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UVOD

Nédory u déti a adolescentli jsou relativné vzacna onemocnéni. Piedstavuji méné nez 1%
nadort dospélych, standardizovand incidence se pohybuje v rozmezi 80-140 nemocnych na milion
déti (Lewis, 1.J., 2003). Uvadi se, Ze v rozvinutych zemich onemocnéni piiblizné jedno z 650 déti
mladsich 15 let véku zhoubnym nadorovym onemocnénim.

Nejcastéjsim typem nadorového onemocnéni détského véku jsou leukémie (30%), nasleduji
nadory centralniho nervového systému (20%), maligni lymfomy (13%), neuroblastom (8%), nadory
ledvin (6%), nddory mékkych tkani (6%), naddory kosti (5%) a dalsi (retinoblastom, germinalni
nadory, nadory jater atd.). Epitelidlni nddory, které jsou nejcastéjSimi nadory dospélych pacientt,
predstavuji pouze 1-2% z nadort u déti (Koutecky, J., 2002, Lewis, 1.J., 2003).

Odlisny histogeneticky piivod se u détskych nadorti projevuje na jedné strané agresivnim
ristem a ¢asnym metastazovanim vétSiny nadorti, na druhé strané vyssi citlivosti k protinadoroveé
16¢b& (Koutecky, J., 2002, Helman, L.J., Malkin, D., 2005). Rada dfive fatalnich onemocnéni je
zafazenim moderni multimodalni 1écby 1éCitelnd a pIné vylécCitelnd. V soucasné dobé se na
specializovanych pracovistich détské hematoonkologie, pii pouziti vSech dostupnych lécebnych
modalit, dafi vylécit 60-80% pacienti bez ohledu na typ a rozsah nadorového onemocnéni
(Poplack, D., Pizzo, P.A., 1997). Ptesto vSak u ¢asti détskych pacientli pfevazné s nepiiznivymi
histogenetickymi typy nadorti, nadory lokalné¢ pokrocilymi, ptipadné generalizovanymi,
onemocnéni recidivuje s letalnim  pribéhem. Nadory v détském véku tak zlstavaji,
ptes jednoznacny pokrok dosazeny v diagnostice a 1€cbé, druhou nejcastéjsi pricinou umrti ditéte po
urazech (Robinson L., 1993). Predstavuji tak nadale zavazny socialn¢ ekonomicky a zdravotni
problém (Koutecky, J., 2002).

Zhoubné solidni nadory u déti povazujeme od pocatku za systémova onemocnéni.
Ptedpoklddame piitomnost mikrometastdz v dobé stanoveni diagnézy i u pacientl, u kterych je
konvecnimi vySetfenimi (zobrazovaci techniky) neprokazujeme (Burchill, S.A, Selby, P.J., 2000).
Tento fakt potvrzuji nepriznivé historické vysledky 1é¢by vétSiny détskych nadorti v obdobi pied
zatfazenim chemoterapie k diive vylucné pouzivané 1€cb¢ lokalni (operace, radioterapie).

Prestoze vétSina détskych solidnich nadorti je potencialné kurabilnich, zlstavaji pacienti
které se nedaii zachrdnit. Pficinou selhani protinddorové 1éCby jsou nadorové bunky, které se staly
rezistentnimi  k chemoterapii, piipadné bunky, které unikly 1é¢b€ v rezervoarovych mistech
s nedostateCnou oxygenaci, ptfipadné s nedostateCnym prunikem chemoterapeutik (Reynolds C.P.,
2004).

Jednim zmoZnych postupli k piekonani pfirozené ¢i ziskané rezistence nadorovych
buné¢k k chemoterapeutikiim a k zajiSténi vysSiho priniku cytostatik je eskalace davek cytostatik. U
alkyla¢nich cytostatik je vyssi protinadorovy uc¢inek vysokych davek chemoterapeutik jednoznacné
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potvrzen (Riccardi, R. a kol, 1998). Limitujicim faktorem pouziti vysokodavkované chemoterapie
(megachemoterapie) v protinadorové 1€¢be je hematologickd a organova toxicita cytostatik. Pouziti
vysokodavkované chemoterapie vyzaduje ndsledny pfevod Stépu  hematopoetickych
progenitorovych buné€k k zajisténi obnovy krvetvorby.

Nejcastéjsim typem transplantace u détskych solidnich nadord byl v 70. a v prvni poloviné
80. let 20. stoleti alogenni typ transplantace. Alogenni transplantace vSak byly a nadéle jsou
zatizeny vysokou peritransplanta¢ni morbiditou a mortalitou. Vy$§i Gmrtnost po alogenni
transplantaci zpisobuje rejekce Stépu, reakce Stépu proti hostiteli (GVHD) a déle trvajici
rekonstituce imunity a krvetvorby (Kavan, P., 1996). Ptitom protinadorovy efekt reakce $tépu proti
nadoru (GVT — reakce) je prokazatelny pouze u nadort nesoucich MHC antigeny II. tfidy tedy u
nekterych leukémii, lymfomi, myelomu a nékolika dalSich typti nddort. Hlavni nevyhodou
alogennich transplantaci je mald pravdépodobnost nalezeni vhodného dérce. Pouze < 25% déti ma
HLA identického sourozence, ktery je nejvhodnéjsim darcem (Stary, J. a kol., 2002).

V 1écbé détskych solidnich nadort se tak od druhé poloviny 80. let 20. stoleti v naprosté
vétSiné vyuziva autolognich transplantaci hematopoetickych progenitori.

Vyhody pouziti vysokoddvkované chemoterapie a autologni transplantace u solidnich
nadord pred alogenni transplantaci jsou snadna dostupnost §t€pu (darcem je pacient), rychlejsi
obnova krvetvorby a chybéni reakce §tépu proti hostiteli.

Hlavni nevyhodou je riziko kontaminace autologniho $t€épu klonogennimi nadorovymi
buiikami, které jsou retransfundovany pacientovi pri transplantaci a mohou dat
vznik relapsu onemocnéni v potransplanta¢nim obdobi (Brenner M. a kol., 1993). Relaps po
transplantaci je také nejcastéjSim divodem selhani terapie (Kavan P., 1996). Dalsi nevyhodou
autologni transplantace je chybéni reakce $té€pu proti nadoru.

Vzhledem k riziku kontaminace autologniho $tépu nadorem jsme se rozhodli tento fenomén
podrobnéji studovat u vybranych solidnich nadort détského véku. Zvolili jsme nadory rodiny
Ewingova sarkomu/pPNETU, vysoce maligni naddory détského véku, které Casto metastazuji do

kostni dfen¢ a riziko kontaminace §té€pu je tak znacné.



Detekce minimdlni nadorové choroby u pacientii s détskymi solidnimi ndadory

Minimélni nadorovou chorobu (MRD - minimal residual disease) definujeme jako
pritomnost vitalnich nadorovych bunék v organismu v mnozstvi, které nelze detekovat konvenénimi
metodikami (Willeke, F., Sturm J.W., 2001). Hovotime o ni zpravidla v pribéhu nebo po ukonceni
onkologické 1é€by. Nejcastéji po ni patrame v kostni dfeni (KD). Pfi morfologickém vySetieni
bun¢k aspiratu KD je zkuSeny cytomorfolog schopen detekovat mikroskopickym vySetfenim
ptritomnost asi 2 — 5% kontaminujicich nadorovych bun¢k mezi buiitkami normélnimi. Pfi tomto
cytologicky nedetekovatelném mnozstvi nddorovych bun¢k v kostni dfeni se pfitom u dospé€lého
pacienta muaze jednat az o 10" nadorovych bunék perzistujicich v organizmu. Citlivost
morfologickych metod lze zvysit cytocentrifugaci nebo separaci bunck na hustotnim gradientu,
nicméné 1ze dosahnout maximalné 1 % citlivosti priukazu (Janossy, G. a kol., 1988).

V soucasné dob¢ jsou vSak k dispozici detekéni metody, které umoznuji prokédzat pritomné
nadorové bunky s vyznamné vyssi citlivosti, a to pfi zachovani vysoké specificity nalezu. Jedna se
pfedev§sim o molekularné biologické a imunologické techniky. Metody, které je mozné pouzit

k detekci MRD, jsou v ptehledu spolu s uvedenim dosahované citlivosti predstaveny v tabulce 1.

Metoda Citlivost Podstata
Morfologie * 1: 10° morfologické odliSnosti nadorové buiiky
Konvenéni cytogenetika * 1:10° prikaz specifické chromozomalni aberace
Southern blot * 1:102 prikaz specifické sekvence DNA
' - chromozomalni aberace nebo mutace
FISH 1:10° prukaz specifické sekvence DNA
prukaz pro nador specifického antigenu nebo
Imunologické metody 1:10* Cast¢ji kombinace antigentli (v€. aberantni exprese
antigenil)
1nS prukaz specifické sekvence DNA
PCR 1:10 o
- chromozomalni aberace nebo mutace
RT-PCR 1:10 priukaz specifické sekvence RNA

- chromozomalni aberace nebo mutace

Tabulka 1, Citlivost jednotlivych metodik pouZivanych k detekci nadorovych bunék. *- nejedna se
o metody vhodné k detekci MRD pro nizkou citlivost, Ize je vSak vyuZit k prikazu znaku
vhodného k detekci rezidudlni choroby jinou metodou (napi. detekce specifické translokace
cytogenetickym vySetienim v dobé zdachytu nadoru a nasledna detekce MRD metodou RT-PCR)

Vlastni diagnostika minimalni nadorové choroby je zaloZena na prikazu rozdild mezi

nadorovymi a “normalnimi” buikami. Tento rozdil je nutné zjistit v dobé zachytu onemocnéni, kdy
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je pro vysetfeni k dispozici dostatek nadorovych bunék. Detekce MRD je bez znalosti vysledku
“vstupniho” vySetieni (nejlépe vySetfenim vlastni nddorové tkan€) malokdy tspésna a interpretace
vysledkl ziskanych v dal$im obdobi problematickd. V dobé& stanoveni diagnozy, v dobg, kdy mame
zpravidla k dispozici velké mnozstvi nadorovych bunék pro vySetieni, je proto nezbytné provést co
nejpodrobnéjsi imunologické, cytogenetické a molekularn¢ biologické vysSetieni konkrétniho
nadoru, 1 kdyz zdéanlivé nepiinds$i nové informace ke zpiesnéni vlastni diagnézy. Po zjisténém
aberantnim znaku (kombinaci znakil), které jsou specifické pro dany nddor nésledné patrame
v obdobi klinické remise.

U fady nadort détského veéku mame k dispozici vysoce specifické znaky identifikujici
jednoznacéné ptitomnost nadorovych bunck ve vysetfovaném materialu. Piikladem jsou fuzni geny
EWS/ETS (EWS/FLI1, EWS/ERG, EWS/ETVI, EWS/EIAF a EWS/FEV) u nadort rodiny Ewingova
sarkomu (ES), nebo fuzni geny PAX3/FKHR a PAX7/FKHR u alveolarniho rabdomyosarkomu,
podminéné nendhodnymi chromozomalnimi translokacemi (Willeke, F., Sturm J.W., 2001).

Casto ovsem prokazujeme pfitomnost nadorovych bunék pomoci znaku, ktery neni pro dany
nador zcela specificky, ale ve vySetfovaném materialu (kostni dfeni) se za normalnich okolnosti
nevyskytuje. V molekularn¢ biologické diagnostice se tato ,relativni specificita® uplatituje
napiiklad pti detekci MRD u neuroblastomu, kde suspéchem vyuzivame prikazu transkriptu
mRNA genu pro tyrozin hydoxylazu (TH, prvni enzym v kaskdd¢ syntézy katecholaminti, které
tvoti 98% neuroblastomill) nebo piipadné¢ GD2 syntetdzu. Tyto znaky jsou pfitomny v buiikach
neurogennich nadorti i nekterych nenaddorovych tkéni, ale nikoli v buiikach KD (Corrias, M.V. a
kol., 2004, Cheung, 1.Y. a kol., 2003, Lo Piccolo, M.S. a kol., 2001).

Vhodnost zafazeni metody k detekci MRD u konkrétniho onemocnéni spo¢iva ve schopnosti
vyhovét nasledujicim pozadavkim: 1. moznost sledovat odpovéd’ onemocnéni na protinddorovou
1é¢bu, 2. schopnost detekovat subklinicky relaps onemocnéni, 3. umoznit frekventni monitorovani
pacienta béhem 1é¢by i po jejim ukonceni, 4. minimalni invazivnost, 5. vysoka specifita metody, 6.
technicka a finan¢ni dostupnost.

NejcCastéji patrame po minimalni nadorové chorobé v kostni difeni. Dale miizeme detekovat
nadorové bunky cirkulujici v periferni krvi, pfipadné prokazovat piitomnost néadorovych
buné¢k v dal§ich télnich tekutindch a kompartmentech (mozkomi$nim moku, moc¢i atd.). Jako
minimalni nadorovou chorobu mizeme hodnotit i pfitomnost nadoru v lymfatickych uzlinach a
jinych tkanich, naptiklad v hrani¢ni tkani resekatu pii definitivnim chirurgickém oSetieni nadoru.
Velmi dillezité a v soucasné dob¢ nezbytné je vySetieni autolognich $tépt kostni dien¢ a perifernich
kmenovych bunék (PBSC) na ptfitomnost rezidudlniho nadoru u pacientli, u kterych je zatazena

megachemoterapie a autologni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék.



Kontaminace Stépu a jeji klinicky vyznam

Ptenos vitalnich klonogennich nadorovych bun¢k $tépem, které mohou dat vznik relapsu, je
v soucasnosti povazovan u nékterych nadortt (neuroblastom, AML, CML) za prokazany.
V minulosti se vedly spory o to, zda relapsy po autolognich transplantacich zptsobuji nadorové
bunky, které perzistuji v organizmu protoze unikly megaterapii, nebo nadorové bunky pienesené
s podanym $tépem. Klinicko-experimentélni studie se zna¢enim §tépti geny prokazaly, Ze alespon za
¢ast relapst po transplantaci autolognich hematopoetickych progenitorti u neuroblastomu, AML a
CML jsou odpovédné nadorové buiiky pienesené se St€pem (Brenner, M. a kol., 1993, Deisseroth,
A.B. a kol., 1994, Rill, D.R. a kol., 1994). Podstatou pritkkazu je vneseni nefunkéniho bakteridlniho
genu do bungk §tépu, jeho oznaceni (,,gene-marking®) a nasledny prikaz tohoto genu metodou PCR
v bunkéch recidivujiciho nadoru. U neuroblastomu byly takto prokédzany nadorové builky nesouci
bakteridlni gen rezistence pro neomycin izolované z orgdnovych metastaz u pacientl s recidivou
onemocnéni po transplantaci. K nepfimym dikaziim ptfenosu relapsu $tépem patii udaje o Castéjsim
vyskytu relapsi u nehodgkinskych lymfomt a karcinomu prsu po autolognich transplantacich
nadorem kontaminovanymi S§tépy (Gribben, J.G. a kol., 1993, Sharp, J.G. a kol., 1992, Cagnoni,
P.J. a kol., 1996, Pedrazzoli, P. a kol, 1997). Déale tento ptivod recidivy podporuje vyskyt
atypickych miliarnich plicnich metastdz neuroblastomu po autologni transplantaci (Allen Greave,

J.L. a kol., 1988, Matthay, K.K. a kol., 1995).

Na druhé¢ strané jsou uvetejnény i prace, které neprokdzaly hors$i prognézu pacientl po
transplantaci prokazatelné¢ kontaminovanymi S$tépy u pacientek s karcinomem mammy a

s agresivnimi B-nehodgkinskymi lymfomy (Cooper, B.W. a kol., 1998, Blystad, A.K. a kol., 2004).

Recentné¢ byla publikovana jedna prace autord ze St. Jude Children’s Research Hospital,
ktera uvadi lepsi preziti skupiny pacientii s vysoce rizikovym neuroblastomem transplantovanych
Stépy PBSC s definovanym kritickym mnoZstvim nadorovych bunék, ve srovnani s pacienty
transplantovanymi  Stépy  bez imunologicky prokazatelnych kontaminujicich nédorovych
bunék neuroblastomu (Handretinger, R. a kol., 2003). Autofi ptredpokladaji, ze podani
kontaminovaného Stépu u casti pacienti indukovalo po transplantaci protinadorovou odpovéd
imunitniho systému, kterd vedla k eliminaci reziduélni nddorové choroby (Handretinger, R. a kol.,

2003).

Riziko kontaminace §tépil kostni dfen¢ i perifernich progenitorovych bunck je pomérné
znacné. Neékteré udaje o vyskytu kontaminace autolognich $tépti kostni diené a perifernich
progenitorovych bunék u ES a neuroblastomu shrnuji tabulky 2a a 2b. Z ptehledu je ziejmé, ze

kontaminace nadorovymi buiikami byla v uvedenych klinickych studiich zjisténa v 7-82% Stepu,
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podle zvolené metodiky detekce a sledovaného znaku. Vyznamna je samoziejmé intenzita terapie,
ktera predchazi vlastnimu odbéru Stépu, tzn. odbéru kostni diené¢ nebo cytaferéze perifernich
hematopoetickych bunck, kterd se u jednotlivych studii mize odliSovat. Jednou z pfedpokladanych
vyhod transplantace progenitorovych buné¢k ziskanych z periferni krve, ve srovnani s transplantaci
progenitort kostni dfené€, je nizSi stupeil kontaminace nadorovymi bunikami (Moss, T.J., 1999,
Shimoni, A., Korbling, M., 2002). Tento piredpoklad vSak nebyl dosud jednozna¢né potvrzen u vice
typt nadort a je pravdépodobné, Ze rozdil je pouze v absolutnim mnozstvi nadorovych

bunék kontaminujicich $tépy.

Typ Stépu Metoda detekce Pozitivnich .
. - Autor citace
(sledovany znak) (pacientit)
PBSC RT-PCR (TH) 9/13 , 69% d Ch”k"lvéjg' a kol.,
PBSC RT-PCR (PGP 9.5) 9/11, 82% Leung,, W. a kol., 1998
IMUNOHISTOCHEMIE o
PBSC anti-GD2 Ab 2/8 ,25% Moss, T.J. a kol., 1990
IMUNOHISTOCHEMIE
PBSC anti-GD2 Ab, RT-PCR (TH) 18/38 , 47% Lode, H.N. a kol., 1997
PBPC IMUNOHISTOCHEMIE Faulkner, L.B. a kol.,
anti-GD2 Ab 3-6/42, 7-25% 2000

Tabulka 2a, Priklady kontaminace Stépui PBSC nddorovymi burikami neuroblastomu. Jsou
uvedeny pouZité metodiky detekce nadorovych bunék a detekovany znak.

vy Metoda detekce e Gl .
Typ Stépu o p— Pozitivnich (pacientii) Autor citace

RT-PCR o Fischmeister, G. a kol.,

PBSC (EWS/FLI-1) VIS, 7% 1999

PBSC RT-PCR (PGP 9.5) 9/11 , 82% Leung, W. a kol., 1998
RT-PCR o Montanaro, L. a kol.,

PBSC (EWS/FLI-1) 315,20% 1999
RT-PCR o Thomson, B. a kol.,

PBSC (EWS/FLI-I) 179, 11% 1999

Tabulka 2b, Priklady kontaminace Stépit PBSC nadorovymi buiikami u pacientit s nadory rodiny
Ewingova sarkomu/pPNETu. Jsou uvedeny pouZité metodiky detekce nadorovych bunék a
detekovany znak.

Ptes vysledky experimentalni prace se znacenim bunck §t€pi vnesenymi geny (,,gene-
marking®) u neuroblastomu, AML, CML a pfes povzbudivy zavér prace autort ze St. Jude
Children’s Research Hospital nadale plati, ze pfesné nevime, u kterych nadorti kontaminace $tépu
nadorovymi bunikami pfedstavuje riziko pienosu relapsu. Rovnéz nejasna je otazka, jaké mnozstvi

kontaminujicich nddorovych buné¢k predstavuje riziko. Proto stale vychazime z pracovni hypotézy,
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ze jakakoliv ptitomnost nddorovych bunck ve $tépu je u vsech typt nadort rizikova. Snizeni rizika
kontaminace autolognich §tépt kostni diené¢ i1 perifernich progenitorovych bunék se dosahuje
intenzivni chemoterapii pfed vlastnim odbérem §tépu - tzv. “in vivo purging”, n€kdy jest¢ doplnéné
o odstranéni nddorovych bun€k manipulaci se St€pem - “ex vivo purging”. In vivo purging indukéni
chemoterapii je velmi vyznamny, protoze v soucasné dobé neni znama technika ex vivo purgingu,
ktera by byla schopné ze §tépu odstranit vice nez 2 % kontaminujicich nddorovych bunék (Seeger,
R.C. akol, 1991).

DalSim dualezitym faktorem, ktery je potieba zminit je citlivost metodik pouzivanych
k detekci minimalni naddorové choroby ve stépech, zvlast¢ PBSC. Pokud naptiklad dosahujeme
uvadéné idedlni citlivosti ,,nested“ RT-PCR, tedy prikkazu jedné nadorové buitky na 1 x 10°
bunck normalnich, nemusi negativni vysledek nutné vyloucit pfitomnost nadorovych bunck ve
Stépu. Pokud si predstavime idealizovany §tép PBSC ve kterém je 1% CD34+ progenitorovych
hematopoetickych bun&k a ktery obsahuje 3x10° jadernych bundk na kilogram hmotnosti pacienta
(parametry odpovidajici klinicky uzivanym $téptim) zjiStujeme, ze $t€p oznacCeny za PCR negativni
muize obsahovat 3 x 10” vitalnich klonogennich bun&k na kilogram hmotnosti pacienta, coZ pfi

idedlni vaze 70 kg predstavuje > 20 000 nadorovych bunék ve §tépu (obrazek 1).

Vzhledem k této skutecnosti jsou vhodné a odiivodnéné ex vivo manipulace i u $tépu, které

jsou oznaceny za PCR negativni.

Detekénti limit MRD ve s$tépech
Detekéni limit RT-PCR ~ 1: 100

Stép PBPC ~ 1% CD34 + bunék, 3x108 jadernych
bunék/kg

.PCR negativni* $t&p mize obsahovat aZ 3x102
nddorovych bunék na kg hmotnosti pacienta ~ 102
nddorovych bunék/kg ve stépu

vychodisko pro purging .negativnich" stépu

Obrazek 1, Detekcni limit minimdlni nddorové choroby (MRD) ve Stépech k autologni
transplantaci
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Cisténi §tépui (purging) a jeho klinicky vyznam

Purging vychazi ze dvou moznosti: 1, selekce hematopoetickych progenitorovych bunck pfi
které¢ se odstranéni vSechny ostatni, tedy i nddorové bunky - pozitivni selekce, 2, odstranéni

nadorovych bun¢k - deplecni (negativni) ¢isténi Stépu.

Dosud neni znama idedlni metoda purgingu, ktera spliiuje pozadavky kladené na metodiku:
1, likvidovat vSechny nadorové bunky ve Stépu u Sirokého spektra nadorti; 2, neposkodit

progenitorové bunky; 3, byt technicky a ekonomicky pftijatelna.

Z tady moznosti, které jsou k dispozici (piehledné Sumerauer D. a kol., 2002 : Manipulace
se $tépy hematopoetickych bunék, v ptiloze) jsme se rozhodli pro farmakologicky purging stépu se

zaméfenim na protekci hematopoeickych progenitorti amifostinem (Ethyol, Shering Plough).

Farmakologicky purging znamena inkubaci bunck Stépu s cytostatiky k eliminaci
nadorovych bunck kontaminujicich $té€p. Idedlni chemoterapeutikum pouzité k farmakologickému
¢isténi autolognich §tépli progenitorovych bunck by mélo splitovat nasledujici kritéria: 1, citlivost
hematopoetickych bunék k pouzitému chemoterapeutiku je podstatné nizs$i nez bunék nadorovych;
2, cytostatikum lze odstranit pied podanim Stépu pacientovi; 3, pfi in vitro manipulaci lze pouzit
vysSich koncentraci chemoterapeutika nez pii podani in vivo (Rizzoli, V., Carlo-Stella, C., 1995,
1997). Ackoliv uvedené podminky jsou obtizn¢€ splnitelné, ex vivo manipulace pouzivajici
k eliminaci nadorovych bunék ze S$tépti chemoterapeutika nebo jejich kombinace, se Siroce
vyuzivaji. NejCastéji pouzivanymi chemoterapeutiky jsou derivaty cyklofostamidu (4-hydroperoxy-
cyklofosfamid (4-HC) a mafosfamid), méné Casto dalsi alkyla¢ni Cinidla (N-mustard), etoposid, u
leukémii a lymfoma i kortikoidy. Experimentalné je zkouSena tada dalSich latek (Lemoli, R.M. a
kol., 1999, Noga, S.J., 2000). Mafosfamid a 4-HC jsou pouzivany predevsim u AML, mén¢ u ALL
a nehodgkinskych lymfomt, kde je moznost Cisténi monoklonalnimi protilatkami. Oba preparaty
byly pouzity i u fady solidnich nadort, u déti pfedevS§im u neuroblastomu, u dospélych pacientek u
karcinomu prsu. Klinickd pouzitelnost farmakologického purgingu stépi derivaty cyklofosfamidu a
etoposidem je podpoiena fadou publikovanych studii (Gorin, N.C. a kol., 1990, 1991, Laporte, J.P.
a kol., 1994) .

Uvedené studie rovnéz odhalily rizika vyplyvajici z nezddouciho uc¢inku cytostatik na
hematopoetické progenitorové buiiky. Vysledkem je prodlouZeni obdobi dfefiové aplazie a z toho
plynouci mozné zvySeni peritransplantani morbidity a mortality. Proto musime pted
farmakologickym c¢isténim zajistit bohaty $tép a jako ,,zalohu* pro ptipad neptihojeni S§t€pu se

zpravidla ponechava cast Stépu necisténého. Takovy S$t€p umozni agresivni purging a také
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dostatecnou eliminaci kontaminujicich nadorovych bunck (Laporte, J.P. a kol., 1994). Vyznam
velikosti davky $tépu piedaného k ¢isténi dokumentoval Gorin u pacientl s akutni leukémii (Gorin,
N.C. a kol, 1999). Vsoucasné dob& se zavadi postupy selektivné zvySujici odolnost
progenitorovych hematopoetickych bun€k a umoznuji tak zvysit G¢innost purgingu. Nejcastéji
pouzivanou latkou je amifostin (Ethyol), aminothiol jehoz aktivni metabolit selektivné chrani
hematopoetické bunky pted toxickymi ucinky tady riiznych cytostatik (Douay, L. a kol., 1995 (a),
Douay, L. a kol., 1995 (b), Rill, D.R. a kol., 1994).

Farmakologické ¢iSténi autolognich $tépii progenitorovych hematopoetickych bunék derivaty
cyklofosfamidu, etoposidem a pouziti amifostinu k protekci progenitorovych bunék - prehled.

K experimentiim i pro klinické pouziti jsou k farmakologickému ¢isténi nejcastéji pouzivany
in vitro U¢inné, stabilni derivaty cyklofosfamidu (mafosfamid a 4-HC) a etoposid. Etoposid je
k ¢isténi Stépli pouzivan samostatné 1 v kombinacich s dal§imi chemoterapeutiky. VySe uvedena
kritéria pro idedlni chemoterapeutikum vyslovena Rizzolim (Rizzoli, V., Carlo-Stella, C., 1997) jsou
prakticky nesplnitelnd, nicméné pravé derivaty cyklofosfamidu a etoposid se jim blizi.
Farmakologické ¢isténi $t€pi je pomérné Siroce vyuzivano piredevsim u hematologickych malignit,
v fad¢ piipadu s velice slibnymi vysledky.

Mafosfamid (cis-4-sulfoethylthiocyklofosfamid) je in vitro G¢inny derivat cyklofosfamidu.
Po rozpusténi spontanné hydrolyzuje za vzniku 4-hydroperoxycyklofosfamidu. To je ucinny
metabolit, ktery normaln¢ vznikéd preménou cyklofosfamidu v mikrosomech hepatocytd. Vlasni 4—
HC je rovnéz pouzivany k ¢isténi, nevyhodou je jeho mensi stabilita ve srovnani s mafosfamidem.
Vlastni cyklofosfamid nelze k purgingu pouzit, protoZe je in vitro neucinny a ucinné jsou jeho
metabolity, které vznikaji v jatrech (Klener, P., 1996).

Prvni Gspésné experimentdlni pouziti mafosfamidu k ¢isténi Stépu progenitorovych
bunék kostni dien¢ kontaminovanych nddorovymi buitkami popsal Sharkis pocatkem 90. let. Na
modelu leukemickych mysi popsal spéSnou ex-vivo eliminaci nddorovych bunék z kostni dien¢ a
jejich vyssi preziti po transplantaci s pouzitim cisténého Stépu (Sharkis, S.J. a kol, 1980).
V soucasné dob¢ je mafosfamid v Evropé nejpouzivanéjSim cytostatikem k Cisténi autolognich
Stépu (Olivieri, J. a kol., 1997).

Mafosfamid a 4-HC pii chemickém ciSténi $tépu inhibuji v zavislosti na pouzité davce in
vitro rist koloniformnich jednotek jak leukemickych (nddorovych) tak hematopoetickych (CFU-
blast, CFU-GEMM, BFU-E, CFU-GM). In vitro studie ukazuji, ze tyto latky redukuji mnozstvi
rezidualnich nddorovych bunék v rozmezi 2-4 tadl, soucasné snizuji mnozstvi kmenovych bunék o
1-2 tady (Kramer, B. a kol., 1992). Jednim z dulezitych ptedpokladl purgingu je odliSna senzitivita

mezi progenitory a nadorovymi buiikami k cytostatiku. Tento rozdil senzitivity byl prokédzan na
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zvitecim modelu (Sharkis, S.J. a kol., 1980). U lidskych hematopoetickych kmenovych bunék nebyl
takovy rozdil v senzitivit¢ leukemickych bunék zjistén (Kluin-Nelemans, H.C. a kol., 1984). Navic
je citlivost hematopoetickych progenitorovych bunck k ddvkdm mafosfamidu individualni
v Sirokém rozmezi. Naptiklad koncentrace mafosfamidu inhibujici rist kolonii CFU-blast na 50 %
se ve skuping pacientii s AML individualné pohybovala v rozmezi 61 - 146 pg/ml, tedy vice nez o
100 % (Carlo-Stella, C. a kol., 1992). Toto zjisténi nekteré autory vedlo k pouziti individualniho
ptistupu u jednotlivych pacient. K Cisténi konkrétniho St€pu pouziji takovou koncentraci, ktera
v pfi vySetieni inhibovala rast kolonii k pozadované hranici (nejcastéji LD95). VétSina pracovnich
skupin zabyvajicich se manipulacemi se §tépy vsak individudlni davkovani nevyuziva a vSechny
Stépy pacientti Cisti stejnou koncentraci mafosfamidu.

Nadorové buiky vystavené tc¢inku mafosfamidu a 4-HC podléhaji apoptdze. Pfi inkubaci
leukemickych bunék s 4-HC byla prokazana indukce apoptozy pii davkach standardné pouzivanych
kin vitro purgingu. Autorim se navic podafilo prokézat, ze tento efekt je mozné potencovat
koinkubaci bunék s cytokiny (IL-2, IL-6) (Bullock, G. a kol., 1993). V neposledni fadé je nutné
zminit ziejmé pisobeni na efektorové bunky imunitniho systému, napiiklad NK-buiky jsou
aktivovany pii farmakologickém cisténi a u pacienti s AML a nehodgkinskymi lymfomy je
popsana zvysena regenerace NK-bunék po ¢isténi mafosfamidem (Rizzoli, V. a kol., 1995, Almici,
C. a kol., 1995).

Mafosfamid a 4-HC jsou pouzivany predevsim pii CiSténi $t€pi pacientd s AML, mén¢ s
ALL a malignimi lymfomy, kde se castéji vyuziva eliminace kontaminujicich nadorovych
bun¢k monoklonalnimi protilatkami. Oba preparaty jsou pouzivany i pii €iSténi autolognich Stépt
pacientdl se solidnimi nadory. V dospélosti predevsim u pacientek s karcinomem prsu, v détském
veéku nejvice u pacientli s neuroblastomem. Klinicka pouzitelnost manipulovaného §tépu je ovérena

fadou publikovanych studii, jejich vysledky shrnuje tabulka 3.

Diagnoza Pocet pacientii PFiznivy efekt Cisténi Autor citace
AML 204 " leler,ZC(;.OB]. a kol.,
AML + ALL 229 n Gorin, ]]\g 9% a kol.,
NHL 120 + /- Fouzlla;&égg. a kol.,
o 203 ' 0901991

Tabulka 3. Cisténi S$tépii  hematopoetickych kmenovych bunék derivdty cyklofosfamidu
(mafosfamid, 4-HC). Piehled studii, které se zabyvaji efektem purgingu.
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Rada klinickych tidajii podporuje vyznam ¢isténi mafosfamidem (nebo 4-HC) piedevsim u
pacientti s AML. Zatimco zadna publikovana studie dospélych pacienti s AML transplantovanych
necisténym St€épem v 1. kompletni remisi neukdzala dlouhodobé pieziti bez leukémie (LFS,
leukemia free survival) vy$s$i nez 35-40%, nékolik studii pacientl transplantovanych cisténym
Stépem dokladd LFS vyssi nez 50% a dvé dokumentuji dlouhodobé pieziti bez leukémie u 70%
pacientt pii desetiletém sledovani (Gorin, N.C. a kol., 1998).

Mnozstvi progenitorovych bunék ve Stépu a agresivita ¢isténi jsou dal§i vyznamné faktory
ovlivitujici preiti. Pacienti, u kterych se podatilo odebrat bohaty §t&p (CFU-GM> 5,46 x 10%/kg
pred ¢isténim), ktery byl agresivné &istén (CFU-GM< 0,02 x 10%/kg po &isténi), méli niz$i mortalitu
spojenou s 1écbou (2 £ 2%) a vyssi preziti po 10 letech jak celkoveé, OS 77+ 7%, tak i bez leukémie,
LFS 70%. PtfedevS§im vSak pacienti, ktefi byli transplantovani takto intenzivné ciSténym St€pem
(s mén€ nez 0,004% plvodni hodnoty CFU-GM pied ¢isténim mafosfamidem) méli nizs§i riziko
relapsu. Tyto rozdily byly statisticky vyznamné. V této retrospektivni studii 229 pacientl 1é€enych
predurcujicimi pieziti (Gorin, N.C. a kol., 1999). Zavislost mezi podanou davkou CFU-GM a
poctem relapsii po transplantaci ¢isténym Stépem potvrdili u AML a NHL 1 dalsi autotfi (Rowley,
S.D. a kol., 1989, Fouillard, L. a kol., 1998) .

Podobné je vexperimentu i klinickych studiich pouzivan etoposid (4-demetyl-
epipodofylotoxin-beta-D-etylenglukosid, Vepesid, VP-16). Toto zakladni cytostatikum pouzivané
v 1écbe tady typt leukemii, lymfoma a solidnich nadorti je fazové specifické s maximalnim
ucinkem v G; — fazi. Mechanizmem t¢inku je inhibice topoizomerazy II a piisobeni zlomi bunééné
DNA. K farmakologickému c¢isténi $tépti hematopoetickych bunék je pouzivan samostatné nebo
v kombinacich. Etoposid podobné jako in vitro stabilni derivaty cyklofosfamidu vyvolava
v zavislosti na pouzité davce linearni inhibici ristu progenitorovych bunék a bunck nadorovych.
Davky etoposidu, bézné pouzivané k in vitro manipulacim, se pohybuji mezi 15 - 50 pg/ml.
V experimentu na zvifecim modelu Stiff a Koester demonstrovali rychlé obnoveni krvetvorby u
mysi ozatenych letdlni davkou radiace a transplantovanych progenitory inkubovanymi s VP-16
v koncentracich 10 — 55 pg/ml. Naproti tomu pii inkubaci s etoposidem v koncentraci 70 pg/ml
vSechna testovana zvifata uhynula bez obnovy krvetvorby (Stiff; P.J. a Koester, A.R., 1987).
V relativné uzkém rozmezi tak byly koncentrace s vysokym protinadorovym ucéinkem (40 — 50
ug/ml) a koncentrace s netinosnou toxicitou na progenitorové bunky zvysujici riziko selhani obnovy
hematopoezy (> 60 pg/ml). Etoposid je povazovan za vhodny preparat k ¢isténi vzhledem ke
schopnosti eliminovat nejen leukemické bunky, ale 1 jejich nediferencované pluripotentni

progenitory (Stiff, P.J. a Koester, A.R., 1987).
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Oliveri v experimentu s leukemickou bunécnou linii K562 a kmenovymi builkami
porovnaval efektivitu a toxicitu CiSténi etoposidem a mafosfamidem. K dosazeni 100% inhibice
rustu bunééné linie K562 byly nutné koncentrace 50 pg/ml mafosfamidu a 70 pg/ml etoposidu. Pti
identickych koncentracich koloniformni aktivita progenitori CFU-GM byla redukovana na 4,8% u
etoposidu oproti 21,2% u mafosfamidu. Pokud byl pouzit model minimalni nddorové choroby (0,5 a
5% kontaminace leukemickymi bunikami) mafosfamid prokazal vyssi inhibici ristu leukemickych
bunék pfti zachovani vyssiho poctu progenitord (Oliveri, A. a kol., 1997).

V kombinaci je etoposid Casto pouzivan s alkylacnimi cytostatiky (mustargen, 4-HC)
(Motta, M.R. a kol., 1997, Lemoli, R.M., Gulati, S.C., 1990, Gulati, S.C., 1992) nebo s kortikoidy
(Kavan, P. a kol., 1996). Kombinaci etoposidu s mustargenem pouzil Lemoli u 12 pacientt k ¢isténi
Stéptt PBSC. Etoposid v davee 16 pg/ml byl kombinovan s mustargenem v individualné aplikované
davce, zachovéavajici cca 5% progenitort v pfedchozim individualizovaném experimentu s buitkami
kostni dfen&. Celkem 11 pacientdl bylo &isténym §t&pem transplantovano (median 30 x 10* CFU-
GM/kg). Ve srovnani se skupinou pacienti transplantovanych necisténym PBSC nebyl zjistén
klinicky signifikantni rozdil v rychlosti pfihojeni, manipulace se S$tépem obnovu krvetvorby po
transplantaci neznemoznila. Navic srovnani s transplantacemi progenitort kostni diené prokazalo
trvajici rychlej$i obnovu trombopoezy pfi pouziti perifernich kmenovych bunék (PBSC) i pfes ex-

vivo manipulaci (Lemoli, R.M. a kol., 1999).

Toxicita k progenitorovym buitkdm limituje Sir§i pouziti chemoterapeutik k in  vitro
manipulacim autolognich §tépti. PoSkozeni hematopoetickych progenitorti miize zpiisobit opozdéné
ptihojeni pouzitého Stépu a ohrozit pacienta ¢asnymi posttransplaénimi komplikacemi. Proto se
v soucasné dob¢ hledaji postupy selektivné zvysujici rezistenci kmenovych bunék krvetvorby
k cytostatikim. Toxicky u¢inek chemoterapeutik na progenitorové bunky mize byt snizen naptiklad
pouzitim radioprotektivni a chemoprotektivni latky amifostinu. Amifostin (Ethyol, Schering
Plough) je aminothiol (prodrug WR-2771), ktery k dosaZeni cytoprotektivniho u¢inku musi byt
defosforylovan alkalickou fosfatazou na vlastni aktivni latku, volny thiol (metabolit WR-1065).
Selektivni u¢inek ochrany nenddorovych bunék je dan enzymatickou aktivaci amifostinu (Ethyol
prakticky nevstupuje do buné€k) alkalickou fosfatdzou, ktera je jako membranové vazany enzym
pfitomna ve vysSich koncentracich v normalnich tkanich a pfednostnim vychytanim aktivniho
metabolitu WR-1065 v nenadorovych bunkach (Peters, G.J., van der Vijgh, W.J.F., 1995, Cappizzi,
R.L., Oster, W., 1995).Vlastni cytoprotektivni uc¢inek WR-1065 je dan schopnosti inaktivace
reaktivnich skupin cytostatik, inaktivaci volnych kyslikovych radikalti vznikajicich v bunikach
plisobenim cytostatik nebo ionizujiciho zafeni a usnadnénim reparace poskozené DNA (Grdina,
D.J. a kol., 1995). Progenitorovym bunkam je tak v in vitro prostfedi poskytnuta selektivni vyhoda,

zatimco nadorové bunky jsou pln€ vystaveny ucinkiim chemoterapeutika.
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Protektivni efekt amifostinu na progenitorové hematopoetické buiiky je dokumentovan
v n¢kolika klinickych studiich. List (List, A.F. a kol, 1996) testoval piedpokladané protektivni
ucinky (oddélené¢ pro amifostin v koncentraci 500 pmol/l a aktivni metabolit WR-1065
v koncentraci 100 pmol/l) na hematopoetické progenitory proti riznym cytostatikim. Amifostin
v uvedené koncentraci, kterd odpovida maximu plazmatické hladiny po podani pacientovi, zajistil
prokazatelnou ochranu CFU-GEMM proti u¢inkiim daunorubicinu, paclitaxelu, mitoxantronu.
Podobné vyznamna byla ochrana kolonii BFU-E proti ucinku doxorubicinu, mitoxantronu,
paclitaxelu, cisplatiny a dalSich testovanych chemoterapeutik. Autofi tak dokumentovali ochranu
progenitord proti tadé¢ protinadorovych 1€kt sriznou chemickou strukturou a odliSnym
mechanismem ucinku na cilové bunky (List, A.F. a kol., 1996). Schopnost amifostinu ochranit
progenitorové buiiky pied toxickym tc€inkem mafosfamidu a 4-HC v experimentu potvrdil Douay
(Douay, L. a kol., 1995). Preinkubace s amifostinem v koncentraci 4 mg/ml vedla k statisticky
signifikantni ochran¢ CFU-GM a BFU-E pted mafosfamidem. Vysledky shrnuje obrazek 2.

Mimo vlastni ochranu hematopoetickych kmenovych bunék navic amifostin u leukemickych
bun¢k prokazateln¢ potencuje protinddorovy ucinek mafostamidu (Balzarotti, M. a kol., 1999).
Moznym mechanismem je v tomto piipadé pokles hladiny gluthathionu v leukemickych buiikach
podminény pusobenim WR-1065, coz vede kzvySeni ulinku alkylac¢nich cytostatik, tedy i
mafosfamidu (Douay, L. a kol., 1995).

Klinické studie, ve kterych je hodnocen protektivni efekt amifostinu na hematopoetické
progenitory, uvadi tabulka 4. Z uvedenych vysledkli i pies maly pocet pacientll v testovanych
skupinach vyplyva, ze pouziti amifostinu k ochrané¢ kmenovych bunék v manipulovanych $tépech
muze zkratit dobu dieniové aplazie, snizit peritransplanta¢ni morbiditu a redukovat celkové naklady

na lécbu (Balzarotti, M. a kol., 1999, Shpall, E.J. a kol., 1994, Cagnoni, P.J. a kol., 1996).

(]
o
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[=2]
o
N

m4-HC
W 4-HC+ AMF

N
o
A

o
L

LD95 koncentrace mafosfamidu (ug/ml)
H
o

CFU-GM BFU-E

Obrazek 2, Schopnost amifostinu ochranit progenitorové buiiky pied ucinkem mafosfamidu
(Douay, L. akol., 1995)
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Poc?t o In , vitro Protekce progenitorovych bunék Autor
pacientit manipulace

AHC Ptihojeni s$tépu PBSC v kontrolni skupiné

(80ug/ml) s amifostinem rychlejsi (26 vs.36 dni, p=0,042)
Ca prsu Podet TRF trombo nizsi (12 vs. 29 TRF, | Shpall, E.J. a kol.,
n=15 -

o p=0,017) 1994
amifostin
(4 mg/mD) Pocet dni ATB 1ésby nizi (28 vs.40, p=0,012
y p

4-HC
NHLapp | (30ng/mD Piihojeni #t&pu PBSC v kontrolni skuping | Cognoni, P.J.
N=13 o e s amifostinem rychlejsi (30 vs.36 dni, p=0.019) | a kol., 1996

amifostin

(4 mg/ml)

Tabulka 4, Randomizované studie s manipulovanymi $tépy s podanim amifostinu k protekci
hematopoetickych progenitorit — shrnuti vysledkii

NHL — nehodgkinsky lymfom, HD — Hodgkinitv lymfom, PBSC — periferni hematopoetické
kmenové buiiky, TRF trombo — transfuze trombokoncentrdtu
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Nadory rodiny Ewingova sarkomu/pPNETU

Skupinu nadorti rodiny Ewingova sarkomu (,,Ewing Sarcoma Family of Tumors®, dale ES)
tvoii agresivni nadory kosti nebo mékkych tkani zahrnujici vlastni Ewinglv sarkom, periferni
primitivni neuroektodermalni nador - pPNET a jejich atypické varianty. U déti a adolescentl jsou
tyto naddory na druhém misté v Cetnosti vyskytu mezi zhoubnymi nadory kosti a predstavuji 15%
vSech kostnich nadort (Cullinane, C.J. a Burchill, S.A., 2003).

Ewingliv sarkom kosti byl poprvé popsin Jamesem Ewingem vroce 1921 jako
vietenobunécny nador dlouhych kosti citlivy k radioterapii, ¢imz se odliSoval od osteosarkomu.
James Ewing predpokladal endotelidlni pivod nadoru. V souCasné dobé¢ se predpoklada
neuroektodermalni ptivod nédoru v postgangliovych buitkdch parasympatiku, ¢imz se vysvétluje
vyskyt nddoru v kostech, méné Casty extraskeletalni vyskyt primarniho nadoru v me¢kkych tkanich a
vzacné primarni postizeni visceralnich organd (ledvina, pankreas, ovaria atd.). Neuroektodermalni
ptuvod nadoru podporuji ndlezy neurdlni diferenciace charakterizované prikkazem exprese
neuralnich antigenti pfi imuno-histochemickém vySetieni a prikaz neurosekrecnich granul pfi
elektronmikroskopickém vySetfeni. DalSim diikazem je schopnost bunécnych linii odvozenych od
ES podstoupit neuralni diferenciaci v podminkéch in vitro (Sugimoto, T. a kol., 1997). V neposledni
fad¢ bunky ES produkuji acetylcholinesterazu, enzym nezbytny pro syntézu acetylcholinu
(O 'Regan, S. a kol., 1995).

V morfologickém obraze pii klasickém barveni hematoxylin-eosinem imponuji nadory
z rodiny ES jako “nadory z malych tmavych kulatych bunék”, tedy obrazem typickym pro tfadu
nediferencovanych, biologicky agresivnich détskych nadort. Velmi podobnym morfologickym
obrazem se prezentuji naptiklad rabdomyosarkom, neuroblastom, nékteré nehodgkinské lymfomy,
meduloblastom a nékteré dal$i nadory. ProtoZe je 1écba kazdého z nich odli$na, je urceni spravné
diagnézy zcela zasadni pro dal$i léCebny postup a osud pacienta. V soucasné dobé jsou
imunohistochemické, elektronmikroskopické, cytogenetické a molekularné biologické vySetieni
zcela nezbytné pro pfesnou diagnostiku a 1é¢bu détskych nddorovych onemocnéni.

V ptipad¢ vlastniho Ewingova sarkomu se jednd o primitivni, nediferencovany nador, u
pPNETU nachazime znamky neurondlni diferenciace. Tabulka 5 shrnuje nalezy
imunohistochemického vySetteni u ES a pPNETU, zafazeny jsou i1 dalS$i nadory s obdobnou
morfologii (,,small round blue cell tumors®) , které je nutné zahrnout v diferencialni diagnoze.
Mimotadny vyznam v diferencidlni diagnéze ESod jinych nadord zmalych tmavych
bunék détského véku maé protilatka CD99, ktera rozpoznava povrchovy glykoprotein p30/32M<2.
»Over-exprese* genu MIC2 v ES je charakteristicka, nicméné neni zcela specificka (Cullinane, C.J.
a Burchill, S.A4., 2003). MIC2 glykoprotein nachdzime i u né€kterych nehodgkinskych lymfomi,

leukémii, v Sertoliho buiikdch a v pankreatu.
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IHC PPNET ES NBL RMS NHL
Vimentin + + - + -
NSE + - + -() -
PGP 9.5 + - + - -
S100 + - - - -
Chromogranin -(h) - + - -
GFAP -4 - - - -
Leu?7 + - - - - ()
MIC2 44+ ++ - -(1) +(-)
NB84 - - + - -
Desmin -1 -4 - + -
MyoD1 - - - + -
Myogenin - - - + -
Aktin - - - + -
CD45 - - - - +
Cytokeratin -(H) -(+) - -(+) -

Tabulka 5, Imunohistochemické vySetieni u ES, pPNETu a dalSich ,nddorit 7 malych
tmavych kultych bunék“. IHC - imunohistochemie, ES - Ewingiiv sarkom, pPNET - periferni
primitivni neuroektoderndalni nador, NBL - neuroblastom, RMS - rabdomyosarkom, NHL —
nehodgkinsky lymfom (v diferencialni diagnoze nejcastéji ymfoblasticky T-NHL)

Nédory rodiny Ewingova sarkomu jsou charakterizovany piitomnosti specifickych
chromozomalnich aberaci zahrnujicich gen EWSna 22. chromozému (West, D.C., 2000). Byly
identifikovany nendhodné chromozomalni translokace (tabulka 6), které jsou specifické pro ES. Na
molekularni urovni vedou tyto translokace k pfestavbam mezi geny ETS rodiny transkripcnich
faktord a genem EWS na 22. chromozému (Dellattre, O. a kol., 1994, Sandberg, A.A. a Bridge, J.,
2000). Vysledkem je novy fuzni gen, jehoz piepisem vznika protein s funkci aberantniho
transkripcniho faktoru, ktery je odpoveédny za maligni transformaci buniky (May, W.A. a kol., 1993).

Nejcastéjsi se vyskytujici translokaci je t(11;22)(q24;q12), kterou nachazime u 85% nadort
ze skupiny ES (obrazek 3).

Druhou nejc€astéjsi je t(21;22)(q22;q12), ta je zastizena u <10% néadort. Ostatni zndmé fuzni
geny EWS/EIAF, EWS/ETV-1 a EWS/FEV nachdzime u 1-2% ES, podobné jako komplexni

translokace zahrnujici dal§i chromozdmy mimo nejcast¢jsi oblasti 11q24 a 22q12.
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ES - translokace 1(11;22)(q24.q12)

Normal EWS Gene Normal FLI1 Gene
EWSR1 EWSR2
> ssp wn stsssssmnnss
1 234 56 TYEDW 20T 1 23 4 50 57209
' 1n.n

o 14 — '

— -— OTTTTTTT T 1 .

Normal FLII Transcript -

Narmal EWS Transcript *

p TN
= —
—TT

Chimeric EWS-FLI1I 1ransecript

Obrazek 3, Schematické znazornéni fuzniho genu EWS/FLII, podminéného translokaci
1(11;22)(q24;q12).

Prikladem jsou komplexni translokace t(11;14;22)(q24;q11;q12), t(10;11;22) (p11.2;
q24;q12), t(11;17;22) (q24;922;q12) a tada dalSich (Sandberg, A.A. a Bridge, J., 2000).
Recentné byla identifikovana t(1;22)(p36.1;q12) s novym fiznim partnerem ZSG na 1.

chromozému, rovnéz z rodiny ETS transkripénich faktort (Mastrangelo, T. a kol., 2000).

Translokace Chimericky fuzni gen Cetnost ve skupiné ES
t(11;22)(q24;q12) EWS/FLI-1 85%
t(21;22)(q22:;q12) EWS/ERG <10%
t(17;22)(q12;q12) EWS/EIAF <2%
t(7;22)(p22;q12) EWS/ETV-1 <2%

t(2;22)(q33;q12) EWS/FEV <1%

ﬁggﬂ;’ig tlrf;l;oiazczeql ) EWS/FLI-I Ojedingle

Tabulka 6, Prehled translokaci u nddoru z rodiny Ewingova sarkomu (Ewingiiy sarkom
kosti i extraosedlni, periferni primitivni neuroektodermalni nador)
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Ob¢ hlavni translokace t(11;22) a t(21;22) jsou tedy nalézany u vice nez 95% nadort
skupiny Ewingova sarkomu, ostatni typy jsou minoritni.

U casti ES se mimo EWS/ETS piestavby vyskytuji dalsi pfidatné zmény, nejcastéji trizomie
8. a 12. chromozému, nebalancovana translokace t(1;16), vedouci k deleci 16q a ke zmnozeni kopii
1q a rovnéz delece 1p (Kaneko, Y. a kol., 1996, Maurici, D. a kol., 1998). Jakym zplsobem se
uvedené sekundéarni chromozomalni aberace podileji na vyvoji biologického chovani ES neni dosud
zcela jasné. Trizomie 8. chromozomu byla piivodné povazovdna za prognosticky nepiiznivy
znak (Armengol, G. a kol., 1997, Tarkkanen, M. a kol., 1999), nicméné tento nalez byl zpochybnén
na vétsim souboru pacientt (Hattinger C.M. a kol., 1999). Naproti tomu delece 1p se povazuje za
nepfiznivy znak u pacientll z lokalizovanym onemocnénim, t(1;16) je spojovana s generalizaci a
progresi onemocnéni (Stark, B. a kol., 1997).

Zatimco prikaz EWS/ETS ptrestaveb ma zasadni vyznam diagnosticky, prognosticky vyznam
ruznych typt translokaci u ES se nepotvrdil (Ginsberg, J.P. a kol., 1999).

V soucasné dob¢ nicméné zname fadu faktori urCujicich prognézu pacienta. Z klinickych
faktori nepfiznivé ovliviiyjicich prognézu pacienta jsou to predevSim: pfitomnost a lokalizace
metastdz v dobé zachytu onemocnéni, lokalizace primarniho nadoru v osovém skeletu, objem
primarniho nadoru > 100 ml. Vyznamnymi rizikovymi faktory jsou déle vyssi vek (pacienti starsi
12 let v dob¢ stanoveni diagnozy maji horsi prognozu), vysoka hodnota LDH a muzské pohlavi
(Cullinane C.J. a Burchill S.A., 2003).

Velmi vyznamnym nepfiznivym prognostickym faktorem je nedostatecna odpovéd’ na
protinadorovou lécbu a masivni pfitomnost viabilni neopldzie v resekdtu nddoru po predoperacni
chemoterapii (Picci, P. a kol, 1997).

NejvyznamnéjSim nepiiznivym znakem je pfitomnost metastaz v dobé stanoveni diagndzy.
Prognosticky pfiznivéjsi je metastatické postizeni plic, vyrazné¢ horSi prognoédza je u pacientl
s metastazami ve skeletu, v kostni dfeni, nejhorsi u kombinace obou (Kushner, B.H., Meyers, P.A.,
2001).

U pacienttl, ktefi nereaguji na chemoterapii prvni volby je dal$i 1écba obtiznd, s nejistym
vysledkem. V ptipadé recidivy onemocnéni mé pro prognozu pacienta vyznam délka intervalu mezi
ukoncenim 1écby a relapsem onemocnéni. Pokud je tato doba krat$i nez dva roky je prognoza
pacienta velmi nepfizniva, vyznamné horsi nez u pacientli s pozdnim relapsem onemocnéni .

Lécba pacientit s ES v poslednich 20 letech velmi pokrocila. Zatfazenim vSech lécebnych
modalit (radioterapie, chirurgickd lécba, chemoterapie) mizeme ve specializovanych centrech
vylécit >60% pacientd s lokalizovanym ESa pfiblizné 25-30% pacientl s primarné
generalizovanym onemocnénim (Cullinane C.J. a Burchill S.A., 2003, Rodrigues-Galindo, C. a

kol., 2003).
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CILE PRACE:

1. Stanoveni vhodnych znakt a ureni optimalni metodiky k detekci minimalni nadorové choroby
ve Stépech kostni diené a perifernich hematopoetickych progenitorovych bunék (PBSC)

uréenych k autolognim transplantacim u nadorid rodiny Ewingova sarkomu/pPNETU.

2. Vysetfeni §téptl na pfitomnost minimalni nadorové choroby.

3. Vypracovat metodiku farmakologického ex vivo ¢isténi $tépl (purging) hematopoetickych

kmenovych bunék.

a, Snizit toxicky ucinek cytostatika (mafosfamidu, etoposidu) na hematopoetick¢é kmenové

buiiky v pritbéhu ex vivo purgingu predchozi inkubaci s amifostinem.
b, Ovérit metodiku v experimentu a pokud experimentalni data potvrdi protektivni

ucinek inkubace s amifostinem ovétit metodiku na Stépech uréenych ke klinickému pouziti a

potvrdit pouzitelnost takto manipulovanych §tépt v klinické studii
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EXPERIMENTALNI PURGING

Pted klinickym pouzitim farmakologicky manipulovanych autolognich §tépti jsme provedli
fadu experimentl, které mély ovéfit ucinnost a bezpecnost zvoleného postupu a standardizovat
pracovni postup a podminky ex-vivo manipulace se §t€py hematopotickych kmenovych bunék.

V provedenych testech jsme hodnotili u¢inky ex-vivo €iSténi na progenitorové burky Stépu.
Protinadorovy ucinek metodiky jsme hodnotili na bunéénych liniich odvozenych od détskych
solidnich néadord, jejichz biologicky neptiznivé formy, pokrocila nebo recidivujici onemocnéni jsou
v indikovanych piipadech 1éCeny vysokodavkovanou chemoterapii s autologni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék.

Ve stépech hematopoetickych progenitorovych bunck ziskanych z kostni dfen¢ i z periferni
krve jsme hodnotili pocty jadernych bun¢k, pocty hematopoetickych kolonii (CFU-GM, BFU-E) a
zastoupeni CD34+ progenitorovych bunék v piitomnosti amifostinu, testovaného chemoterapeutika
(mafosfamidu nebo etoposidu) pouzitého k vlastni eliminaci naddorovych bunck kontaminujicich
S$tép a kombinace chemoterapeutika s amifostinem. Protinddorovy ucinek pouzitych cytostatik jsme
ovetili v MTT testu s bunéénymi liniemi neuroblastomu a Ewingova sarkomu. Za identickych
podminek jsme studovali efekt kratkodobé inkubace nadorovych bunck s amifostinem a nésledné
ovlivnéni inhibi¢niho U¢inku cytostatik, tzn. ochrany nddoru nebo potenciace protinddorového

ucinku amifostinem u bunéénych linii odvozenych od nadort.

Experimentdlni purging - metody
Experimenty s mafosfamidem

Mafosfamid jsme pouzili v sedmi preklinickych experimentech se vzorky kostni diené (KD)
a perifernich progenitorovych buné¢k (PBSC) ziskanych od zdravych déarci i1 od pacientd
s nddorovym onemocnénim. Nadorové buiiky pouzité k hodnoceni efektivity ¢isténi mafosfamidem
reprezentovaly builky nadorovych linii odvozenych od neuroblastomu a Ewingova sarkomu.
Bunééné linie odvozené od vysoce rizikovych forem neuroblastomu byly poskytnuty prof. J.
Cinatlem, jr. (Ustav lékai'ské virologie, Univerzita J.W.Goetha, Frankfurt). Buiiky pouzitych linii
(UKF-NBI, UKF-NB2, UKF-NB3) amplifikuji onkogen MYCN a to v desitkach kopii tohoto genu
(Bedrnicek, J. a kol., 2005). Tato amplifikace umoziuje odliSit neuroblastomové bunky od
hematopoetickych progenitori metodou fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) (Eckschlager T.,
McClain, K., 1996). Neuroblastomové bunky je mozné detekovat rovnéz prikazem exprese genu
pro tyrosinhydroxylazu metodou RT-PCR a imunologicky monoklondlnimi protilatkami

pratokovou cytometrii. K imunologické detekci vyuzivame cytometrického prikazu exprese
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antigeni CD56 a CD81 a neptitomnosti panleukocytarniho antigenu CD45 buitkami neuroblastomu
(Nagai, J. a kol., 2000). Bunécna linie IARC-EW?2 odvozena od nadoru typu Ewingova sarkomu
nese specifickou chromozomalni translokaci t(11;22)(q24;q12). Chimericky fazni transkript
EWS/FLI-1 podminény specifickou chromozomalni translokaci je mozné detekovat pomoci
reverzn¢ transkripéni polymerazové fetézové reakce (RT-PCR).

Uginek na nadorové bunééné linie a u¢inek na progenitorové buiiky byl hodnocen jednotlivé
pro mafosfamid (Mafosfamide-L-lysin, ASTA Medica AG), amifostin (Ethyol, Schering Plough ) a
jejich kombinace.

Mafosfamid jsme nepouzili k ¢isténi autologniho Stépu zadného pacienta z diivodu
opakovaného odklddani terminu doddvky chemoterapeutika a neumérnému navySeni ceny
mafosfamidu firmou. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli pokrac¢ovat v klinickém ¢isténi Stépti PBSC

s-etoposidem.

Experimenty s etoposidem

Etoposid jsme pouzili opétovné v experimentech se vzorky KD a PBSC ziskanych od
zdravych déarct i od pacientll s nadory k ur€eni vhodnych koncentraci etoposidu k chemickému
Cisténi Stépt hematopoetickych bunék, tedy koncentrace efektivné likvidujici nadorové bunky
(uvedené¢ linie IARC-EW2 a neuroblastomové linie UKF-NB1-3) a zachovavajici §té€p zajistujici
obnovu hematopoezy po prevodu Stépu.

Po standardizaci postupu jsme piistoupili k experimentalnimu ¢isténi vzorkli kostni difené
pediatrickych pacientli se solidnimi nadory, s ptfedpokladanou infiltraci kostni diené v dobé
stanoveni diagnézy nebo pfi relapsu zakladniho onemocnéni. V téchto experimentech jsme opét
hodnotili efektivitu postupu v likvidaci nddorovych bunék, toxicitu etoposidu k hematopoetickym
bunkdm a ochranny efekt preinkubace s amifostinem. Soucasné jsme timto zplsobem testovali
metody, které jsme =zavedli kdetekci kontaminujicich nadorovych bunék. Po dokonceni
preklinickych testd jsme piistoupili k vlastnimu ¢iSténi autolognich $tépi PBSC a kostni dfené

urcenych pro klinické pouziti.

Inkubaéni procedury s mafosfamidem

Suspenzi hematopoetickych bunék a bunék nadorovych linii piipravenych v koncentraci
2x10” v ml inkubujeme po dobu 15 minut s amifostinem (4 mg/ml) ve vodni lazni pii 37°C a
nasledné¢ promyvame chladnym pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS). Bunky dale

inkubujeme s mafosfamidem o zvolené koncentraci (experimentalné 50, 100 a 150 pg/ml) tiicet

24



minut ve vodni lazni pfi 37°C. Inkubace je ukoncena rychlym ochlazenim v ledové lazni a

mafosfamid odstranime dvojnasobnym promytim bun¢k v PBS.

Inkubacni procedury s etoposidem

Suspenzi hematopoetickych bunék a bunék nadorovych linii piipravenych v koncentraci
2x10” v ml inkubujeme po dobu 15 minut s amifostinem (4 mg/ml) ve vodni lazni pii 37°C a
nasledné promyvame chladnym pufrovanym fyziologickym roztokem. Buiiky déle inkubujeme
s etoposidem o zvolené koncentraci (experimentalné 30, 40, 50 pg/ml) dvé hodiny ve vodni lazni
pii 37°C. Inkubace je ukoncena rychlym ochlazenim v ledové lazni a odstranénim etoposidu
dvojnasobnym promytim bunck v PBS.

K ¢isténi autolognich $tépti kmenovych bunck jsme se na zdklad¢ vysledki provedenych
testd rozhodli pouzit koncentraci etoposidu 40 pg/ml po predchozi inkubaci Stépu s amifostinem
v koncentraci 4 mg/ml po dobu 15 minut a jeho odmyti. Ex-vivo manipulace se §tépy urCenymi ke

klinickému pouziti jsme provadéli za ptisné sterilnich podminek podle zasad spravné vyrobni praxe.

Kultiva¢ni hodnoceni hematopoetickych kolonii CFU-GM a BFU-E

Suspenze hematopoetickych bunék (1 ml) o koncentraci 1x10° se kultivuje v Petriho
miskach v humidifikovaném prostiedi s 5% COz2 pti 37°C v kompletnim methylcelul6zovém médiu
MethoCult GF H4434 (StemCell Technologies Inc.). Po 14 dnech se odecitaji kolonie tvofené vice

nez 40 bunkami.

Stanoveni CD 34+ bunék

Stanoveni CD34 znaku se provadi imunologicky pritokovou cytometrii na pfistroji
FACSCalibur podle tak zvaného Milanského protokolu (Siena, S. a kol., 1991). K detekci znaku
jsme pouzili protilatky znacené fykoeritrinem proti CD34 (klon 8G12) - antiHPCA2-mysi IgG1
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems). Jedna se o protilatku zamétenou proti 3. epitopu
antigenu CD34. Lyzaci jsme provadéli lyza¢nim ¢inidlem Becton Dickinson podle doporuceni

vyrobce.

Hodnoceni vitality bunéénych linii - MTT test

Pro hodnoceni vitality bunéénych linii jsme pouzili MTT test (Sigma M 5655). K rozliSeni
zivych a mrtvych bunék je vyuzita schopnost vitdlnich bunék redukovat Zlutou, rozpustnou
tetrazoliovou sul MTT (3-4,5-dimethylazol-2-yl-2,5-diphenyl tetrazolium) mitochondridlnim

enzymem sukcinatdehydrogendzou na nerozpustny modry formazan. Po rozpusSténi formazanu
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organickym rozpoustédlem je fotometricky hodnocena absorbance barevného produktu pii 570 nm.
Ve vlastnim experimentu jsme buiikky nadorovych linii po piisobeni mafosfamidu a amifostinu
resuspendovali v IMDM médiu s 10 % fetalniho teleciho séra a napipetovali do jamek kultivacni
desticky po 100 pl. Po inkubaci trvajici 48 hodin v atmosféie s 5% CO, pii teploté 37°C jsme
ptidali do kazdé jamky 10 pl MTT roztoku, po 4 hodinach 100 ul 10 % roztoku sodium dodecyl
sulfatu v 0,1M HCI. Po inkubaci trvajici 20 hodin jsme odecetli modré zbarveni pti 570 nm na
ptistroji Dynatech MRX. Vysledky jsou vypocteny z primérit extinkci ze ¢tyf jamek kultivaéni
desticky.

Hodnoceni apoptézy CD34+ bunék

V (n¢kolika) experimentech jsme rovnéz hodnotili apoptozu CD34+ bunck soucasnym
prikazem antigenu CD34 protilatkou a apoptézy vazbou FITC znadenym annexinem V. Bunky
jsme inkubovali se znacenou protilatkou (anti-CD34 znacena fykoerytrinem viz. vyse) pii 4°C 15
minut, poté je promyli pii teploté 4°C v PBS a resuspendovali ve vazebném pufru. Pfidali jsme
fedény annexin V znaCeny FITC a po desetiminutové inkubaci na ledu jsme méfili na cytometru
FACSCalibur. Znaceny Annexin V a vazebny pufr jsou soucasti komerc¢ni soupravy Annexin
V FITC kit (Immunotech). Toto vySetfeni bylo hodnotitelné pokud ve vzorku bylo nejméné 1%
CD34+ bunék.
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Experimentdlni purging — vysledky

Protinadorové ucinky mafosfamidu

Protinadorové ucinky jsme hodnotili MTT testem pro zvolené koncentrace mafosfamidu 100

a 150 pg/ml a k preinkubaci jsme pouzivali standardni koncentraci amifostinu 4 mg/ml. Vysledné

hodnoty MTT testu na bunécné linii IARC-EW2 odvozené od Ewingova sarkomu pro rizné

koncentrace mafosfamidu (pramér

hodnot tii

experimentll) ukazuje tabulka 7 a obrazek 4.

Vysledky jsou vyjadieny jako procento extinkce kontroly (neovlivnéné tkanové kultury). Rozdil na

hranici vyznamnosti jsme prokéazali pii vyssi koncentraci mafosfamidu (p<0,1, Studentiv t-test).

Rozhodné vsak nebylo ani naznaceno, Ze by amifostin mél protektivni uc¢inek na nadorové buiky.

Amifostin Mafosfamid AMF+MAF
MAF 100 pg/ml 108,73 + 50,23 74,43 £ 60,39 27,25 +12,3
MAF 150 pg/ml 84,83 £ 16,24 14,25 + 3,66 19,08 + 7,38

Tabulka 7, Priumér * smérodatna odchylka vysledkit MTT testu bunék IARC-EW?2 ovlivnénych
mafosfamidem, amifostinem a jejich kombinaci. Vyjadieno jako % neovlivnéné kontroly.

% neovlivnéné kontroly

120 «

100 +

80 «

60 «

40 «

20 «

@ MAF 100 pg/l
O MAF 150 pg/l

Amifostin

Mafosfamid

AMF+MAF

Obrazek 4, Vysledky MTT testu bunék IARC-EW?2 ovlivnénych mafosfamidem, amifostinem a
jejich kombinaci. Vyjadieno jako % neovlivnéné kontroly.
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Obdobn¢ jsme zjistovali efekt ucinku mafosfamidu, amifostinu a jejich kombinace na tii
bunécné linie odvozené od neuroblastomu (UKF-NBI, UKF-NB2, UKF-NB3), vysledky jsou

znazornény v tabulce 8 a obrazku 5.

Amifostin Mafosfamid AMF+MAF
UKF-NB1 MAF 150 pg/ml 92,8 +3,8 9,3+5,1 10,5+ 8,4
UKF-NB2 MAF 150 pg/ml 73,0 £ 4,7 14,7+ 7,1 13,5+ 8,6
UKF-NB3 MAF 150 pg/ml 107,3 £ 8,9 249+9,1 12,7+ 13,9
Priamér vSech linii MAF 150 pg/ml 84,8 + 16,2 19,08 + 7.4 14,3 +£3,7

Tabulka 8, Primér + smérodatna odchylka vysledkitc MTT testu bunék UKF-NB1, UKF-NB2,
UKF-NB3 ovlivnénych mafosfamidem, amifostinem a jejich kombinaci. Vyjadieno jako %
neovlivnéné kontroly.

120 «
B UKF NB1
B UKF NB2
100 <
B UKF NB3
=2
o
S 804
c
o
X
)
c
>8 60 <
2
>
o
C 404
X
20 4
O L J L L4
Amifostin Mafosfamid AMF+Mafosfamid

Obrazek 5, Vysledky MTT testu bunék UKF-NB1, UKF-NB2, UKF-NB3 ovlivnénych
mafosfamidem (150 ug/ml) , amifostinem a jejich kombinaci. Vyjadieno jako % neovlivnéné
kontroly.
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Protinadorové acinky etoposidu

Stejné jako u mafosfamidu ovérovali jsme 1 efekt etoposidu na bunééné linie odvozené od

nadort. Tabulka 9 ukazuje efekt riznych koncentraci etoposidu (30 pg/ml, 40 pg/ml a 50pg/ml )

s preinkubaci s ethyolem a bez ni.

0 ug/ml 30 ug/ml 40 ug/ml 50 ug/ml
UKF-NBI1 Et- 100,0 0 0 0
UKF-NBI1 Et+ 100,0 0 25,8 0
UKF-NB2 Et- 100,0 0 7,9 6,5
UKF-NB2 Et+ 96,0 7,2 4,4 21,1
UKF-NBS3 Et- 100,0 21,2 58 41,7
UKF-NB3 Et+ 98,2 23,5 20,3 22,3

Vv o

Tabulka 9, Viabilita neuroblastomovych bunécnych linii hodnocena v MTT testu. Priimérné
hodnoty extinkce ze 4 jamek vyjadiené jako % hodnota kontroly.

Dokumentovali jsme pokles viability nddorovych bunck vSech testovanych linii.
Pokles viability bunécnych linii vyvolaly vSechny pouzité koncentrace etoposidu. U bunécné linie
UKF-NBI1 vedla inkubace s etoposidem v koncentraci 30 pg/ml a vysSich k Giplné inhibici rustu.
Protinadorovy ucinek etoposidu byl v experimentu potencovan preinkubaci s amifostinem u
neuroblastomové linie UKF-NB3 pifi vysSich koncentracich etoposidu (40 a 50 pg/ml).
Signifikantni ochranny vliv amifostinu na nadorové buniky jsme nezjistili v Zddném experimentu.
Usuzujeme, Ze etoposid v koncentraci 40 pg/ml, kterou jsme na zékladé vysledkd provedenych
experimentl zvolili k ¢iSténi $t€pi hematopoetickych kmenovych bunék ke klinickému uziti vede

k dostatecné inhibici ristu kontaminujiciho nadoru.

Ovlivnéni progenitorovych bunék

Efekt mafosfamidu

V provedenych testech jsme u $tépii hematopoetickych bunék hodnotili pocty jadernych
bunék, hematopoetickych kolonii (CFU-GM, BFU-E) a zastoupeni CD34+ progenitorovych
bunék v pfitomnosti amifostinu, mafosfamidu (150 pg/ml) a jejich kombinace. Vysledky shrnuji

tabulky 10 a, b, ¢, d.
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Amifostin Mafosfamid AMF+MAF
KD 76,07 + 26,35 75,32 + 32,83 81,93 + 29,37
PBSC 98,20 + 14,79 90,15 + 19,54 91,68 + 29,37
KD + PBSC 88,71 £ 23,29 83,79 + 27,09 87,50 + 20,78
Tabulka 10 a, Hodnoty jadernych bunék. Vyjadieno v % kontroly.
Amifostin Mafosfamid AMF+MAF
KD 96,5 + 3,15 3,58 +1,98 9,56 + 7,52
PBSC 90,7 + 14,62 5,2 £2,62 4,65 + 3,47
KD + PBSC 92,65 + 12,38 4,51£25 6,52 + 6,73

Tabulka 10 b, Hodnoty hematopoetickych kolonii CFU-GM. Vyjadieno v % kontroly.

Amifostin Mafosfamid AMF+MAF

KD 1094 + 12,6 3,10 £2,96 10,42 + 12,6
PBPC 96,3 £ 8,1 3,18 £2,85 3,78 + 4,37
KD + PBPC 100,67 £ 11,61 3,14+29 6,62 + 6,73

Tabulka 10 ¢, Hodnoty hematopoetickych kolonii BFU-E. Vyjadieno v % kontroly.

AMF vs. MAF AMF vs. AMF+MAF | MAF vs. AMF+MAF
BFU-E KD p<0,01 p <0,05 N.S.
PBPC p < 0,001 p < 0,001 N.S.
Obg p < 0,001 p < 0,001 p<0,1N.S.
CFU-GM KD p < 0,001 p < 0,005 p<0,1N.S.
PBPC p < 0,001 p < 0,001 N.S.
Ob¢ p < 0,001 p < 0,001 N.S.

Studentiv t— test

Tabulka 10 d, Statistické posouzeni jednotlivych skupin.

Potvrdili jsme, Ze procentudlni zastoupeni CD34+ bunck v manipulované KD a PBPC se
neméni po pusobeni obou testovanych latek ani jejich kombinace, podobné ptsobeni mafosfamidu

na jaderné buiikky nevedlo k vyznamnému poklesu jejich procentuelniho zastoupeni (pii poklesu
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poc¢tu vsech jadernych bunék se snizuje absolutni pocet CD34+ progenitortl). Vysoce vyznamné
bylo piisobeni mafosfamidu na rist hematopoetickych kolonii CFU-GM a BFU-E. Mafostamid
vyrazn¢ redukoval rist kolonii CFU-GM a BFU-E v kostni dfeni (p< 0,001; Studentlv t-test) i
perifernich kmenovych buiikach (p< 0,001; Studentiv t-test), naproti tomu samotny amifostin rast
kolonii neovlivnil. Pii koncentraci amifostinu 4 mg/ml jsme neprokazali signifikantni protektivni
efekt amifostinu na rist hematopoetickych kolonii. Pfi samostatném hodnoceni kmenovych
buné¢k ziskanych z kostni dien¢ jsme zjistili nesignifikantni trend k protekci kolonii CFU-GM
amifostinem pied pisobenim mafosfamidu (p< 0,1; NS, Studenttv t-test), podobné¢ byla, na hranici
vyznamnosti, vyjadiena protekce kolonii BFU-E pfi spole¢ném hodnoceni KD a PBPC (p < 0,1;
NS, Studenttv t-test)

Efekt etoposidu

Obdobn¢ jako efekt mafosfamidu jsme hodnotili i efekt etoposidu, vysledky shrnuje tabulka 11.

Etoposid 32 ug/ml Etoposid 40 ug/ml
Amifostin - + - A
Jaderné buiiky 101,1 £ 13,5 96,7 +2,9 95,2+7,7 90,8 £ 20,6
CFU-GM 38,8 £24,0 * 40,7 £ 19,9 * 32,1 13,7 ** 35,6 £ 20,0 s
BFU-E 62,4 £35,5 * 66,3 + 35,5 68,4 + 22,1 * 54,4 £ 22,7 =
CD34+ b. 129,4 + 52,1 102,7 + 66,3 120,3 + 65,7 120,9 £ 51,9

Tabulka 11, Hodnoty jadernych bunék, hematopoetickych kolonii CFU-GM a BFU-E a CD34+
bunék po inkubaci s riiznymi koncentracemi etoposidu s preinkubaci amifostinem a bez ni.
Vyjadieno v % kontroly. #p< 0,05 ; #*p<0,01- hodnoceno t-testem

Jak je vidét z tabulky, obé koncentrace etoposidu redukuji vyznamné pocty koloniformnich
bun¢k. Tento poklesje vSak vunosné mife. Preinkubace ethyolem tuto redukci nesnizovala
vyznamnym zpusobem. ZvySovani procenta CD34+ bungk si vysvétlujeme zvySenim nespecifické
vazby protilatky pfi poSkozeni bunék nebo vys§imi ztratami ostatnich bunék.

Z provedenych experimentd vyplyva, Ze pouziti etoposidu v koncentraci 40 pg/ml
s patnactiminutovou preinkubaci ethyolem v koncentraci 4 mg/ml neredukuje netinosné pocet
bunék obnovujicich krvetvorbu a redukuje pocet nadorovych bunék, které mohou Stép
kontaminovat. Vzhledem k zachovani poctu CD34+ bunck pii vyrazném poklesu kolonii je
nezbytné viechny $tépy, u kterych byl provadén purging, vysetiit i kultivaéng. Rada pracovist’ se
spoléha pouze na vysetfeni CD34+ bunck, coz je u nemanipulovanych $tépt postacujici. Rovnéz je

vhodné ponechat ¢ast Stépu necisténého pro piipad neptihojeni jako tzv. ,,back up“. My jsme vzdy
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ponechali back up v mnozstvi nejméné 1x10° CD34+ bundk/kg. To je mnoZstvi, které zajisti
piihojeni po megachemoterapii, byt pomalejSi nez optimalni mnoZzstvi hematopoetickych

progenitord.
Apoptoza CD34+ bunék

U dvou $téph urcenych k transplanatci (pacienti ¢. 2 a 7 viz. tabulka ¢. ) a u jednoho
experimentalniho vzorku PBSC jsme vySetfili apoptézu CD34+ bun€k metodou vazby annexinu
V (tabulka 12). Ta vykazovala zna¢nou variabilitu, kterd mohla byt kromé jiného podminéna
odstupem mezi odbérem $té€pu, manipulaci se St€pem a vySetienim apoptodzy, eventualné manipulaci
pii transportu. Pomérné vysoké procento progenitorovych bunck vazalo Annexin V, tedy byly
v apoptoze. Tato metoda detekuje i velmi Casné faze apoptdzy (van Engeland, M. a kol., 1998,
Eckschlager, T., Bartinkova, J., 1999). Piesto vysoké hodnoty naznacuji, ze poskozeno mize byt
znacné procento progenitorovych bunék. To ostatné potvrzuji rozdily mezi prakticky nezménénym

poctem CD34+ bunék a sniZenou tvorbou kolonii pii kultivacnim vySetieni.

Provedeny purging | Kontrolni vzorek
Exp.vzorek PBSC 1,0 0,5
Pacient ¢. 2 79,2 7,9
Pacient ¢. 7 16,3 2.3

Tabulka 12, Procento CD34+ bunék vaZicich Annexin V (apoptotickych). Srovndni Stépu
inkubovanych s etoposidem v koncentraci 40 ug/ml s patndctiminutovou preinkubaci etyolem
v koncentraci 4 mg/ml a §tépit nemanipulovanych
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METODIKY DETEKCE MINIMALNI NADOROVE CHOROBY

Na klinice détské hematologie a onkologie jsme k prikkazu bunc¢k Ewingova
sarkomu/PNETu zavedli nejprve metodu “nested” RT-PCR kdetekci obou hlavnich
chromozomalnich aberaci - t(11;22)(q24;q12) a t(21;22)(q22;q12). Reverzné¢ transkripcni
polymerazova fetézova reakce (RT-PCR) je metoda umoZziujici detekovat cilové buiiky na trovni
specifické mRNA. Nasledné¢ jsme zavedli i metodu kvantitativni PCR reakce v realném case
k detekci vSech péti zakladnich fuznich gentd (EWS/FLII, EWS/ERG, EWS/FEV, EWS/EIAF a
EWS/ETV1), kterou pouzivame k detekci EWS/ETS ptestaveb v nddorové tkani.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Principem PCR je enzymaticka amplifikace DNA in vitro syntézou mnoha kopii vybrané
cilové sekvence DNA v cyklické reakci o tiech teplotnich fazich. Reakce je zaloZena na schopnosti
dvouvlaknové DNA denaturovat pii vysoké teploté¢ a opétovné renaturovat pifi jejim snizeni pfi
zachovani pravidla komplementarity bazi. Jestlize jsou zndmy nukleotidové sekvence na koncich
urcitého regionu DNA, je mozné uvedeny usek DNA enzymaticky namnozit.

Typicka PCR reakce zacina tepelnou denaturaci vzorku DNA na dva jednoduché fetézce pii
teploté 95°C. V dalsi fazi po ochlazeni vzorku nasednou primery na komplementarni 3’-konce
cilové DNA. Optimalni teplota pro vazbu primert je individualni pro kazdou dvojici primert a
obvykle se pohybuje mezi 50-65°C. Hybridizované primery slouzi jako zaklad pro syntézu novych
vlaken a jsou vreakci pfitomny ve vysoké koncentraci. Aby byl pro syntézu novych vldken
k dispozici  dostatek substratu, musi byt vreakci pfitomno dostatecné  mnoZstvi
deoxynukleotidtrifosfatii. Syntéza PCR produktu je katalyzovana termostabilni DNA polymerazou.
Tento enzym prodluzuje vlakna DNA smérem od obou primerd, ve sméru od 5 konce k 3 konci pfi
teploté 72°C. Po dokonceni syntézy obou vldken je zkumavka s PCR reakci opét zahtata na 95°C,
aby denaturovaly nové vytvofené duplexy DNA, a cely cyklus zacind znovu. Opakovani cykld
denaturace a syntézy vede k rychlému namnoZeni cilové sekvence DNA, teoreticky 2" x, kdy n je
pocet cykli, ktery se pohybuje obvykle mezi 15 - 45.

Vlastni PCR reakce tedy obsahuje nasledujici komponenty nezbytné pro hladky pribéh
reakce:

1, vzorek DNA (obsahujici cilovy zkoumany tsek)

2, primery — syntetické oligonukleotidy obvykle velikosti 18-30 nukleotidt, které slouzi jako zaklad
pro syntézu novych vlaken a specificky ohranici cilovy tisek DNA. Primery musi byt navrzeny a
syntetizovany tak, aby hybridizovaly s komplementarnimi sekvencemi dvouvlaknové DNA

3, smés vsech Ctyt deoxynukleotidtrifostatii
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4, PCR pufr a Mg”" ionty
5, Taq polymerézu (termostabilni DNA polymeréza)

Analyza produktu PCR reakce pak probihd nejcastéji elektroforézou. Produkty
amplifikac¢nich reakci (fragmenty DNA) se deli podle své relativni molekulové hmotnosti a
velikosti ndboje elektroforézou DNA fragment v gelu. Analyza velikosti fragmenta je podstatou
interpretace vysledkt fady molekularné-biologickych metod v¢. PCR. Nejcastéji se pouziva jako
elektroforetické medium agardza (0,8-3%), jejiz koncentrace se voli podle velikosti fragmentt,

které maji byt separovany.

Reverzné transkrip¢ni polymerazova retézova reakce (RT-PCR)

Revezné transkripéni polymerdzova fetézova reakce (RT-PCR) umoziuje detekci a
v urcitych ptipadech i kvantifikaci mRNA pro ur€ity gen. Pouziti k detekci MRD je nutné vzhledem
k variabilit¢ zlomovych mist, pfitomnosti intronti v postizenych genech a jejich velikosti. Molekuly
mRNA tvoii pouze 1-2% z celkového mnoZstvi RNA izolované standardnimi technikami z bun¢k.
Pfi RT-PCR je mRNA nejprve piepsana do komplementarni DNA (cDNA) pomoci nékteré
z reverznich transkriptdz (enzymy retrovir schopné piepisovat RNA na DNA, jako napiiklad
virus ptac¢i myeloblastozy (AMV), Molonyho virus mysi leukémie (MLV) a dal$i) (Downing J.R.,
1993). Pro zisk cDNA z mRNA se pouzivaji tii typy primert: specifické oligonukleotidy pro
syntézu pouze urcit¢ mRNA, smés ndhodnych oligonukleotidii (metoda ndhodnych hexamert),
nebo oligo(dT) primer, ktery se navaze na poly(A) termindlni ¢ast molekuly mRNA a umozni
syntézu ve sméru od 5k 3'konci (Zoubek A., 1994). Vznikla cDNA miiZze byt nasledné pouzita
v PCR reakeci jak je popséana vyse.

Pti PCR a RT-PCR se setkdavame s n¢kolika zasadnimi problémy. V prvé fad¢é ovliviuje
vysledek vysetfeni kvalita izolovanych nukleovych kyselin. Negativni vysledek RT-PCR nemusi
nutné znamenat nepiitomnost exprese hledané¢ho genu (RNA ve vzorku byla napi. degradovana,
izolace byla neuspésna atd.). Reakci miize rusit i fada latek kontaminujicich nukleové kyseliny pfi
nedostatend ,&isté“ izolaci. Rada latek (bilkoviny, fenol, heparin apod.) ru$i syntézu DNA.
K vylouceni tzv. falesné negativity je paraleln¢ k cilovému genu v kazdém vzorku amplifikovan
kontrolni gen, ktery je konstitutivné exprimovan ve vSech typech buiick. Pokud PCR reakce
kontrolniho genu probéhne uspésné je degradace vzorku nebo chyba v PCR reakci
nepravdépodobna, naopak neprobéhne-li reakce kontrolniho genu je vySetieni cilového genu
nehodnotitelné. Vzhledem k existenci pseudogenil (bezintronovy gen) zafazujeme bézné i kontrolu
bez reverzni transkripce k vylouceni nechténé amplifikace kontaminujici genomové DNA ve

vzorku.
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Druhym extrémem je riziko kontaminace reakce produktem predchozi PCR (faleSna
pozitivita) podminéné velmi vysokou citlivosti metodiky. Tomu se branime jednak fyzickym
oddélenim jednotlivych fazi vySetteni (izolace nukleovych kyselin, pfiprava reakénich smési,
vlastni PCR reakce a naslednd analyza produkti PCR) do rGznych mistnosti, praci v boxech a
likvidaci kontaminaci UV zafenim. Ke vSem krokiim vySetfeni pouzivame vyclenéné pipety,
reagencie a dalsi pomicky, které se nesmi ptrenaset. PredevSim vSak do reakce vzdy zatazujeme
pozitivni a negativni kontroly k vylouceni falesné pozitivity a potvrzeni GspéSnosti amplifikace

kontroly.

V diagnostice MRD muzeme vyuzit PCR a RT-PCR k detekci specifickych translokaci a
RT-PCR umoziuje prikaz specifické mRNA. Citlivost té&chto metod je 1: 10°°, jak je patrno
ztabulky ¢.1 (Hagenbeek A., 1992). Citlivost a specifitu vySetfeni mizeme zvySit provedenim
,uhnizdéné* (nested) PCR nebo RT-PCR. Principem je pouziti dvou po sob¢ nasledujicich PCR.
Primery pro druhou reakci lezi uvniti od primert prvni PCR a jako vzorek se vyuziva produkt prvni

PCR.

Kvantitativni PCR v realném case (QRT-PCR)

Technika je zalozena na pouziti fluorescenéné znacenych sond a detekéniho systému, ktery
je schopen méfit intenzitu fluorescence. Metoda kvantitativni PCR v redlném case (QRT-PCR)
vyuzivd 5'nukleazové aktivity DNA polymerdzy, fluorochromy znaCenych sond specificky
hybridizujicich s cilovou sekvenci DNA a kontinualni detekce emitované fluorescence béhem
amplifikacni reakce. V pribéhu amplifika¢ni reakce sonda znacend na svém 5° konci zvolenym
fluorochromem (reporter fluorescent dye - FAM, VIC, TET atd.) a na 3" konci takzvanym
"zhaseCem" (quencher) hybridizuje s cilovou sekvenci DNA (je-li tato ve vySetfovaném vzorku
pfitomna), néasledné¢ se navazi primery a Taq DNA polymeraza syntetizuje definovanou cilovou
sekvenci. Soucasn€¢ svou 5'nukledzovou aktivitou S§tépi navazanou sondu s fluorofory.
V nepfitomnosti odStépeného "zhasece" neni zafeni fluoroforu redukovéano a je v "redlném case"
zaznamenano CCD kamerou. Nartstani fluorescence tak odpovidd naristdni mnozstvi amplikonti
v pribchu reakce (obrdzek 6). Pro vznik fluorescenéniho signdlu je nutnd specificka hybridizace
sondy s cilovou sekvenci, tudiz nespecificky amplifikované artefakty signal negeneruji (tzn. jsou
eliminovany post-PCR kroky nutné k ovétfeni specifity PCR produktu). U intaktni, nenavazané
sondy je diky Forsterovu rezonannimu pienosu energie v prostoru emise fluorescence
z fluorochromu na 5konci sondy redukovéana zhaSeCem a neovliviiuje vlastni reakci. Jinak feceno,
jestlize jsou oba fluorochromy pfitomny na jedné molekule, nedochdzi k zddnému vyzafovani

fluorescence.
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Reakce neni charakterizovana kone¢nym mnozstvim PCR produktu po fixnim poctu cyklu,
ale parametrem Crt (threshold cycle). Cr je bod vté casti cyklu, kdy se poprvé detekuje
amplifikovany PCR produkt a zaroven se zaznamena vzestup fluorescence nad hodnotu, kterou
oznacujeme jako préh (threshold). Kvantifikace mnozstvi DNA ve vzorku dosdhneme méfenim
hodnoty Cr a pouzitim standardni kiivky k ur€eni pocatecniho mnozstvi kopii softwarem pocitace.
Zékladni princip kvantifikace prostiednictvim PCR v redlném case je jednoduchy: ¢im vétsi je
pocatecni mnozstvi cilové DNA, tim dfive je detekovana akumulace produktu v PCR procesu a
hodnota Cr je nizsi. Prahova hodnota se stanovuje v exponencialni f4zi PCR (reakéni komponenty
nejsou limitujicim faktorem), coz zajistuje vysokou reprodukovatelnost hodnoty Cr.

Kvantifikaci nezndmého mnozstvi templatu ve vzorku uréime srovnanim ze standardni
kiivkou zndmého fedéni templatu nebo kalibratoru. V reakci pouzivame rovnéz endogenni kontroly,
kterymi se normalizuji jednak rozdily v mnozstvi RNA piidané do kazdé cDNA reakce a stejné tak i
rozdily v ti€innosti reverzni transkripce.

Metoda kvantitativni PCR v realném case (QRT-PCR) je vysoce reprodukovatelna, relativné

nendro¢nd na provedeni, nevyhodou jsou vysoké potizovaci ndklady na piistrojové vybaveni.
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Obrazek 6, QRT-PCR umoZiiuje kvantitativné mévit mnoZstvi produktu (5 exonukledazova aktivita
termostabilni DNA polymerazy $tépi sondu s navazanymi fluorochromy. V nepritomnosti zhasece
(quencher) je emitovana fluorescence. Intenzita fluorescence je kontinudlné monitorovina
béhem amplifikacni reakce.
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VLASTNI METODIKA DETEKCE MRD

Manipulace se vzorky

Vysledky vySetfeni vyznamné ovliviuje jiz vlastni odbér vzorku, jeho zpracovani a
uchovani. Chybna manipulace se vzorkem miize snadno vést k jeho znehodnoceni, nejCastéji
z ditvodu degradace nukleovych kyselin (pfedev§im RNA).

Standardizace preanalytické faze vySetfovaciho postupu je tedy nezbytnd. Na nasem
pracovisti odebirame vzorky aspiratu kostni difené a krve do EDTA, produkt separace PBPC
obsahuje citratové antikoagulans s gluk6zou (ACD-A), které se pouziva pii vlastni cytaferéze.
Odebrané vzorky jsou ihned transportovany do laboratofe, uchovany pifi 4°C a zpracovany
nejpozdéji do 24 hodin. Buiiky ze vzorku izolujeme selektivni osmotickou lyzou erytrocyti, k lyze
erytrocytlt pouzivame hypotonicky roztok chloridu amonného (Izraeli, S.a kol., 1991). Peleta
promytych bunék je uchovana pfi - 70°C v hlubokomrazicim boxu k vySetfeni. K uvedenému kroku
misime uvést, Ze sama izolace jadernych bunék pomoci osmotické lyzy erytrocytl, nebo na
hustotnim gradientu Ficoll-Hypague muze vést ke ztrat€¢ nadorovych bunck ze vzorku, jak bylo
prokazano opakovan¢ v experimentu (Burchill, S.A. a kol., 1999). Jako nejvhodnéjsi se v citované
praci zaméfené na detekci MRD u neuroblastomu v periferni krvi jevila izolace totalni RNA z plné
krve pomoci kitu Ultraspec (Biogenesis, UK) doplnéna o izolaci poly A+ RNA. Tato metodika se
vSak bézné neuziva pro svoji technickou a piedevsim ekonomickou naro¢nost.

Kwvalita a rychlost zpracovani vzorku ma zasadni vyznam i pfi vySetfeni tkani. Pfi vySetfeni
bioptického vzorku nebo resekdtu nadoru postupujeme tak, ze odebrany nativni, nefixovany
materidl je ihned po odbéru chirurgem ptedan patologovi, ktery zhodnoti makroskopicky nalez a
podle moznosti provede sterilni odbér ¢asti vzorku na cytogenetické vySetieni (RPMI medium) a
pro prutokovy cytometr (fyziologicky roztok). Paralelni tkan ke vzorku odebranému na
cytogeneticka vySetieni se zamrazi (v tekutém dusiku) a z tohoto vzorku, po nakrajeni v kryostatu a
obarveni fezli (hematoxylin-eosin, Giemsa) je pfipraven zmrazeny fez, ze kterého patolog muiiZe
stanovit predbéZznou pracovni diagnoézu a zaroven ovéfit, zda je v odebranych vzorcich skutecné
zastoupena nadorova tkan. Zmrazenou tkan je mozné dale pouzit k dalsim molekularné-
biologickym vysetfenim (napi. PCR, RT-PCR, Western blot atd.). Zbyvajici tkan je fixovéana a
nasledn¢ zpracovana klasickou histopatologickou technikou.

Je nutné zdlraznit, Ze prosta fixace tkdné¢ ve formolu na chirurgickém ¢i ortopedickém séle,
coz je nadale Casta praxe, je postup zcela nevhodny a miize znemoznit fadu vySeteni, ktera maji
vyznam nejen diagnosticky, ale i1 prognosticky (Kodet, R., 2003). U ftfady onemocnéni je

molekularni diagnostika k jednozna¢nému potvrzeni diagnézy jiz vyzadovana.
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Izolace RNA

K izolaci totdlni RNA pouzivame Trizol Reagent (Gibco BRL-Life Technologies Inc.,
USA) vyuzZivajici metodu Chomczynskiho & Sacchi. Pfi izolaci postupujeme podle navodu
vyrobce, metodika vyuziva lyzy bun€k v guanidium izothiokyandtu nésledovanou fazovou separaci
proteinti a nukleovych kyselin chloroformem a precipitaci RNA izopropanolem. Po promyti RNA
etanolem je peleta rozpu§téna ve vodd prosté RNaz. Cistotu a koncentraci izolované RNA
oveiujeme spektrofotometricky pii A260 a A280. Vzdy dopliiujeme i elektroforézu totalni RNA na
1.5% agar6zovém gelu k ovéfeni integrity izolované RNA.

Metodu pouzivame kizolaci RNA z bunék kostni dien¢ (pfipadné krve), stépt PBPC i
k izolaci z tkani, nejCastéji po homogenizaci tkané v tekutém dusiku, piipadné z kryostatovych fezi

zmrazené nadorové tkané.

RT-PCR (t(11;22) a t(21;22))

K reverzni transkripei (RT) metodou ndhodnych hexamerd pouzivame 1ug totalni RNA do
celkového objemu 20ul. Reakci provadime za podminek doporucenych vyrobcem pouzitého kitu
(Gene Amp®RNA PCR Core Kit, Perkin-Elmer). RT probiha pfi teploté 37°C po dobu 60 minut,
poté je MULV reverzni transkriptdza degradovéna zahtatim vzorku na 95°C po dobu 5 minut.
Ziskana cDNA je nasledn¢ pouzita k vlastni PCR reakci.

. Pro vlastni PCR pouzivame kit (Gene Amp®RNA PCR Core Kit, Perkin-Elmer). Reakéni
podminky jsou nasledujici. PCR probihd pti koncentraci 2mM MgCl,, 50 pmol kazdého primeru a
Sul ¢cDNA v celkovém findlnim objemu 25ul. Pro prvni kolo PCR pouzivame jako primery
oligonukleotidy EWS1 a FLI'. ptipadné¢ ERG2 (Meier, V.S. a kol., 1998). Ptehled sekvenci primert
udava tabulka 13. V prvnim kole probihd 35 reakénich cykli za nasledujicich podminek: denaturace
95°C 1 minuta, annealing 62°C 1 min, elongace 72°C 1 minuta. Pro 2. kolo PCR byly pouzity
nested primery (Meier, V.S. a kol., 1998) . Podminky pro druhé kolo: 5% produktu z prvniho kola
jsme pouZili pro 30 cykli pfi denaturaci 95°C 1 min, annealingu 63°C 1 min a elongaci 72°C 1 min.

Jako kontrolu reverzni transkripce vyuzivdme gen pro Beta-aktin a B2-mikroglobulin.
V kazdé reakci je fazena negativni kontrola pro zjisténi ptipadné kontaminace vzorkt. Vzorky
vysetiujeme paralelné 1 bez probéhlé reverzni transkripce k vylouceni amplifikace kontaminujici
geonomové DNA (pseudogeny).

Do kazdé reakce je zatazena také pozitivni kontrola (bunécéné linie TC32, ptipadné IARC
EW-2). Linie odvozené od ES jsme ziskali prostfednictvim Dr. Susan Burchill (St. Jamses Hospital,
Leeds, UK) — linie TC 32 a doc. Heinricha Kovara (CCRI, St. Anne Kinderspital, Viden,

Rakousko).
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Vysledny produkt ovétujeme elekroforeticky na 1,5% agar6zovém gelu. Citlivost RT-PCR
pro detekci bun¢k Ewingovych tumorti ptfitomnych v KD jsme ovéfili pomoci série dilu¢nich
experimentl s buitkami linie Ewingova sarkomu ,,fedénymi do normélnich leukocytd. Po prvnim
kole byl chimericky transkript detekovan v koncentraci nadorovych bunék 1x107 az 1x10™*. P
pouziti ,,nested“ PCR byla citlivost metody vyssi o 2-3 tfady a prokazali jsme jednu nadorovou
butiku mezi 10°-10° normalnich bundk kostni dfend. V na$i modifikaci dosahla tedy citlivost
metody RT-PCR pro detekci bunék nadorii ze skupiny Ewingova sarkomu pritkkazem fuznich gent

EWS/FLI-1 a EWS/ERG trovné odpovidajici literarnim udajim.

Nazev primeru Sekvence
EWS1 5’-GCAGCAGCCTCCCACTAGTTACC-3’
FLI1/2 5'-CAGGTGATACAGCTGGCGTTGG-3"
ERG2 5’-CAGGTGATGCAGCTGGAGTTGG -3’
EWS2 5'-CTGGATCCTACAGCCAAGCTCC-3’
FLI1/1 5-CAGGAGGAATTGCCACAGCTGG-3’
ERGI1 5'-CAGGAGGAACTGCCAAAGCTGG -3’

Tabulka 13, Piehled primerit k prikazu translokaci t(11;22)(q24;q12) a t(21;22)(q22;q12)
metodou nested RT-PCR. K pritkazu t(11;22) se pouZivaji primery EWS1 a FLI1/2 a k druhému
kolu EWS2 a FLI/I1, k prikazu t(21;22) EWS1 a ERG2 a k druhému kolu EWS2 a ERGI
(Meier, V.S. a kol., 1998) .

Multiplex RQ-PCR (EWS/ETS fuzni geny)

Na klinice détské hematologie a onkologie jsme zavedli metodiku multiplex RQ-PCR
k detekci péti zakladnich translokaci charakterizujici nadory skupiny ES. Metodika byla navrzena
francouzskymi autory z Institute Curie (M.Peter, E. Gilbert, O. Delattre), tak aby byly zastizeny
nejen uvedené fuzni geny (EWS/FLII, EWS/ERG, EWS/FEV, EWS/ETVI, EWS/EIAF), ale i
vSechny varianty faznich transkriptd podminéné variabilitou zlomovych mist ve vztahu k exontim
predevsim gentt EWS a FLII (Peter, M. a kol., 2001).

Vysledkem je metodika, ktera zédsadni pouziti pii vySetfovani nddorové tkané pfi
diferencialni diagnéze sarkomt mékkych tkani a ,,nadort z malych tmavych bun¢k®, ale vzhledem
k velikosti generovaného produktu PCR reakce (>500 pb) neni pfiili§ vhodna k detekci rezidualni

nadorové choroby pro nizsi senzitivitu.
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Nejprve jsme zavedli metodiku pouze k detekcei vSech typt EWS/FLII faznich transkript a

nasledné¢ jsme reakci rozsitili o dalsi fuzni geny odpovidajici translokacim t(21;22), t1(7;22), t(2;22)

at(17;22).

Kizolaci RNA znddorové tkdn¢ pouzivame metodiku popsanou vySe. Pfireverzni

transkripci jsme pouzili 1pg RNA, kterou jsme mtodou ndhodnych hexametrii prevedli ve findlnim

objemu 20 pl na cDNA. Kreverzni transkripci pouzivame MultiScribe reverzni transkriptazu

(TagMan Reverse Transcription Reagents Kit, Applied Biosystems, Foster City, USA), tabulka 14.

Reverzni transkripce probiha v cykleru pfi teploté 48°C po dobu 60 minut.

Reagencie Objem (ul) | Findlni koncentrace
10x PCR rection buffer A 2,00 1x
25mM MgCl2 4,40 5,5mM
10mM dNTP mix 2,00 1 mM
RNAse Inhibitor (20 U/ul) 0,50 10U
50 uM Random Hexametr Primers 1,00 2,5uM
Multi Scribe Reverse Transcriptase ((50 U/ul) 0,50 25U
Mezisoucet 10,40 -
RNA vzorek (1pg) 5,00 -
DEPC H20 4,60 -
Soucet (total cDNA) 20,00 -

Tabulka 14, Protokol reverzni transkripce k multiplex RQ-PCR

K vlastni RQ-PCR jsme pouzili 2,5ul cDNA z reverzni transkripce ve findlnim objemu 25ul
v ptitomnosti po 200 uM dATP, dCTP a dGTP, 400 uM dUTP, 200 nM kazdého primeru, 100 nM
sondy EWSS2, 0,75U AmpliTaq Gold DNA polymerazy a 0,25U AmpErase (Uracil-N-

Glycosyladza) a reakéniho pufru A, viz tabulka 15 (vSe Applied Biosystems, USA).

Reagencie 1 vzorek (ul) ! V_Z:)lfli)l;e(tul) 1 V-Z:é;l;e(tul) kozizilt:zilce
10x PCR Reaction Buffer A 2,500 5,000 7,500 Ix

25 mM MgCl12 3,000 6,000 9,000 3,0 mM
amperase (1U/ul) 0,250 0,500 0,750 025U

10 mM dATP 0,500 1,000 1,500 200 uM
10 mM DTP 0,500 1,000 1,500 200 uM
10 mM dGTP 0,500 1,000 1,500 200 uM
20 mM dUTP 0,500 1,000 1,500 400 uM
50 uM forw. primer EWS 3 tgm 0,100 0,200 0,300 200 nM
50 uM rev. primer FLI 3 tgm 0,100 0,200 0,300 200 nM
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50 uM rev. primer ERG 3 tgm 0,100 0,200 0,300 200 nM
50 uM rev. primer FEV 3 tgm 0,100 0,200 0,300 200 nM
50 uM rev. primer ETV1.1 tgm 0,100 0,200 0,300 200 nM
50 uM rev. primer E1AF.1 tgm 0,100 0,200 0,300 200 nM
20 uM probe EWSS2 tgm 0,125 0,250 0,375 100 nM
AmpliTag Gold DNA Polymerace 0,150 0,300 0,450 0,75U
DEPC H20 14,375 28,750 43,125 -
Total Mix 23,000 2x 23,000 3x 23,000 -
cDNA 2,000 2 x 2,000 3 x 2,000 -
Soucet 25 ul 2x25ul 3x25ul -

Tabulka 15, Protokol multiplex RQ-PCR reakce k detekci fuznich genit EWS/ETS u nddorii
rodiny ES/pPNETu

Primery 1 sonda byly pfipraveny firmou Applied Biosystems, sonda hybridizujici z genem
EWS je znacena FAM/TAMRA (reporter/quencher). Sekvence primerti a sondy uvadi tabulka 16.
K vlastni detekci faznich transkripti EWS/ETS jsme pouzili pfistroj pro "real time PCR" ABI Prism
7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Nazev primeru Sekvence
EWS 3 tgm 5’- GTCAACCTCAATCTAGCACAGGG - 37
FLI 3 tgm 5’- CTGTCGGAGAGCAGCTCCAG- 3’
ERG 3 tgm 5’- CTGTCCGACAGGAGCTCCAG - 3’
FEV 2 tgm 5’- GAAACTGCCACAGCTGGATC - 3’
ETVI.1 tgm 5’- TAAATTCCATGCCTCGACCAG -3’
E1AF.1 tgm 5’- AACTCCATTCCCCGGCC -3
Nazey sondy Sekvence
EWSS2tgm 6-FAM - CTCCTACCAGCTATTCCTCTACACAGCCGACT - TAMRA

Tabulka 16, Sekvence primerii a sondy k detekci fuznich transkriptii EWS/ETS pii multiplex RQ-
PCR
Vlastni reakce zacina krokem 50°C trvajicim 2 minuty, ktery optimalizuje aktivitu uracyl-N-

glykosylazy (prevence kontaminace produkty pifedchozi PCR reakce), nasleduje 10 minut pti 95°C
aktivujici AmpliTaq Gold DNA polymerdzu a inaktivujici UNG. Poté nasleduje 50 cykla
zahrnujicich 15 sekund pii 95°C (denaturace) a 30 vtefin pii 66°C (annealing primeril a syntéza) a
1 minutu pii 72°C k dokonceni syntézy PCR produktu (Peter, M. a kol., 2001).

V uvedeném piipad¢€ neni cilem kvantifikace produktu PCR reakce, ale priikaz pritomnosti

faznich genti.
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Jako kontrolni gen k ovéreni kvality izolace RNA a priibéhu RT jsme pouzili kvantitativni
prukaz mRNA enzymu GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza) za pouziti komercnich
primer a sondy (Human GAPDH PreDeveloped TagMan Assay Reagents, Applied Biosystems,
USA) a postupovali podle pokyn vyrobce.

Paraleln¢ jsme vysSetfovali i vzorky bez reverzni transkripce k vylouceni kontaminujici
genomické DNA a vSech reakcich jsme zafadili vzorky prokazatelné pozitivni (bunécné linie

odvozené od ES) 1 negativni kontroly.
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Obrazek 7. Priklad amplifikacnich kiivek multiplex RQ-PCR k detekci fuznich geni
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Obrazek 8, Elektroforéza produktu RQ-PCR reakce na agarézovém gelu, M — velikostni
marker, D11, C12, D15, D8, C92, C95 — vzorky nadoru, zaiazeny negativni (K-), pozitivni (K+)
kontroly, i kontrola bez predchozi reverzni transkripce. Specifita PCR produktu je zajiSténa
hybridizaci sondy, elektroforéza slouZi pouze k ovéieni pritomnosti PCR produktu. Velikosti PCR
odpovidaji typu I (EWS exon 7, FLII exon 6) a typu Il (EWS exon 7, FLII exon 5). Fuzni
transkript vzorek C95 odpovida kombinaci EWS exon 5, EWS exon 10 — ovéfeno primym
sekvenovanim PCR produktu.
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VYSLEDKY VYSETRENI KLINICKYCH VZORKU

Nadory ze skupiny ES/PNETu

Celkem jsme na klinice détské onkologie metodou RT-PCR vysetfili od roku 1999 vzorky
histologicky ovéienych nadorii rodiny ES/PNETu od 44 pacienti. V péti ptipadech se jednalo o
biopsii vzdalené metastdzy, 39x jsme vySetfili vzorek primarniho nadoru ziskaného v dobé
stanoveni diagnézy (36) nebo pfi relapsu, ptipadné progresi onemocnéni (3).

Celkem 37x jsme prokdzali fuzni gen EWS/FLI-1, 4x fuzni gen EWS/ERG. Celkem 3x jsme
uvedené fuzni geny nedetekovali, piestoze vysetfovany vzorek obsahoval vitalni nadorovou tkan a
izolace RNA byla tspésna. Moznou pfi¢inou negativniho vysledku vysefeni je pfitomnost nékteré
z variantnich, malo frekventnich translokaci (t(2;22), t(7;22), t(17;22), které¢ pouzitd metodika neni
schopna zachytit. V uvedenych tfech piipadech nebylo bohuzel vytézné ani cytogenetické vysetieni
nadorové tkané. Vysledky RT-PCR shrnuje obrazek 9.

V uvedeném obdobi jsme vySetfili také fadu dalSich vzorkli (20) jinych typa détskych
nadord, predev§im nddorl ,,z malych tmavych bunék*: neuroblastomu, sarkomi mekkych tkani
(rabdomyosarkom, extraskeletalni chondrosarkom, liposarkom, synovialosarkom atd.) a kosti
(osteosarkom, osteoklastom atd.). U zddného zuvedenych typti nddorti jsme flzni transkript

EWS/FLI-1 ani EWS/ERG neprokazali.

Zastoupeni jednotlivych translokaci u ES vysetrenych na
KDHO (1999-2005)

7%
9%

84%, at11,22)
[t{z1,22)
O negativni

Obrazek 9, V obdobi 1999-2005 jsme vySetiili vzorky nddorové tkané u 44 pacientii
s histologicky potvrzenym nddorem z rodiny ES/PNETu. Fuzni geny EWS/FLI-1 a EWS/ERG
Jjsme prokazali u 93% vySetienych ndadorii.
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Muliplex RQ-PCR u ES

Multiplex RQ-PCR k prikazu faznich gent EWS/FLII, EWS/ERG, EWS/ETVI, EWS/EIAF a
EWS/FEV jsme dosud vySetiili 17 nadort ze skupiny ES/PNETu s identickym vysledkem vySetfeni
jako u standardni RT-PCR. Vzorky ve kterych jsme standardni metodikou neprokazali piitomnost

faznich transkripti EWS/ETS nebyly zatim v multiplexové reakci vySetfeny.

Cytogenetické vySetieni nadorové tkané

Cytogenetické vySetfeni bylo v obdobi 1999-2005 uspésné u 23 pacientd. Srovnani
nékterych vysledki RT-PCR a cytogenetického vySetieni podava tabulka 17. Pacienti jsou v tabulce
fazeni pod ¢islem odpovidajicim tabulce 19.

Cytogenetické vySetfeni prikazem specifické chromozomalni aberace potvrzuje diagnézu
nadoru zrodiny ES, navic muaze odhalit dal§i vyznamné sekundarni aberace, které maji
prognosticky vyznam, jako jsou trizomie 8 a 12 chromozému, del 1p piipadné nebalancovana
translokace t(1;16). Na druhé strané v ne¢kterych ptipadech, zvlasté pii nalezu velmi komplexniho
karyotypu nemusi byt diagnosticky pfinosné (napf. pacienti 8, 9, 29, 35) a prukaz fuzniho
transkriptu  metodou RT-PCR je nezbytny. Translokace t(21;22)(q22;q12) neni zpravidla
béznym karyotypovanim detekovatelnd, nejcastéji jsou v tomto piipadé pritomny komplexni zmény
karyotypu (pacienti 9, 18).

U vSech cytogenetickych nalezli, které odhalili EWS/ETS piestavbu jsme stejnou
chromozomalni aberaci prokazali metodou RT-PCR. Cytogenetické vySetieni v tomto ptipadé mize

slouzit i jako kontrola naseho vysledku.

Pacient Fuzni gen | Cytogenetické vySetient

4x 48, XX, +12,421; 1x 50, XX, 42,412, +14, +18, +20, +M, -19, -21; 1x 54,
8 EWS/FLI-1 | XX, +2, +4, +8, +14, +16, +18, 420, +21; 1x 55, XX, +2,+8, +8, +12, +12,
+14, +15, 421, +21

Ix 48, XX,+21,2xM; 1x 54,XX,+5,7+5,+4,+6,-9,+15, +20,+21,+21,-22, +2x

? EWSERG | 111X 54,4545 4+6,-9.+12,4X,420,+21,-22, 2x M1, +M2
10 EWS/FLI-1 | 47, XX, t(11;22)(q24:;q12),+8

11 EWS/FLI-1 | 46, XX, t(11;22)(q24:q12)

12 EWS/FLI-1 | 47, XY, t(11;22)(q24:q12),+12

15 EWS/FLI-1 | 46, XX , t(11;22)(q24;q12) der(5p)

16 EWS/FLI-1 | 46, XY, t(11;22)(q24:q12)
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Pacient Fuzni gen | Cytogenetické vySetient
18 EWS/ERG | 47, XY ,der(16),t(1;16)(q12;q24)
19 EWS/FLI-1 | 46,XY, t(11;22)(q24;q12)
28 EWS/FLI-1 | 48,XY, t(11;22)(q24;q12),+2 ,+8
29 EWS/FLI-1 | 48-51, XX, zmény 1q a 1p, +7, -9, izo 9q, add(11p), add(22q), + M=?9p
31 EWS/FLI-1 | 45, XX,t(11,22)(q24,921),-16,?add(18p),t(16;18)
34 EWS/FLI-1 | 46, XX, t(11;22)(q24;q12)
35 EWS/FLI-1 | stabilni zmény : +del (3q)x2, del (9q)?, t(9;11),-16, del (17p), del (22q)
39 EWS/FLI-1 | 48,XY, t(11;22)(q24;q12), +8, +21

Tabulka 17, Srovndni vysledku RT-PCR (pritkaz t(11;22) a t(21;22)) a cytogenetického vySetieni
(1999-2003). Poradi pacientit odpovida tabulce 19. Cytogenetické vySetieni se vétSinou zdavilo u
pacientu s rozsahlymi nadory panve a hrudni stény, kdy je pritomna velka mékkotkariova sloZka,
zatimco u nadori kosti je kultivace casto neuspésna.

Detekce MRD u pacientii s ES

U pacientli jsme dale vySetfovali minimalni nadorovou infiltraci kostni diené¢ v dobé
stanoveni diagnozy a ptritomnost minimalni nadorové choroby v prubéhu protinadorové 1€cby. Pro
vyhodnoceni klinického vyznamu prikazu jsme skupinu omezili na pacienty 1é¢ené v letech 1999-
2003, kdy jsme pouzivali vyluéné vyse uvedenou metodiku a vSichni zijici pacienti jsou sledovani
minimalné¢ 12 mésict od ukonceni 1écby. Limitujicim faktorem analyzy dat je skutecnost, Ze
v uvedeném obdobi byly pouzity k1écbé celkem tii riizné terapeutické protokoly (POG 3567,
MMT95, EuroEwing99), navic lé€ba v ramci jednotlivych protokoli je stratifikovana podle
rizikovych faktorii definovanych protokolem a intenzita 1é¢by se tak liSi. Proto je vyhodnoceni

klinického vyznamu MRD obtizné.

V letech 1999-2003 jsme na Klinice détské hematologie a onkologie 1€Cili 45 pacientl
snov¢ diagnostikovanym nadorem ze skupiny ES/pPNETu. Ve skupiné bylo 19 chlapct a 26
divek s medianem véku 12,9 roku (4,2 - 23,5 roku). U celkem 31 pacientti bylo onemocnéni v dobé
stanoveni diagnoézy lokalizované, u 2 jsme prokazali postizeni regionalnich lymfatickych uzlin a u

12 vzdalené metastazy.

V dobé stanovani diagnozy jsme vySettili 80 vzorkl aspirdtu KD od 44 pacientii. U jedné

pacientky z extraskeletalnim Ewingovym sarkomem v oblasti retroperitonea s metastatickym
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postizenim retroperitonealnich a mediastinalnich lymfatickych uzlin a s postizenim plic, jsme
nem¢li vstupni vzorky kostni diené k dispozici.

Metodou RT-PCR jsme prokézali infiltraci kostni dfen¢ u sedmi ze 33 vySettenych pacienti
(21,2%) s lokalizovanym onemocnénim (do této skupiny jsme zahrnuli 2 pacienty s postizenim
regionalnich LU) a u Sesti z 11 vysetfenych (54,5%) pacientli se vzdalenymi metastazami. Pouze u
dvou pacientek byly pfitom nadorové builkky prokazatelné¢ zastizeny i pii cytomorfologickém
vySetiteni KD (4,4%), u jedné byl nalez suspektni (ovéfeny RT-PCR) a u ostatnich byl

nalez normalni. Vysledky vySetfeni shrnuje tabulka 18 a obrazek 10.

Pocet pacientii / MRD pozitivnich (%) Pocet vzorki / MRD pozitivnich (%)
Lokailjzsovane 33 /7 (21,2%) 55/8 (14,5%)
Generzllzllszovane 1176 (54,5%) 25/12 (48,0%)

Tabulka 18, Infiltrace KD detekovand metodou RT-PCR u pacientii s ES v dobé stanoveni
diagnozy

60 -
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Obrazek 10, Infiltrace KD metodou RT-PCR u pacientii s ES v dobé stanoveni diagnozy
s lokalizovanym a generalizovanym onemocnénim. U pacientit s generalizovanym onemocnénim
byla infiltrace Castéjsi.

Podrobn¢ vysledky vysSetfeni KD metodou RT-PCR v dob¢ stanoveni diagnoézy uvadi
tabulka 19. Z tabulky vyplyva, ze u sedmi pacientil byl v dobé stanoveni diagnozy pozitivni jen
jeden vzorek aspiratu KD ze dvou odebranych (Ix dva pozitivni ze tii odebranych). Tento
vysledek poukazuje na loziskové postizeni kostni diené bunikami ES a podtrhuje nutnost provedeni
vice diagnostickych odbért z rtiznych mist.
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Lokalizace Vzorki Klinicky Follow
Pacient | Pohlavi | Vék (roky) | Diagnéza primarniho Metastazy KD / ta Y up
nadoru pozitivnich stav (mésice)
1 F 17 PNET k. kfizova Ne 1/0 Exitus/DOC 6
2 M 15 ES k. Iytkova Ne 2/0 CR 79
3 M 9 ES panev (lopata |\, 1/0 CR 76
k.kycelni)
4 M 13 ES k. stehenni Ne 2/0 Exitus 11
5 F 15 ES pancv (lopata |\, 1/0 CR 55
k.kycelni)
6 F 12 PNET obratle L3-S1 L 2/0 Exitus/DOC 1
7 F 10 ES k. stehenni Ne 2/1 Exitus 37
8 F 7 ES Lopatka Ne 2/0 CR 73
9 F 12 ES hrudni sténa LN 1/0 CR 82
0 | F 13 ps | Panev(lopata | 1/0 CR 78
k.kycelni)
1 F 14 ES pancv (lopata |\, 1/0 |ExitusTRD| 10
k.kycelni)
12 M 16 ES k. stydka B,L,LN 2/0 Exitus 24
13 F 12 EOSEg | Mekke tkang Ne 2/0 CR 76
hlavy
14 F 9 PNET VDN Ne 2/0 CR 79
15 F 10 EOS PNET Ledvina BM=+ 2/2 Exitus/DOC 5
16 M 5 ES obratle L5-S2 Ne 2/0 CR 71
17 M 15 ES k. pazni LN 2/1 CR 70
18 M 22 PNET Lopatka B,L,LN 3/2 Exitus 13
19 M 18 ES k. stehenni Ne 2/0 CR 67
20 M 6 ES k. lytkova Ne 2/2 CR 68
21 M 15 ES k. pazni Ne 2/1 AWD 68
22 F 9 ES k. stehenni Ne 2/1 CR 67
23 F 16 ES k. Iytkova L 2/2 CR 63
24 M 10 ES k. stehenni Ne 2/0 AWD 67
25 F 15 ES k. patni Ne 2/1 CR 53
26 | F 15 ES pénev (lopata | 2/0 CR 54
k.kycelni)
27 M 16 ES k. lytkova Ne 2/0 CR 54
nadorové
28 M 16 PNET hrudni st€éna | bunky ve 2/0 CR 56
vypotku
29 F 15 ES panev (lopata |y g gy | 55 Exitus 15
k.kycelni)
30 M 12 ES hrudni sténa Ne 2/0 CR 54
31 F 23 ES hrudni sténa Ne 1/0 Exitus 18
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Lokalizace Vzorki Klinicky Follow
Pacient | Pohlavi | Vék (roky) | Diagnéza primarniho Metastazy KD / ! t;c Y up
nadoru pozitivnich stav (mésice)
32 M 17 ES k. holenni B 2/0 Exitus 25
33 M 7 ES k. pazni Ne 2/0 AWD 51
34 F 10 PNET hrudni sténa B, BM 2/2 Exitus 19
35 | M 11 ES panev (lopata | y gy | 57 Exitus 15
k.kycelni)
36 F 4 ES k. stehenni Ne 1/0 AWD 48
37 F 13 ES k. stehenni Ne 2/0 CR 47
38 F 10 ES IV.metatars Ne 2/0 CR 43
39 M 20 PNET hrudni sténa L 2/0 Exitus 28
40 F 15 ES k. patni Ne 1/0 CR 40
41 F 10 EOS PNET | retroperitoneum | L, LN Ne CR 39
42 F 8 EOS PNET | hrudni sténa Ne 2/1 CR 35
43 M 18 posEs | Dérec (mekke Ne 2/0 CR 37
tkanc)
44 F 13 posgs | Pérec (mekke Ne 2/0 CR 35
tkang)
45 F 13 EOS PNET | retroperitoneum Ne 2/0 CR 32

Tabulka 19, Udaje o pacientech s ES nové diagnostikovanych a lécenych na KDHO v letech
1999-2003 vysetienych metodou RT-PCR na piitomnost nadorovych bunék v kostni dieni v dobé
stanoveni diagnozy. Pouze dvé pacientky (. 29 a 34) mély pozitivni nalez pii cyto-morfologickém
vySetieni aspirdtu kostni diené (vySetien vidy stejny vzorek KD).

EOS - extraosedlni ES/PNET (7 mékkych tkani), B - metastazy do skeletu, BM — postiZeni KD pri
cytomorfologickém vysetieni, L - metastazy do plic, LN - metastazy do lymfatickych uzlin, CR - 1.
kompletni remise, DOC — ,,died of complications* — umrti na komplikace protinadorové terapie,
TRD - transplant related death®“ — umrti na komplikace spojené s megachemoterapii a
autologni transplantaci KD, AWD — Zije s aktivnim onemocnénim

Follow up k 1.7.2006

V priub¢ehu probihajici protinadorové 1écby jsme vySettili dalSich 101 vzorkl aspirati kostni

dfen¢ odebranych 18 pacientim s lokalizovanym onemocnénim a sedmi pacientim
s generalizovanym onemocnénim (nékteti pacienti byli vySetfeni vicekrat). Celkem sedm vzorka
z 55 vySetfenych (12,7%) u pacientli s lokalizovanym onemocnénim bylo pozitivnich. VSechny
pozitivni vzorky (7) pochéazely od tii pacientli, z nichz pacientka (¢.31) neméla inicialné MRD
v kostni dfeni detekovanu. Jiz pfi ukonceni indukéni chemoterapie byla u této pacientky zjiSténa
progrese primarniho nddoru hrudni stény a pacientka zemtela 18 mésicti od zah4jeni terapie na dalsi
progresi zédkladniho onemocnéni. U zbylych dvou pacientl (€.17 a 20) jsme postupné dosahli PCR
negativity v KD a oba pacienti ziji v 1. kompletni remisi 70 a 68 mésict od zah4jeni 1éCby.

U pacientl s generalizovanym onemocnénim jsme vysetfili v pribéhu 1é¢by 46 aspirati KD
znichz bylo 7 pozitivnich (15%), pouze jednou byl vzorek pozitivni 1 pfi cytomorfologickém
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vySetfeni. Pozitivni vzorky pochazely od dvou pacienti a tito pacienti zemieli na progresi
zékladniho onemocnéni (pacienti 18, 29).

Piehled vySetteni v prubehu protinddorové 1écby udava tabulka 20.

Pocet pacientit / MRD pozitivnich (%) Pocet vzorkii / MRD pozitivnich (%)
Lokagzsovane 1873 (16,7%) 55/7 (12,7%)
Gener;:llszovane 712 (28,6%) 46 /7 (15,2%)

Tabulka 20, Piitomnost MRD ve vzorcich KD detekovand metodou RT-PCR u pacienti
s ES v priubéhu probihajici protinddorové léCby.

Vzorky KD v pribéhu protinddorové 1é€by nebyly vzhledem kriznym lécebnym
protokolim odebirany v pevnych casovych bodech, pfesto celkem u 18 pacientii souboru byla
aspirace KD provedena pied separaci perifernich hematopoetickych kmenovych bunék. Pouze
v jediném piipadé jsme prokazali pfitomnost MRD pfi vySetfeni vzorkii KD (n=35) odebranych
pied separaci PBSC (standardné odebirany po 3-5 cyklu chemoterapie). Pfitomnost MRD jsme u
tohoto pacienta néasledné prokazali i ve vySetfeném Stépu PBSC.

Naproti tomu u dvou pacientek jsme pres negativitu vysetfeni KD pied separaci PBSC
prokézali pritomnost bunék ES ve §tépu hematopoetickych kmenovych bunék. Tato skutecnost
svéd¢i pro loziskové postizeni KD u solidnich nédort a pfipousti moznost mobilizace nddorovych
bun¢k do cirkulace v pribéhu aplikace hematopoetickych riistovych faktort pred separaci, jak je
popsano u pacientek s karcinomem mammy (Brugger, W. a kol., 1994).

Vzhledem k tomu, Ze pacientky byly léCeny jiz novym protokolem Euro-E.W.I.N.G.99 a
odbéry KD byly provadény opakované prezentujeme nalezy ve schématu (obrazek 11).

Pfitomnost nddorovych bunék ve $tépu u obou pacientek je nepochybné podminéna velkou
nadorovou masou v dob¢€ stanoveni diagnozy, obé uvedené pacientky mély prokdzané postizeni
kostni dien¢ v dobé stanoveni diagnézy i cytomorfologickym vysSetfenim. To je také divod
frekventniho monitorovani KD v pribéhu terapie, které neni u pacientd se solidnimi nadory obvyklé

(obrazek 11).
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Pacientky s kontaminovnym $tépem po indukéni
chemoterapii VIDE
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Obazek 11, Schematické zndazornéni vySetieni MRD v KD a ve $tépu PBSC u dvou
pacientek s ES (¢.29 a 34). Barevné Sipky predstavuji jednotlivé odbéry KD a PBSC, cervené
znadi pozitivni zachyt MRD, modré — KD bez detekovené MRD, zelené — PBSC bez detekované
MRD. Obé pacientky dosdhly v priibéhu lécby kompletni remise (vé. PET vysetieni), obé vsak po
megachemoterapii a AHSCT prodélaly recidivu a zemiely za 15 a 19 mésicu od zahdjeni lécChy.

V pribéhu 1é€by celkem 33 pacientdi skupiny podstoupilo separaci perifernich
hematopoetickych kmenovych bunck. Zatimco stavajici protokol Euro-E.W.L.N.G.99 doporucuje
provést odbér PBSC u vSech pacientti z ES, diive pouzivané protokoly odbér nevyzadovaly. Nebyl
provadén predevSim u pacientl nizkého rizika (definované jako lokalizované onemocnéni, kdy
primérni nddor je chirurgicky radikalné odstranitelny), zatimco u rozsdhlych lokalizovanych nadort
panve a hrudni stény a generalizovanych nadort, kde jsme s moznosti megachemoterapie pocitali,
byly separace PBSC provadény. V nékolika pifipadech nebyla separace PBSC provedena pro
progresi onemocnéni, piipadn¢ pro komplikace 1écby vylucujici nasledné provedeni
megachemoterapie.

Celkem jsme provedli 58 leukaferéz PBSC u 33 pacienti (primérné 1,7 na pacienta,
rozmezi 1-5). V vSech pacienti jsme ziskali dostatecny S§tép k autologni transplantaci. Na
pritomnost MRD ve $tépu jsme vysSetfili produkt kazdé separace (pokud byl pacient separovan
3 nésledujici dny po sobé, byly vySetteny vzorky ze vSech 3 dnti). Celkem jsme vySettili 40 vzorkl
PBSC od 23 pacientl s lokalizovanym onemocnénim, z nichZ jeden vzorek byl pozitivni (2,5%). U
nékterych pacientll jsme navic vySetfili i vice vzorkll zjednoho vaku, vysledky vySetfeni byly
shodné. Dale jsme vysettili 18 vzorkti PBSC od deseti pacientli s generalizovanym onemocnénim,

tt1 vzorky (16,6%) od tii pacientii (30%) byly pozitivni. Vzdy se jednalo o jeden vzorek odebrany
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pti opakovanych odbérech PBSC ve dvou dnech, zatimco vzorek z nasledujiciho dne byl negativni.
Tato skute¢nost mlze byt zpisobena mobilizaci nadorovych bunék do Stépu pii prvnim odbéru,
nebo kontaminaci §t€pu na hranici citlivosti metodiky, kdy jeden §tép je reprodukovatelné pozitivni,
zatimco druhy negativni (Brugger, W. a kol., 1998, Fischmeister G. a kol., 1999).

Vysledky detekce bunék ES ve stépu PBSC uvadi tabulka 21.

Pocet pacientit / MRD pozitivnich (%) Pocet vzorkii / MRD pozitivnich (%)
LokalFl:ZSOVZIIle 23/1(4,3%) 40/1 (2,5%)
Generzllzllszovane 10/3 (30,0(%)) 18/3 (16,60/0)

Tabulka 21, Piitomnost MRD ve vzorcich PBSC detekovand metodou RT-PCR u pacientit s ES

U vsech Ctyt pacientl jsme po dalsi chemoterapii (in vivo purging) dosahli PCR negativity
ve Stépu pii dalSim odbéru. Pacienty ¢. 29 a 34 zemiely po megachemoterapii na
relaps onemocnéni, pacienta €.18 jsme netransplantovali pro ¢asnou progresi onemocnéni, pacienta
¢. 17 s ES pazni kosti s postiZzenim regionalnich lymfatickych uzlin, patologickou frakturou kosti
vnaddoru a nedostatecnou histologickou odpovédi na predoperacni chemoterapii jsme

transplantovali a pacient zije v kompletni remisi 70 mésicti od zahajeni 1écby.
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MRD u pacientit s ES — klinicky vyznam a diskuse

Interpretace pozitivniho ndlezu nadorovych bunék v kostni dieni v dob¢ stanoveni diagnézy
citlivymi molekularné biologickymi technikami je u vétSiny solidnich nadortt détského véku zatim
nejednoznacna. Zatim se nedoporucuje, pouze na zaklad¢ prikazu minimalni infiltrace KD metodou
“nested” RT-PCR intenzifikace 1écby, ani zména klinického stadia.

Vyznam prikazu infiltrace molekuldrné¢ biologickymi metodami musi oziejmit
randomizované prospektivni multicentrické studie. Klinika détské hematologie a onkologie od roku
2003 pouziva protokol Euro-E.W.I.N.G. 99 Evropské skupiny pro détskou onkologii (SIOP). Tento
protokol vyslovné pritkaz infiltrace KD metodou RT-PCR v dobé stanoveni diagn6zy nepovazuje za
kritérium pro intenzifikaci terapie. Teprve ndlez nddorovych bunék v KD pii cytomorfologickém
vySetfeni fadi pacienta do ctvrtého klinického stadia a tedy do skupiny nejvyssiho rizika. Soucasti
tohoto protokolu je vSak prikkaz minimalni nadorové infiltrace kostni dfené¢ metodou RT-PCR a
planuje se vyhodnoceni jejiho prognostického vyznamu. VySetfovani MRD v ramci studie probiha
vramci zaslepené studie, vysledky vySetfeni nejsou uvolnény pro kliniky (v€etné vySetieni

autolognich $tép).
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Obrazek 12, Schéma protokolu Euro-E.W.I.N.G.99 pro lécbu nadori 7 rodiny ES/PNETu,
vySetieni MRD je omezeno na indukéni chemoterapii a kontaminaci stépit PBSC.

Ve skupiné¢ pacientli snoveé diagnostikovanym ES lécenych v letech 1999-2003 jsme
hodnotili prognosticky vyznam minimdlni infiltrace KD v dobé stanoveni diagnozy, v pribéhu

1é¢by a vyznam kontaminace autolognich $tépi PBSC.
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Pravdépodobnost pieziti jsme hodnotili Kaplan-Meierovou analyzou (Kaplan, E.L., Meier,
P., 1958) od okamziku stanoveni diagnézy do udalosti — ,,eventu” (,,event™ — , pteziti do selhani*
tzn. progrese, relaps, smrt v remisi, sekundarni malignita) pfipadné k datu posledni kontroly
(sledovani jsme omezili k 1.7.2006). Do analyzy jsme zatadili vSechny pacienty. S medidnem
sledovani 48 mésicii zije bez ,,eventu® - EFS (Event Free Survival) 56,1 %, celkem zije (OS —

Overall Survival) 68,3 % pacientil s Ewingovym sarkomem (obrazek 13).

PreZiti pacientl s Ewingovym sarkomem
lécenych 1999-2003 (n=45)
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Obrazek 13, Pravdépodobnost pieZiti pacientii s nadory rodiny ES/pPNETu lé¢enych na
Klinice détské hematologie a onkologie v letech 1999-2003.

Ve skuping pacienti s ES zije bez ,,eventu 68,1 % pacientd s lokalizovanym onemocnénim
a 25,0 % pacientl se vstupné detekovatelnymi metastazami (EFS 68,1 %, SE 9,2 vs. EFS 25,0 %,
SE 12,5; p=0,0002, log rank). Pravdépodobnost pieziti pacientii podle pfitomnosti metastdz v dobé

stanoveni diagndzy zobrazuje obrazek 14.
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PreZiti pacientl s ES lé€enych 1999-2003 (n=45),
lokalizované vs. metastatické onemocnéni
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Obrazek 14, Pravdépodobnost pieZiti pacientii (EFS) s nadory rodiny ES/pPNETu
v zavislosti na piitomnosti metastaz v dobé stanoveni diagnozy.

Minimalni infiltraci kostni diené metodou RT-PCR v dob¢ stanoveni diagnézy u pacientil
s nadory rodiny ES prokazujeme podle literarnich udaja pfiblizné u 20% pacienti (0 -31 %), ktefi
podle vysledkli konvenénich zobrazovacich vySetfeni vzdalené metastdzy nemaji a u vétSiny
pacientil (33 — 75%) s generalizovanym onemocnénim (Athale, U.H. a kol., 2001, Fagnou, C. a
kol., 1998, Sumerauer, D. a kol., 2001, Schleiermacher, G. a kol., 2003). Odpovidajici frekvenci
pozitivity vySetfeni jsme dokumentovali i u pacientil 1é¢enych na Klinice détské hematologie a
onkologie a vysledky publikovali (Sumerauer, D. a kol., 2001).

U skupiny naSich pacientii s nové diagnostikovanym ES lécenych v letech 1999-2003 jsme
nicméné nepotvrdili prognosticky vyznam minimalni infiltrace kostni difen¢ v dobé& stanoveni
diagnézy. Ve skupiné MRD negativni pieziva bez zndmek onemocnéni (EFS) 60,4% pacienti, ve
skupiné MRD pozitivnich 43,4% (p=0,33; NS, log rank), pravdépodobnost pieziti obou skupin
uvadi obrazek 15.

Podobné u pacienti s lokalizovanym onemocnénim (n=33) jsme neprokazali klinicky
vyznam minimalni infiltrace KD prokazané metodou RT-PCR. Pravdépodobnost pteziti bez eventu
(EFS) ve skuping s lokalizovanym onemocnénim a bez prokdzané MRD ve dieni (n=26) je 66,4%;

SE 10,2, ve skuping MRD+ (n=7) je 64,3%; SE 21; (p=0,9 ; NS).
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PreZiti pacientl s ES v zdvislosti na infiltraci KD (RT-PCR)
v dobé stanoveni diagndzy
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Obrazek 15, PreZiti pacientit s ndadory rodiny ES/pPNETu v zavislosti na prikazu
minimdlni infiltrace kostni diené metodou RT-PCR v dobé stanoveni diagnozy.

Studie francouzskych autorii hodnoticich vyznam minimalni infiltrace KD v dob¢ stanoveni
diagnozy u skupiny 172 identicky léCenych pacienti sES (92 znich s lokalizovanym
onemocnénim) prokazala, ze pfitomnost nddorovych bunck detekovanych metodou RT-PCR ve
dfeni je asociovana se signifikantné hor§im prezitim celé skupiny pacientd i skupiny pacientd
s lokalizovanym onemocnénim pii samostatném hodnoceni (Schleiermacher, G. a kol., 2003).
Pravdépodobnost pieziti pacienti MRD negativnich a pacientll s prokdzanou minimalni infiltraci
KD byla 76% a 43% (p=0,007, median sledovani 27 mésicii). Vysledky ziskané v uvedené studii
podporuji hypotézu, ze vySetfeni KD metodou RT-PCR muze byt dilezité pro urceni rozsahu
onemocnéni (vstupni staging) a odhad prognédzy déti s Ewingovym sarkomem. Naproti tomu, jina
studie s nizSim poctem pacienti (35) prognosticky vyznam minimalni infiltrace KD v dob¢
stanoveni diagnézy neprokazuje (Zoubek, A. a kol, 1998). Prognosticky vyznam minimdlni
infiltrace KD u 26 pacientt s lokalizovanym ES v dob¢ stanoveni diagnézy neprokazali ani izraelSti
autori (Avigad, S. a kol., 2004).

Vysledky vySetfeni v nasi skupin€ pacientt s ES ovliviiuje predevsim skutecnost, ze vSichni
pacienti nebyli 1é€eni podle jednoho 1é¢ebného protokolu a tedy stejné intenzivni terapii. Rozdily
v preziti tak mohou byt modifikovany tim, ze intenzivnéj$i protinadorova terapie u nékterych
pacientl eliminovala vy$si riziko minimalni infiltrace KD.

Vzhledem k riznym lécebnym protokoltim, rizné intenzité terapie a riznym casovym

bodiim odbéru vzorkli neni mozné fadné vyhodnotit vyznam MRD v pribéhu terapie. Zamétili jsme
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se na pacienty u kterych jsme minimalné po 3 sériich indukéni chemoterapie prokazali MRD (v KD
nebo ve Stépu PBSC). Ani ve skupiné s perzistujici MRD (n=6) jsme neprokézali signifikantni
rozdil v pravdépodobnosti pieziti (59% vs. 33,3%, p=0,11, NS), obrazek 16.

Jedinou studii, kterd sleduje vyznam MRD u pacienti s Ewingovym sarkomem v prib&hu
terapie je studie Avigada a spol.(Avigad, S. a kol., 2004). Autoti uvadi signifikantni rozdil v preziti
pacientli, u kterych detekovali chimericky fazni franskript EWS/FLII v KD a periferni krvi a
pacientil trvale negativnich (p= 0.0028). Velmi zajimava je skupina sedmi pacientti, u kterych byla
opakované prokazovana piitomnost nadorovych bunék ES v kostni dieni metodou RT-PCR a u
kterych pii dalsi 16¢bé tato vymizela. Sest pacientdl Zije dlouhodob& v remisi, pouze u jednoho
onemocnéni recidivovalo. Podobny vyvoj jsme dokumentovali u dvou naSich pacientd
s lokalizovanym onemocnénim, které jsme opakované testovali na ptitomnost nddoru pro predchozi

pozitivitu. U obou jsme doséhli PCR negativity a oba ziji v remisi 70 a 68 mésici.

PreZiti pacientl s ES pFi detekci MRD metodou RT-PCR
po 3 a vice mésicich od zahd jeni protinddorové Ié¢by
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Obazek 16, PreZiti pacientii s nadory rodiny ES/pPNETu v zavislosti na prikazu
perzistujici nebo de novo detekované MRD v kostni dieni a ve $tépech PBSC po tfech a vice
mésicich od zahdjeni protinadorové léCby.

Ackoliv jsme v naSem souboru neprokazali prognosticky vyznam detekce minimdlni
nadorové infiltrace v kostni dfeni v dob¢ stanoveni diagndzy, postizeni KD pfi cytomorfologickém
vySetfeni, podobn¢ jako postizeni skeletu a extrapulmondlni viscerdlni metastdzy identifikuji
skupinu pacientii, ktera ma velmi Spatnou prognozu a je stavajicimi 1écebnymi postupy prakticky
nevylécCitelnd (Meyers, P.A. a kol., 2001, Rodrigues-Galindo, C. a kol., 2003). 'V naSem souboru
mélo Sest pacientd metastazy ve skeletu a kostni dfeni v dobé& stanoveni diagnézy, dalSich Sest

pacientll plicni metastazy a dva pacienti izolované postizeni regionalnich lymfatickych uzlin. I
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v nasi malé skupiné pacientii s generalizovanymi néadory zrodiny ES/pPNETu jsme prokazali
negativni prognosticky vyznam postizeni KD (cytologie) a skeletu. Pravdépodobnost pieziti (EFS)
u pacientli s metastizami v dobé€ stanoveni diagndzy podle udava obr. Rozdil v pfeziti je zfejmy

(EFS 62,5% vs. 0%, p=0,015, log rank), obrazek 17.

PreZiti pacientl s generalizovanym ES Ié¢enych 1999-
2003 (n=14), metastatické postizeni kosti/KD vs. jiné
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Obazek 17, Prefiti pacientii s primdrné generalizovanym ES léCenych v letech
1999-2003 v zavislosti na metastatickém postiZeni kosti a kostni diené (cytologie) v dobé
stanoveni diagnoz)y.

Jak jsme jiz uvedli, vySettili jsme celkem 40 vzorkti PBSC od 23 pacientt s lokalizovanym
ES, jeden 5tép (2,5%) od jednoho pacienta (4,3%) byl pozitivni. U pacientll s generalizovanym
ES jsme vysSettfili 18 vzorkli PBSC od deseti pacienti. Celkem tii vzorky Stépa (16,6%) od tii
pacientil (30%) byly pozitivni. Pozorovali jsme nesignifikantni trend k ¢ast¢jsi kontaminaci §té€pti u
pacientli s primarn¢ generalizovanym onemocnénim (p=0,06; NS, t-test). Prokdzana kontaminace
Stépu PBSC (odebraného po 3.-5. cyklu chemoterapie) je pravdépodobné asociovana s hor§im
prezitim, ackoliv rozdil neni statisticky vyznamny (EFS 63,5% vs. 25,0 %, p=0.07). Pficiny
perzistence nadoru a nasledné kontaminace $t€pu PBSC jsou pravdépodobné velkd nadorova masa

v dobé stanoveni diagnozy a rezistence nadoru k pouzité 1éCbe.
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PreZiti pacientl s ES
v zdvislosti na kontaminaci stépu PBSC (n=33)
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Obrazek 18, Pravdépodobnost pieZiti pacientii s ES v zavislosti na kontaminaci $tépu
PBSC

Kontaminaci $tépu PBSC jsme prokazali ve stejné frekvenci jako dal$i autoii (Fischmeister,
G. a kol., 1999, Montanaro, L. a kol., 1999). Vyss§i procento kontaminace $té€pti prokazal ve své praci
Leung (Leung, W. a kol., 1998), ktery detekoval nddorové bunky ve stépech PBSC u 82% pacientti
s ES a neuroblastomem. K pritkazu nadorovych bunék ov§em pouzil PGP 9.5 (Protein Gene Product
9.5), jehoz vhodnost pouziti k detekci MRD u malignich neuroektodermalnich nadort, je nékterymi
autory zpochybnéna (Corrias, M.V. a kol., 2004). Podobné vysokou frekvenci kontaminace $tépti
pozorovali izrael$ti autoii u skupiny 11 pacientti, kdy vSichni pacienti méli minimalné¢ jeden
vzorek $tépu (vySetieno 27 vzorkl Stépt od 11 pacientil) kontaminovany nddorem, detekovanym
prikazem fazniho transkriptu EWS/FLII. Skupinu pacientil v tomto piipadé¢ tvorili z ¢asti pacienti
s generalizovanym onemocnénim a u dalSich byl §tép odebran az pfti 1é¢bé recidivy onemocnéni.
Neni tak mozné piesn¢ posoudit stav pacienta ani intenzitu 1écby pfed vlastnim odbérem Stépu a
skupina pacientl se tak vyznamné odliSuje od ostatnich (Yaniv, 1. a kol., 2005).

Megachemoterapie a autologni transplantace KD zlstava nadale v 1é¢bé Ewingova sarkomu
experimentalnim postupem vyhrazenym pro klinické studie. Protokol Euro-E.W.LN.G. 99
megachemoterapii zafazuje v 1éCbé pacientli s primdrné generalizovanym onemocnénim, s velkym
objemem primarniho nédoru a pacientl s nedostate¢nou histologickou odpovédi nadoru na
pfedoperacni chemoterapii. U pacientli s ES lé€enych na Klinice détské hematologie a onkologie
v obdobi 1999-2003 podle zafazeni megachemoterapie a autologni transplantace pteziva 61,9 %

transplantovanych a 50,1% pacienti, ktefi byli 1é¢eni konvenéni chemoterapii (obrazek 19). Rozdil
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v pfeziti neni statisticky vyznamny, nicméné je tfeba zdlraznit, ze megachemoterapie a
transplantace byla zafazena u pacientt, které hodnotime jako rizikové. SkuteCny vyznam
megachemoterapie u ES, indikace zafazeni i1 vyznam kontaminace autologniho S$tépu PBSC
nadorovymi buiikami oziejmi vyhodnoceni uvedené celoevropské prospektivni klinické studie, na

které Klinika détské onkologie a hematologie aktivné participuje.

PreZiti pacientil s ES lé€enych 1999-2003 (n=45)
podle zarazeni megachemoterapie a AHSCT
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Obrazek 19, Pravdépodobnost pietiti pacientit s nadory rodiny ES/pPNETu podle
zairazeni megachemoterapie a autologni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék.
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VYSLED}(Y VYSETRENI STEPU URCENYCH KE KLINICKEMU
POUZITI

V pribcéhu feSeni projektu jsme provedli purging tfinacti autolognich $tépli urCenych ke
klinickému pouziti u dvanacti pacientll. U jedendcti pacientil jsme Cistili PBSC, u jednoho ditéte se
jednalo o $tép hematopoetickych kmenovych bunék kostni diené odebrany z lopat kosti kycelnich.

Ex vivo purging jsme provadéli dvouhodinovou inkubaci s etoposidem v koncentraci
40 pg/ml po patnactiminutové preinkubaci ethyolem v koncentraci 4 mg/ml. U jedné pacientky
jsme neprovadéli preinkubaci s ethyolem z technickych davodu.

Parametry Stépt jsou shrnuty v tabulce 22, zmény hodnot po purgingu vyjadiuje
obrazek 20.

Je patrné, ze mnozstvi celkovych jadernych bun€k a CD34+ progenitorii se vyraznéji
neméni, téméf o polovinu vSak klesad pocet bunck tvoficich kolonie. Rozdil mezi vyraznym
poklesem bunék tvoficich kolonie (kultiva¢ni vySetfeni) a prakticky neménnym poctem CD34+
bun¢k po purgingu prokazuje, Ze je po ex vivo manipulaci $tépu, vzdy nutné provadet kultivacni
vySetfeni. Podle fady autord totiz v nemanipulovanych Stépech postacuje vysetieni poctu CD34+
bunék.

Tabulka 23 znazornuje vysledky vySetfeni kontaminace S§tépti nddorovymi bunkami.
Z tabulky je vidét, ze u vétSiny pacientll jsme byli schopni prokdzat MRD. Rozdil mezi relativné
Castym vyskytem infiltrace kostni dfen¢ v dobé stanoveni diagnozy a méné castym prikazem MRD
ve Stépech kmenovych hematopoetickych bunék nddorovymi bunkami prokazal efektivitu “in vivo
purgingu”. Tento rozdil miize rovnéz podporovat hypotézu o nizSim riziku kontamice S$tépu
z periferni krve.

Lze tedy uzaviit, Ze pouziti etoposidu v koncentraci 40 pg/ml s patnidctiminutovou
preinkubaci ethyolem v koncentraci 4 mg/ml nesnizi ve $t€épech mnoZzstvi buné€k tvoficich kolonie
pod doporucenou hranici. Po ex vivo manipulaci je nezbytné vzdy doplnit kultivaéni hodnoceni
hematopoetickych kolonii CFU-GM a BFU-E.

Soucasné molekularné biologické metody jsou u vétSiny pacient schopny detekovat
minimalni mnoZzstvi nadorovych bunck. U vétSiny pacientl se podatilo chemoterapii sniZit mnoZstvi

kontaminujicich nadorovych bundk pod hranici detekce pouzité metodiky (1:10°-10°).
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Vek/ Typ Pied Po
Diagnoza Transplantace Stay
pohlavi Stépu purgingem purgingu
jad.bb. CD34+ CFU-GM | BFU-E | jad.bb. | CD34+ | CFU-GM | BFU-E
1 9/F |NBL,IV.KS | PBSC 9,17 3,58 116,40 101,80 7,35 3,84 88,20 81,20 Ne exitus
2 I/M = |NBL,IV.KS | PBSC 3,21 4,72 116,99 122,90 2,95 5,85 77,13 59,42 Ano exitus
3 I/M * |NBL,IV.KS | PBSC 3,33 3,69 106,39 80,49 3,24 3,34 52,13 44,69 Ano exitus
4 5M  [NBL,IV.KS | PBSC 4,16 4,47 166,40 155,15 3,89 6,02 139,91 117,56 Ne exitus
5 I/M  [NBL, IV.KS KD 1,94 2,38 59,13 25,08 1,14 4,61 10,70 9,70 Ano exitus
6 5/M | ES, III. KS PBSC 8,39 20,66 474,50 392,5 5,10 14,02 142,96 144,24 Ano CR
ES, IV.
7 10/M PBSC 2,18 6,61 312,35 82,93 2,19 6,62 134,31 64,69 Ano exitus
KS relaps
8 15/M | ES, III. KS PBSC 4,20 3,77 n.d. n.d. 3,36 2,66 510,10 n.d. Nesxx CR
9 15/M | ES, III. KS PBSC 6,35 9,90 190,97 128,97 4,74 7,10 126,30 82,90 Ne CR
10 =+ | 14/F |ES, I KS PBSC 4,89 7,83 141,27 139,93 4,20 1,98 74,99 97,74 Ano CR
11 16/M | ES, IV.KS PBSC 3,49 7,12 117,51 185,04 2,86 4,46 48,10 83,35 Ano CR
RMS, IV.
12 9/M PBSC 4,71 3,58 82,90 50,85 4,88 4,20 82,48 51,24 Ano exitus
KS relaps
NHL, III.
13 4/M PBSC 12,45 11,58 n.d. n.d. 8,38 8,29 173,10 146,60 Ntk CR
KS relaps

Tabulka 22, Charakteristiky $tépit pied a po purgingu. Vék v rocich, pohlavi: M - muZské, F — Zenské, diagnozy: NBL- neuroblastom, ES- ndador ze
skupiny Ewingova sarkomu, NHL- nehodgkinsky lymfom (ALCL). Typ stépu — PBPC - periferni progenitorové buiiky, KD - kostni dieri. Viechny
hodnoty jsou vyjadieny na kg: jaderné buiiky x 1 0%/ kg, CD34+ buiiky x 1 06/kg, CFU-GM a BFU-E x10%/ kg * $tépy 2 a 3 byly odebrany jednomu
pacientovi, ** purging jsme provadéli bez preinkubace amifostinem, *** - transplantovan Stépem ziskanym po dalsi chemoterapii (PCR negativni),
**¥% - pi'ed transplantaci zjiStén relaps onemocnéni, po dal§i chemoterapii transplantovdan alogenné od nepiibuzného darce, Zije v remisi 48 mésicit od
transplantace
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Pramérné wtézky stépu PBSC ¢isténych kombinaci
amifostin / etoposid (40 pg/ml)
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0,00% , : _ .

TNC CD34+ CFU-GM BFU-E

Obrazek 20, Zmény poctu celkovych jadernych bunék - TNC, CD34+ bunék a bunék tvoricich
kolonie - CFU-GM (granulocytarni a monocytarni) a BFU-E (erytroidni iady) po purgingu.
Vyjadieno v procentech pitvodni hodnoty.

g 2 Metoda Detekovany Infiltrace MRD ve Stépu ]jl{iD >¢
Diagnoza « . . Stepu po
detekce znak v dobé dg. Pi‘ed purgingem .
purgingu
1 NBL, IV.KS RT-PCR TH ++ Neg Neg
FISH N-myc ampl. Neg Neg
2 NBL, IV.KS RT-PCR TH ++ Neg Neg
FISH N-myc ampl. Neg Neg
3 NBL, IV.KS RT-PCR TH ++ Neg Neg
4 NBL, IV.KS RT-PCR TH ++ Neg Neg
FISH N-myc ampl. Neg Neg
5 NBL, IV.KS RT-PCR TH ++ Neg Neg
6 ES, III. KS RT-PCR t(11;22) - Neg Neg
7 ES, IV. K8, RT-PCR t(11;22) n.d. Neg Neg
relaps
8 ES, III. KS RT-PCR t(11;22) + Pos Pos
9 ES, III. KS RT-PCR t(11;22) - Neg Neg
10 ES, III. KS RT-PCR n.d. n.d. n.d. n.d.
11 ES, IV.KS RT-PCR t(11;22) - Neg Neg
12 RMS, IV. K, RT-PCR t(2;13) - Neg Neg
relaps
13 NHL, IIL XS, RT-PCR t(2;5) + Pos Pos
relaps

Tabulka 23, Prikaz ndadorovych bunék v Cisténych Stépech. NBL - neuroblastom, ES - nddor ze
skupiny Ewingova sarkomu, RMS - rabdomyosarkom, NHL - nehodgkinsky lymfom. Infiltrace
kostni diené v dobé stanoveni diagnozy - + minimdlni mnoZstvi nadorovych bunék prokazatelné
molekularné biologickymi metodami, ++ - infiltrace kostni diené prokazatelna cytologicky, nd -
minimdlni zbytkova choroba nebyla vySetiena
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VYSLEDKY TRANSPLANTACI

Vcelku jsme uskuteénili osm transplantaci u sedmi pacientil (chlapec s generalizovanym
neuroblastomem byl transplantovan dvakrat) Stépy ciSténymi etoposidem za soucasné protekce
progenitorovych bunék amifostinem, piehled idajl o transplantaci udava tabulka 24. Srovnéani doby
pfihojeni, potfeby transfuzi erymasy a trombocyti a febrilnich dni u souboru pacient
transplantovanych S$tépem Cisténym etoposidem s preinkubaci amifostinem jsme provedli
s kontrolni skupinou padesati jedna pacientl transplantovanych v letech 2000 a 2001. Vysledky
znazoriiuje obrazek 21. Sou€asné pro srovnani uvadime 1 starsi vysledky ex vivo manipulovanych
Stéptt KD inkubovanych s deferoxaminem, technikou pouzivanou na Klinice détské hematologie a

onkologie u pacientd s vysoce rizikovym neuroblastomem (Koutecky J. a kol., 1998).
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Obrazek 21, Prihojeni (dny), potieby transfuzi erymasy a trombocytii a febrilnich dnii u souboru
pacientu transplantovanych stépem Cisténym Vepesidem s preinkubaci amifostinem, s kontrolni
skupinou transplantovanou necisténymi Stépy v letech 1999 a 2000 a dvaceti pacientii
s neuroblastomem transplantovanych Stépem Cisténym deferoxaminem.

Ve sledovanych parametrech nebyl statisticky rozdil (neparovy t-test) mezi kontrolni
skupinou a détmi transplantovanymi Stépem CiSt€énym etopozidem s preinkubaci amifostinem.
Naopak vSechny sledované parametry byly pfiznivéj$i u pacientd transplantovanych ¢isténym
Stépem. Naproti tomu doba piihojeni, potfeba substitutce krevnimi derivaty a cCasné
potransplanta¢ni infekce byly vyznamné (nepéarovy t-test, p< 0,05) ovlivnény pii purgingu
deferoxaminem ve srovnani s kontrolni skupinou. Mezi skupinou pacientll transplantovanych
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Stépem  Cisténym  etopozidem s preinkubaci amifostinem a pacientl s neuroblastomem
transplantovanych §tépem cCisténym deferoxaminem byl vyznamny rozdil (neparovy t-test, p< 0,05)
pouze v poctu transfuzi erymasy.

pro neobnovujici se leukopoezu podat zalozni §t€p. U tohoto chlapce s generalizovanym
neuroblastomem se objevila infekce gastrointestinalniho traktu vyvolana Clostridium difficile. U
ostatnich pacientli byl potransplantacni priibéh bez vaznéjsich komplikaci.

U zbylych Sesti pacientli nebyla megachemoterapie a autologni transplantace ciSt€énym
Stépem provedena zruznych divodi. Dva pacienti s vysoce rizikovym neuroblastomem nebyli
transplantovani pro snizeni srdecni funkce u jednoho pacienta a pfitomnost vyzravajiciho
neuroblastomu gr. I u druhého v biopsii kostnich metastdz, pro ktery byla zvolena biodiferenciacni
lécba retinoidy. U pacienta s recidivujicim velkobunéénym anaplastickym Ki+ nehodgkinskym
lymfomem jsme pied transplantaci prokazali relaps onemocnéni a chlapec byl po dalsi chemoterapii
transplantovan alogenn¢ od neptibuzného darce. Po transplantaci Zije v remisi 48 mésict. Zbyvajici
pacienti nebyli transplantovani pro odmitnuti zdkonnych zastupct (1 pacient) a druhy chlapec
s ES byl transplantovan neciSténym S$tépem odebranym v druhé dobé pro ptetrvavajici pozitivitu

Stépu po ex vivo purgingu.

Vysledky lze tedy uzaviit, Ze purgingem provadénym etoposidem s preinkubaci amifostinem
lze ziskat Stép zajiStujici bezpecné piihojeni. Podminkou je ziskani dostatecného mnozstvi
hematopoetickych progenitorovych bunék. Mnozstvi CD34+ bunck pfed manipulaci se Stépem by
mélo byt nejméné 6x 10°, tedy dvojnasobn& vyssi neZ je nezbytné pro zajisténi dobrého ptihojeni po

transplantaci nemanipulovanym Stépem.
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Pocet

Pac. Vek pri ’ . Stay pied TRF TRF o, . CFU-GM | CD34+ bb.
& AHSCT | Diagnoza aHscr | Ergrafment | bo | ery | 1€ Zfl’:,’c" Komplikace nakgx 10° | na kg x 10°
sepse gr.II-11I
2 Ir/6m f]?(lb()meta do skeletu 1.VGPR 21 % 10 7 10 | neutrop.enterocolitis 52,13 3,34
mukozitida gr.II
NBL (meta do skeletu, ISEE ls;) Z%I;ZI(LI; _—
5 1r/5m | KD, jater, retroperitonealnich 1.CR 13 4 5 3 Korni reake fria ’ 10,70 4,61
lymfatickych uzlin)
engraftment
sepse gr 111,
6 5r/7m | ESobl. L5-S (inoperabilni) | 1. VGPR 11 2 2 4 mukozitida gr.11, 142,96 14,02
exantém gr. II,
SIADH
7 10r/6m fjgl:ge ta do plic) DP 11 3 4 0 mukozitida gr.I 134,31 6,62
10 15r/3 m | ES/PNET (panev) 1.VGPR 11 3 0 5 mukozitida gr.1II 74,99 1,98
11| 16r/3m | PNET hrudni stény, nidorové 1.CR 15 11 3 11 sepse gr. 11, 48,10 4,46
buiky ve vypotku mukozitida gr. II
hepatopatie gr.111,
12 9r/4m | alv. RMS (relaps) 2.CR 12 14 7 4 sepse gr.1I, 82,90 4,20
mukozitida gr.Il
Pramér / / / 13,42 6,71 4,0 5,26
s.d. 3,37 4,46 2,39 3,61

Tabulka 24, Piehled klinickych udajit o transplantacich provedenych Cisténymi $tépy, znovu uvedeny i charakteristiky Cisténych stépii.

* - engraftment 21 den (10 dnit po podani ,back up“ — zdloZniho §tépu) podaného pro zdavaZnou infekci gastrointestindlniho traktu a trvajici

neutropenii. CR — kompletni remise, VGPR — velmi dobra parcidlni remise, DP — progrese onemocnéni
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ZAVERY
Experimentalni farmakologicky purging

1, Mafosfamid i etopozid vyznamné redukovaly pocty koloniformnich jednotek CFU-
GM a BFU-E, zmény poctu jadernych bunéka CD34+ bunck nebyly vyznamné
(ndlez potvrzuje nutnost kultivacniho vysSetreni vSech ex vivo manipulovanych stepii !)

2, Experimenty prokdzaly, ze pouziti etoposidu v koncentraci 40 pg/ml
s patnactiminutovou preinkubaci ethyolem v koncentraci 4 mg/ml neredukuje netinosné pocet
bunék obnovujicich krvetvorbu a redukuje pocet nadorovych bunék, které mohou S$tép
kontaminovat. Obdobny efekt mad purging mafosfamidem v davce 150 pg/ml, ten jsme
vSak nemohli pouzit ke klinickému purgingu pro obtize s doddvkami od vyrobce 1¢ku.

3, Ochranny vliv amifostinu na hematopoetické kolonie nedosahl statistické vyznamnosti
(p<0,1; t-test)

4, V z4dném experimentu jsme neprokazali ochranny vliv amifostinu na buiky
nadorovych linii ES a neuroblastomu

5, Pozorovali jsme nesignifikantni trend (p<O0,1; t-test) k potenciaci protinadorového
ucinku mafosfamidu amifostinem u nadorovych linii neuroblastomu i ES

Klinicky farmakologicky purging

1, Cisténim §tépu PBSC provadénym etopozidem s preinkubaci bunék $tdpu amifostinem
1ze ziskat Stép zajisSt'ujici bezpecné prihojeni. VZdy vSak ponechdvame cast St€pu necisténou,
jako zélohu pro piipad selhani ¢isténého Stepu.

2, Srovnanim s kontrolni skupinou pacientl (transplantovani v letech 2000-2001) nebyl
zjistén statisticky vyznamny rozdil v dob¢ pfihojeni, potifeby transfuzi erymasy a trombocyti

ani v poctu febrilnich dnt.

MRD v autolognich $tépech PBSC u pacientu s ES

1, Prokazujeme kontaminaci §tépti PBSC ve shodé¢ s literarnimi udaji
2, Castéji jsme prokazali kontaminaci §tépti PBSC u pacientll s primarné

generalizovanym ES (30 % vs. 4,5 %), rozdil nicméné nedosahl statistick¢é vyznamnosti
(p=0,06; NS, t-test).

3, Kontaminace $tépu se jevi neptiznivym prognostickym znakem (pienos recidivy pfi
transplantaci, znamka rezistence nadoru)
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Detection of Minimal Bone Marrow Infiltration in Patients
with Localized and Metastatic Ewing Sarcoma Using RT-PCR

{ Ewing sarcoma / micrometastases / minimal residual disease / RT-PCR / chromosomal transloca-

tions )
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BEDRNICEK, T. ECKSCHLAGER

Department of Paediatric Oncology, 'Pathology and 2Haematology, 2™ Medical School, Charles

University, Prague, Czech Republic

Abstract. Ewing sarcoma and related neoplasias are
characterized by the presence of specific chromosomal
translocations resulting in EWS/ETS gene rearrange-
ments. Created EWS/ETS-oncogene fusion transcripts
can be detected in up to 98% of ESFT and provide
tumour-specific markers useful in diagnostics. Using
RT-PCR for detection of this aberration we can reveal
minimal amounts of tumour cells contaminating BM,
blood or apheresis products. We have examined BM
samples from 22 patients (21 newly diagnosed and one
recurrent disease) with histologically confirmed ESFT
for the presence of contaminating tumour cells in BM
at the time of diagnosis. Sixteen patients presented
with localized disease, six had distant metastases at the
first presentation. Ewing sarcoma cells were detected
in the BM of 5/16 (31 %) patients with localized disease
and ¥6 (50%) with clinically detectable metastases at
diagnosis. BM smears prepared from the same aspi-
rates evaluated by light microscopy were all negative,
even in two patients with multiple bone disease. We
have confirmed the high sensitivity of the RT-PCR assay
for detection of minimal BM infiltration in localized and
metastatic ESFI. We have found that more than a
quarter of patients with localized ESFT have minimal
BM infiltration. Although the clinical significance of
the minimal disease detected at the molecular level
remains unknown, RT-PCR evaluation may enable
better stratification of patients into risk groups in the
future.
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The Ewing sarcoma family of tumours (ESFT) con-
sists of highly malignant neoplasms of bone and soft
tissues affecting mostly children and young adults. The
ESFT includes classic Ewing sarcoma of bone,
extransszous Ewing sarcoma and peripheral primitive
neuroectodarmal mmors (pPNET) of bones or soft tis-
sues (Horowitz et al., 1997, West 2000; Sandberg and
Bridge, 2001). These malignancies share a common
neural histogenesis and tumour genetics; ESFT is
believed to be derived from postganglionic parasympa-
thetic primordial cells (Horowitz et al., 1997). Although
often presented as localized solid malignancy, ESFT is
maost probably a systemic discase with micrometastases
at the time of diagnosis, as evidenced by a 10% cure
rate in a historical group of patients, treated with local
therapy only {(Horowitz et al., 1997; de Alava and
Gerald, 2000). Intensive multimodal treatment proto-
cols combining surgery, systemic chemotherapy and
radiotherapy improved event-free survival rates up 1o
60% (Jirgens et al, 1998). Approximately 1/4 of
patients with ESFT have detectable metastatic disease
at the time of diagnosis, and this group still do poorly
despite intensive multimodality therapy, with S-year
overall survival below 20% (Hirgens et al., 1998; Kovar,
1998; Kushner and Meyers, 2001).

The primary genetic event in ESFT is chromosomal
translocation resulting in fusion of the EWS gene at
chromosome 22 with a member of the ETS gene family
of transcription factors (Delatire et al., 1994; Foubek et
al., 1994; Sandberg and Bridge, 2001). The most fre-
quent translocations are o1 1;22) (g24;q12) and 1(21;22)
(g22;g12). The former translocation results in fusion of
EWS to FLI-I (most frequent in ESFT, 90-95%), the
latter generates chimaeric transeripts between EWS and
ERC (5-10%), both creating new fusion proteins asso-
ciated with tumour cell formation. The discovery of
specific chromosomal translocations enables high sen-
sitivity detection of tumour cells in various biclogic
malterial by means of reverse-transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR), which is now uwsed in the
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diagnostics of these malignancies (Peter et al., 1995;
Meier et al, 1998; Zoubek et al., 1998). In rare
instances of ESFT, EWS is fused to the ETS domains of
ETV-1, 0722y (p22i12), EJAF, w(17;22) (q22:q912) or
FEV, 1(2;22) (q33:q12) or complex translocations occur
affecting 22q12 and 11924 (de Alava and Gerald, 2004);
Llombart-Bosch et al. 2000; Sandberg and Bridge,
2001). The new chimasric EWS/ETS molecules, chi-
maeric fusion proteins, modulate the transcription of
some specific target genes (critical target penes for
EWS/ETS oncoproteins are being investigated) and
these events initiate and maintain wmorigenesis in
ESFT (Ohno et al., 1993: Desmaze, 1997: Kowvar,
1998). In experiments evaluating the ability of fusion
profeins 1o cawse neoplastic transformation, the chi-
maeric molecules have been shown to affect the growth
characteristics of some cell lines. Transfection of mouse
fibroblasts with EWS/FLI-! or EWS/ERG can transform
cells, so that they acquire twmour-like properlies, such
as growth in sofl agar and immunodeficient mice {(May
et al., 2000). This and other findings suggest the key
role of chimaerie proteins in the development, growth,
clinical heterogeneity and behaviour of ESFT (de Alava
et al., 1998: Ginsberg et al., 1999; Lin et al., 1999),

Table 1, Patients’ characteristics

Bone marrow (BM) examination is a routine part of
staging in ESFT. Positive results of cytological exami-
nation indicate an advanced-stage disease with severe
consequences for patient treatment and prognosis. The
frequency of BM involvement at the time of the first
presentation is not precisely known and only a few
reports exist about the use of RT-PCR for detection of
minimal BM infiltration (Oberlin et al., 1995; Peter el
al., 1995; Plleiderer et al.. 1995; Horowitz et al., 1997:
Zoubek ot al., 1998}, The aims of this study were to ver-
ify the applicability of RT-PCR for detection of mini-
mal BM infiltration and to investigate the incidence of
BM infiltration in ESFT patients with RT-PCR.

Material and Methods

BM aspirates were obtained at the time of diagnosis
from patients with histologically confirmed ES/pPNET.
All samples were collected in ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA) before starting the treatment.
BM smears were evaluated by light microscopy as well.
Trephine biopsies were not performed. Two distinet
groups of patients were established, the first with localized
disease (defined as those with no evidence of distant

Patient Age/Sex Histology/ Localization  Metastases RT-PCR Outcome  Follow up
No. mol.biclogy Nao. samples  No, positive {month)
1 12F ES (EWS/ERG) ribs reg. LN 1 0 CR1 19
2 6l ES (EWS/ERG) fibula No 2 2 CR1 B
3 M ES (EWS/FLI-1) fibula Mo 2 0 CR1 il
4 15M ES (EWS/FLI-1) humerus No 2 1 CRI 8
5 om ES (EWS/FLI-1) fernur No 2 0 CRI
6 I12F pPNET - n.d. head - EET No 2 0 CR1 18
7 22M pPNET (EWS/ERG)  scapula - EET L.B 3 2 POD syst 10
2 12F ES (EWS/FLI-1) fermur Mo 2 0 POD loc+syst 11
9 14F ES - n.d. pelvis Mo H Q CRl 23
10 12F pPNET (EWS/ERG) L3 -51 L 2 0 DoC 1
L1 10F ES - nd. fermur Mo 2 1 POD loc+syst 22
12 I5F ES (EWS/FLI-1) fibula L 2 2 CR1 6
13 15F ES - negative neck -EET L 2 ] POD syst 7
14 14F ES (EWS/FLI-1) pelvis No 1 ] TRD ¥
15 [3F ES (EWS/FLI-1) pelvis Mo 1 0 CRI I8
16 16F ES - na. SACTUM Mo 1 0 DOC
17 9F pPNET (EWS/FLI-1)  kidney No 2 2 DOC
18 9F ES - nd. femur Mo 2 1 CRI1 7
19 15M ES (EWS/FLI-1) pelvis L.B 2 0 POD syst 16
20 15M ES - nd. humerus LN 2 l CR1 10
21 1™ ES (EWS/FLI-1} fermur No 2 0 CRI 8
22 15M ES (EWS/FLI-1) tibiae Mo 2 0 CRI 21

B - bones, CR - complete remision, DOC - died of complications, EET - extraosseous tumour, ES - Ewing sarcoma, L - lungs, LM
— lymph nodes, loc - localized, n.d. — not done, POD - progressive disease, syst - systemic, TRD - transplani-related death.
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metastases with imaging techniques and cytomorpho-
logic examination of BM aspirates), and the second
with known metastatic disease, who were evaluated
separately. Samples were collected from twenty-two
patients, 21 newly diagnosed and one relapsed, treated
previously in another institution before entering our
department. The snap-frozen primary tumour tissues,
collected during open surgical biopsy, were available to
confirm the presence of disease-specific gene
rearrangement in 15 cases. Patients” characteristics
including clinical and molecular data are shown in
Table 1.

Totzal RNA was isolated from BM (10 x 10° nucleated
cells per sample). RNA extraction was based on the
modified guanidium isothiocyanate-phenol-chloroform
method (Chomczeynski and Sacchi, 1987} using the
TRIzol reagent (Gibco BRL, Lile Technologies, Grand
Island, NY) and subjected to reverse transeription and
PCR in search of EWS/FLI-1 and EWS/ERG fusion
transcripts. The assay was performed using 1-3 pg of
total RNA as a template, GeneAmp RNABPCR Core
Kit {Perkin-Elmer, Foster City, NY) following the ma-
nufacturer recommendations and oligonucleotide
primers originally published by Meier, 1998 {EWS1:
5"-GCAGCAGCCTCCCACTAGTTACC-3", FLIL/2:
3" -CAGGTGATACAGCTGGCGTTGG-3, ERG2: 5'-
CAGGTGATGCAGCTGGAGT TGG -3'and primers
for nested PCR, EWS2: 5-CTGGATCCTACAGC-
CAAGCTCC-3', FLINI : 5 -CAGGAGGAATTGC-
CACAGCTGG-3", ERGI: 5 -CAGGAGGAACT
GCCAAAGCTGG -37 ). Briefly, aliguots of total RNA
were reverse-transcribed with random hexamers using
Moloney murine leukaemia virws (M-MULVY) reverse
transcriptase. Reverse transcription included incubation
at 37%C for 50 min followed by a 5 min period ar 93°C
to denature the enzyme. The quality of cDNA synthesis
was confirmed by amplification of ubiquitous B-actin
gene in every studied case, The first round of PCR was
then performed with an initial denaturation step of 95°C
for 100 min, followed by 35 cyeles, including denatura-
tion at 95°C for 30 s, annealing at 62°C for | min and
extension at 72°C for | min, with a further 7 min exten-
sion step after completion of the last eycle, The second
round (nested) of PCR was performed using internal
primers and 1 pl of the initial PCR product. Assays
were performed in a Perkin Elmer 9600 automated
cycler. PCR products were analysed by 1.5% agarose
gel electrophoresis with ethidium bromide staining and
detected using Gel Doc 2000 TM (Bio-Rad, Hercules,
CA}, Positive (cell line IARC-EW2) and negative con-
trols were carried through all PCR reactions steps. We
have also evaluated BM samples obtained at the time of
diagnosis from patients with other malignant solid
tumowrs of childhood. BM samples from patients with
neuroblasioma (5 patienis), rhabdomyosarcoma {3),
osteosarcoma (2) and synovialosarcoma (1), and samples

from healthy controls (5) were all negative, thus con-
firming the high specificity of our method.

Resulis

We performed molecular detection of EWS(FLI-1 and
EWS/ERG fusion transcripts in 40 samples of BM aspi-
rates, obtained from twenty-two ESFT patients at the
time of the first presentation. The primary lWwmeour lissue
wits available in filteen cases to confirm the presence of
W11;22) or t(21:22) translocations. Light microscopy
evaluation of BM smears did not confirm BM involve-
ment in any of our studied cases. Among the group of
sixteen patients with localized ESFT, five were positive
in BM (31%, altogether 27 samples7 positive, see Table 2).
Of six patients with clinically apparent metastatic disease
al the time of diagnosis (relapse), we proved tamour cells
in BM of three (50%, altogether 13 samples/6 positive).

Discussion

The stage of disease at the time of diagnosis remains
the most powerful independent predictive factor of
patient prognosis in ESFT. Distant metasiases detected
and visualized by imaging techniques or BM infiltration
revedled by cytology examination place the patient into
an  unfavourable prognostic  group. The  most
unfavourable prognosis is for patients with ES/pPNET
metastatic to bone and/or BM (Horowitz et al., 1997;
Jirgens et al, 1998; Kushner and Meyers, 2001).
However, the group of patients with localized disease
may contain some high-risk cases with minimal metasta-
tic diseases invisible to these detecting tools. Previous
identification of tumour cell-specific chimaeric gene
transcripts in ESFT gives an opportunity for high-sensi-
tivity detection of minimal amounts of contaminating
cells in blood, BM or autologous grafts using RT-PCR
(Peter et al., 1995; West et al., 1997, Zoubek et al., 1998).

In the work: presented here, we were looking for mini-
mal BM infiltration at the time of diagnosis (or disease
relapse in one patient) by means of RT-PCR in patients
diagnosed with ESFT. We have shown that it is possible
i defect chimaeric transcripts by RT-PCR in BM in
patients with ES/pPNET with high sensitivity and we
confirmed the usefulness of RT-PCR for minimal residual
disease (MRD) detection. In our group, 31% of patients

Table 2. Results of RT-PCR detection for the EWS/FLI-]
and EWSERG transcripts in BM samples of ESFT
parfents.

Patient group Patients No./  BM samples No, /

Positive No. Positive No.
Localized 167531 %) 27717 (26%)
Metastatic 63 (50 %) 1376 (46%)
All 22/8( 3 %) 407 13 (33%)
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Table 3. BM infiliration in Ewing sarcoma at the time of diagnosis - results of different groups

Source Patients Localized sarcoma Metastatic sarcoma
No+ftotal % positive Notftotal % positive No+/total % positive
Fagnou 1993 14443 3% 6/28 21% BI15 33%
Zoubek 1998 16/35 46%: 123 30% 9f12 753%
Pfleiderer 1995 616 385 119 11% 31 T1%
West 1997+ 522 23% 6 19% 26 33%
Athale 200]** 1126 27% 011 0% 113 47%
Our results 8122 6% Sle 3% 36 50%

* 1 21;22) not evaluated, ** including rhabdomyosarcomas and desmoplastic small-round-cell tumours

with non-metastatic disease were RT-PCR. positive for
the marker mRNA in BM, a result in consent with
observations (approx. 20%-30%) reported by others
{Pfleiderer et al., 1995; West et al., 1997; Fagnou et al_,
1998, Zoubek et al., 1998; Athale et al,, 2001), Table 3
gives a summary of results published by different inves-
tigating groups to date.

Six patients in our study presented distanl metas-
tases, three in the lungs solely, one in the lymph nodes
and two had lung and multiple bone metastases. We
found minimal BM infiltration in only three of six
patients with metastatic disease. The tumour tissue
sample was available in five cases with advanced dis-
ease. In a 15-year-old girl (case 13) with systemically
relapsed soft tissue ESFT arising in her neck, we were
unable to confirm neither t(11;22), nor 6(21:22) in the
primary tumour. This particular patient should therefore
be excluded Irom our final analysis. The failure to
detect EWS/FLI-1 or EWS/ERG mRNA in this case
can be explained in several ways. It may contain another
rare alternative EWS/ETS rearrangement not tested in
our study = (0(7;22), W(17;22) or £{2;22)), or previous
chemotherapy and local radiotherapy led to neural dif-
ferentiation and absence of detectable EWS/ETS gene
expression { West et al., 1997; Knezevich et al., 1998),
In the four remaining cases, two had EWS/ERG
rearrangements documented in the tumour tissue, and
two patients had multiple bone metastases without BM
involvement in light microscopy evaluation, The pres-
ence of tumour cells with 6(21:22) in BM had been doc-
umented in one case with RT-PCR. The BM of the sec-
ond patient {case 19) was RT-PCR negative. This find-
ing is in contrast (o the resulis published by Zoubek et
al. (1998), who reported RT-PCR positivity in BM for
all five patients with bone metastases and for 50% of
patients with lung metastases. West et al. (1997) found
two of six patients with metastatic disease positive in
BM and 5 of 10 positive in peripheral blood, which he
interpreted as 50% presence of micrometastases in their
group of patients with advanced disease. Unfortunately,
no information on metastatic sites was given, so that

comparison between the results is impossible like in
other groups.

Despite the given findings, it should be noted that
there are many factors which can affect the RT-PCR
analysis and the correct interpretation of resuolts.
Possible factors affecting analysis are: sampling
errors due to inappropriate anticoagulants used,
excessive BM dilution by blood, under-sampling due
to the focal BM involvement in ESFT, and others
{Kovar, 1998).

During every evaluation, strict precautions were
taken to aveid cross-contamination, pre- and post-
amplification steps were separated from each other,
negative and positive controls were included in reac-
tion steps and all positivities were reproducible,
Moreover, amplified products corresponded to those
resulting from temour tissue if available.

In five of eight positive cases, we detected tumour
cells only in some samples taken al the same time from
dilTerent sites {one out of two samples four times and
two out of three samples in one patient). This demon-
strates the importance of collecting several BM sam-
ples for more precise staging and better MED detec-
tion.

Our results confirmed that more than 1/4 of the
patients with presumed localized ESFT have minimal
BM infiltration. The presence of a low number of can-
cer cells in BM, detected by sensitive molecular biolo-
gy technigques including RT-PCR, is not a reason for
applying more intensive therapy at the present time (in
patients with localized disease), and the clinical signifi-
cance of minimal BM infiltration at the time of disease
diagnoesis is unknown, In the future, some new thera-
peutic protocols might be designed with wargeted thera-
py for patients with proved minimal BM infiltration.
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Abstract

Ewing family of lnmors is a group of highly aggressive neoplasias thal ocour mosl commenly in the first
two decades of life. These tumors are mest frequently localized in bones, less frequently in soft tissnes.
They usually appear as undifferentiated small round-cell tumors, With current trealment regiments, 5-year
disease-fee survival mles excesd G0% in patients with a localized disease. Patients with metastatic dis-
ease al the lime of their fimst presentation have a poor prognosis. We describe a mre case of visceral prim-
itive nearcectodermal tumoer with the involvement of the kidney in a S@-year-old gid. The mmor was stud-
ied with immunohistechemistry, cylogenetics, and molecular biology methods. Strong expression of
protein MIC,; by immunochemistry (anlibody HBA 713 with subsequent demonstmtion of a tanslocalion
consistent with t(11:22q2<4:q12) using cylogenetic and reverse ranscriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR) confimmed the histopathological diagnosis of peripheral primitive neuroectodermal wmor, We

detected minimal msidual disease in bone marmow using RT-PCR.

right=s meserved.

© 2002 Elsevier Science Inc. All

L. Introduction

Ewing sarcoma family tumors (ESFT) constitute a group
of small round-cell tumors of presumed neuroectodermal
origin, most olten present as bone or sofl issue masses in
the tunk or axial skeleton in children and voung adults [1].
ESFT consist of osseous and extraosseous Ewing sarcoma,
peripheral primitive neuroectodermal wmor (pPNET) and
Askin tumor of the thorax [2]. Rarely. pPNET, have been
described 1o arise in the genitourinary system. such as kid-
ney. Lestis, ovary, uterus, or cervix [1.3].

The histopathological diagnosis of ES and pPNET is
based on a combination of light microscopic. immunohis-
tochemical, and. if necessary. electron microscopic fea-
tures. (ther valuable diagnostic methods are cviogenetics
and molecular biology analysis. Ewing sarcomas are well
characterized by unique chromosomal aberrations 1(11:22)
(q24eq12y, u21:22)0q220q12), wT:220(p22:gl 20 1(17:22)
(g1 2:q1 20, and 62:220(g33:q12). In more than 95% ol cases

* Cormsponding author. Department of Pediatric Oncology, 2nd Fac-
ulty of Medicine. % uvalu 84, Prague 5-Moiol, Crech Republic. Tel.:
FA20-2-244 3649 fax: +420-2-244 364 X0

F-mail address: wmas.eckschlager @ IFmotol.cunice (T, Eckschlager).

of ESFT. the gene fusion is EWS-FLI-T (90-95%), because
of at(11:22), or the gene fusion is EWS-ERG (5-10%), be-
cause of a 1(21:22). Three other translocations have been
found in rare cases of ES and pPNET [4]. These chromo-
somal aberrations result in a fusion of the EWS gene on
chromosome 22 with ETS family genes (FLI-T at 11924,
ERG at 2122, ETVT at Tp22, ETAF at 1712, and FEV at
2g33) [4-6]. The detection of the above-mentioned translo-
cations is helpful in distinguishing Ewing sarcomas {rom
other small round-cell tumors, A correct diagnosis is impor-
tant for the choosing of therapeutic protocol and signifi-
cantly influences the results of therapy [7].

2. Case report

The case is a 9-year-old girl with pPNET of the kidnev.
She presented with a painless abdominal distension lasting
one week., She was found to have a right-side abdominal
mass. Her history was unremarkable. On physical examina-
tion. a large, firm, nontender mass was palpated in the right
side of the abdomen. An ultrasound scan revealed a mixed
solid and ewvstic mass arising from the right kidney measun-
ing 15 = 14 % 11 em. She was immediately operated on be-
cause of the risk of tumor rupture. Bone scintigraphy
showed no evidence of abnormal radiotracer uplake. while

O1ES-AE0R020S — see front matker © 2002 Elsevier Science Inc. All rights reserved .
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other examinations showed no evidence of metastatic dis-
ease. With the usz of reverse transeriplase polymerase chain
reaction (RT-PCR) we detected a chimeric EWS/FLI-T tran-
seript in the bone marrow indicating tumor cell invalve-
ment. Following the nephrectomy, the patient received part
of a trealment for a high-risk ES consisting of chemother-
apy (Hoslfamide, ¥P-16, Cyclophosphamide, Adriamicyn,

Vincristine), local therapy (surgical). and a high dose of

chemotherapy with autologic bone marrow transplantation,
Five months later, the patient died of treatment complica-
tions. No evidence of disease was seen al autopsy.

3. Materials and methods
3.1, Histology and immunchistochemistry (IHC)

Standard histology protocol was utilized with hematoxy-
lin and eosin (H & E) and periodic acid-Schiff (PAS) stain-
ing. Histology and immunchistochemistry (THC) investiga-
tion was performed to confirm the disgnosis of pPNET/ES
using antibodies against the CD99 molecule, cylokeratin
AELS, chromogranin B, synaptophysin, NB&4, LCA. vi-
mentin and actin HHF35 (DAKO, Glostrup, Denmark). A
standardized THC protocol was applied using a LSAB kit
containing secondary biotinylated mixed mouse and rabbit
antibodies. Next. a complex streptavidine-horse radish per-
oxidase was applied. In the final step, diaminobenzidine
was used to visualize the positive product.
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3.2 Cytogenetics

The biopsy specimen, received in an RPMI-1640 me-
dium was transterred into a Petri dish. The specimen was
mechanically disaggregated and three T25 flasks each with
10 mLL of cell suspension in RPMI-1640 + 15% fetal calf
serum (FCS) and ATH were cultured For 3 and 6 days. They

were exposed o Coleemid for | hour (final concentration of

0.05 pg'ml) and harvested by standard cylogenelic tech-
nigues using a hypolonic solution and a 3:1 methanolacetic
acid solution. Part of the sample was cultured as a mono-
layer culture in a MEM medium + 15% FCS. Slides were
made according to conventional techniques. trypsin-Giemsa
banded and 20 metaphases were analyzed.

3.3, Molecular penetics

We performed RT-PCR to detect chimeric EWS/FLET
mBENA. Total RNA was extracted from {resh tumor tssue.
from cells obtained from eylogenetic primoculture, and
bone marrow nuclear cells using the TRIzol extraction kit
(GIBCO BRL. Life Technologies). One microgram of total
RNA was reverse transcribed using random hexamers
(GeneAmp RNA PCR kit Perkin Elmer). Complementary
DNA (eDNA) was PCR amplified using primers 11.3 and
22.3 and internal control was provided by nested PCR using
primers 11.4 and 22.4 [&]. The first round of PCR included
35 eyeles (denaturation 94°C 30 seconds, annealing at 65°C
| minute, elongation 72°C | minute ), while nested PCR was
performed with 30 cycles (same condition except of anneal-

o l_* F T,
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Fig. 1. G-banded karyolypes of pPNET of kidney: 46 XX.deli3npl1. 112200024123, The abnomalities shown wens observied consisently in all

metaphases. Armw indicates abnormal chromosomes,
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1.5% agarose gels. The positive control was TARC EW2 cell
line. Positive and negative controls were carried through all
analysis sleps.

4. Results
4.1, Morphalogy and IHC

The wmor involved a large portion of the middle part of
the kidney. It measured 15 % 14 % 11 cm at its greatest di-
ameter. The tumor had a grayish-white, homogenous ap-
pearance, and it was well demarcated from the adjacent
kidney. The histology showed a monomorphous tumor con-
sisting of sheets of polygonal cells with round cell nueled,
small nueleoli, and ill-defined cell margins, PAS staining
revealed a small amount of diastase sensilive material (gly-
cogen) in the wmor cell evtoplasm. Mitotic activity was
low. The cells did not resemble the blastema characteristic
of a Wilms tumor in that they were larger and contained
glycogen. No epithelioid formations, wbule or glomerular
formations were seen in the twmor, The stromal component
included small vessels and a little perivascular collagen. Im-
munohistochemistry showed a moderate positivity of vi-
mentin and a strong membrane staining with anti-CDY99, It
was negative for cylokeratin, chromogranin B, synapto-
physin, and NB84. The tumor cells were negative for littoral
cell angioma (LCA) and actin. The histopathological diag-
nosis was that of ES/pPNET.

4.2, Cytogeneticy

A karyolype of 46.XX deli5)pl1).t] 1:22)(q24:q1 2) was
found in all analyzed cells. The detected 1011;22) is a diag-
nostically important cytogenetic rearrangement typical for
ES/pPNET tumors, The aberration found on Sp is either a
partial 5p deletion or possibly an interstitial deletion on 5p
(Fig. 1.

4.3 Molecular biclogy

The PCR amplified a product that corresponded to type 2
EWSIFLI fusion transcripts with fusion of WS exon 7 to
FLI-T exon 5 [5]. The size of all PCR products obtained
from the tumor tissue and samples of bone marmow aspirates
were about 395 bp, ET cells were detected in bone marrow
aspirale al the diagnosis (samples from both aspirates were
cytologically negative and RT-PCR positive) (Fig. 2). Our
results were conlirmed by detection of PGP 9.5 m-RNA us-
ing RT-PCR.

3. Discussion

Renal pPNET appears to be a unigue clinical entity that
behaves more aggressively than pPNET arising at other
sites, Series described in literature suggest that patients with
renal pPNET are usually children and adolescents who com-
monly have metastatic disease at presentation and a poor

response Lo multimodal therapy [1]. The tumor diagnosis is
hased on a classical histological and immunohistochermnical
investigation complemented by a demonstration of specific
chromosomal changes by eylogenetics and molecular an-
alysis.

Recently ES/pPNET have been shown o express an anti-
gen determined by the MIC2 pene and detected by a mono-
clonal antibody HBA 71 (C199) that has been demon-
strated in more than 90% of these tumors [9,10]. The wmor
in our case strongly expressed the CID9Y antigen, which cor-
responded to the findings of other investigators in renal ES/
pPNET [7]. Neurcectodermal origin of primary tumor and
bone marrow infiltration was confirmed by detection of
PGP 9.5, which is general marker specific for neuronal and
neuroendocring lissues.

Using RT-PCR we were able to conlirm the histopatho-
logical diagnosis and o demonstrate a specific chimeric
transcriptin the primary tumor—a type 2 of EWS/FLI-T chi-
meric transeript. Moreover, we detected the wmeor cells in
the bone marrow. On the basis of this finding and the ag-
gressivity of renal pPNET. we used a treatment for a high-
risk ES.

-
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Fig. 2. Ethidivm-stained gel of the nested RT-PCR resulis. RT-PCR was
performed a5 described in the text. (A) Control gen expression (B-actin);
(B first round EWS-FLU-T RT-PCR; and o) second ponnd EWS-FEL-1
RT-PCR. (M) A DNA molecular weight marker (100-bp ladder); lane 1: no
reverse-transcriplase negative contml; lane 2: Ewing cell line (TARC EW2);
lane 3: rhabdomyosarcoma; lane 4: bone mamow at disgnosis; and lane
5: primary temor of Kidney.
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Cylogenetic analysis of the reported renal tumor showed
a reciprocal 1(11:22)(q24:q12) typical of pPNET/ES with an
additional del(5y(pl1). Only a few cases of the kidney ES
pPNET have been confirmed using RT-PCR to date [11]. In
surmmary, we report a case of ES/pPNET arising in the kid-
ney whose diagnosis was conlirmed by a typical morphol-
ogy, CDOY immunestaining, karyotypic analysis, and RT-
PCR for EWS/FLI-T chimeric mRNA. We believe that this
was the first deseribed case of renal pPNET with RT-PCR
veritied bone marrow infiltration.
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Abstract Two histologically distmct subtypes of rhabdo-
myosarcomas (RMS), embryonal and alveolar, are different
in many aspects, such as age distribution, primary site, and
clinical outcome, We malyzed a group of 30 patients with
RMS. The aim was to broaden the spectrum of diagnostic
lools in evalualing the primary tumors, their recurrences
and/or metastases, and to extend the diagnostic boundary to
bone marrow and purged peripheral progenitor blood cell
samples. We have performed the RT-PCR assay to analyze
RMS for the presence of expression of MyeDJ gene and for

the presence ol chimeric transeripts PAX 3/ FKHR or PAXT/

FEKHE. Mvold] gene expression was found m all 30
patients in samples from primary tumors. The chimeric
transcripts PAX/FKHR were identified in 13 of 15 patients
with alveolar RMS. Furthermore, the fusion transcript
PAXT/FKHE was identified in 2 of 15 patients with RMS
classificd as embryonal by histology. Bone marrow
samples (12) and peripheral blood progenitor cell speci-
mens {13) in ten patients were examined by RT-PCR. We
were able o identify 7 patients with bone marrow
mvolvement and/or with conlammation of perpheral
blood progenitor cells by the tumor cells. We demonstrate
that employing molecular diagnostics has an impact on
staging, therapy monitoring and recognition of malignant
cells at the tumor reseclion margins,
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Introduction

Rhabdomyosarcomas (RM3) constitute a helerogeneous
spectrum of tumors with respect to clinieal behavior and
also with respect to tumor morphology [36]. They are
frequently composed of primitive cells, which show only a
subtle evidence of a lmeage-specific differentiation, but
they may mature and in some cases may reach a stage close
to terminal differentiation resembling myotubes of a de-
veloping skeletal muscle. Most RMS in childhood are of
two histological subtypes—embryonal (80%:) and alveolar
(20%), which have distinet clinicopathological features
[33]. Alveolar and undifferentiated wvariants portend an
unfavorable prognosis [33. 42]. Because of a broad spec-
trum of tumor morphology and some overlapping fealures
between the alveolarundifferentiated and embryonal forms,
it may be difficult to classify some of these tumors into an
mdividual category. A standard approach to the diagnosis
requires utilization of histology and immuno histochemistry
[25, 30, 35], cylogenetical analysis, and molecular tech-
miques [1, 2, 14, 16, 26, 28 37, 45]. The immunohisto-
chemical profile of EMS is well characterized. The
embryonal and alveolar RMS share a similar spectrum of
protem expression such as cyloskeletal filaments (vimentin,
desmin), muscle-specific cytoplasmic proteins such as
myoglobin, contractile filaments (aclin, myosin), and reg-
ulatory proteins of muscle-specific differentiation (myoD1,
myogenin),

The discovery of myogenic determimation (Myol?) gene
family has provided an msight in the regulation of myo-
pgenesis and has prompted a search for applicable markers
that may assist in the diagnosis of RMS [7, 39]. The MyaD
gene was first wdentified by virtue of its ability to convert
nonmuscle cells into muscle cells [12]. The genes of the
MyoD family represent a nodal point of early myogenesis
by up-regulating the expression of other myogenic genes,
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such as those coding for desmin, creatne kinase, and
myosin [48]. Among the MyoD family genes, the expres-
sion of MyoD1 has been found to be the most consistent
molecular feature of RMS. MyoD | protein is a member of a
basic helix-loop-helix protein family with nuclear localiza-
tion and maps on chromosome 11pl 3, It is a DNA-binding
nuclear protein that mitiates muscle differentiation i mes-
enchymal stem cells at the earliest stage of their commitment
to the striated muscle phenolype [31]. Although MyoD1 is
an excellent molecular marker, there are problems with its
immunchistochemical detection in histopathology; another
member of myogenic transcriptional regulators, myogenin,
is on the protein level consistently detectable in RMS [13].

Most cases of alveolar RMS are characterized by a
chromosomal translocation 1(2;13)g35:q14) involving the
PAX3 gene at 2q and the FKHR pene at 13q, The FEKAR
gene is coding for a protein of the forkhead family of
transcription factors. The FKHR protein contains a central
forkhead DNA-binding domam, which is found m a num-
ber of different transcription factors including hepatic
nuclear factor 3 and mterleukin binding factor [17]. The
PAX3 gene 15 a member of a family of evolutionanly
conserved and developmentally regulated genes coding for
transcription factors [40]. PAX3 protem conlains two
discrete DNA-binding domains, a paired box and a paired-
type homeodomain, and displays a unique coordinate
DN A-binding specificity. This protein is expressed exclu-
sively during embryogenesis, and it is thought to be im-
portant in the development of mesenclymal precursors
destined o become myoblasts, In muscle progenitor cells,
PAX3S is expressed even earlier than myogenic transcrip-
tion factors, such as MyoD1 and Myf5, and gradually
declines during muscle differentiation [3]. The fusion
protein PAX3IFKHR exhibits an mcreased transcriptional
polency relative to PAXS due to swapping of PAXS and
FKHE C-terminal transactivation domains. Cell culture
experiments demonsirated that the PAX3/FKHR protein
has the capacity 1o induce phenotypic changes, ncluding
cellular transformation and inhibition of myogenic differ-
entiation [10]. Some cases of alveolar RMS have been
characterized by a vanant translocation 4 1;13)q36;p14),
which fuses the PAXT gene with FKHR [11, 15, 42]. This
chimeric gene transcript is similar in structure and function
to that of the PAX3FEKHR. The tumors with the PAXT/
FKHE. fusion transcript show a predilection for younger
patients and appear to have a more favorable prognosis
[3. 4].

In this study, we present data on 30 patients with RMS
characterized by morphology and by immunohistochemis-
try. We bring some insights on the specificity of the reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) assay
for the detection of the Myel)] gene expression and on the
practical disgnostic utilization of molecular events such as
the demonstration of the t(2;13)-encoded PAX3IFEHR
chimeric transcript and 1(1;13)-encoded PAXTFEHR fu-
ston transcript in primary tumors, bone marrow specimens,
and m purged peripheral blood stem cells miended for
autologous transplantation.

Material and methods

Seventy-two samples from 30 patients with histological
diagnosis of RMS were mnalyzed (Table 1), All samples
from the primary tumors and their recurrences were ob-
tained from fresh tissue, snap frozen and stored at —80°C,
All specimens were from the Pediatric Tumor Registry in
the Department of Pathology and Molecular Medicine in
Prague. Samples of bone marrow or peripheral blood pro-
genitor cells (PBPCs) were collected in ethylenediamine-
tetraacetale (EDTA) at the time of tumor diagnosis and, in
some cases, during chemotherapy. The tumors were diag-
nosed by light microscopy using hematoxylin and eosin
staining complemented by immunohistochemistry, A panel
of primary atibodies mcluded vimentin, desmin, sarco-
meric actin, MyoD| protein, myogenin, and anti-CD99 (all
obtained from DakoCytomation, Glostrup, Denmark).
Super sensitive kit using alkaline phosphatase-antialkalime
phosphatase and fast red (BioGenex, San Ramon, CA,
UISA) was utilized to visualize the results,

EMA extraction

EMA was extracted from 10=3 um thick sections of the
frozen umor tissue or from bone marrow samples using
Tri-Reagent (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) ac-
cording to the manufacturer's instructions.

Polymerase chain reaction analysis

Atotal of 1 pg of RNA was reverse-transcribed ina 20 pl
reaction volume using 10 pmol of random hexamers as
primers and 1 pl of Moloney murine leukemia virus
(MMINV) Reverse Transcriptase (Life Technologies, Inc.,
Gaithershurg, USA) according to the manufacturer's in-
structions, Reverse transcription included an mcubation
period of 60 min at 42°C,

Two microliters of ¢cDNA products was then tested for
the expression of the regulation gene MyoD ] (F-MyoD1:
FAGEC ACT ACA GCG GCG ACT, R-MyoD1: 3GCG
ACT CAG AAG GCA CGT C. MyoD1 cDNA probe: ¥
GCTACG AAG GCG CCT ACT ACA ACG AGG CGC)
and for the presence of the t(2;13) and 1(1;13) transloca-
tions using seminested PCR with primers PAX3, PAXT,
FKHR-A, mud FEHR-B (PAX3: 3" AGC TAT ACA GAC
AGC TTT GT, PAXT: ¥ GCT TCT CCA GCT ACT CTG
AC, FKHR-A: 5" CTC TGG ATT GAG CAT CCA CC,
FKHR-B: ¥ TCC AGT TCC TTC ATT CTG CA).

Each PCR reaction was carmied oul with an mitial de-
naturation step at 95°C for 3 min, annealing for 30 5, and
extension at 72°C for 30 s, followed by 30 cycles of
denaturation at 95°C for 15 s, annealing for 5 5, and ex-
tension at 72°C for 5 5. Undiluted PCR product (1 wl)was
added to the semmested reaction mix for the second round
of 30 cycles. The guality of the isolated RNA was assayed
with the A2 and A3 oligonucleotide primers to detect the

88



Table 1 Charactenstics of the patients
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Patient number  Age (veas)  Sex  Histology Translocation  Fusion type MyoD1!  Follow-up {vears)  Cutcome
1 7 F A-RMS 213 PAXI + A5 AW
2 6.5 M A-RMS 213 PAXI + A5 Do
1 14 F A-RMS 1213 PAXI + 4 AW
4 9 F A-RMS 213 PAXI + 4 AD
A 10 F A-RMS 213 PAXI + 25 AW
[ 28 F ARMS + 73 DD
7 7 F A-RMS 213 PAXI + 1 Do
& 105 M A-RMS i1;13) PAXT S 2 Do
9 18 F A-RMS 213 PAX3 + 8.5 AW
10 13 M A-RMS 213 PAXI + 4 manths Do
11 15 F A-RMS 213 PAXI + & AW
12 I muonth M A-RMS + I month DD
13 13.5 F A-RMS 213 PAXI + 4 Do
14 6.5 M A-RMS i1;13) PANT + 4 DD
15 25 F A-RMS i1;13) PAXT + i Do
16 10 M E-RMS + 1.5 Do
17 2 M E-RMS + 4.5 AW
18 105 M E-RMS + 4 Do
19 0.5 F E-RMS + is AW
0 17.5 M E-RMS + 2 Do
b | 1 F E-RMS + is AW
n 14.5 F E-RMS + 2 Do
n 1 M E-RMS i1;13) PAXT + %) AW
X i F E-RMS + A5 AW
24 3 M E-RMS + 1% DoC
b 4 F E-RMS + 2 Do
n 7.5 M E-RMS + %) AD
28 10 F E-RMS/A-RMS  11;13) PAXT + 1.5 DD
X 8.5 F E-RMS + Lost Lost
0 4 F E-RMS + 1 Do

A-RMS alveolar histology, A0 alive with disease, AW alive and well, DD died of tumor progrssion, £-#MS embryonal histology, £-RUS-
RS mesidual tumor with alveolar histology after chemothempy, F female, M male

ubiquitously expressed cABL kinase (primers A2: 5' TTC
AGC GGC CAG TAG CAT CTG ACT T and A3: 5 TGT
GAT TAT AGC CTA AGA CCC GGA GCT TTT).
Negative controls lacking either RN A or RT were routmely
mchuded. Products were identified using 1.5% agarose gel
electrophoresis and ethidium bromide staining,

The specificity of the PCR products was confirmed by
Southern blot hybridization using AlkPhos Direct Kit
{Amersham Biosciences Trading GmbH, Austria) accord-
mg to the manufacturer’s instructions,

Results
Morphology

The embryonal RMS were characterized by a variable
cellularity and haphazard cell orentation. Rhabdomyo-
blastic difTerentiation was discernible n 12 cases (Fig. 1a).
Three cases were charactenized as a bolryoid subtype. None

of the cases had features of the spmdle cell variant [29].
Alveolar RMS had a typical appearance of predominantly
round-celled tumors with a characlenistic pattern of twmor
cell adhesion to the fibrovascular stroma, Two cases had an
almost entirely solid morphology, but the alveolar pattern
was still focally discernible (Fig 1h). On the basis of the
morphological examination of the primary tumors, the
origmal classification was that of embryonal RMS in 15
patients and alveolar RMS also in 15 patients. The dis-
ribution of cases with embryonal and alveolar RMS differs
from that known from a large series of cases [33] and may
be caused, at least partially, by patient distribution in health
service referral centers,

Immunohistochemical findings

The results of mmunohistochemical staming are summa-
rized in Table 2, Tumor cells stamed positively for
vimentin and desmin in the majority of cases tested and
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5‘3 1 a Embryonal RMS showing haphaardly orented primitive
maturating tumor cells in a loose stoma, onginal magnification
<10 b Alveolar RMS with penivascular palisading of the tumor
cells and solid arangement of the remaining sheets of undiffer-
entiated wmor cells, original magnification =200

R

less frequently for sarcomeric actin, In addition, rhabdo-
myoblasts were posilive for myogenin in 90% of cases
(27/30) and MyoD1 i 60% (1830), The intensity of
myogenin positivity was uniform and strong in alveolar
RMS regardless of the degree of differentiation, and even
cases with no myoblastic maturation at the hematoxylin—
eosin staming level were positive (Fig. 2a). In embryonal
RMS, the staming for myogenin varied m individual tumor
cells, and they were generally less positive than i the
alveolar RMS (Fig. 2b). MyoD1 was positive in a smaller
percentage of cases, the pattern of staining was not dis-
tinctive when embryonal and alveolar RMS were com-
pared. Moreover, in some cases, the expression of MyoD1
was weak, most likely due to inadequate formalin fixation
or other technical problems prior to the immunochisto-
chemical procedure, All tumors were negative for CD99,

Fig. 2 Immunohistochemical staining demonstrating mﬁugmin.
el

a Alveolar RMS is uniformly positive in the tmor mclei,
original magnification =20 Alkaline  phosphatase-antialkaline
phosphatase, fast rad. b Undifferentisted tumor cells of embryonal
EMS of the urinﬂ bladder show occasional nuclear positivity, The
more differentiated tmor cells with abundant eytoplasm are weakly
stained or negative, onginal magnification =200

Molecular findings

All 30 RMS samples from primary tumaors expressed the
MyoD1 transeript, which hybridized to the 3" end of the
MyoD1 cDNA probe, The absence of MyoD expression
confirmed by negative RT-PCR. and Southern Blot hybrid-
tzation with non-radicactive-labeled cDNA probe was
detected m one patient (case 20) with embryonal RMS after
chemotherapy (Fig. 3). This tumor also failed to manifest
nuclear immunoreactivity for MyoD1 and myogenin,

The £(2;13) and t(1;13) tanslocations were identified in
cases of RMS having alveolar histology, The fusion tran-
seript PAX3/FKHR imdicating the translocation 1(2;13) was
found i ten patients with the diagnosis of alveolar RMS
{Fig. 4), and the fusion transcript PAXT/FEKHR mdicating
the 1(1;13) was detected in three histologically diagnosed

Table 2 Resulis of immunohis- T Vi . - 8 M . O OO

tochermistry (RMS dia by umor type imentin in yogenin Myo!

marphology prior to reclassifi- gy ge o 14/15 14/15 9/15 1415 115 W15

cation of two cases of em

mal EMS into alveolar BM % 913 913 a0 933 73 0
RMS-E 15/15 13/15 1/15 1315 715 W15
) ] 8.7 733 6.7 467 0

84 sarcomenc actin




Fig. 3 RT-PCR analysis of RMS (case 20) for the tmnseription of
MyoD¥. a ¢-ABL RNA was amplified as a control for amplifiable
RMNA {204 bp). Lines: { expression c-ABL in the primary tumor, 2
expression c-ABL in the residual tumor after chemothempy, 3
positive contml for --ABL tmnseript, 4 negative control for revemse

tmnseription, § negative control for PCR. b Lines: { expression of
MyoD¥ in the primary wmor (264 bp), 2 absemce of MwolM
trnscript in the mesidual tomor afler chemothempy, 3 positive
control for MyoDM transcript, 4 negative control for  mevemse
trnscription, § negative control for PC

alveolar RMS. Furthermore, the fusion transenpt PAXT/
FKHE, suggesting the diagnosis of alveolar RMS, was
found in2 of 15 patients with RMS classified as embryonal
by histology.

One of the latter patients (case 28) had no evidence of
alvenlar differentiation in the first biopsy, but the morpho-
logical features of alveolar RMS were revealed m the
second biopsy laken from a residual tumor afler chemo-
therapy (Fig. 5). This wmor was reclassified as mixed RMS;
the alveolar component was most probably disclosed by a
more extensive lissue sampling, although the possibility that
the treatment induced changes in the tumor may have played
arole. The other patient (case 23) had the tumor composed
of a relatively uniform mixtre of undifferentiated short
spindle cells and round cells organized m diffuse sheets
{Fig. 6). The vasculature and the sroma were mconspic-
uous. There was a tissue edema diminishing the tumor cell
density. The myoblastic differentiation was apparent only at
alevel detected by immunohistochemistry (vanably positive
desmin and myogenin), The case was considered to fit the
diagnosis of embryonal RMS at the time of diagnosis. After
establishing the PAXTFEKHR fusion transcript, we reeval-
uated the findings, and, admitledly, some features of the
tumor may fulfill the criteria of the so-called solid alveolar
category [44]. The presence of spindle cells was, however,
musual,

Two cases had alveolar morphology, but there was no
evidence of either 4(2:13) or t(1;13) fusion transcripts, The
first fusion-negative case was a patient with a congenital
manifestation ofalveolar RMS (case 12). The second wasa 2-
year-old girl (case 6) with botryoid RMS in the vagina. This

Fig. 4 Detection of the PAXYFEHR transcrpt in bone mamow
samples and PBPC (case 4, patient with alveolar RMS) using nested
RT-PCR (188 bp fisst round RT-PCR and 158 bp second mund RT-
PCR). Lines: f negative sample of hone marmow afler chemothempy,
2 PAXI/FEHR transcript in the bone mamow sample at the time of
the tumor recurrence, § PANYFEKHR tmnscript in PBPC sample, 4
negative sample of the peripheml blood, 5 PAX3/FEKHR tmnscnpt in
PBPC sample afler purging, & positive control for the PAX3/FRHR
tmnscript, 7 negative control for reverse tmnscription, & negative
contml for PCR

patient had no evidence of alveolar differentiation in the fist
biopsy { from the vagina), but the morphological features of
alveolar RMS were revealed in the biopsy taken from a
metastastatic disease in the mguinal lymph node 14 months
alter diagnosis and from lung metastasis 5 vears later,

Fig. 5 Case 28. The original diagnosis was that of embryvonal RMS.
The post-therapy excision of the residual wmor showed a hyaline
stroma with foci of the umor having solid alveolar appearance, orig-
inal magnification =5 RT-PCR revealed PAXPAHTFRKHR fusion
tmmscript in this patient, confirming the diagnosis of alveolar RMS
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Fig. 6 Case 23. The tumor was cumpuwd of a mixture of mund and
spindle cells with a haphazand onentation. The tissue edema present
in the tumor separated the cells in a similar fashion as seen in some
embryonal BMS. The fibrovascular stroma was inconspicuous, and
no features of alveolar momphology wene revealed afier sampling the
entire mor mass, original magnification <100 The onginal
morphological interpretation was that of embryomal RMS. RT-
PCR revealed PAN/FKHR fusion transcipt. The diagnosis was then
reevaluated, and the tumor was reclassified as “solid alveolar RMS™

with awareness that such tumaors may need further analysis in future

In one patient with alveolar RMS (case 13), the presence
of the PAX3/FKHR. fused gene was detected in the primary
twmor and in two subsequent recwrences, We used RT-
PCR to identify malignant cells in the resection margin of
the twumor at the time of the second recurrence. Two of nine
samples taken from the tumor margin, which were shown
o be microscopically free of twmor or uncertain whether
they contain tumor cells or not on frozen section histology,
revealed the fusion transcript PAX3FKHR of the same size
as detected in the primary tumor. In this patient, bone
marrow aspirales were also positive for the fusion tran-
script in the nested RT-PCR.

Although the number of patients with alveolar RMS was
small to analyze clinical data such as the difTerences of the
primary tumor sites and the oulcome of the patients, we
noticed that the age of patients with the PAXT/FKHR
fusion was lower than the age of patients with PAN3
FKHE rearrangement. For the former group, it ranged {rom
1 to 105 years (median 6.5 vears), while the latter group

had the age range from 3.5 to 18 vears (median 9.5 years),

Bone marrow samples

Bone marrow samples (12) and PBPC samples (13) in ten
patients with alveolar RMS were examined by the RT-PCR
technique using the specific primers.

Six of 12 bone marrow samples (from four patients) and
T ol 13 PBPC samples (from five patients) were shown to
be positive for the fusion transcript. Four patients had the
PAX3/FKHR and two had the PAXT7/FKHR fusion product
of the same size as detected previously in the primary
twmors, One patient with the PAX3IFKHR fusion tran-
seript (case 3) had no detectable fusion ranscript in bone
marrow samples at the time of diagnosis, bul we found the
MyoD1 wanseript. A relatively weak transcript PAX3/
FKHER was repeatedly detected in the primary tumor, Cy-
togenetic analysis performed in this patient failed 1o de-
monstrate 42:13), probably because der 2) was lost and the
small der(13) could not be identified. The cytogenetic
analysis of the bone marrow samples showed tetra- and
octaploidy. The discrepant findings may be explained by
a existence of one clone carrying 42:13) and by an
appearance of secondary clones with different ploidy status
and secondary chromosomal changes.

Follow up of patients with bone marrow and PBPC
samples tested by RT-PCR is summarized in Table 3. Ofthe
seven palients i whom we were able to identify bone
marrow involvement or contamination of PBPCs by the
tumor cells, six died of progressive disease, and one lives
with a complete remission 3 vears afler the treatment start,
Three patients had no detectable tumor by RT-PCR. tech-
nigue in the bone marrow. Two patients are alive without
evidence of the disease. One patient, a boy aged 6 years,
had a primary tumor of the paranasal sinuses. His recurrent
tumor infiltrated the orbit. The therapy at the time of the
tumor recurrence included surgical excision, chemothera-

atients with bone marmw and PRPC

Table 3 Fulh:w-LE of
T-

sumples tested by
Case  Fusion product Bone PBPC  Follow-up
in primary mor — marroew
1 PAX3/FKHR+ = ND AW
2 PAX3/FKHR+ + DD
3 PAX3/FKHR+ +- ND AW
4 PAX3/FKHR+ = + DD
PAX3/FKHR+ = ND DD
] PAXT/FKHR+ + + DD
L] PAX3/FKHR+ NI + DD
13 PAX3/FKHR+ + = DD
14 PAXT/FKHR+ = = DD
15 PAXT/FKHR+ MWD + DD

+- PAXYFEHR negative but MyoD! positive in 2 bone mamow
sample, AW alive and well, DO died of tumor progression, NO not
done, PEPC peripheral blood progenitor cells
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py. and autologous stem cell transplantation. His bone
marrow and peripheral progenitor cells at the time of the
recurrent disease showed no evidence ol the fusion product
PAXT/FEHR, The patient died of a local progression of the

tmor 7 months afler autologous stem cell ransplmitation.

Discussion

RMS represent a group of sarcomas challenging mvesti-
gators for decades to improve their diagnostic approach,
Histological classification is well established [33, 34], but
m practical diagnostics, there are many causes why the
diagnosis is not always straightforward. One of diagnostic
caveats in RMS rests in overlapping features between the
subsets of RMS, and an incorrect interpretation of histo-
logical fmdings may lead to a choice of madequale treat-
ment intensity, Current treatment of patients with RMS is
based on histopathology sublype, staging, size, and patient’s
age, those with advanced disease and unfavorable histology
{alveolar RMS) require a more aggressive approach.

The immunochistochemical mvestigations are helpful and
are performed routinely virwally in all cases of RMS and
related neoplasms, In this sudy, we may confirm obser-
vations showing that there are difTerences between a strong
and uniform pattern of myogenin positivity in alveolar
RMS, whereas the pattern m embryonal RMS is more
heterogeneous [6, 13, 27]. As has been pointed out, the
difference in the mtensity of staining cannot be used as a
sole criterion discriminating the alveolar from embryonal
EMS [6]. The problem with interpreting immumohisto-
chemistry for myogenin, and for MyoD1, also anses i
samples showing post-therapy changes. It has been dem-
onstrated that skeletal muscle, especially regenerating or
atrophic muscle fibers, may display myogenin positivity
[6]. Such a phenomenon may be misleading in the in-
terpretation of the local residual disease when investigaled
by morphology alone. The most frequent sublypes i
children, alveolar and embryonal RMS, are entities as-
sociated with different genomic changes. Therefore, mo-
lecular analysis helps to define the nature of these wmors
more preciscly.

All 30 patients with RMS analyzed m this study ex-
pressed the MyoD1 transeript in their primary tumors, The
absence of MyoD1 expression using RT-PCR and Southern
Blot hybndization with a non-radioactive-labeled cDNA
probe was detected only in one patient with embryonal RMS
after treatment. This residuum of the twmor failed to mani-
fest nuclear immunoreactivity for MyoD1 and myogenin in
spite of the presence of well-defimed myoblasts in the tissue,
The tumor cell differentiation was particularty pronomced
m tissues obtained from postchemotherapy patients, and
their tumors were often composed of differentiated rhab-
domyoblast, a phenomenon recognized by other authors [£,
9]. Downregulation of nuclear regulatory proleims myogenin
amd MyoD1 m therapy-induced differentiation of rhabdo-
myoblasts has been noticed by Wang et al. [47].

Data on specificity of MyoD 1 expression are contra-
dictory, Frascella et al. [19] considered MyoD1 a sensitive
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and specific marker for the molecular diagnosis of RMS, In
our study, in accordance with observations published by
Gattenloehner et al. [21], we found that the MyolDd]
transcript is not entively specific for RMS, We found weak
expression of MyoD1 in normal skeletal muscles. Further-
maore, other neoplasms used as a control lissue (teratomas,
synovial sarcoma, Ewing wmor/primitive newroectodermal
twmor (PNET), some non-Hodgkin's B cell lymphomas)
revealed MyoD 1 expression (data not shown). To test the
specificity and to minimize the possibility of PCR con-
tamination, we analyzed peripheral bloods and bone mar-
row aspirales without tumor cell contamimation, all of them
with negative results of MyoD expression. We also ana-
byzed, simultaneously with samples of RM 3, other neoplasms
{epiteloid sarcoma, aggressive fibromatosis, non-Hodgkin's T
cell lymphomas, and carcinomas) which were negative for all
lested molecules by RT-PCR. This diminishes the uselulness
of MyoD 1 investigation in the diagnosis of RMS, Further
siudies are necessary o address this issue,

Chimeric transcripts and gene fusions can be detected in
samples by RT-PCR and are of a great diagnostic sig-
nificance in RMS. The molecular analysis appears superior
o classical cylogenetics, because conventional karvotyp-
mg of these tumors is often unyielding [15].

Using RT-PCR, we disclosed PAX/FKHR transcripts in
primary RMS i 13 of 15 patients diagnosed as alveolar
EMS by histology, which underscores a good correlation
between morphological and molecular diagnostics. Two
patients with alveolar histology were, however, negative
for PAX3FKHR and PAXTFKHR tanscripts. It is pos-
sible that these cases harbored an imcommon variant trans-
location associaled with alveolar RMS such as 4(2;11)g37;
ql3) [31] uB: 130 p21:ql4) [15] W2:2Wa35:p23) [46]. or
had other types of genctic abnormalities that led o the
activation of oncogenic pathways as do PAX-FKHR
oncoproteins. Two tumors with 1(1:13) were diagnosed
origimally as embryonal RMS by histology. Reexamination
of the original material in one patient revealed embryonal
type of RMS at presentation with no alveolar features,
although multiple samples were taken, Alter chemothera-
py. the residual tumor showed a hyalinized tumor with a
focus of a well-defined alveolar RMS, which was under-
estimated at the time of the residual tumor description.
Followmg the molecular analysis revealing the PAXT/
FKHR fusion transcript, the tumor was reclassified as
mixed embryonal/alveolar RMS, The second case diag-
nosed as embryonal RMS retained its morphology as
observed m the biopsy of the recurrent tumor, and we were
unable to redefine this wmor as a classical alveolar type.
The tumor best fitted the category described by Tsokos [44]
as a solid alveolar form, although the mixture of un-
differentiated roumd and spindle cells would be rather
uncommon for this subtype. Such cases should be possibly
classified separately until move detailed data on their
molecular profile are gathered.

The potential clinical value of determining mimimal
{submicroscopical) residual disease m situ by detection of
fusion transcripts PAXIFKHR and PAXTFEHR by
nested RT-PCR was confirmed by our findings, showing
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fusion transcripts m microscopically tumor-free resection
borders. The tendency to recur locally ofien observed in
EMS may well find ils explanation in tumor cells located
distant from the maim tumor mass and obscured from
microscopical identification. This approach also helps to
distinguish residual tumor cells with advanced differenti-
ation (post-therapy changes) from atrophic and regenerat-
ing muscle cells at the site of the Wwmor removal.

Fusion transcripts penerated through chromosomal
translocations have been demonstrated to represent ex-
cellent targels for monitoring minimal residual disease i
hematological malignancies [20, 32, 43]. Many studies
suggest a direct correlation between the numbers of
residual tumor cells and the prognosis of the patients.
Dissemination of tumor cells in the bone marrow and periph-
eral blood has been observed also m patients with solid
malignancies [22, 49]. The presence of melastases is the
most adverse prognostic Tactor m RMS [38], and the bone
marrow is a frequent site of tumor dissemination, par-
ticularly in the alveolar subtype [23, 41]. Assessment of
bone marrow dissemination by light microscopy has a
limited sensitivity, Using the RT-PCR technique, we were
able to identify bone marrow mvolvement in 7 of 12 hone
marrow samples and in 7 of 13 PBPC samples. Assessment
of a potential wmor cell infiltration of bone marrow grafls
or PBPCs destined for stem cell transplantation afler
myeloablative regimen is important for a selection of tumor
cell-free grafts,

The prognostic value of the identification of fusion
transcripts in bone marrow aspirates or in PBPC samples
has to be proven in further prospective studies. Our results
detecting the fusion transcripts typical of alveolar RMS in
the bone marrow and PBPC sugpest that patients with
positive findings are ata high risk of the tumor progression.
Similarly, results described by Kelly [23] suggest that RT-
PCR assay m alveolar RMS may identify a group of
patients who are at a high risk despite having histologically
negative bone marrows,

The identification of the translocation variants in
alveolar RMS appears to be of prognostic significance
[24]. The t(1;13) has been reported o occur in alveolar
EMS affecting younger individuals, and the prognosis
may be somewhat less unfavorable than that for patients
with 42;13) [24]. Our group of patients is too small to draw
conclusions in this respect. However, the age of patients
with 1(1:13) was lower in the reported serics of patients
than that m patients with 42;13). OF patients with t(1;13),
one of five presented with metastatic disease at the time of
diagnosis, whereas five of ten patients with t2:13) were
diagnosed with a generalized disease. A further follow up
of the patients is under way.

In conclusion, the application of RT-PCR. technigues in
the classification of childhood RMS may help to resolve
histological controversies in some cases by the use of
criteria based on genetic differences between the alveolar
and embryonal RMS. Alveolar histology may be focal
within an embryonal tumor and, admittedly, may be missed
by an incomplete sampling either by a surgeon or by a

pathologist. From that reason, proper handling of the tumor
specimens submitled for histopathological examimation
remains a high-priority task to avoid misinterpretations,
When employing the RT-PCR analysis into the diagnostic
support, we may detect fusion gene transcripts, and, there-
fore, chromosomal transkocations specific for the alveolar
type of RMS. Beside the histopathological classification,
the RT-PCR has a significant impact on specification of
diagnosis and on selecting an optimal therapeutic ap-
proach. RT-PCR techniques may have a role in staging, in
monitormg the effects of therapy, in recognizing malignant
cells at the wmor reseclion margms, in assessing the
efficacy of purgmg protocols for autologous stem cell
transplantation, and in post-therapy follow wp.
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SOUHRN

Vysokoddvkovand chemoterapie s ndslednym pfevodem progenitorovych hematopoetickych bunék kostni dfeng
nebo periferni krve se uspé$né pouZzivd v 16¢be fady détskych i dospélych pacientd s leukémiemi a solidnimi nddory.
Stépy k autologni transplantaci bunék kostn{ diené a perifernich kmenovych bunék mohou byt kontaminovdny
rezidudlnimi nadorovymi buiikami, které nasledné mohou zpisobit relaps v potransplanta¢nim obdobi. Proto se
pouzivaji postupy, které maji piipadné kontaminujici nddorové buiiky odstranit. Manipulace se §tépy jsou vyuziviny
i u alogennich transplantaci, kde odstranéni T lymfocytii ze §tépt sniZuje riziko vzniku reakce §t€pu proti hostiteli.
V piispévku uvddime piehled v soucasné dobé vyuZzivanych postupl se zaméfenim na potencidlni vyhody a rizika
kazdého z nich.

Klicovi slova: negativni selekce, pozitivni selekce, transplantace hematopoetickych bunék, minimdlni nidorova
choroba.

SUMMARY

Sumerauer D., Matéjckovd S., Hrubd A., Eckschlager T.: Processing the Hematopoietic Progenitor Grafts and
Their Use in Clinical Practice

Autologous stem cell transplantation has been successfully used in treatment of various hematological malignan-
cies and solid tumors in children and adults. Published data have confirmed that bone marrow harvests and peripheral
blood stem cell collections frequently contain a significant number of tumor cells. Contaminating tumor cells can
contribute to the disease relapse in posttransplant period, so attempts are made to eliminate contaminating tumor
cells from autografts. In the case of allogenic transplantation, T-lymphocytes depletion from graft decreases the risk
of the graft versus host disease after transplantation. In this article we comment techniques available and method
used for elimination of tumor cells. Commentary is aimed on potential benefits and risks of every method.

Key words: ex vivo purging, bone marrow transplantation, minimal residual disease.
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ysokodavkovand chemoterapie s pfevodem hematopoetic-

kych progenitorovych bunék (ddle jen transplantace)
zlepSuje progndzu pacientd s nékterymi leukémiemi, lymfo-
my a solidnimi nddory (souhrnné 32). Zdrojem §tépu (kostni
drené (KD) nebo perifernich hematopoetickych progenitoro-
vych bunék (PBPC)) muizZe byt sam pacient — autologni trans-
plantace — nebo jind osoba (identické dvojée, HLA shodny
nebo haploidenticky sourozenec nebo jiny rodinny piislusnik,
HLA shodny neptibuzny ddrce) — alogenni transplantace. Trendy
vyvoje poctu transplantaci v obdobf let 1993-2000 a zastoupeni
jednotlivych indikaci v Ceské republice na zdklads tdaji trans-
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Graf 1a. Trend vyvoje po¢tu autolognich a alogennich transplantact

plantaéni sekce hematologické a onkologické spole¢nosti CLS
JEP (62) zobrazuje graf la a 1b.

Vyhedy autolognich transplantaci: 1) Nenf nutné vyhleddvat
vhodného ddrce, kterého se ne vzdy podaif najit; 2) Nevznikd

reakce $té€pu proti hostiteli, a proto nenf nutnd imunosupresiv-
ni terapie; 3) Obnova krvetvorby a imunity je podstatné rych-
lejsi; 4) Vyskyt a zdvaznost peritransplantaénich komplikaci
je mensi; 5) Finanéni ndklady jsou vyrazné nizgi.

Na druhé strané md autologni transplantace také nékteré
nevyhody: 1) Neni pfftomna reakce §tépu proti nddoru;
2) Tento typ transplantace lze vyuZit pouze u nadord, ale ne

8 \%
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Graf1b. Indikace k transplantacim (spolecné autologni i alogen-
nf) v CR v obdobi 1993-2000
1 — NHL, 2 — mnohocetny myelom, 3 — Hodgkinova choroba,
4 - AML, 5 - CML, 6 - solidni nadory, 7 — aplastickd anémie,
8 — autoimunitai choroby, 9 — ostatni

(411)
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u nenddorovych chorob a 3) Je riziko p¥itomnosti nidoro-
vych bunék ve §tépu.

Pfenos vitdlnich klonogennich niadorovych bunék Sté¢pem,
které mohou dét vznik relapsu, je v soudasnosti povazZovan
u nékterych nddord (neuroblastom, AML, karcinom prsu) za
prokdzany. V minulosti se vedly spory o to, zda relapsy po
autolognich transplantacich zptsobuji nadorové buiiky, které
perzistuji v organizmu, protoZe unikly megaterapii, nebo na-
dorové buiiky pfenesené s podanym $tépem. Klinicko-experi-
mentdlni studie se zna¢enim §t&pd geny prokazaly, Ze alespori
za Cdst relaps@ u neuroblastomu, AML a lymfomi jsou odpo-
védné nddorové buiiky pfenesené se $tépem (3, 10, 52). Pod-
statou téchto diikaz{i je vneseni bakteridlniho genu do bunék
Stépu a detekce tohoto genu metodou PCR v buiikdch recidivu-
jictho nddoru. K nepfimym dikaziim p¥enosu relapsu §t€¢pem
patii udaje o ¢ast&j8im vyskytu relapsiiu B non-Hodgkinskych
lymfomi a karcinomu prsu po autolognich transplantacich n4-
dorem kontaminovanymi $tépy (7, 23, 50, 58). Dale tento
ptivod recidivy podporuje vyskyt atypickych plicnich metastdz
neuroblastomu po autologni transplantaci (43). Dals{ indicif je
i vy3si vyskyt relapst po autolognich nez po alogennich nebo
syngennich transplantacich u sarkomi a neuroblastomu (31,
43). Na druhé strang jsou uvefejnény i prace, které neprokdza-
ly horsi prognézu pacientii po transplantaci kontaminovanymi
Stépy (8). Riziko kontaminace $tépt kostn{ diené i perifernich
progenitorovych bunék je pomémé znainé. Nékteré udaje
o vyskytu kontaminace autolognich $tépii kostn{ dfené a peri-
fernich progenitorovych bunék u nadord, u kterych je indiko-
vand transplantace, shrnuje tabulka 1. Jednou z pfedpokldda-
nych vyhod transplantace perifernich progenitorovych bunék,
ve srovndni s transplantaci kostni dfeng, je niZ3f stupei konta-
minace nddorovymi buiikami (46, 55). Tento piedpoklad nebyl
dosud jednozna¢né potvrzen a je pravdépodobné, Ze rozdil je
pouze v mnoZstvi nddorovych buné&k kontaminujicich Stépy.

Dosud také neni jasné, u kterych nddorii kontaminace §tépu
nadorovymi bufikami pfedstavuje riziko ptenosu relapsu. Rov-
néZ nejasnd je otdzka, jaké mnozstvi kontaminujicich nddoro-
vych bunék prfedstavuje riziko. Proto se zatfm musi vychdzet
z pracovni hypotézy, Ze jakdkoli pfitomnost niddorovych bu-
nek ve §tépu je u viech nddori rizikovd. SniZenf rizika konta-
minace $t€pi kostni dfené i perifernich progenitorovych bunék
se dosahuje intenzivni chemoterapii pfed odb&rem Stépu — tzv.
»In vivo purging®, nékdy jesté doplnéné o odstranéni nadoro-

vych bunék manipulaci se $tépem — ,, ex vivo purging“. V tom-
to sdéleni se budeme naddle zabyvat pouze problematikou
spurgingu ex vivo®.

Ten vychdzi ze dvou moznosti: 1) selekce hematopoetickych
progenitorovych bunék, pfi které se odstrani viechny ostatni,
tedy i nddorové buiiky ~ pozitivni selekce; 2) odstranéni nido-
rovych bunék — depleéni (negativni) &isténi.

Cilem tohoto sdgleni je podat informace o moZnostech a li-
mitacich hlavnich metod ex vivo &isténi. Stale totiZ neni znama
idedlni metoda purgingu, kter4 splituje poZadavky: 1) likvido-
vat viechny nddorové buiiky ve §t&pu u irokého spektra nado-
rid; 2) neposkodit progenitorové buiiky a 3) byt technicky
a ekonomicky piijatelnd.

V souasnosti je nejpouzivanéjsi metodou &isténi pozitivni
selekce hematopoetickych progenitorovych bungk exprimuji-
cich CD34 antigen. K dispozici jsou komer¢ns vyrdbéné pfi-
stroje umoZiiujici selekci CD34 pozitivnich bunék. Z porovna-
ni tif systéma selekce CD34+ bunék (imunoabsorpéni technika
zaloZend na vazb& avidin-bioin, selekce ferro-dextranovymi
partikulemi nebo paramagnetickymi mikro&dsticemi s navaza-
nou protildtkou a magnetickym polem) vyplyv4, ze magnetic-
ké selekce jsou vyhodné&jsi pro mensi ztraty progenitorovych
bunék (29). Pfi magnetickych selekcich je vytézek CD34+
bunék 40-65 % vstupni hodnoty, u imunoabsorpéni techniky
pouze 30 %. Béhem magnetické selekce dochdzi pfedevsim ke
ztratdm diferencovanych progenitord, nezadané progenitorové
buiiky zlistdvaji z pfevazné &asti zachovény. Naopak pti imu-
noabsorp&ni metode se ztrdci ¢asné nezadané progenitory, coz
se vysvétluje nerovnovidhou mezi silnou vazbou avidin-biotin
a nedostatednym uvolnénim CD34+ bunék z kolony. Pozitivni
selekef lze ziskat 5t&€py, v nichZ je az 99 % CD34+ bunék,
obvykle se v3ak Cistota selektovaného §tépu pohybuje mezi
70-90 %. Tim se odstraiiuji nezddouci buriky vietn& nadoro-
vych (4, 6, 40). Tento zpiisob purgingu se pouzivd u NHL,
B-CLL nebo karcinomu prsu k redukci nddorovych bunék
(26). Vyznamné je rovnéZz vyuziti u alogennich transplantaci
pro sniZeni po¢tu T lymfocytd ve $tépu s cilem zabranit vzniku
reakce St€pu proti hostiteli (GVHD). Ziskan4 data viak ukazu-
Jji, Ze samotnd pozitivni selekce je nedostatecnd pro eliminaci
nddorovych bunék ze $tépu, zejména pokud maligni buriky
v nékteré fizi maturace exprimuji antigen CD34 (29). Resenim
mizZe byt dvoustupiiova pozitivni/negativni selekce s pouZitim
protildtky proti specifickému znaku niadorovych bunék. Kom-

Tab. 1. Vyskyt kontaminace §tépi perifernich progenitorovych bunék a kostnf diené podle literarnich dajt i vlastnich zkuSenosti kliniky d&tské
onkologie (0znaceno). Frekvence kontaminace se li§f podle pouzitého in vivo purgingu i podle metody detekce.

Nador typ metoda detekce % kontaminovanych $tépa citace
Stépu
Ewinguv sarkom PBPC RT PCR 7 16
Ewinglv sarkom PBPC RT PCR 13 KDO
nepublik.
Ewinguv sarkom + PBPC RT PCR + 82 37
neuroblastom imunohistochemie
germinalni nadory PBPC RT PCR 35 27
karcinom prsu 2, a 3. KS PBPC RT PCR 70 38
karcinom prsu 4. KS PBPC imunocytochemie 100 5
karcinim prsu 4. KS PBPC imunohistochemie 50 40
neuroblastom PBPC RT PCR 77 61
neuroblastom PBPC imunohistochemie 14 47
neuroblastom PBPC FISH 13 KDO
nepubilik.
neuroblastom KD FiSH 28 KDO
pokrogily malobuné&ény nepublik.
karcinom plic PBPC imunohistochemie 50 5
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binace pozitivni a negativni selekce vede k optimélni depleci
malignich buné&k ze §tépu.

Problémy se zavddénim selekce se tykaji pfedeviim ziskdni
vstupniho produktu. U pacienti, ktefi absolvovali vice cykli
chemoterapie, byva obtizné ziskat PBPC nebo kostni dfeii
s vy88im zastoupenfm CD34+ bunék (podminkou pro selekci
je nejméné 0,8 %), stejné jako dostate€nou celkovou ddvku
progenitorovych bunék. K transplantaci CD34 selektovanym
§t&pem je nutné ziskat nejméné 8x 10° CD34+ bunék/kg, u $té-
pl k autologni transplantaci nemanipulovanym $t&pem sta&i
3-5x 10° CD34+ bun&k/kg. Dalsim problémem jsou i vysoké
finanéni ndklady na selekci. Se selekci CD34+ bun&k jsou
zkugenosti i v CR. V UHKT provadime CD34 selekei magne-
tickym polem, u lymfoproliferaci dopln&nou odstran&nim zby-
lych nddorovych B nebo T bunék. Rovnéz u alogennich trans-
plantaci s vysokym rizikem reakce §t&pu proti hostiteli prova-
dime depleci T lymfocytd.

K negativni selekci jsou imunologické techniky specifiétéjsi
neZ ¢idténi cytostatiky. VyuZivajf rozdily v povrchovych zna-
cich mezi normalnimi hemopoetickymi prekurzory a nezddou-
cimi buiikami, které chceme ze §tépi odstranit. Néstrojem jsou
specifické, plivodné polyklondlni, nyni nejéast&ji monoklonal-
ni protildtky. Protiltka se navdZe na cilovou buiiku a v pti-
tomnosti komplementu vyvold jeji 1yzu nebo donese k buiice
toxin ¢i magnetickou partikuli, kterd umoZzni selekci bunék.
Prvni pokusy o ¢isténi hematopoetickych §tépt byly zaméfeny
na redukeci reakce $tépu proti hostiteli po alogennich transplan-
tacich kostni dfené odstranénim T lymfocytd. VyuZivalo se
antilymfocytdrni nebo antitymocytdrni sérum, piipadné z ngj
separované globuliny. Protildtky byly nejcast&ji koiiské nebo
krali¢i a k Iyze bunék se pfiddval mor&eci nebo kraliéf komple-
ment. V soucasnosti se pro ¢isténi alogennich $t&pd od haplo-
identickych a nepiibuznych dérci, kde je riziko vzniku reakce
St€pu proti hostiteli nejvyssi, vyuzivaji monoklondln{ protil4t-
ky proti riiznym znakdm T lymfocytd (41).

Cisténi autolognich 3tépi monoklondlnimi protildtkami
a komplementem se asto pouZivé u pacientii s lymfomy, pro-
toZe lymfocytdrni znaky jsou dobfe prostudované a je mo#né
proti nim ziskat fadu dobie definovanych monoklondlnich pro-
tildtek. Rada autord popsala Gisténi autolognich $t&pt pacientt
s lymfomy, neuroblastomem nebo s karcinomem prsu protilat-
kou (22, 63, 64). Pokusy o eliminaci leukemickych bungk
s mnohocetnou lékovou rezistenci byly provadény monoklo-
ndlni protildtkou proti P-glykoproteinu v kombinaci s farma-
kologickym ¢i§ténim etoposidem (1).

Pro dc¢innou eliminaci v8ech malignich bunék z kontamino-
vaného S$t€pu se doporucuje pouzit smés protildtek a cyklus
CiSténi né€kolikrdt opakovat. Tento postup ale zvysuje ztrdty
hematopoetickych progenitorovych bunék ve $tépu a je znaéné
Casove i finan¢n€ ndroény (28). Proto se n&kdy ¢isténi protilét-
kami a komplementem dopliiuje farmakologickym ¢&isténim
(9). Na protilitky je také mozné navazat radionuklidy (17),
rostlinné nebo bakteridlni toxiny, cytostatika, pifpadné latky
schopné. indukovat apoptézu. Cilem je, aby se Géinna latka
béhem transportu k cilové buiice neuvolnila a neposkozovala
normdlni buiiky, ale uvolnila se v i¢inné formé aZ na povrchu
nebo uvnit# cilovych bunék.

Pivodni imunotoxiny mély na sob& vazany ricinovy toxin.
Na protildtky antiCD2 nebo antiCD30 byl navadzdn protein
saponin inaktivujici ribozémy, ktery odstranil maligni T, res-
pektive B lymfomové builky ze selektovanych CD34+ hemo-
poetickych bunék (35). Pro &istén{ alogennich $tépd bylo navr-
Zeno pouZit pseudomonddovy exotoxin navdzany na protildtku
proti receptortim pro IL-2. Timto postupem se podafilo redu-

kovat reakci $tépu proti hostiteli pfi zachovéni reaktivity §tépu
proti leukémii (44). Protilatky jako smérovaci agens pro zave-
deni daunomycinu vdzaného na polymery k cilovym buiikdm
poutila Rihovi et al. (57).

Do ur¢ité miry je mozné sem zafadit i ex vivo &isténi §t&ph
pomoci ldtek s afinitou ke znakiim vyskytujicim se na neZ4-
doucich buiikdch. Z létek, které se navazuji na receptory expri-
mované na nddorovych buitkdch, miZeme jmenovat Shiga-like
toxin, ktery se vdze na znak CD77 a pdsobi bun&&nou smrt.
Hematopoetické prekurzory nejsou timto toxinem ovlivn&ny
(33). Objevily se prvni zpravy o selektivni indukci apoptézy
u nddorovych bunék ligandem TRAIL (42).

V soucasné dobé se objevuji in vitro experimenty s vyuZitim
stimulovanych imunokompetentnich bun&k k purgingu. Prvni
pokusy spocivaly ve stimuiaci lymfocyti extrakty nadorovych
bunék (60), pozdé&ji byla stimulace provddéna cytokiny, napfi-
klad interleukinem-2 (12). Dobry efekt interferonu gama byl
popsdn pii ¢idténd autolognich $t&pl od pacientl s CML (45).
Znacnd pozornost se také vénuje dendritickym buiikdm, které
prezentuji antigen ostatnim buitkdm imunitniho systému (25).

Posledni z metod purgingu pouZivanych v praxi je inkubace
St€pu s cytostatiky — purging farmakologicky. Idedlni chemo-
terapeutikum pouZité k farmakologickému ¢iSténi autolognich
§téplG progenitorovych bun&k by mélo spliiovat nasledujici
kritéria: 1) Citlivost hematopoetickych bun&k k pouZitému
chemoterapeutiku je podstatng niZ§i neZ bun&k nddorovych;
2) Cytostatikum Ize odstranit pfed poddnim $tépu pacientovi;
3) Pii in vitro manipulaci lze pouZit vyssich koncentraci che-
moterapeutika neZ pfi poddni in vivo (53, 54). Ackoliv uvedené
podminky jsou obtizné splnitelné, ex vivo manipulace pouzi-
vajici k eliminaci nddorovych bungk ze $t&pd chemoterapeuti-
ka nebo jejich kombinaci, se pom&mé Siroce vyuZivaji. Nejéas-
t&ji pouZivanymi chemoterapeutiky jsou derivdty cyklofosfa-
midu (4-hydroperoxycyklofosfamid (4-HC) a mafosfamid),
méné Casto dal¥i alkyla¢ni Cinidla (N-mustard), etoposid,
u leukémii a lymfomi kortikoidy. Experimentdlné je zkouSena
fada dalSich litek (36, 48). Mafosfamid a 4-HC jsou pouZivdny
piedevsim u AML, méné u ALL a non-Hodgkinskych lymfo-
mt, kde je moznost ¢i§téni monoklondlnimi protildtkami. Oba
prepardty byly pouZity i u fady solidnich nddord, u déti prede-
v3im u neuroblastomu, u dospélych u karcinomu prsu. Klinic-
k4 pouZitelnost farmakologického purgingu §t&pd derivaty cyklo-
fosfamidu je podpofena fadou publikovanych studif (20, 34).

Uvedené studie rovnéz odhalily rizika vyplyvajici z neza-
douciho ucinku cytostatik na hematopoetické progenitorové
buiiky. Vysledkem je prodlouzeni obdobi dfefiové aplazie
a moZné zvySeni peritransplanta¢ni morbidity a mortality.
Proto musime pfed farmakologickym ¢isténim z4jistit bohaty
Stép stejné jako pfed CD34 selekci. Takovy §tép umozni agre-
sivni purging a dostateCnou eliminaci kontaminujicich nddo-
rovych bunék (34). Vyznam velikosti ddvky $tépu predaného
k ¢iSténi dokumentoval Gorin u pacientd s akutni leukémii.
Skupina pacientti s bohatym $tépem méla niz3{ mortalitu spo-
jenou s 1é¢bou a vySs{ pieZiti celkové i delsi trvani remise, nez
méli pacienti se §t€py s niZ§i hodnotou CFU-GM. Pacienti,
ktefi byli transplantovdni §t€épem s méné nez 0,004 % phvodni
hodnoty CFU-GM po ¢isténi mafosfamidem, méli niZsi riziko
relapsu. V této retrospektivni studii 229 dosp&lych pacientl
lé€enych pro akutni leukémie byly davka dfené pouzitd k &i§-
preziti (21). Nepiimou zévislost mezi podanou ddvkou CFU-
GM a po¢tem relapsii po transplantaci &isténym $té€pem potvr-
dili u AML a NHL i dal¥{ autofi (18, 56).
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V soucasné dob& se zavaddi postupy selektivné zvySujici
odolnost progenitorovych hematopoetickych bunék a umoziiu-
ji tak zvySit d¢innost purgingu. Nejcastéji pouZivanou litkou
je amifostine (Ethyol), aminothiol, jehoZ aktivni metabolit
selektivné chrdni hematopoetické busiky pfed toxickymi i¢in-
ky fady riiznych cytostatik. Amifostin neinterferuje s protina-
dorovym u¢inkem chemoterapeutik, naopak v né€kterych expe-
rimentech s leukemickymi liniemi potencuje protinadorovy
uc¢inek (13, 14, 51). V klinickych studiich bylo prokazatelné
prodlouZeni neutropenie a trombocytopenie i doby hospitali-
zace u pacientl s karcinomem prsu, transplantovanym Stépem
Cisténym samotnym 4-HC oproti skupiné se §tépem ¢ist€nym
stejnou ddvkou 4-HC po protekci progenitorti amifostinem.
U obou skupin pacienti viak nebyl zji§t€n rozdil v poctu kom-
pletnich remisi a relapsii onemocnéni (59). Amifostin byl spo-
Iu s 4-HC usp&$né pouzit u skupiny pacientl s NHL, Hodgki-
novou chorobou a karcinomem prsu, jejichZ §té€p byl inkubo-
vén s amifostinem, Cognoni opét dokumentoval rychlejsi pii-
hojeni a vy33i vytézky kolonii CFU-GM, oproti skupiné se
$tépy Cidténymi pouze 4-HC (7). V soucasné dobé probihd
prospektivni randomizovand studie, kterd md prokdzat vyznam
pouziti amifostinu pfi Cidténi $tépl u pacientd s AML (2).
Prokdzdny jsou uréité protektivni uéinky dal§ich molekul
(AS101, DTC, mofarotene) na hematopoetické kmenové bui-
ky a jejich pouZiti pii ex vivo ¢iSténf se pfipravuje (24).

Pies fadu nedostatkl a kontroverz{ je farmakologicky pur-
ging pouZivdn a md vyznamné misto mezi ex vivo manipulace-
mi autolognich §t&pi.

Jednou z dal§ich, zatim spiSe experimentdlné ovéfovanou
mozZnosti, je kultivace §tépu za podminek, které jsou nevyhod-
né pro nadorové buiiky, ale umozZiuji rist progenitorovych
bunék. Na nasich pracovistich jsme ziskali zkuSenost s odstra-
fiovdnim neuroblastomovych bunék ze $t€pl depleci Zeleza
chelatem (deferoxamin) i s jejich klinickym pouZitim. Buiiky
tohoto nddoru jsou totiz zvla§té citlivé na nedostatek Zeleza
(30). Jinou, zatim pouze experimentdlng ovéfovanou moZnos-
ti, je hypertermie — inkubace $tépu pii 39-43 °C (49).

Jak bylo jiZ vy$e naznaeno, kaZdd manipulace se St€pem
sniZuje pocet progenitorovych bunék, a tim prodluZuje zotave-
ni krvetvorby po transplantaci a zvy$uje vyskyt vétSiny peri-
transplanta¢nich komplikaci (11). Proto je nékdy obtiZné zis-
kat §tép (KD nebo PBPC) s dostate¢nym mnoZstvim progeni-
torovych bun&k pro ex vivo manipulace. Hlavni problém odbég-
tu §tépu je v jeho vhodném nacasovdni. Vidy je nutné prova-
dét odbér $tépu v obdobi, kdy nejsou nddorové buiiky deteko-
véany (monitorovdni MRD v priibéhu 1é¢by). U téZce predléce-

_nych pacientll ale ¢asto obtiZzné ziskdvdme dostateCny polet
progenitort (15), navic citlivost kmenovych bunék k cytosta-
tiku pouzitému k &idténi miZe byt u téZce predlécenych pa-
cientli zvy$ena. Proto je hleddni optimdlni doby odbéru kom-
promisem mezi dvéma zcela protichidnymi poZadavky — co
nejintenzivn&jsim ,,in vivo purgingem® a zachovanim co nej-
vétsiho poctu progenitorovych bunék.

O schopnosti jednotlivych technik sniZit mnoZstvi nddoro-
vych buné&k v laboratornich modelech i ve skute¢nych §tépech
o jeden az Ctyfi fady je velké mnoZstvi literdrnich ddaja (28,
53, 54). Nicméné skute¢ny efekt purgingu, tedy prokazatelné
zlepSeni pfeziti, bylo prokdzéno pouze u lymfomi (18, 22),
AML (19) a karcinomu prsu (39).

V zdvéru lze shrnout, e jednim z postupi, ktery napomahd
ke zlepSeni prognézy pacientil s vybranymi zhoubnymi nddo-
ry, je autologni transplantace Ci§ténym Stépem. U nékterych
leukémif, lymfom, ale i nenddorovych chorob je vyuZitelnd
alogenni transplantace po T depleci. Stdle v8ak zbyvd vyfeSit

fadu technickych problémi, ale hlavné zjistit indikace, ve
kterych je transplantace Cidténym St€pem skute¢né pro pa-
cienta pfinosnd. Domnivdme se, Ze tuto otdzku mohou vyfesit
pouze rozsdhlé randomizované multicentrické studie.

Zkratky
ALL — akutni lymfoblastickd leukémie
AML — akutni myeloidni leukémie
B-CLL -~ chronickd lymfocytdrni leukémie B typu
CFU-GM - granulo-monocytérni koloniformni jednotky
CML — chronickd myeloidni leukémie
GVHD - reakce $té€pu proti hostiteli
KD — kostn{ dieil
MRD — minimdlni zbytkovd choroba (minimal residual disease)
NHL — non-Hodgkinské lymfomy
PBPC — periferni hematopoetické progenitorové buriky
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Popis

ALL Akutni lymfoblasticka leukemie

AML Akutni myeloidni leukemie

Anti GD2 (14G2a) Protilatka proti disialogangliosidu GD2 (u neuroblastomu)

BFM Pracovni skupina Berlin-Frankfurt-Miinster

BFU-E Colony Burst Forming Unit - Erytrocyte

CCG Severoamericka skupina détské onkologie, Children’s Cancer Group
CFU-GM Colony-Forming Unit Granulocyte-Macrophage

CFU-GEMM Colony-Forming Unit Granulocyte-Erytrocyte - Monocyte -Macrophage
CML Chronické myeloidni leukémie

cDNA Komplementarni jednovlaknova DNA, syntetizovana podle RNA

CGH Komparativni genomova hybridizace, Comparative Genomic Hybridization
CML Chronicka myeloidni leukemie

CNS Centralni nervovy systém

CR Kompletni remise, Complete Remission

DFS Obdobi bez onemocnéni, Disease Free Survival

DNA Kyselina deoxyribonukleova

dNTP Smés nukleotidt,dATP,dTTP,dGTP,dCTP

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

EOS Extraosealni Ewingliv sarkom

EFS Doba pteziti pacienta bez udalosti, Event Free Survival

ERG Gen ETS rodiny kédujici transkripéni faktor.

ES Ewingtiv sarkom

ETS Superrodina onkogenil kodujicich transkrip¢ni faktory
Euro-E.W.I.N.G. 99 | Evropsky protokol pro 1¢é¢bu Ewingova sarkomu

EWS Gen ETS rodiny kodujici transkripéni faktor

EWS-ERG Fuzni gen u nadorid rodiny Ewingova sarkomu podminény t(21;22)(q22;q12)
EWS-FLI1 Fuzni gen u nadori rodiny Ewingova sarkomu podminény t(11;22)(q24;q12)
FISH Fluorescencni in situ hybridizace

FLI1 Murine Friend Leukemia Integration Site 1 lokus

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

GD2 GD2 syntetaza, GalNaAcP1-4(NeuAca2-3)Galp1-4Glcp1-Cer - B-1,4-N-

acetyl-galactosamyltransferaza
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Zkratka

Popis

GVHD Reakce §tépu proti hostiteli, Graft versus Host Disease

GVT Reakce $§tépu proti nadoru/leukémii, Graft versus Tumor

4-HC 4-hydroperoxycyklofosfamid

HR Vysoké riziko, High Risk

HR-NBL-1/ESIOP Evropsky protokol pro 1é¢bu neuroblastomu

IARC EW-2 Buné¢na linie odvozena od Ewingova sarkomu

KD Kostni dfen

LDH Laktatdehydrogenaza

LR Nizké riziko, Low Risk

MRD Minimalni rezidualni nemoc, Minimal Residual Disease

mRNA Informacni ribonukleova kyselina, Messenger Ribonucleic Acid

NBL Neuroblastom

nested RT-PCR Uhnizdéna RT-PCR

NGF Neurotrofni ristovy faktor

NSE Neuronspecificka enolaza

PBSC Periferni kmenové hematopoetické butiky, Peripheral Blood Stem Cells

PBS Pufrovany fosfatovy roztok, Phosphate Buffer Solution

PCR Polymerazova fetézova reakce, Polymerase Chain Reaction

PGP 9.5 Protein Gene Product 9.5

POG Severoamericka skupina détské onkologie, Pediatric Oncology Group

pPNET, PNET Periferni primitivni neuroektodermalni nador

QRT-PCR kvantitativni PCR v realném case, Quantitative Real Time PCR

RNaza Ribonukleaza

RT-PCR Reverzné transkripéni PCR, Reverse Transcription PCR

S.D. Smérodatna odchylka

SE Standardni chyba, Standard Error

SIADH Syndrom neptimétené sekrece antidiuretického hormonu

SIOP Mez.iné.rodni organizace détské onkologie, Société Internationale d'Oncologie
Pédiatrique

;‘zﬁl 21:223 Termostabilni DNA Polymeraza

TH Tyrozin hydroxylaza

UKF-NB-1, 2,3

Bunéc¢né linie odvozené od HR neuroblastomu

UNG

Uracil-DNA glykosylaza
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