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Comparison of minimal residual disease detection by flow cytometry and

quantitative PCR in children with acute lymphoblastic leukemia

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy in
childhood. Although almost all patients achieve complete remission, 20% of
patients suffer from relapse. Patient with risk of relapse can be discerned by
slower reduction of minimal residual disease (MRD). Flow cytometry (FC) is
often used for MRD detection but still has limited impact on clinical decision.
B-cell regeneration presents major challenge for specifity of cytometric MRD
evaluation. Multi-colour cytometry-FACS sorting and detection of rearranged
immunoglobulin and/or TCR genes using RQ-PCR (real-time quantitative
polymerase chain reaction) were combined for MRD detection in this study. FC
is cheaper and easier in comparison with molecular methods; the most
complicated phase is the data analysis and intepretation. Data interpretation is
based on deep knowledge of immunophenotype of normal bone marrow. High
speed cell sorters nowadays enable effective population separation using up to
11 parameters. The populations were sorted and subsequently level of MRD by
RQ-PCR was assessed. Combination of these two methods allowed PCR
quantification of leukaemic cells with greater sensitivity, and testing the specifity
of chosen immunophenotypic characteristic of residual leukaemic cells. Using
these combined techniques, four to eight colour panels were tested for MRD
monitoring. For proper MRD detection, Ig/TCR RQ PCR needs adequately
concentrated DNA. Using sorted cell fractions, samples with lower DNA
concentrations are usually obtained, thus it was indispensable to test efficacy of
Ig/TCR RQ PCR in samples containing variable cell number. Experiments were
performed using defined number of sorted cells (100000, 10000, 1000 and 100)
of leukemic cell line REH, which corresponded to usual number of cells in target

populations.
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Seznam pouzitych zkratek

ALL

AML

BC
BCP-ALL
CD

CLIP
CML

Ct

dNTP
EBV
ESG-MRD-ALL

HIV
HSCT
HTLV1
g

IgH

NHEJ

PC

Ph chomozom
QR

RAG

REH

RQ-PCR

RSS

TCR

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie

buffy coat = DNA z leukocyt( zdravych darct
B cell precursor acute lymphoblastic leukemia
cluster of differentiation

Childhood Leukaemia Investigation Prague
chronicka myeloidni leukémie

threshold cycle

deoxynukleotidtrifosfat

Epstein-Barr Virus

European Study Group on Minimal Residual
Disease in Acute Lymphoblastic Leukemia
human immunodeficiency virus
Hematopoietic Stem Cell Transplantation
human T-leukemia virus 1

immunoglobulin gene

immunoglobulin heavy chain

lehky fetézec imunoglobulinl
immunoglobulin light chain

lehky fetézec imunoglobulinl A
immunoreceptor gene

minimalni rezidualni nemoc
nonhomologous DNA end - joining pathway
pratokova cytometrie

Philadelphia chromozom

quantitative range

recombination activating gene

bunéc¢na leukemicka linie

real-time quantitative-polymerase chain reaction

recombination signal sequence

T cell receptor



TCRa
TCRB
TCRy
TCRd
TdT
WBC

a podjednotka T-bunééného receptoru
B podjednotka T-bunééného receptoru
v podjednotka T-bunééného receptoru
d podjednotka T-bunéé&ného receptoru
terminal deoxynucleotidyl transferase
White Blood Cell Count
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Cil prace

Detekce minimalni rezidualni nemoci (MRN) pomoci kvantitativniho ureni
pfestaveb imunoreceptorovych gent (IRG) je velmi pracna a finanéné naro¢na
metodika. Jeji prediktivhost pro budouci relaps nemoci je vysoka, ¢ast pacient(
vSak pro nedostatek vhodnych citlivych cilG zlistava mimo studie. Pritokova
cytometrie je naproti tomu levné&jsi, rychlejSi a méné pracna, jeji pouZziti
v klinickych protokolech je omezené bud na jednu instituci nebo na jednu
v souCasné dobé zavisla na expertnim hodnoceni a je ziejme, Ze metoda
potfebuje standardizaci v interpretacnich postupech. Dosavadni srovnani
uspésnosti detekce MRN metodami pritokové cytometrie (PC) a kvantitativni
PCR (RQ-PCR) u pacientll s ALL bylo zaloZzena pouze na nezavislém
paralelnim hodnoceni shody hladin MRN. Zadna prace se dosud nezabyvala
pfimym srovnanim metod a to kombinaci sortovani jednotlivych subpopulaci
v kostni dieni a naslednym stanoveni hladiny MRN podle RQ-PCR.

Cilem této prace bylo:

a) stanovit dolni limity poétu bunék, v kterém jsme schopni spolehlivé
kvantifikovat minimalni rezidualni nemoc (MRN) na urovni Ig/TCR RQ-PCR.

b) u konsekutivni kohorty pacientd do dosazeni kompletni remise vden 33
v definovanych ¢asovych bodech (den 8 a den 15) stanovit celkovou hladinu
MRN priatokovou cytometrii, Ig/TCR pomoci RQ-PCR a dale v jednotlivych
sortovanych frakcich stanovit mnozstvi Ig/TCR pomoci RQ-PCR.

c) u pacientl s regenerujici kostni dieni a hrani¢ni pozitivitou MRN podle
Ig/TCR stanovenych pomoci RQ-PCR sortovanim dosahnout zahusténi
poctu leukemickych bunék ve vzorku.

d) u pacientl se vzacnym podtypem ALL charakterizovanym snizenym poétem
chromosomU (hypodiploidii) retrospektivhé zavést systémy na sledovani
MRN podie Ig/TCR. Tato skupina pacientl je charakterisiticka Spatnou
prognézou pfes pomérné dobrou inicialni odpovéd na Ié&bu podle
konvenénich kritérii . Kinetika MRN dosud nebyla u téchto pacientd detailné

studovana.
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Teoreticky uvod

Leukémie

Normalni hematopoéza piedstavuje hierarchicky proces zapodaty
pluripotentni kmenovou burikou, ktera je schopna obnovy sama sebe, ale
predevS§im produkuje prekurzory vSech bunéénych linii, které postupné
dozravaji v jednotlivé buriky hematopoetického systému. (McCulloch 1993).
Pokud vSak dojde k malignimu onemocnéni, jsou produkovany abnormailni
buriky s poruchou diferenciace a proliferace, neschopné plnit svoji fyziologickou
funkci. (Bonnet 2005a)

Leukémie je klonalni onemocnéni hematopoetického systému. Existuje
mnoho typud leukémii v zavislosti na tom, které buriky jsou napadeny. Postizeny
mohou byt vSechny krevni fady, nejCastéjSi je postizeni lymfoidnich
a myeloidnich prekurzorll. V zavislosti na typu leukémie se vyrazné IiSi
prognéza a léCebné strategie (Mayer et al. 2002).

Leukémie vznikd hromadénim zmén v genomu kmenovych bunék nebo
razné zralych progenitorll jednotlivych fad hematopoézy (Bonnet 2005b,
Soltysova et al. 2005). Je znamo vice nez 200 rlznych molekularnich
abnormalit nalézanych v leukemickych burikach (Greaves 2004), piiCemz
nejbéznéjsi jsou chromozomalni translokace (Olsen et al. 2006, Rabbitts et al.
2001, Taki and Taniwaki 2006).

Transformace normalni buriky na bunku leukemickou je nékolikastupriovy
proces zpusobeny akumulaci genetickych mutaci a epigenetickych zmén
(Soltysova et al. 2005). Geny, které jsou odpovédné za vznik leukémie, délime
zjednodusené do dvou skupin: onkogeny a nadorové supresory (Mayer et al.
2002). Onkogeny jsou geny zodpovédné za proliferaci buriky, naproti tomu
nadorové supresory tlumi proliferaci, stimuluji diferenciaci a fidi apoptézu
(Kovar 1999).

Dasledkem vSech téchto zmén je typicky zastava diferenciace, proliferaéni
aktivita, porucha komunikace bunék s okolim a signalizace, zména povrchovych
struktur (Mayer et al. 2002).

VSechny tyto mutace se vétsinou tykaji somatickych bunék. Zavislost mezi
leukémii a vrozenou genetickou dispozici byla prokazana pouze u 5% pacient

(syndromy spojené se zvySenou lomivosti chromozému, terminalni mutace
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nadorovych supresorech). Vznik leukémie u pacientl bez dédi¢né zatéze je
zavisly na kombinaci zevnich a vnitinich faktorQ, roli hraje jisté i asovy faktor
a nahoda (Mayer et al. 2002). Ke zvysSeni rizika leukémie ziejmé prispivaji
polymorfismy v nékterych genech, jejichz proteinové produkty jsou zahrnuty
v odpovédi na poskozeni bunky, detoxifikaci buriky a také proteiny zahrnuté
v imunitni odpovédi na infekci (Pui 1999).

Mezi nejvyznamnéjSi znamé zevni rizikové faktory patfi ionizujici zafeni,
coz bylo potvrzeno pii studiich na lidech ozarenych béhem valky a po havarii
Cernobylského reaktoru (Jacquet 2004). Riziko piedstavuje také RTG ozafeni
téhotnych Zen a pravdépodobné i muzi tésné pred pocetim ditéte, které se
projevuje v patogenezi détskych akutnich leukémii (McNally and Parker 2006).
U neionizujiciho zafeni, jakym je napfiklad elektromagnetické vinéni, nebyl
prokazan vliv na vznik leukémie. Toto zarfeni totiz nema dostate€nou energii
k poskozeni DNA (Pui 1999). K dal§im faktorim radime napf. Ié¢bu inhibitory
topoizomerazy |l, kde byla pozorovana souvislost se vznikem prestaveb genu
MLL (Alexander et al. 2001). Z chemickych faktori se udavaji zejména pesticidy
a jiné chemikdlie pouzivané v zemédélstvi, dale pak styren, butadien
a predevsim benzen (McNally and Parker 2006, Morgan and Alvares 2005).

S leukémii jsou také spojovany 3 viry: HTLV1, EBV a HIV. HTLV1
zpusobuje T-ALL (akutni lymfoblastickou leukémii T-bunék) dospélych, kdyz
zralou T-burfiku méni v burku kontinualné proliferujici. EBV je spojovan
s nékolika malignimi onemocnénimi, kde brani bunééné smrti a transformuje
bunéény fenotyp. Virus HIV zplsobuje imunodeficienci, pfima spojitost
s leukémii je diskutabilni (Zavada 1999).

Souhrné je mozno fici, Zze etiopatogeneza béznych typl leukémie neni
kompletné prozkoumana a pochopena. Role jednotlivych genetickych aberaci je
podrobné zkoumana ve funkénich studiich a epidemiologicky vyzkum hleda Sirsi
souvislosti vzniku leukémii. U ALL, které je tato prace vénovana, existuje tzv.
hygienicka teorie vzniku (viz nize).

Z hlediska klinického pribéhu mizeme leukémii rozdélit na akutni
a chronickou. Akutni forma leukémie ma kratké nastupni obdobi, rychlou
progresi a nelécena vede ke smrti. Diagnéza je obvykle stanovena jiz par tydnd
po inicidlnich projevech. Chronicka forma se vyznacuje dlouhym nastupnim

obdobim, které mlze trvat az nékolik let. ProtoZe je takika bez pfiznaku, zjistuje
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se nékdy i nahodné z krevniho obrazu. Pro chronickou leukémii jsou typické

zralé buriky, kumulujici se diky blokovani procesu apoptézy (Henderson 2002).
Podle pribéhu a typu napadenych bunék tak rozeznavame ¢&tyfi zakladni

typy leukémii:

1. akutni lymfoblastickou leukémii — viz. nasledujici kapitola

2. akutni_myeloidni leukémii (AML) —maligni onemocnéni charakterizované

nekontrolovanym rastem abnormalnich, nezralych bunék myeloidni rady.
(Pui et al. 2004, Rubnitz et al. 2007)

3. chronickou lymfatickou leukémii — charakterizovana kumulaci lymfoidnich

bunék, u déti se nevyskytuje
4. chronickou myeloidni leukémii (CML) —projevuje se kumulaci relativné

zralych myeloidnich bunék, které vSak i pres svoji zralost neplni normalni
funkci. Toto onemocnéni je zvice nez95% spojeno s chromozomalni
prestavbou, ktera zahrnuje translokaci distalnich &asti dlouhych ramen
chromozom( 9 a 22 - tzv. Philadelphsky chromozom (Ph chromozom).
Patogeneza CML je pomérné dobfe prozkoumana a existuje cilena lé€ba
blokujici efekt patologicky aktivované kinazy BCR/ABL. (Deininger et al.
2000, Huntly et al. 2003) Toto onemocnéni se u déti vyskytuje jen vzacné

a ma identicky obraz jako v dospélém véku.

Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) je progresivni maligni onemocnéni,
pfi kterém je v kostni dfeni a v periferni krvi produkovano mnoho nezralych
lymfoblastickych elementl. Tato nezralost je zplisobena genetickym defektem
lymfoidniho nebo hierarchicky vy$siho progenitoru lymfoidni fady v kostni dieni.
Vysledkem je nekontrolovany rlist a akumulace nezralych bunék, které neplini
svoji funkci. Kdyz se tyto bunky nahromadi v nadprahovém mnozZstvi, blokuji
produkci normalnich krvinek, coz vede k deficitu ¢ervenych krvinek, krevnich
desticek a funk&nich bilych krvinek. Leukemické blasty ztraceji schopnost
diferenciace a zachovavaji nebo zvySuji schopnost proliferace (Randolph 2004).

Akutni lymfoblasticka leukémie je nej¢astéjSim nadorovym onemocnénim
u déti, tvoii 80% leukémii détského véku (Colby-Graham and Chordas 2003).
Roéné v Ceské republice onemocni 65-70 déti. Détska ALL piedstavuje

heterogenni onemocnéni, kde se jednotlivé podtypy IliSi v bunééné
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a molekularni charakteristice stejné jako v odpovédi na lIé¢bu a v nasledném
riziku relapsu (Ross et al. 2003).

VSeobecné pfijimanou teorii vzniku détské ALL je tzv. hygienicka teorie,
jejiz podstatou je predpokladana abnormaini odpovéd organizmu na bézné,
napf. virové infekce nebo potencialné i jiné antigenni podnéty. Tato teorie
vychazi z toho, Zze zaklady onemocnéni jsou poloZzeny jiz v prubéhu
prenatalniho vyvoje, kdy dochazi k tzv. prvnimu zasahu vedoucimu ke vzniku
prvni genetické aberace a druha aberace, ktera slouzi jako proliferaéni signal, je
zplUsobena druhym zasahem (nepiimérenou reakci na infekci) v postnatalnim
obdobi. Pro tuto teorii existuje fada epidemiologickych i experimentalnich
ddkazl (Greaves 1999, Mayer et al. 2002).

Jak bylo feéeno vySe, velmi fidké jsou pfipady lymfoidnich malignit
spojenych s vrozenymi genetickymi poruchami: u déti s Downovym syndromem
nebyl zaznamenam vySSi vyskyt ALL, ale tato diagnéza je spojena s horSi
Ié¢ebnou prognézou a EastéjSimi komplikacemi béhem Iécby (Whitlock et al.
2005, Zeller et al. 2005). U dalSich genetickych onemocnéni spojenych
s chomozomalni nestabilitou byla prokazana souvislost mezi ataxia-
teleangiektasia mutovanymi geny a zvySenou pravdépodobnosti
lymfoproliferativniho onemocnéni (Gumy Pause et al. 2003, Meier et al. 2005).
Potencialni vliv na vznik ALL ma také Fanconiho anémie (Janik-Moszant et al.
1998).

Mezi geneticky podminéné rizikové znaky Ize zaradit i pohlavi. Sumarné,
divky maji lepSi preziti bez udalosti (udalost = relaps nemoci nebo smrt
v pribéhu lécby) ve srovnani s chlapci, ti jsou navic nachylnéjsi k T-ALL nez
divky (Pui et al. 1999).

V buikach ALL bylo zjisttno mnoho chromozomalnich zmén
a molekularnich abnormalit. VétSina aberaci spada do skupiny funkénich
dysregulaci ovliviiujicich bunéény cyklus, apoptézu a diferenciaci.
Rozeznavame dva zakladni typy chomozomalnich transformaci, jejichz
vysledkem je: 1) presunuti potencialniho onkogenu pod silny promotor a tim
potenciace jeho onkogenniho efektu 2) vytvoreni chimérickych nebo fuznich
genu, které generuji hybridni protein. Vysledkem mizZe byt zména transkripéni
regulace, inhibice nékterych kindz nebo naopak jejich nepfetrzita aktivita
(Greaves 1999).
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Tyto chomozomalni aberace se li§i v ramci B a T bunéénych linii i v ramci
fazi détské ALL: u kojenecké ALL (diagnostikované do 12 mésicl véku) jsou
dominantni fuze genu MLL stadou partneri (celkem 60 znamych
chromozomalnich lokust), u déti starSich jednoho roku je to fuze genu
TEL/AML1 a hyperploidie. Obecné také plati, Ze frekvence fize genit BCR/ABL

stoupa s vékem (viz obr. 1) (Greaves 1999).

Kojenci

Dospéli

BB evecrasL I -veeivioicie JI recamcs I eame | ] ostami

Obr. 1: Zastoupeni jednotlivych skupin leukémii u kojencl, déti do 18ti let

a dospélych (Greaves 1999)

ALL B-fady

ALL B-fady (neboli B prekurzorové ALL: BCP-ALL) je nejbéznéjsi formou
akutni leukémie u déti (85% pacient(; remise je dosazena u 98% pacientd,
uplné vylééeni evidujeme u 80% pacientll) a obecné predstavuje nejéastéjsi
détskou malignitu (Redaelli et al. 2005). Opakujici se chromozomalni
abnormality jsou charakteristickym znakem lymfoidnich leukémii a umoznuji
nam proniknout do molekularniho mechanizmu leukemogeneze (Armstrong and
Look 2005).

NejCastéjSi translokaci nalézanou u BCP-ALL, je t(12;21)(p13;922), pfi
které dochazi k fuzi gendl TEL a AML1 (TEL/AML1), a ktera se vyskytuje u 25%
détskych pacientl (Lee et al. 2005, Pine et al. 2003). U genu TEL je znama
ijeho asociace s geny MN1, ABL a EVI1 u akutni myeloidni leukémie
asgenem JAK2 u T-ALL. AML1 (nebo také RUNX1 & CBFA2, 21q22), je
jednim z nejfrekventovanéji mutovanych gent u lidskych akutnich leukémii. Byl
nalezen v kombinaci s genem ETO, MTG16, TEL a EVI1 (Zelent et al. 2004).
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Funkci AML1 je regulace fady genl potfebnych pro vyvoj lymfoidni a myeloidni
fady (Fischer et al. 2005). Exprese TEL/AML1 je spojena s dobrou progn6zou -
90% preziti v kompletni remisi v 5.roce od diagnézy. Tato prognéza neni zavisla
na véku ditéte ani na pohlavi (Alvarez et al. 2005).

DalSi béZnou chromozomalni aberaci u ALL je hyperdiploidni pocet
chromozom (arbitrarné vice nez 51 chromozom). Tento subtyp onemocnéni
tvoii 25% détskych ALL (Mayer et al. 2002).

ALL s hypodiploidnim poétem chromozomd je fidce se vyskytujici malignita
S nepriznivym klinickym prtbéhem v porovnani s ostatnimi  typy
lymfoblastickych leukémii (arbitrarnim prahem je < 45 chromozomt). Postihuje
zhruba 5% déti s ALL, nejcastéji ve véku <2 roky a >10 let. Skoro vsichni
pacienti dosahuji na konci indukéni l1é€by remise, ovéem u vétSiny z nich se
drive i pozdéji ze zatim neznamych dlvodu vyvine relaps (Pui et al. 1987).

Malé mnozZstvi pfipad hypodiploidni leukémie (v CR cca 2 déti za rok)
znemozZniuje podrobné&jSi analyzu rizikovych faktorl. Pacienty pfesto muzeme
rozdelit do tfi skupin: pacienti s 24-29 chromozomy, pacienti s 30-39
chromozomy a pacienti s 40-45 chromozomy, pficemz posledni skupina tvofi
80% vsech hypodiploidnich leukémii. Obecné pak plati, Zze pacienti se 45
chromozomy maji lepsi prognézu nez ostatni. Pacienti, ktefi jsou témér
haploidni (méné nez 29 chromozomtu) odpovidaji na lécbu nejhire (Heerema et
al. 1999).

Filadelfsky chromozom (Ph) je vysledkem reciproké translokace
protoonkogenu ABL z chromozomu 9 do oblasti genu BCR na 22 chromozomu
(BCR/ABL) (Ottmann and Wassmann 2005). Translokace BCR/ABL je u déti
diagnostikovana jen vzacné, u dospélych ALL vSak tvofi 20-30% pfipadu.
Narozdil od chronické myeloidni leukémie, pacienti s Ph pozitivni ALL obvykle
exprimuji kratSi variantu proteinu BCR/ABL, nazyvanou p190bcr/abl. Ph
pozitivni ALL ma velmi Spatnou prognézu (Faderl et al. 2002). V ojedinélych
pfipadech byl Filadelfsky chromozom zaznamenan i u T-ALL (Raanani et al.
2005).

Translokace (1;19)(q23;p13) zpUsobuje vznik chimérického E2a-Pbx1
onkoproteinu, ktery se vyskytuje u 5-8% déti a predstavuje pfiznivy geneticky
subtyp détské ALL s dobrou odpovédi na Ié¢bu (Monica et al. 1994, Uckun et al.
1993).
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Chromozomalni abnormality tykajici se genu MLL (mixed lineage leukemia;
11923) byly nalezeny jak u akutnich lymfoblastickych leukémii, tak u akutnich
myeloidnich leukémii. Gen MLL se ucastni translokace s pfiblizné 60 rGznymi
geny, nejCastéjSim fuznim genem je AF4 (Hiwatari et al. 2003), ktery je
lokalizovan v jadie, kde kontroluje genovou transkripci (Thomas et al. 2005).
Leukémie s pfestavbou genu MLL predstavuji majoritni subtyp leukémie
u kojencl (az 70%). Pacienti s timto subtypem leukémie maji velmi nepfiznivou

prognézu.

ALL T rady

Détska T-ALL zahrnuje 15% vSech akutnich lymfoblastickych leukémii
a ma obecné horsi prognézu, nez BCP-ALL - preziti v kompletni remisi je 60-
70% (Cave et al. 2004).

Chromozomalni abnormality jsou detekovany u pfiblizné 50% T-ALL
a mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich kategorii: delece a translokace
(Mauvieux et al. 2002). Vétsinu T bunéénych onkogend, vzniklych translokaci,
fuzi patii gen HOX11, HOX11L2, TAL1, LYL1, LMO1/2, LMO2 a MLL (Kees et
al. 2003).

HOX 11 kéduje transkripéni faktor, k jehoZz zvySené aktivaci exprese
dochazi zejména pomoci translokace t(10;14)(g24;q11), zahrnujici TCRa/TCR®
lokus na chromozomu 14. Exprese HOX11 byla prokazana u 5% pfipad( détské
T-ALL a je spojena s pfiznivou prognézou (Armstrong and Look 2005).

ZvySena exprese genu HOX11L2 je zpusobena napfiklad jeho translokaci
do oblasti TCR® lokusu t(5;14)(q35;911). Vysoka exprese genu HOX11L2 byla
nalezena u pfiblizné 20% pacientl. Tito pacienti maji vétSinou Spatnou
prognézu (Armstrong and Look 2005, Berger et al. 2003).

Produkt genu TAL1 je homologni s proteiny, které se ucastni kontroly
bunééného rlstu a diferenciace. Nadorové specifickd zména muize nastat fuzi
s lokusem SIL nebo translokaci t(1;14)(p33;q11) do oblasti genu pro a/d fetézec
T-bunééného receptoru (Cave et al. 2004).

MLL-ENL je vysledkem translokace t(11;19)(g23;p13). C konec genu ENL
vykazuje transkripéni regulac¢ni aktivitu. Pacienti s translokaci MLL-ENL maji

dobrou prognézu (Rubnitz et al. 1999).
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Gen NOTCH je aktivni béhem normalniho hematopoetického vyvoje, kde
je mimo jiné dualezity pro regulaci ap T-bunécného vyvoje. U malignich T bunék
ovliviiue NOTCH signalizace proliferaci, diferenciaci a bunééné pfezivani
(Zweidler-McKay et al. 2005).

subtyp preziti bez udalosti (smrt nebo relaps) v %
dospéli déti
zrala B - ALL 50-55 ve 4. roce od dg. {75-80 v 5. roce od dg.

ALL z prekurzor( B rady:
-hyperploidie > 50 chrom. 30-50 ve 3. roce od dg. |80-90 v 5. roce od dg.

-TEL/AML1 neznamy 85-90 v 5. roce od dg.
-BCR/ABL <10ve 3.roceoddg. |20-40 v 5. roce od dg.
-MLL/AF4 10-20 ve 3. roce od dg. [10-35 v 5. roce od dg.
-hypoploidie < 45 chrom. 10 ve 3. roce od dg. 25-40 ve 3. roce od dg.
T —-ALL 50 ve 3. roce od dg. 65-75 v 5. roce od dg.

Tab. 1: Srovnani preziti u jednotlivych subtypl ALL u déti a dospélych (Mayer
et al. 2002)

Minimaini rezidualni nemoc

V posledni dekadach se prognéza déti s akutni lymfoblastickou leukémii
neustale zlepsSuje. NejvétSi skok sice nastal v sedmdesatych letech, kdy se
v lécbé détské ALL definitivné prosadila kombinovana chemoterapie, pokrok
v tvorbé lé¢ebnych protokoll vSak stale pokracuje. DilezZity podil na tom ma
také spravné zarazeni do lé¢ebné skupiny, tzn. identifikace pacientl, ktefi
potfebuji agresivnéjsi terapii, aby se predeslo relapsu a téch, pro které je
vhodnéjSi méné intenzivni lIé¢ba. Soucasné léCebné strategie fadi pacienty do
riznych lécebnych skupin podle statisticky vyznamnych prognostickych faktor
jako je vék a hladina bilych krvinek pfi diagnoze, ale také DNA index (odrazejici
hyper- nebo hypodiploidii), cytogenetické zmény a imunofenotyp (tedy
kombinaci antigenl exprimovanych leukemickou burikou). Kromé& téchto
klinickych a biologickych znak( pfitomnych pfi diagnéze se v posledni dobé

ukazuje, ze silnym prediktorem pribéhu onemocnéni je ¢asna odpovéd na
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chemoterapii posuzovana podle rychlosti poklesu mnozZstvi lymfoblastli v kostni
dieni nebo periferni krvi béhem inicialni ¢asti terapie. V zavislosti na rychlosti
odpovédi na léEbu mizeme pacienty zaradit do jednotlivych rizikovych skupin,
coz je dulezité nejen pro pacienty s vysokym rizikem relapsu, ktefi na Iécbu
odpovidaji velmi pomalu a u kterych je tfeba intenzivni postindukéni terapie,
pripadné dopinéni IéCby o alternativni formy, mezi které patfi cilena Iécba nebo
alogenni transplantace hemopoetickych progenitorli. Vyznamna je vSak tato
stratifikace i pro pacienty svynikajici odpovédi (a tedy vysokou
chemosenzitivitou), u kterych bude mozno intenzitu Iécby snizit a useffit je tak
nezadoucich nasledki chemoterapie (Langebrake et al. 2006).

Moderni Ié¢ebné protokoly vedou ke kompletni remisi u 95% déti trpicich
akutni lymfoblastickou leukémii. Jako hematologicka (neboli laboratorni) remise
se oznacuje morfologicky normalni obraz kostni diené pfi vy3etieni klasickym
svételnym mikroskopem (méné nez 5% blastli v natéru kostni diené). Pres tuto
vysokou uspésnost dochazi pfiblizné u 20% pacientl k relapsu (znovuobnoveni
onemocnéni). Relaps je zpUsoben malignimy klony, které jsou identické nebo
vychazeji z malignich bunék identifikovanych pfi diagnéze, coz ukazuje, Zze ne
vSechny leukemické burnky byly pfi IéEbé zni¢eny. Vezmeme-li v Gvahu, Ze pfi

0'%'2 malignich bunék,

diagnéze byva v organizmu nemocného fadové 1
v hematologické remisi zde muze byt pfitomno znac¢né mnozstvi bunék. Tyto
bunky vS8ak jiz nejsou detekovatelné béznymi morfologickymi metodami
(Moppett et al. 2003, Szczepanski et al. 2001). Stav, kdy se v kompletni remisi
detekuje zbytkové mnozstvi malignich bunék, které se nachazeji pod detekéni
hranici klasickych morfologickych metod, se oznacuje jako minimalni rezidualni
nemoc (MRN nebo také MRD z anglického minimal residual disease) (Neale et
al. 2004, Szczepanski et al. 2001). MRN byla jesté v poloviné devadesatych let
stanovovana pouze kvalitativné nebo semikvantitativné. | tyto postupy
ukazovaly na znaény potencial MRN a pfinasely klinicky relevantni informace.
Az kvantitativni metody zalozené na kvantitativni PCR (viz dale) a rozsahle
retrospektivni studie v8ak umoznily plné docenit vyznam znalosti dynamiky

MRN pro léCbu.
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2 3 4
Obr. 2: Znazornéni moznosti detekce a dynamiky MRN u jednotlivych

modelovych pripadu pribéhu ALL (Szczepanski et al. 2001).

Dokud totiz byly jedinou moznosti detekce odpovédi na IéEbu morfologické
postupy zaloZzené na svételné mikroskopii, bylo mozno identifikovat pouze velmi
malou skupinu déti s nejhorsi reakci na lé¢bu. Postup IéCby se tedy u vétSiny
pacientdl s riznou — nezndmou — hladinou MRN dfive nijak neli$il a tudiz
pacienti s vyS$Sim rizikem relapsu podstupovali stejnou Ié¢bu jako pacienti
s nizkym rizikem. Postupné se sice vydélovaly skupiny charakterizované
empiricky znamymi rizikovymi faktory, univerzalni kriterium stale neexistovalo.
Zde je tfeba pfipomenout, Ze prestoZe nejvétsi riziko relapsu je u pacientd se
znamymi rizikovymi faktory (napf. pritomnost t(9;22) a t(4;11), vysoka
leukocytéza, nedosazeni remise), poletné se vice relapsu vyskytuje ve
skupinach pacientt s klinicky definovanym nizkym nebo stfednim rizikem — ti
totiz tvofi az 80% vSech pacientti (van Dongen et al. 1998).

Spolehliva metoda detekce MRN by méla splfiovat tyto parametry: 1)
senzitivita detekce alespoii jedné maligni bufiky mezi 10* normalnich bunék
kostni dfené (oznaGovana jako senzitivita 10™) 2) schopnost rozeznat mezi
maligni a normalni burikou bez fale$né pozitivnich i negativnich vysledkd 3)
méla by byt snadno proveditelna a méla by umoziiovat snadny sbér vysledkl 4)
meéla by byt proveditelnd ve srovnatelné kvalité ve vice laboratofich
(Szczepanski et al. 2001). Tyto podminky dnes spliiuje kvantitativni PCR (RQ-

PCR) zalozena na rozpoznavani specifickych leukemickych sekvenci
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(specifické prestavby, napf. translokace BCR/ABL nebo prestavby
imunoreceptorovych genli — podrobnéji viz dale). Dal§i metoda, pritokova
cytometrie vyuzivajici prezentace leukemicko-specifickych antigeni na povrchu
buriky, musi svij potencial jesté potvrdit (van Dongen et al. 1998). Standardem
v detekci MRN u détskych ALL se tak stala metodika zalozena na kvantitativni
detekci klonalné specifickych prestaveb imunoreceptorovych genu, ktera
umozni sledovani dynamiky MRN témér u 100% pacient(l. Metodika je vSak
pracna, draha a ¢asové naro¢na. Naproti tomu teoreticky se ma za to, ze PC by
mohla byt srovnatelné kvalitni, ale podstatné jednodussi a levnéjSi metodou.
Pfima srovnani obou metodik jsou zejména z logistickych divodl velmi fidka
a predstavuji velmi odliSné vysledky. Povrzeni jednoduchych predpokladd, tj.
srovnatelné citlivosti a specifiky v identifikaci leukemické populace, by bylo
prioritnim vysledkem.

Retrospektivni studie vyuzivajici kvantitativni detekci klonalné specifickych
pfestaveb imunoreceptorovych gent na rGznych protokolech prokazaly, Ze
absence MRN po indukci remise (ti. po jednom mésici 1éCby v nejb&znéji
v Evropé pouzivanych protokolech) je dobrym prognostickym znakem, polovina
déti s ALL vSak zUistava v tomto bodé MRN pozitivni (s citlivosti metody 10%).
Mira této pozitivity ma také prediktivni hodnotu - pomala redukce poctu blastt
v periferni krvi nebo kostni dfeni je spojena s vysSim rizikem relapsu
(Dibenedetto et al. 1997). DalSim vyznamnym pokrokem je kombinace
informace o hladiné MRN v jednom ¢asovém bodé lécby (na konci indukéni
lé€by) s informaci o dalSim ¢asovém bodu (typicky po dalSich 2 mésicich lecby).
Timto zpGsobem uz dostavame informaci o dynamice rezidualniho klonu, jejiz
prognosticky vyznam je velmi dllezity.

Pocatkem nového tisicileti zaCaly nékteré progresivni skupiny zabyvajici se
léEbou détskych ALL zafazovat kritéria MRN piimo do stratifikanich pravidel
IéCebnych protokoll. Vyuzivaji kombinaci klasickych* rizikovych faktord
s méfenim dynamiky MRN v inicialni fazi Ié€by a restratifikuji pacienty do skupin
uréenych k intenzifikaci a desintenzifikaci Ié¢by. PrestoZze vysledky téchto
léCebnych protokoll nejsou dosud k dispozici, je ziejmé, Ze sledovani MRN

u nové lé€enych pacientl bude v budoucnu dilezitym klinickym fenoménem.
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Detekce MRN se vSak v soucasnosti vyuzZiva i v IéCbé pacient( s relapsem
nemoci a také pacientll podstupujicich transplantaci hematopoetickych

progenitord.

Pfestavby imunoreceptorovych genu (IRG)

Schopnost imunitniho systému specificky rozeznat miliony raznych
antigent a antigennich epitopl je zaloZena na enormni diverzité antigen-
specifickych receptorll, které predstavuji povrchové vazané molekuly
imunoglobulinu (Ig) u B lymfocytll a T-bunééné receptory (TCR) u T lymfocyta.
Antigenné specifické receptory se lisi od lymfocytu k lymfocytu, pfi¢emz kazdy
z nich (nebo kazdy z jejich klon() exprimuije pfiblizné 10° receptoril s identickou
antigenni specifitou. Rozsahla diverzita receptorll je zplsobena prestavbami Ig
a TCR genu v pribéhu vyvoje lymfocytu (Janeway 2001).

Geny kédujici tézké retézce imunoglobulin (IgH) se nachazeji v genovém
komplexu na chromosomu 14. Tento komplex obsahuje na 5° konci skupinu
sekvenéné podobnych Usekl V ("variabilita"), dale nasleduje skupina Useku
D ("diversita"), pak skupina kratkych usekl J ("joining") a na 3" konci jsou
uspoiadany genové segmenty konstantni ¢asti tézkého fetézce (C). Struktura
genovych komplext kodujicich lehké fetézce imunoglobulinti k a A (IgLk a IgLA)
je podobna, ale jednodussi (neobsahuje D segmenty) (Horejsi 2005). Béhem
Ba T bunécné diferenciace dochazi u jednotlivych lymfocytl k specifickym
pifestavbam téchto segmentl a timto ziskava kazdy lymfocyt svoji specificitu.
Prestavba je zahajovana pomoci dvou specifickych rekombinaz RAG1 a RAG2,
které rozeznavaji rekombinacni signalni sekvence obklopujici Ig a TCR geny
(Market and Papavasiliou 2003, West et al. 2005) sestavajici
z palindromatickych heptamerl a nonamerti, oddélenych oblasti 12 nebo 23
parG bazi (Sadofsky 2004, Schatz 2004b), a které k sobé pfiblizi cilové useky
DNA a vytvori jednoviaknové zlomy mezi V, D nebo J segmenty. Nasledné
volna 3'OH skupina na konci kédujiciho fetézce reaguje s 5P skupinou
protéjSiho retézce DNA za vzniku vlasenky na kédujicim konci a tupého 5’konce
rekombinaéni signalni sekvence. Viasenka je oteviena nukleazovou aktivitou
proteinu Artemis. Mechanismem NHEJ (nonhomologous DNA end - joining

pathway), na kterém se podili proteiny Ku70/80, DNA proteinkinaza, ligaza IV a
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protein Artemis, dojde ke spojeni otevienych koncl kédujicich sekvenci
(Raghavan and Lieber 2006, Schatz 2004b).

VH DH JH Cp

12 3 4 8 6 7 n 12345 123458

I-II-E-II-I*I*HHP

»germline“ IGH sekvence

»produktivni“
pfestavba IGH

pre mRNA

Obr. 3: Schéma preskupovani V, D, J segmentli tézkého retézce

imunoglobulint

Pfestavba Ig a TCR genl je proces, pii kterém dochazi k nepifesnému
spojeni dvou genovych segmenl. JelikoZ existuje tripletovy ¢teci ramec DNA
sekvenci, u dvou ze tfi spoji mMRNA nelze piepsat do funkéniho proteinu.
U B bunék dochazi nejprve k prestavbé tézkého retézce imunoglobulint (IgH)
tak, Zze nejdfive na obou alelach sou¢asné probiha prestavba D a J segmentu.
Potom nasleduje pripojeni V segmentu. Jestlize VDJ piestavba na jedné alele
produkuje  funkéni protein, dojde k down-regulaci exprese genl
rekombinazového aparatu, coz umozni umiceni druhé IgH alely (Sadofsky 2004,
Spicuglia et al. 2006). Pokud v§ak VDJ prestavba funkéni neni, dojde k pfipojeni
V segmentu na druhé alele (Dyer and Oscier 2002). RAG geny jsou znovu
aktivovany v malém mnozstvi pro rekombinaci lehkych fetézct (IgL). Jako prvni
se realizuje prestavba lehkého fetézce kappa (IGK) a teprve kdyz je tato
prfestavba nelspésna na obou alelach, dochazi k prestavbé lehkého fetézce
lambda (IGL). Dvé nefunkéni piestavby IgH &i IgL vedou k apoptdze (Poulsen et
al. 2002, Seriu et al. 2000).
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Po této rekombinaci vznika funkéni B bunéény receptor a RAG geny jsou
znovu down-regulovany a reaktivovany pouze v pripadé, je-li receptor
autoreaktivni.

V non-B lymfoidnich burikach jsou geny pro IgH a IgL umistény v jaderné
periferii, ktera ma na tyto geny represivni Guc¢inek. Béhem diferenciace bunék
a procesu prestavovani dochazi k posunu nejprve D a J genli a nasledné
i V genl do centralni oblasti jadra. Tento pfesun je regulovan IL7R a usnadiiuje

transkripci a histonovou modifikaci genti (Corcoran 2005).

N oblasti

Pfi rekombinaci jednotlivych V, D, J genu dochazi k inserci novych, tzv.
N nukleotidd mezi spojené genové segmenty. Tuto inserci zprostiedkovava
terminalni deoxynukleotidyl transferaza (TdT), ktera je exprimovana v jadie
nezralych B a T lymfocyth. TdT je schopna pfidavat nukleotidy na 3’konec DNA
Zlomu bez pouziti templatu (Schatz 2004a) (Horejsi 2005).

Inserce nukleotidi mezi prestavéné genové segmenty zvySuje diverzitu
antigenniho receptoru. Velikost pfipojované N oblasti se pohybuje od jednoho &i

dvou do deviti a vice nukleotidd (van Dongen and Wolvers-Tettero 1991).

Sekundarni genové prestavby

Sekundarni genové piestavby se vyskytuji bud tehdy, jestlize B a/nebo
T buriiky produkuji neproduktivni Ig ¢i TCR geny na obou alelach, nebo v
pfipadé autoreaktivity receptoru. U B bunék mize probihat tzv. D-J4 vyména,
kdy dojde ke spojeni D segmentu proximalné a J segmentu distalné od
pfestavénych D-J segmentli, které jsou vystfizeny. U lehkych fetézcl
imunoglobulinG dochazi k nahrazeni pfestavby V-J, stejné jako v pfipadé TCRa
u T lymfocytl (Janeway 2001).
Dalsim typem sekundarnich prestaveb je zaména V segmentu u V-D-J
prestavby, kde proximalni V segment nahradi V segment v kombinaci V-D-J.
Spojeni u téchto pfestaveb je zprostfedkovano heptamerovou sekvenci na
3’konci vétsiny Vy genl. Tato sekvence v$ak chybi u V segmentu IgL a TCR
lokusu (kromé TCRY).
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Liniové nespecifické prestavby IRG

Struktura gend kédujicich Ig a TCR je do znaéné miry podobna. Obé
skupiny se skladaji zV(D)J segmentl, které jsou pii vyvoji lymfocytl
preskupovany podle shodnych pravidel. Donedavna se predpokladalo, ze B-
lymfocyty pfestavuji pouze geny pro imunoglobuliny a T-lymfocyty pouze geny
pro TCR. U leukemickych bunék vSak mluzZeme casto nalézt prestavby
imunoreceptorovych gen(, které jsou specifické pro opa¢nou vyvojovou vétev -
TCR piestavby u BCP-ALL &i Ig prestavby u T-ALL (Meleshko et al. 2006).

Bylo vytvoreno nékolik teorii, z nichz nékteré tuto "neadekvatni" regulaci
spojovaly s malignim procesem a vysvétlovaly ji bud jako jeho nasledek
(Greaves et al. 1986, Szczepanski et al. 1999b), a nebo dokonce jako jeho
pfimou pfi€inu (Greaves et al. 1986, Height et al. 1996, Yancopoulos et al.
1986). Dale se usuzovalo, ze prestavby geni pro TCR mohou vznikat jiz ve
velmi ¢asnych stadiich vyvoje B lymfocytl a Ze jejich pfitomnost maze pro
buiiku znamenat zastavu diferenciace a maturace. Nasledkem toho by buriky
s témito tzv. "cross-lineage" prestavbami TCR podlehly apoptéze, pokud by se
nestaly malignimi (Szczepanski et al. 1999a). DalSi hypotézou byla moznost,
Ze ‘"cross-lineage" prestavby jsou dusledkem pietrvavajici aktivity
rekombinazového systému po maligni transformaci a zastavé maturace
(Greaves 1988).

Studie nasi skupiny z roku 2003 ale prokazala, ze tyto "cross-lineage"
prestavby nejsou specifickou viastnosti leukemickych bunék, protoze
nekompletni prestavby TCR® Ize nalézt i v B lymfocytech zdravych darcl (Krejci
et al. 2003).

Vyuziti klonalnich prestaveb Ig/TCR k detekci MRN u ALL

Buriky ALL jsou odvozeny z lymfoidnich prekurzorl, ve kterych probiha
pfestavovani genovych segmenti Ig/TCR. Cely maligni klon vznikly nadorovou
transformaci lymfoidniho prekurzoru pak nese stejné sekvence prestavénych
genu pro Ig/TCR. Toho Ize vyuzit k detekci MRN. Tento pristup je v sou¢asnosti
povazovan za standard, i pfes svou metodickou a finacni naro¢nost. Na rozdil

od detekce specifickych fuznich genl pouzitelné v max. 35 % pfipadl Ize
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metodu detekce klonalnich prestaveb Ig/TCR u 95% pacient(, dalSi vyhodou je
prace na urovni DNA.

Imunofenotypova charakteristika leukemickych bunék

Leukemické buriky (v naSem pfipadé buriky ALL) jsou kromé genetickych
zmén definovany také podle svého imunofenotypu — tedy podle kombinace
antigeni exprimovanych na povrchu buriky a/nebo intracelularné (Schabath et
al. 2003). Tato kombinace antigen v zasadé odpovida bunéc¢né linii (tedy T
nebo B v pfipadé ALL) a stupni zralosti buriky, ze které vychazi leukemicky klon
(Gudjonsson and Magnusson 2005). Leukemické bunky se li§i v expresi fady
antigeni od svych nemalignich protéjskl. Typicka je asynchronni exprese, kdy
na leukemické burce jsou sou¢asné exprimovany antigeny, které u normalniho
lymfoidniho prekurzoru v rliznych stadiich diferenciace. Aberantni exprese
antigent z jiné linie je rovnéz velmi ¢asta odchylka od normalnich prekurzort
(Hrusak 2003).

Imunofenotyp leukemickych bunék tak umoZziuje vymezit leukemickou
bunéénou populaci proti fyziologickym bunikam kostni diené. Na druhou stranu
pritomnost fenotypu asociovaného s leukemickymi burikami, ktery se vyskytuje
u malého poétu normalnich bunék miize snizovat kvalitu detekce leukemickych
bunék podle imunofenotypu (Wang et al. 1995).

Imunofenotyp se dnes stanovuje pomoci mnohobarevné pritokové
cytometrie. Metodika vyuzivajici pritokovou cytometrii k detekci MRN je
extenzivné testovana na fadé svétovych pracovist, jeji klinické vyuziti je vSak
limitovano na nékolik center (Kroft 2004).

Imunofenotypizace pomoci priutokové cytometrie piedpoklada pouziti
monoklonalnich protilatek s navazanou fluorescenéni znaékou, coz umozni
stanovit intenzitu fluorescen¢niho signalu, ktera nam odhali mnozstvi
sledovaného epitopu (i) ve vymezené populaci, ¢ehoz mizeme vyuzit napf. pfi
detekci MRN. Protoze je monitorovani MRN pomoci pritokové cytometrie
zalozeno na identifikaci leukemického imunofenotypu, ktery v krvi &i kostni dieni
neni normalné exprimovan, vyzaduje dikladné zvazeni optimalniho ¢asového
bodu analyzy a zejména vhodnou kombinaci protilatek. Je proto dulezité
spravné charakterizovat kombinaci antigentl, které jsou schopny detekovat

reziduaini blasty ve smési normalnich hematopoetickych bunék b&éhem lécby.
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Cilem této studie bylo definovat subpopulace, které nejlépe odpovidaji MRN

v daném ¢asovém bodu lécby.
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Obr. 4: Na grafu jsou znazornény CD19 pozitivni buriky v normalni kostni dieni;
B-lymfocyt béhem svého vyvoje nejprve ziskava znak CD10, pozdéji i CD20,
zraly B-lymfocyt znak CD10 naopak ztraci, ale uchovava si znak CD20.
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Metody

Kvantitativni PCR (RQ-PCR)

Polymerazova retézova reakce (PCR) vychazi z malého mnozstvi DNA,
které je vioZzeno do reakéni smési spolu s volnymi nukleotidy. Amplifikovany
genovy usek (amplikon) je vymezen dvojici kratkych oligonukleotidovych
segmentll (primerd) o velikosti 15-30 nukleotidl, znichz kazdy je
komplementarni k sekvenci na protilehlych fetézcich tUseku cilového genu.
Primery slouzi jako startujici mista pro amplifikaci DNA, ktera je katalyzovana
enzymem DNA polymerazou. Dvouretézcova DNA (dsDNA) je nejprve teplotné
denaturovana (kolem 90°C) v piitomnosti nadbytku kazdého primeru a C&tyf
deoxynukleotidi (dNTP) a pfechazi na jednoretézcovou formu (ssDNA).
Reakéni smés je ve druhém kroku ochlazena na teplotu, pfi které primery
nasedaji na své komplementarni cilové sekvence (55°C — 65°C), a Usek
templatové DNA je dale syntetizovan DNA polymerazou (72°C). Denaturace,
nasedani primert a syntéza DNA tvoii jeden amplifikacni cyklus. Cykly se
mnohokrat opakuji za stejnych podminek, které jsou zajistény nastavenim
teplotniho profilu na termocykleru. U dobrych termocyclerti by mélo dochazet ke
zménam jednotlivych teplot v kratkém Case a teplo by mélo byt koncentrovano
na vzorek a neunikat do okoli. Produkty amplifikace z prvniho cyklu PCR slouzi
jako templaty v dalSich cyklech. Hlavnim produktem PCR je tedy dvouretézcova
DNA, jejiz délka odpovida vzdalenosti obou primer(i (Ausubel et al. 1994, Bustin
2004).

Kvantitativni PCR vrealném c&ase (RQ-PCR) je vsoucasné dobé
pfevazujici metoda pro kvantitativni detekci cilovych genl. Detekce PCR
produktu je umozZnéna fluorescencénimi molekulami, které nas na zakladé
zvySujici se fluorescence informuji o mnozstvi produktu v daném cyklu. Pro
tento ucCel se pouzivaji DNA vazebna barviva nebo fluorescenéné znadené
sekvence. Emitované zareni po kazdém cyklu PCR reakce zaznamenava
kamera a signal je vyhodnocen pomoci prislusného softwaru. V sou¢asné dobé
se pro RQ-PCR nej¢astéji pouzivaji: SYBR Green 1, hybridizaéni a hydrolyza¢ni
sondy (McPerson 1995).
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Fluorescenéni barvivo, oznaované jako SYBR Green 1, se specificky
vaze do malého zlabku dsDNA. Mira fluorescence je pfimo zavisla na mnozstvi
navazaného barviva. SYBR Green 1 se nevaze na ssDNA a pokud neni
vazany, nedetekujeme prakticky zadnou florescenci. Nevyhodou je, Zze timto
zplGsobem nelze rozlisit pripadnou pfitomnost nespecificky amplifikovaného
produktu PCR) (Vondrejs 2003).

Na rozdil od SYBR Green 1 jsou hydrolyzaéni a hybridizaéni sondy
vysoce specifické, komplementarni k detekované sekvenci DNA. Hydrolyzaéni
sondy maji na koncich fluorofor a zhase¢, pficemz v zakladnim stavu je
fluorescence potlatena, protoze zhasSe¢ pohlcuje zafeni produkované
fluoroforem. Diky exonukleazové aktivitt DNA polymerazy dojde v pribé&hu
elongaéni faze PCR k rozstépeni sondy, oddaleni fluoroforu a zhasece a tim
k narostu fluorescence. Fluorescence zde odpovida poc¢tu dokonéenych kopii
amplifikované DNA a mé&fi se na konci syntetické faze (McPerson 1995).

Hybridizacni sondy jsou dvojice sond, pfiCemz kazda je znadena jinym
fluoroforem. Sondy nasedaji na specifickou strukturu DNA tésné vedle sebe
a po ozareni emituje fluorofor jedné ze sond zareni, které excituje fluorofor
druhé sondy, jehoz fluorescence je méiena (McPerson 1995).

Jestlize pribéh reakce vyneseme do grafu, kde na ose X budou jednotlivé
cykly a na ose Y bude intenzita fluorescence, dostaneme esovitou kfivku, kterou
mizZeme rozdélit na tii ¢asti: neexponencialni ,plateau” faze, exponencialni faze
a faze, pfi niz prestava kfivka rlst exponencionalné v dusledku vycerpani
nékteré slozky nutné k replikaci DNA. Co se tyce intenzity fluorescence, prvnich
zhruba 18 cykll nezaznamenavame Zadnou zménu, ackoli produkt roste
exponencialné. Je to dano tim, Ze hladina produktu je stale nizka. Jakmile se
vSak nakumuluje dostatek produktu, zacne se zvedat hladina fluorescence nad
prahovou hodnotu. Cyklus, ve kterém k tomu dojde, se nazyva prahovy cyklus
(threshold cycle) a oznaduje se Ct. Ct je ovlivnén mnoZstvim templatu na
zacatku reakce (Ausubel et al. 1994).

Resenim, jak zajistit reprodukovatelnost vysledku, je vytvorit sérii Fedéni
o znamé koncentraci, nejlépe v rozmezi nékolika fadd (napt. 107-10°), a z této
vytvoiit standardni kfivku. Standardni kfivka je konstruovana vynesenim
logaritmu kvantity templatu proti Ct pozorovanému béhem amplifikace kazdého

z fedéni. Korelaéni koeficient (R%) mimo jiné udava, jak moc se kryji Ct duplikatt

30



(&i multiplikat(i) vzorku. Nemél by byt mensi nez 0,980, v idealnim pfipadé R?=1.
DalSim znakem charakterizujicim dané RQ-PCR je tzv "slope", tj. smérnice
pfimky proloZzené vynesenymi body. Pro reprodukovatelné RQ-PCR by hodnota
"slope” méla pohybovat mezi 2,6 - 4,0 (Bustin 2004).

Efektivita se vétSinou udava v procentech, tzn. kolik procent templatu bylo
amplifikovano v kazdém cyklu. Pokud je ¢islo mensi nez 100%, znamena to, ze
neprobiha amplifikace vSech molekul DNA v duasledku napriklad $patného
primeru &i $patnych reakénich podminek. Cislo vét$i nez 100%, miZe znadit
kontaminaci nespecifickym produktem. Tolerance se pohybuje v rozmezi 90 -
105% (Siebert 1993).

SYBR Green | Hydrolyzacéni sonda Hybridizacni sonda
Nasednuti primer( X(
— ® 4 ¢ ———p k2l —— \*
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Obr. 5: (Van der Velden et al., Leukemia 2004) Srovnani jednotlivych metod
RQ-PCR.
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Detekce minimalni residudini nemoci (MRN) pomoci RQ-PCR

Pro detekci MRN pomoci RQ-PCR jsme pouzili metodu kvantifikace
klonalné-specifickych prestaveb Ig/TCR, ktera zahrnuje tyto kroky:

1) screening klonalnich piestaveb Ig/TCR

2) analyza klonality produktl PCR a pfiprava monoklonalnich produktu

k sekvenaci

3) sekvenace

4) vyhodnoceni piechodovych V-(D)-J sekvenci a navrZeni pacient-

specifickych primert

5) optimalizace specifického RQ-PCR

Screening klonalnich prestaveb Ig/TCR genu

Ve vzorku DNA z diagnostického vzorku kostni diené jsme u kazdého
pacienta provedli screening na nejcastéjsi prestavby Ig/TCR u détskych ALL.
Screeningovy panel zahrnoval 18 systémt pro BCP-ALL (kompletni IGH, IGk,
TCRYy, TCR0) a 13 systéml pro T-ALL (TCRy, TCRd), pfipadné pfi nenalezeni
vhodného cile 7 systéml pro nekompletni prestavby IGH a 3 systémy pro
TCRPB). U pacienttl s T ALL bylo soucasti panelu i hodnoceni pfitomnosti delece
1p32 vedouci k fuznimu genu SIL-TAL1, ktery Ize pouzit pro sledovani MRN na
DNA urovni. Nasledné jsme provedli analyzu heteroduplext: vzorky jsme pét
minut zahfivali pii teploté 94°C, poté zchladili na 4 °C a tuto teplotu udrzovali po
dobu jedné hodiny. Vzorky jsme pak nanesli na 8% polyakrylamidovy gel.
Produkty PCR jsme vizualizovali ethidiumbromidem, monoklonalni prouzky o
prisluSsné délce jsme sterilné vyrizli, pfidali k nim cca 200ul tkafové vody a
nechali danou eluovat. Po¢et monoklonalnich piestaveb Ig/TCR na jednoho

pacienta se pohyboval v rozmezi 1-5 (viz Pfiloha 2).
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Obr. 6: Ukazka polyakrylamidového gelu s piestavbami Ig/TCR u pacienta ¢.
876

Priprava monoklonalnich produkta k sekvenaci

Produkty z eluatu jsme reamplifikovali se stejnou sadou primeru, jako pifi
prvni amplifikaci (pfidali jsme 1ul eluatu) a predistili pomoci QlAquick PCR
Purification kitu (QIAGEN, Hilden, Germany).

Navrzeni specifickych primeru

Ziskané sekvence prechodovych V-(D)-J oblasti jsme vyhodnotili
v softwaru VECTOR NTI 8 Suite INFORMAX, Bethesda, MD, USA). Primery
jsme navrhovali tak, aby je bylo mozno pouzit v RQ-PCR s hydrolyzaéni sondou
a reverznim primerem umisténymi v konsensus oblasti dané pirestavby. Snazili
jsme se o to, aby co nejvice pokryvaly usek nahodné pfidanych nukleotidi mezi
V-D nebo D-J segmentem a aby minimainé (3-4 nukleotidy) zasahovaly do
J segmentu. Primery jsme navrhovali ve velikostnim rozmezi 18-25 nukleotidl
au kazdého znich jsme zaroven zkontrolovali pfipadnou tvorbu dimer( &i

vlasenek. Pro kazdou sekvenci jsme navrhli minimalné dva primery.
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Priprava specifického RQ-PCR

Optimalizaci jednotlivych systémil jsme provadéli na pfistroji iCycler 1IQ™
(BIO-RAD, Hercules, CA, USA) piedevS§im pomoci zmén anealingové teploty,
a dale pomoci zmén koncentrace primerti ¢i mnozstvi Mg. Z dlivodu Setfeni
biologického materialu jsme pro optimalizaci pouzivali pouze fedéni 102 a 10
pacientovy diagnostické DNA. ProtoZe podobné sekvence prestaveb Ig/TCR se
v malém mnozstvi mohou vyskytovat i ve fyziologickych lymfocytech, bylo tfeba
ke kazdé reakci pfidavat DNA z krve zdravych darcu (tzv. "buffy coat", BC).
Optimalizace vyzadovala v zavislosti na systému 1-10 RQ-PCR.

Pomoci optimalizovanych systémi RQ-PCR jsme pak provedli viastni
mérfeni MRN ve vzorcich z prlibéhu 1é¢by a v sortovanych subpopulacich. Jako
standard jsme pouzili fedici fadu z pacientovy diagnostické DNA, fedéné do BC,
a to od 107" do 10° v duplikatu, jako negativni kontrolu jsme pouzili multiplikat
BC (n=6) z duvodu vylouceni fale$né pozitivnich vysledkd. Jednotlivé sortované
i nesortované pacientské vzorky jsme pipetovali v triplikatu pro dosazeni co

nejpiesnéjSich vysledkl a eliminaci chyb pfi pipetovani.

Interpretace vysledku RQ-PCR

Vysledky dosazené pomoci metody kvantitativniho PCR jsou v rostouci
mife vyuzivany pro klinicka rozhodovani. Proto je nutno pifi jejich vyhodnocovani
dodrzovat pravidla, ktera omezi riziko faleSné pozitivity ¢i negativity. Evropska
spoleCnost pro rezidualini nemoc u ALL (ESG-MRD-ALL) proto navrhla
podrobna pravidla pro interpretaci vysledku, podle kterych jsme hodnotili MRN
i u pacientl prezentovanych v této praci.

Pro interpretaci vysledk( byl kromé pojmu senzitivita nové zaveden pojem
kvantifikovatelnost RQ-PCR:

Senzitivita RQ-PCR je nejvyssi hodnota fedéni, ktera:

¢ se specificky amplifikuje

e ma nejméné jeden vzorek z replikatu pozitivni

e ma Ct replikatl v rozmezi 20 cykll od Ct nefedéného vzorku

(diagnostického vzorku)
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e ma Ct replikatl v rozmezi 20 cykll od interceptu standardni kfivky;
interceptem rozumime vypocitanou hodnotu Ct, ve které by standardni
kfivka protnula graf u nefedéného diagnostického vzorku 10°
Kvantifikovatelnost RQ-PCR je nejnizsi fedéni, které:

o se specificky amplifikuje

e rozdil Ct replikatl < 1.5

e prumeérna hodnota Ct je o 2.6-4.0 cykly vétSi nez predchozi 10x nizsi
o standardni kfivka se zahrnutim tohoto fedéni ma sklon (,slope“) mezi -
2,6 a 4,0 a korelaéni koeficient > 0.98 ( podrobnéji vysvétleno v kapitole
Kvantitativni PCR)
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Obr. 7: Graf standardni kfivky, fedéni 10°" - 10 gervené, zelené voda

jako negativni kontrola

Metoda kvantifikace klonalné-specifickych prestaveb Ig/TCR ma navic jiz
zminéné uskali v podobé falesSné pozitivnich vysledkd, které by mohly vzniknout
nasednutim specifického primeru na "zdravou" DNA. Pro vétsi piesnost se
negativni kontrola (BC) pouziva v Sesti replikatech. Pies vSechnu snahu

35



dochazi k amplifikaci DNA z BC v pfiblizné 50% optimalizovanych systémi RQ-

PCR. Dal$i pravidla, kterymi se proto musime fidit, jsou tato:

e pii hodnoceni kvantifikovatelnosti primérna hodnota Ct negativni

cwvwys

vzorku (to plati i pro standardni kfivku): jestlize je hodnota >3, vzorek je

kvantifikovatelny; v rozmezi 3 - 1 cyklu fikame, Ze je vzorek pozitivhi bez

udani hodnoty

e pii hodnoceni senzitivity musi byt aspoin jedna hodnota Ct vzorku

cwvwys
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Obr. 8: Graf standardni kfivky v rozmezi 10°'-10"%* (vyznageno &ervené) s

negativni kontrolou v triplikatu (DNA zdravych darct, vyznaéeno modfe)
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Obr. 9: Graf s dvéma vzorky pacientl; Cervené je vyznacena fedici fada
v rozmezi 10°! - 10, modfe negativni kontrola (DNA zdravych darci), zelené
a Cerné jsou oznaCeny dva pacientské vzorky v triplikatu, z nichz zeleny
muzeme podle vySe zminénych pravidel kvantifikovat, ¢erny vzorek hodnotime
jako "pozitivni", protoze jeden vzorek z triplikatu vysel o vice nez 1 Ct dfive nez

negativni kontrola.

Protokovd cytometrie

Pratokova cytometrie pouziva jako zkoumany material bunéénou suspenzi
(napr. kostni dren, periferni krev ¢i likvor). K detekci jednotlivych povrchovych
nebo cytoplazmatickych molekul se pouzivaji monoklonalni protilatky
konjugované s fluorescenénimi znackami. Suspenze bunék je po navazani
fluorescenéné znacenych protilatek nasata do prutokového cytometru, kde jsou
burky sefazeny do uzkého proudu kapaliny a vysokou rychlosti proudi komorou
a jsou ozareny laserovym paprskem. Laserové svétlo excituje na burikach
navazané konjugaty protilatka-fluorescenéni znacka, které emituji svétlo
ovinové délce uréené typem fluorescenéni znacky . Soucasné priatokové
cytometry umozniuji zapojenim jednoho az tfi laserl excitovat 3 az 9 rliznych
fluorescenénich znacdek zaroven. Pro kazdou burku je zapsana kvantita

kazdého fluorescenéniho znaku a dva nefluorescen¢ni parametry popisujici
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velikost (tzv. Forward Scatter - Fsc) a granularitu bunky (tzv. Side scatter - Ssc)
(Kalina et al. 2006). Takto ziskana digitalni data se nasledné analyzuji ve
specialnich softwarech. Ohranieni a vybér definované populace bunék se
nazyva gatovani (napf. analyza lymfocytarnich subpopulaci se provadi z gatu
lymfocyt(i) (Shapiro 2003).

Nazvoslovi leukocytarnich antigenu, CD klasifikace

Ur€ité kombinace antigenti jsou typické pro leukocyty v jednotlivych
vyvojovych stadiich, napr. pro B-lymfocytarni fadu to jsou CD19, CD20, CD22,
T-lymfocytarni fada obsahuje CD2, CD3, CD7 a myeloidni fada CD13 a CD33.
CD klasifikace (cluster of diferentiation) je protokol pouzivany pro identifikaci
a vyzkum povrchovych molekul na leukocytech. Klasifikace vznikla v roce 1982
na 1. mezinarodni konferenci H/LDA (Human Leukocytes Differentiation
Antigens) v Pafizi. Smyslem této klasifikace byla pfedevsim snaha sjednotit
klasifikaci velkého mnozstvi monoklonalnich protilatek vzniklych v mnoha
laboratofich na celém svété. Od té doby klasifikace jiz nezahrnuje pouze
antigeny na leukocytech a v soucasnosti zahrnuje vice nez 320 CD znakd.
Klasifikace dnesnim rozsahem ztraci na prehlednosti a v nékterych pfipadech
se dava pfednost originalnimu nazvu molekuly pred jejim CD ekvivalentem
(Hrusak and Porwit-MacDonald 2002).

V ramci protokolu ALL IC BFM2002, ktery se v sou€asnosti pouziva pro
lé¢bu détské ALL v CR a v fadé dalSich zemi, je detekce MRN fesena v ramci
studie Mini-Mini. Soucasti je standardni panel protilatek a jednotna analyza dat,

tento postup byl pouzit i v ramci této studie.

Prehled kombinaci pro sledovani MRN u B rady

(ve vSech kombinaci je tzv. ,back bone* antigen pro B fadu CD19)

SYTO16/CD19/CD45 (zakladni kombinace protilatek pro hodnoceni
procenta CD19°° bunék v ramci jadernych bunék — SYTO16°% | niz§i exprese
az negativita antigenu CD45 je typickou znamkou malignity u BCP ALL)

CD20/CD10/CD19/CD45 (v ramci vyvoje nemaligni B fady touto kombinaci

definujeme sekvenci exprese antigenu CD10 a CD20, kdy postupné burika
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ztraci antigen CD10 a ziskava antigen CD20, rovnéz touto kombinaci
definujeme nezralé CD19°°°CD34P° prekurzory. Asynchronni exprese antigent
CD10, CD20 a CD34 jsou nejcastéjSimi typickymi aberacemi u BCP ALL)
CD58/CD10/CD19/CD34 (hyperexprese CD58 v porovnani s nemaligni
B fadou byla nejprve identifikovana v ramci mikro¢ipovych studii)
CD10/CD66¢c/CD19/CD45 (aberantni exprese CD66c je nejcastéjsi
aberantni myeloidni znak u BCP ALL) (Mason et al. 2002)

Prehled kombinaci pro sledovani MRN u T rady

(ve vSech kombinaci je tzv. ,back bone“ antigen pro T fadu CD7)

SYTO16/CD7/CD45 (zakladni kombinace protilatek pro hodnoceni
procenta CD7P° bunék v ramci jadernych bunék — SYTO16P*) je na rozdil od
CD99/CD7/CD5/CD3 (negativita CD3 a/nebo hyperexprese CD99 v kontextu
CD7°°°CD5P°® bunék) &astou imunofentypovou odchylkou vramci intra-
TdT/CD7/CD3/intra-CD3 (intracelularni pozitivita TdT v prekurzorech T
lymfocytl se vyskytuje fyziologicky pouze v thymu, je to tedy velmi specificky
marker malignity v periferni krvi a kostni dieni vramci T fady) (Mason et al.
2002).

Vramci hodnoceni MRN jsme hodnotili standardné definované
subpopulace u vSech pacientll stejné bez ohledu na inicialni imunofentyp
(u BCP ALL 29 subpopulaci, u T ALL 5 subpopulaci). Pro hodnoceni pozitivity
a negativity danych subpopulaci v dany ¢asovy bod jsme museli definovat
pozadi v kostni dieni. Pozadi jsme definovali jako trojnasobek 98. percentilu
u tzv. cross lineage kontrol a nahodné poloviny pacientl s negativni MRN podle
RQ PCR Ig/TCR v dany ¢asovy bod. Pokud hodnota pfesahla takto definovanou
prahovou hodnotu, hodnotili jsme ji jako pozitivni, pokud vice hodnot bylo nad

timto prahem, brali jsme jako MRN nejvyssi hodnotu.

Prehled hodnocenych MRN subpopulaci:

B fada: SYTO16”*°CD19°°*CD45%™"*¢ CD10**CD19°*, CD10°*CD19,
CD10™9CD20™CD19°°%, CD10"*CD19°°CD34"*°, CD10°**CD19°°°CD34",
CD10"9CD20"°CD19°°°CD34"°, CD10**CD58"*CD19°*°, CD10P*°CD58™*
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CD19%, CD10"9CD58"*CD19°*, CD10*" CD58*"CD19°°°CD34P°*, CD10*®
CD58"*CD19P°°CD34°°%, CD10™9 CD58**CD19P*°CD34"°*, CD10P**CD66cP**
CD19°, CD10""CD66c”°*°CD19°°, CD10°°°CD66cP**CD19P°°,CD10™9CD66cP**
CD19°* (v ramci subpopulaci u kombinace CD10/CD66¢c/CD19/CD45 jsme
jesté navic hodnotili u jednotlivych vyjmenovanych subpopulaci 3 subpopulace
podle exprese CD45 — CD45"*, CD45%™, CD45™9)

T fada: CD99*"CD7P**CD5"%, CD3"*CD7"°°CD5P°, CD7"%intra-TdT"*,
CD7%intra-TdT"°® a CD7"*intra-TdTP*CD3P*intra-CD3P°®

Tabulka 2: Piehled nékterych pouzivanych antigent:

Molekula [Popis molekuly Fyziologicka exprese Vyznam pro diagnostiku leukémii
CD1a kortikalni tymocyty uréuje intermedialni T-ALL
ICD2 receptor E rozet exprese u T a NK bunék [T-ALL,aberantné u AML
CD3 isoucast komplexu TCR exprexe u T bunék cytopl.¢i memb. u v8ech T-ALL
ICD4 soucast komplexu TCR [T-helpery a monocyty u ¢asti T ALL, byva u AML M4
ICD5 T buriky,&ast B bunék CLL,T-ALL,MCL
CD7 T-buriky, My-prekurzory  [T-ALL,aberantné u AML
CD8 isou¢ast komplexu TCR [T-supresory,NK buiiky u ¢asti T-ALL, T-CLL,T-NHL
CD10 neutraini endopeptidazajprekurzory B,granulocyty |[BCP-ALL,&ast T-ALL
CD13 amiopeptidaza N monocyty, granulocyty IAML, aberantné& u BCP-ALL
CD15 Lewis X,X hapten igranulocyty,slab& monoc. [typické u B ALL, AML
CD16 Fc gama receptor Il granulocyty, NK bunky NK ALL,NK LGL
CD19 B buriky vSechny BCP i B ALL,aberantn& u AML
ICD20 zralé B-lymfocyty ast BCP-ALL,zrala B-ALL,CLL

D22 B buriky ALL B-fady
CD23 Fc eta receptor Il Cast B bunék,eozinofily  |CLL
CD24 B buriky,granulocyty ALL B-fady
CD25 interleukin2,receptor  jaktivované T buiiky, Cast T-ALL

alfa Monocyty
CD33 monocyty, myeloblasty typicky AML, aberantné& u BCP ALL
CD34 vSechny prekurzory méné zralé formy AML i ALL
ICD38 Casti B, T bunék a myelo- [T-ALL,BCP ALL ,AML ,CLL
idnich bunék
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CD45 leukocyte common vSechny leukocyty CLL, T-ALL a AML , slaba exprese
antigen u BCP ALL
ICD65 zralej$i myeloidni bb. AML, méné u BCP-ALL
ICD66¢ KOR-SA3544 Granulocyty BCP ALL korelace s negativitou TEL/AMLA1,
hyperploidii a pozitivitou BCR/ABL
CD79a komponenta B-buné¢- [povrchové:zralé B lymfo- |ALL B-fady
ného receptoru cyty,intracelularné: B-
prekurzory
HLADR  isou¢ast MHC IL.tfidy B buriky,myeloidni bufiky |AML (chybi u M3) , ALL B-fady,
prekurzory T,aktivované T-ivzacnéji u T-ALL
Lymfocyty
kapa jeden z lehkych zralé B-lymfocyty zrala B-ALL
fetézec Ig [fetézcl Ig
lambda  |jeden z lehkych zralé B-lymfocyty zrala B-ALL
fetézec Ig [fetézcl Ig
IigM jeden z tézkych zralé B-lymfocyty zrala B-ALL
fetézcl Ig
TCR af zralé T-lymfocyty zralad T-ALL
TCR y0 zralé T-lymfocyty,do 10% jzrala T —ALL, NK-LGL

Vysvétlivky: BCP ALL = ALL z prekurzorti B bunék

NHL = nehodkinsky lymfom

LGL = large granular lymphocyte

Zpracovani sortovanych vzorku

Po sortovani bunék, které bylo popsano v kapitole o pritokové cytometrii,

jsme ze vzorku izolovali DNA a stanovili jeji mnozZstvi a amplifikovatelnost

pomoci kvantifikace kontrolniho genu

Izolace DNA

1) Poéty do 1 milionu bunék jsme izolovali QlAamp® DNA Blood Micro Kitem
(QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), nad 1 milion QlAamp® DNA Blood Mini
Kitem (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany).

2) K bunkam jsme pridali PBS pufr do objemu cca 700 pl, snazili jsme se co

nejvice omyvat stény s naschlymi kapkami. Dlkladné jsme je protiepali
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a stoCili 10 min. pfi 2000 rpm. Odsali jsme Spickou PBS a na dné nechali
100ul nad peletou.
3) Priizolaci Micro Kitem jsme postupovali takto:
a. k peleté se 100ul PBS jsme pfidali 10ul proteinazy K, 100pl pufru AL
(k rozruSeni jaderné membrany) a fadné protrepali
b. vzorky jsme nechali 10 min. inkubovat ve vodni lazni o teploté 56 °C
c. po inkubaci jsme pfidali 50ul 96% etanolu, opét protiepali a nechali
inkubovat 3 min. pfi pokojové teploté
d. vzorek jsme pienesli na kolonu a centrifugovali 1 min. pfi 6000 rpm
e. kolonu jsme pienesli do Cisté zkumavky (tu se supernatantem jsme
vyhodili), pfidali 500ul pufru AW1 (promyvaci pufr) a stodili 1 min. pfi
6000 rpm
f. kolonu jsme pfenesli do Cisté zkumavky (tu se supernatantem jsme
vyhodili), pfidali 500ul pufru AW2 (promyvaci pufr) a stocili 3 min.pfi
13 400 rpm
g. kolonu jsme opét pienesli do Cisté zkumavky (tu se supernatantem
jsme vyhodili), pridali 40l pufru AE (dojde k uvolnéni DNA z kolony),
inkubovali 3 min. pfi pokojové teploté a stocili 3 min. pii 13 400 rpm
h. pfi izolaci Mini Kitem je rozdil pouze v mnozstvi pfidavanych latek
a v proteinaze
4) VSechnu DNA jsme piepipetovali do Sroubovacich 1,5 ml zkumavek, aby
nedoslo ke ztratam vzorku v disledku vyparovani.
Ze sortovanych bunék jsme ve vétsiné pripadl izolovali DNA do 24 hodin
po sortovani, ovéem ani pfi izolaci po delSim ¢asovém useku (max. 4 dny)

nebyla kvalita izolované DNA ovlivnéna.

Stanoveni kontrolniho genu

U lzolované DNA jsme pomoci RQ-PCR zméiili koncentraci
a amplifikovatelnost pomoci kontrolniho genu pro albumin:
1. Smés (pufr, MgCl,, dNTP, primery, polymeraza, sonda znacena fluoroforem
YAKIMA, BSA) - 22,54l
2. Standardni fedici fadu, vzorky a negat. kontrolu (vodu) jsme pipetovali

v duplikatech (2,5ul DNA) do pripravené smési (celkovy objem 25ul). Pro
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standardni kfivku jsme pouzili DNA o znamé koncentraci, 10°=100ng/pl.
Redici fadu (do 10° ) DNA do vody jsme pfipravovali vZdy &erstvou.

3. RQ-PCR probihalo na pfistroji iCycler IQ™ (BIO-RAD, Hercules, CA, USA),
annealing 62°C, fluorophor Yakima
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Obr. 10: Ukazka amplifikace kontrolniho genu u sortovaného vzorku pacienta €.
587. Cervené je oznadena standardni kiivka (10" — 10*), éerné vzorek pacienta

v duplikatu a modfe negativni kontrola- voda.
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Vysledky

Testovani citlivosti a specifity metody RQ-PCR v malych mnozstvich

bunék

Pro pozdé&jsi potiebu optimalizace RQ-PCR jsme chtéli zjistit, do jakého
mnozstvi bunék jsme schopni kvantifikovat MRN na drovni DNA. Pro tento
pokus jsme zvolili bunééné populace o velikosti 10000, 1000 a 100 bunék
sortované zbunééné leukemické linie REH (leukemicka bunééna linie
s pfestavbou TEL/AML1). Velikosti jsme zvolii zamérmé vzhledem
k predpokladanym velikostem pacientskych vzork(, které by se mély pohybovat
okolo 1000 az 10000 bunék. K testovani jsme pouZili klonalné specifickou
prestavbu IgH — VH3-JH. KaZzdou populaci jsme méiili v multiplikatu (n=10).
Vyslednou koncentraci DNA jednotlivych vzorkl jsme poméiovali s pfislu$nou
hodnotou genu pro Albumin. Teoretickym predpokladem byla dobra kvantifikace
u populace 10000 bunék, relativné dobra kvantifikace u populace 1000 bunék
a Spatna kvantifikace (neschopnost spolehlivé interpretace) u populace 100
bunék. Nade hledana hodnota byla 1. Prehled vyslednych hodnot tohoto pokusu

je pfipojen v piiloze €. 1.

44



1.00E+02

1.00E+01

1.00E+00

1.00E-01 4

1.00E-02 A

10 000 bunék

Obr. 11 (pfestavba VH3-JH detekovana pomoci RQ-PCR/kontrolni gen pro
albumin) Sortovana populace 10 000 bunék v multiplikatu (n = 10)
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Obr. 12 (pfestavba VH3-JH detekovana pomoci RQ-PCR/kontrolni gen pro
albumin) Sortovana populace 1 000 bunék v multiplikatu (n = 10)
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Obr. 13 (prestavba VH3-JH detekovana pomoci RQ-PCR/kontrolni gen pro
albumin) Sortovana populace 100 bunék v multiplikatu (n = 10)

Detekce MRN podile RQ PCR |Ig/TCR vimunologicky
definovanych sotovanych  subopulacich v  pacientd s nové
diagnostikovanou ALL v inicidlni fazi Ié¢by

Do této casti studie bylo celkem zafazeno 8 pacientd s nové
diagnostikovanou ALL. VSichni pacienti byly Ié¢eni podle protokolu ALL IC BFM
2002. Diagnéza u pacientl byla standardné stanovena morfologicky

a imunologicky podle nalezu v kostni dieni.

Charakteristika pacientu

Do studie byly zarazeni konsekutivné vSichni pacienti s diagnézou ALL
v rozmezi bfezen 2005 az kvéten 2006, pacient Cislo 968 se zralou T ALL byl

diagnostikovan v prosinci 2006 a byl do studie zafazen, abychom ovéili
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sortovani u tohoto typického podtypu T ALL. U v§ech pacientll byl pfi diagnoze
stanoven centralné imunofenotyp, v€etné stanoveni DNA indexu (DI). ALL
pacienta byla oznadena jako hyperdiploidni pokud jeho DNA index byl vétsi
nebo roven 1,16 a mensi nez 1,6. Dale bylo provedeno u v8ech vysetfeni na
BCR/ABL, MLL/AF4. U pacient
s aberantni expresi NG2 a/nebo CD10 negativnich (pro B) bylo provedeno

pritomnost faznich genlt TEL/AMLA1,

screeningové vysetfeni na pritomnost dalSich MLL faznich gent MLL/AF9,

MLL/AF10, MLLY AF6, MLL/ELL a MLL/ENL(zde u pacienta &islo 896).

Imunologicka Imunogenotypova |Rizikova Vék pri

Pacient |klasifikace klasifikace skupina diagnodze
876 CALL Hyperdiploidie standardni |6 let

Bez hyperdiploidie a | stfedni
877 pre B-ALL bez fuznich genl 7 let

Bez hyperdiploidie a|stfedni
881 intermediarni T-ALL |bez fuznich gentl 7 let
885 cALL TEL/AMLA stfedni 11 let
890 CALL Hyperdiploidie stfedni 6 let
891 pre B-ALL Hyperdiploidie standardni |5 let
893 CALL TEL/AML1 standardni |3 roky
896 pro B-ALL MLL/ENL stfedni 2 roky
968 zrala T-ALL SIL-TAL1 stfedni 10 let

Tab. 3: Pacienti s nové diagnostikovanou ALL v inicialni fazi Ié€by

Nalezené klonalni pfestavby Ig/TCR spolu s pouzitymi systémy jsou shrnuty
v Pfiloze 2. Celkem u 7 pacientll z 8 se podafilo zavést systém pro sledovani
MRN podle Ig/TCR. RQ PCR systém s dostateénou citlivosti (10*) se
nepodafilo zavést pro pacienta &islo 893. Hladina MRN byla u pacientd
sledovana v nasledujicich ¢asovych bodech: v den 8 v kostni dfeni a periferni
krvi, vden 15, den 33 a tyden 12 v kostni difeni. MRN byla standardné
detekovana jak navrZzenymi systémy pro pfestavby imunoreceptorovych genu

tak i standardni 4 barevnou pratokovou cytometrii. Pacienti jsou do dne 8 IéCeni
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pouze kortikoterapii (prednisonem) a 1 davkou intrathekalniho metotrexatu.
Vétsina pacientdl odpovi na tuto léCbu poklesem blastli v periferni krvi pod
1000/uL (oznadujeme jako dobrou odpovéd na prednison, vSichni pacienti
v nasi studii byli dobii odpovidaci). Tuto fazi nékdy oznadujeme jako
cytoreduktivni, protoZze bez pouziti agresivni chemoterapie se u vétsiny pacientt
snizi vyznamné nadorova naloz. Den 15 vkostni dieni se standardné
v protokolu hodnoti morfologicky v kategoriich M1 (<5% blast(), M2 (5 — 25%)
a M3 (>25% blastll). M3 dren je stratifikacnim kritériem, pacient je v pfipadé M3
diené v den 15 stratifikovan do vyssiho rizika (standardni do stfedniho, stiedni
do vysokého). Stale je vtento ¢asny ¢asovy bod naprosta vétSina pacienti
MRN pozitivni jak cytometricky tak i molekularné geneticky. Den 33 pfedstavuje
konec 1. faze intenzivni IéEby a pacienti by méli jiz byt v kompletni remisi
(morfologicky v KD je méné nez 5% blastl a jsou pfitomny znamky normalni
regenerace jak v kostni dreni, tak i podle krevniho obrazu). V den 33 a v tyden
12 jiz vyznamna ¢ast pacientll je MRN negativni.

Jak je uvedeno v metodické Casti pratokové cytometrie, MRN byla hodnocena
standardné pomoci porovnavani subpopulaci se stanovenymi prahovymi
hodnotami. Ve vétSiné pfipadl neni cela populace blastl definovatelna pouze
jednou subpopulaci (napf. blasty jsou jen &asteéné CD34°%, hyperexprese
CD58 je pfitomna rovnéz jen na subpopulaci blast(). Pfed viastnim sortovanim
jsme proved|i srovnani jednotlivych subpopulaci v jednotlivych ¢asovych bodech
podle RQ PCR Ig/TCR. Srovnani miry korelace jednotlivych subpopulaci jsme
provedli jednak vizualnim hodnocenim jednotlivych bodovych grafl, tak
i srovnanim Spearmanovych korela¢nich koeficientl. V den 8 nejvyssi hodnoty
Spearmanova korelaéniho koeficientu dosahla subpopulace
SYTO16P°°CD19P°°CD45%™"3 (viz obr. 14). Pro srovnani na obrazku je
i ukazana subpopulace CD10**. SYTO16P*CD19°°°CD45%™"¢ subpopulaci

jsme se rozhodli pouzit pro nasledné sortovani vzork(i od pacient.
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Obr. 14: Korelace subpopulaci s MRN podle RQ-PCR Ig TCR, ¢ervenou &arou

je znazornéna prahova hodnota pouzitd pro hodnoceni pozitivity a negativity.

(Mejstrikova et al., manuscript v priprave)

Vysledky sortovani subpopulaci u konsekutivni kohorty pacientu

Sortovani subpopulaci bylo mozné jen u téch pacienti, kde jsme méli

v daném &asovém bodu dostate¢né mnozstvi materialu. V den 8 jsme provadéli

sortovani u 7 pacientt, vden 15 u 7 pacientt, v den 33 u 6 pacientl a v tyden
12 u 2 pacientl. Celkem jsme analyzovali MRN podle RQ PCR Ig/TCR v 73
vysortovanych subpopulacich.
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Obr. 15: MRN podle RQ-PCR Ig-TCR v jednotlivych ¢asovych bodech. Z grafu

je zfejmé, Ze vétsina pacientll dosahla negativhi MRN v den 33 a v tyden 12. 4

pacienti dosabhli jiz v den 15 velmi nizké hladiny MRN.
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Obr. 16: Graf sortovanych subpopulaci (srovnani CD45++ subpopulace,
SYTO16*°CD45%™"9 3 celkové kostni diené).

Cast pacientl béhem lééby upreguluje na leukemickych burkach molekulu
CD45, tedy i v této subpopulaci, jsme zachytili u ¢asti pacientd vyznamnou

pfimés leukemickych bunék. Vysledky vSech pacietll jsou shrnuty v pfiloze €. 3.

Detekce MRN podle RQ PCR Ig/TCR vimunologicky
definovanych sorfovanych subopulacich v pacienté s relapsem ALL

a v pacienti po transplantaci kostni diené (TKD)

Vysetiili jsme 8 pacientl (pfehled monoklonalnich prestaveb Ig/TCR viz
Priloha 2). Pro vSechny pacienty se podafilo zavést cil pro sledovani MRN

s minimalni senzitivitou 107,

Pacient |Diagnéza [Fuazni gen Bod lécby Vék

658 pre B-ALL |BCR/ABL testikularni relaps 16 let
587 pro B-ALL |MLL/AF4 odbér pfed transplantaci 5 let
611 cALL - relapsovy odbér 11 let
769 cALL BCR/ABL den 180 po transplantaci 18 let
825 cALL BCR/ABL 10 mésicu po transplantaci 5 let
206 cALL MLL/ENL odbér 140 dni po transplantaci |14 let
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401 cALL TEL/AMLA1 relapsovy odbér 10 let

719 cALL TEL/AMLA 7 let

CNS relaps

Tab. 4: Pacienti s relapsem nebo po transplantaci

U pacienta &islo 658 jsme sortovali kostni dieri v okamziku, kdy u né&j byl
diagnostikovan izolovany testikularni relaps (relaps byl omezen pouze na tkan
varlat, tedy pacient byl v hematologické remisi onemocnéni). Pratokova
cytometrie zde pozorovala vyraznou regeneraci B fady (standardni 4-barevnou
pritokovou cytometrii neidentifikovali atypické buriiky ani na hladiné MRN). RQ-
pozitivitu <10™. Podle
kombinacie SYTO16/CD19/CD45 jsme definovali dvé zakladni subpopulace pro

sortovani (viz vy3e). Podle obrazku 17a je ziejmé, Ze jak pfi diagnéze v KD, tak

PCR nesortované kostni diené odhalila hrani¢ni

i pfi relapsu v testes jsou leukemické bunky prevazné CD45 negativni. Oblast
obsahujici CD45 negativni bunky, by tedy mél obsahovat vice leukemickych
blastl, nez oblast s CD45++ B lymfocyty (viz tab. 5).

RQ-PCR
pocet prestavba |[MRN
pacient [sortovana populace |bunék |albumin {Vd2-Dd3 prest./alb.
658 CD19+CD45dim az neg 250000 |8,70E-02 |1,29E-03 |1,48E-02
CD19+CD45++ 1100000 | 2,77E-01 |3,67E-04 |1,32E-03

Tab. 5: Vysledky RQ-PCR v sortovanych populacich pacienta €. 658

V obou sortovanych subpopulacich jsme dosahli zahusténi leukemické

populace o vice nez 1 fad a vysledek byl v obou subpopulacich podie RQ-PCR

kvantifikovatelny. Vysledky vSech pacientl jsou shrnuty v pfiloze &. 4.
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, /f Kostni dief pi
. | diagnéze
| testikulamiho relapsu

Kostni diefl pii

CD4s5
inicidini diagn6ze

Leukemické bb. ve
varleti pii relapsu

Obr. 17a: Srovnani CD19°* bunék pfi diagnéze v KD, pii testikularnim relapsu
v testes a v kostni dfeni pfi relapsu, kde leukemické buriky byly detekovany jen
hraniéné podle RQ-PCR Ig-TCR.

Nemaligni populace —
1,32E-03

CD45

Leukemicka
populace — 1,48E-02

CD19

Obr. 17b: Srovnani nemaligni (oznatena modie) a leukemické (oznacena
Cervené) populace sortované podle znaki CD19 a CD45 vzorku kostni diené

pacienta ¢. 658.

52



 CD45

_ CD10

Obr. 18: Na obrazku je znazornéna analyza experimentalni 8 barevné
kombinace  protilatek  (CD58/CD66c/CD19/CD45/CD34/CD38/CD3/DAPI).
Komplexni analyzou dat se nam podafilo identifikovat suspektni leukemicke
bufiky na hladiné 2,6.102 z gatu CD19°* CD45%™"8 coz je podobna hodnota

jako u sortované subopulace podle stejného parametru.

Pacienti s ALL s hypodiploidnim poétem chromozomu

Hypodiploidni pocet chromozomi v leukemickych blastech byl
diagnostikovan na zakladé DNA indexu. Touto metodou je moZno (na rozdil od
vySetieni karyotypu) vysetiit naprostou vétSinu pacientd. Od zapoceti Ié¢by
podle protokolu ALL-IC BFM 2002 (X1/02) do bfezna roku 2007 bylo v Ceské
republice diagnostikovano 256 déti s ALL, z toho pouze u 4 pacientd DI
prokazal hypodiploidni pocet chromozom( v leukemickych blastech. VySetreni
klonality prestaveb prokazalo u dvou ze ¢tyf pfipadd pfitomnost pouze
nezralych nekompletnich prestaveb IGH. V jednom z téchto pfipadi se nam
nepodafilo optimalizovat RQ-PCR s dostateénou citlivosti. Hladiny MRN
v prubéhu lé¢by u zbylych tfech pacientl jsou znazornény na obr. 19-21

(vysledné hodnoty viz. pfiloha 5).
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Pacient | Diagnoza DNA index Vék
926 CALL 0.47 2 roky
993 cALL 0.57 15 let
783 cALL 0.5 17 let
653 prae-B 0.8 9 let

Tab. 6: Seznam pacientu s hypodiploidni leukémii

1,00E+01
1,00E+00
1,00E-01
1,00E-02
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-05
1,00E-08

1,00E-07

6583

Inicialni l1é¢ba

Relaps

Lécba relapsu

Obr. 19: Vyvoj onemocnéni u pacienta ¢. 653 s hypodiploidni ALL; na ose Y je

vynesena hladina MRN, na ose X je znazornén prubéh lécby. Pacient zemfel na

komplikace po transplantaci kostni dfené, ktera byla indikovana po €asném

relapsu onemocnéni.
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1,00E+01

1,00E+00

1,00E-01 _‘.\\

1,00E-02 \ —

1,00E-03 \ /
1,00E-04 \ R, /

1,00E-05 : \ /
1,00E-06 ‘/r‘d\ /
1,00E-07 : ,\ . v/

Inicialni Ié¢ba Relaps Lécba relapsu

Obr. 20: Vyvoj onemocnéni u pacientky ¢. 783 s hypodiploidni ALL; na ose Y je
vynesena hladina MRN v pribéhu lécby. Pacientka zemiela na ¢asny relaps
onemocnéni.

926

1,00E+01
1,00E+00 i \

1,00E-01

1,00E-02 ‘ \

1,00E-03 \_—’

1,00E-04

1,00E-05

1,00E-06

1,00E-07 ] T

Inicialni lééba

Obr. 21: Vyvoj onemocnéni u pacienta ¢. 926 s hypodiploidni ALL; na ose Y je
vynesena hladina MRN. Pacient velmi $patné odpovidal na 1é€bu a zemfiel na
infekci v jeji Easné fazi.
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Diskuze

Metodicka priprava cytometrického tiidéni bunék

Testovacim modelovym pokusem se nam podafilo potvrdit nase
pfedpoklady dosazeni velmi dobrych vysledk( pro populace 10000 a 1000
bunék — obr. 11 a 12. Obr. 13 ukazuje, Ze oproti nasemu ocekavani
dosahujeme relativné uspokojivych vysledk(i i pro populace 100 bunék.
Odchylky od ideainiho poméru 1 byly nepochybné z ¢asti zplsobeny kolisajicim
poétem nasortovanych bunék - proud vstfikujici buriky do zkumavky kolisa a ty
jsou pak rozmistény po sténach zkumavky, kde zasychaji a nepodafi se je smyt
ani dikladnym vortexovanim s PBS pufrem, proto vysledné absolutni hodnoty
kolisaly s negativhim dopadem na presnost kvantifikace. Malé mnozZstvi bunék
(a tedy i templatu pro PCR) pak vede k horsi kvantifikaci pomoci RQ-PCR
zpUsobené celkové niz§imi absolutnimi namérenymi hodnotami.

Vzhledem ktomu, jak velké jsou a budou predpokladané sortované
subpopulace skutec¢nych pacientll (vétSinou desetitisice, v horSim pfipadé
tisice, jen vyjimecné mensi mnozstvi bunék), byly nase testovaci experimenty
uspésné. Rozptyl naméienych hodnot se vzhledem k mnozZstvi templatu
pohybuje na hranici technickych moznosti RQ-PCR. Pro priikaz negativity nebo
pozitivity v subpopulacich pacientl bude naprosto postacujici a da nam i dobry

kvantitativhi odhad kontaminace MRN negativni populace.

Méreni MRN pomoci PCR a cytometrie

Existuje nékolik metod méfeni MRN ALL, z nichz nejpouzivané&jSi dva
(pritokova cytometrie a molekularni detekce prestaveb imunoreceptorovych
genll) jsou piredmétem této diplomové prace. Prltokova cytometrie detekuje
MRN pomoci abnormalniho imunofenotypu - detekuje kombinaci markeru bilych
krvinek, které se na fyziologickych lymfoidnich burikach sice vyskytuji, ale
nenachazeji se ve stejné kombinaci jako je méfena u leukemickych bunék.
Tento leukemicky fenotyp se pak pouziva pro identifikaci 1 maligni buriky v az
10 000 burikach zdravych. Tato senzitivita je udavana az u 90% pfipada ALL,
ale dosud neni objasnén vliv nemalignich bunék na interpretaci vysledka.

Pratokova cytometrie je ve srovnani s ostatnimi pfistupy velmi rychla a dobfe
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kvantifikovatelna, ale je ji potfeba pro praktické uziti lépe standardizovat.
Detekce MRN pomoci klonalné-specifickych prestaveb Ig/TCR vyuziva
unikatnich pfechodovych V-(D)-J sekvenci leukemického klonu. Tato metoda je
zlatym standardem uréovani MRN, je dobife mezinarodné standardizovana i pro
klinické uziti, je vSak velmi pracna. Navic ani ona neni pouzitelna u vSech
pacienttl, nebot ne vzdy jsme schopni detekovat genové prestavby &i fuze gend.
Proto jsme se rozhodli pouzit tyto metody v tandemu a ovéfit tak specifitu
jednotlivych subpopulaci malignich bunék pacientu.

Ve vzorcich Cerstvé odebranych pacientim jsme se snazili oddélit maligni
a nemaligni populaci na zakladé jednoduché kombinace antigeni CD19
a CD45. Vyuzivame toho, ze maligni B prekurzory exprimuji snizené az
nedetekovatelné mnoZstvi molekul CD45, ¢imZz se daji odliSit od zralych
B bunék. U vzorkl skupiny nové diagnostikovanych pacienti ze dne 8 vidime
mezi dvéma populacemi (s vysokou versus stfedni az zadnou expresi CD45)
rozdil vrozmezi 3-5 fadl (data neukazana), pouze u dvou pacientl je tento
rozdil pouhy jeden fadd. Vden 15 se tyto rozdily u této skupiny pohybuiji
v rozmezi 2-4 fada (data neukazana), takze mizeme fict, ze jsme v €asné fazi
inicialni 1écby (den 8, den 15, den 33) schopni na zakladé kombinace
CD19/CD45 oddélit maligni buriky od nemalignich, nebot se nam u vétsiny
vzorkll podafilo koncentrovat leukemické buriky do nami vymezené maligni
populace.

Pfi srovnani s nesortovanou kostni dieni v ¢asovych bodech den 8 a den
15 od diagnézy u nové diagnostikovanych pacientt, ani v jednom piipadé se
nam nepodairilo stoprocentné prokazat nasi hypotézu, ze by tato dieri méla mit
nizSi hodnotu, nez sortovana leukemicka subpopulace. Hodnoty nesortované
diené byly ve vétsiné pripad( vy$$i nez u pfislusnych sortovanych vzorkd.
Jedno z moznych vysvétiéni tohoto vysledku jsou ztraty pii manipulaci se
vzorkem v pribéhu sortovani bunék a izolace DNA, kdy burky zlstavaji
prilepené na sténé zkumavky i pies dikladné protrepani.

U pacientl s relapsem nebo po transplantaci jsme se snazili prokazat vy3si
klinickou vypovédni hodnotu sortovanych vzorki. Stejné jako u nové
diagnostikovanych pacientli jsme neméli problém odlisit maligni a nemaligni
subpopulaci. Narozdil od nové diagnostikovanych pacientli jsme ale u této

skupiny zaznamenali vy$$i hodnoty sortovanych vzorkl oproti hodnotam
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prislusné nesortované diené. Odpovida to tak nasi vySe zminéné teorii, kde
jsme predpokladali, Ze vyc¢lenénim ryze leukemickych bunék dosahneme
presnéjSich hodnot MRN, které by podavaly realisti¢téjSi obraz stavu pacienta
a v pripadé spornych pacienttl, jako byl pacient 658, by mohly napomoci jejich

diagnéze a zvolit tak pro né pfislusnou lécbu. Dale by to také znamenalo lepSi

rwvwas

Méfeni MRN u pacientt sALL s hypodiploidnim poctem

chromozomu

U pacientd s ALL s hypodiploidnim poétem chromozomu jsme chtéli jednak
zZjistit spektrum pfestaveb Ig/TCR, jednak zjistit kinetiku MRN. U dvou ze &ty
pacientl jsme nalezli pouze velmi nezralé prestavby tézkého retézce
imunoglobulinli naznacujici mozné stadium maligniho zasahu jiz ve velmi
¢asném prekursoru, dalsi dva pacienti méli spektrum pirestaveb zralejSi. Dva ze
tfi pacient s dostupnym cilem pro sledovani MRN se velmi zahy dostali do
remise onemocnéni a dokonce k nedekovatelnym hladinam MRN, piesto vSak
u obou z nich doslo k ¢asnému relapsu. Naproti tomu, treti pacient odpovidal na
IéEbu velmi pomalu a zemfel na jeji komplikace. Diky malému pocétu pacientt
nejsme samoziejmé schopni udinit zadné zavéry, charakteristika tohoto

vzacného typu leukémie bude proto vyZzadovat mezinarodni spolupraci.
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Zaver

Nejmoderné&jsi protokoly pro léEbu détské ALL pouzivaji ke stratifikaci do
lé€ebnych rizikovych skupin minimalni rezidualni nemoc. V soucasné dobé je
standardem detekce MRN pomoci klonalnich piestaveb Ig/TCR. Nevyhodou
této metody je jeji jak metodicka a casova, tak financni narocnost. Pritokova
cytometrie se nabizi pro rychlejSi a jednodussi detekci MRN, dosud se vSsak
potyka s fadou problém( danych predev§im podobnosti fenotypu regenerujicich
bunék kostni dfené s fenotypem leukemickych blasti. V nasi studii jsme se
pokusili pomoci sortovani subpopulaci kostni dfené pacientl s ALL
definovanych pomoci pritokové cytometrie a nasledného méfeni MRN pomoci
molekularné-genetickych metod oddélit maligni a nemaligni populace. Pro tento
acel jsme optimalizovali metodu sortovani a izolace DNA z malych mnozstvi
bunék. Protoze se nam cile oddélit leukemickou populaci bunék od
neleukemické nepodafilo dosahnout ve vSech pfipadech, ziskali jsme pilotni
data, na kterych lze stavét dalS§i studie vedené pomoci mnohobarevné
pritokové cytometrie. Doufame, Ze tyto vysledky mohou pfispét k zavedeni

optimalniho zplisobu detekce minimaini reziduaini nemoci u détské ALL.
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Prilohy

Priloha ¢. 1:

Vysledky testovani specifity RQ-PCR v malych mnozstvich bunék

pocet albumin
bunék albumin1 albumin2 pramér VH3A1 VH3A2 VH3A pram. VH3A/albumin

100 3.19E-05 3.17E-05 3.18E-05 4.95E-05 1.17E-04 8.35E-05 8.26E-01
100 4.23E-05 4.52E-05 4.37E-05 1.32E-04 1.86E-04 1.59E-04 9.81E-01
100 9.39E-07 1.55E-06 1.24E-06 6.40E-05 2.75E-04 1.70E-04 5.81E+01
100 2.28E-05 1.55E-05 1.92E-05 7.22E-05 1.75E-04 1.24E-04 2.22E+00
100 8.71E-05 9.80E-05 9.25E-05 1.90E-04 2.33E-04 2.12E-04 6.04E-01
100 6.09E-05 3.92E-05 5.01E-05 2.51E-04 1.66E-04 2.08E-04 1.27E+00
100 592E-05 3.96E-05 4.94E-05 1.54E-04 1.92E-04 1.73E-04 1.01E+00
100 596E-05 4.91E-05 543E-05 1.23E-04 1.38E-04 1.30E-04 6.38E-01
100 6.50E-05 8.35E-05 7.42E-05 1.03E-04 2.48E-04 1.76E-04 7.76E-01
100 3.80E-05 6.59E-06 2.23E-05 6.29E-05 7.21E-05 6.75E-05 2.46E+00

1000 3.25E-04 2.86E-04 3.05E-04 1.03E-03 5.85E-04 8.09E-04 7.63E-01
1000 4.77E-04 6.20E-04 549E-04 1.39E-03 1.67E-03 1.63E-03 7.60E-01
1000 4.88E-04 1.06E-03 7.74E-04 3.19E-03 2.70E-03 2.94E-03 1.36E+00
1000 7.48E-04 3.67E-04 557E-04 1.50E-03 2.90E-03 2.20E-03 1.50E+00
1000 6.02E-04 4.73E-04 5.38E-04 2.98E-03 2.24E-03 2.61E-03 1.34E+00
1000 9.71E-04 3.61E-04 6.66E-04 261E-03 4.30E-03 3.46E-03 2.30E+00
1000 3.58E-05 6.23E-05 4.90E-05 5.38E-04 2.29E-03 1.41E-03 1.26E+01
1000 7.66E-05 576E-05 6.71E-05 b5.11E-04 1.53E-04 3.32E-04 1.82E+00
1000 1.72E-04 4.44E-04 3.08E-04 8.73E-04 8.96E-04 8.85E-04 1.16E+00
1000 6.23E-04 5.72E-04 5.98E-04 2.06E-03 1.77E-03 1.91E-03 8.38E-01

10000 7.69E-03 8.69E-03 8.19E-03 3.02E-02 3.43E-02 3.22E-02 1.03E+00
10000 1.02E-02 7.68E-03 8.95E-03 2.16E-02 3.20E-02 2.68E-02 8.56E-01
10000 6.68E-03 1.18E-02 9.25E-03 2.56E-02 1.38E-02 1.97E-02 7.35E-01
10000 2.07E-03 6.62E-04 1.37E-03 3.18E-02 3.86E-02 3.52E-02 1.23E+01
10000  7.53E-03 5.95E-03 6.74E-03 2.00E-02 1.37E-02 1.68E-02 7.01E-01
10000 8.64E-03 9.20E-03 8.92E-03 1.41E-02 1.58E-02 1.50E-02 4.36E-01
10000 5.96E-03 9.19E-03 7.58E-03 1.81E-02 3.49E-02 2.65E-02 1.14E+00
10000 1.02E-02 9.04E-03 9.60E-03 1.78E-02 3.32E-02 2.55E-02 7.79E-01
10000  3.23E-03 6.00E-03 4.61E-03 8.11E-03 1.66E-02 1.23E-02 9.78E-01
10000  7.97E-03 9.33E-03 8.65E-03 1.68E-02 1.06E-02 1.37E-02 4.46E-01




Priloha ¢. 2:

Prehled nalezenych prestaveb Ig/TCR a navrzenych a pouzitych primeru

pacient monoklonalni prestavby sekvence s navrzenym primery pouzité pro
primerem specifické RQ-PCR
876 |VH1/7-JH; VH3-JH; VH1/7-JH; VH3-JH VH3-JH
VD2-DD3 VD2-DD3
877 | Vk1-Kde3; intron-Kde3; VH5-JH; VH3-JH VH5-JH
VH3-JH; VH5-JH
881 |Vd1-Jd1.3; Vd3-Jd1.3; Vg2-Jg 1.3 |Vg2-Jg 1.3; Vg3-Jg 1.3; Vg2-Jg 1.3; Vg3-Jg 1.3;
Vg3-Jg 1.3; TCRB VB-JB TCRB VB-JB TCRB VB-JB
885 | Vk1-Kde3; Vk2-Kde3; Vd2-Dd3,; Vd2-Dd3; vg1-Jg 1.3; Vd2-Dd3
Vg1-Jg 1.3; Vg2-Jg 1.3 Vg2-Jg 1.3
890 | VH1/7-JH; VH2-JH; VH1/7-JH; VH2-JH Dd2-Dd3; VH1/7-JH
Vd2-Dd3; Dd2-Dd3 Vd2-Dd3; Dd2-Dd3
891 | VH2-JH; VH3-JH VH2-JH; VH3-JH VH2-JH; VH3-JH
893 |VH4-JH VH4-JH nelze optimalizovat
896 | Vk3-Kde3; VH4-JH; Vg4-Jg1.1 VH4-JH; Vg4-Jg1.1 VH4-JH
968 | Sil-Tal, Vd2-Dd3; Vg1-Jg 1.3 Sil-Tal Sil-Tal
926 | DH2-JH; VH1/7-JH; VH3-JH; Vd2-Dd3 VH3-JH
VH3-JH; Vd2-Dd3; Vg2-Jg1.3
993 | DH2-JH; DH5-JH DH5-JH DH5-JH
783 | VH4-JH; VH3-JH VH4-JH; VH3-JH VH4-JH; VH3-JH
Vg1-Jg1.3 Vg1-Jg1.3
653 | DH3-JH DH3-JH DH3-JH
658 VH3-JH; Vd2-Dd3 VH3-JH; Vd2-Dd3 VH3-JH; Vd2-Dd3
587 | Vk3-Kde; VH3-JH; VH3-JH; VH4-JH VH3-JH; VH4-JH
VH4-JH
611 | Vk3-Kde; VH1/7-JH; Vd2-Dd3 VH3-JH; Vd2-Dd3 VH3-JH
VH3-JH; Vg1-Jg1.1; Vg4-Jg1.1
769 | Vk2-Kde, Vk3-Kde; VH4-JH VH4-JH VH4-JH
Vg1-Jg1.3
825 | Vk3-Kde; VH2-JH; VH3-JH Vk3-Kde; VH3-JH VH3-JH
Vg1-Jg1.3; Vg2-Jg1.3 VH2-JH
206 | Vk3-Kde; VH4-JH VH4-JH VH4-JH
401 | Vk1-Kde; Vk2-Kde; Vk3-Kde; VH1- | Vk3-Kde; VH1-JH Vk3-Kde; VH1-JH
JH; VH3-JH; Dd2-Dd3
719 | VH3-JH; VH4-JH VH3-JH; VH4-JH VH3-JH; VH4-JH
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Priloha €. 5:

Vysledky méreni MRN u pacienta s hypodiploidni ALL

pacient prestavba bod lééby tkan albumin_ cil Ig/TCR MRN
926 VH3-JH den 8 kostni diefi 6,11E-01 4,53E-01 7,41E-01
den 15 kostni dfefi  8,40E-01 3,22E-01 3,83E-01
den 33 kostni dfen  6,12E-01 2,55E-02 4,17E-02
T12 kostni dfefi 2,47E-01 3,74E-04 1,51E-03
D+103 kostni dfen  1,03E-01 1,35E-04 1,31E-03
783 VH4-JH den8 kostni dfefi  1,95E+00 1,10E+00 - 5,65E-01
den 15 kostni diefi  4,41E-01  1,30E-02 2,95E-02
den 33 kostni diefi 428E-01 1,77E-04 4,14E-04
den 43 kostni dfefi  2,29E+00 1,03E-05 4,51E-06
T12 kostni dfefi  1,38E+00 1,00E-05 7,27E-06
pfed prot. Ili kostni dfefi  6,65E-01  1,00E-05 1,50E-05
pred 2 prot. Il kostni dfed  2,03E+00 2,03E-06 negativni
pfed 3 prot. I kostni dfefi  1,04E+00 1,04E-06 negativni
pifed F2 kostni dien  1,52E+00 2,56E-02 1,69E-02]
po F2 kostni diefi  5,16E+00 1,68E-01 3,26E-02
653 DH3-JH den8 kostni dfei  5,45E-01 5,16E-03 9,47E-03
den 15 kostni diei  5,64E-01 3,41E-03 6,05E-03
den 33 kostni dfen  5,32E-01 4,99E-05 9,38E-05
T12 kostni dfefi  7,30E-01 0 negativni
pre lil kostni dfefi  9,50E-01 0 negativni
pfed 3.protokolem Il kostni dfefi  3,37E-01 4,09E-02 1,21E-01
zahajeni F2 kostni diefi 5,77E-01  1,06E-03 = 1,84E-03
pfed IDA kostni dfet  8,84E-01 1,44E-02 1,63E-02
FLAG kostni dfefi  9,92E-01 8,63E-02 8,70E-02
d+13 po FLAG kostni dfef 3,95E-03 2,37E-03 6,00E-01
D+28 kostni dfefi  7,60E-01 0 __negativni
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