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1.Uvod

V mnohastupfiovém procesu vyvoje hematopoetickych bun€ék muize dochazet
k celé fadé zmén na DNA urovni, vedoucich k porucham normalni proliferace
a diferenciace bun€k rizného stupné zralosti. Tyto zmény pak mohou vést ke vzniku
benignich i malignich onemocnéni krvetvorby.

Akutni leukémie je nejéast&§im malignim onemocnénim détského véku — v Ceské
republice je roéné diagnostikovano asi 90-100 novych leukémii u pacientd mladsich 18
let. Za poslednich 40-50 let se détska akutni leukémie zménila z fatalni nemoci na nemoc
léCitelnou a ve veétSin€ piipadi vyléCitelnou. Pomoci modernich metod jako je
chemoterapie, ozafovani ¢i transplantace kostni dien¢ lze v dneSni dobé vylécit az 80%
déti s nové diagnostikovanou akutni lymfoblastickou leukémii (ALL) a asi 50% déti
s akutni myeloidni leukémii (AML). Stale vSak zistava cast déti, pro néz je bohuzel tato
choroba nevyléCitelna. Relaps, ¢ili znovuobjeveni nemoci, je pro pacienta nepfizniva
udalost, vyznamné snizujici jeho dalsi Sance na preziti. Tim se leukémie méni v nemoc
chronickou, ktera vyzaduje pokracujici, nékolik let trvajici narocnou 1écbu. Ta je pro
pacienta i jeho okoli velice ﬁaroéné jak fyzicky tak i psychicky. Dokud budou k léc¢be
tohoto onemocnéni pouZivany chemoterapie a transplantace kostni dfené, nepodafti se také

zcela zabranit nahlym a neoCekavanym umrtim na komplikace této lécby [1].

1.1 Nadorova onemocnéni v détském véku

1.1.1 Rozdéleni a celosvétova incidence

Nadorové bujeni v détském veéku je velmi vzacné onemocnéni s vekovou
standardizovanou incidenci obvykle mezi 70-160 pfipady na 1 milion déti ve véku 1-14
let. Oproti dospélym pacientim, u nichz patfi k nejCast&sim nadorim karcinomy, jsou
détské malignity z histologického hlediska velmi rozmanité. Podle , International
classification bf chilhood cancer* jsou tato onemocnéni rozdélena do 12 hlavnich skupin,
mezi které patfi leukémie, nadory mozku a michy, lymfomy, nadory vychazejici ze
sympatiku, retinoblastomy, nadory ledvin, jater, nadory kosti, nadory meékkych tkani,

nadory vychazejici z gonadalnich zarode¢nych bunék a dalsi nespecifikované novotvary.



V prevladajici béloSské populaci Evropy, Ameriky a ¢asti vychodni Asie
predstavuje leukémie asi 1/3 détskych nadort, s incidenci 35-50 pripadii na milion déti.
V jizni Asii, na Stfednim vychodé a v Cernosské populaci USA a Afriky je toto Cislo

nizsi, vétsinou méné nez 30 pripadt na milion déti [2].

Asi 80% détskych leukémii predstavuji akutni lymfoblastické leukémie, jejichz
vysoka incidence (40 pripadid/milion déti) je zaznamenavana v bélosské populaci severni
Ameriky, zapadni Evropy a Oceanie a také v Cin&, HongKongu a Singapuru. NiZzs
incidence je ve vychodni Evropé, Japonsku, Latinské Americe a opét mezi Cernosskou
populaci. Leukémie z T tfady maji pfiblizn€ stejnou incidenci na celém svéte, takze
rozdily pfipadaji zejména na ALL z B fady, nebot u rizikov&jsich etnickych skupin je
incidence tohoto typu leukémie vys$Si. V nékterych oblastech muze duasledkem
vzacnéjsiho vyskytu ALL z B fady dokonce prevladat T-bunétna leukémie. Obecné Ize
fici, ze incidence ALL koreluje suUrovni socioekonomického vyvoje tak, ze je vyssi
v rozvinutéj§ich oblastech, coz naznaCuje, Ze rizikové faktory spojené s Zivotnim
prostfedim jsou u téchto nadorovych onemocnéni velice dulezité[2]. Tento jev je
i pfiginou zvyseni incidence ALL v Ceské republice ve vékové skupiné predskolnich déti

béhem 90. let na hodnotu podobnou statim zapadni Evropy [3].

Akutni myeloidni leukémie, jejichz incidence je 4-10 pripadd na 1 milion déti, opét
vykazuji velké variace v procentualnim zastoupeni akutnich leukémii (AL) mezi riznymi
oblasti po celém svété. Relativné vyssi vyskyt AML je obvykle disledkem nizsi
incidence ALL spiSe nez zvySenym rizikem AML. Vysoky vyskyt tohoto typu byl
zaznamenan u Maort na Novém Zélandu a u obyvatel Havaje. Pfi¢ina tohoto jevu zatim
neni znama, ale vzhledem k tomu, Ze se jedna vzdy o etnickou skupinu, predpoklada se,

ze vyznamnym faktorem bude geneticka predispozice [2].



1.2 Charakteristika a molekularni podstata akutnich leukémii

Obecna charakteristika leukémii je popisuje jako onemocnéni, ktera vznikaji
hromadénim mutaci v genomu kmenovych bunék nebo progenitord jednotlivych fad
hematopoézy. Zmény v genomu mohou byt jemné, jako jsou bodové mutace, pfi kterych
dochazi v DNA k zaméné jedné baze za druhou, az po zmény v poctu chromosomu.
Zmény vgenomu vznikaji u prevazné véetSiny v somatickych burkach — burkach
hematopoézy - v prub&hu zivota jedince a jen zcela vyjimecné maji dédicny zaklad.
Vétsinu genti odpovédnych za vznik leukémii lze v zasad€ rozdélit do dvou kategorii:
onkogeny a antionkogeny, nazyvané téz nadorové supresory. Onkogeny jsou geny, které
se ucCastni regulace proliferace bun€k a jako nemutované protoonkogeny fidi procesy
proliferace v normalnich bunkach. Mutace onkogenu (respektive protoonkogent) vedou
obecné ke zvySené a nekontrolovatelné proliferaci bun€k. Antionkogeny naopak tiumi
proliferaci a n€které znich stimuluji diferenciaci a apoptozu bunék. Jejich vyfazeni
z funkce mutaci tedy podporuje proliferaci bun€k a inhibuje jejich diferenciaci

a apoptézu [1].

Jak uz bylo zminéno, akutni leukémie se de€li na akutni lymfoblastické a akutni
myeloidni leukémie. Slovo akutni naznauje, Ze jde o onemocnéni s prudkym nastupem,
velmi Casto u osob bez jakékoliv znamé hematologické anamnézy. Prvni priznaky se
objevuji zpravidla jen nékolik dni €i tydn prfed zjiSténim definitivni diagnozy. Termin
akutni rovnéz odrazi prabéh nemoci, nebot neléCena Ci nedostatecné léCena choroba
pacienta zahubi b&hem né¢kolika tydni. DneSni 1écba leukémii patii celkové mezi
nejnarocnéjsi onkologické postupy, ale prave diky modernim terapeutickym protokolim
bylo moZzno vyrazn€ zvysit procento vyléCenych pacientu [1]

Prvnim a nejdulezitéjSim diagnosticky cilem je rozliSeni mezi AML a ALL.
Podminkou spravné diagnozy je morfologické, cytochemické, cytogenetické
a imunologické vySetfeni kostni diené a periferni krve. Hlavni kritéria pro ALL a AML,
zahrnujici morfologické charakteristiky, karyotypické charakteristiky a imunofenotyp,

jsou shrnuta v Tabulce 1.
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Tabulka 1.Rozdilné znaky ALL a AML (Stary et al. 2002).

1.3 Akutni lymfoblasticka leukémie v détském véku

Akutni lymfoblasticka leukémie je nejCast€jSim nadorovym onemocnénim u déti,
tvoii 80% leukémii détského véku. Roéné v Ceské republice onemocni 65-70 déti. Jejich
prognoza se v minulych desetiletich dramaticky zlepsila - procento trvale vyléCenych déti
a adolescenti dosahuje 80% [4-7]. Stalo se tak predevsim diky pouziti sjednocenych
léCebnych protokolli, vyuzivajicich kombinace cytostatik vybrané v randomizovanych
studiich. Dulezitym faktorem je 1 kvalitni podpurna péce, umoziujici nasazeni
vysokodavkované chemoterapie. Pres tyto pokroky je zfejmé pro Cast pacientl intenzita
lécby stale priliS vysoka, s rizikem pozdnich nasledki vCetné sekundarnich malignit.
Malou skupinu déti s vysoce rizikovymi leukémiemi nelze pomoci stavajicich prostredku
vylécit vubec.

ALL u déti vznika velmi pravdépodobné jako abnormalni odpoveéd organizmu na
bézné¢ virové infekce u predisponovanych jedincti. Vrchol vyskytu détské ALL je mezi
dvéma az péti lety Zivota, coz je obdobi vyvoje imunity proti nejCast&jSim virovym
infekcim. Teorie dvou mutaci genetického materialu buiiky — jedné prenatélni, vznikle
in-utero, a druhé postnatalni, zpisobené¢ dusledkem virové infekce, je platna
pravdépodobné pro predskolni nemocné. Dokladem pro prenatalni iniciaci leukémie jsou
studie, které nachazeji identické klonalni abnormality u monozygotnich dvojcat s ALL

analez bun¢k sidentickou klondlni prestavbou pri diagnoze leukémie a v kapkach
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Genetické zmény leukemickych bunék
Chromosomalni klonalni zmény se nachazeji u 90% détskych ALL. V poloving
pfipadd jsou nachazeny translokace. Zmény genotypu leukemické buriky maji zasadni

vyznam pro prognozu.

Zmény v poctu chromosomii

U blastd ALL pravidelné nachazime ziskané genetické abnormality, které umoziiuji
vysvétlit patogenezi a znacné ovliviiuji progndézu onemocnéni. Priblizné ¢tvrtina pripadi
vykazuje zvySeni po¢tu chromosomil v butice — hyperdiploidii — definovanou jako >50
chromosomii v leukemické bufice. Hyperdiploidni ALL se obvykle poji
s imunofenotypem cALL a nizkou leukocytdézou. Nevyskytuje se u kojeneckych leukémii
a u T-ALL. Témer tetraploidni pfipady (poCet chromosomu 82-94) jsou vzacné a maji
horsi prognézu nez ostatni typy hyperdiploidni ALL.

Hypodiploidie je u détskych ALL vzacna. Vyskytuje se pouze u 3-9% pacientq,
znichZ 80% ma poCet chromosomti 45. Téméf haploidni poCet chromosomil je vzacny

a tyto déti maji extrémné Spatnou prognozu [1].

Chromosomalni translokace
Skoro tfetina ALL vykazuje chromosomalni translokace pri absenci zmén poctu
chromosomii. Byly popsany &tyfi nejCastéjsi translokace, z nichz kazda definuje unikatni

podskupinu pacientii.

TEL/AML1

NejCastejsi translokaci s vyskytem az u 25% détskych ALL je t(12;21)(p13;922)
ajejim disledkem je vznik fuzniho genu TEL/AML1. TEL/AMLI1 pozitivni leukémie
vychazeji z prekurzorli B-lymfatické fady (cALL nebo preB ALL), maji vrchol mezi 2-5
lety zivota, blasty Casto nesou na svém povrchu myeloidni znaky. Jde o prognosticky

velmi pfiznivou formu leukémie, Sance na vyléceni jsou 80-90% [1].
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BCR/ABL

Fazni  transkript BCR/ABL je produktem translokace t(9;22)(q34;ql1),
charakteristické pro chronickou myeloidni leukémii (CML). Protein jim koédovany ma
alterovanou tyrosinkinazovou aktivitu, ktera je zodpov€dna za maligni transformaci.
Vyskytuje se u 3-5% détskych ALL a az u 20% ALL dospélého veéku [8]. BCR/ABL
pozitivni ALL patii k nejobtiznéji léCitelnym ze vSech détskych ALL.

E2A/PBX1

Translokace t(1;19)(q23;q13), charakterizovana fiznim genem E2A/PBX1 a preB
imunofenotypem, se vyskytuje asi u 5-8% déti [8]. Pavodné byla povazovana za
prognosticky nepfiznivou, ale na modernich terapeutickych protokolech jsou vysledky

lé¢by pacientll s touto translokaci stejné jako vysledky déti bez rizikovych faktora.

Prestavby dlﬁuhého raménka chromosomu 11 (11q 23)

Gen MLL (mixed lineage leukemia) na chromosomu 11 se ucastni translokaci
s vice nez 80 partnerskymi geny u asi 6% détskych ALL. NejCastéjsi translokaci,
postihujici chromosom 1123, je u détské ALL t(4;11)(q21;923), jejimz produktem je
fuzni gen MLL/AF4. Tato translokace se vyskytuje u 50% kojeneckych ALL a postihuje
zejména déti do 6 mésict.[8]. Sdruzuje se s nezralym proB genotypem, expresi molekuly
NG-2 (chondroitin sulfate proteoglycan neuron-glial antigen 2) a extrémné nepfiznivou
prognozou u déti do 1 roku. Molekula NG-2 byva nalezena na povrchu blasta u détskych
AML a ALL. Byla zji§téna korelace exprese NG-2 molekuly s prestavbami genu MLL
u téchto leukémii[9]. O fiznim genu MLL/AF4 i o dalSich fuznich partnerech genu MLL

je podrobnéji pojednano dale.

1.4 Akutni myeloidni leukémie v détském véku (AML)

Akutni myeloidni leukémie (AML) je heterogenni onemocnéni vychazejici
z myeloidni kmenové burky, ktera ma znaCnou diferenciacni $ifi. Proto muze byt
leukemickym  procesem  postizena  granulocytarni,  monocytarni,  erytroidni
1 magakaryocytarni fada. Na rozdil od dospé€lych AML tvoii akutni myeloidni leukémie

pouze 15% leukémii détského véku. S malymi vyjimkami je biologie détskych



myeloidnich leukémii stejna jako u dospélych. Vysledky 1écby AML jsou jednoznalné
hordi nez vysledky l1écby détské ALL. V poslednich 15 letech ale doSlo 1 u détské AML
k vyznamnému zlepSeni. Intenzivni induk¢ni terapii a naslednou konsolidaci,
intenzifikaci a udrzovaci 1écbou se dafi dosahnout dlouhodobého preziti bez znamek

nemoci u vice nez 50% pacientu [1].

1.4.1 Diagnostika AML

Morfologie

AML je morfologicky heterogenni nemoc. Své€tova zdravotnickd organizace
(WHO) navrhla vroce 2004 nové rozdéleni podskupin AML na =zakladé jak
morfologickych tak 1 cytogenetickych charakteristik [10]. Presto je vSak v praxi stale
pouzivané rozd€leni zroku 1976, které navrhla | French-American-British (FAB)
cooperative group® vychazejici také z morfologickych a cytochemickych znaka. Podle

FAB klasifikace rozd€lujeme AML na tyto subtypy:

MO0 — akutni leukémie s minimalnimi znamkami myeloidni diferenciace (tzv. ¢asna
myeloidni leukémie)

M1 - akutni myeloidni leukémie bez vyzravani

M2 - akutni myeloidni leukémie s vyzravanim

M3 — akutni promyelocytarni leukémie, do této skupiny patii podskupina M3v —
variantni mikrogranularni leukémie M3

M4 - akutni myelomonocytarni leukémie, do této skupiny patfi také M4eo — varianta s
eozinofilii

M35 — akutni monocytarni leukémie

M6 — erytroleukémie

M7 — akutni magakaryoblasticka leukémie
Zastoupeni jednotlivych subtypi je u déti podobné jako u dospélych (Tabulka2),

s vyjimkou vyssiho vyskytu monocytarni leukémie M5, ktera se typicky vyskytuje u déti
mladSich 2 let [1].
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Typ leukémie MO M1 M2 M3 M4 ‘ M5 M6 M7
Priblizné
zastoupeni 3% 15-20% | 25-30% | 5-10% | 25-30% 6% 3-5% 3%

Tabulka 2. Frekvence jednotlivych typt leukémii (Stary ef al. 2002)

Zvysené riziko AML maji déti s nékterymi konstituénimi onemocnénimi, napf.
Bloomiiv syndrom, ataxie — teleangiektazie, Schwachmaniv — Diamondiv syndrom,
Downiiv syndrom, tézka vrozena granulomatoéza a Fanconiho anémie. S vyjimkou
Downova syndromu se vSak jedna o velmi vzdcna onemocnéni, Déti s Downovym

syndromem maji 20x vyssi riziko vzniku akutni leukémie nez zdravé déti [1].

Imunofenotypizace

Vysetieni panelem monoklonalnich protilatek je nutné k diagnéze MO a M7 a
v situaci, kdy je obtizné odlisit ALL od AML (L2 versus M1). K diagnoze podtypu MO je
nutna pozitivita jednoho nebo vice panmyeloidnich antigenu CD13, CD33 a CD65. U
podtypu M7 jsou panmyeloidni znaky Casto negativni, ale je nachazena pozitivita
megakaryocytarnich znakii CD41, CD42 a CD61. U dalsich podtypu AML je

prokazovana pozitivita alespofi jednoho panmyeloidniho markeru. [1]

Genetické zmény leukemickych bunék
Vice nez 2/3 pacientt s AML maji abnormity karyotypu. Typicka je pseudodiploidie
nebo hypodiplodie. Specifické chromosomalni aberace jsou uzce spjaty s jednotlivymi

FAB subtypy [1].

AMLI/ETO
Translokaci t(8;21)(q22;q22) dochazi ke vzniku fuzniho genu AML1/ETO. U AML
typu M2 nachazime tuto translokaci az u 18% nemocnych. Vyskyt t(8;21) je spojen

s pfiznivou prognoézou [1].
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PML/RARalfa
Translokace t(15;17)(q22;q12-21), charakterizovana fuznim genem PML/RARalfa, se
vyskytuje nejCastéji u akutni promyelocytarni leukémie (AML M3). Chromosomova

zména t(15;17) je spojena s dobrou prognozou [1].

CBFbeta/MYHI11

Fazni gen CBFbeta/MYHI11 vznika inverzi chromosomu 16 inv(16)(p13q22),
v méné Castych piipadech translokaci t(16;16)(p13q22). Tyto leukémie jsou spojeny
pievazné se subtypem AML M4 Eo, charakterizovanym piitomnosti atypickych

eozinofilt a relativné dobrou prognozou [11].

Prestavby dlouhého raménka chromosomu 11 (11g23)

Abnormality 11q23 se zlomem v genu MLL jsou charakterizovany velkym poctem
partnerskych chromosomt (vice nez 80 partnerskych lokust bylo popsano cytogeneticky
a z nich pfes 50 jiz i charakterizovano na molekularni urovni). AML s MLL piestavbou
jsou Castéjsi u deéti (8-28%) nez u dospélych (<5%) a spojuji se typicky (ale ne vylucn¢)
s M4 a M5 subtypem. Stejn€ jako u kojeneckych ALL i u AML diagnostikovanych do 1
roku zivota nachazime casto prestavbu chromosomu 11923, u AML se v tomto véku
obvykle spojuje snalezem translokace t(9;11). Jeji prognosticky vyznam se zda byt
piiznivéjsi nez u jinych Castych translokaci, postihujicich usek 11q23 (t(10;11), t(6;11),
t(11;19)) [1].

1.5 Sekundarni AML

Velmi Spatn€ léCitelné sekundarni AML se u déti vyskytuji vzacné po predchozi
chemoterapii, nejcasteji inhibitory topoizomerazy II (etoposid, teniposid), alkylacnimi
agens a antracykliny, které pfimo poskozuji deoxyribonukleovou kyselinu. AML po
piedchozi lécbe inhibitory topoizomerazy II je nejcastéji myelomonocytarni (M4) nebo
monocytarni (M5) a blasty nesou prestavbu chromosomu 11q23 [1]. Cytostatika
zptisobuji zlomy genu MLL, coz vede (v zavislosti na pouzitém protokolu) ke vzniku

sekundarni AML az u 3,8% déti [12-14].
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1.6 Minimalni rezidualni nemoc (MRN)

Stale dulezit€jsi funkci v moderni 1é¢be akutnich leukémii zastava detekce minimalni
residualni nemoci (MRN). MRN je definovana jako subklinicka uroven leukémie, kdy
v priubéhu terapie jiz maligni builky nejsou detekovatelné b&Znymi cytologickymi
metodami a jejich zastoupeni v kostni dfeni je nizsi nez 5%. V této situaci hovofime
o kompletni hematologické remuisi, pacient v§ak mlze i za tohoto stavu mit v téle az 10"
malignich elementt [15].

AZ u 95% pripadi ALL je mozné stanovit MRN pomoci klonalné specifickych
prestaveb gen(l pro imunoglobuliny a T bunécné receptory (Ig/TCR). Lymfocyty tyto
geny prestavuji béhem svého vyvoje, aby tak zajistily obrovskou variabilitu pfi styku s
antigenem. Pokud butika b&hem svého vyvoje prodéla maligni transformaci, nese cely z ni
odvozeny klon identické pieétavby Ig/TCR. DalsSim cilem pro monitorovani MRN jsou
fuzni geny, produkty chromosomalnich translokaci, které je mozné detekovat na urovni
RNA transkriptu nebo pifimo DNA.

V piipadé AML je situace slozitéjsi, nebot’ klonalni prestavby Ig/TCR jsou v
myeloidnich blastech relativné vzacné. U piipadu s prokazanym fuznim genem lze pouZit
ke sledovani MRN tento gen, ve zbylych pfipadech byl jako vhodny cil navrzen napf. gen
WTI, jehoZ zvySena exprese byla prokazana v leukemickych blastech nékterych subtypt
AML [16].

1.6.1 Metody zalozené na RNA

Do této skupiny spadd zejména detekce transkripti fuznich gend. K dosud
nejpropracovangj§im postupum patfi detekce genu BCR/ABL. u CML a ALL,
AMLI/ETO, CBFB/MYHI1 a PML/RARa u AML a TEL/AML1 u détskych ALL.
Zlomy v DNA jsou vétSinou lokalizovany v intronech. Prestoze se v této oblasti
jednotlivé sekvence li§i na DNA urovni, detekované fuzni transkripty nejsou pacient-
specifické. Iédnou zavedeny systém reverzné-transkriptazové polymerazoveé fetézové
reakce (RT-PCR, pfipadn¢ kvantitativni, qRT-PCR) je tedy pouzitelny pro vétSinu
pacienti s danou aberaci, coz je nejvétsi vyhodou této metody. Na druhé strané se tim ale

podstatné zvySuje riziko neodhalené vzajemné kontaminace vzorki. Dalsi nevyhodou je
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nutnost 1zolace RNA z pacientského materialu. Vysledky mohou byt teoreticky vice
ovlivnény kvalitou vzorku, dobou mezi odebranim a zpracovanim krve ¢i kostni dfené a

také tim, jak je exprese mRINA ovlivnéna podavanou protinddorovou terapii.

1.6.2 Metody zalozené na DNA

Prace na DNA urovni ma oproti sledovani exprese vyhodu ve veétsi stabilité¢ DNA
a v piitomnosti konstantniho mnozstvi kopii sledovaného markeru v burice, bez ohledu na
¢asovy bod lécby a probihajici terapii. To je ale ve vétSiné pripada vyvazeno mnohem
vetsi pracnosti pifi  zavadéni systémd pro sledovani MRN. 'V soucasnosti
nejpropracovan€jdi metodou zaloZenou na DNA je kvantifikace klonaln€-specifickych
pfestaveb genu pro imunoglobuliny a T bunéné receptory. Tato metoda dnes slouzi jako
"zlaty standard" pro urovani hladin MRN v prib¢hu terapie.

U chromosomalnich aberaci s fllznimi geny predstavuje sekvence DNA zlomového
mista (obvykle lezici v intronech) unikatni pacient-specificky cil. Zlomova mista vsak
jsou Casto rozmisténa v rozsahlé oblasti (délka jednotlivych intrond presahuje v nékterych
pfipadech 1 100 kilobazi), proto je tfeba k jejich identifikaci Casto pouzit technik , long-
distance PCR™ nebo inverzni PCR spolu se sekvenaci ziskanych produkta. Tyto postupy
se v soucasnosti pouzivaji napf. u detekce TEL/AMLI1 nebo u pfestaveb zahrnujicich gen
MLL.

Dalsi pouzivanou metodou ke sledovani minimalni rezidualni nemoci je
mnohobarevna (tfi- az Ctyfbarevnd) prutokova cytometrie. Pomoci kombinaci
fluorescencné znacenych protilatek proti povrchovym nebo cytoplazmatickym antigenim
typickym pro leukemickou bunku umoziiuje sledovani MRN s citlivosti az 1 maligni

butiky mezi 10* normalnich bunék [17-19]
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1.7 MLL gen (myeloid/lymfoid or mixed lineage leukemia)

Gen MLL (ALL1, HRX, TRX1) je lokalizovany na dlouhém raménku chromosomu
11 v oblasti 11g23. Obsahuje 37 exonu a velikostné presahuje 100 kb. Kodujici sekvence
ma velikost 11,9 kb.

MLL gen koduje obrovsky protein slozeny z 3969 aminokyselin o velikosti pfiblizné
430 kDa. MLL protein je proteolyticky stépen Taspazou-I do N terminalniho 320kDa
velkého fragmentu (MLL") a C-terminalniho fragmentu o velikosti 180kDa (MLLS) [20].
Obé Casti znstavaji nadale nekovalentné vazany ve formé dimeru. Ten se nachazi v jadre,
kde pusobi jako regulani transkripéni faktor. Pozitivn€ udrzuje expresi homeotickych
(HOX) genti béhem vyvoje [21], ovliviiuje bunécnou diferenciaci, apoptdzu, proliferaci a
regulaci buné¢ného cyklu.

Od N-konce se MLL gen sklada ze tfi AT-vazebnych motivQ, transkripni represni
domény, dvou motivil zinkovych prstd a bromdomény, serin a treonin bohaté oblasti  a
SET domény. AT-vazebné motivy se vazi v oblasti bohaté na adenin a thymin v malém
Zlabku DNA, ¢imz ji ohybaji, a umoziuji tak interakci dalSich proteind. Transkripcni
represni  doména zahrnuje cystein bohaty region homologni ksavéi DNA-
methyltransferaze. Motivy zinkovych prsti a bromodoména hraji dilezitou roli v protein-
protein interakcich. SET doména ma methyltransferazovou aktivitu, metyluje histon H3
v regionu HOX geni a tim se U¢astni remodelace chromatinu [22].

MLL gen je homologem transkripéniho regulatoru trithorax u drozofily [23]
a podobné jako u drozofily tak i u ¢lovéka je kliCovym regulatorem exprese HOX gena
[24]. Jak se ukazalo, MLL gen reguluje expresi HOX geni pifimou vazbou na jejich
promotorove sekvence. A praveé dysregulace specifickych HOX genu je nejspise hlavnim
mechanizmem leukemické transformace iniciované MLL chimérnim onkogenem [21].

Nejbéznéjsimi zménami MLL genu jsou translokace, amplifikace a delece. Pri
translokaci dochazi ke vzniku fazniho genu, tj. genu vzniklého splynutim dvou genu.
V soucasnosti je popsano vice nez 80 riznych MLL pfestaveb, ze kterych je vice nez 50

partnerskych lokusu charakterizovano molekularné [25].
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Obrazek 1. MLL gen a jeho flzni partnefti
Prevzato z http://www.infobiogen.fr/services/chromcancer/Genes/MLL. htmi

Pfi studiu translokaci genu MLL se zjistilo, Zze zlomové misto je lokalizovano
uvnitt 8,5 kb regionu, oznaovaného ber (breakpoint cluster region), mezi 5. a 11.
exonem [26].

Vyzkum MLL prestaveb ukazal, Ze pfiblizn¢ polovina z nich souvisi s intronem
6, kde je nejvyssi incidence Alu repetitivnich sekvenci (centromericka cast ber). Je
tedy mozné, ze prave tyto regiony mohou mit vliv na uréeni mista zlomu u de-novo
leukémii. Podobné repetitivni sekvence vsak v okoli zlomovych mist partnerskych
chromosomu nalezeny nebyly [27]. U sekundami formy leukémie se zlom casto
nachazi v telomerické casti ber, kde je lokalizovano vazebné misto pro
topoizomerazu II. Vysvétlovalo by to wvznik leukémii zpusobenych [écbou
topoizomerazovymi inhibitory. Ty inhibuji ligdzovou funkci enzymu, ktery tak
zanechava volné konce DNA, coz mize vést k nehomologni rekonbinaci mezi MLL

genem a partnerskym genem. Pfesny mechanismus ale stale neni zcela jasny [28].
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Obrazek2: Ber (breakpoint cluster region)

Mezi nejCastéjsi partnery genu MLL patii AF4, AF9, ENL, ELL, AF10 a AF6.

MLL/AF4 t(4;11)(q21;923)

Translokace t(4;11) je nejCastéjsi translokaci détské ALL. Tato abnormita se
vyskytuje u 50% kojeneckych ALL a ve vyssSich vékovych kategoriich je u déti relativné
vzacna a postihuje zejména pacienty do 6 let v&ku. Casto ji nachazime u sekundarni
leukémie a n€kdy u AML. Progndza byva Spatna. (Stary leukémie 2002)

Fuznim partnerem MLL je zde gen AF4, lokalizovany na 4q21. Tento gen produkuje
protein o 1210 aminokyselinach a 140 kDa. Pusobi jako transkripéni faktor v jadre.
Vysledny fiizni gen je typu 5’MLL-3'AF4. Transkript ma 12 kb a ziskany protein se
sklada ze 1400 aminokyselin N-konce MLL a 850 aminokyselin C-konce AF4. Odpovida
velikosti zhruba 240kDa.

MLL/AF6 1(6;11)(q27;:423)

Partnerskym genem je u této translokace gen AF6, lokalizovany v oblasti 6q27.
Transkript ma 8 kb mRNA a koduje protein obsahujici 1612 aminokyselin, ktery ptsobi
v cytoplazmé v transportni systému. Misto, kde dochazi nejCastéji ke zlomu a fuzi
s genem MLL byva lokalizovano za 35 aminokyselinou proteinu AF6. Vysledny flzni
protein tvoif MLL od N-konce, AF6 od C-konce a je slozen z 1400 aminokyselin.



MLL/AF9 t(9;11)(p22;,q23)

Partner genu MLL je zde gen AF9, lokalizovany v oblasti 9p22. Koduje Skb velky
transkript a protein o velikosti 568 aminokyselin. Zlomové misto se u AF9 nachazi
nejCastéji za 376. aminokyselinou. Vysledny fizni protein obsahuje 1444 aminokyselin

z proteinu MLL a 192 aminokyselin z proteinu AF9.[27]

MLL/AF10t(10;11)(p12;q923)

Gen AF10 je lokalizovan v 10p12 oblasti a koduje 5,5 kb velky transkript za vzniku
proteinu o velikosti 1027 aminokyselin. Translokace tohoto genu s genem MLL je
charakteristickd vysokou diverzitou zlomovych mist na chromozomu 10. vznikly fuzni

protein ma N-konec MLL a C-konec AF10.[27]

MLL/ELL t(11;19)(q23;p13.1)
Partnersky gen ELL je lokalizovan v oblasti 19p13.1. Koduje 1,9 kb velky transkript
za vzniku 68 kDa jaderného proteinu 0 621 aminokyselinach, ktery slouzi jako elongacni

faktor pro RNA polymerazu 11. Vznikly fizni gen ma podobu 5' MLL - 3' ELL.[27]

MLI/ENL t(11;19)(q23;p13.3)

Gen ENL je lokalizovan v oblasti 19p13.3. Jeho mRINA o velikosti 4,7 kb koduje
protein o 559 aminokyselinach, ktery pusobi jako jaderny transkripéni faktor. Vznikly
fiizni gen je typu 5' MLL - 3' ENL. Zlomové misto je nejCastéji lokalizovano za 4.

aminokyselinou proteinu ENL.[27]
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2. Cil prace

1. Zjistit zastoupeni jednotlivych prestaveb MLL genu (zejména MLL/AF4, MLL/AF®6,
MLL/AF9, MLL/AF10, MLL/ENL, MLL/ELL) v téchto souborech pacient(:

A. Pacienti s kojeneckou leukémii (diagnostikovanou do 1 roku véku) léeni v Ceské
republice v obdobi 1997-2006.
B. Pacienti s akutni myeloidni leukémii subtypt M4 a M5 lé¢eni v Ceské republice
v obdobi 1997-2007
C. Pacienti s diagnostikovanou sekundarni leukémii
D. Pacienti s B-prekursorovou leukémii (BCP-ALL) spliujici asponl jedno z téchto
kritérii:
a) proB imunofenotyp
b) cytogeneticky prokazana piestavba genu MLL

c-) exprese molekuly NG2 prokazana pomoci pratokové cytometrie

2. U pacientd s prokdzanou pfestavbou genu MILL podstupujicich transplantaci
hematopoetickych progenitorii (SCT) sledovat rezidualni nemoc po jednotlivych blocich
chemoterapie pfed transplantaci a v pravidelnych intervalech po transplantaci a umoznit

tak indikaci 1é€by podle kinetiky rezidualni leukémie.
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3. Pacienti

Do této prace byly zahrnuty vzorky kostni diené a/nebo periferni krve détskych
pacient s akutni lymfatickou leukémii, akutni myeloidni leukémii a sekundarni leukémii
diagnostikovanych v Ceské republice od 1997 do 2007. VSechny déti byly léCeny dle
daného 1é&ebného protokolu v jednotlivych léebnych centrech PSDH CR a v§echny

vzorky byly transportovany a zpracovany nejpozd¢ji do 30 hodin po aspiraci.

4. Metodika

4.1 Izolace mononuklearnich bunék pomoci hustotniho gradientu

Pouzité chemikalie
Ficoll-Paque Research Grade (PharmaTech)
PBS pufr: 137mM NaCl
2,7mM KCl
4,3mM Na,HPO;x12H,0
1,4mM KH,PO,
pH 7,4

sterilizovan autoklavovanim

Trypanova modi 0,4% (Sigma Aldrich)

Pracovni postup

1. Vzorek kostni dfené a/nebo periferni krve (odebrané do protisrazlivého roztoku)
nafedit v poméru 1:1 PBS pufrem.

2. Do 14 ml zkumavek napipetovat Ficoll Paque a opatrné prevrstvit nafedénym
vzorkem (pomer Ficoll Paque a redéné¢ho vzorku je 1:1).

3. Centrifugovat 35 minut pii 2200 otackach a 4 °C.

4. Prstenec mononukledrnich bun€k prenést do zkumavky, ktera obsahuje 5 ml pufru

PBS.
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5. Centrifugovat 10 minut pii 2200 otackach a 4 °C, odsat supernatant a pelet rozpustit

ve 2ml pufru PBS.

6. Odebrat 10 pl suspenze a smichat se 190 pl trypanové modfi, po 2 minutach stani

pocitat buriky v Biirkeroveé komurce v alespori 10 velkych ¢tvercich.

Vypocet poctu bunék v 1 ml suspenze:

prumeérny pocet bun€k v jednom ctverci
X
25 (podet Ctverct)
X
20 (fed€ni bun€k v trypanoveé modi1)
X
10 (vyska Biirkerovy komurky)
X
1000

= pocet bunek v Iml suspenze

7. Do zkumavek odpipetovat takové mnoZstvi suspenze bundk, aby obsahovalo 10’

bunék (pokud je kdispozici pouze mensi mnozstvi bun€k, pracovat obdobné),

centrifugovat 10 minut / 2200 ot./ 4 °C, po centrifugaci odsat pipetou supernatant.

8. pelet bunék uchovavat v —80 °C.

4.2 Izolace celkové RNA z mononuklearnich leukocyta — modifikace

metody dle Chomczynski a Sacchi (1987) — modifikace dle Trizolu

Pouzité chemikalie

Roztok ITG : 4M Guanidine thiocyanate (Serva)

25mM citrat sodny, pH7 (Serva)

0.5% N-Laurylsarcosine sodium salt (Serva)

2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)
75 % etanol (PENTA)

2-propanol (Merk)

Fenol, vysyceny H,O (Sigma-Aldrich) s 0,1% 8-hydroxychinolinem (Merck)

Chloroform + izoamylalkohol 49:1 (Merck)
NaAcetat (Sigma-Aldrich)
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10.

11.

Cerstvé izolované nebo hlubokozmrazené buiiky rychle lyzovat v roztoku ITG +
Mercaptoetanol ( v poméru Iml ITG + 7.2 ul Mercaptoetanolu) a pokud je
k dispozici pouze < 10° bunék piidat glykogen.

potet bungk 107 bungk 5x10° bunék < 10° bun&k
ITG+Mercaptoetanol 500 pl 500 pl 100 pl
glykogen 10 ul

Se vzorky pracovat na ledove lazni.

Pridat acetat sodny.

podet bungk 107 bun&k 5x10° bungk < 10° bungk
acetat sodny pH4 50 w 50 wl 10 pl

Pridat vodou vysyceny fenol a chloroform/isoamylalkohol, dikladné vortexovat do

mlééného zakaleni.

podet bunék 107 bun&k 5x%10° bunék < 10° bun&k
fenol 455 ul 455 ul 100 ul
chlorof./izoamylalk. 130 ul 130 pl 20 ul

Nechat stat 2-3 minuty na ledu.

Centrifugovat 15 minut pii 12 741 otackach a 4 °C.

Odebrat vodnou fazi s RNA a pridat stejny dil vychlazeného (na -20°C) 2-propanolu,
kratce promichat a inkubovat 20 minut na ledu.

Centrifugovat 10 minut 12 741 otaCkach a 4 °C, odstranit supernatant.

Peletu promyt 75 % etanolem, centrifugovat 5 minut pfi 10 146 otackach.

Na zavér pelet rozpustit ve vodé€ pro injekce.
poget bunék 10" bunék 5x10° bungk < 10° bunek
aq. pro inj. 50 ul 25 ul 11 wl

RNA rozpoustét 10 minut / 55°C , ovéfit kvalitu a uchovavat pri -80°C.
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4.3 Ovéreni kvality RNA na pfistroji Agilent

Pouzité chemikalie
RNA nano chip kit (Agilent): 6000 Nano marker
6000 Nano dye koncentrat
RNA 6000 nano gel matrix
Pomucky
RNA LabChip (Agilent), priming station (HPST)

Obrazek 3: Pristroj Agilent

1. Vytemperovat viechny reagencie na pokojovou teplotu (30minut).

2. Pfipravit gel. 550 ul RNA 6000 nano gel matrix nepipetovat na kolonu a
centrifugovat 10 minut 4000 rpm (minispin Eppendorf)

3. Pfipravit Gel-Dye mix. 1 ul RNA 6000 Nano dye koncentratu zvortexovat a pridat

do 65 ul pfipraveného gelu, centrifugovat 10 minut pfi 14 000 rpm (Minispin

Eppendorf)

Napipetovat 9 ul Gel-Dye mixu do pozice G (v ¢erném krouzku, viz. obr.4)

Pomoci priming station rozprostfit gel podtlakem do vnitini struktury chipu.

Do dal$ich 2 G napipetovat 9 ul Gel-Dye mixu.

Do vsech ostatnich jamek napipetovat 5 ul 6000 Nano markeru.

® 2N B

Do vs$ech jamek ( krome G ) pfidat 1 ul RNA, do pozice oznaCené Zebiikem (viz.
obr.4) napipetovat velikostni marker.
9. Takto pripraveny chip vortexovat 1 minutu pfi 2400 rpm a vlozit do pfistroje
Agilent.
10. Spustit prislusny program (RNA nano chip)
Pomoci kitu DNA 1000 kit a DNA LabChipu (Agilent)
muaZeme na tomto pfistroji detekovat také amplifikované

PCR produkty.

Obrazek 4: RNA LabChip

27



M
65 — - 65
60 ~ - 60
PE— AN
50 - ~50
—— e — e e
45 - - 45
IS e s e B -40
®/- -35
25— -25
20 - -20
L L 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12

Obrazek 5: Elektroforetické déleni celkové RNA na pfistroji Agilent pro kontrolu

integrity RNA. Dva jasné ,bandy* pfedstavuji 18S a 28S Casti ribozomalni RNA, | smear*

pfedstavuje ostatni RNA, véetné mRNA. Na pozici ,,L“ je velikostni marker.

4.4.Reverzni transkripce

Pouzité chemikalie

iScrip kit (BioRad): 5x iScript Reaction Mix
iScript Reverse Transcriptase

Nuclease-free water

1. RNA nechat rozmrznout na ledové lazni

2. Vodu a 5x iScript Reacction Mix nechat také rozmrznout na ledové lazni.

3. Podle poctu vzorkl vypocitat mnozstvi jednotlivych reagencii v mixu s 5% rezerva.



5x iScript Reaction Mix ..................... ...l 4ul

iScript Reverse Transcriptase. ..o 1ul
Nuclease-free water ........ ... ... 4 ul
RNAtemplat... ..., 11ul
Celkem 20 ul

. Namichat mix. Reverzni transkriptazu pfidat do mixu jako posledni a ihned vratit do
mrazaku.
. Mix rozpipetovat do popsanych Sroubovacich zkumavek - 9 ul do kazdé.
Pridat 11 ul zvortexované a stoené RNA do RT mixu.
. Mix s RNA inkubujeme: : 5 minut pii 25°C (pokojova teplota)
30 minut pii 42°C
5 minut pii 85°C
ochladime na 4°C (dame na led)

cDNA skladovat pti -20 °C.

4.5 VySetieni kontrolniho genu ABL

K ovéreni kvality cDNA jsme pouzili gen ABL. Nachdzi na 9. chromosomu
v oblasti 9q34.13. Koduje tyrozinovou kinadzu. Normalni forma tohoto proteinu se podili
na regulaci buné¢ného déleni, bunécné adheze a na stresové odpovédi buriky. Gen ABL je

exprimovan ve vech burikach a jeho exprese je stabilni.

Pouzité chemikilie

10x PCR pufr s MgCl, (Eppendorf)

HotMaster Taq polymeraza (Eppendorf)

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) - 10 mM mix kazdého deoxyribonukleotidu
(Promega)

Red cresol buffer (Sigma)

Primery A, Az
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Primer

Az
As

sekvence 5'— 3’

ttcagcggecagceagcatctgactt

tgtgattatagcctaagacccggagcetttt

Syntézu primeri objednavame u firmy TIB MOLBIOL (Berlin, Germany) nebo KRD

(Praha). Nasyntetizované primery jsou lyofilizované o koncentraci 100uM, fedime vodou

(voda pro injekce) na koncentraci SOuM.

Reakéni mix

10x PCR pufr s MgCl,
dNTP 10 mM mix kazdého
Red cresol buffer

A, primer

Az primer

HotMaster Taq polymeraza
sterilni H,O

cDNA

Teplotni rezim PCR:
Inicialni denaturace:

PCR cyklus

pocet cykli

Finalni extenze

mnozstvi na 1 vzorek

2,0 ul
0,5 w
4,75 ul
0,25 ul
0,25 ul
0,12 ul
15,13 pl
2,0 w

celkovy objem 25 pl

teplota ¢as

94 °C 2 min.
94 °C 30 sec.
57 °C 30 sec.
72 °C 30 sec.
35x

72 °C 7 min.

Amplifikovany PCR produkt genu ABL detekujeme na 2% agarozovém gelu (obrazek 6).
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4.6 Priprava 2% agardézového gelu

Pouzité chemikalie

Agarosa NuSieve GTG (Cambrex)
agarose [ (AMResco)

IxTAE pufr

Navazime 1g agarozy (v poméru 1:1 - 0,5g Agarosa NuSieve GTG a 0,5g agarose I ) a
piidame 50 ml 1xTAE pufru. Rozvafime agar6zu do Uplného rozpusténi, ochladime pod
tekouci vodou na cca 65 °C  a za stalého michani na magnetickém michadle pfidame 5 ul
ethidium bromidu. Ethidium bromid je fluorescencni barvivo, které se vaze na nukleové
kyseliny tak, Zze svou plochou molekulou interkaluje mezi ploché pary bazi v molekule
DNA, RNA (je to mutagen, proto musime dodrzovat bezpecnostni pravidla a pouzivat
ochranné pomucky).

Nalijeme agarézu do misky, viozime ,zuby*“ a nechame ztuhnout. Po ztuhnuti nanasime

PCR produkty.

Obrazek 6: Kontrolni gen ABL detekovany na agar6zovém gelu. Pomoci primera Az a Az

se amplifikuje PCR produkt o velikosti 198 bp.
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4.7 Stanoveni prestaveb genu MLL metodou multiplex-reverzné
transkriptazova polymerazova retézova reakce (multiplex RT-PCR)

Vysetieni genu MLL metodu multiplex-reverzn€ transkriptazova fetézova reakce
(multiplex RT-PCR) umoziiuje rychlou a presnou detekci nejCastéji se vyskytujicich MLL
faznich gent u pacientt s akutni leukémii. Pomoci 2 sad primert, které byly navrzeny pro
kazdy fuzni gen, probihaji soub&ézn€¢ 2 oddé€lené jednokolové multiplex-PCR reakce.
Pouzitim nize popsan¢ho protokolu je mozné uspesn€ amplifikovat v jedné reakci 6
klinicky  dulezitych  fuznich  genia: MLL/AF4  t(4;11)(q21;923), MLL/AF6
t(6:11)(q27;923), MLL/AF9  t(9;11)(p21-22;q23), MLL/AF10  t(10;11)(p11-13;q23),
MLL/ELL t(11;19)(q23;p13.1) a MLL/ENL t(11;19)(q23;p13.3) [29].

Pouzité chemikalie
10x PCR puft bez MgCl, (Introvigen)
MgCl; SOmM (Introvigen)

Platinum Taq DNA polymeraza (Introvigen)
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) - 10 mM mix kazdého deoxyribonukleotidu
Red cresol buffer (Sigma)

2x sada primerti

» QOut mix

Primer gen sekvence 5'— 3’
3759U MLL CCC AAA GAA AAG CAG TAG TGA
1607L AF4 TTT GTA GGG AAA GGA AACTTG
351L AF6 GAT AAC CCC TTC TTT TTC CTG
16451 AF9 AGC GAG CAA AGATCA AAATC
1049L AF10 L CTG TTC TAT GCT GGC TGC TA
2366L AF10 11 CTG GTT GAT CAT AGC GAA TC
247L ELL GCT TCC TTG AAA TCG GAT AG
216L ENL CGT ACCCCG ACT CCT CTACT
1399L ENL GCC TGA CAC CTT GCT GTT
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> In mix

Primer gen sekvence 5'— 3’

3920U MLL CTC AGC CAC CTA CTA CAG GAC
2569L AF4 TTT GGT TTT GGG TTA CAG AAC
439L AF6 TTC CCG ATC ATCTTITGTTC
1825L AF9 GATTTG CTT TGC TTT ATT GG
10171 AFI0 L. CCT GGA AAT TTG CAT TTG TAA
2316L AF10 11 TCT TCC AAG CGC TTC AAT

170L ELL CCG ATG TTG GAG AGG TAG AA
91L ENL GGA CAA ACACCATCCAGTC
1327L ENL GGC GCT GTT GTC ACT CTC

Syntézu primerl objednavame u firmy TIB MOLBIOL (Berlin, Germany) nebo KRD
(Praha). Nasyntetizované primery jsou lyofilizované o koncentraci 100uM, fedime vodou

(voda pro injekce) na koncentraci SOuM.

Reakéni mix mnozstvi na 1 vzorek

10x PCR pufr bez MgCl, 2,5 ul

MgCl, 50mM 0,75 ul

dNTP 10 mM mix kazdého 0,5 ul

Red cresol buffer 4,75 ul

Out mix 0,25 ul kazdého primeru
In mix 0,25 ul kazdého primeru
Platinum Taq DNA polymeraza 0,2 ul

sterilni H,O 13,05ul

cDNA 1,0 ul

celkovy objem 25 pl
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Teplotni rezim PCR: teplota cas

Inicialni denaturace: 95 °C 5 min,
PCR cyklus 95°C 30 sec.
60 °C 30 sec.
72 °C 30 sec.
pocet cykli 34x

PCR produkty nanasime na 2% agar6zu nebo detekujeme na Agilentu.

ouT IN M

Obrazek 7. Pozitivni vysledek multiplex-RT PCR detekovany na agaroézovém gelu.

V piipadé€ pozitivniho vysledku je nutné identifikovat nalezeny flizni gen sekvenaci.

PCR produkt pfecistime pomoci PCR Product Purification Spin Kit/250 a ve spolupraci
s Ustavem lékaiské biologie a genetiky ve Fakultni nemocnici v Motole sekvenujeme.
Sekvence vyhodnocujeme pomoci databazi voln€ pfistupnych na internetu
(www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast). K popisu sekvenci a navrzeni specifickych primert

pouzivame software VECTOR NTI 8 Suite (INFORMAX, Bethesda, MD, USA)
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4.8 Izolace DNA pomoci pristroje BioRobot (QIAGEN)
Pouzité chemikalie
EZ1 DNA Tissue Kit (48) — G2 pufr

Proteinaza K

Reagent cartridge
AL pufr — lyzac¢ni pufr

1. Pripravit lyzat z Cerstvé izolovanych nebo zmrazenych mononuklearnich bun¢k

- k Cerstve izolovanym bunkam pfidat 250 ul G2 pufru a 10 pl proteinazy K a dukladné
vortexovat

- mrazené buiiky rozmrazit pii pokojové teploté a pridat 250 pl AL pufru, vortexovat

2. Lyzat prepipetovat do zkumavek a spolu s elucnimi zkumavkami a pipetovacimi
$pickami vlozit do stojanu a pak do pristroje BioRobot.

3. Cartridge vloZit do stojanu a také vloZit do pfistroje.

4. Do pfistroje vlozit kartu s programem a spustit.

Obrazek 8: Vlozeni zkumavek se vzorkem, eluCnich zkumavek, pipetovacich Spicek a

cartridgi do stojanu pfistroje a samotny pristroj BioRobot (QIAGEN).

4.9 Statistické zpracovani

Pouzita metodika nevyzadovala zadné zvlastni statistické zhodnoceni.
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5. Vysledky

5.1 Vysledky faznich genii

5.1.1 Vysledky fiiznich genu u pacienti s kojeneckou ALL diagnostikovanou do 1

roku véku
pac.
cislo | diagnéza | vék(m)-dg pohlavi translokace
105 ALL koj. 2 Z MLL/ENL
132 ALL Koj. 8 m MLL/AF4
175 ALL koj. 3 m neg.
193 ALL koj. 6 m MLL/AF4
252 ALL koj. 1 m MLL/AF4
391 ALL koj. 0 z neg.
472 ALL koj. 5 m neg.
481 ALL koj. 2 m MLL/AF4
482 | ALL koj. 4 m MLL/AF9
520 ALL Koj. 2 m atypicka MLL/AF4
571 ALL koj. 10 Z MLL/AF4
587 ALL koj. 0 m MLL/AF4
598 ALL koj. 10 m MLL/AF9
670 ALL koj. 6 Z neg.
873 ALL koj. 8 m neg.
923 ALL koj. 1 Z MLL/AF4
924 ALL koj. 10 z MLL/AF10 (+APBB1IP)
765 ALL koj. 0 Z MLL/AF4
H92 ALL koj. 9 z MLL/AF4
R94 ALL koj. 3 z MLL/AF4
V94 ALL koj. 7 z MLL/AF4
1014 ALL koj. 8 m neg.
1015 ALL koj. 5 z MLL/ENL
1018 ALL koj. 10 Z MLL/AF10 (+FXYD2)
1041 ALL koj. 5 m neg.

Tabulka 3: Vysledky pacientl s kojeneckou ALL.
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Vysetrili jsme 25 pacientl s kojeneckou akutni lymfoblastickou leukémii. U 12
pacientli (48%) jsme nalezli translokaci MLL/AF4, po dvou pacientech (8%) mélo
piestavby MLL/AF9, MLL/AF10 a MLL/ENL a u 7 pacientd (28%) jsme nenalezli
zadnou chromosomalni prestavbu genu MLL. U pacienta Cislo 520 se jednalo o atypickou
fuzi gend MLL a AF4, ktera nemohla byt detekovéana standardnim PCR vySetfenim a na
kterou upozornila az analyza metodami FISH a amplifikace intronové DNA.

Obé¢ prestavby s fiznim genem MLL/AF10 se pri dikladnéjsim vysetieni (provedeném ve
spolupraci s laboratofi ve Frankfurtu nad Mohanem) ukazaly jako komplexngjsi
translokace, kterych se kromé MLL a AF10 ucastni vice gent. Cely translokacni postup
se da dobfe demonstrovat u pacientky Cislo 924, kde se podafilo popsat 4 zlomova mista a
tak odhalit, Ze se v tomto pfipadé€ jedna vlastn€ o translokaci t(10;12) a soucasnou inzerci
Casti chromosomu 10 do genu MLL na 11q23. Schematické znazornéni komplexni

translokace je na Obrazku 9.

der10 der11 der12

A 0S9

Y APBB1IP
¥ MLL
VY AF10
¥ APBB1IP
¥ MLL ¥ 0S9

A AF10

Obrazek 9: Schéma komplexni translokace u pacienta 924. Kromé translokace t(10;12) je
patrna inzerce ¢asti chromosomu 10 lezici mezi geny AF10 a APBBI1IP do genu MLL na

chromosomu 11.
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5.1.2 Vysledky fiznich genu u pacientii s AML subtypu M4, MS

Ze souboru pacientti s AML lé&enych v Ceské republice v obdobi 1997-2007 jsme
vybrali pacienty s akutni myelomonocytarni leukémii (AML-M4) a akutni monocytarni
leukémii (AML-MS5). Jak uz bylo zminéno, pravé u téchto subtypi AML se nejCastéiji
vyskytuji prestavby genu MLL.

Vysetrili jsme 34 pacienty, vysledky jsou shrnuty v Tabulce 4. U 10 pacienti (29%)
jsme nalezli fuzni gen MLL/AF9, dalsimi nejCastejsimi fuznimi geny byly MLL/AF10 (7
pacientt, 21%), MLL/AF6 a MLL/ELL (po 2 pacientech, 6%) a u 12 pacientl (35%) jsme
nenalezli zadnou prestavbu genu MLL. Jednoho pacienta se nepodafilo z davodu
nedostatku diagnostického materialu vySetfit.

U pacienta ¢islo M160 jsme nalezli atypickou variantu fize MLL/AF10, kde je mezi
oba geny vloiéna ¢ast genu UGP-2, normaln€ lokalizovaného na chromosomu 2.

U pacienta Cislo M77 jsme pfi diagnoze AML-MS5 nalezli translokaci MLL/AF9,
ovsem Vv obddbi I. a 2. relapsu onemocnéni byl na pfitomnost této translokace negativni
(s citlivosti detekce 1 burky s pfestavbou mezi >100 000 burikami bez prestavby). Tento
vysledek naznacuje, ze by se u tohoto pacienta mohlo jednat spiSe o sekundarni leukémii
nez o klasicky relaps onemocnéni. Mohou tomu nasvédCovat i data z cytometrické
analyzy, kde mezi diagnozou a relapsem doslo k uritym zménam imunofenotypu
leukemickych bunék. Zatimco pfi diagnoze byly blasty charakterizovany jako MS5,

v relapsu se jejich charakteristika zménila na akutni hybridni leukémii (AHL).



veék(r)-

pac. cislo diagndza dg pohlavi translokace
M1 AML-M4 3 m neg.
M22 AML-M4 2 m MLL/AF9
M36 AML-M4 14 Z neg.
M50 AML-M4 14 m neg.
M51 AML-M4 16 z MLL/AF6
M60 AML-M4 17 m neg.
M64 AML-M4 12 m MLL/AF10
M104 AML-M4 15 m MLL/AF9
M153 AML-M4 2 m neg.
757 AML-M4 m MLL/AF6
| 135 AML-M4 13 m MLL/AF10
M212 AML-M4 15 z neg.
M245 AML-M4 14 z neg.
679 AML-M4 11 z MLL/ELL
M289 AML-M4 5 m MLL/AF9
M134 AML-M4/M5 17 z neg.
999 AML-M4/M5 10 m neg.
M266 AML-M4/M5 10 z neg.
M3 AML-M5 8 m MLL/AF9
M10 AML-MS5 0 Z MLL/AF10
M35 AML-M5 12 m MLL/AF9
M40 AML-M5 1 m MLL/ELL
M41 AML-M5 0 z n.d.
M49 AML-M5 2 m MLL/AF9
M77 AML-M5 4 m MLL/AF9
1.relaps 7 m neg.
2.relaps 10 m neg.
m87 AML-M5 1 z neg.
M92 AML-M5 2 m MLL/AF10
M99 AML-M5 5 m MLL/AF10
M107 AML-M5 2 m MLL/AF10
M160 AML-M5 10 m MLL/UGP2-AF10
979 AML-M5 1 z MLL/AF9
M172 AML-M5 2 z MLL/AF9
M202 AML-MS5 1 z MLL/AF9
557 AML-M5 3 z neg.

Tabulka 4: Vysledky pacienti s AML-M4 a AML-MS.
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5.1.3 Vysledky fiznich genu u pacientu se sekundirni leukémii

pac. primarni sekundarni veék(r)-pfi
cislo diagnoza diagnoza |sekundarni dg | pohlavi| translokace
| 323 ALL SALL 5 r4 MLL/MAML2
919 AML-M3 SALL 18 y4 MLL/FOXO3A
M169 | Ewinglv sarkom SAML-M2 14 r4 neg.
810 ALL SAML-M5 5 z MLL/AF9
M63 Hodgindv lymfom sAML-M4 11 m MLL/AF9
M134 Ewingliv sarkom SAML-M5 17 z neg.
M242 | alveolarni sarkom sMDS 8 Z t(1;11)
541 ALL sAML-M5 1 m neg
M287 meduloblastom sAML-M5 20 m MLL/AF6

Tabulka 5. Vysledky pacientti se sALL, sSAML, sMDS

Vysetiili jsme 9 pacientil se sekundarni leukémii. U 2 pacienti (22%) jsme nalezli
translokaci MLL/AF9, po jednom pacientovi mélo prestavby MLL/FOXO3A,
MLL/MAML2 a MLL/AF6 a u 2 pacientl nebyla nalezena zadna prestavba genu MLL.
U pacienta Cislo M242 byla pii cytogenetickém vySetfeni popsana translokace t(1;11),
kterou neni mozné pouzitou metodikou multiplex-RT-PCR detekovat. Z duvodu
nedostatku materialu obsahujictho maligni buniky se nam nepodafilo potvrdit u této
pacientky pfestavbu genu MLL ani jinou molekularné-genetickou metodou.

Fazni gen MLL/MAML2 popsany ve spolupraci s laboratofi ve Frankfurtu
u pacientky cislo 323 nebyl dosud v literatufe popsan. Fiuze vznikla v tomto pfipadé

inverzi dlouhého raménka chromozomu 11 oblasti q21,q23 (inv11(q21;q23)).
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5.1.4 Vysledky pacientu s B-prekurzovou leukémii

Do této skupiny jsme zaradili pacienty s B-prekurzovou leukémii (BCP-ALL), ktefi

spliiovali alesponn jedno =z kriterii - proB imunofenotyp, cytogeneticky prokazana

piestavba genu MLL nebo exprese molekuly NG-2 prokazana pomoci pritokoveé

cytometrie. Dale jsme sem zaradili pacienty s akutni hybridni leukémii, tedy pfipady, kdy

kromé B-prekurzorovych znakli jsou na leukemickych blastech pfitomny ve vyssi mife

i znaky myeloidni

fady,

a pacienty,

u kterych doslo v <casnych fazich lécby

k imunologickému "shiftu", tedy zméné povahy leukemickych blasti z lymfoidni do

myeloidni fady.

pac. vék(r)- davod

cislo diagnoéza dg pohlavi translokace vySetieni
41 ALL 2 Z MLL/AF4 NG2

206 ALL 10 m MLL/ENL NG2

524 ALL 15 m MLL/AF4 proB

655 ALL 8 z MLL/AF9 proB

896 ALL 2 m MLL/ENL proB+NG2
908 ALL 14 m neg. NG2
86D AHL 10 z MLL/AF4 lineage switch

1057 ALL 16 m neg. lineage switch
844 AHL 2 m neg. lineage switch
914 AHL 14 m neg. proB

945 AHL 2 m neg. proB

Tabulka 6: Vysledky pacientti s B prekurzovou leukémii a AHL.

Vysetfili jsme 11 pacientu. Prestavbu genu MLL jsme detekovali u 6 pacientu, a to ve

formé fuznich gend MLL/AF4 (3 pacienti, 27%), MLL/ENL (2 pacienti, 18%) a

MLL/AFO (1 pacient, 9%).
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5.2. Sledovani MRN u pacienta s prokizanou prestavbou genu MLL

MRN jsme dosud sledovali u 10 pacienti, ztoho 7 pacienti podstoupilo
transplantaci hematopoetickych progenitori (SCT). Pro ilustraci prikladame vysledky
jednoho z nich. V Tabulce 7 a na Obrazku 10 je zachyceno sledovani MRN u pacientky
Cislo 810 s diagnostikovanou sekundarni leukémii AML-MS (primarni diagnoza ALL),
u které jsme nalezli translokaci MLL/AF9. Pouzili jsme PCR systémy monitorujici
leukemickou populaci jak na urovn exprese RNA (cDNA) fuzniho genu MLL/AF9 tak
na DNA trovni s pacient specifickymi primery v intronové oblasti zlomu (dosahli jsme
citlivosti > 10°, tedy schopnost detekce 1 leukemické buiiky ve > 100 000 jinych
bunék).

MRN na RNA
oznaceni dny od dg (cDNA) MRN na DNA
M254-8-M D+15 pozitivni pozitivni
M254-9-M D+28 pozitivni pozitivni
M254-11-M D+99 (pred SCT) slabé pozitivni pozitivni
M254-12-M D+139 (D+28 po SCT) negativni negativni
EM254-1 3-M D+173 ( D+60 po SCT) negativni negativni

Tabulka 7: Vysledky sledovani MRN u pacientky se sekundarmi AML, MLL/AF9

pozitivni.
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bo M 10e+00 1001 10002 10e-03 10e-04 10e-05 M254-8-M
500 - — 1500
000 — =————— — 1000
700 — — — 700
500 - — - 500
L — - 400
300 - ——— — 300
200 ~ —— I - 200
150 - —— - 150
100 — - 100
50— -50
15 - -15
L 2 3 5 g a 1 12
bp M M254-9-M M254-11-M M254-12-M M254-13-M
1500 — - 1500
1000 — =— — 1000
700 — — — 700
500 — —— — 500
400 - —— — 400
- — - 300
) — — 200
- —— - 150
100 - - 100
S0 — =5
15 — -15
L 2 4 5 8 a 1 12

Obrazek 10. Na obrazku je vysledek dvoukolové PCR na DNA urovni u pacientky
s fiznim genem MLL/AF9 detekovany na Agilentu, kde pomoci pacient-speficickych
primertl jsme amplifikovali Gsek dlouhy 175 bp. V horni ¢asti obrazku je na pozici L
velikostni marker. Na pozici 1-6 je fedici fada od 10e+00 do 10e-05 pfipravena z DNA
diagnostického vzorku fedéna do DNA izolované z bufty-coatu (Bc) periferni krve darcu.
Tuto DNA (Bc) pouzivame téz jako negativni kontrolu (pozice 7). Na pozicich 8-10 je
pozitivni vysledek vzorku M254-8-M vysetfeny v triplikatu. V dolni Casti obrazku je na
pozici 1-3 vzorek M254-9-M (pozitivni), 4-6 M254-11-M (pozitivni), 7-9 M254-12-M
(negativni) a 10-12 M254-13-M (negativni).
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6. Diskuze

V naSem souboru kojeneckych ALL jsme potvrdili vysokou Cetnost MLL piestaveb
(72%). Mezi pozitivnimi pacienty dominuje prestavba MLL/AF4, ktera tvoii 2/3 pfipadd.
Tato data jsou v souladu s nedavno publikovanou podrobnou analyzou kojeneckych ALL
na mezinarodnim lé¢ebném protokolu INTERFANT, do které jsme i my piispéli
vysledky od nasich pacientd [30]. V této studii je rovnéz MLL/AF4 nejCast&Sim fiznim
genem, nasledovan MLL/ENL a MLL/AF9. Vékové rozlozeni pripadu je trochu odlisné,
zatimco Jansen et al. popisuji pfitomnost MLL/AF4 hlavné¢ u mladsich kojenci do 6
mésicti véku, v nasem souboru neni tato tendence tolik patrna a pacienti jsou rozlozeni
rovnomernéji.

Zvlastni komentaf si zaslouzi pacienti s pfestavbou MLL/AF10. Tii z deviti déti
v naSem souboru mély v translokaci zavzat jest€ alesponl jeden jiny gen Zda se, zZe
u translokaci, jejichz produktem je fuzni gen MLIL/AF10, je takovato komplexnost
Castéjsi, nez se dlouho myslelo. V soucasné dobe¢ se ucastnime mezinarodni studie, ktera
by méla tuto teorii dale podrobné studovat.

Nase vysledky vySetfeni pacienti s AML ukazuji, ze pfipady s prestavbou genu
MLL jsou v podtypech M4 a M5 skutecné Casté - dohromady tvori asi 2/3 pfipadd,
o néco Cast€jsi jsou ve skupiné M5 nez M4. Z nasich dat je dobfe patrné, ze spektrum
prestaveb u AML a ALL je jiné a u AML prevazuji fuzni geny MLL/AF9 a MLL/AF10.
Toto rozdé€leni vSak neni vyluéné - oba tyto fizni geny jsme popsali i u ALL, z jinych
publikovanych dat je na druhou stranu znamo, Ze i u AML jsou popisovany piipady
s flizi MLL/AF4. Z toho mlUzeme usuzovat na to, ze k piestavbam genu AML dochazi ve
velmi nezralych hematopoetickych progenitorech a i kdyz tyto buriky maji ziejmé veétsi
tendenci diferencovat do lymfoblastd v pripadé MLL/AF4 a do myeloidni linie v pfipadé
MLL/AF9 a MLL/AF10, neni vyloucena u zadného typu ani opacna diferenciace.

V na$i praci jsme méli moznost vySetrit 1 9 pacientl se sekundarni leukémii. Nase
vysledky ukazuji, Ze nejCastéjSim typem sekundarni leukémie je AML a ze sekundarni
malignita je ve vétsin€ pripadi zpusobena prestavbou genu MLL. Bylo prokazano, ze
zlomy tohoto genu zpusobuji specificky néktera cytostatika, zejména inhibitory
topoizomerazy jako je naptiklad etoposid [30]. U dvou z naSich pacienti (323, 919) jsme
popsali vzacné typy translokaci a wvyslednych fiznich gend. Zatimco fuzni gen

MLL/FOXO3A jiz byl popsan u dvou pripadd sekundarni AML po 1é¢bé Hodgkinova
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lymfomu [30], gen MLL/MAML2 je zcela novou, dosud nepopsanou aberaci. Vzhledem
k tomu, Ze jsou obvykle pro vySetfeni k dispozici i vzorky predchazejici vlastni diagnoze
sekundarni malignity (nebot' jsou uchovavany po odbérech pfi monitorovani primarni
diagnozy), miizeme jejich zpétnym vySetfenim zjistit, kdy se MLL prestavba v burkach
poprvé objevila a zjistit tak zajimavé informace o biologické podstaté tohoto typu
leukémii. V nasem souboru se takto podafilo zpétné vysledovat piibliznou dobu vzniku
prestavby u dvou zminénych pacientek s geny MLL/MAML2 a MLL/FOXO3A. Podle
vysledkti piedchazi vznik fuzniho genu diagnozu leukémie az o fadu mésicu (12
respektive 20) a ziejmé€ tedy u té€chto typu fliiznich genu sam o sobé€ nestaci k vyvolani
sekundarni leukémie a potiebuje jest€ n€jaky dalsi geneticky "zasah". Studie detailn€ se
zabyvajici obéma t€mito piipady nejsou v soucasné dobé¢ jesté kompletné dokonceny.
Minimélni rezidualni nemoc se v poslednich letech stava jednim ze zakladnich
ukazateli prognozy onemocnéni a jeji vySetfeni ma kliCovy vyznam v modernich
léCebnych protokolech jak u nové diagnostikovanych pripadu (pro spravné zarazeni do
léCebné skupiny podle rizika) tak u pacienti po relapsu a zejména po transplantaci
kmenovych bunék krvetvorby. U AML cCasto nemame jiny cil pro sledovani léCebné
odpovédi pacienti. I kdyz standardem pro monitorovani MRN je u ALL vySetfeni
prestaveb gen(i pro imunoglobuliny (Ig) a T-bunécné receptory (TCR), metody zalozené
na MLL pfestavbach jako cili nam mohou pfinést fadu novych informaci. Jednak
vySetfeni genomického zlomu muze nahradit piipadné chybéjici Ig/TCR cile a jednak
srovnani DNA pfistupu a vySetfeni exprese fuznich geni na mRNA (cDNA) Grovni mize
ukéazat nové biologické informace o tom, zda exprese mRNA v malignich buiikach
preZivajicich cytostatickou léébu zistava stejna Ci zda se méni. NaSe dosavadni
predbéZné vysledky hovoii spiSe pro prvni variantu, pro pfesnou analyzu ovsem bude

muset ziskat jesté dalsi data.
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7 Zaver

Vysetfili jsme soubor témér 80 pacientt s riiznymi typy détskych leukémii, které
jsou nejCastéji zpusobeny prestavbou genu MLL. Nase vysledky ukazuji, Ze nami pouzity
algoritmus vySetieni (PCR screening Sesti nejCastéjSich fuznich gend, FISH s pouzitim
MLL split sondy a pfipadné vySetfeni mista zlomu na intronové urovni) je schopen urcit
pritomnost a typ MLL pfestavby u vSech pacientd s diagnoézou kojenecké ALL, AML-
M4 a/ M5 ¢i se sekundarni leukémii. Samotné vySetfeni nejCastéjSich fuznich genl v
naSem souboru odhalilo 47/51 (92%) prestaveb.

Vysetieni prestaveb genu MLL u détskych hematologickych malignit slouzi
v klinické praxi jednak jako prognosticky ukazatel (pacienti jsou podle vysledki
vySetfeni zafazovani do ruznych rizikovych skupin lééebnych protokoli) a jednak jako
vyhodny cil pro sledovani minimalni rezidualni nemoci. S pouzitim MLL prestaveb jako
cile mizeme monitorovat MRN jak na RINA tak na DNA Grovni. U AML se Casto jedna
o jediny cil, 'kter)'r muzeme s dostateCnou citlivosti u pacientd sledovat. Standardnim
cilem k vySetfovani MRIN u pacienti s ALL jsou pfestavby imunoglobulini a T-
bunécnych receptorti, u pacienti s nezralymi formami leukémie (coz byvaji Casto pravé
déti s prestavbou genu MLL) vSak byva obtizné tyto imunoreceptorové piestavby
detekovat. Pak se moznost sledovat alternativni cil (MLL ptestavbu) mize v nékterych
pfipadech stat velmi duleZitou pro spravnou indikaci protinadorové terapie - zejména

u pacient po transplantaci kmenovych bunék krvetvorby.
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8. Abstrakt

Pfitomnost pfestavby genu MLL (11923) je vyznamnym prognostickym faktorem
a dobrym cilem pro sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN) u né€kterych subtypii
détskych akutnich leukémii (AL). V soufasné dobé je znamo vice nez 80 riznych
translokaci genu MLL, z nichZ je molekularné chatakterizovano vice nez 50 partnerskych
lokusti. Pomoci metody multiplex-reverzn€ transkriptazové polymerazove fetézoveé
reakce (multiplex-RT PCR), kombinované v n¢kterych pripadech s analyzou DNA
pfechodové oblasti, jsme vySetfovali skupinu kojenci (<1 rok ve€ku) s akutni
lymfoblastickou leukémii (ALL), déti s akutni myeloidni leukémii (AML) subtypu M4 a
M5 a pacienty se sekundarni leukémii. Navic jsme vySetfili déti s B-prekurzorovou
leukémii, ktefi spliiovali alespoii jedno ztéchto kriterii: proB imunofenotyp,
cytogeneticky prokazana prestavba genu MLL a/nebo exprese molekuly NG2 prokédzana
pomoci pritokové cytometrie. Metoda multiplex-RT PCR umoziuje rychlou detekci
nejCastéji vyskytujicich se fuznich partnera MLL genu (AF4, AF6, AF9, AF10, ENL a
ELL). VysSetiili jsme soubor téméf 80 pacientd létenych v Ceské republice v obdobi
1997-2007, fuzni gen s uasti MLL jsme nalezli celkem u 51 z nich. Naprostou vétsinu
piestaveb (92%) se podarilo detekovat nami pouzitou metodou, zbytek DNA analyzou
pfechodové oblasti, ktera umoziuje odhalit jakykoliv, tedy i dosud nepopsany partnersky
lokus genu MLL. Vysetieni prestaveb genu MLL u détskych hematologickych malignit
slouzi v klinické praxi jednak jako prognosticky ukazatel pfi stratifikaci pacienti do
lécebnych protokoli a jednak jako vyhodny, casto jediny mozny cil pro sledovani

minimalni rezidualni nemoci.
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9. Summary

Presence of the MLL gene rearrangement at 11q23 is an important prognostic
feature. Moreover, the rearrangements represent a suitable target for the minimal residual
disease (MRD) monitoring in some subtypes of childhood acute leukaemias (AL).
Currently more than 80 different translocations involving the MLL gene and more than
50 of those are characterised at the molecular level. Using multiplex-reverse transcriptase
polymerase chain reaction (multiplex RT-PCR) and - in some cases - its combination
with DNA analysis of the translocation breakpoint we examined a group of infants (<1
year of age) diagnosed with acute lymphoblastic leukaemia (ALL), children with M4 and
MS subtypes of acute m)}eloid leukaemia (AML) and patients with secondary
leukaemias. Moreover, we examined children with B-cell precursor fulfilling at least one
of the following criteria: proB immunophenotype, cytogenetically confirmed MLL
rearrangement and/or expression of NG2 molecule shown by flow cytometry. Multiplex-
RT PCR technique enables fast detection of the most frequent fusion partners of the MLL
gene (AF4, AF6, AF9, AF10, ENL a ELL). We screened almost 80 patients diagnosed
and treated in the Czech Republic between 1997 and 2007 and we found an MLL-fusion
gene in 51 of them. Vast majority of rearrangements (92%) was detected by the
multiplex-RT PCR, the rest of the cases by DNA analysis of the breakpoint region.
Analysis of the MLL rearrangements in childhood haematological malignancies is crucial
as a prognostic marker used in current treatment stratifications and, moreover, as a

suitable (and sometimes the only) target for the MRD monitoring.
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