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I. Úvod 

Akutní lymfoblastická leukémie v dětském věku 

Akutní leukémie jsou nejčastějším nádorovým onemocněním dětského věku, přičemž 

přibližně 80% dětských leukémií tvoří akutní lymfoblastická leukémie (ALL) s některými 

podtypy specifickými pro dětský věk ajiným biologickým chováním nežje ALL u dospělých. 

Akutní lymfoblastickou leukémií ročně onemocní v České republice přibližně 65 dětí 

s typickou věkovou distribucí. Vrchol výskytu je zaznamenáván ve věkové skupině 

předškolních dětí. Ve skutečnosti není ALL jedno homogenní onemocnění , ale spíše souhrn 

relativně přesně imunofenotypově a genotypově charakterizovaných podskupin. Tyto 

podskupiny se liší typickým věkem při nástupu nemoci, odpovědí na léčbu a pochopitelně i 

prognózou [1]. 

Klinické a genetické prognostické skupiny 

Přestože se u ALL relativně často vyskytují i jiné genetické defekty (např. delece nebo 

bodové mutace), typický je výskyt zásadních chromozomálních aberací: změn v ploidii 

(častěji hyperdiploidie než hypodiploidie) a zejména častý výskyt určitých nenáhodných 

translokací. Tyto změny jsou klonální, což leukémie odlišuje od epitelíálních nádorů 

(karcinomů), u kterých nacházíme značnou karyotypovou diverzitu způsobenou 

chromozomální nestabilitou nádorových buněk [2] . Pro chromozomální translokace u ALL je 

dále typické i to, že se jedná většinou o reciproké nebo balancované změny a že jednotlivé 

aberace jsou spjaty s určitými biologickými subtypy ALL. Nejčastěji zachycované translokace 

u dětských ALL jsou shrnuty v Tabulce 1. 
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Tabulka 1: Nejčastěji zachycované translokace u dětských ALL 

chromozomální aberace molekulární změna a její efekt frekvence výskytu 

t( 12;21 )(p 13 ;q22) TEUAMLl, hybridní transkripční faktor 20-24% 

t(l ;1 9)(q23 ;p13) E2A1PBXI , hybridní transkripční faktor 5% 

t(9,22)(q34;plI) BCRl ABL, aktivovaná kináza Abl <5% 

translokace se zlomy v II q23 MLUAF4 a další, změna funkce genu <5% 

(až 75% kojeneckých ALL) 

del1q; t(1;14)(p32;q I 1) SlUT AL,dysregulovaný transkripční faktor 

25% T-prekurzorových ALL 

Mechanismus vzniku trans lokací Je v hrubých rysech znám nebo alespoň predikován. 

V predilekčních místech dochází ke zlomům dvojřetězcové DNA, které jsou opraveny 

homologním nebo nehomologním rekombinačním mechanismem, případně jejich kombinací. 

Mezi místa, ve kterých zlomy a fúze vznikají, patří cílová místa V(D)J rekombinace, enzymu 

topoizomerázy II a lokusy DNA citlivé k působení apoptotických endonukleáz. Experimenty 

in vitro prokázaly, že vznik určitých typů translokací lze navodit pomocí apoptogenní 

stimulace [2]. 

Geny, které se nalézaji v místech zlomu, mají za fyziologických okolností různé funkce a 

zjejich narušení potom vycházejí patologické změny vedoucí k leukemogenezi. Jak vidíme 

v Tabulce 1, nejčastější aberace u ALL vedou ke vzniku hybridních transkripčních faktorů 

(MLUAF4, TEUAMLl, E2A/PBX1); výjimkou je fúzní gen BCRlABL, který dává vznik 

trvale aktivované kináze. Hybridní transkripční faktory způsobují poruchy transkripce dalších 
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genů, zásadních pro proliferaci a diferenciaci hemopoetických buněk. Experimenty na 

transgenních zvířatech dokazují, že vnesení genu pro hybridní transkripční faktor nebo 

aktivovanou kinázu vede ke vzniku hematologické malignity, velmi podobné specifickému 

subtypu leukémie spojené s danou aberací. Tyto modely současně ukazují, že místem zásahu 

Ca tedy vzniku translokace in vivo) jsou pravděpodobně kmenové buňky různého stupně 

diferenciace. V případě fúze BeRl ABL, kterou nacházíme kromě ALL především u chronické 

myeloidní i akutní myeloidní leukémie, se zřejmě jedná o relativně nezralý společný 

myeloidně-Iymfoidní progenitor. Stejně tomu bude v případě translokací postihujících gen 

MLL, které se také vyskytují u myeloidních a hybridních leukemií. Přestavby TEL!AMLl a 

E2AJPBXl vznikají ve zralejším, lymfoidně orientovaném prekurzoru. Pro vznik ALL u dětí 

platí vícezásahová teorie vzniku maligního onemocnění. Prvním zásahem je podle současně 

uznávané hypotézy chromozomální translokací indukovaný vznik hybridního genu, který 

vede k diferenciační zástavě a vzniku "preleukemického" klonu. Druhý zásah potom 

způsobuj e proliferační výhodu klonu a vede již přímo k malignizaci [3]. Zatím je málo známo 

o povaze druhého zásahu a jeho časování. U TEL! AML I pozitivních ALL by tímto zásahem 

mohla být delece druhé, netranslokované alely genu TEL, která je nalézána ve vysokém 

procentu TEL!AMLl pozitivních leukemií. Kumulace případů tohoto subtypu do batolecího a 

předškolního období napovídá, kdy by mohlo k druhému zásahu docházet. U dalších typů 

ALL by tuto roli mohla sehrát např. mutace kinázového genu Flt-3. Je však zřejmé, že např. u 

leukemií charakterizovaných přestavbami genu MLL, které jsou typické pro kojence, dochází 

k oběma zásahům krátce po sobě nebo sám hybridní transkripční faktor stimuluje další 

změny, vedoucí přímo k malignizaci. Tuto teorii potvrzuje i to, že hybridní gen MLL! AF4 se 

nenalézá v pupečníkových krvích zdravých novorozenců [4, 5]. 
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Prognostický význam trans/akad u dětských ALL 

Translokace u dětských ALL nemají význam pouze biologický, tedy pro poznání 

etipatogeneze nemoci. Jsou důležité i z praktického léčebného hlediska jako prediktory 

prognózy jednotlivých subtypú. Z retrospektivních studií dnes víme, že např. hybridní gen 

MLL! AF4 je spojen s extrémně špatnými léčebnými výsledky u kojeneckých ALL. Proto jsou 

v současné době testovány nové léčebné protokoly zaměřené na kojenecké leukémie, včetně 

použití nových léčebných postUpll. V rámci mezinárodního projektu lnterfant je tak do stádia 

klinických zkoušek zaváděn inhibitor kinázy FIt-3 . Podobně je tomu v případě BCRlABL 

pozitivních ALL, které se častěji vyskytují u starších dětí a adolescentú . I tu těchto pacientú se 

dnes testuje použití nové generace protinádorových lékú - tzv. cílených terapeutik, konkrétně 

inhbitoru aktivované kinázy Ab!. Prognostická váha trans lokace t( 1; 19) závisí zřejmě na typu 

použitého léčebného protokolu, v protokolech používaných v České republice je neutrální. 

Stále je diskutován prognostický význam hybridního genu TEL!AMLl. Přestože i u tohoto 

subtypu se vyskytují relapsy nemoci (zejména pozdní), prognóza dětí sTEL! AML 1 pozitivní 

leukemií je nadprúměrně dobrá [6, 7, 8, 9]. Výborné jsou i léčebné výsledky dětí 

s hyperdiploidním obsahem DNA v leukemických buňkách, zatímco řídké případy 

hypodiploidních ALL mají velmi špatnou prognózu [1]. 

Zatím není jasné, co odděluje v rámci jednotlivých subtypů děti, které zústanou v první 

kompletní remisi nemoci, od těch, u kterých dojde k relapsu. Hladina minimální reziduální 

nemoci, která je dobrým ukazatelem citlivosti leukemických buněk na chemoterapii a 

prediktorem relapsu, je pouze zástupným znakem [10, 11, 12]. Rozhodující roli budou zřejmě 

hrát další, přídatné genetické aberace, které v rámci jednotlivých subtypů ALL ovlivňují 

biologické vlastnosti leukemických buněk. 
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Minimální reziduální nemoc 

Přes zpřesňování stratifikace pacientů do jednotlivých rizikových skupin pomocí klinických a 

genetických znaků nebylo donedávna možné individuálně hodnotit odpověď na léčbu a s větší 

přesností predikovat riziko relapsu onemocnění. Minimální reziduální nemoc (MRN) je 

definována jako stav, kdy běžnými cytologickými metodami detekujeme méně než 5% 

maligních buněk v kostní dřeni. V této situaci hovoříme o kompletní hematologické remisi, 

přesto může mít pacient v těle až 10 10 maligních buněk. Toto množství je nadále obrovské a 

proto jsou od počátku 90.let ve větší míře rozvíjeny techniky, které detekují tuto 

submikroskopickou hladinu leukémie. K detekci MRN se používaly různé metody: klasická 

cytogenetika, FISH (fluorescenční in situ hybridizace), "Southern biot", imunofenotypizace a 

metody založené na PCR. Nevýhodou většiny uvedených metod je nedostatečná senzitivita a 

specifita a často i náročnost metody. Z těchto důvodů se v posledních letech pro rutinní 

sledování MRN používá pouze imunofenotypizace a metody založené na PCR. Při 

imunofenotypizaci se využívá vícebarevná průtokové cytometrie (nejčastěji tří nebo 

čtyřbarevná), leukemické buňky jsou detekovány na základě přítomnosti aberantních 

antigenů, asynchronní exprese nebo atypického množství exprese antigenů nebo jejich 

kombinací [42-46]. Problémem detekce MRN pomocí průtokové cytometrie může být posun 

v imunofenotypu při relapsu onemocnění [47, 48]. Citli vost imunofenotypizace pomocí 

prutokové cytometrie se liší podle kombinace použitých antigenů a pohybuje v řádu 10-3 až 

lO-5 (tzn. jedna leukemická buňka mezi 103 až 105 nemaligních buněk). 

Metody PCR detekce MRN jsou založeny na amplifikaci určitých úseků nukleových kyselin, 

které jsou specifické pro leukemické buňky. Avšak klasická kvalitativní "end-point" PCR 

neumožňuje skutečnou kvantifikaci MRN. Proto se od poloviny 90. let rychle rozvíjejí další 

PCR metody a v posledních letcch sc již standardnč používá kvantitativní PCR v reálném časc 

(RQ-PCR). Tato metoda umožňuje přesnou kvantifikaci množství nukleových kyselin přímo 
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v průběhu exponenciální fáze PCR [49-56]. Jako cílové sekvence specifické pro leukemické 

buňky se využívají bud' oblasti zlomu specifických chromozomálních translokací nebo 

přestavby imunoreceptorových genů. 

Detekce MRN pomocí kvantifikace určitého fúzního transkriptu (např . TEL! AML 1) je 

metodicky jednodušší v tom, že jednou zavedený systém RT-RQ-PCR je již použitelný pro 

kteréhokoliv pacienta s TEL!AMLl pozitivní ALL. Na druhou stranu vyžaduje izolaci RNA, 

která je citlivější na transport a uchování než DNA. V naší práci jsme používali druhou 

metodiku tzn. kvantifikaci MRN pomocí přestaveb imunoreceptorových genů. Tato metodika 

se opírá o fakt, že lymfocyty v průběhu svého vývoje přestavují imunoreceptorové geny. Jako 

imunoreceptorové geny jsou označovány geny kódující těžké a lehké řetězce imunoglobulinů 

(lgH a IgL) a geny kódující T-buněčný receptor (TCR). U člověka se geny kódující IgH, TCR 

alfa a TCR delta nacházejí na 14.chromozómu (lgH 14q32, TCR alfa/delta 14qll), geny 

kódující IgL kappa na 2.chromozómu (2p12), geny kódující IgL lambda na 22.chromozómu 

(22q ll) a geny kódující TCR beta a TCR gamma na 7.chromozómu (TCR beta 7q35, TCR 

gamma 7p14-15) [57-59]. Jednotlivé geny kódující imunoreceptory se skládají z V (Variable), 

J (Joining) a C (Constant) segmentů. U genů kódujících IgH, TCR beta a TCR delta jsou mezi 

segmenty Va J vloženy ještě D (Diversity) segmenty [57, 59-63]. Při vývoji l ymfocytů 

dochází k přeskupeni V(D) a J segmentů na úrovni DNA, po přepisu do RNA dojde 

k vystřižení nekódujícího úseku mezi přeskupenými V(D)J segmenty a C segmentem, čímž 

vzniká mRNA kóduj ící imunoreceptorový řetězec. Při přestavbě V(D)J segmentů dochází 

k náhodné deleci nukleotidů na přilehlých koncích spojujících se segmentí'l, vzniku tzv. P 

(palindromatických) nukleotidí'l a k vložení náhodných nukleotidů působením terminální 

deoxyribonukleotidyl transferázy. Takto díky náhodnému vložení a deleci nukleotidů v oblasti 

V(D)J spojení vzniká DNA sekvence, která je unikátní pro každý lymfocyt, resp. klon z něj 
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vycházející. Kvantifikace MRN pomocí přestaveb imunoreceptorových genů je podrobně 

popsána v kapitole Metody. 

Pracovní skupina ESG-MRD-ALL, kontroly kvality 

Vzhledem k rozšiřování klinického využití MRN se stále zvyšují nároky na reprodukovatelnost a 

porovnatelnost výsledků jednotlivých laboratoří. Z tohoto důvodu byla ustavena pracovní skupina 

ESG-MRD-ALL (European Study Group on Minimal Residual Disease in Acute Lymphoblastic 

Leukemia), která sdružuje 30 evropských i mimoevropských laboratoří z 15 zemí. Skupina organizuje 

pravidelná pracovní setkání a dvakrát ročně i laboratorní kontroly kvality s následným vyhodnocením 

výsledkiL Úsilí této skupiny, jejíž součastí je i naše laboratoř, přispělo významnou měrou k ujednocení 

pojmů a reprodukovatelnosti výsledků detekce MRN u ALL. 

Diagnostika dětské ALL 

Přes pokrok v molekulárně genetické diagnostice dětských leukémií jsou důvodem 

k vyšetřování dítěte jeho klinické obtíže. Klinické projevy ALL u dětí jsou často nespecifické, 

mezi obvyklé příznaky patří teploty, nechutenství, únava a bledost. U části dětí nacházíme 

kožní a slizniční krvácení, zvětšení lymfatických uzlin a hepatosplenomegalii. Přibližně 

třetina dětí si stěžuje na bolesti kostí a kloubů hlavně dolních končetin, malé dětí často zcela 

přestávají chodit. V krevním obraze obvykle nacházíme různě těžkou anémii a 

trombocytopenii, avšak ani početně normální nebo jen lehce subnormální hodnoty nevylučují 

diagnózu ALL. Leukocyty mohou být sníženy až do hodnot těžké leukopenie nebo naopak 

zvýšeny s obrazem hyperleukocytózy. V diferenciálním rozpočtu leukocytů můžeme nacházet 

nezralé blasty mezi normálními zralými elementy bílé řady. 

Při podezření na akutní leukémii je nutné komplexní vyšetření na specializovaném pracovišti 

dětské hematologie, kde se provádí vyšetření kostní dřeně. ALL je definována nálezem 2: 25% 

lymfoblastů vaspirátu kostní dřeně. Kromě morfologického a cytochemického vyšetření 
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aspirátu kostní dřeně je nedílnou součástí diagnózy i vyšetření imunofenotypu. Imunofenotyp 

zařadí ALL k řadě B nebo T-lymfocytární a určí stadium prekurzoru, ze kterého pochází klon 

leukemických buněk . U dětí se nejčastěji vyskytuje ALL z nezralých B-prekurzorů (80%), 

méně často z prekurzorů a zralých T-lymfocytů (15%) a výjimečně ze zralých B-lymfocytů 

(2%) nebo z velmi nezralých prekurzorů před vývojem lymfatické řady (hybridní leukémie). 

Samozřejmostí je i vyšetření cytogenetické, které určí karyotyp leukemického klonu a 

molekulárně genetické vyšetření, které zjišťuje nejčastější fúzní geny přítomné u dětských 

ALL. Při diagnóze též hodnotíme postižení jiných orgánů, velikost hepatosplenomegalie, 

přítomnost zvětšených lymfatických uzlin a tumoru mediastina a infiltraci testes u chlapců. 

Nedílnou součástí diagnostického vyšetření je i vyšetření mozkomíšního moku k odhalení 

leukemické infiltrace, při pozitivním nálezu zařazujeme v průběhu léčby intenzivnější 

intrathekální chemoterapie a radioterapii na neurokranium v terapeutických dávkách. 

Všechny tyto informace o subtypu leukémie společně s další faktory jako je věk pacienta, 

iniciální leukocytóza a odpověď na léčbu zařadí pacienta do určité rizikové skupiny v rámci 

léčebného protokolu. Odpověď na léčbu je hodnocena jako redukce blastů v periferní krvi po 

týdnu podávání prednisonu a jedné intrathekální aplikaci methotrexátu a dále jako redukce 

blastů v kostní dřeni v polovině a na konci měsíční indukční chemoterapie. Podle všech těchto 

faktorů lze rozdělit pacienty do tří rizikových skupin, nejlepší prognózu mají dětí mezi 1-6 

lety, s iniciální leukocytózou pod 20x109/1, bez nepříznivých chromozomálních změn a 

s dobrou odpovědí na terapii. Skupinu vysokého rizika tvoří pacienti se špatnou odpovědí na 

terapie a/nebo s nepříznivými chromozomálními aberacemi jako je BCR/ABL nebo 

MLL/AF4 přestavba. Největší skupinu tzv . středního rizika tvoří děti starší 6 let a/nebo děti 

s vyšší iniciální leukocytózou. Nejhorší prognózu mají kojenci, zvláště pod 6 měsíců, u 

kterých často nacházíme přestavby MLL genu a významnou hyperleukocytózu. Jednotlivé 

rizikové skupiny se vzhledem k prognóze liší i v intenzitě léčby. 
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Léčba dětské ALL 

Historie léčby dětské ALL je historií jednoho z největších léčebných úspěchů v hematologii a 

onkologii vůbec. Ještě počátkem šedesátých let minulého století byla kurabilita dětské ALL 

prakticky nulová. Na přelomu 20. a 21. století již má dítě, které onemocní touto chorobou aje 

léčeno podle moderního léčebného protokolu, šanci na úplné vyléčení až 80%. [13, 14, 15, 

16] 

V České republice jsou již mnoho let používány německé protokoly tzv. BFM (Berl in­

Frankfurt-Mi.inster), které mají jedny z nejlepších výsledků ve světě. Léčba se skládá 

z několika základních částí. První je tzv. indukce v trvání 1 měsíce, která slouží k navození 

remise onemocnění, tato fáze zahrnuje prednison, vinkristin, daunorubicin a l-asparaginasu. 

Léčba pokračuje konsolidační fází, kdy je podáván cytosinarabinosid, merkaptopurin, 

cyklofosfamid a vysokodávkovaný methotrexát a přibližně za 6 měsíců od zahájení terapie 

následuje pozdní intenzifikace, kdy je zopakována obdoba indukční fáze. Nedílnou součástí 

terapie je i intrathekální podávání methotrexátu k prevenci a léčbě leukemické infiltrace 

mozku, pro některé rizikové pacienty je zařazeno i ozařování neurokrania. Po skončení 

intenzivní chemoterapie následuje udržovací léčba merkaptopurinem a methotrexátem do 

celkové délky terapie 2 roky. Transplantace kostní dřeně v první remisi ALL je využívána 

pouze pro přesně definovanou skupinu dětí s velmi vysoce rizikovou ALL. Aktuálně 

používaným protokolem pro děti s ALL v České republice je protokol ALL le BFM 2002. 

Pro skupinu dětí pod 1 rok, vzhledem k odlišnému typu ALL (velmi nezralé prekurzory 

s přestavbou MLL genu) a velmi špatné odpovědi na standardní chemoterapie, je používán 

mezinárodní protokol lnterfant, který v sobě spojuje léčebné prvky z terapie jak akutní 

lymfoblastické, tak i akutní myeloidní leukémie. Předběžné výsledky po několika letech 

používání tohoto protokolu se jeví velmi nadějné . 
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Další specifickou skupinou jsou pacienti s BCR! ABL pozitivní ALL, pro které je nově 

používán mezinárodní protokol EsPhALL (European intergroup study on post-induction 

treatment of Ph positive ALL). Tento protokol společně s kombinovanou intenzivní 

chemoterapií ve snaze o zlepšení prognózy tohoto nepříznivého typu ALL zařazuje lék nové 

generace, kterým je specifický inhibitor patologické BCR! ABL tyrosinkinázy - imatinib 

mesylát. 

Relaps ALL 

Přes veškerou snahu nadále zůstává nejčastější příčinou neúspěchu léčby ALL relaps 

onemocnění, který prodělává 20-25% dětí. Z hlediska další prognózy je velmi důležitá doba 

od diagnózy a místo, kde relaps vzniká. Nejhorší prognózu mají velmi časné relapsy v kostní 

dřeni, které vznikají do 18 měsíců od diagnózy. Relativně nejlepší prognózu mají pozdní 

relapsy mimodřeňové, které vznikají v centrálním nervovém systému nebo u chlapců v testes. 

Léčba relapsů je opět protokolární, v současné době je v České republice používán protokol 

ALL REZ BFM 2002. Léčba je rozdělena do 3 rizikových skupin, pro skupinu s nejnižším 

rizikem (S 1) je zařazena pouze intenzivní chemoterapie systémem vysoko dávkovaných bloků 

s 2-3 týdenními pauzami, pro skupiny s nejvyšším rizikem (S3-4) je intenzivní chemoterapie 

zakončena transplantací hematopoetických kmenových buněk od HLA-identického 

sourozence či od nepříbuzného dárce. Skupina s intermediánní prognózou (S2) je 

stratifikována k transplantaci nebo pouze k chemoterapii podle odpovědi na léčbu měřené 

hladinou minimální reziduální nemoci po prvních dvou blocích indukční chemoterapie. Přes 

veškerou snahu jsou výsledky léčby relapsu významně horší než výsledky primární ALL. 
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Transplantace hematopoetických kmenových buněk, adoptivní imunoterapie 

Transplantace hematopoetických kmenových buněk je vzhledem ke své náročnosti a toxicitě 

vyhrazena u dětské ALL pro poměrně úzkou skupinu pacientů, u kterých selhává léčba 

vysokodávkovanou chemoterapií. Jedná se o skupinu pacientů s velmi vysoce rizikovou ALL 

v I.kompletní remisi a dále velkou část pacientů s relapsem ALL. Konečný výsledek 

transplantace ovlivňuje celé řada faktorů: dárce (příbuzný vs. nepříbuzný, HLA shoda vs. 

neshoda, věk, virologický status), použitý štěp (kostní dřeň vs. periferní kmenové buňky vs. 

pupečníková krev), typ předtransplantační přípravy, typ prevence reakce štěpu proti hostiteli 

(OVHD) a v neposlední řadě i stav pacienta před transplantací. Těžká OVHD ohrožuje život 

pacienta po transplantaci, naopak snaha o její maximální potlačení eliminuje velmi podstatný 

imunologický efekt štěpu proti leukémii (OvL). Proto existuje neustálá snaha o řízenou 

"přiměřenou" formu OVHD, která by zajistila OvL efekt, ale pacienta neohrozila. Možnosti, 

které v současné době existují jsou poměrně omezené, jedná se na prvním místě o nastavení 

míry prevence OVHD v časném peritransplantačním období různou kombinací a dávkou 

nejčastěji cyklosporinu A (esA), antithymocytárního globulinu (ATO) a methotrexátu (MTX) 

v závislosti na typu dárce a riziku potransplantačního relapsu. Dále se jedná o časné 

potransplantační vysazování imunosupresivní léčby. Jednou z možností, která je u ALL 

diskutabilní je i podání infúze dárcovských lymfocytů k indukci OVHD a tedy i OvL efektu 

ať již preventivně či v případě detekovaného hrozívcího relapsu na úrovni MRN. Všechny 

tyto metody se shrnují pod pojem adoptivní imunoterapie. 
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II. Metody 

Detekce minimální reziduální nemoci u akutní lymfoblastické leukémie pomocí kvantifikace 

přestaveb genů pro imunoglobuliny a T-buněčné receptory 

Detekce a výběr fg/TCR cílů 

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

transformaci. Pokud tato transformace postihne lymfoidní prekurzor, který již zahájil proces 

V -(D)-J rekombinace, mají všechny jeho dceřinné buňky stejné sekvence přechodových 

oblastí podjednotek antigenových receptorů, která jsou pak individuálně specifické pro 

leukemický klon daného pacienta. Mezi nejčastěji detekované klonální přestavby u leukémií 

z B řady patří přestavby těžkých řetězců imunoglobulinů, které lze detekovat u více než 95% 

dětských ALL z B řady. Většinu z nich tvoří kompletní V -D-J přestavby, u 20% lze nalézt 

nekompletní D-J přestavby [17] . Některé zahraniční skupiny doporučují tento cíl spíše 

vynechávat z důvodu časté oligoklonality a relativní nestability [18, 19, 20]. Naše zkušenost 

s těmito cíli je ale velmi dobrá, protože díky dlouhým přechodovým oblastem umožňují 

dosahovat vysokou specifitu RQ-PCR. Namísto přestaveb IgH je doporučováno využití 

delečních přestaveb lehkého řetězce kappa (lgK), které se detekuje u přibližně 50% dětských 

ALL [21]. Tyto přestavby bývají považovány za stabilní, protože představují konečné stádium 

bez možnosti dalších přesunů. Tzv. kappa deleting element (KDE) se zde přestavuje bud' k 

segmentům Vk nebo k RSS sekvenci mezi segmenty Jk a Ck, čímž eliminuje za 

fyziologických okolností neproduktivní přestavbu lehkého řetězce kappa a umožní začátek 

rekombinace řetězce lambda. I u těchto přestaveb umožňuje přítomnost delecí nukleotidů na 

koncích genových segmentů spolu s vmezeřenými N nukleotidy navržení specifických 

primerů, krátká přechodová oblast je však častou příčinou malé specifity RQ-PCR systémů. 
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U T-ALL je možno sledovat přestavby T buněčného receptoru gama (TCRG), delta (TCRD) a 

beta (TCRB), přestavby podjednotek alfa se pro příli šnou složitost tohoto vyšetření rutinně 

neprovádějí. U leukémií z T řady se díky obdobné metodice spolu s přestavbami TCR často 

vyšetřuje zároveň fúzní gen SIL/TALl. Zvláštním fenoménem u leukémií je tzv. liniová 

promiskuita, tento pojem vyjadřuje přestavování genú pro receptory T lymfocytú u ALL z B 

řady (TCRG, TCRB a nekompletní přestavby TCRD) a naopak výskyt nekompletních 

přestaveb IgH u T-ALL. Tento jev nám umožňuje rozšíření spektra sledovaných přestaveb. 

V roce 1999 byl publikován laboratorní skupinou BIOMED-l standardizovaný postup pro 

detekci nejčastějších přestaveb imunoreceptorových genů u ALL (lgH, 19 K, TCRG, TCRD) 

[22, 23]. V roce 2003 byl tento soubor rozšířen skupinou BIOMED-2 na celkem 107 primerů 

v 18 multiplexních reakcích, jejichž kombinací je již možno teoreticky detekovat všechny 

klonální B-lymfoproliferace a to i malignit s vysokým zastoupením somatických hypermutací. 

Totéž platí díky zahrnutí TCR beta (TCRB) i pro klonální T buněčné populace [24]. V naší 

laboratoři používáme 18 jednotlivých PCR reakcí u malignit z B řady (lgH, IgK, TCRG, 

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

SIL/TAL 1 ), viz Příloha 1 a 2. Teprve když nenajdeme vhodné cíle pomocí tohoto základního 

panelu, provádíme detekci nekompletních přestaveb IgH a přestaveb TCRB. 

Určení klonality 

Po získání PCR produkru je nezbytné odlišit klony s identickými přechodovými oblastmi od 

polyklonálních lymfoidních buněk . Vzhledem k malým rozdílům v délce těchto oblastí není 

možné na klasickém agarózovém gelu určit, zda jde o směs rúzně dlouhých produktů nebo o 

jediný produkt. K určení klonality jsou tak doporučovány dvě techniky: analýza 

heteroduplexů nebo GeneScanning (analýza pomocí kapilární elektroforézy). Analýza 

heteroduplexů se provádí na 6-8% polyakrylamidovém gelu po denaturaci produktú PCR (5 
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minut při 95°C) následované rychlou renaturací (1 hodina při 4°C). Homoduplexy vytvořené 

z monoklonálních produktů díky stejné rychlosti migrace v gelu vytvoří jediný pruh, 

heteroduplexy vzniklé náhodným spojením pol klonálních produktů migrují pomaleji a 

vytvoří neostře ohraničený široký pruh ("smear"). Lze také dobře odlišit produkty biklonální 

a oligoklonální [25]. GeneScanning odliší denaturované produkty PCR s velkým rozlišením 

pouze podle délky. Jde o metodu relativně rychlou ajednoduchou, nevýhodou zůstává potřeba 

značení PCR primerů f1uorochromem a nemožnost odlišit stejně dlouhé, ale sekvenčně 

odlišné produkty PCR (např. biklonální) [24]. V naší laboratoři používáme k určení klonality 

analýzu heteroduplexů. Na ObLl je příklad analýzy heteroduplexů na polyakrylamidovém 

gelu konkrétního pacienta. Vhodné monoklonální proužky sterilně vyřízneme, eluujeme ve 

vodě, reamplifikujeme pomocí stejné sady primerů. Získané produkty pak přečistíme a 

sekvenujeme na přístroji ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (APPLlED BIOSYSTEMS, 

Foster City, CA, USA). 

ObL 1 : Výsledek analýzy heteroduplexů na polyakrylamidovém gelu z diagnostického 

vzorku pacienta s ALL. Označeny jsou monoklonální přestavby. 

17 



Navrženi klonálně specifických primerů a optimalizace RQ-PCR 

Získané sekvence pře chodových V -(D)-J oblastí lze vyhodnocovat pomocí databází volně 

přístupných na internetu (např. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast, http://www.dnaplot.de, 

http://imgt.cines.fr/textes/IMGTrepertoire). K popisu sekvencí a navržení klonálně 

specifických primerů používáme software VECTOR NTI 8 Suite (INFORMAX, Bethesda, 

MD, USA). Primery navrhujeme tak, aby je bylo možné použít v RQ-PCR s hydrolyzační 

sondou a reverzním primerem, které jsou umístěny v konsensus oblasti dané přestavby [26, 

27, 28, 29, 30]. Existují určitá základní pravidla pro tvorbu specifických primerú, ale neméně 

důležitá je i zkušenost. Je výhodné navrhnout pro každý systém minimálně dva primery 

zasahující do různých oblastí přechodové V -(D)-J sekvence, protože rozdíly v dosažené 

senzitivitě a specifitě PCR bývají výrazné. Pro kvantifikaci používáme v naší laboratoři 

přístroje PCR ABI PRISM 7700 (APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA) a iCycler 

iQTM (Bl O-RAD, Hercules, CA, USA). Pro tvorbu standardní křivky je doporučeno ředit 

DNA z diagnostického vzorku pacienta do "negativní" DNA získané od zdravých dárců 

("buffy coat"). Při měření standardně používáme ředění 10-1 až 10-5 po jednotlivých řádech. 

Abychom mohli později přesně stanovit hladinu MRN, musíme stanovit koncentraci DNA 

diagnostického a všech dalších vzorki'l pacienta pomocí kvantifikace kontrolního genu. 

Většina laboratoří používá k tomuto účelu albumin [31]. Při optimalizaci RQ-PCR se pomocí 

změn teplot fáze annealingu, poměru koncentrace primerů a změn koncentrace Mg2
+ snažíme 

docílit co nejvyšší specifity a senzitivity konkrétního systému. Podle pravidel ESG-MRD­

ALL je požadován pro každého pacienta minimálně jeden systém s citlivostí 10-4, vždy je ale 

lepší sledovat MRN pomocí dvou nezávislých cílů , protože v určitém procentu případů může 

docházet ke klonální evoluci v průběhu vývoje choroby s následkem ztráty daného cíle a 

možnou falešnou negativitou [32, 33]. Velkým problémem je v případě genů pro 

imunoreceptory pozadí zdravých lymfocytů, což platí zvláště u systémů s menším množstvím 
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rekombinovatelných genových segmentů a tedy s menším počtem náhodně vzniklých 

kombinací. Jedná se zejména o TCRG, TCRD a delece IgK. A však v případě krátkých N­

segmentů nebo nevhodně navržených primerů může doj ít k nespecifickému nasedání primerů 

na DNA "zdravých" lymfocytů v kterémkoliv systému. Aby se co nejúčinněji zabránilo 

vzniku falešně pozitivního výsledku používá se jako negativní kontrola DNA z "buffy coatu" 

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

laboratoří včetně naší používá směs kontrolní DNA od 1 O dárců), vše se provádí nejméně 

v šesti replikátech. Tímto se poměrně komplikují definice pojmů senzitivita a specifita a 

samotné stanovení vlastní hladiny MRN. Pro správnou interpretaci výsledků bylo nutné 

zavést pojem rozmezí kvantifikovatelnosti (quantitative range, QR) a zavést několik dalších 

pravidel. Podrobně jsou všechna nyní platná doporučení shrnuta v článku publikovaném naší 

laboratoří [34]. Na pravidelných schůzkách skupiny ESG-MRD-ALL jsou pravidla pro 

interpretaci výsledků neustále upřesňována, zvláště proto, že výsledky vyšetření MRN se již 

používaj í v některých protokolech v klinických aplikacích. Např. při použití této metody pro 

určení skupiny pacientú vhodných k snížení intenzity léčby (protokol ALL BFM 2000) je 

nutné vyhnout se falešné negativitě . Naopak při indikaci zásahú, které se snaží odvrátit např. 

hrozící potransplantační relaps onemocnění je nezbytná obezřetnost vzhledem k možné 

falešné pozitivitě. Opatrně je třeba přistupovat i k hodnocení dynamiky MRN vzhledem 

k technickým limitúm metody PCR: je-li rozdíl Ct ("crossing point", cyklus ve kterém 

fluorescence překročí hodnotu pozadí) mezi duplikáty pacienta 2'.1.0, bude výsledná hodnota 

koncentrace templátu ve vzorku kolísat o lOO% a více. Hodnotit tedy dynamiku MRN mezi 

dvěma vzorky v tomto rozmezí hladin MRN je zavádějící. Za určitých okolností múže např. 

změna hladiny MRN z kvantifikovatelného rozmezí do oblasti vyjádřené pouze jako 

"pozitivita" znamenat pouze horší technickou kvalitu konkrétního RQ-PCR a nikoliv 

skutečný pokles nádorové zátěže. 
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III. Výsledky 

Minimální reziduální nemoc u dětí s relapsem ALL 

V roce 2002 jsme se v celé České republice zapojili do prvního protokolu pro léčbu relapsu 

dětské ALL, který přímo integruje používání hladiny MRN jako hledisko další stratifikace 

léčby. Jedná se o protokol ALL REZ BFM 2002, který vznikl v Německu. V rámci tohoto 

protokolu se používá celosvětově uznávané rozdělení relapsů do 3 základních skupin, zde 

označované jako Sl , S2, S3-4. Poměrně komplikovaná kritéria zařazení do jednotlivých 

skupin shrnuje Tabulka 2. 

Tabulka 2: Definice rizikových skupin relapsů ALL (S 1 až S4) 

Imunofenotyp: non - T lmunofenotyp: (pre-) T 

Lokalizace Extramedulární Kombinovaný Dřeňový Extramedulární Kombinovaný Dřeňový 

Doba izolovaný izolovaný izolovaný izolovaný 

Velmi S2 S4 S4 S2 S4 S4 
časný 

Časný S2 S2 S3 S2 S4 S4 

Pozdní Sl S2 S2 Sl S4 S4 

Léčebná strategie zahrnuje pro S 1 skupinu pouze chemoterapii, pro skupinu S3-4 je 

vysokodávkovaná chemoterapie zakončena alogenní transplantací kostní dřeně od sourozence 

nebo alternativního dárce. Avšak největší část pacientů spadá do skupiny S2. Zde je otázkou, 

zda zatěžovat pacienty riziky spojenými s transplantací, či a pro které z nich je léčba pouze 

chemoterapií dostatečná [35]. Určitou odpověď dala retrospektivní studie MRN po indukční 

chemoterapii pro tuto skupinu na předchozím protokolu ALL REZ BFM 96-97, jak ukazuje 

obr.2, kde je jasně patrný rozdíl v přežívání mezi pacienty MRN pozitivními a negativními 

[36]. 
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Obr. 2: EFS a OS podle hladiny MRN po 2. bloku chemoterapie ve skupině S2 na 
protokolu ALL-REZ BFM 95/96 (vyhodnoceno k 8/01) 
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MRD neg.: n= 43; cens.= 39; pEFS= .89 ± .06 

MRD poz.: n= 29; cens.= 18; pEFS=.46 ± .13 
P = 0.001 

years 

n= 43;cens.=41; pSRV=.98± .02 

n= 29; cens.= 19; pSRV= .27 ± .20 
P < 0.001 

Na základě této studie bylo pro skupinu S2 zavzato do protokolu ALL REZ BFM 2002 

rozhodnutí o alogenní transplantaci od alternativního dárce, které se opírá o hladinu MRN. 

Jako hranice mezi dvěma skupinami byla určena hladina MRN ~ 10-3 po 2 blocích indukční 

chemoterapie. Základní principy léčebného protokolu ALL REZ BFM 2002 jsou shrnuty v 

Příloze 3. 

Monitorování MRN v průběhu chemoterapie a indikace k alogenní transplantaci 

hematopoetických kmenových buněk u dětí s relapsem ALL 

Celkem jsme v České republice od července 2002, kdy bylo zahájeno používání nového 

léčebného protokolu, zařadili do studie 39 pacientů s 1.relapsem ALL do 18 let bez předchozí 

transplantace. Do S 1 skupiny byli zařazeni 3 pacienti (7.7%), do S2 skupiny 27 pacientů 

(69.3%) a 9 pacientů do S3-4 ( 23%). Z 27 pacientů S2 skupiny bylo 13 stratifikováno pro 

další léčbu (chemoterapie vs. transplantace) podle hladiny MRN po 2 blocích indukční 
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chemoterapie. Ostatní pacienti z S2 skupiny byli indikováni k transplantaci z jiných důvodů 

bez ohledu na MRN (pacienti s HLA-identickým sourozencem, pacienti s Ph pozitivní ALL, 

pacienti zařazení do zvláštního protokolu autologní transplantace pro vysocerizikové CNS 

relapsy). Z těchto 13 pacientů , jsme nezískali u I pacienta dostatečný vzorek kostní dřeně z 

diagnózy relapsu, vyšetřeno tedy bylo 12 pacientů, u všech jsme byli schopni detekovat 

hladinu MRN. Přičemž S pacientů spadalo do skupiny s MRN~ lO-3 a 7 pacientů do skupiny 

s MRJ.'J méně než lO-3. V průběhu léčby relapsu byly vyšetřovány všechny dostupné vzorky 

kostní dřeně pacientů, tyto výsledky však nebyly dostupné pro klinické využití. Souhrn námi 

vyšetřených 13 pacientů ukazuje Tabulka 3. 

Tabulka 3: Pacienti s S2 relapsem stratifikovaní k chemoterapii vs. transplantaci na základě 
MRN 

Pacient Podtyp Počet HladinaMRN HSCT Poznámky 
č. ALt IRG po indukční vCR2 

cílů terapii 
1 TEL/AMU 2 3.39EIO-4, Ne prodělal 2.relaps 

1.39 EI0-4 
2 TEL/AMU I neg. Ne Zije v CR2 
3 BCP 1 neg. Ne Zije v CR2 
4 TEL/AMLl 1 3.2SEIO-2 Ano Zije v CR2 po HSCT 
5 BCP 1 1.69EIO-l Ne netransplantován v CR2 

(rodiče odmítli), 
prodělal 2.relaps, HSCT v CR3 

6 BCP 2 1.12E 1 0-1, Ne prodělal 2.relaps před HSCT 
1.48E 1 0-1 transplantován v PR3 

7 TEL/AMU 1 9.S4EI0-4 Ano žije v CR2 po HSCT 
8 BCP 2 4.26EI0-4, Ne žije v CR2 

3.06EIO-4 
9 BCP 2 neg., neg. Ne žije v CR2 
10 BCP 2 8.84El 0-1 , Ano žije v CR2 po HSCT 

6.6 EIO-l 
11 BCP 2 1.0SElO-4 Ne žije v CR2 

4.S6EIO-S 
12 BCP 2 2.61EIO-4 Ne žije v CR2 

1.34EIO-4 
13 BCP - nelze Ne žije v CR2 

málo materiálu 
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Na základě pomalejší clearance hladiny MRN po indukční chemoterapii jsme tedy přímo 

indikovaly 5 dětí k nepříbuzenské transplantaci kostní dřeně. U pacienta č.5 rodiče 

transplantaci odmítli, proto byla dokončena léčba pouze chemoterapií. Tento pacient následně 

prodělal relaps onemocnění a byl po dosažení 3.kompletní remise transplantován. Pacient č.6 

prodělal 2. velmi časný dřeňový relaps ALL na intenzivní chemoterapii před plánovanou 

transplantací. Po změně chemoterapie dosáhl parciální remise s vymizením blastů v KD, 

avšak bez obnovy krvetvorby a v této fázi byl transplantován. U všech transplantovaných 

pacientů byla následně monitorována MRN i po alogenní transplantaci. 

Celkové předběžné léčebné výsledky nového protokolu představují výrazný posun v léčbě 

dětí s relapsem ALL, který je kromě zlepšení podpůrné péče a zkušeností, způsoben i 

odlišným složením jednotlivých skupin ve smyslu snížení počtu těch nejrizikovějších a 

nejhůře ovlivnitelných relapsů oproti předchozímu protokolu. Celkem dosáhlo v naší skupině 

39 pacientů 2.kompletní remise (CR2) 36 pacientů (92.3%), I pacient zemřel v indukční fázi 

léčby na sepsi a encefalopatii, 2 pacienti byli hodnoceni jako non-respondeři. V celé skupině 

prodělalo 9 pacientů 2.relaps a 3 děti zemřely v remisi onemocnění na potransplantační 

komplikace. Celkem žije 31 dětí (25xCR2, 5xCR3 a 1 xCR4). Celkové přežití bez události 

(EFS) je při době sledování 4-48 měsíců (medián 32 měsíců) 64 %,jak ukazuje obr. 3. 

Obr. 3: Protokol ALL REZ BFM 2002 - Česká republika, celkový EFS 
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Ve shodě se zahraničními zkušenostmi zůstává nadále neuspokojivý osud pacientů ve skupině 

S3-4, v současné době jsou pro tuto skupinu pacientů plánovány některé experimentální 

léčebné studie. Naopak můžeme potvrdit velmi dobrou prognózu pacientů S 1 skupiny. 

V největší S2 skupině pacientů se očekává zlepšení výsledků díky zařazení stratifikace dle 

MRN, tuto hypotézu bude možné potvrdit až z větším časovým odstupem. Na obr. 4 jsou 

patrné výrazně odlišné výsledky léčby jednotlivých rizikových skupin relapsů ALL. 

Obr. 4: Protokol ALL REZ BFM 2002 - Česká republika EFS dle rizikových skupin 
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Minimální reziduální nemoc před a po alogenní transplantaci hematopoetických kmenových 

buněk 

Jak je známo z několika retrospektivních studií, je hladina MRN těsně před alogenní HSCT 

důležitým nezávislým prognostickým znakem u dětských pacientů s ALL [37, 38, 39, 40]. 

Pacienti, kteří vstupují do před transplantační přípravy s vysokou hladinou MRN mají 

signifikantně horší prognózu díky vysokému riziku potransplantačního relapsu. Pouze velmi 

malá část pacientů s potransplantačním relapsem má šanci na vyléčení díky 2. transplantaci v 

kombinaci s chemoterapií a imunoterapií. Všechna tato léčba je zatížena vysokou morbiditou 

a velmi špatným přežitím. Vzhledem k relativně malým počtům dětských pacientů s ALL, 

kteří podstupují transplantaci hematopoetických kmenových buněk byla založena 

mezinárodní skupina (pre BMT MRD study group), která zahájila prospektivní monitorování 

dětských pacientů s ALL před a po transplantaci. Tato skupina zahrnuje laboratoře a dětská 

transplantační centra v Holandsku, Velké Británii, Německu, Dánsku a České republice. 

Nyní prezentujeme data, která shrnují monitorování MRN u všech dětských pacientů s ALL 

následně transplantovaných v České republice od srpna 2000 do července 2004 na 

Transplantační jednotce II.dětské kliniky a následně Kliniky dětské hematologie a onkologie, 

Fakultní nemocnice v Motole v Praze, kteří byly sledováni v Laboratoři molekulární genetiky 

při stejné instituci. Individuální monitorování MRN bylo využíváno pro rychlou indikaci 

adoptivní imunoterapie (vysazení imunosuprese, infúze dárcovských Iymfocytů) v případech 

hrozícího potransplantačního relapsu. 
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Monitorování MRN u dětí po alogenní transplantaci hematopoetických kmenových buněk 

Od srpna 2000 do července 2004 jsme do naší studie zahrnuli 34 dětských pacientů ve věku 

1. 1 - 19 let, kteří byli transplantováni v našem centm (Tabulka 4). 

Tabulka 4: Transplantovaní pacienti s ALL 

(. Věk/ Podtyp ALL Remise Před trans pIan tačn í Dárce Stupeň 

pohlaví příprava (HLA shoda) GVHD 

1 111m T-ALL CR1 CTO 12 Gy, VP16 MSD III., cGVHD 
2 121m TELlAML1 PR3 CTO 12 Gy, VP16 MSD II. 
3 101m TELlAML1 CR3 CTO UD (10110) II. 

14.4Gy,VP16 
4 8/m T-ALL CRl CTO 12 Gy, VP16 MSD II 
5 7/m T-ALL CR2 CTO 14.4, CPH UCB (5/6) II. 
6 151m MLL/AF4 CR1 CTO 12 Gy, VP16 MSD 1., cGVHD 
7 101m TELlAMLl CR2 CTO 12 Gy, VP16 MSD II. 
8 101m BCRlABL CR1 CTO 12 Gy, VP16 UD (10110) II. 
9 111m BCRlABL CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (10110) -
10 15/ž BCRlABL CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (9110) -
11 121m BCRlABL CR1 CTO 14.4Gy, CPH UD (9110) -
12 191m BCP CR3 CTO 12 Gy, VP16 UD (10110) II. 
13 161m BCP CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (10110) II. 
14 101m TELlAML1 CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (7110) II. 
15 8/ž TEL/AML1 CR2 CTO 12 Gy, VP16 MSD -
16 7/ž TEL/AML1 CR2 CTO 12 Gy, VP16 MSD II. 
17 31m I -ALL CR1 CTO 12 Gy, VP16 MSD II. 
18 10Iž BCRlABL CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (10110) -
19 21m MLL přestavba CR2 BuCy, VP16 UD (10110) -
20 8/m BCRlABL CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (9110) II. 
21 8/m BCP CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (9110) II. 
22 liž T-ALL CR1 BuCy, VP16 UD (10110) II. 

(MLL přestavba) 
23 8/m I -ALL CR1 CTO 12 Gy, VP16 MFD (10110) II. 
24 10Iž TELlAML1 CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (9110) II. 
25 6/m BCP PR3 CTO 12 Gy, VP16 UD (l011 O) II. 
26 21m MLL/AF6 CR2 BuCy, Mel MSD II. 
27 121m BCRlABL CR1 CTO 12 Gy, VP16 UD (8110) II. 
28 9/m BCP CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (9110) IV. 
29 5/m BCRlABL CR1 CTO 12 Gy, VP16 UD (10110) II. 
30 8/m TELlAML1 CR2 CTO 12 Gy, VP16 UD (10110) II. 
31 121m Bep PR3 CTO 12 Gy, VP16 UD (1011 O) II. 
32 161m BCP PR3 CTO 12 Gy, VP 16 UD (10110) -

33 9/m BCP CR2 CTO 12 Gy, VP16 MSD II. 
34 17/ž BCRlABL CR1 CTO 12 Gy, VP16 UD (7110) II. 

26 



U všech pacientů jsme vyšetřovali vzorky kostní dřeně z primární diagnózy a relapsu z 

důvodu ověření stability klonu. Dále jsme vyšetřovali vzorek kostní dřeně před zahájením 

předtransplantační přípravy a pravidelně po transplantaci : den +28, +60, + 100, + 180 a později 

9,. 12, 18 a 24 měsíců, pokud byly dostupné. U dětí s velmi vysokým rizikem relapsu jsme 

navíc monitorovali MRl\J v periferní krvi každý měsíc v prvních šesti měsících po 

transplantaci a později každé 3 měsíce. V naší sledované skupině bylo 28 dětí s B­

prekurzorovou ALL a 6 dětí s T-ALL. Celkem bylo II dětí transplantováno v l.kompletní 

remisi (CR1); všechny pro vysoce rizikovou ALL (T-ALL a prednison poor response (4), 

BCR-ABL pozitivní (5), MLL přestavba (2)); 19 dětí bylo transplantováno v 2. nebo další 

kompletní remisi, 4 děti byly transplantovány v parciální remisi bez zvýšeného počtu blastů v 

kostní dřeni, avšak bez regenerace normální hematopoézi. Dárcem hematopoetických 

kmenových buněk byl v 10 případech HLA-identický sourozenec, ve 22 případech 

nepříbuzný dárce z registru s různou mírou shody HLA (od 7 do 1011 O antigenů na úrovni 

high resolution PCR), I pacient byl transplantován nepříbuznou pupečníkovou krví z registru 

a 1 pacient od feno typicky identické matky. 

U většiny transplantací (n=30) jsme použili velmi podobnou předtransplantační přípravu 

založenou na celotělovém ozáření (CTO) v dávce 12 nebo 14,4 Gy a etoposid 60mg/m2, v 

případě pupečníkové transplantace byla na základě protokolu použita příprava celotělovým 

ozářením (CTO) a cyklosfamidem 2x60mg/kg; u 3 dětí transplantovaných ve věku pod 2 roky 

jsme použili přípravu založenou na busulfanu (2x busulfan, cyklofosfamid a melfalan, 1 x 

busulfan, cyklofosfamid a etoposid) . U většiny nepříbuzných transplantací (n=19) jsme 

podávali antithymocytární globulin v dávce 1 Omg/kg po dobu 4 dní. 

Jako prevence reakce štěpu proti hostiteli (graft versus host disease - GVHD) byl použit 

intravenózní CsA v dávce 3mg/kg, pokud byl dárcem HLA-identický sourozenec a 

kombinace CsA 5mg/kg a methotrexátu (MTX) podávaného den + 1, 3 a 6 u nepříbuzných 
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dárců, vždy s přechodem na p.o. CsA v odpovídajících dávkách v období obnoveného 

perorálního příjmu pacientů. Od února 2003 jsme začali používat protokol redukované GVHD 

profylaxe s cílenou dávkou CsA s požadovanou sérovou hladinou 80- 130 ug/l (metoda 

FPIA). Pouze v jednom případě transplantace pupečníkovou krví jsme použili v prevenci 

GVHD kombinaci CsA a methylprednisolonu dle doporučení protokolu. Incidence akutní 

GVHD byla v naší skupině poměrně nízká, 1 dítě vyvinulo akutní GVHD grade I, u 24 dětí 

jsme diagnostikovali akutní GVHD grade II a 7 dětí neprodělalo žádnou akutní GVHD. 

Zaznamenali jsme pouze 2 případy těžké akutní GVHD (1 x grade III, I x grade IV). Příloha 4 

shrnuje definice jednotlivých stupňů GVHD. 

Hladiny MRN byly kvantitativně sledovány pomocí detekce přestaveb imunoreceptorových 

genů výše popsanou metodikou. Z celkem 34 pacientli jsme byli schopni vyhodnotit hladinu 

MRN před transplantací pomocí Ig/TCR přestaveb u 22 z nich, ve 2 případech nebyl 

předtransplantační vzorek dostupný z důvodu těžké aplázie kostní dřeně, ve 4 případech jsme 

nenalezli žádný cíl a 6 pacientů bylo monitorováno pouze prostřednictvím specifického 

fúzního genu (BCRlABL, TELlAML1, MLLlAF4) pomocí dvoukolové RT-PCR nebo 

kvantitativní PCR. Všech 22 pacientů bylo pravidelně monitorováno pomocí Ig/TCR 

přestaveb (2 cíle u 13 pacientů , I cíl u 9 pacientů), s citlivostí minimálně 10-4 pro I cíl u 

každého pacienta. Jedinou výjimkou byl pacient č.12, u kterého byl nalezen pouze 1 cíl s 

citlivostí 10-3
. Většina neúspěšných detekcí spadá do prvního období kvantitativního 

monitorování MRN, s přibývající zkušeností se naše výsledky zlepšovali, avšak vždy zůstane 

malá skupina pacientů, u kterých nelze MRN pomocí 19/TCR přestaveb monitorovat. 

Podle hladiny MRN v kostní dřeni před zahájením předtransplantační přípravy jsme rozdělili 

pacienty do 2 skupin (Tabulka 5), první skupina (MRN pozitivní) zahrnuje pacienty s 

hladinou MRN detekovatelnou v rámci kvatitativního rozmezí metody, což znamená více než 

10-4 nebo 10-3 podle citlivosti jednotlivého cíle. Druhá skupina (MRN negativní) zahrnuje 
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paciety s nedetekovatelnou hladinou MRN před transplantací nebo s velmi nízkou hladinou 

pod kvantitativním rozmezím. 

Tabulka 5: Hladiny MRN v kostní dřeni před zahájením předtransplantační přípravy a přežití 
pacientů 

Pacient Podtyp ALL Počet Hladina MRN Relaps Poznámky 
č. IRO po 

cílů HSCT 
1
2 TEL-A ML 1 1 1.47ElO-4 Ano Zemřel v remisi 

(systémová mykóza, těžká 

indukovaná OVHD po DLI) 
8 BCR-ABL 2 5.3ElO-2,9.2E IO-2 Ano Zemřel v remisi 

(systémová mykóza) 
9 BCR-ABL 2 negat., 1.3EIO-4 Ano Zemřel na progresi nemoci 

(při léčbě relapsu) 
10 BCR-ABL 1 1.2E10-3 Ano Zemřel na progresi nemoci 
11 BCR-ABL 2 2.3E10-4,6.2ElO-4 Ano Zemřel v remisi 

(systémová mykóza, těžká 

indukovaná GVHD po DLI) 
13 BCP 1 2.8E10-2 Ne Zemřel na multiorgánové selhání 

při O-sepsi den+66 
22 T-ALL 1 6.4ElO-3 Ano Zije v CR po 2.HSCT 

Přestavba 

MLL 

1 T 2 negat., negat. Ne Zije v CR 
4 T 1 pozit.(pod Ne Zije v CR 

kvantitativním 
rozmezím) 

12 BCP 1 negat. Ne Zije v CR 
15 TEL-AMLl 2 negat., negat. Ne Zije v CR 
16 BCP 1 neg. Ne Zije v CR 
17 T-ALL 2 negat. , negat. Ne Zije v CR 
18 BCR-ABL 2 negat.,negat. Ne Zije v CR 
20 BCR-ABL 1 negat. Ne Zije v CR 
21 BCP 2 pozit.(pod Ne Zije v CR 

k vanti tati vnÍm 
rozmezím) 

23 T-ALL 2 negat., negat. Ne Zije v CR 
24 TEL-AML l 1 negat. Ne Zije v CR 
26 MLL-AF6 2 negat., negat. Ne Zije v CR 
27 BCR-ABL 2 negat. , negat. Ne Zije v CR 
29 BCR-ABL 2 negat., negat. Ne Zije v CR 
31 BCP 2 negat.,negat. Ne Zije v CR 
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MRN pozitivní skupina představuje 7 pacientů (č . 2, 8, 9, 10, 11, 13 a 22). Jeden z nich 

zemřel časně na potransplantační komplikace (den+66 - multiorgánové selhání při Gram 

negativní sepsi), 6 dětí prodělalo hematologický relaps, ačkoliv všichni dosáhli přechodné 

potransplantační negativity. U 5 z nich jsme zaznamenali minimálně 1 pozitivní vzorek a II 3 

pacientů jsme měli i dostatek času odvrátit hrozící relaps, avšak navzdory veškeré snaze, 

všichni tito pacienti nakonec relabovali. Doba od první MRN pozitivity po transplantaci do 

hematologického relapsu byla 0-486 dní (0,30,36, 330, 365 a 486 dní). 

Léčba potransplantačního relapsu byla velmi různorodá, v jednom případě (pacientka č.10) 

jsme po dohodě s rodiči neindikovali žádnou další léčbu tohoto velmi agresivního 2.relapsu 

BCRlABL pozitivní ALL. Pacient Č . 2 prodělal relaps relativně pozdně (den+480), byl to 

pacient TELlAML1 pozitivní transplantovaný v CR3. Použili jsme léčbu redukovanou 

indukční chemoterapií (prednison, vinkristin, asparagináza, daunorubicin) a po měsíci 

chemoterapie jsme podali infúzi dárcovských lymfocytů v dávce 1 xl OS/kg CD3+buněk. 

Pacient dosáhl molekulárně genetické remise onemocnění, avšak vyvinul těžkou sekundární 

jaterní GVHD grade IV (jaterní) s minimální odpovědí na kombinovanou imunosupresivní 

terapii a zemřel na systémovou infekci Candida crusei 4 měsíce po diagnóze relapsu v 

molekulárně genetické remisi ALL. 

Potransplantační hematologický relaps pacienta č.11 O .relaps BCRI ABL pozitivní ALL) jsme 

léčili vysazením imunosuprese a podáním infúze dárcovských lymfocytů v dávce lx106/kg 

CD3+ buněk se současným podáváním imatinitib mesylátu, specifického inhibitoru 

BCRlABL kinázy. Pacient dosáhl molekulárně genetické remise po 2 měsících léčby, avšak 

také vyvinul těžkou sekundární GVHD grade IV (střevní a jaterní) a zemřel na následky 

systémové aspergilózy den+ 226 po transplantaci. 

U pacienta Č. 8 jsme díky intenzivnímu monitorování MRN detekovali prudký nárůst hladiny 

den + 180 (5xlO·3
) a situaci jsme uzavřeli jako molekulárně genetický relaps. Tento pacient 

30 



byl již preventivně léčen od dne+80 imatinib mesylátem, proto jsme mu navíc podali DLI v 

dávce 5.7x106/kg CD3+ buněk a zvýšili dávku imatinib mesylátu . Pacient dosáhl molekulárně 

genetické remise bez manifestace sekundární GVHD. Po 6 měsících trvající molekulárně 

genetické remise jsme přerušili podávání imatinib mesylátu, které bylo následováno rychlým 

vzestupem hladiny MRN. Proto jsme znovu zahájili podávání tohoto léku a současně jsme 

podali 2.dávku DLI. Přestože hladina MRN dočasně klesla (měřeno v periferní krvi), 

následoval opakovaný vzestup. Pokusili jsme se proto k léčbě přidat interferon alfa s 

významnou hematologickou toxicitou a bez efektu na hladinu MRN. Den+645 po 

transplantaci jsme podali 3.DLI pro trvale narůstající hladinu MRN, ani tímto zásahem jsme 

neindukovali sekundární GVHD. Den+660 jsme diagnostikovali hematologický relaps. 

Průběh hladin MRN ve vztahu k léčebným zásahům shrnuje obr. 5. Tento pacient byl po 

hematologickém relapsu léčen chemoterapií s následnými DLI a plánovali jsme provedení 

2. transplantace, avšak pacient zemřel na multiorgánové selhání při gram negativní sepsi v 

období těžké aplázie kostní dřeně. 

Obr. 5.: Pacient č . 8 - průběh hladin MRN v kostní dřeni a léčebné zásahy 

1,CXJE+OO -,--------.-_~ ____ ~ ___ ~. 

1,OOE-01 'r-oo...----.l 

1,CXJE-02 . 1-
'---~~ 

1.0LI,0+180 

1,OOE-03 . 

1,CXJE-04 -

1,OOE-05 .'-----~-~_= 

U pacienta č.9 jsme detekovali molekulárně genetický relaps den+360, hladina MRN v tomto 

období stoupla z negativity do pozitivity na hladině 10-4
, pacient byl léčen pro limitovanou 

chronickou GVHD kombinovanou imunosupresí. Proto jsme ukončili imunosupresivní terapii 
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a zahájili podávání imatinib mesylátu. Pacient manifestoval sekundární kožní GVHD grade II, 

která byla léčena pouze lokálními kortikosteroidy a dosáhl molekulárně genetické remise. Po 

6 měsících jsme ukončili podávání imatinib mesylátu a za dalších 6 měsíců jsme detekovali 

opětovný vzestup MRN pozitivity v kostní dřeni a současně jsme diagnostikovali infiltraci 

lymfoblasty v mozkomíšním moku. Zahájili jsme léčbu kombinací nízkodávkované 

systémové chemoterapie, intenzivní intrathekální léčby a imatinib mesylátu. Plánovali jsme 

podání DLI , avšak pacient zemřel 3 týdny po přijetí na nezvládnutelnou progresi leukémie v 

CNS. 

U posledního pacienta z této skupiny, pacientky č . 22, jsme detekovali první MRN pozitivitu 

60 dní po transplantaci, z tohoto důvodu jsme rychle začali snižovat imunosupresivní terapii 

(kortikosteroidy, CsA), kterou jsme ukončili den+90, v tomto období byl také detekován 

smíšený chimerismus (10% autologní hematopoezi) . Pacientka vyvinula kožní GVHD grade 

III, léčenou nejprve kortikoidy 1 mg/kg, při minimální odpovědi byl znovu přidán CsA. Po I 

měsíci léčby jsme dosáhli dobré odpovědi kožní GVHD, proto mohla být imunosuprese 

redukována a následně ukončena den+ 135 . Den+ 155 jsme podali l.dávku DLI (lx 106 

CD3+/kg), během následujících 2 měsíců jsme nezaznamenali žádnou GVHD, byl detekován 

pouze dárcovský chimerismus a pacientka se stala MRN negativní den+ 180. Od II měsíce po 

transplantaci jsme opět detekovali narůstající MRN pozitivitu, proto jsme podali 2 dávky DLI 

(lx107 CD3+/kg, lxl08 CD3+/kg) v intervalu 5 týdnu bez vyvolání sekundární GVHD. V 

době podání poslední dávky DLI, byl opět detekován i smíšený chimerismus a po 2 týdnech 

jsme diagnostikovali hematologický relaps ALL (13 měsíců po HSCT). Pacientka dosáhla 

2.kompletní remise po vysokodávkované chemoterapii a současně i molekulárně genetické 

negativity před 2.alogenní transplantací. V současné době je po transplantaci , v dobrém 

klinickém stavu a v molekulárně genetické remisi onemocnění. Průběh hladin MRN shrnuje 

obr. 6. 
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Obr.6.: Pacientka č.22 - průběh hladin MRN v kostní dřeni a léčebné zásahy 
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Skupina MRN negativních pacientů zahrnuje 15 dětí (č. 1,4, 12, 15, 16, 17, 18,20,21,23, 

24, 26, 27, 29 a 31), všichni žijí v hematologické remisi s dobou sledování 8-53 měsíců 

(medián 20 měsíců). Pouze u tří dětí z této skupiny jsme detekovali jakoukoliv MRN 

pozitivitu po transplantaci, ve dvou případech (pacient Č. 18 a 23) to byla pouze tranzientní 

pozitivita pod kvantitativním rozmezím metody, ve třetím případě (pacient Č. 26) jsme 

detekovali opakovanou hladinu MRN kolem 10-4
. Tento pacient je po 2 dávkách DLI bez 

projevů GVHD a s trvající nízkou intermitentní MRN pozitivitou. 

Přežití bez události (EFS) a celkové přežití (OS) skupiny MRN negativních pacientů je 

signifikantně lepší než skupiny pacientů s pozitivní MRN před alogenní transplantací (Obr.7). 

Obr. 7: 

Přežití bez události (EFS) podle hladin MRN před HSCT (log rank test p= 0.002) 
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Diskuze 

Detekce hladiny MRN se stává nedílnou součástí léčby dětských pacientů s ALL před a po 

alogenní transplantaci . Na základě našich výsledků, navzdory relativně malým počtům 

pacientů, můžeme přesvědčivě prokázat velmi úzkou korelaci mezi předtransplantační 

hladinou MRN a rizikem potransplantačního relapsu. Přes nesporný pokrok v léčbě dětí s 

ALL, zůstávají výsledky léčby relapsu v potransplantačním období velmi špatné. Možné 

řešení tohoto problému se tak ubírá dvěma základními směry. První jsou změny v 

transplantačních postupech ve smyslu redukce prevence GVHD u vysocerizikových pacientů 

a současně rychlá detekce hrozícího relapsu s využitím metod adoptivní imunoterapie 

(vysazení imunosuprese, infúze dárcovských lymfocytů). Avšak všechny tyto postupy jsou 

velmi riskantní u jižo významně předléčených pacientů vzhledem k riziku rozvoje těžké 

GVHD s následnými komplikace zvláště ve smyslu bakteriálních a mykotických infekcí. tato 

rizika můžeme demonstrovat na příkladu našich dvou pacientů, kteří zemřeli na systémovou 

mykotickou infekci při nezvladatelné těžké sekundární GVHD po DLI. Ačkoliv jsme schopni 

dosáhnout pomocí adoptivní imunoterapie molekulárně genetické remisi ALL, nezaznamenali 

jsme žádné dlouhodobější přežití bez hematologického relapsu v případě jasně detekované 

narůstající MRN pozitivity. 

Druhou možností je úsilí o maximální možné předtransplantační snížení hladiny MRN 

pomocí intenzifikace terapie [41], tento postup se nám jeví jako nadějnější. Nové cílené léky 

(monoklonální protilátky, specifické inhibitory kináz) kombinované s běžným typem léčby by 

mohly přispět k lepším výsledkům. V současné době je v mezinárodním měřítku plánováno 

několik prospektivních studií zaměřených na tuto problematickou skupinu pacientů s vysokou 

hladinou MRN před alogenní trasplantací. 
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IV. Závěr 

Přestože výsledky léčby dětské ALL představují jeden z největších úspěchů onkologie, nadále 

zůstává nezanedbatelná skupina pacientů s velmi špatnou prognózou. Rozvoj a zavádění 

metod kvantitativního monitorování MRN do klinické praxe je velkým přínosem, neboť 

umožňuje odhalit na individuální úrovni pacienty, jejichž nemoc špatně odpovídá na terapii 

mnohem přesněji než dosud používané metody. V části případů jsou to pacienti se známými 

genetickými faktory (např. přítomnost fúzních genů BeRl ABL nebo MLL! AF4, přítomnost 

hypodiploidie), ale určitou skupinu tvoří i pacienti, jejichž předpoklad špatné citlivosti na 

chemoterapii bychom dosud používanými klinickými a laboratorními postupy neodhalili . 

Vlastnosti leukemických buněk těchto pacientů můžeme pak podrobit podrobnějšímu 

zkoumání, můžeme odhalovat další přídatné genetické faktory, které se podílí na nepříznivém 

chování leukemické buňky. Tento postup nám pak umožní pochopit více o leukemogenezi 

obecně. V neposlední řadě výsledky monitorování MRN slouží již ke každodenní klinické 

praxi. První klinické použití bylo zaznamenáno právě u pacientů po transplantaci. Vzhledem k 

nesporným výhodám, které detekce MRN přináší, dochází v současné době k rychlému 

zavádění MRN do běžných léčebných protokolů. Existují již léčebné protokoly, které přímo 

zohledňují hladiny MRN pro stratifikaci pacientů, jak pro léčbu iniciální ALL, tak pro léčbu 

relapsu ALL. Zdá se, že díky těmto postupům jsme schopni dobře odhalit pacienty neléčitelné 

běžnou chemoterapií včetně velmi agresivních léčebných protokolů. A to je okamžik, kdy 

přichází další úkol: najít šanci na vyléčení pro tyto pacienty . Určitou naději skrývá tzv . cílená 

léčba (inhibitory kináz, monoklonální protilátky atd.), které mohou v kombinaci se standardní 

terapií, jak ukazují některé studie, přinést další zlepšení léčebných výsledků. Výsledky 

vyšetření MRN nám tedy mimo jiné umožňují zacílit tyto nové léčebné postupy na jasně 

definované skupiny pacientů, kterým mohou přinést užitek. 
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Použité zkratky: 

ALL 

ATG 

BCP-ALL 

BFM 

BMT 

BuCy 

cGVHD 

CPH 

CR 

CsA 

CTO 

DLI 

DNA 

EFS 

ESG-MRD-ALL 

EsPhALL 

HLA 

HSCT 

GVHD 

GvL 

akutní lymfoblastická Leukémie 

antithymocytární globulin 

B cell precursor acute lymphoblastic leukemia 

Ber I in -F rankfurt-M unster 

bone marrow transplantation 

busulphan, cyclophosphamide 

chronic graft versus host disease 

cyclophosphamide 

complete remission 

cyklosporin A 

celotělové ozáření 

donor lymphocyte infusion 

deoxyribonucleotid acid 

event free survival 

European Study Group on Minimal Residual Disease in Acute 
Lymphoblastic Leukemia 

European intergroup study on post-induction treatment of Ph 
positive ALL 

human leukocyte antigen 

hematopoetic stem cell transplantation 

graft versus host disease 

graft versus leukemia 
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IgH 

IgK 

IRG 

KD 

KDE 

Mel 

MFD 

MRD 

MRN 

MSD 

MTX 

OS 

PCR 

PR 

QR 

RQ-PCR 

RT-PCR 

TCR 

TCRA 

TCRB 

TCRG 

TCRD 

immunoglobulin heavy chain 

lehký řetězec imunoglobulinů kappa 

immune receptor gene 

kostní dřeň 

kappa deleting element 

melphalan 

matched family donor 

minimal residual disease 

minimální reziduální nemoc 

matched sibling donor 

methotrexát 

overal! survival 

polymerase chain reaction 

parciální remise 

quantitative range 

real time quantitative polymerase chain reaction 

reverse transcription polymerase chain reaction 

T cel! receptor 

alfa podjednotka T-buněčného receptoru 

beta podjednotka T -buněčného receptoru 

gamma podjednotka T-buněčného receptoru 

delta podjednotka T-buněčného receptoru 
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UCB 

UO 

VP16 

umbi1ical cord blood 

unrelated donor 

etoposid 
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Přílohy: 

Příloha 1.: Základní panel primerů používaný pro detekci přestaveb IgH/TCR genů používaný 

pro B-prekurzorové ALL 

19H VH 1/7 -JHcons 

VH2 -JHcons 

VH3 - lHcons 

VH4/6- JHcons 

VHS - JHcons 

IgK Vkl - KDE 

Vkll -KDE 

V k III - KDE 

VkIV -KDE 

Intron - KDE 

TCRD 002 - 003 

VD2 - 003 

TCRG VGI - JG 1.112.1 

V Gr - JO 1.3 /2.3 

VGn -JGI.1 /2.I 

VGn - lG 1.3/2.3 

VGIV - JG 1. 112.1 

VOlV - JO 1.3/2.3 
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Příloha 2.: Základní panel primerů používaný pro detekci přestaveb 19H/TCR genů pro T­
ALL 

TCRD DD2 -DD3 

DD2 - JDI 

VD2 - DD3 

VDI - JDI 

VD2 - JDI 

VD3 - JDI 

TCRG VOl -JO 1.112.1 

VOl -JO 1.3/2.3 

von -J01.3/2.3 

VOIII-JO 1.3/2.3 

VOlV-JO 1.312.3 

SIL/T ALt Sildb-S' -tal1 db 1-3' 

Sildb-5' -tal I db2-3' 
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Příloha 3: Schéma protokolu ALL REZ BFM 2002 

TherapieObersicht ALL - REZ BFM 2002 

Woche 1 2 3 4 5 6 7 .8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 21 28 29 

lweig 
A Prot ll - IDA 

Si LEJ §J 
f3 

82 

A 

S3/4 LB 
B 

KMPI I 
MRD • 

§l~L ~ .. II-'DA 

'§] ~ ~ 

§ll -'"'" -'DA 

\§] ~ §] 

--I 

+ (S1) + (S2) 

D12/024, 12124 Monate Dauerlheraple; ®. Randomisíerung; ®, Stratifizíerung; V, VP16-Reínduktionspulse; '" , Iol<ale Strahlentherapie; 
\!) , KMP.Zeitpunkt tUr die Postremissions-Stratifizierung in S2; SZT, Stammzelltransplantation; KMP, Knochenmatkpunktion; MRO, 
mínimal resldual disease; ChemolherapleblOcke: F1 , F2, R2, R1, Protokoll 1I·IDA 

41 



Příloha 4: Akutní GVHD 

Staging akutní GVHD podle orgánových systémů 

Stage 

+ 

++ 

+++ 

++++ 

Kůže 

rash do 25% těla 

rash 25-50% těla 

generalizovaná erytrodermie 

generalizovaná erytrodermie 

s tvorbou bul a deskvamací 

Grading akutní GVHD 

Grade Kůže 

O O 

I + nebo++ 

II +++ 

III O až+++ 

IV ++++ 
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Játra Cbilirubin) Střeva 

1-3 mg/dl průjmy nad 1 Oml/kg/den 

3-6 mg/dl nad 15 ml/kg/den 

6-15 mg/dl nad 20 ml/kg/den 

nebo křeče nebo 

přítomnost krve 

nebo ileus 

nad 15mg/dl 

Játra 

O 

O 

nebo + 

nebo++až+++ 

nebo++++ 

přítomnost 2 kritérií 

pro stage +++ 

Střeva 

O 

O 

nebo + 

nebo++ až +++ 

nebo++++ 



Příloha 5: 

L.Sramkova, K. Muzikova, E. Fronkova, O. Krej ci, P. Sedlacek, R. Formankova, 
E.Mejstrikova, J.Stary, J. Trka 
Detectable minimal residual disease before allogeneic hematopoietic stem cell transplantation 
predicts extremely poor prognosis in children with acute Iymphoblastic leukemia 
Pediatr Blood Cancer. 2006 Mar 6 
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Detedable Minimal Residual Disease Before Allogeneic 
Hematopoietic Stem Cell Transplantation Predicts Extremely 

Poor Prognosis in Children With Acute lymphoblastic leukemia 

Lucie Sramkova, MO, l ,2 Katerina Muzikova, Bc,l ,2 Eva Fronkova, MO, 1 ,2 Ondrej Krejci, MO, PhO, l ,2 

Petr Sedlaeek, MO, PhO/ Renata Formankova, MO, PhO/ Ester Mejstrikova, MO,I,3 Jan Stary, MO, PhO/ and 
Jan Trka, MO, Ph01,2., for the Czeeh Pediatrie Hematology Group (CPH) 

Background. The level o f minimal residua I disease (MRDl prior to 
allogeneic hematopoietie stem cell transplantation (HSCT) has been 
shown to be an independenl prognostic factor for outeome of 
pediatrie patients with high-risk aeute Iymphoblastic leukemia (ALL). 
Retrospective studies which used (semi-) quantitation of clone­
speci fi c immunoglobulinfT -cell receptor OgrrCR) rearrangements 
have do umenled the feasibility and practicaHty of th is le hnique. 
This approach has a lso been disputed due to the occurrence of clona I 
evolution and generally high MRD levels prior to HSCT. I'rocedure. 
ln our prospective study, MRD befo re and after HSCT was monilored 
using quantitative rea l-lime PCR in a eohort of 36 children wilh ALL 
consecutively transplanted in our center between V1I1/2000 and VII/ 
2004. Results. In 2S of 36 patients, MRD level prior HSCT was 
assessed. Seventeen patients were classjlied as MRD-negati ve and 
eight were MRD-positive up to 9 x 10 2. In MRD-posilive subgroup, 

seven even ts (si x relapses) occurred post-Iransplant in striking 
contrast to only one re lapse in MRD-negativ subgroup (evenl-free 
survival (EFSl log-rank P< 0.0001). MRD proved to be the only 
signilicant prognostic factor in a multivariale analysis (P < 0.0001). 
Adoptive immuno therapy including donor Iymphoeyte infusions in 
patients with adverse dynamics of MRD after HSCT had only limited 
and/ar lemporary effect. Clonal evo lut ion did not present a problem 
preclud ing MRD monitoring in any of patie nls sufferi ng a poSI­
transplant relapse. Cooclus;ons. We show tha t MRD quanlítation 
using clonal Ig/TCR rearrangements suecessíully assesses the risk in 
pediatrie ALL patíents undergoing allogeneic HSCT. As our abili ty to 
respond to detectable MRD leve ls after HSCT is very limited, 
allemative strategies for MRD-positive patients prior HSCT are 
necessary. Pediatr Blood Cancer 2006;00:1- 8. 
© 2006 Wiley-Liss, Inc. 

Key words: acute Iymphoblastic leukemia; childhood; hematopoietic stem cell transplantation; immunoglobu lin and T-cell 
receptor gene rearrangements; minima l residua l disease 

INTROOUCTlON 

Despite the overaJl improvement in the ehemotherapy­
based front-line treatment of the ehildhood acute lympho­
blastic leukemia (ALL), the hematopoietie stem cell 
transplantation (HSCT) remains an important treatment 
option for the patients with resistant. very hlgh-risk, and/or 
relapsed disease. However, the curative effect of aIlogeneic 
HSCT is hampered by a relapse occurrenee that represents a 
major cause of the HSCT fai lure. A1ready in 1998, Knechtli 
et aj. showed that the level of minimaJ residua1 disease 
(MRD) prior HSCTrepresents an important prognostic factor 
[I]. They used a semi-quantitative approach for the deteetion 
oť immunoreceptor gene-immunoglobulin and T-cell 
receptor genes (lgffCR) rearrangements. In their eohott, 
all ehildren entering the pre-transplant eonditioning with a 
high-level MRD suffered a post-transplantevent and children 
with low-lcvel MRD had signifieantly poorer ouleome 
compared to MRD-negative subgroup. Simjlar data were 
obtained io the subsequent studies, partly using the new 
technique of real-time quantitative PCR (RQ--PCR) [2,3J. 

When this quantitative technique for MRD detection 
was completely introduced and progressively standardized, 
the intemationaJ Pre-BMT MRD Study Group (part of 
the European Study Group on Minimal ResiduaL Disease in 
AL~ESG-MRD-AU) [4J retrospectively analyzed the 
pre-transplant MRD leveLs and the post-transpLant outeome 
io a eohortof 140 pediatrie ALL patients [5]. MRD proved to 

© 2006 Wiley-Liss. Inc. 
001 10.1002/poc.20794 
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be a highly significant (P < 0.(01 ) independent factor 10 

influenee event-free survivaJ (EFS) of Ibis group. High MRD 
burden, together with a shorter duration of the firsl eomplele 
remission (CR), MU gene rearrangements, and pro-B 
immunophenotype proved to be tbe onJy negative risk 
factors. 

This large multicenter, retrospeetive study was recently 
disputed by lmashuku et a1. [6). Their anaJysis, based on a 
group of95 transplanted patients (age <20 years), showed no 
eorrelation between the pre-transplant MRD burden and 
the post-ttansplant relapse. Imashuku and eolleagues made a 
eouple of ratber surprising observations: firsl, they found 
96% of their patients to be MRD-positive prior HSCT. 
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Second, tbeir ability to predict the relapse after HSCT was 
bampered by the clonal evolution oflgffCR rearrangements. 
Eleven of 14 patients having relapse after HSCT showed a 
totally different rearrangement pattem at relapse when 
compared to the initial screening. This is in striking contrast 
to previously published data that show more tban 95% of 
relapsed patients ha ve preserved rearrangements allowing 
the MRD follow-up [7). On the basis of their results, 
lmashuku et al. dispute the practicality of the IgffCR-based 
approach. 

Here, we present a series of36 pediatrie ALL patients who 
consecutively underwent al10geneie HSCT using uomanipu­
lated grafts at our institution. In 25 of them, we were able to 
assess MRD level prior and after the transplant using RQ­
PCR-based deteetion of IgfTCR rearrangements. We show 
Ihat detectable MRD before HSCT is a very strong negative 

TABLE I. Tnmsplanted Patients With ALL 

prognostie factor and that the clonal evolution of the IgffCR 
rearrangements does not hamper tbe relapse prediction. 
Therefore, our study clearly demonstrates for one thing the 
feasibi lity ofthe method and for another a very strong elinieal 
value of this approach for the identifi.eation of patients at the 
risk of relapse after allogeneic HSCT. 

MA TERIALS AND METHODS 

Patients and Treabnent 

Between August 2000 and September 2004, 36 eon­
secutive pediatrie patients (age 1.l - 19 years) with ALL 
indicated to HSCT were enrolled to our study (Table I). This 
eohort eomprised all sueh pediatrie patients from the Czech 
Republie in the gi ven period of time and all transplants were 

Donor GVHD Follow-up 
No. Age/sex Immunophenotype Fusion gene Remis iOD Conditioning (HLA match) grade (months) 

I 11 1m T-ALL Not detected CRt TBI 12 Gy, VPl6 MSD ll. cGVHD 61 
2 121m pro-B ETV6/RUNXI PR3 TBI 12 Gy, VP16 MSD D 15* 
3 101m cALL ETV6/RUNXl CR3 TBI 14.4 Gy,VPI6 UD (10110) U 55 
4 8/m T-ALL Not dctected CRI TBI 12 Gy, VP16 MSD n 52 
5 7/m T-ALL Not dctected CR2 TBI 14.4, Cy UCB (516) U 4* 
6 151m pro-B MLUAF4 CRI TBI 12 Gy, VPI6 MSD I. cGVHD 46 
7 101m cALL ETV6/RUNXl CR2 TBI 12 Gy, VPI6 MSD U 44 
8 101m AHUcALL BCRlABL CRI TBI 12 Gy, VPI6 UD (1011 0) U 21 * 
9 I lim cALL BCRlABL CR2 TBI 12 Gy, VPI6 UD (10110) LA· 

tO 151f praeB/cALL BCRlABL CR2 TBI 12 Gy, VPI6 UD (9/10) 6* 
II 121m praeB/cALL BCRlABL CRl TBI 14.4 Gy, Cy UD (9/10 4* 
12 191m praeBlcALL NOl delected CR3 TBJ 12 Gy, VPI6 UD (10110) II 38 
13 161m cALL Not detected CR2 TBI 12 Gy, VPI6 UD (10110) U 2* 
14 101m cALL ETV6IRUNXI CR2 TBI 12 Gy, VPt6 UD (7/10) n 9* 
15 81f cALL ETV6IRUNXI CR2 TBI 12 Gy, VPI6 MSD 32 
16 7/f cALL Not detected CR2 TBI 12 Gy, VP16 MSD D 32 
17 31m T-ALL Not detected CRI TBI 12 Gy, VPI6 MSD II 31 
18 10/f cALL BCRlABL CR2 TBI 12 Gy, VP16 UD (10/10) 30 
19 21m pro-B MLL rearrangement CR2 BuCy, VPI6 UD (10110) O· 
20 8/m AHUpro-B BCRlABL CR2 TBI 12 Gy, VPI6 UD (9/10) U 26 
21 8/m cALL Not detected CR2 TBI 12 Gy, VPI6 UD (9/10) II 26 
22 I/f T-ALL Not detected CRI BuCy, VPI6 UD (l01t0) U 12* 
23 8/m T-ALL SlUTALl CRI TBI 12 Gy, VPt6 MFD (10110) II 23 
24 tO/f cALUpro-B ETV6IRUNXI CR2 TBI 12 Gy, VPI6 UD (9110) II 22 
25 61m cALL Not dctected PR3 TBI 12 Gy, VPI6 UD (10/10) II 19 
26 21m pro-B MLUAF9 CR2 BuCy. Mel MSD II 18 
27 121m cALL BCRlABL CRl TBl 12 Gy, VPI6 UD (8/10) II 18 
28 9/m pracB Not dctected CR2 TBl 12 Gy, VPI6 UD (9/10) IV 1 * 
29 5/m cALL BCRlABL CRt TBI 12 Gy, VPL6 UD (10/10) II 17 
30 8/m cALL ETV6IRUNX1 CR2 TBI 12 Gy, VP16 UD (1011 0) U 17 
31 121m pro-B/cALL Not detected PR3 TBI 12 Gy, VP16 UD (10/10) n 16 
32 161m pracB NOl detected PR3 TBI 12 Gy, VP16 UD (10110) 1* 
33 9/m cALL Not detected CR2 TBl 12 Gy. VPI6 MSD II 15 
34 17/f AHL BCRlABL CRI TBI 12 Gy, VP16 UD (7/10) fl 14 
35 7/m cALUpraeB ETV6IRUNXI CR3 TBl12 Gy, VPI6 UD (9/10) II 12 
36 141m cALL BCR/ABL CRt TBI 12 Gy, VP16 UD (10/10) 10' 

Bu, busulphan ; Cy, cyclophosphamide; Mel, melphalan; VP16, vcpesid; CR, complete renússion; PR, panial remission; TBI, total body irradiation; 
MSD, matched sibting donor; UD, unrelated donor; UCB, unrelated cord blood; MFD. matched famiJy donor; GVHD. graft-versus-host disease; 
cGVHD, chronic graft-versus-host disease. 
*- time to event. 
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peďormed at our institution. The group of patients consisted 
of 30 children witb B-cell precursor (BCP) ALL and 
6 ehildren with T-ceU ALL. Twelve children were trans­
planted in tbe first CR, all of tbem due to high-risk ALL 
(T-ALL and prednisone poor response (4), BCR - ABL-positive 
(7), MLL rearranged (I»; 20 children were transplanted in 
the second or higher remission; and 4 children in partial 
remission (witbout increased number of blast cells in tbe 
bone marrow but witbout recovery of hematopoiesis). 
Donors of hematopoietic stem cells were Ill..A-identical 
siblings in 10 cases, unrelated donor from BMT registries 
with variable rate of ID.A match (from 7 to to/IO antigen 
mateh on high resolution PCR Jevel) in 24 cases; one patient 
was transplanted using unreJated cord blood and one patient 
from phenotypically identical mother. 

In tbe majority of transplants (n = 32), we used a similar 
pre-transplant conditioning regimen based on tbe totaJ body 
irradiation (TBI) in tbe dose 12 or 14.4 Gy and etoposide 
60 mg/m2

, in tbe cord blood transplantation TBI plus 
cyclophosphamide 2 x 60 mg/kg. In three children under 
2 years of age a busulphan-based conditioning (2x 
busulphan, cyclophosphamide, and melphalan, I x busuJ­
phan, cyclophosphamide, and etoposide) was used. In tbe 
majority of unrelated donor transplants (n = 19) we used 
rabbit antitbymocytic globulin (ATG, Fresenius) at 10 mglkg 
for 4 days. 

Graft-versus-host disease (GVlID) prophyJaxis consisted 
of intravenous (i . v.) cyclosporin A (CsA) in tbe dose 3 mglkg/ 
day in HLA-identical sibling donors and using tbe combina­
tion of CsA 5 mglkg/day and metbotrexate (Mf X) 
administered days + 1, +3, and + 6 in unrelated donor 
transplants. always witb transition to oral CsA in tbe 
adequate dosage. Since February 2003, we started reduced 
GVHD prophylaxis according to ALL SCT - BFM 2002 
protocol where only targeted dose of CsA witb required 
serum levels between 80 and 130 1-1g!J (Auorescence 
Polarization lmmunoassay method) was given. Ooly in one 
case (tbe cord blood transplant) the combination of CsA and 
methylprednisolone was used. Incidence of acute GVHD was 
I w in our group with I child developing acute GVHD 
Grade 1, 24 children experiencing acute GVHD Grade n, and 
7 ehiJdren having no acute GVHD. We ha ve registered only 
two cases of acute GVHD Grade ll- IV. Follow-up of 
tbe whole group ranges from 12 to 61 months witb median 
26 montbs after HSCT. 

MRO Assessment 

For tbe MRD assessment we examined BM samples from 
both diagnosis and relapse, 1 week before the start of tbe pre­
transplant conditioning and tben after HSCT, on a regular 
basis: days + 28, + 60, + 1 00, + 180, and Jater 9, 12, 18, and 
24 months after HSCT (or more frequently in MRD-positive 
patients when adoptive immunotberapy was considered). 
ln ehildren with a very high-risk of relapse, additional 
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peripherai blood (PB) samples were taken every roonth 
during first 6 montbs after HScr and every 3 montbs later on. 
Mononuclear cells from tbe diagnostic or relapse 
BM samples were isolated by Ficoll- Paque (density 
1.077 g/ml, Phannacia, Uppsala, Sweden) density centrifu­
gation. Follow-up BM or PB samples were processed by 
erythrocyte Iysis. 

Genomic DNA was isolated by QIAamp® DNA Blood 
Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany). DNA was 
stored at - 20°C before processing. Primers and protocols for 
immunoglobulin heavy chain (lGH), immunoglobulin light 
chain kappa (lGK), T -cell receptor gamma (TCRG), T-cell 
receptor delta (TCRD) gene rearrangements, and TAL! 
deletions detection were described previously [8,9]. Clon­
ality oť PCR products was confinned by the heteroduplex 
analysis [10]. Monoclonal PCR products were cut froro the 
gel, reamplified with tbe same set of primers, and purified by 
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). Sequencing was 
performed in tbe ABI PRlSM® 310 Genetic Analyzer with 
BigDye TM Primer v3.0 Sequencing Kit (Applied Biosys­
tems, Foster City, CA). Variable (V), diversity (D), and 
joining (1) region s of tbe immunoreceptor gene were 
identified by comparison with sequences in GenBank 
using tbe lm Muno Gene Tics (IMGT) Database (http:// 
imgt.cines.fr, lMGT, European Bioinfonnatics Institute, 
Montepellier, France) and the IGBlast search (http:// 
www.ncbi.n1m.nih.gov/igblastl, National Center for Bio­
technology Infonnation, Betbesda, MD). 

Patient-specific forward primers for RQ-PCR were 
designed using tbe VEcrOR NT! 8 Suite Software 
(Informax, Betbesda, MD). Family-specific reverse primers 
and probes for IOH, lOK, TCRD, and TCRG were described 
previously [11 - 14]. Ig/TCR RQ-PCR was perfonned in tbe 
iCycJer IQTM Real-Time PCR Detection System (BIO­
RAD, Hercules, CA) and in the ABI PRlSM® 7700 ReaJ­
Time PCR System (Applied Biosystems). Standard curves 
were prepared by diluting tbe diagnostic (HSCT in CRI ) or 
relapse DNA samples in polyclonal DNA from healthy 
donors. The albumin gene was used to nonnalize tbe DNA 
concentTation and quaJity [15]. Tbe ESG- MRD- ALL 
criteria for RQ-PCR sensitivity and quantitative range (QR) 
interpretation were used [4] . In six patients who suffered 
from relapse after HSCT, BM samples were re-analyzed for 
tbe presence of clonal Ig/TCR rearrangements to evaluate the 
extent of clona I evolution. 

RESULTS 

Feasibility of the Approach 

We were able to evaluate MRD level prior HSCT using Igl 
TCR rearrangements in 25 of 36 patients. In two cases, the 
pre-transplant sample was not available due to severe bone 
marrow aplasia, and in nine cases we did not find a target witb 
adequate sensitivity and specificity. AU 25 patients were 
regularly monitored using Ig/TCR rearrangements (two 
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targets in 14 pntients, one target in 9). At least one target with 
sensitivity 10- 4 was nvailable for alJ but one pntient (No. 12), 
where only one target with sensitivity 10-3 was found. 

Clonal Evolution of Ig/TCR Rearrangements 

ln our cohort, c10nal evolution did not preclude MRD 
monitoring in any of the patients. AH poSHransplant relapse 
samples wben compared to the diagnosislfirst relapse speci­
men showed at least one stable IgfI'CR rearrangement 

MRD Level Prior HSCT Predicts 
Post-transplant Outcome 

According to MRD level in BM prior the conditioning 
regimen we divided our patients into two groups (Table ll). 
The first group (MRD-positive) consisted of patients with 
MRD detectable wíthln the QR of the method. The second 
group (MRD-negalive) included patients with undetectable 
or very low MRD positivity (below the QR; n = 2) prior to the 
transplant. 

The MRD-positive subgroup consisted of eight patients 
(Nos. 2, 8,9,10, ll, 13, 22, and 35). One ofthem died due 
to post-transplant complications (day + 66-multiorgan 
failure after gram-negative sepsis), six chlldren experienced 
a hematological relapse, aJthougb alJ of them achieved 

transient post-transplant MRD negativity, and one is a1ive in 
continuous bematologicaJ rernission. However, the latter 
patient (No. 35) suffered from molecular genetic relapse and 
was treated with the adoptive immunotherapy with a foUow­
up of 12 months. 

The groupofMRD-negative patients included 17 children 
(Nos. 1,4, 12, 15,16,17,18, 20,21, 23,24,26,27, 29,30,31 , 
and 36), alJ of whom are alive except one and in com plete 
bematological remission with a foUow-up of 16- 61 months 
(median 26 months). One patient of this group (No. 36) 
suffered a relapse 10 months after HSCT. Interestingly, 
aJthough MRD-negative by IgfI'CR approacb, BCRl ABL 
fusion gene reverse-transcriptase PCR analysis prior HSCT 
sbowed borderline positivity (data not shown). 

EFS anaJysis clearly supports the hypothesis that MRD 
positivity prior transplant is a significant adverse prognostic 
factor(log-rank P < 0.0001; Fig. 1). Furtherdivision into the 
subgroups with high MRD positivity (~1 0- 3

; n = 4) and low 
MRD positivity (> 10- 4 and < 10- 3

; n = 4) did not show any 
effect, evidently due to a low number of patients and a high 
frequency of events (data not shown). MuJtivariate analysis 
(including aJso sex, age at diagnosis, first CR duration, type 
of donor, and fusion gene- BeR/ABL, MU/AF4, and ElV6! 
RUNX1- presence) identified pre-transplant MRD as the 
only signjficant risk factor (P < 0.00(1). 

TABLE ll. MRD Levels io tbe Bone Marrow Before ConditionlDg Bod SunivBl of tbe Patients 

Nurnber of Relapse 
Patient no. ALL subtype IgffCR targets MRD level after HSer Comments 

2 ETV6/RUNXl 1.47 x 10-4 Ves Died in remíssioo (systemic fungal infcction, 
severe induced GVHD aftet" DLI) 

8 BCRlABL 2 5.3 x 10- 2, 9.2 X 10-2 Ves Díed in remissioo (syslemic fungal infection) 
9 BCRlABL 2 Negative, 1.3 x 10--4 Ves Díed in progression of disease 

(on treatmenl of relapse) 
10 BCRlABL I 1.2 x 10- 3 Ves Díed in progression of disease 
I I BCRlABL 2 2.3 x 10-4,6.2 X 10- 4 Ves Died io remissioo (systemic fuogal infection, 

severe induced GVHD after DU) 
l3 BCP 2.8 X JO- 2 No Died due to rnultiorgan failure in gram-negative 

6.4 x 10- 3 
sepsis day + 66 

22 T-ALL I Ves Alive in CR2; after 2nd HSer 
35 ETV6/RUNX I 2 4 .1 x 10- \ 3.5 x 10-4 No Alivc io CCR 

T 2 Negative. negative No Alivc in CCR 
4 T Positive (below QR) No Alive in CCR 

12 BCP I Negative No Alive io CCR 
15 ETV6/RUNXI 2 Negative, negative No Alive in CCR 
16 BCP Negative No Alive in CCR 
17 T-ALL 2 Negative,negative No Alive in CCR 
18 BCRlABL 2 Negative,oegative No Alive in CCR 
20 BCRlABL I Negative No Alive in CCR 
21 BCP 2 Positive (below QR) No Alive in CCR 
23 T-ALL 2 Negative, negative No Alive in CCR 
24 ETV6/RUNXI I Negative No Alive in CCR 
26 MLUAF9 2 Negative, negative No Alive in CCR 
27 BCRJABL 2 Negative, negative No Alive in CCR 
29 BCR/ABL 2 Negative, negative No Alive in CCR 
30 ETV6IRUNXI 2 Negative,negative No A1ive in CCR 
31 BCP 2 Negative, negative No Alive in CCR 
36 BCR-ABL I Negative Ves Died. systemic funga\ infection 
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Fig. 2. ~Q2course and MRD follow-up in Patients 8 and 22. 
a: Disease progression after HSer in BeRl ABL-positive patienl (No. 8) 
was ooly temporarily retarded by imatinib lreatment and DLI. 
Squares = 19 rearrangement target (No. I); triangles = 19 rearrangement 
target (No. 2) (hůl symbols = BM samples; open symbol s = PB 
samples); blnck arrows = DLI; 1M = imatinib mesylate; R = relapse; 
T = allogeneic HSer. b: Pre-transplant MRD status delermines poSI­
transplant course of tbe disease in T-ALL infanl patienl. Squares = TCR 
delta incomplete rearrangement target (hůl symbols = BM sarnples; 
open symbols = PB samples). 
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MRD Monitoring and Trealment 
Strategies After HSCT 

Post-traosplant MRD dynamics was monitored in aU 
patients with detectable targets. ln the group of pre-transplant 
MRD-positive patients. five displayed minimaUy one MRD­
positive sample before the emergence of relapse. ln three 
patieots. there was a time-frame for an att.empl lo avert the 
relapse manifestation. but despite our effort all three patients 
subsequeotly relapsed. Period from the first MRD positivity 
after traosplantation to the diagnosis of hematologieal 
relapse was 0- 486 days (O, 30. 36, 330. 365. and 486 days). 
Treatmeot of post-transplant hematological relapse was 
heterogeneous and it is summarized in Table ill. 

DISCUSSION 

Detectioo of MRD levels has a1ready bec,ome an iotegra! 
part of treatment of childhood ALL patients ioc1udiog those 
undergoiog HSCf. Qogoing front-line treatment trials. based 
00 previous retrospective studies [16.1 7]. aim to demonstrate 
the benefit of MRD-based stratifieatioo io the prospective 
setting. Retrospective single- and multiceoter analyses of 
MRD in transplaoted pediatrie ALL children showed clearly 
tbe sigoificant impaet of pre-transplant MRD on outcome 
[1 - 3.5]. lmashuku et al. questioned these data, showing a 
surprisingly high proportion of MRD-positive patients at 
tbe start of a conditioning regimen (96%) aod strikiogly 
hlgh frequency of tbe clonal evolution hampering MRD 
detection itself [6]. Although they <lid not use an up-to-date 
methodology (specific probe hybridization was employed 
instead of RQ-PCR) and a fuH spectrum of IgrrCR 
rearrangements. their results east doubt upon tbe praeticality 
of the whole approach. 

ln this study. we concentrated on IgrrCR quantitation 
ooly. despite tbe fact that sigoificant proportion of patients 
bear the fusioo genes (BCRlABL. EIV6/RUNX J. MU/AF4. 
MU/AF6) as potential targets for MRD detectioo as well. As 
already mentioned, tbe clonal IglfCR quaotitation metbo­
do logy has beeo increasingly standard.ized throughout the 
last years withio tbe ESG- MRD- ALL. This standardization 
process and a1so oewly developed interpretatioo criteria 
improved sigoificantly its ctinical value. Wheo properly 
applje<L this method provides a retiable. clinically useful 
tool. as it was proved by numerous intemational quality 
controls [4 J. However, this is not tbe case for the quaotitative 
aoalysis of the ťusion genes expression in pediatrie ALL. We 
have recently shown a very good eorrelation between ETV 61 
RUNXI traoscript levels aod IglI'CR quantitation but in tbe 
cohort that coosisted dominantly from the front-line treated 
patients [l8]. In the current study. we observed a mioor 
but significant discrepancy between BCRI ABL and IglfCR 
MRD levels in Patient 36. He displayed bordertine positivity 
in nested qualitative PCR for BCRlABL priór to the 
transplant and he was the only patient in tbe Ig!I'CR MRD­
negative subgroup who developed relapse after HSCT. 
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Ourprospective single-center study c1early documents tbe 
feasibility and applicability of tbe IgffCR quantitation 
technique of MRD detection in tbe transplant setting. The 
efficacy of this approach, in tenns of tbe identification of at 
least one target witb adequate specificity and sensitivity per 
patient, increased stead.i ly throughout tbe study: it was 61 % 
in the firsthalfoftbe cohortand 80% in tbe latter. Ourresults 
are in agreement witb tbe previously published data [1-
3,5,19] and in striking contrast to tbe study by Imashuku et a1. 
[6]. Both survival and multivariate analyses demonstrate tbe 
significance of MRD level before HScr. Patients who enter 
tbe transplant cond.itioning phase of treatment witb MRD 
level higher tban 10- 4 are at high-risk of post-transplant 
relapse. 

Treatment of these relapses has been very disappointing so 
far. Three different approaches may lead to a potential 
solution of trus problem: (I) reduction of tbe malignant c10ne 
prior to tbe transplant us ing intensified or additionaJ 
treatrnent, (2) mod.ification of tbe HSCT procedure, and (3) 
post-transplant treatrnent modifications based on tbe c10se 
follow-up of MRD levels. Pre-transplant treatmenl intensi­
fication is complicated by tbe fact lhat vast majority of 
patients have been heavily pre-treated. The idea of employ­
ment of some drugs thal are nol nonnal1y used in tbe front­
line treatmenl failed to show a significant effect. POlentially, 
introduction of new agents (e.g., kinase inhibilors, mono­
c10nal antibodies, new antimetabolites, such as c1ofarabine) 
might be an option [20]. However, no convincing data are 
avai1able thus far. 

Modification of transplant procedure based on MRD 
positivity prior to HSCT aims for tbe reduction of GVHD 
propbylax.is. tbus boosting tbe graft-versus-Ieukemia effect. 
Removing ATG. targeted dose of CsA and rapid immuno­
suppression tapering may lead to this effect. Although partly 
encouraging, results of an ongoing DUlch study have tbus far 
been inconclusive [19]. In some patients in our cobort, we 
used targeted dose of CsA. ln patients younger tban 16 years 
of age transplanted from matched sibling, we did not use 
MTX in GVHD prophylaxis and in some patients trans­
planted from well-matched unrelated donor even ATG was 
omitted. Due to the small numbers and heterogeneity of 
patients with ALL, it is difficult to prove any noticeable effect 
of this strategy in tenns of relapse prevention. We should be 
cautious as this strategy may significantly increase the risk of 
transplant-related morbidity and mortality wilhout c1ear 
evidence of efficacy. 

Adoptive immunotherapy after tbe transplantation was 
generally not successful in our cohort. In our hands. 
interventions, such as early and rapid d.iscontinuation of 
immunosuppression, infusion of DLI in 4- 6 weeks interval, 
and/or use of imatinib mesylate in BCRlABL-positive ALL 
were not sufficient enough to prevent onsel of relapse. 
Application of these approaches in patients with imminent 
relapse ba ve led to extended remission bUl often at a price of 
severe, uncontrolled GVHD, and life-threatening invasive 



fungal infections. Moreover, no permanent effect was seen in 
Dur group of patients. Heavily pre-treated patients bearing a 
chemoresistant leukemia have an extreme morbidity and 
mortality. Therefore, an early initiation of adoptive therapy 
might at least postpone, ifnot prevent, relapse, and facilitate 
further efficacious chemotherapy; if subsequent remission is 
reached, these patients should be indicated for re-transplan­
tation. A second HSCT may be curative in such settings. Our 
resuJts demonstrate that the possibilities of treatment of the 
post-transplant relapse are extremely limited. Introduction of 
new treatment modalities is desirable for the patients with 
molecular genetic relapse after HSCT. These should include 
not only those mentioned above (kinase inhlbitors, mono­
clonal antibodies, new antimetabolites) bUL also the inhlbi­
tors of enzymes controlling epigenetic modifications, 
specifically DNA methyltransferases and histone deacety­
lases [21] . 

In our study, we demonstrate feasibility of MRD 
quantitation using c10nal IgfTCR rearrangements as an 
approach for the pre-transplant risk assessment in pediatrie 
ALL patients undergoing allogeneic HSCT. We show lhat, 
although, we are able to identity the patients in an aJmost 
certain risk of relapse, our ability to respond and to avert an 
impending relapse is very limited. In spite of the use of 
currently available set of treatment approaches after HSCT, 
we failed to pennanently aven a predicted relapse. The 
change of the approach to MRD-positive patients prior 
to HSCT is necessary because of very questionable benefit 
of HScr in these children. We are confident that all 
efforts sbould be aimed to better controI pre-transplant 
MRD levels. 
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Abstract 

TEL! AML I fusion gene is present in 20-25% of childbood acute Iymphoblaslic leukaemias. ln order to unravel at wruch stage of B-cell 
precursor developmcnt ilie fusion is originated, we analysed frequency aod paltem ofimmunoreceplor (immunoglobulin aod T-cell receptor) 
gene rearrangements in 47 TEL! AML I-positive and 43 TEL! AMLl -negative cases of ilie same CD 10+ immunophenotype. Moroover, we 
compared oorresponding irnmunoreceptor gene rearrangements in II cases orTEL! AML l-positive leukaemia at diagnosis and relapse. More 
mature immunogenotype orTEL! AMLI-positive cases and changes in 37% ofrearrangements betwcen diagnosis and relapse suggest tbal in 
most cases tbe TEU AML I fusion is forrned during immunorcceptor gene rearrangement process. 
~ 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved. 

Keywords: Acute lympllOblastic leukaemia; TEUAMLI; lmmunoglobulin; T-cell receptor; Rearrangement; Relapse 

1. Introduction 

Leukaemias witb TEUAMLl (ETV6/RUNXI) fusion 
gene (resulting from I( 12; 2 1) translocation) fonn tbe most 
common genetically defioed subgroup of childhood acute 
Iymphoblastic leukaemia (ALL) with 20-25% of all cases 
[I ]. This subgroup is relatively homogeneous and a signifi­
cant part of its characteristics regarding biological and clini­
cal features, behaviour, prognosis and also aetiology has been 
revealed. However, a number of questions stili remain unan­
swered. One of these questions concerns tbe timing of ini­
liating event of the leukaemic process. lt is believed tbat 
the fusion of TEL and AML 1 genes is the first or initiat­
ing hit in tbese leukaemias. It has beeu shown tbat tbis hit 

• Corresponding auŮler. Tel.: +420 22443 6580; fax : +420 22443 6521 . 
E-mail addre5s:jan.zuna@ lfmetol.cuni.cz (J. Zuna). 
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occurs already during prenatal development in most cases 
[2-4] and recent data suggest tbat it does not uecessarily lead 
to overt leukaemia [5]. However, it is stilI not clear at which 
stage ofB-cel\ precursor (BCP) development this fusion takes 
place. 

ln our study we compare the number and pattem of 
immunoglobulin (lg) and T-cell receptor (TCR) gene rear­
rangements at initial diagnosis in the groups ofTEL! AMLl­
positive and -negative patients diagnosed witb ALL of tbe 
same CDIO+ immunophenotype and, moreover, we com­
pare 19ITCR rearrangements at diagnosis and relapse of tbe 
TEL!AMLI -positive leukaemia_ ln discussion, we ofter sce­
narios that are compatible with our own data as well as 
tbe otber data published so far-particularly, we analyse 
hypotbeses conceming tbe question in tbe background of 
IglTCR rearrangements and TEL! AML I fusion relationship: 
which com es first? 
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2, Materials aod methods 

2.1. Immunoreceptor gene rearrangemenls analysis 

We examined pattem of IglTCR gene rearrangements in 
bone marrow samples of ALL patients using tbe set of 18 re­
actions covering tbe vast majority (>90%) oflg-heavy chain 
(lgH), 19-kappa (lgK), TCR-delta (TCR8) and TCR-gamma 
(TCRy) rearrangements in B-cell precursor ALL (lgH: 
VH1I7-JHcons, VH2- JHcons, VH3-JHcons, VH4-JHcons, 
VH5-JHcons; IgK: VKl- Kde, VKll-Kde, VKill-Kde, 
VKN-Kde, intron RSS- Kde; TCR8: V82-083, 082- 083; 
TCR-y: V'Y1-J-y 1.112.1, V'Y1- J'Y 1.312.3, V'Yll- J-y 1.112.1, 
V-ylI- J'Y 1.312.3, V'YlV-J'Y 1.1 12.1, V'YIV-J'Y 1.312.3). Se­
quences ofprimers and PCR conditions were specified else­
where [6,7]. To rehably rnstinguish clonal PCR products from 
polyclonal we perfonned heteroduplex analysis offragments 
usiog polyacrylamide gel. Clonal PCR products were excised 
and purified using QlAquick gel extraction kits (QIAGEN, 
Valencia, CA). Purified PCR fragments were sequenced di­
rectly on ABI PRISM® 310 capillary sequencer using Big 
Dye Terminator Chemistry (AppLied Biosystems, Foster City, 
CA). Variable (V), diversity (D) and joining (J) regions of 
immunoreceptor genes were identified by comparison with 
sequences in GeneBankusing the ImMunoGeneTics (!MGT) 
Database (http://imgt.cines.fr, !MGT, European Bioinfor­
matics Institute, Montepellier, France) and tbe IGBlast search 
(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/igblastl, National Center fOf 
Biotechnology Infonnation, Bethesda, MO). 

2.2 PaJients 

AlI patients included in tbis study were treated in one of 
the Czech Paediatric Haematology Working Group (CPH) 
centres according to Berun-Frankfurt-Munster (BFM) ALL 
protocoLs. lnfonned consent was obtained ITom patients or 
their guardians. We compared tbe number and partem of 
IglTCR rearrangemeots at initial rnagnosis io the groups of 4 7 
TEUAMLl-positive and 43 TEUAMLl -negative patients 
diagnosed with ALL of the same CD I 0+ immunophenotype 
(TEUAMLI -positive: common ALL n=30, prae-B ALL 
n= 17; TELlAMLI -negative: common ALL n =27, prae-B 
ALL n= 16) and of the same age at presentation. More­
over, we examined IgITCR rearrangements in correspond­
ing diagnostic and relapse samples of II patients diagnosed 
witb relapsed TEUAMLI -positive ALL. Tbe TEUAMLI 
status was detennined using reverse transcriptase (RT)-PCR 
method as described elsewhere [1) . 

2.3. Cell cyc/e ana/ysis 

CycleTESTt PLUS DNA Reagenl Kit (Becton Díckinson 
lmmunocytometry Systems, CA, USA) was used for analy­
sis of nuclear DNA from cell suspension according to the 
manufacturer's instructions. The distribution of cell cycle 
phases was analysed witb CELLQuest (Hecton Dickinson) 

and ModFit (Verity House, Topsham, ME, USA) software 
applícations. 

2.4. Statistica/ analysis 

Fisber's exact test and Mann-Whitney test were used for 
statistical analy is. 

3. Results 

3. J. IglTCR rearrangements in TEU A ML I and 
TEUAMU-ALL 

The results of tbis analysis are summarised in Table 1. 
Tbe number of patients with at least one detectable c10nal 
(i.e. only mono- or bi-clonal/aUelic) rearrangement is com­
parable within botb selected cohorts (94% versus 95% for 
TEL/ AMLl-positive and TEU AMLl-negative groups, re­
spectively; p = 1.0). However, we found a significantly h igher 
tota! number of c10nal rearrangements in tbe TEU AMLl ­
positive patients (p = 0.0006). The most significant differ­
ence between tbe two groups was identified in IgK segment 
(72% versus 26%; p < O.OOOl) and also tbe TCR'Y rearrange­
ments were significantly more frequent in tbe TEU AML 1-
positive group (81 % versus 56%; p = 0.0 128). The frequency 
of c10nal TCR8 and 19H rearrangements did not differ sig­
nificantly in the TELlAMLI-positive compared to -negative 
patients (53% versus 56%; p = 0.8349 and 79% versus 65%; 
p=O.1658, respectively). 

3.2. IglTCR rearrangements at diagnosis and relapse 

Summary of IgITCR rearrangements found in diagnostic 
and corresponding relapse samples of II patients with re­
lapsed TEU AML l -positive ALL is shown in Table 2. In four 
patients tbe pattern ofrearrangements was tbe same at diagno­
sis and relapse (2, 3, 4 and 5 rearrangements, respectively). 
ln five patients we found los s of some markers at relapse, 

Table I 
Number of patients with clona! (mono- or bi-clonaVsllelic) rcarrangements 

IgH" IgK' TCR&" TCR 'Vn 2: l b Ove'llUc 

TELlAMLI + 79% 72% 53% 81% 94% 186 
(n = 47) (37/47) (34/47) (25/47) (3 8/47) (44147) (4.0/pt.) 

TBLI AML 1- 65% 26% 56% 56% 95% 116 
(n = 4J) (28/43) (11/43) (24/43) (24/43) (41143) (2. 7/pt. ) 

p 0.0006< 

• Number of patients with at least one clona! (mono- or bi-clonallaUelic) 
realT1lDgement of particular gene. 

b Number of patients with st least ODe clona! rearmngement. 
C Total number of clona! rearrnngements wilhin the group (number of 

rearrangemcnts per paticnt). 
d StatisticaJ significance Cp) calculated using Fisher's exaCI te~t. 
• Statistical significance (P) calcu1ated using Ma.nn-Whitney lest. 
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Table 2 
Immunoreceptor gene rearrangernents of II TEU AML I-positive patients at 
diagnosis and relapse 

Patient lromunoreceptor gene reammgemcnlS 

Diagnosis Relapse 

VH4/JH 
VH5/JH VHS/JH 
VkllKde VkllKdc 
VgI/Jgl.3-2.3 VgI/Jg l.3-2.3 
VglI/JgI .3-2.3 VglIlJg l.3-2.3 

VkIlKde VkllK.de 
RSSlKde 

Vd2/DdJ Vd21Dd3 
VgIIJgI.3- 2.3 ( I) 

V gl/lg 1.3-2.3 (2) 

VH3/JH 
Vkl V/Kde 
RSSlKde RSSlKde 
Vd2IDdJ 
VgIIJgl.3-2.3 ( I) VgI/Jgl. 2.3 ( I) 
VgIIJgl.3-2.3 (2) VgIIJg1.3- 2.3 (2) 

VH3-33!DHJ- IO/JH6 
VHJ-38/DH3-IO/JH6 

VH4/JH 
VH5-5 1/DH3- IO/JH6 (1) 

VH5-51/DH3-IO/JH6 (2) 
VklllKde VklllKde 
Vd2/Dd3 Vd2JDd3 
VgIIJgl.3-2.3 

VkllKde Vkl/Kde 
RSSlKde R S/Kde 
Vd2/Dd3 Vd2IDdJ 
VgI/JgI .3-2.3 VgI/Jg1.3- 2.3 
VgII/JgI.3- 2.3 

VH3/JH 
VlcllllKdc 
VgI/Jg1.3- 2.3 VgI/Jg1.3- 2.3 

Vkl/Kde 
VkIlfKde VkI/lKde 
Vd2/DdJ 
VgIIJgl.3-2.3 VgI/Jgl.3- 2.3 
VgWJgI .3-2.3 

VH2IJH VH2/JH 
Vgl/Jgl. 2.3 Vgl/Jgl.3 2.3 
VgJI/Jg1.3- 2.3 VgWJgl. 2.3 

VH2/JH VH2IJH 
VgIV/Jgl.l- 2. I VgIV/Jgl.l - 2. I 

10 VHJ/JH VH3/JH 
RSSlKde RSS/Kdc 
Vd2!Dd3 Vd2JDd3 
Vgl/Jg I J - 2.3 VgI/Jgl.3-2.3 

II VH2IJH VH2IJH 
VH3/JH VH3/JH 
VkllKde Vkl/Kde 
VkIl1Kde VklllKde 
VglIJgl.3 2.3 VgIIJgl.3-·2.3 

but at least one dominant rearrangement was maintained be­
tween the diagnosis and relapse in aU ofthese children. In the 
remaining two patients tbe cbanges were more complex. Pa­
tient number two had clonal rea.rrangements in V82-mn, 
VKl-Kde aod V-yI- J-y1.3/2.3 systems at diagnosis. At re­
lapse, in addition to identica! V82-DB3 and VKl-Kde, she 
gained RSS-Kde rea.rraogemeot and tbe V-yl- J-yl.3I2.3 rear­
rangement sbowed a different sequence. Uofortunately, the 
limited amount of diagnostic DNA materia! did not allow us 
to backtrack the latter dones back to diagnosis. Tbe diagnos­
tic sample of the patient number 4 was positive io systems 
VH3- JH6, VH4-JH4, VH5-JH6, Vo2-D83, VKll- Kde and 
V-yI- J-y1.3/2.3. At relapse the VH4-JH4 and V-yI-J-y1.3I2.3 
rearraogements were lost and the V1I3- JH6 and VH5-JH6 
rearrangements showed change of the VH segment with 
DH- JH sequence maintained. This change is likely to be 
caused by a clona! evolutioo of the rearrangement between 
diagnosis and relapse. Altogetber, in our cobort of II pa­
tients witb relapsed TEUAMLI -positive ALL we detected 
47 IglTCR rearrangements at diagnosis and 36 rearrange­
ments at relapse. We found 37% of IglTCR rearrangements 
to be changed between the two time points. 

3. 3. Cell cycle ana/ysis ofTEUAMLJ-positive and 
-negative patients 

In 59 cases (34 TEUAMLl-positive and 25 TEUAMLl­
negative) we were able to evaluate a cell cycle of the 
leukaernic population analysing tbe DNA conteot using pro­
pidium iodide. The proportion of tbe ceUs in GO-G I phase 
was identical in both groups (median 92% (71- 97%) and 
median 91% (7~6%) for the TEUAMLI -positive and -
negative patients, respectively; non-significant). 

4. Discussion 

ln normal B- and T-Iymphoid precursors the rearrange­
ment process begins with IgH and TCR8 genes, respec­
ti vely, followed by TCRy (T-Iymphocytes) and finally IgK 
(B-lymphocytes) in more advanced stages of differentiation 
[8l It has been shown recently that TCR rearrangements 
typical for BCP-Ieukaemic cells are present also in normal 
B-cell precursors [9] . Tberefore, tbe presence of TCR re­
arrangements in BCP-ALLs probably reflects physiological 
situation and also tbe physiological order of recombination 
is preserved in childhood BCP leukaemias [10]. The higher 
overall number of clona! IglTCR rearrangements and par­
ticularly the predominance in tbe IgK and TCR"( loci tbus 
indicates more mature immunogenotype of the TEU AML 1-
positive ALL compared to otber chi1dhood leukaemias of tbe 
same immunophenotype. In the traditiona! view, age at di­
agnosis of ALL could possibly be a faetor influencing the 
relative immunogenotypic maturity of the leukaemic blasts. 
However, age at presentation did not differ significantly be­
tween our groups (TEUAMLl-positive: median 53 months 
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(15-167 months); TEL!AMLI -negative: median 65 months 
(4-218 montbs); p=0.47). To further eLiminate any possible 
bias caused by the different presentation age we performed 
also an age-matched analysis ofthe two groupS. We were able 
to select 33 patients from each group and made TEL! AMLl ­
positive versus TEL! AML I-negative pairs witb age at diag­
nosis differing by fewer than six months within each pair. Tbe 
analysis revealed similar resull with significant difference 
between the positive and negative groups in tbe overal! fre­
quency of rearrangements (p = 0.0089) and frequency of IgK 
(p = 0.OOO2) and TCR-y (p=0.0332) rearrangements. Again, 
tbe number of patients with at least one rearrangement as 
well as frequency ofTCRB and IgH rearrangemenlc; showed 
no statistically significant difference (p=0.24, p =0.45 and 
p=0.57, respectively). Comparable results were recently 
obtained in a similar study perfonned by Hubner et a1. 
[ii ]. 

If we want to disclose the reason why the TELI AML i­
positive leukaemias have significantly more mature im­
munogenotype compared to otbers tbe key question- in 
aur opinjon----is whetber IgITCR rearrangement precedes 
TEL! AML I fusion or vice versa. Tbere are three conceiv­
able scenarios: (I) TEL fuses to AMLl before tbe inítiation 
of IglTCR rearrangements; (2) TEL fuses to AMLl after 
tbe IglTCR rearrangements are completed; (3) TEL fuses 
to AML I during tbe IgITCR rearrangement process. Let us 
analyse tbe three possible situations in the light of tbe pre­
sented data and also witb respect to otber recently published 
studies briefly summarised below. 

TEL! AML I fusion often arises pre-nataJly-tbe patient­
specific i ntron ic fusion ofthe two genes can be "backtracked" 
to tbe patienťs newbom DNA material [4]. However, the fu­
sion itself does not necessarily lead to leukaemia (approlti­
mately 1% of cord blood samples taken from heaItby new­
boms harbour tbe TEL!AMLl-positive cell s [5] and our 00-

published data). A subsequent, postnatal hit (silencing oftbe 
non-translocated TEL seems to be tbe most probable candi­
date [5,1 2,13]) is needed to trigger an overt leukaemia-it lS 
usually diagnosed in the pre-scbool age but tbe pre-Ieukaemk 
phase CaD span more than 10 years [3]. The IglTCR gene 
rearrangements specific for the leukaemic clone can also 
be detected in the patienťs newbom DNA material in both 
TEUAMLI-positive and -negative cases [14]. Twins with 
concordant TEU AMLl-positive leukaemia shared an iden­
tical genomic TEL! AML I fusion sequence as weH as an 
identicaI 19 rearrangement, but anotber rearrangement of 19 
gene was detected only in one twin [2). Arnong TEL! AML 1-
positive relapses (recalculated from Refs. [1 2,1 5J and our 
presented data), 25/26 patients with relapsed TEL! AMLI­
positive leukaemia retained at least one dominant clonal im­
munoreceptor gene rearrangement between tbe d.iagnosis and 
relapse; in tbe last case tbe rearrangements dominant at re­
lapse were present at original diagnosis at tbe level of 10- 4 

(~ l positive cell among 10.000 negative cells). In tota!, about 
55% of rearrangements were maintained without change; all 
rearrangements were identical between diagnosis and relapse 

in 11/26 patients. Even in cases witb different TEL deletion 
at relapse compared to origina) diagnosis (such relapses are 
believed to originate from pre-Ieukaemic clone by an inde­
pendent second hit (TEL deletion» the Ig/TCR rearrange­
ments are maintained [ 12,13]. Peham eta\. [ 15] used minimal 
residual d.isease monjtoring techniques and tbey found "ex­
clusive" relapse rearrangements back at original diagnosis in 
aH relapsed TEL!AMLI -positive patients (albeit at different 
levels). Tbe results suggest tbat some clonal proliferation oc­
curs already during tbe pre-Ieukaemic phase and implies tbat 
tbe pre-Ieukaemic population is clonal witb respect to tbe 
TEL!AMLI fusion but in tenns oflgffCR rearrangements it 
is, in fact, a mixture of differently related subclones. 

Possible scenarios of tbe TEL!AMLI and Ig!fCR rear­
rangements timjng (schematicaIly ilIustrated in Fig. I): 

4. 1. TEUAMLI precedes Ig1TCR rearrangement 

ln case TEL! AML) fusion is the first event, the chimaeric 
product itself would tben stimulate the formation of mature 
IgffCR rearrangements from tbe fully gennline configura­
tion. Several mechanísms could be envisaged including a cell 
cycle retardation in tbe TELI AML l -positive cells [ll ]. How­
ever, tbere are facts questioning tbis scenario. As TEL! AML I 
is a leukaemia-specific fusion gene we can assume prolifer­
ation of tbe positive cell before the Ig!fCR genes start to 
rearrange. 1f tbe IglTCR rearrangement process begins after 
the first cell d.ivision of the TEL! AML I -positive cell with 
IglTCR genes in germline configuration, we would find dif­
ferent TEL! AML l-positive subclones completely unrelated 
in terms of IgITCR. This would lead to a polyclonal pattem of 
rearrangements witbin tbe (prae-)Ieukaemic population. The 
importunate questions are: 

• Why the second hit strikes tbe cells witb tbe same rear­
rangement in case of concordant leukaemia in twins diag­
nosed at tbe age of3 and 4 [2]? 

• Why are tbe cells witb a specific Ig/TCR rearrangement, 
which will be a clona I marker of fully leukaemic cells 
severa I years later, present in tbe newbom materia1 already 
as a relatively large clo ne [1 4]? 

• Why tbe subsequent bit tuming tbe pre-Ieukaemic cell to 
tbe leukaemic one occurs in tbe precursor witb tbe sanIe 
IglTCR rearrangement even in tbe cases of"relapse" trig­
gered byan independent TEL deletion [12,13]1 

Tak.en together we presume tbjs first scenario applies 
seldom-if ever- for TEU AML I-positive leukaemias. 

We aIso tried to confinn tbe tbeory of tbe cell cycle re­
tardation in TELI AML l -positive ALL suggested previously 
[ I )]. ln case TEL! AML I fusion leads to a retardation of a cell 
cycleone would expecta highernumberofcells in tbe GO-G I 
phase. However, the proportion oftbese cells was identical in 
both (TEL!AML1+ and - ) groups. Tbus, ifthe TEL!AMLI 
fusion causes a cell cycJe retardation this effect might be 
noticeable only in pre-Ieukaemic cells, but it is definitely 
abolished in tbe leukaemic blasts. Moreover, to our knowl-
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f ig. I. Tbc tbree possible =rios of TELlAMLI and IgffCR rearrangements rellltionship as described in the text. (I) TEL fuses 10 AMU before the 
IgffCR rearrangements are initiated. TEU AML I stimulates/aJlows !hc Ig/TCR re8JTlll1gemenl machinery to fi nish aJ l re8JTlll1gements. (2) TEL fuses to AML I 
after !he Ig/TCR rearrangements are finished (=TELlAMLl fusion is originated in /I relativcly mruure precursor). (3) TEL fuses to AMLI during!he IgffCR 
reammgement proccss; some rg/TCR genes are already rearranged . TEUAML I !hen stimulates/aJ lows the cell to finish!he rest. More comments in!he tClIt. 

V, variable; D, diversity; J, joining regions of immunoreceptor gencs. 

edge, tbe assumption ofthe TEL/A MLl blocking the GI to 
S progression is not supported by direct experimental data. 

4.2 IglTCR rearrangement precedes TEUAMLI 

Tbis scenario presumes TEL! AML I fusion occurs when 
the IgffCR genes are already rearranged. Ir tbe IgtTCR re­
arrangement process were already definitively finished at 
the time of TEL! AML I fusion, then all TEL! AML I-positive 
cell s would keep tbe same IgtTCR pattem. lt is not tbe case 
for the majority of patients as demonstrated by the differ­
ences between the diagnostic and relapse samples and by 
the oligoclonality in about 20% of diagnostic samples [ II) . 
Also tbe spectrum oftbe rearrangements in the TEL!AMLI­
positive patieots showing some non-physiological features 
[111 suggests that al least some IgtTCR rearrangements may 
be completed or changed after the malignant tum of tbe cell. 
However, in cases of TEL! AML I-positive ALL with fully 
identica] IgtTCR panem at all examined time points this sce­
nario cannot be ruled out. The "mature" origin of the progen­
itor originally afIected by the TEL! AMLl fusion might also 
contribute to tbe superior treatment results of this subgroup 
or childhood ALL. 

H TEUAMLl arises during Ihe IglTCR rearrangemenl 

When TEU AML I fusion is formed some IglTCR rear­
rangements are a1ready made and others are yet to be fin­
ished. Generally, we have three time points where analysis 

of TEL/AMLI and IgJTCR can be done-birth (indirectly 
in twin studies or directly using backtracking on Guthrie 
cards), ruagnosis and relapse-and at least two ofthem can 
be compared in more than 30 cases described to date. All but 
one of tbese cases have at least one dominant 19/TCR rear­
rangement maintained but many rearrangements are changed 
during the evolution process. This makes trus scenario the 
most plausible from our point of view. ft is probably impos­
sible to prove whether the more mature pattem of 19/TCR 
rearrangements in TEL/ AML I-positive ALL is rather due 
to more mature progenitor originaUy atfected by tbe fusion 
(with most ofthe rearrangements already finished) or whether 
it is a functioo oť tbe TELlAMLl protein that, somehow, 
stimulates the activity of tbe rearrangement macrunery. We 
believe that combination of both might be responsible for 
the resultant picture. Doly fragments or data are available 
at tbe moment to support any oť the hypotheses. From the 
raw data obtained by expression profiling of childhood ALL 
[16) (http://www.stjuderesearch.org/data!ALLI), we reca1cu­
lated that the expression of the RAG 1 gene is signi6cantly 
higber in the TEL!AMLI-positive ALL compared to otber 
subtypes; in the analysis based on 79 TEL! AML I-positive 
and 205 TEL!AMLl-negative B-«II precursor childhood 
ALL cases the difIerence rea.ched statistica1ly extremely sig­
nificant value (p < 0.(001). Also the expression of RAG2 is 
increased inTEL/ AML l-positive cases but not to such extent 
(p = 0.0024 and p = 0.24, according to probe set used). Tbis 
supports the theory that the fusion gene has some secondary 
impact on the IgtTCR rearrangements. Despite tbe fact thal 
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the process is eertainly more complex, we might speculate 
that as there is no differenee in the frequency of IgH and 
TCR8 rearrangements between the TEL! AML l-positive and 
-negative eases, the fusion of TEL and AMLl genes takes 
plaee in the B-cell preeursor that already finished the rear­
rangement process of these genes. lncreased RAG activity 
in the TEL! AML I-positive cases could then stimulate rear­
rangements of 19K and TCRy. Tbis would fit with the data 
we present here and with the third scenario proposed in the 
discussion. 

ln our study, we provide resuJts of two different analyses 
conceming immunoreceptor gene rearrangements in the large 
group of TELlAMLl -positive ehildhood ALLs. We show 
that TEL! AML I-positive leukaemias bave more rnature pat­
tem of immunoreceptor gene rearrangements compared to 
the oegative eases. Our results as well as otber recent data 
allow us to analyse detailed scenarios on the timing of tbe 
origin of TEL! AML I fusion witb respect to the IglTCR re­
arrangements. Tbe tbird scenario proposed in this study fits 
best with the data from the analysis ofthe IgffCR rearrange­
ments in twins, in the Guthrie cards aDd in the TEL! AML 1-
positive ALL at diagnosis and relapse. We believe this sce­
nario is applicable to tbe majority of TEL! AML I-positive 
cases. However, we feel that much additional work must be 
done before this "whieh eomes firsť' problem is definitively 
solved. 
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Chimerism-directed adoptite inununotherapy in Ihe 
prewention and treatment of post-transplant retapse of 
leukemia in childhood 

We present the role of frequent monitoring of hema­
topoletic chimerism in the prediction of post-transplant 
relapse and our inltial experience with adoptive immuno­
therapy in the prevention and treatment of hematologie 
relapse in children after allogeneic hematopoietic stem cell 
transplantation, 
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Relapse of leukemia remains the major cause of treatment 
failure in allogeneic hematopoietic stem cell transplantation 
(HSCn in chi ldren, ln a prospective study we used frequent 
monitoring of hematopoietie ehimerism (HC)1·2 to identify 
patients with a high risk of post-transplant relapse and thus 
indieated for adoptive immunotherapy (AI),.l-6 Between January 
1997 and June 2001 we performed a total of 54 unmanipulat­
ed allogeneic HSCT from HLA-identical siblings (28) or matched 
unrelated donors (26) in 50 eonsecutive children with hemato­
logie malignancies in the University Hospital Motol, Prague.. 
Fifty-two evaluable follow-ups from forty-eight patients at a 
median age of 10 years (2-18 years) with acute Iymphoblastic 
leukemia (ALL; 18/17), acute myelogenous leukemia (AMl; 
17114), chronic myelogenous leukemia (CMl; 8), myelo­
dysplastie syndrome (MOS: 6) and juvenlle myelomonceytie 
leukemia (JMMl; 3) were induded in this prospective ehimerism 
study, Written informed eonsent was obtained from the parents. 
We analyzed HC in peripheral blood samples lIsing polymerase 
chain reaet ion of variable number of tandem repeats (ApoBII, 
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Rgure 1. KaplalHWeler estl/nates of relapse-free survl1lal for 
tbe CC and the MC eroups. Forty.four patlents were evalu­
allle for RFS. RFS for the ce group WIIS 20/22, whllat that 
for the MC group was 11/22. RFS for the MC group was 
7/9 8S compared to 4/13 for that ln th. MC eroup. 

Cot2A 1, YNZ22, Dl S80, HVR-Ig, TPO) wi th a maximum sensi­
tivity of 0,5%,7 Peripheral blood samples were taken weekly 
from day +8 until day + 100, then once a month during the first 
year following HSCT and thereafter according to elinical and 
taboratory outcome.' Complete donor chimerism (CC), charac­
terized by the disappearance of recipient ceUs until day +28 and 
sustained emergence of donor cells was documented in 29/52 
follow-ups. Mlxed chimerism (MC), eharacterized by the re­
emergence or persistence of recipient cells after day +28, was 
found in 23/52 follow-ups. Transient MC (trMC) was seen in 9 
follow-ups aod increasing MC (inMC) in 14 follow-ups, Con­
sidering the transplant-related mortality until day + 100,44 
follow-ups were evaluable for relapse-free survival (Rf S). At a 
median follow-up of 16,5 months RFS for the CC group was 
20/22, while that for the MC group was 11/22. Rf S for the trMC 
group was 7/9 as compared to 411 3 for the inMC group (Figure 
1). Two patients with CC (1 ALL 1 AML) relapsed after trans­
plantation without prior detection of MC: in both extra­
medullary relapse occurred. 

AI was used ln the prevention and treatment of post -trans­
pIa nt relapse in 13 patients/14 follow-ups (ALL 4, AML 5, CML 
3, JMML 1/2) . Treatment was started on the basis of inMC (9), 
ln molecular relapseS (1 ) or in hematologie relapse (3/4). Wlth­
drawal af post-transplant immllnosuppression (IS) was per­
formed in 11 patlents, 5 patients with no or only transient 
response to withdrawal of IS received second-line therapy by 
donor Iymphocyce infusion (OU). In 3 follow-ups without IS, 
DU was applied as a front-line therapy.4 Doses ofC03+ cells var­
ied between 1 1 ()5 and 2.4 l()8/kg body weight according to 
type of donor and indicat ion for DU. Complete response to AI. 
defined as sustained recurrence of CC and continuous complete 
remission (CCR), was documented in 6/1 4 follow-ups (second 
post -transplant relapse in a patient with JMML 3/3 patients 
with CML, and in only 2/9 pat ients with acute leukemia) at a 
median foUow-up of 28 months (range 6 to 46 months), Dne 
patient with ALL achieved CC but died soon after of severe 
graft -versus-host dlsease (GVHD). Only temporary responses 
(transient decrease or disappearance of MC) were seen in 3 fol­
low-ups (2 AML. 1 JMML) with subsequent hematologie relapse 
8, 9 and 20 months aft:.er the initiation of AI. No response to AI 
was seen in 4 follow-ups (2 ALL, 2 AML), Overall survival of the 
patients treated with AI was 8/13 (Ali 1/4, AML 3/5, CML 3/3, 
JMML 111). Out of 3 patients/4 follaw-ups treated in hemato­
logie relapse only 1 (JMML) is alive in CCR. Pre-emptive AI was 
performed in 10 patients. Initial response was documented in 
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8/10 children w ith recurrence of CC in 6 of them. In 2 children, 
a significant long-term decrease of MC was documented and 
AI probably postponed hematologie relapse. This allowed us to 
perform a second transplantation ln both patients..9 SecoOOary 
GVHD grade I- III was seen in 5/14 follow-ups and was fatal in 
one pat ient 

We confirmed that pat ients with increasing MC have a sig­
ni ficantly higher ri sk of hematologie relapse.' Continuous CC 
together with trMC usually proved to be a goOO prognost ic fac­
tor, but in our experience had limited value in predicting 
extramedullary relapse. Detection of HC is a simple, reliable and 
rapid method and when performed frequently, allows us to 
identity patients indicated fO!' AI. A graft-versus-Ieukemia effect 
of AI in our small cohort was evident ln patients w ith CML and 
JMML was less effective in pat ients with AMl. and was ques­
tionable in patients with ALL. We speculate that in patients 
with acute leukemia AI methods are more effective when ini­
t iated early befO!'e fullleukemia recurrence. 
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lmersion ol intron 1 ol the factor VIII gene for direct 
molecular diagnosis of hemophma A 

An intron 1 inversion of tne factor VIII gene has been 
recently describOO as a consequence of an intrachromoso­
mal recombination involving a 1041bp specifie duplicon 
Inside aOO outside the gene. We investlgated the intron 1 
inversion in a cohort of 201 Spanish hemophilia A (HA) 
families. lhe inversion was detected in 4 families with 
severely affected cases of HA and no inhibitor history. The 
freq~ of the inversion among cases of severe HA cases 
was 5% (4n9), confirming that this Inversion is a recurrent 
mutational event . 

Haematologica 2003;88:118-120 
(htlp:/ / IItWN. haema/Qlogíca.org/200L01/ 88118.hrm) 

lhe most frequent mutation in severe hemophilia A patients 
is an inversion of intron 22 of the factor VIII gene, described 
8 years after the eloning of the gene.1.2 ln 1996 an inversion 
breaking intron 1 was detected in two hemophi lie monozy­
got ie twins.3 This was originally regarded as a rare event, bul 
6 years later, the same group in the United Kingdom reported 
that this inversion was a recurrent event in pat lents wit h 
hemophilia A (HA).4 A 1041 -base pair sequenee (intl h-1) of 
the intron 1 was found to be duplieated (intl h -2) and orient­
ed in the opposíte direction 140 kb outside the gene between 
the C6.1A and VBPl genes. This inversion arises from a recom­
bination event between the two homologous sequences in t l h­
l and intlh-2 (Figure 1). 

Dne hundred aOO eighty-five unrelated HA patients aOO 16 
mothers of deceased hemophiliaes, in whom inversion of 
intron 22 had been excluded, were investigated for the pres­
ence of inversi on of intron 1. Dut of 201 cases, 79 had severe 
disease, 53 had moderate disease and the remaining 69 had a 
mild phenotype. FO!' inversi on analysis, two polymerase chain 
reactions (?CR) were performed as previously described4 w ith 
slight modifieations. In the first reaet ion, primers specific for 
intlh-1 (9F, 9cR) plus the primer int l h-2F were used in an 
amplification reaction that yielded a 1908 bp product from nO!'­
mal DNA aOO a 1323 bp product if the inversion was present 
(Figures 1 and 2). In the second reaction, prlmers speei fie for 
intlh-2 (intlh - 2F, intlh - 2R) plus the primer 9F yielded a 
11 91 bp product from normal DNA and a 1776 bp product in 
the presence of an inversion, assuming that t he interchange is 
reciprocal. The pattem of the carriers had both bands (Figure 2). 
For haplotype analysis, four intragenic (Intron 13 CA repeat, 
&:n intron 18 and Intron 22 CA repeat by PeR and KpnllXbal 
intron 22 by Southem biot) and two extragenic (DXS52 by peR 
and DX13 by Southern biot) markers were used as previously 
describOO.5.6 

The test was positive ln 3 out of 185 HA patients and in one 
oul of the 16 HA mothers. The overall frequency of intron 1 
inversion in all hemophil iacs without intron 22 inversion was 
4/201 (2%). The cafcu lated frequeney w as 5% (4/79) when 
considering only severe eases. Three were familial cases and in 
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SOUHRNNÉ PRÁCE • PŮVODNÍ P RÁCE • KAZUISTIKY 

Je fúzní gen TEL/AMLl vhodným znakem 
pro sledování reziduální nemoci u dětí s akutní 
lymfoblastickou leukemií? 

M d - Jl, 2 M - 'k ' K 1 F - k 'E 1 SV , k 'L 1 Z ' LIZ J 1 a zo . , UZl ova ., ron ova ., ram ova ., emanova ., una ., 
Starý J.3 , Trka J.1,* 

1 C;LIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague, Klinika dětské hematologie a onkologie, 
2 Ustav fyziologie, UK 2. LF, Praha, 3 Klinika dětské hematologie a onkologie, UK 2. LF a FN 
v Motole, Praha, * korespondující autor 

Souhrn 

Za standardní postup při sledování minimální reziduální nemoci u dětských akutních lymfoblastických 
leukemií se v současné době považuje kvantitativní detekce klonálně specifických přestaveb imunore­
ceptorových genů (receptorů T buněk a imunoglobulinů). Optimalizace detekce dvou výše uvedených 
nezávislých přestaveb s citlivostí alespoň jedné maligní buňky mezi deseti tisícem normálních buněk 
se však nezdaří u všech pacientů. Fúzní gen TEL/AMLI je nejčastější chromozomální aberací u dětských 
akutních lymfoblastických leukemií a nalézá se u více než 20 % pacientů. Srovnání hladin reziduální 
nemoci paralelně vyšetřených pomocí kvantitativní polymerázové řetězové reakce na transkl'ipt 
TELlAMLI a na přestavby imunoreceptorových genů ve 41 vzorku ukázalo celkově velmi dobrou 
korelaci s pouhými dvěma výjimka mi (R2 = 0,847). Kvantitativní detekce transkriptu TELlAML1 tedy 
může posloužit jako alternativní c íl prO sledování MRN u pacientů s TEUAML1 pozitivní leukemií 
s nedostatkem citlivých standardních znaků - přestaveb imunoreceptorových genů. Mezi 52 pacienty 
s vyšetřenou hladinou reziduální nemoci na konci induk ce d e tekovate lné T E UAML1 pozitivní buňky 
jednoznačně oddělily pacient y se špatnou prognózou (přežití bez relapsu = 50 %; 7 relapsů ze 14 dětí) 
od dětí s výbornou šancí na přežití (přežití bez relapsu = 92 %; 3 děti z 38; p = 0,0007). Detekovatelné 
TEUAML1 pozitivní buňky na konci indukce tedy předpovídají s vysokou pravděpodobností relaps, 
i když se vyskytne až 57 měsíců od d ia gn ózy. 

Klíčová slova: dětská akutní lymfoblastická leukemie, TELlAML1, kvantitativní PCR, minimální rezi­
duální nemoc 

... 

Summary 

Madžo J., Mužíková K., Froňková E., Šrámková L., Zemanová L., Zuna J., Sta­
rý J., Trka J.: ls TEUAMLl fusion gene appropriate marker for minimal residual disease 
monitoring in children with acute lymphoblastic leukaemia? 

Currently the q uantitative detection ofclonal-specific rearrangements ofimmunoreceptor genes (T-cell 
receptors and immunoglobulins) is considered to be the standard approach in minimal residua I disease 
(MRD) monitoring in childhoo d acute lymphoblastic leukaemia. However, optimisation of two inde­
pendent rearrangements with sensitivity of at least one malignant cell among 10000 normal cells is not 
successful in all patients. TEUAML1 fusion gene is the most common chromosomal aberration in 
child bood acute lymphoblastic leukaemia and is present in more than 20% of patients. Comparison of 
residual disease levels examined simultaneously by quantitative polymerase chain reaction on 
TEUAML1 transcript a nd on immunoreceptor gene rearrangements in 41 samples showed very good 
overall correlation with only two exceptions (R2=0,847). Thus, quantitative detection of TEUAMLl 
transcript can serve as an alternative target for MRD monitoring in patients with TELlAMLl-positive 
leukaemia and a lack of sensitive standard markers - immunoreceptor gene rearrangements. Among 
52 patients with residual disease level tested at the end ofinduction therapy, the presence ofTEUAMLl­
positive cells reliably separated patients with poor prognosis (relapse free survival = 50%, 7 relapses in 
14 patients) from children with excellent outcome (relapse free survival = 92'70, 3 relapses in 38 patients, 
p=0,0007). Detectable TELlAML1-positive cells at the end ofinduction therapy thus predict relapse with 
a high probability even though the relapse occurs 57 months from the original diagnosis. 

Key words: childhood acute lymphoblastic leukemia, TEUAMLl, quantitative PCR, minimal residual 
disease 
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Úvod 

Minimální reziduální nemoc (MRN) je definována 
jako subklinická úroveň leukemie, kdy v průběhu te­
rapiejiž maligní blasty nejsou běžnými cytologickými 
metodami detekovatelné a jejich zastoupení v kostní 
dřeni se pohybuje pod 5 %. V této situaci hovoříme 
o kompletní hematologické remisi, avšak pacient 
může mít i za tohoto stavu v těle až 1010 maligních 
elementů (1) . Právě tyto přežívající nádorové buňky, 
které léčbě unikly, mohou později způsobit relaps 
leukemie. Na velkých souborech pacientů s akutní 
lymfoblastickou leukemií (ALL) bylo dokázáno, že 
rychlost "čištění" kostní dřeně od maligních buněk je 
nezávislým prognostickým ukazatelem (2, 3). Tento 
fakt vedl k tomu, že v r'adě léčebných protokolů (mimo 
jiné i v protokolech největší evropské skupiny BFM) 
je dnes vyšetření MRN jedním ze základních kritérií 
pro stratifikaci pacientů do rizikových skupin. Kon­
krétně v protokolech BFM jsou po iniciálním rozděle­
ní do skupin se standardním, středním a vysokým 
rizikem (podle věku, leukocytózy a přítomnosti chro­
mozomálních aberací) pacienti s detekovatelnými 
hladinami MRN (~10-4, tj. nejméně jedna leukemická 
buňka mezi 104 mononukleárními buňkami kostní 
dřeně a/nebo periferní krve) přeřazováni podle přesně 
stanovených kritérií do skupiny s vyšším rizikem re­
lapsu a tedy intenzivnější terapií. 

Nejčastěji používaná metodika ke sledování MRN 
využívá kvantitativní detekce klonálně-specifických 
přestaveb genů pro imunoglobuliny (lg) a T-buněčné 
receptory (TCR) na DNA úrovni. Z důvodu možných 
změn přestaveb v průběhu terapie vyžadují kritéria 
vyšetřování pacientů současné monitorování alespoň 
dvou různých přestaveb IgfI'CR s citlivostí ~1O.4 
Současné moderní způsoby kvantifikace MRN jsou 
založeny na metodě kvantitativní polymerázové r'etě­
zové reakce v reálném čase (RQ-PCRJ. 

Alternativním klonálně-specifickým cílem pro sle­
dování MRN u dětských ALL jsou fúzní geny vzniklé 
z chromozomálních translokací. Nejvýznamnější z to­
hoto pohledu je zřejmě fúzní gen TEUAML1 
(ETV6/RUNX1) vznikající jako produkt translokace 
t02;21)(p13;q22), neboť se nachází až u čtvrtiny 

všech dětských ALL (4). Jeho detekce je založena na 
kvantifikaci mRNA, nemonitoruje tedy přímo množ­
ství leukemických buněk, ale hladinu exprese genu. 
Jejím základem jsou rovněž PCR techniky, avšak pro 
nutnost přepisu informace z RNA hovor'íme o kvanti­
tativní reverzně-transkriptázové PCR v reálném čase 
(RQ-RT-PCR). 

Zatímco výhodou klasické metody pomocí 19fI'CR 
přestaveb je použití DNA (snadnější izolace nukleové 
kyseliny, nezávislost na stavu exprese v leukemic­
kých buňkách), nevýhody jsou ve značné pracnosti 
postupu. Jen úvodní screening zahrnuje podle dopo­
ručení skupiny BIOMED-1 celkem 18 PCR systémů 
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pro detekci přestaveb 19 a TCR u ALL z B i'ady a na­
víc každý pacient vyžaduje optimalizaci dvou systémů 
s jedinečnými pacient-specifickými primery. Alterna­
tivní postup je jednodušší v tom , že jednou zavedený 
sys tém na kvantifikaci hladiny TEUAML1 je beze 
změny použitelný pro všechny pacienty s touto abera­
cí. Na druhé straně vyžaduje izolaci RNA z pa­
cientského materiálu a jeho výsledky mohou být teo­
reticky více ovlivněny kvalitou vzorku, časem mezi 
odebráním a zpracováním krve či kostní dřeně a také 
tím, jak je exprese TEUAML1 mRNA ovlivněna sou­
časně probíhající antileukemickou terapií. 

V naší studii jsme se pokusili srovnat hodnoty MRN 
pacientů s TEU AML1 pozitivní leukemií získané obě­
ma popsanými metodami a ověřit použitelnost obou 
metod v klinické praxi. Za tím účelem jsme museli 
také vyšetřit, jak je exprese fúzního genu TEU AML1 
ovlivněna časem mezi odběrem a zpracováním vzorku 
a také jaký vliv na ni má probíhající terapie. 

Materiál a metodika 

Pacienti a vzorky 
Do studie bylo zahrnuto 8 dětských pacientů s ALL 

pozitivní na fúzní gen TEUAML1, od kterých byly 
k dispozici vzorky kostní dřeně z diagnózy a z dalšího 
průběhu léčby . Šest pacientů prodělalo S2 relaps, dva 
jsou stále v první remisi onemocnění. Celkově byl 
vyšeU-en 41 vzorek. Vzorky byly získány s písemným 
souhlasem pacientů či jejich zákonných zástupců. 
Děti byly léčeny podle protokolů ALL-BFM 95 a ALL 
lC-BFM 2002. 

.. 
Izolace jaderných / mononukleárních buněk 
Buňky byly z kostní dřeně / periferní krve izolovány 

pomocí centrifugace na hmotnostním gradientu (Fi­
coIl Paque, PHARMACIA, Uppsala, Sweden) nebo 
osmotickou lýzou. Počet živých buněk pro experimen­
ty byl počítán ve světelném mikroskopu pomocí try­
panové modři. 

Extrakce RNA a příprava cDNA 
RNA byla extrahována pomocí upravené jednokro­

kové metody Chomczynskiho & Sacchi (5). Integrita 
a množství izolované RNA byly ověřeny pomocí aga­
rozové elektroforézy. Pro přípravu komplementární 
DNA (cDNA) byly použity náhodné hexamery a re­
verzní transkriptáza MMLV (INVITROG EN, Carls­
bad, CA, USA) a byl zachován postup podle návodu 
výrobce. 

Amplifikace TEL/AMLl cDNA (RT-peR) 
Klasická dvoukolová PCR detekce transkriptu 

TEUAML1 byla prováděna podle postupu popsaného 
dí'íve (4). Citlivost metody dosahovala 10.4 až 10-5 

(jedna TEUAML1 pozitivní buňka mezi 10000 až 
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100 tisíci ostatními jadernými buňkami kostní di-e­
ně), jak bylo ověřeno pomocí diluční i·ady. 

Kvantitativní detekce TEL I AMLI cDNA 
(RQ-RT-PCR) 
Amplifikační systém TELlAML1 zahrnuje exon 5 

genu TEL a ž exon 3 g-enu AMLl. PI'imerya tiondy 
byly připraveny ve spolupráci s firmou TIB Molbiol 
(Berlín, SRN). Hybridizační sondy byly značené na 
phlehlých koncích fluorescenčními barvami 3'-fluo­
resceinem a 5'-LC Red 640, ke kvantitativní detekci 
byl použit pr-ístroj pro "real-time" PCR LightCyc\el' 
mOCHE DLAGNOSTICS GmbH, Mannheim , SRN) 
Exprese TEUAML1 byla normalizována vůči expresi 
kontrolního genu pro beta-2-mikroglobulin (B2M) 
z důvodu odstranění variací koncentrace jednotlivých 
vzorků. Oba amplifikační systémy již byly popsány 
v předchozích studiích (6). Všechny vzorky byly ana­
lyzovány v duplikátech. 

Extrakce DNA 
DNA byla extrahována pomocí QIAamp DNA Blood 

Mini kitu (QIAGEN, Hilden, SRN) a její množství 
a čistota ověl'eny na spektrofotometru. 

Detekce 19 I TCR pFestaveb 
Detekce pf'estaveb Ig/TCR byla provedena pomocí 

PCR, jak bylo popsáno dříve (7). Ke screeningu pře­
staveb 19 a TCR genů v diagnostickém materiálu bylo 
využito 18 l'ůzných PCR systémů s "konsensus" pri­
mery pro jednotlivé rodiny a podrodiny genových seg­
mentů V (variable l, D (diversel aJ Uoin) (8,9>. PCR 
reakce byla provedena u všech syslémú shodným lep­
lotním profilem: 2 min. při 94 'C; 35 cyklů: 45 s při 

92 ·C, 45 s ph 60 ·c a 45 s při 72 ' C; a závěrečná 
elongace 10 min. při 72 ·C. Pf'ítomnosl pi'estavby se 
následně orientačně detekovala pomocí horizonlální 
gelové elektroforézy . 

Anal.ýza hetcroduplexiJ. 
V pI-ípadě pozitivity screeningu na pi"estavby IRG 

byla určena monoklonalita/biklonalita (resp. oligoklo­
nalita) tohoto signálu pomocí analýzy heteroduplexu 
v polyakrylamidovém gelu. 

Produkt PCR byl nejprve denaturován při 95 ' C/ 
15 min. a pak rychle zchlazen na teplolu 4 'C/oO min ., 
čímž byl<.J umožněna zpělná I'enalurace a formace 
homo- retipektive heteroduplexu. Delekce homo- a he­
teroduplexů byla prováděna v 8 % nedenaturujícím 
polyakrylamidovém gelu ph 4 ·c a konstantním na­
pětí 10 mA během 24 hodin . Gel byl po elektrofOl'éze 
obarven ethidium-bromidem a vizualizován pomocí 
dokumentačního systému GEL DOC (BIO-RAD, Hel'­
cules, CA, USA). 

Analyza se/wencí 

Po heteroduplexní anal .ýze byly ste rilně vyi'íznuty 
pozitivní proužky odpovídající monoklonálním pí'e-

slavbám, DNA byla eluovúna z gelu <I eluúl byl ná­
sledně reamplifikován. Produkt byl separován vaga­
rózové elektroforéze a pi'ečištěn pomocí QIAquick 
peR P urification kitu (QIAGEN, Hilden, SRN>. 

DNA byla sekvenována pomocí kapilární elektl"Ofo­
rézy ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (APPLlED 
Bl OSYSTEMS, FOf.:ler Cily, CA, USA). Získané sck­
vence byly analyzovány pomocí softwaru CHROMAS 
1.5 (TECHNELYSIUM, Queensland, Aust!'aliaJ, 
VECTOR NTI 8 Suite ťINFORMAX, Belhesda, MD, 
USA) a softwaru BLAST (NCBI , Bethesda, MD, 
USA). 

IRGRQ-PCR 

Kvantitativní detekce klonálně f.:pecilické ph~slav­
by byla provedena pomocí specifického PCR sy~tému. 
Forward primer pro každý systém byl vytvol'en jako 
alelo-specifický oligonukleotid (ASO), podle tiekvence 
19 nebo TCR pl-Cti ta vby , na speci flckélll útieku pi'ccllO­
du genov.ých Regmentů: VDJ, VD nebo VJ - v závis­
losti na použitém systému. Primer byl navrl1nut tak, 
aby ho bylo možno použít v RQ-PCR s hydrolyzační 
sondou a reverzním primerem umístněnýmí v kon­
sensus oblasti. Cílem bylo nalézt u každého pacienta 
v oplimálním p1"ípadě dva cíle pro sledov<Íní MRN. 
Každý systém byl optimalizován samostatně tak, aby 
dosáhl detekční citlivost alespoň 10'\. Kvantitativní 
detekce klonálně specifických pí'estaveb IRC byly pro­
vedeny s použitím phstroje pro ,.real-time" PCR ABI 
PRlSM 7700 (APPLlED BIOSYSTEMS, Foster City, 
CA, USA) nebo iCyclel' iQTM (mO-HAD, HCI"Cldes, CA, 
USA) v triplikátech. 

Stanovení exprese TEL IAMLl po cyl()sl.((l.iclu! léc'/Jě .. 
TEUAML1 pozitivní REH buněčná linie byla kulti-

vována v Roswell Park Memorial Instilule (RPMI) 
mediu 1640 s 10 (y, fetálního hovězího séra a 2mM 
L-glutaminem. Buňky byly ošeti"eny cytostatikem L­
Asparagináza (K.idrolase; RHONE-POULI~NC, Rel­
Ion, Francie) v logarilmieky rwi·cděn.ých konccnlra­
cích: 0,4 U/ml, 4,0 U/ml, 40,0 U/ml, a 400,0 U/ml. 
Následně po 24 a 48 hodinách kultivace byly huúky 
sklizeny a byla z nich extrahov:ína ccllwvú RNA 
a kvantifikovaná normalizovaná exprese TBLlAML1 
fúzního genu. Expel'imenty byly provedeny v tripliká­
lech. 

Výsledky 

Stabilita trans/mptll TEL I AML 1 v čase 

Simulovali jsme transport vzorku 'fEUi\MLl pozi­
tivní ALL. Ph polw.io"l'll'plolějSllll' ()dl~i>rr;tli Zl' "mr­
ku TBL/AML1 pozilivní kotitní di'enl' it.lcnlick.ý alik­
vot (10 milionů buněk) a zpracovali ho slandal'dním 
způsobem. Pomocí RQ-RT-PCRjsme hodnolili celkové 
množství mRNA ve vzorku (pomocí kvanljfilwcc vnil-
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řního standardu tzv. housekeeping genu, v našem 
případě genu pro B2M), množství transkriptu 
TEUAML1 a změnu jejich vzájemného poměru 

(TEUAML1N). Prokázali jsme, že v průběhu prvních 
24 hodin po odběru kolísá exprese TEUAML1 i B2M 
v rámci jednoho řádu, po 30 hodinách dochází v obou 
hodnotách k výraznějšímu poklesu. Normalizovaná 
TEUAML1N je však stabilní v čase po dobu nejméně 
78 hodin od odběru vzorku do jeho zpracování. 

Stabilita exprese TEL / AMLl po léčbě cytostatiky 
Abychom ověřili , zda chemoterapie ovlivňuje expre­

si hybridního genu TEUAML1, simulovali jsme in 
vitro léčbu maligních buněk nesouCÍch gen 
TEUAML1 pomoCÍ cytostatika L-asparaginázy, která 
je důležitou komponentou protileukemické léčby . 

Do buněčné kultury TEUAML1 pozitivní leukemické 
linie REH jsme přidávali L-asparaginázu v rostouCÍ 
koncentraci (0,4 - 400 U/ml) a měřili normalizovanou 
expresi TEUAML1 (TEUAML1N). Zjistili jsme, že 
u buněk, které léčbu cytostatikem přežily, se 
TEUAML1N nezměnila (obr. 1). Tento výsledek po­
tvrzuje, že kvantitativní detekce transkriptu 
TEUAML1 v průběhu terapie skutečně monitoruje 
počet reziduálních buněk. 

z 
~ 0.1 

§ 
WO.Ol 
fo-

K 0.4 40 400 

- 24 hodin 

.48 hodin 

L·Asparagina<a I [U /ml) 

Obr. 1. Normalizovaná exprese hybridního genu TEUAML1 
se signifikantně nemění ani po relativně vysokých dávkách 
L-asparaginázy v porovnání s kontrolou . 

Detekovatelné TEL / AMLl pozitivní buňky na konci 
indukční léčby předpovídají relaps leukemie 
Měli jsme k dispozici celkem 52 vzorky dětí 

s TEUAML1 pozitivní ALL léčených podle protokolu 
ALL-BFM 95, odebraných na konci indukční části 
léčby (den +33). Mezi 52 pacienty s vyšetřenou hladi­
nou reziduální nemoci na konci indukce detekovatel­
né TEUAML1 pozitivní buňky jednoznačně oddělily 
pacienty se špatnou prognózou (přežití bez relapsu = 

50 %; 7 relapsů ze 14 dětí) od dětí s výbornou šanCÍ na 
přežití (přežití bez relapsu = 92 %; 3 děti z 38; p = 
0,0007) (obr. 2) . Medián sledování souboru je 62 mě­
síců, relapsy se objevily 12-58 měsíců od diagnózy 
nemoci. Kvantitativní analýza hladin MRN nepřine­

sla signifikantní výsledek, relapsy byly distribuovány 

prakticky rovnoměrně ve skupině s vyšší hladinou 
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Obr. 2. Analýza 52 pacientů s TEUAML1 pozitivní ALL uka· 
zuje prognostický význam detekovatelné MRN na konci indukč­
ní léčby. Přežití bez relapsu (Disease Free Survival - DFS) je 
vysoce signifikantně horší ve skupině 14 pacientů s detekova­
telnou MRN: 7 z nich již prodělalo relaps. 

MRN (10-2- 10-4
; 4 relapsy ze 7 pacientů) a nižší hla­

dinou MRN (<10-4
; 3 relapsy ze 7 dětí). Ani interval 

mezi diagnózou nemoci a relapsem se u těchto skupin 
signifikantně nelišil (32-43 měsíce versus 12-57 mě­
síců; 29-58 měsíců pro děti bez detekovatelné MRN). 

Srovnání hladin MRN podle RQ-PCR a RQ-RT-PCR 
Porovnali jsme výsledky analýzy MRN podle dvou 

metod u celkem 41 vzorku od 8 pacientů s TELlAML1 
pozitivní ALL. Vzorky pocházely od pacientů sledova­
ných pro relaps ALL (n = 6) a od pacientů stan­
dardního rizika léčených podle nového protokolu 
ALL-IC 2002 (n = 2). Všechny vzorky byly vyšetřeny 
v každém z porovnávaných bodů individuálně urče­
nou a optimalizovanou IRG RQ-PCR s citlivostí ales­
poň 1:10-4

. Pět pacientů mělo dva cíle, tři pad~nti byli 
vyšeti"eni pomocíjednoho cíle. Použilijsme 8x přestav­
bu 19-kappa, lx přestavbu IgH, 2x TCRdelta a 2x 
TCRgamma. Současně jsme všechny vzorky analyzo­
vali pomocí jednotné metodiky pro RQ-RT-PCR detek­
ci transkriptu TEUAMLl. 

41 5·6·.1.1 

, .. 

1 , .. 
• 

a:ťi" 
OU 
t:o, ". Cla •• • -~ 

.-/" 

'otdli/_·~ 
10 ' ID' 

• • 

• 
.... ~ . / . /. / .... / .. ,/ 

Y _ .... .... 
,,/ . . .. .... 

'o' 

TEUAML1 
(RQ-RT-PCR) 

'o ' , .. 

Obr. 3. Graf ukazuje velmi dobrou korelaci dvou nezávislých 
metod pro zjišťování MRN na celkem 41 vzorku (R2=O,B47). Dva 
označené body ukazují odběry, ve kterých lRG RQ-PCRdeteku­
je významně vyšší hladiny MRN než TEUAMLl RQ-RT-PCR. 
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V 17 případech obě metody prokázaly negativní 
výsledek, tj , nedetekovatelnou hladinu MRN , 22 vzor­
ků bylo pozitivních oběma metodami a korelovaly 
v rozmezí menším než jeden hid, ve ovou php;lo('ch 
RQ-RT-PCR podhodnotila hludinu MRN určenou pod­
le pi"estaveb IRG o více než jeden řád (obl'. 3l. Celková 
korelace obou měření byla velmi dobrá (R2 = 0 ,847l. 

Diskuse 

Kvantitativní metodika sledování MRN u dětských 
ALL pomocí RQ-PCR zaměřené na pi'estavby IRG je 
velmi spolehliv,ým, mezinárodně standardizovan,ým 
postupem, Bohužel se jedná o metodu mimoi'ádně 
pracnou, časově náročnou a dl'ahou, Je to dáno zejmé­
na tím, že přestože je díky designu syslému IRC 
RQ-PCR možné používat pouze omeze1lÝ pOl:d nuo­
rescenčně značených sond pro vi\echny pacienly, pro 
každého z nich je třeba navrhnout a optimalizovut 
individuální primery na základě sekvence jednotli­
vých přestaveb , Navíc se ne vždy podaj"í nalézt dosta­
tečně citlivý cíl, ať už pro nedostatek klonálně speci­
fických pi'estaveb nebo pro nemožnost navrhnoul, 
phpadně optimalizovat dostatel:ně specifickou a pí'i­
tom senzitivní RQ-PCR (nap" , pro nedostatek vlože ­
ných N nukleotidů u přestaveb TCRgammal, Použití 
kvantitativní detekce množství transk ri ptu často se 
vyskytujícího hybridního genu (jakým je u d ětských 
ALL gen TEUAMLlI se proto jeví pro svou relativní 
jednoduchost (stejný systém pro všechny TELlAMLl 
pozitivní pacienty) jako zajímavá alternativa , 

Rozšíření tohoto systému do klinického použití do­
sud brání obava, zda je skutečně hladina exprese 
mRNA shodná u všcch pacienlu a z<.b se neml\ní 
v průběhu terapie nOl. Aby tyto potenciální námitky 
mohly být vyvráceny, bylo li'eba provés l někol i k i II 
vitro experimentů a předevš ím přímé pm'ovnání obou 
výše zmíněných metod , Důležitým p['edpokladem 
kvantitativního hodnocení množství transkriplu 
TEUAML1je výběr vhodného kontrolního ("house ke­
eping") genu, Ten se používá jako interní standard 
množství mRNA , ke kterému se vztahuje počel kopií 
TELlAMLl mRNA. Rychlost degradace mRNA kon­
trolního u cílového gen u by měla být stejná nebo velm i 
blízkú, aby v době me/ i odhě l'l~1ll vzorku ,Ijelto /,pr;l­
covúním (izolací ml{NA) nedošlu k ovli v něni ponlěrll 
cílového a kontrolního genu a tím k arte ficiálnímu 
nadhodnocení nebo podhodnocení výsledné hladiny 
M RN, Podle lilerárních údajll j s nH! zvolili gPIl r~2M , 

jiné skupiny použily nap[', gen ABL (10, lIl , Naše 
experimenty prokúza ly, že rvchlost odbour<Í\'ání 
lranskript-ú B2M CI TELlAMLI jl' (;tki'k,1 id( ~ nlick;i 

" průběhu 78 hodin ocl odběru vzorku kostní di'eně 
u z[\ručuje ted y nem ě nnost normali zované exprese 

TEU AM Ll N, N icmént· ji ž po IIplynut.í 24 hodin c!ochú­

zí k signilikalllnílllu pokles u mJ)ož.sLví obou mRNA_ 

Pr'estože jejich vzájemn,Ý poměr není ovlivněn, ztrála 
absolutního množství traJlskriplú llli'I že vésl I< ome­
zení citlivosti n k falešné negativním v,ýsledkúlll, Vzo­
r('k koslní cli"l'nl' nl'lHl k rv\' b,v (l'cly IlI l'l h\'t. zpr;ll'o\',ín 
P\'() úl:l'I,v nwniLol'Ol':íní IVlltN Ill'jpozd('ji do ,jednol\() 
dne po odebrání. V podmínkách é:l'sk\', repuhliky je 
možno tento požadavek s plnit a napros tá většina 

vzorků v naší I'elropospel<livní sludii byl;1 zl)r:lcována 
Unllo zpúsolJenl. 

Zajíl1lavým zjištěním j e , že cylosLatická ItSčbu (ti'c­
baže se jedná pouze o monoll'rapii L-asp<lmginázouJ 
v in vitro experimenlu neovli v l1uj(~ hladinu cxprpSl~ 

TEUAMLl. Tento výsledek napovídá, že kvantita­
tivní detekce transkriptu TEUAMLl určuje skuteč­
nou hladinu MRN v různých fúzích léčby , bl:/. ohledu 

na prodělanou chemolerapii, 

Prediktivní hodnot[\ kvunlilntivní detekce lrans­
I\I-iplu 'ľl'~L!AMLl pro rel:lps c1l'Lsk0 ALL hyl :1 dosud 
v lill'ralui'(-: duložena P\HIZl' 1I<1~í ::;kupiJloU (GI, V roz­
š íi'\'né unal,ýze , klpr:).il' součástí ldo prúc(', dok,lzuj(' ­
m e , že detekovalelnri hladina TELlAMLL mH,NA na 
konci indukce je v,ýznamn,ým riziko vým pJ'()gnosLic­
kým faktorem pro re laps leukemie, Sle,jně j :tlw v ph­
padě využití IRG RQ-PCR nachúzínlC p:Jcil'llly , kll!i'í 
l!Iěli v dell skonl:ení indukce l1l'cletckovalelnou MH,N 
a pi'eslo u nich došlo k relapsu_ Z lllho ,jl' zl'l'jIlH\ ;i,l' 
i nižší hodnoty MRN (I)Oc! hr:lllicí dl'll'kfní ciL\ivosli 
všech dnes používan.ých m etod J mohou v é~l k rl'lap~ u , 

Relativně ol1l c zen ,ý počel paci e nlu s n:iskdn,;m J'e lap­
sem v naší studii (d~IJl ,ý celkovl' dolJl'OlI pJ'ogn<Ízou Ldo 
genotypové skupiny děLsk ,ých ALLJ nedov()luje ud'it, 
zda výše hladiny MRN rozhoduje o v,,:š i rizikurc lLtps u 
či okum7,ikujeho n:í,c;lllpu, 

Samotné s]'ovn6ní dvou melodik delekce MHN vy-
q , 

znívá vcelku p['íz nivě pJ'O TI~L!AM L 1 l{(~-RT-PCI{, 
.ll'\llI lt se dosud () IIcjV('I..Ší p llhlik')v,lný souhllJ' paJ'a­
lelně vyšetf'ených I'zoJ'kú TELlAMLl pozilivní ALL. 
i Vl' sJ'ovnúní s jedillou d;tl,ší v,,:zlI :llllnL'j <:; i Jlllhlikll\',l­
nOll prací (IOJ, Velmi blí zl«i detekčn í ritlivost obou 
postupu (]'ovnú nebo lepší 1:1 (rl I unlOžlíu.il' pi'ímé 
porovnání , V,\'born;í kOJ'('I:Il'l~ Vl' VZOJ'cích Jloll tím(.o 
detekčním pruhe m (celkem 171 i v odhl' I'l'rh s po/iLi v­
nimi hodnotami (celkem 22J cl()klúdú prakLickou a pli­
kovatelnost TELlAMLI RQ-l{'J'-l'CI-t Ullly s lně by li 
pro analýzu vybl-úni pi'edevším Jlaci(-~ nli s ITlapsem 
ALI" u kter,ých .ie v obclohí PI'l'cI :l ltH'ho po rcl:lpsu 
v('Lš í PI ';lv<!(·p()(lo!l,ws(. i'.: irhyll\ l(,lfl"'lllirkl:('h hl1ll(, k, 

CI lak bylu zaručello SI'OVII ,'II':l lli 111<I<lil1 1\,J I,N \' Jlm,i­
tivních hodnotách , Oba ne kOl'elu,iící vzoJ'ky 1ll:I.i í I' elmi 
vysokou hl a dinu M.H.N podle m,c RQ-I'CI{ Pi'es Ložl' 
naše in vitro vX[ll'J'iITll'nly I vii'. V Ýš\'1 prok;Ii'.II,ji ol!:tk. 
mohlo v těchto vzorcích dojíl k ovlivnění l' Xpl'l'Sl' genu 
TELlAlVILl, degrad;1ci mRNA 7'I)l1solwIH', lJ':1n s IHIl '­
leJlI či ll 'chllic!<,e cllyl)(-'., 1'()dsLd,I\( : j l', :i,t, pi'l'slo'Í,l' 

rozdíl v hladinách MRN pt'evýš il ukceplov:l(.l,lný je­
dpn ('<lcl, i TEUAML 1 RQ-RT-PCn p()Ll'I'dilo pi'itolll­

nos t MRN, Současnt! výs ledky pOl'()vnúní lěchlo dvou 

nezávislých metod detekce MHN !ll'Ok;I:t,uji, ;,l' ,ie zldi-
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nického hlediska nesprávné přeceňovat dynamiku 
MRN v úzkém detekčním rozpětí. 
Celkově naše výsledky dokazují, že v případě nedo­

statku (druhého) dostatečně citlivého markeru na 
úrovni DNAje možno pro sledování MRN použít kvan­
titativní detekci transkriptu TEUAMLl. Jevšak U'e­
ba přísně dodržovat veškerá technická opatření, počÍ­
naje co nejkratší dobou od odběru po zpracování 
vzorku až po užívaní adekvátního kontrolního genu 
a multiplikátů v kvantitativní PCR. 
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