably impos­
sible to prove whether the more mature pattem of Ig/TCR 
rearrangements in TEL! AMLI -posilive ALL is rather due 
to more mature progenitor originall y atfected by the fus ion 
(with most ofthe rearrangements al ready finished) or whether 
it is a function of the TEL!AMLI protein lhal, 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 sup port any of Ihe hypotheses. From the 
raw data obtained by expression profiIing of childhood ALL 
[1 6] (http://www.stjuderesearch.org/data!ALLl), we recalcu­
lated that the expression of the RAG 1 gene is significantly 
higher in the TEL!AML I-positive ALL compared to ther 
subtypes; in the analysis based on 79 TEL! AML !-posítive 
and 205 TELlAML I-negative B-cell precursor childhood 
ALL cases the ditference reached statistically extremely ig­
ni ficant value (p < 0.0001). AIso the expression of RAG2 is 
increased in TEL! AML l -positive cases but nol to such extent 
(p = 0.0024 and p = 0.24, according to probe set used). This 
supports thc theory that the fusion gene has some secondary 
impact on the IglTCR rearrangements. Despite thc fact thal 
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the process is certainly more complex, we might speculate 
that as there is no di ffere nce in the rrequency of IgH and 
TCR& rearrangemen ts between the TEL! AML l -positive and 
-negative cases, the fusi on of TEL and AML 1 genes lakes 
place in the B-cell precursor that al ready fi nished the rear­
rangement process of these genes. Increased RAG activity 
in the TEL! AML I-pos itive cases cculd then stimulate rear­
rangements of IgK and TCRy. This would li t with the data 
we present here and with the third scenario proposed in the 
discussion. 

ln our study, we provide results of two different analyses 
conceming immunoreceplor gene rearrangements in the large 
group of TEL!AMLI -positive childhood ALLs. We show 
that TEL! AML I-positive leukaemias hav more mature pat­
tem of immunoreceptor gene rearrangements compared to 
the negative cases. Our results as well as other recent data 
al low us to analyse detailed scenarios on the timing of the 
origin of TEL! AMLI fusion with respect to the IgrrCR re­
arrangements. The third scenario proposed in th is study fi ts 
best with the dala rrom the analysis of the IgffCR rearrange­
ments in twins, in the Guthrie cards and in the TEL! AML 1-
positive ALL at diagnosis and relapse. We believe this sce­
nario is applicable to the majority of TELlAMLI-posit ive 
cases. However, we feel that much additional work must be 
done before this "whi ch com es first" problem is definitivel y 
solved. 
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-10 rHE EDITOR 

Min imal residual diseasc (MRD) quantified by immuno­
globulin and/or T-eell r ceptor (lglTCR) gene rearrangements 
rea l-time quantitat ive PCR (RQ-PCR) is used for the risk 
stratifieation in some of the modern treatment protoeo ls for 
chil dhood aeu le Iymphobl astie leukaemia. This aeeu rate and 
almost generall y applieab le approaeh is als laborious and 
eostly. Moreover, in a m inority of thc patients, a suitable 
marker (lglTCR rearrangement adequately sensitiv and specifie) 
cannot be ident ified, thus precl uding proper ri sk stratifieation . 
TEUAMLl fusion gene - found in approxi mately 25% of 
childhood S-cell precursor acute Iymphoblastic leukaemias 
(ALU - is a tempting t, rget fo r the M RD monitoring using 
reverse transcriptase RQ -PCR (RQ-RT-PCR). Its use overcomes 
the need fo r Ihe individual design and optimisation of RQ-PCR 
systems, thus loweri ng both the cosi s and laboriousness. 

ur reeent study already elearly demonstrated that sl ower 
c learance of TEUAM L 1 fusion transcript measured by RQ -RT­
peR predicted relapse I If proven to correlate wit h M RD 
dynamics assessed by IglTCR RQ-PCR, this mRNA-based 
approach could comp lement the latter technique in M RD 
dete lion in childhood A L. 

Previous reports trying to show such correlation suffered from 
various lim itations; in g nera l, low numbers of samples were 
stud ied (particularly thosc w ith M RD detectable by al leasl one 
target : n= 6,2 n= 13J and n=1 7, 4 respect ively) . The inade­
quat sensitivi ty of TEUAMLl -targeted RQ-RT-PCR 4 and some 
of the IgITCR RQ-PCR systems used" m ight have .1l so influenced 
the ana lyses. De Haas er a/ used only a limited spectru m of 
IglTCR targets (complete 19 heavy chain and TCR delta 
rearrangements), and only one samp le was analysed by two 
independent IglTCR targets,3 thus not reflecting th e real situati on 
in M RD delectlon. In tw o of the repo rts , methods other than RQ ­
PCR were partial ly used for target quantitation - competiti ve 
PCR2 and dot-blot approach,4 respecti ve ly. In our recent study, 
we adhered to Ihe very stri ct cri teria set for IglTCR RQ -PCR by 
the European Study Group on MRO in ALL " These apply to the 
number of targets (two independent rearrangements for each 
patient), specificity (six independent negative polyclonal con­
trol s in each reaction), sens itivi ty (at least 10- 4

) and the rules for 
calcul ation of the numerical MRD values. W e analysed a total of 
117 follow-up bone man ow sarnples from 28 TEUAML 1-
positive patients - 20 new ly diagnosed (all treated according 
to ALL IC-BFM 2002 protocol) and eight relapsed (ALL-REZ BFM 
2002). 

80th methods we compare here w ere d s ribed pre­
viously .1,5- 8 AII bul lhree patients were investigated by two 
independent IglTCR targets; the sensitiv ity was better than 10-4 
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for 48/53 targets and 5 x 10-4 for 5/53 targets. Figure 1 ShOW5 
the correlation between TEUAML 1 and the IglTCR-based 
method (1 a) and between two independent IglTCR targels 
(1 bl. Although th e correl at ion between TEUAML 1 and IglTCR 
did not reach the excellence or the correla tion between two 19! 
TCR targets (R2 = 0 .903 and 0.955, respectively), only 8/117 
« 7%) sa mples differed by more than 1 log . This result supports 
our previou s findings that normal ised TEUAMLl express ion 
(TEUAML 1 :housekeeping gene ratio) in surviving leukaem ic 
bl asts is stab le, influenced neither by the cytosta!ÍC treatmenl 1 

nor by the sampling-to -process ing time within first 48 h (aur 
unpublished data). 

From the results of this prospective study (the largest 
published 50 far), we conclude that TEUAML 1 RQ -RT­
PCR can conveniently com plemenI M RD ana lysis for the 
protocol-required risk stratification in childhood ALL if the 
second IglTCR targc: t is not ava ilable or not adequately sensiti ve/ 
spec ific. There io v irtually no risk of false-positive result. 
How ever, as an underestimation of MRD level by TEUAML 1 
RQ-RT-PCR remains conceivable in a sma" percentage of 
samples (~ 5 %), TEUAML 1 should be used as a sE'cond-choice 
targel only and always in a combination w ith IglTCR-based 
technique . 
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Lymphoid Differentiation Pathways CaD Be Traced by TCR 
li Rearrangements1 

Eva Froňková,2*t Ondřej Krejčí,2.3*H Tomáš Kalina,** Ondrej Horváth,§ Jan Trka,*i and 
Ondřej Hrušák4*~: 

TCR gene rearrangement generates diversity ol' l' Iymphocytes by V(D)J recombination. 19 genes are rearranged in B ceUs using 
the same enzyme machinery. TCRD (1'CR o) genes are frequentl y incompletely rearranged in 8 precursor leukemias aod recenlly 
were found in a significant porlion of physiologicaJ B Iymphocytes. Incomplete TCRD rearrangements (V-O) thus serve as natural 
indicators of previous V(D)J recombioase activity. FunctiooaI V(D)J recomblnase has recently been fouod in murine NK pre­
cursors. We tested whether physiological NK cells and other leukocyte subpopulations contained TCR rearrangements in humans. 
1'his would provide evidence thal V(D)J recombinase was active in the ancestry cells and suggest common pathways among thc 
positive cell ty pes. TCRD were rearranged in 3.2-36% of NK cells but not in nonlymphoid leukocytes. The previously known 
phenomenon (lf TCRD transcription in NK cells is a possible mechanism Ihat maintains the chromatin open at the TCRD locus. 
ln comparison, TCRG rearrangements were frequent ln T cells, low to negative in Band NK cells, and negative in nonlymphoid 
ceUs, suggesting a tighter control of TCRG. Levels of TCRD rearrangements were similar among the B Iymphocyte subsets (Bl-82, 
naive-memory). In conclusion, human NK celJs pass through a dilTerenti.ation step with aCLive V(D)J recombinase similar to T and 
B Iymph(lcytes and unlike nonlymphoid leukocytes. This contradicts recent challenges to the concept of separate Iymphoid and 
myeloid dilTercotiation. Tll e ./oumal oj Imlllullology, 2005, 175: 2495- 2500. 

P hysiological B, Ta{3, ancl Ty8 Iymphocytes express the 
IgH + IgL (lg Hano L chains) . TCRaf3 or TC Ry5 mol­
ecules, re ~pecti ve ly . This concept was co nserved through­

out lhc lasl 450 million years of vertebrate development (I). The 
diversity of an adaptive immune respo nse originates from the re­
arrangements of mull ip le gene loc i (callccl V, D, ancl 1) cocling for 
19 <I nd TCR (2). The genera l organization of the V, D, and J gene 
loci as wel1 liS thc enzyme machinery (incl uding RAG-l, RAG -2, 
and nonhomologous end-joining ON repa ir enzymes) involved in 
their rearrangement are si milar among various TCR and lG genes 
(2). The rcgulatory mechanisms that allo w V( D)] rea1Tangement of 
the appropriate genes include chromatin access ibility of either 
TCR or lG genes (3). However, thc events clriving the precursor 
cell toward rearrangement of T R vs lG genes are not yet com­
plete!y understood. These evcnts appear to be connected to the 
fu ndnmental T vs B lineage deci ·ion. In thi s respect, a previously 
aecepted concept proposeo that B cell s cxclLtsivcly rearrange r I 
genes, bLIt not TCR genes , and vice versa for T cells (2). Leukemia 
cells from B and NK lineages break this rule by rearranging TCR 
genes in mos t ca~es (4). The most frequently rearranged TCR 
genes in B precur~or leukemias are TCRG ancl TCRD (59 and 55%, 
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respectively), followed by TCRS (35% ) (4, 5). TCRD rearrange­
ments have been reported in NK leukemia (6). Frcquent TCR r -
arr ngements in B precursor leu kemias led to several hypotheses 

Iinking the inaclequate regulation of recombinase ac ti vity 10 lhe 
malignanl proce$s (4, 7- 9). 

Our recent study has shown lhat incomple te TCRD rearrang -
ments that are indistinguisha.ble on thc molccular level from those 
observed in typical B precu rsor acute lymphobl astoid leukemi a 
(A LL)5 Iymphoblasts could be found in B cells of all normal sub­
jects tested (J O). T hus, the "cross-lineage" rearrangements in leu­
kemia may be ťacilitated by a physiologica l situation in which 

developi ng B lymphoicl cell s allow incomple te TCRD rearrange­
ments. In fact, end-point PCR results of Steenbergen el a1. (II) in 
the mid-1990s already indicated the presence of TCRD rea rrange­
ments in healthy periphera l B ceIl ~. No quantitati ve data were 
available until the rcal -tirne quantitative (RQ-)PCR resul ts, wh ich 
contirrncd that TCRD are present in up to 16% oť the alleles of 
purilicd B cclls in normal human subjecls (10). These tinding:, 
suggest lhat rearrange ments in TCRD genes C<ln be used as natu­
ral1y occurring markers of recombinase aClivity al: o in other hu­
man ce ll types . Therefore, we used this approach to analyze i11-
complete TCRD rearrangements in al1 major subsets of human 
peripheral blood leukocytes. T his approach shows which cells 
have passed through a developmenta! step wi th acti ve recombinase 
and may add important in fo rmation tO the rece nt reappraisa\ o f 
leukocyte di /fe rentiation pathways (12) . The sill1ation , however, 
appean; to be more complicated with other TCR and lG genes, 
which are rearranged later in the respective lineage diffcrentíation 
(13) and di /ferent strenglh of regulation applies to them (14). To 
test whether TCRG genes rearTange in the "irnproper" !ineage with 

5 Abbrevialion s u~cd in this paper: A[L. acutc lymphúblasric Icukemia; RQ, rcal -lime 
qUi.1I1 (il cHl ve; 132m. 13'2-mi t.:roglobulin; CLP, common lymphuill progt:nitor; po~. pos­
itive; neg. ne'gat ive. 
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the sam e frequency (as o ne m ight speculate due to thei r h igh fre­

quency in B-lineage ALL), we adopted a simil:lr RQ- PCR syste m 

for the detection of T RG. 

Materials and Methods 
Cells and dOllors 

Cells were isolated ťrom peripheral blood of heallhy donor, by Ficoll ­
Paquc (d nsily, 1.077 g/ml ; Pharmacia) density centriťugation. DN A f[(lm 
ccll lincs HT29 (colon carcinomnl, BT474 (brcast carcinoma), HeLa. " nd 
AC (XX cel\i, from amnioccntcsis) served as a ncgative <.:Onlro!. Peripheral 
blootl hom fl palicnt with a complete DiGeorge syndrome con taining 
< 0. 1 % CD3''''' cells (of Iymphocytcs) was lis ' d l'o r Band NK cell sortin g. . 
Manipulation with voluntecr donor and pali ent cells was perl'ormeJ afler 
obtaining a" inťormed conse nt and in compliance with the institutional 
ethical board. 

Cell separallon and DNA i.lo{mion 

Sorli/lg oj NK cell<. Cells were staillcd with II combination of FlTC­
labeled anti-C03 and eithcr PE-Iabe lcd anti -C0 56 (samples I and 2) or 
pooled PE-Iab led anti-CD56 and anti-C D 16 (Immunotech). 
CDT" g(CDI6) 056'"" cells were sorted eithcr Oll FACS VantagéE cell 
sorter (samples 1- 5) Or Oll FACS Aria (samples 6 and 7) (both from BD 
Bioscicnces). The purity of soncd NK ce ll s was verified by reanalysi' o l' 
thc samp1es on lhc ce ll sorter (total purity : samplcs 1-5 . 99% NK ce lls: 
sam ples 6 and 7, 96% NK cells; all sumples, 0.0-0 I % CD3'~" cells in 
sorted NK fraetion ). 

Sorl;IIg oJ 8 cell Sl/bsels. Cells were stained with PE-labeled anli-CO 19 
(Ointee) combincd with a FlTC-labelcd mAil agai nst e itllcr C05 (Serotec) 
or C027 (BD Biosc iences) . In addilion, b iot iny lated mAb, against CD3 
and C056 (Serotec) were udded l"ollowed by a. tr.:ptavidin-lr icolor (Caltag 
Laboratorics) staining_ Propidium iod ide was "ddeu to exclude dead eel ls . 
AIl B ce ll s wece sort~d ns CO 19P'''CD3"e~C056''C"propidilfm iodide'''" and 
thc subse ts \Vere sortcd as : B I , D5 " : B2, 05""", Illcmory C0271

"" und 
naive C 027"'" . Thc purity ol' sorted B fractions wa, > 97.R%, in all exeept 
one sumple (one B2 sorted sam ple was 96 .. % pure, eontaining 3.30/" C\'C IllS 

ncgativc for all Ags assessed). Possi blc C 0 3"'" cO lllamination rangcd from 
00 to 0.3R%, mc"ian 0 .0% . 

Sor/i/lg oJ T cel/s. T cell s \Vere SOl1cd along witl , th~ sorting of lotal B 
ccl1s (1 0) (n vc spec imclls) US CDY'''' O 1 9'~" or in co mbinalio n with the 
NK sorting of specimens 6 aod 7 (descri bed abovc) as C D3""' CDI6,56""" 
ce lis. Granulocyte. were obtained by magnetic dcpletion of C03"'" and 
CD 191"" cclls (M iltcnyi Biotce ) ťrom granulocytc -erythrotyte ťractions af­
ter Ficoll -Paque density ccn trifu gation. Thc purity was > 99% o f 
CD3'''~CO 19ncg cells . Monocytes were obta incd by repeated magnetic sep­
aration of CD14''''' cell s (Mi lte nyi Biotee). Th~ purity was > 94% of 
COI4" " and > 98% of 03"c"CD I 9 "'c~ cclls, C03"''' cells mngi ng fmm 
0.1 6 to 0.52% , med ian 0.3 8% per sorted population. Genomic DNA from 
sorted ccll s wa..> isolated by a QIAam p DNA Blood micro Ki t or Mini kit 
(balh fro m Qiagen). DNA was stored in -20°C be rore process ing . 

RQ-PCR 

RQ-PCR for TCIW \Vas performeu as described rrev iously (10) in the 
LighlCycler rapi d thcrm,,1 cyder system (Roche Diagnostics). RQ- PCR 
for TCRG wa~ pcrformcd in the iCyclcr fQ thcrmal cyclcr system 
( Bio-Rad). Forward Vyl, Vyll . and Vyl V fa mily -specifle primers were 
dcscribcd prev iously (15). For Vyl-Jy and Vyll-Jy rearran ge lllents. the ly 
1.312.3- 3' reve rse primer and Tly 1.3/2.3 germfine Taq Mun probe are de­
,igned to rccognize both th' ly!. 3 "nd Jy2 J gene segme nlS (16) . VyIV-J y 
rearrangcmcnts \Vere detectcd in lhe analogous man nc!" us ing the consensus 
forward VylV primcr, Jyl.l /2. 1 reverse primer. and TJy!.I/2.1 Taq Mnn 
probe ( 16) . PCR amp lifi cation was conducted in I X reaction bulTer (20 
mmoVL Tris-HCI (pH 8.4), 50 mmollL K I, and 3.0 Illmol MgC I2) con­
taining 200 jJ.mollL of cach dNT P, 0 .25 fLmollL, 0.5 fLmol/L. and 0.5 
fLnlol/L oť Vy1.Vyll and V yl V forw ard primers. re pectivel y. 0.5 fLl11ol/L 
ofrevcrsc primcr, 0.2 fLmollL o r the probe, BSA in a final concentration of 
0.04%, "nd I U of Platinum TaqDNA polymcrase (lnvitrogen Life Tech­
nologies) in a Ilnal reaelion vo lume of 25 fLl. For each pe R, I fLl o f D A 
at a concentration of 0 .01 - 0 .2 fLg/fLI was used. The cycling conditions 
\Vere us fol1 ows: initial dcnaturing at 94°C for 5 min , 50 cycles oť dena­
turing at 94°C ťor 15 s, and anneali ng-ex tension al M OC fo r I min. {32-
microglobul in housekeepi ng gene (/32m) was used to normalize the DNA 
conecntration and quality. Thc system fo r quanti fication of 132m was de­
scribed previously (17). Quan ti fi ealion was perforllled with iCycle r iQ Op­
tical System soft ware , vers ion 3.0a. 

TCR 8 GENE REAR RANGEMENTS IN L YMPHOCYTES 

The starting concentration of template was measured against a dilution 
seric~ oť positive contrnl DNA in buffcred water. Thc REH cell line served 
as a positive control for thc Vo2-003 , Vyl-Jy1.3I2.3, and Vgl1-Jgl.3/2.3 
rean·angemcnts. For the 002-083 and VyIV-Jyl. 1./2. I systems, patient 
sumples bearing monoelonal rea rrangcment were us cd as a reference. Each 
samplc wus run in duplicate and the mean value was used for further 
anal ysis. T he scnsitivity of ull RQ-PCR systems was bener than 3 x 10 .1. 

representing apprnximate ly four !ll eight rearran 'cd alleles per reaclion. 
Thc amount of rearranged a1le1es prcscnted he re is a rut in between the 
concentrn tion of rearranged genes and 132m. An y non-T speci men was 
considered p sili ve ir Ihe specific T R s ignal exceedťd thc sensitivit y 
threshold, gi ven "s the frťyuency of alleles ofpossihlc Teell contllmilH,n ts. 
PAGE analys is o ť PCR producls was performcd on 5% polyacrylamide gcl 
(S igma-Aldrich) . 

leneSean analysis was perfonned using the VD2 primer labe letl ut its 5' 
end \V ilh FAM. Aliquots of PCR products (I fLl) were mixcd wit h 10 fLI of 
Hi -Di fonlla mide and 0.5 fLl of the GeneScan-SOO [ROX] intcmal size 
s tandard (Applied Bio,ystems) . The produc ts wece separated on 3100 
POP-6 polymer (Applied Biosystems) and analyzcd by 310 GcneScan 3.7 
software (Applied Biosys tems ). 

Clon ing and DNA sequencing 

Cloning of PCR products was performect wit h " TOPO TA C10ning ki t 
(Invitrogen L ife Technologies), Pla.smid DN A fro 11145 si ngle colonics (2-3 
colonies per soned population ) wa, isolatcd using a J ETPREP Plasmid 
Miniprep kit (O NOMED). The presence of th e V!J2-DIl3 insert \Va$ ver­
ifi ed by PC R using primers identi 'al to those used in the RQ-PCR ana lysis . 
Forty colonies with a clear monoc1onal band l)n PAGE were sclectcd for 
sequencing. Sequenci ng wns performed in the ABI PR ISM 3 10 Oenet ic 
Analyzer with a BigDye Primer v3.0 Sequcncillg ki t (Appf ied Biosystems). 

Results 
T CR O gene loci rea rrange in NK ce/I.\" 

RQ- PCR analysis o f f1uriticd CD3"·sC056'''' ce ll s o ltwo difř'erent 

donors showed a c\car positivity of thc reanunged TCRD gene . which 

corres ponded to 4 .5 and 12.4% or lhe alle les. respeetivel y. Si milarly. 

a subsequcnt analys is of c o]negC 0 56, 16r'" cc lls lro m fi ve dilľcrc nt 

donors showed rean'angement V 82-0 83 in 3 .2- 36% of the alle les and 

0 /)2-083 in 0.13-3.0 % of the allele s (Fig. I ). [n add iliQn, we ana­

Iyzed sorted B and NK cells of a patient Wilh a completc OiGeorge 

syndrome for presence of rearranged V82-083 alleles; they we re 

presem in 24 and 32%, respectlve ly . No T cell contam illatio n 
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FIGURE 1, Pcrccntagc ol' TCRD rearranged alle1es in ,orted ccl1s. Fre­
quency ol' V 132-D63 (e) and D02-083 (Ol rearran ged allc les in B cell 
subsets, includ ing B I (C0 51""), B 2 (COS"'"). naiv c (CD27nen) and mem­
ory (C027'''''), T cell s (CD3'"") . K cells (sortcd cit her as C03n,gC056'~" 

or C03"'·C056.16PO'). monocy tes, and granulocytes . The percemage is 
deri ved f!"om a dilution curve of a pos itive cont.rol (100%) bcaring mono­
c10nal rearrangement. REH eell1ine (V 132-0133 rearrangc01ent) anel primary 
Iymphoblast. ťrom a patient with ALL (082-083 rearrangement) were 

used as a positive contro!. 
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(O am ng > 4200 acqllired events) was detected in the sOlted speci­
mens. No amplificalion signal was detected in the non- Iymphoid 
DNA samples (granulocytes and monocytes) during the entire RQ­
PCR analysis. The PCR products were reanalyzed by PAGE. ln all 
blood NK cell specimens, the products contained oligoclonal to poly­
clonul DNA (Fig. 2 ). Both positive conlTols, REH Iy rnphoblastic cell 
lín . and a sarnple of an ALL palient with om: TCRD-rearranged 
aUele. showed a clear monoclonal band. The fact that lhe putlerns cf 
PCR products dilťcr among ůle donors virtually excludes false posi­
tivily due to the contaminalion by PeR prod ucts. II should be noted 
that our system delec ts only an incomplete TCRD rearrangell1ent 
sin e rearrungernenl of any Jll loclls to the TCROD.l would prevent 
binding of ůle reverse Plirner ( 18). Therefore. incornplete rearrange­
ments of TCRD are prescnt in peri pheral NK cells. Along with our 
previous finding that holh B and T lymphocyles contain thc TCRD 
rearrangemenl, we now how that all major Iymphoid lineages. lInhke 
other cell s investigated, contain rearranged TCRD genes . NK cells 
thus. similarly as T and B Iymphocytes, pass through a stagc with an 
<lctive V(D)J recombinase apparallls . 

Size oj lhe P R prodllcls corre.\ponds Wilh lhe expecled base 
pair Lenglh 

To addrcss the size of lhe PCR prodllcts. we performed a capillary 
eleclro pho resi s undcr denaturing conditions . Sp ciric PCR pmd­
ucts are expected to have approxi mntely the same s ize (300 -350 
bp in our system). I\s shown in Fig. 3. lhe sizes of lhe producls tlt 
to lhe expecled range in all of the lymphocytic sllbsets tesled as 
\Vell as in the control leu kem ie cell line. Paltem s or the amplified 
PCR prod uc~ ' vary ulIlong d ifTerenl aliquots of lhc "ume s<lmple. 
suggesting d iffcre nl uniqu l: scquences are amplifiecl in each indi­
vidual peR. T hc cnkulated nLlm bers of rea rranged a lle les range 
fmm 60 to 300/aliquol. There fon:. the intera liquol di ITerenccs can 
be viewed as a conseqllence of random amplificalion. 

Seq/lellcing confirms TCRO rearrangemcnls 

We have cloned RQ- PCR V 02-083 produc ts in Escherichia coli to 
oblain monodonal copies ol' incompletely rearranged TCR D locus 
gene: suitable fo r sequencing. Plasmid DNA from 40 single col­
onies was sequcnccd. Two coloni s rcvcaled an unspecific signu1 
and sequencC' o f all o lhe rs are shown in T ab le 1. ln six observa­
tions, t\Vo colonies represenling PCR produc ts from the same spec­
imen had iden tical sequences. Capi llary e lectrophorc is performed 
<ll the end stage o f PCR revealed lhal a limited nu mber of prodllcts 
dominated the rea lion. II is therefore not un like ly to observe the 
same PCR produc t t be c10ned in d itrerent bacterial colonies. AII 
I d iffe rent colonies selected ťmm 7 peripheral NK cell snmples 
contained a sequence o f the V 02-003 rearrangemenl. Nucleolides 
(1-9 bp) were inserled in each sequence. Oelelio ns of nllcleotides 

MW. 1 2 345 67MW 

600bp _ 

40011p _ 

300 bp -. 

FIGURE 2. PAGE analys i, o f V 1\2-0 83 rearrangements . Pcripheral NK 
Iymphocytc sum ples are shown in la/WS 1- 7. Posilivc contro l REH ce ll line 
is shown (+). MW inclicatcs IOO-bp molccu lar marker. 
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FIGURE 3. GeneScan eleclrophorerograms from ASI 3 I O Genelic 
AnaIYl-cr. VD2-D0 3 PCR product~ from CD31"" (a and bl , 
CD3n<gC D56"" s (e and dl. CD3"C"CD 16.56"'" (l' andj). CO 19"'"5P''' (g anu 
hl , CD 19""'CDsne

g (i and jl , CO 19P" 'C027"'" (k and I), and 
0 19P" 'Co27nc

• (m and II ) ; duplicatcs of cach sorted subpopulation are 
al ways acq uircd from the same don or. A 324-bp REH cell Hne monoclonal 
prodllCI (I00x dil ll ted) i shown in o. thc HeLa cell line sumple did not 
show any ampliflcat ion (1'). 

rrom the 3' ~nd oJ' lhc V segment or the 5' end of the D segment 
were pre~en l each time in 12 clones . 

Nn dijJ'e rence in T RO rea rrangemclll fJ lI llern aJr!()ng fl cell 
sllbsels 

We havc previous ly found V1>2-01>3 and D02-003 rearrangements 
in 8.3 15% and 6.5- 16% alleles of human adult peripheral B lym­
phocytes, respec tivel y ( 10). Dur nex t aim was to investigate 
whether B I and B2 $ubsets of B Iymphocytes contain different 
proportions o f tlle TCR D rearrangement, which would sugges t a 

diffe rent regulation of the rearrangement activ ity within these two 
lineages and/or interaClions between TCR D realTnngements and 
B I/B2 decision making. With respect to the lG n:arrnngement, 
there are d ifferences between the B I and B2 repertoires , a lthough 
less prominenl than previously thought (19). Ho wever, we found 
no d ifference alllong the percentage of ce lls with TCRD rea rrange­
ments bctween BI and 8 2 subsels eV 02-0 03 , 6.9 - 21 %. 5.3- [ 1'10; 
002-083, 0.9- %, 0.6 - 1.6% in BI and B2 cells , respec tively : 
Fig. I ). We then askcd whethe r the process of affi nity maturation 
influenccd thc percentage ol' B cells with cross-Iineagc TCRD re­
arrangemenls. We found no di lferences between the nai ve 
(CD27"e~) and memory (CD27pO' ) B cells regardi ng the pcrcent­
age of ce ll s with TCRD rearrangements (V02-D I5J . 5-, 11 % and 

2.6 - 16%; D02-D83. 0.6 - 1.4% and 0. 6 - 1.2% in naive and ment ­
ory B cells, respeclive lyl . B cells bearing thc TCRD rearra ngement 
are lhus fUl1ctiona l B Iymphocytes capab le oť matu ration UpOIl Ag 
stimula tion, not deťective cell s arrested in a nll ive formo There is 
no o bvioU5 ditrerence in the number of inseJ'led and deleted nu­
cleotides between Ihe investigated subsets (Table 1). 

Low Level ol TCRG rearrangenrenls in B subsels and NK cel/s 

We further examined whe ther some rearmngements of TCRG (y) 
are al50 present in sorted cell populations. We analyzed rearrange­
men lS in Vy l, Vyll, and VylV fami lies usi ng family-spec itic for­
ward prirners and reverse primers located in the respeclive Jy seg­
ment~ . In a ll sorted T Iymphocyte. , a hi gh percentage o f 
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Table 1 Sequence oj TCRD Vó2-Dó3 rearrangefllenls Úl NK, T, B /, and 82 cells" 

Samplc 

Gcnnlim: Sct1ucn~c 
NK I 

2 

6 
7 

TI 

BI I 

82 I 

2 

Co lony 

A.O 
A 
B 
C 
A 
II 
C 

A ,B 
A 
II 

A,B 
A 
II 
A 
II 
A 
B 

A.U 
A.S 

A 
a 
C 

A.a 
C 
A 
II 
A 
J3 
A 
B 
A 
Jl 

Vlj23' End 

c tgtgacacc 
c gac:a . 
c tgtg .. 
ct.gtgacac c 
c t g gdcac . 
ctgtgacac 
c tgL . 
ct.gt.gacacc 
ctg t gac .. 
c t gtg. 
c tgt~gdcacc 

c t.gtg eace 
ctgtg. 
c:tgtga . 
ctgtgac . . 
c lgtgac . .. . 
c t gtgacac . 
c t g l g a c .. 
c tg tgltcacc 
c t g t ga.cacc 
c:. g t 
ctqlg Cdce 
ctgtg c ce 
etg- t g c ae . 

e t.g t ... 
ctg t g .. 
ctgtg. 
ctgtgacacc 
ctgt.gac ac 
c t gtgaeClCC: 
c t gtgacucc 
ct::gtgacacc 

Inscrtcd Nudcotidl;S 

GA 
GACI\.CTCC 

CTCAT 
TTC 

GCAAGGGGG 
ACTTGA 

CCGT 
CACAC 

GT 
GG.'\GGGA 

GGGN\ 
GGG'l' 
CCGTT 

CGO 
TCTCCCTCC,VlC 

CC'M'C'M' 
CCTIITA;u\iIGT 

IIGCTT 
TCCCATTCC 

CTGGT 
CG 
AA 

CCGG,\GCGClIGGCGGGCGGIIG 
~A 

/le c TCCCCCAGT 
AG/lCl\.TCCTCGTIIGA 

t .... ú 

{,CGAGAAA 

GCCAGGCTCCGC 

Coding ScqUCf1l:c 

actg ggggata cg 
.... ggggatacg 

ctgggggatacg 
.. ctllgggga t a 9 
· .c e. 9 9gga,t a c H 

. .... gggatoc g 

· . tgg gg/ltacg 
actg ggg g a t eg 
· .c tgggggat"cg 
ct9g99ga taeg 

..... ggggg t eg 
ct g~rgga tacg 

actg ggggatac g 
.. c t gggggattlcg 
Rctgggggatac 

ctgllgggatacg 
· CC9[Jggg ataeg 
actg 9y~at acg 

dc t ggggqatacg 
.. <lgggg" t aeg 

actgggggatacg 
c: t gqgggatacq 

ac tygg g gd. tct cg 
.. ..... .. tacq 

act.9 g <Jga t acg 
· ... 99!!!!9 t a e g 
ac t gggggatacg 

. .. . 9 
...... .. 9Q(j .. tac g 

... ata cg 
.. . tgggggatacg 
... tgggggatacg 

J' Rccombinut ioll Signal Scqucncc 

cacagtgc tacaaaacctacagagacctgtacaaaaaot 
c cagtgctac a.aaac c ·)cagaga c ctg tac daElact. 
c acagtgctacaaaaccta cagagacc t gtac8uaaact 
cacag t.Qc t.acaaaacctacagaga.cc tg t acaaaa 8c t 
ca ccigtgc tBCj) a ac c t acaqaga cc t gtacaaaaact 
c acagtgc t dc 4aaacc acagaga cc tgt c~aaact 

cacagtgc I:lC a dacctacagagdcc 9tacaMaa c t 
cacagtgctacaaaacct cagag c ct.gtacaaaaact 
cac~9tgctacaaaBcc tac gagacc t gcacaaaaac t 
caca g tgc t c aaaacc t acagpgacc t gtaca aaaacl 
cacag.tgct C8a c acc t acagaqacctgtac a a aac t 
cacagtgc tac a aaa cc t a c agagacccgtacaaaaact 
cacag tgc taca a a cctacagagac ctgL caaaaaa t 
caca gtge tacCl. aacctllC 9 gctcctgtacaaaaa ct 
cacag t g c t ac aaaacc tclcagagacc g t aCadaaact 
cac agt g c acaaaacctacagag cctgtacaaaaact 
cacagtgct~caaaacc~ c3gagacctgta caaaaact 
cacagtgcta c3dadcctacagagacctg t acaaa aact 
ca cdgtgc t c .a tl c e dcaga gacctgla caaaa ct 
ca cagtgct 
c a c a g tgc t c a a cctacoga gacc t gtacaaaaact 
cacagtg c t caaaacce~cagagacc tg t c aaaact 
c acag t.gctac da aac c t acag l1q cc tgt.acaaaaa ct 
cacagtgc t ac .ao.acc t. cagagacc t gtacaaaa act 
cacagtgc t Ca ctddcctac:ag ag c ct:gtacaaaa act 
cacagtgctaca- aac c a cagagacc tgt~caaaaact 

c a e gtgc tacaaaa cc t ~cagaaacc tgraca aaact 
cacagtgct~caaaac c tQca969 cctgLacaaa~~~t 

cacagtgc tacaa~ cc~acagagacc tgtacaaaaact 

caC8.g~gc tacaaaacctacagag cc t.gt.acaaaaact 
cacag tgctacaaaacctac~gagacc tgtacaa~aac~ 

c acagtgc .e.ca aac: c t acag gdCC gtacaaaan.ct 
caca.g t gc taca 

/1 /\mpli ncu DNA wus duncd and colunics w.,; rc st qucnccd. Al Icasl twu colonies frolll cach Jonor wcr<.: scqucnccd . In donors I. 4, anl1 6 rNK l'Clls) um! donll r'S 1,2. and 
4 lB I cc lls ), IIVo culonies prcsentcd idenlie.1 se<.j llenees. Gcrrnlinc scqllencc frull1 NCfll (access ion number NG 0013)2) is in bold . 1110 entire se'lucnce of thc V 82·D63 junelion 
ís- shown. "Otc 3' ('.nu of VÓ2 sl..'gmcnt, inscrll!d nucleo(it.lcs, anu lhl! D~n segment with :r \\ujace nt rccombinarion signaJ sequťn Ct; i1n.~ illdicatc.d . Hcptamer and ItQllamer of thc 
n:combinatiun sign;tl scqw.:m:e ure marked with gray background. Do[s reprc.scnl oelclcu nuc\col idcs. 

rearranged TCRG nlle les was preSenl (Table ll), Clearly , TCRG is 
often rearranged in bOlh alleles , as described previously (20). ln 
contrasl, B cell subpo pulalions conw ined only low leve l, ať rear­
ranged TCRG alleles. Similarly , the level oť TCRG rearranged al­
le1es in sorted NK cells was low to negalive (Table l l). As in lhe 
case of TCRD, PAGE anal ysis confirmed oligoc lonal to po lyclonal 

rearrangements in pos it ive samples, whereas all T cell samples 
showed a polyclonal smear (data nOI shown). We foun d no such 
rearrangements in granulocytes, monocytes, und non-blood cells. 

Discussion 
/lIcomplele rearrungelllellt.l' oj TCRD are present ill peripherul 
NK cells 

Presented dala show lha l NK cells as well as T and B Iymphocytes 
contain incornplete T RD rearrangements. Th is complies with the 
recent dala by Borghesi el al. (21), which proved high RAG2 ex-

Table ll. Percelllllge oj rearm nged TCRG lil/deJ in so/'Ied cells" 

Vyl-h' I .V2.] 

press ion in rnurine NK pl'l,cursors; the cells indeed did rearrange 
an artificiaJ recombinasc largel. In addition, TdTPo, cells do de­

velop also into NK cell.-; (22) . Furtliermore, 3 of 62 splenic murine 

NK cells contained O-JH Joins when ana lyzed by single-cell PCR 

(21). To date , lhere is ilO known physíologícal recombinnsc larget 

in NK líneage and lhís is the firsl repon showing a natural OLilCOme 

of RAG gene activity in the form oť V(D )J rearrangemenls in hu­
man NK cells. E:lrl y studies could not fin d TCRD rearrangements 
in NK cell s by Southern blat (23, 24). Thc incomplete YD re­
arrangements thal are described possibly evaded the delection by 

Soulhem bloL, because < 5% ol' rearranged alleles are Iike ly to 

remain undelected unless Ihey represent a single c1one. Because 

there is no evidence showing the expression of immunoreceptor 
genes by NK ccUs, only incomplele Y(D)J rea rrangements are 

li kely to be present in NK cells. A possible explanalion of the 

observed data is lhat the Final decision fo r NK lineage commitmenl 

VylJ-Jyl.J VyIV -Jyl.l 

Cell Popu lati on Posit ivc Total Mcdian (Range) (%) Pusili vc Tota) Mcdian (Rangc) ('ff) Positi ve. 1'ol<.11 Medi an (Range) (%) 

T cell s 717 113 (82- 142) 717 18 (I.1- 34) 717 4.16 (2 .2- 5 7) 
8 cell s SIS 0.8 (0.76-38) 215 0(0-1 18) 114 0(0-052) 
Mcmory B cells 4/4 0.32 (0.19- 2.9) 3/4 0.18 (0-0.29) 114 O (0-0.3 I) 
Naivc B cells 3/4 0.28 (0-0.38) I N 0(0-03 1) 0/4 O «() .. O) 

B2 cells 4/4 0.36 (O 19-068) 214 0.06 (0-0.16) 0/4 O (O- O) 
BI cclls 3/4 0.37 (O-US) I/4 0(0-0 29 ) 0/4 O (O- O) 
NK cells 117 0(0- 0.38) 017 0(0-0) 017 0(0-0) 

<1 RQ.PCR wi th fUfnily -specilic primcrs in lhc Vy sc:gmtlH anu reverse ptinH:~ in thc rcspcctivc J loci were- usetl to quanlify lhe rearranged ;.Illeles in each sortell popuJati on. 
Frequencics of po~i tivc n: .. "ill lt\ anu pc:rct:nt .. \gc nf rcarrangcd 'lUc.les are im.Jicatcu. Notc tb at thc pcrccntagc uf n;jj,rTjj,ngcu TeRG allelcs in non-T cell populatiolll't i ~ closc to thc 
scnsil il'ilY limil of Ihe rnetltod, contrasling with IlIe reslI lts for TCRD. 
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takes place in developmemal ~tagcs , in whic h some V(D )] rea r­
rangcments are allowed. One can spec ulate whelher thc definitive 
NK lineage dccision pl'events completion of V(D)] l'earrangement 
or whelher the complete V(D)J rearrangement is lhe principal fac­
tor that determines the lineage decision towards B. Ta{3, Dr Tyl) 
lineages. 

Mature NK cells do nOI contain Ri\G- l :1c tivity (24). indicating 
that the TCRD rearrangemems occur early duri ng d ifferentiation. 
Complying with this, the TCRD rearrangements in the NK cells 
appeal' 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. he resul ting transcripts vary in length 
(0.8-2.3 kb), transcribe the J and C regions of TCRD, and have an 
unknown function. T hc analy sis of thei l' sequence locates the tran­
scription initiation site immediately downstream ť the D03 gene 
segment. Therefore, lhe VD rea rrangements described in this ar­
licI e would not lltrect the size of these ll'anscri pts. Germ1ine lran­
scription of the VDJ regions is important for opening the chroma­
tin b rore the V(D)J rearrangements (25). To our knowledge, 
TCRD transcripts have not bccn stud ied in NK cell pl'ecursors. A 
possible link betwecn TCRD transcripL~ and the V(D )J rearrange­
mcnls should bc addressed in appropriate di ffercntiation slage . . 

TCRy (Ind TCR5: relatírmships belw('c ll biological imporrwzC(' 
(Ind cross-hne(lRe reurrangcmenls 

There are multiple checkpoints on which the rearrangemenls and 
expression of immunorecepto r gene, are rcgu lated . One of lhe key 
regulatory mechanisms i ~ chromati n nccessibility , which is dri ven 
mosl ly by cis-acting transcriptional elements llllowi ng germline 
transcription. sequ nc · -specific transcript ion factors, and chroma­
li n slructme chan es ( 14 ). Complex regul alory mechanisms cause 
various loci t be rearranged al di tferent stages of cell di ffe r nti­
aliun, TCRD being among lhe earliest, and a lso lhat some loci are 
nonrandomly preferred fo r recombination (14). Recent ly , murine 
B cell precursors ha ve been sho wn to cxpress funclional V(D)] 
recombinase, even before lhe chrornalin of IGH genes opens for its 
activ ily (26). The imrnunoreceptor genes with open chromatin that 
is rearranged by such reeomhinase activ ity would resull in flnding s 
that are desc l'i bcd her and previously (10). 

Our da la showing V yl-ly !.3 rearrangements as the mosl fre­
quenl among T cell s (followed by Vy ll and VyIV) are in lint with 
the obscrved frequency of Vy rearrnngements in ALL, showing 
56, 18. and 1% ol' childhoocf A LL cases with Voyl , II . and IV 
rearrangemel1ls, re,peclively (4) . However, the TCRG genes are 
rearranged much less frequently than TCRD in heallhy non-T cell s 
and in some cases even below lhe d lection li mit of the melhod 
used in this study. The hypothesis thal TCRD rearrangements in 
leukemie cells just repres nt a physiol g ically occu rring phenom­
enon cannot be generalized and cenainly is not true for immuno­
receptor genes under lighter regulaLion. Presenled dala only show 
that TCRG rearnmgemenls do occur in normal B ce lls. T he reason 
why lhey are 50 frequent in B precursor ALL may be cxplainecl by 
one of the previously posed hyp theses: prolracted V(D)l recom­
binase acti vity cou ld lead O rearrangernents of lhe "improper loci" 
(7) ; leukemie eells could develop from those B cells lhut fail to die 
by apopLOsis (4); and unregulated V(D)J recombinase could a1so 
take place in the ma1ignant lransformation ilself (9). Altematively, 
cell s with rea rranged TCRG could be prone to the mulignant trans­
format ion . Another hypothesis, which in lhe ulI thors' opinion does 
nOl have much support from immunophenotypi ng or olher recent 
sLUdies, proposed lhat mal ignant cells could derive from a yet un­
detennined Brr precllrsor (8) . 

Inlerestingly , VC2P'" TyS cells reprcsc nt probably the firsllym­
phocyte subpopulation lhal matures in human ontogeny after birth 
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(27 ). Al thou h the crucial targct Ags (comprising low molecular 
mas s nonprotein molccules (1») for these V 52P'" cell s are yet to be 
s[1ccilied, the ir high biological significanec has been envisaged 
(27). Unlike T a{3 cells, the crucial role of Ty5 lymphocyte is in 
loeal immunity, with no or limited poss ibility of positive selection 
leading to clona 1 expansion (28, 29). Therefore, it seems important 
to keep lhe V 52 locus accessible for recornbination machinery . 
Reeent sludy shows that a princip le of allclic eXcIusion is applied 
to thc hu man TCRD gene nt lhe leve l of completed rearrangement 
(30). Analogous ly, reglllatory mechani sms thal prevent lhe ecwpic 
TCRIl expression are utili zed only downstream of lhe V to D re­
arrangcment , leading to the absence of completed VDJ5 rearrange­
ments in non-T cells ( 10). 

Del'elopmenlal perspeclive 

The presented data collectively shows lha l TCRD rearrangements 
can be used to tJack pl'ogeny cells of precursors with an aClive 
V(D)] rccombi nase . Obvious ly, both presented data and our pre­
vious find ings ( 10) show that only ev ry lcnlh cell in cach popu­
lati on appears to have the V 82D53 rearrangement. Thcrefore, a 
su ffi cient number of ce ll' need to be soned to oblain quan lifiable 
RQ-PCR data . This methud showed Ihut leu kocyte lineages thal 
are trad ilionally considered to be derived from a comrnon Iym­
phoid progenilor (ex cept ťor lymphoid dendrilic cell s, which were 
not testee! ) pass lhrough a sragc wit h ác tive V(D)J rccomhina<;e, 
whercas myeloicl/mo nocytic cell s do not. For thc Hrsl time, human 
NK cclls were shown to realTunge any VeDl], which complcments 
reeent findi ngs of lG rearrangements in mice (21). 

Sepa rale Iym phoid and myeloid development s temming from 
the respecti ve common progenitol's have been inclucled in the he­
matol ogy lextbooks for many years. Kalsura ( 12) has rccently 
challenged this concepl, showing that soned mouse fetal cells 
rarely give ri c to B ane! T lineages in felal thymic organ culture, 
whereas bi-poten t B myeloid Ol' T myeloid precursors could be 
identified . The authors interpreted lhis as an indicalion lhal Band 
T lincages firsl separa le ťrom each olher and only then each of 
these lineagcs separates from myeloid fate. Other studies do not 
support this view, characterizing progenitors of Iymphoie! devel­
opmcntal potenlial by mLlltiple approachcs, inc1uding gene expres­
sion profiling (31, 32). The refusal of the common lymphoid pro­
genitor (CLP) has been contested I'rom several viewpoints. 
íncluding possible in vilro cellular interactions that may inhibil 
CLP I'unction in lhc model (33) Altemalively, a cell committing 10 

the T lineage in lhis clonal assay may inhibit neighboring cell s 10 

become B cells. 
Pl'esented TCRD reaľrangement data cxpand cx pressi on profi l­

ing sLUdies identi fying RAG2 <lS one of the genes discriminating 
CLP (32). Based on lhese data, al1lymphoid celllines puss through 
a stage wilh an aClive VDl complex in ancestry , and TCRD re­
arrangcments serve as a suitable marker of commitment 10 lym­
phoid lineag ' . Moreovel', our data strongly su ppon lhe existence of 
dislinet lymphold and rnye loid progeniloľs. 
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P6. Kombinace primerů používaných pro vyhledávání přestaveb Ig/TCR genů 
v diagnostických vzorcích pacientů s ALL (základní panel pro screening bez 
nekompletních přestaveb IGH a TCRB) 

BCP-ALL: ICH 

rGK 

TCRD 

TCRC 

T-ALL: TCRD 

TCRG 

SIL/TAL! 

VHl l7- JHcons 
VH2 - JHcons 
VH3 - lHcons 
VH4/6- JHcons 
VHS - JHcons 

Vkl 
Vkll 
VkII1 
VkIV 

- KDE 
- KDE 
- KDE 
- KDE 

111tron - KDE 

D02 - D03 
VD2 - DD3 

VGr -JGl. l /2.1 
VGI - JG 1. 312.3 
VGn - JG 1. 112.1 
VGU - JG 1.3/2.3 
VGrv - lG 1. 112. 1 
VGrv - lG 1.3/2.3 

DD2 - DD3 
DD2 - JD I 
VD2 - DDJ 
VDI - JDI 
VD2 - JDI 
VD3 - JD I 

VGI - JGl.1I2.1 
VGr - JGl. 3/2 .3 
VGlI - JG 1.3/2 .3 
VGITr - JG1.3/2.3 
VGrv - JG1.312.3 

Sildb-5 '- tal1db l -3' 
Sildb-5'- talldb2-3 ' 
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P7. Léčebné schéma protokolů ALL IC-BFM 2002 a AIEOP LLA-2000/ 
ALL-BFM 2000 
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