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Neinvazivni prenatalni diagnostika z periferni krve
matky je provadéna na fragmentované extracelularni
fetalni DNA o velikosti < 500 bp

Hromadnikovi 1.1, Zej$kova L.1, Doucha J.2, Wagenknecht D.!
ILaboratof bunécné biologie, Pediatrickd klinika, 2Gynekologicko-porodnickd klinika, 2. LF UK a Fakultni nemocnice
Motol, Praha

Souhrn

Nejvyznamnéjsim zdrojem extracelularnich fetalnich nukleovych kyselin (DNA a RNA) pro ucely neinvazivni pre-
natalni diagnostiky jsou apoptoticka téliska trofoblastu. V této praci jsme se zamérili na studium fragmentace extra-
celularni DNA pritomné v materské cirkulaci u 6 téhotnych Zen v 16. tydnu gravidity. Fragmentovana extracelular-
ni DNA byla separovana podle délky jednotlivych fragmenti metodou gelové elektroforézy a v jednotlivych sekcich
o molekulové hmotnosti 100-300 bp, 300-500 bp, 500-700 bp, 700-900bp, > 900 bp byla stanovena koncentrace
fetalni a celkové smésné DNA pomoci PCR v realném case s vyuZitim specifickych primeri a TagMan sond pro SRY
a GLO geny. Fetalni DNA byla detekovana pouze ve fragmentech o molekulové hmotnosti 100-300 bp a 300-500 bp.
Nejvétsi koncentrace fetalni DNA se vyskytovala v sekci o0 molekulové hmotnosti 100-300 bp, kde dosahla hodnot
14,8 kopii/ml periferni krve matky (rozpéti 1,56-83,2). V sekci o molekulové hmotnosti 300-500 bp bylo detekovano
mensi mnozstvi fetalni DNA o koncentracich 1,53 kopii/ml periferni krve matky (rozpéti 0-10,8). V sekcich o mole-
kulové hmotnosti 500-700 bp, 700-900 bp a > 900 bp nebyla fetalni DNA detekovana. Fetalni DNA byla ve frakci
0 molekulové hmotnosti 100-300 bp 4,8ndsobné zkoncentrovana (rozpéti Okrat—16,6krat) ve srovnani s fetalni DNA
pritomnou v neseparované extracelularni DNA, ktera se po izolaci z matei'ské plazmy pouZziva pro detekci pater-
nalnich alel u plodu. Pokud se zaméiime na izolaci DNA o velikosti fragmenta 100-300 bp, ziskame koncentrova-
néjsi ale nikoliv purifikovanou fetalni DNA. Obsah fetalni DNA v této frakci ¢inil 1,15 % (rozpéti 0,16-8,0) ve srov-
nani s neseparovanou extracelularni DNA, kde podil fetalni DNA tvoril pouze 0,29 % (rozpéti 0,06-1,78). Z nasi stu-
die je zfejmé, Ze metoda koncentrace fetalni DNA pomoci separace fragmentované extracelularni DNA izolované
z matei'ské plazmy prostrednictvim gelové elektroforézy neni vhodna pro rutinni acely.

Klicova slova: apoptoza, extracelularni fetalni DNA, fragmentace, kvantitativni PCR v realném case, materska
plazma, SRY gen, GLO gen, trofoblast

Summary
Hromadnikova 1., Zejskova L., Doucha J., Wagenknecht D.: Non-invasive prenatal diagnosis from
maternal peripheral blood is performed on fractionated extracellular fetal DNA with size < 500 bp

Apoptotic bodies derived from placental trophoblasts represent the most important source of extracellular fetal nuc-
leic acids (DNA and RNA) for the purpose of non-invasive prenatal diagnosis. In this work we studied the fragmen-
tation of extracellular DNA present in maternal circulation of 6 pregnant women within 16th week of gestation.
Extracellular DNA was separated by using agarose gel electrophoresis size-fractionation. Fetal and total circulato-
ry DNA was quantified in individual fractions with an approximate size of 100-300 bp, 300-500 bp, 500-700 bp,
700-900bp, > 900 bp by using real-time PCR, specific primers and TagqMan probes for SRY and GLO genes. Fetal
circulatory DNA was mainly detected in section with a size 100-300 bp with the concentration of 14.8 GE/ml (range
1.56-83.2). Lower amount of fetal circulatory DNA, 1.53 GE /ml (range 0-10.8), was also found in a fraction with
a size 300-500 bp. No fetal DNA was detected in fractions with an approximate size of 500-700 bp, 700-900 bp and
more than 900 bp. Circulatory DNA extracted from the gel fragment with a molecular size less than 300 bp contai-
ned 4.8 x (range 0x—16.6x) enriched fetal DNA when compared with initial unseparated DNA sample, which has been
usually used to detect fetal paternally inherited alleles. If we focused on isolation of DNA with a size of 100-300 bp,
we could get more concentrated but not purified fetal DNA. The median percentage of foetal derived DNA in this
fraction was 1.15 % (range 0.16-8.0). However median percentage of fetal derived DNA in unseparated extracellu-
lar DNA was 0.29 % (range 0.06-1.78). Our experience revealed that the usage of enriched size-fractionated fetal
DNA is not suitable for routine clinical applications.

Key words: apoptosis, extracellular fetal DNA, fragmentation, real-time PCR, maternal plasma, SRY gene, GLO
gene, trophoblast
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Uvod

extracelularni fetalni DNA, kterd cirkuluje v matetské peri-
ferni krvi béhem téhotenstvi (1-13). NejvyznamnéjSim

zdrojem extracelularnich fetidlnich nukleovych kyselin

Neinvazivni prenatélni diagnostika (RHD a RHCE geno-  (DNA a RNA) pro tcely neinvazivni prenatilni diagnosti-
typizace plodu, uréeni pohlavi plodu) je provddéna na Ky jsou apoptotickd t€liska trofoblastu, kterd se do mater-
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ské cirkulace dostavaji spirdlnimi matefskymi arteriemi
(14-15).

Za fyziologickych podminek je v placenté udrzovan
optimdlni pocet spravné fungujicich bunék. Je zajistova-
na tkdilovd homeostdza — rovnovdha mezi produkci
novych bunék a zanikem bunék starych, za ktery je zod-
povédnd geneticky fizena bunécnd smrt (apoptdza).
Programové umirajici butika ma specifické morfologické
a biochemické charakteristiky. Pfi apoptéze dochazi ke
smr§fovani buiiky a ke kondenzaci chromatinu jadra
néasledované fragmentaci buiky na apoptoticka téliska.
Biochemicky jiz v ¢asné fazi apoptézy dochazi k frag-
mentaci DNA.

Nedavné studie prokazaly, zZe extracelularni DNA ma
charakteristické apoptotické rysy. Fragmentace extrace-
lularni DNA byla zachycena metodou gelové elektrofo-
rézy jako pravidelné prouzky — tzv. Zebiickové fragmen-
ty DNA. Bylo rovnéZz prokazano, Ze cirkulujici fetilni
DNA ma mensi velikost nez cirkulujici maternalni DNA,
které je v matetské plazmé vétSina (> 90 %). Nékolik
studii nezavisle na sobé potvrdilo, Ze cirkulujici fetalni
DNA ma velikost maximdlné do 500 bp (16-19).

V této studii se zaméfujeme na purifikaci fetalni extra-
celularni DNA pfitomné v matetfské plazmé téhotnych
Zen s plodem muzského pohlavi pomoci separace extra-
celularni DNA na agar6zovém gelu podle velikosti jed-
notlivych fragmentti. Kvantifikujeme mnozstvi fetdlni
a celkové extracelularni DNA na zdkladé amplifikace
SRY a GLO gent v jednotlivych frakcich o stejné veli-
kosti DNA fragmenta.

Pacienti a metodika

Celkem bylo testovano 6 téhotnych Zen v 16. tydnu
gravidity. VSechny pacientky daly informovany souhlas
s odbérem periferni krve pro toto vysetfeni.

Priprava plazmy

Plazma byla pripravena z 10 ml nesrazlivé periferni
krve (EDTA) nejpozdéji 24 hodin po odbéru (centrifuga-
ce 1200 g 10 min.). Poté byla plazma znovu centrifugo-
vana a skladovéna pfi -80 °C az do dalsiho zpracovani.
Abychom minimalizovali riziko kontaminace vzorkd,
provadéli jsme veskeré zpracovani biologického materi-
alu v laminadrnim boxu II. tfidy a pro pipetovani jsme
pouzivali aerosol rezistentni $picky.

Izolace DNA z materské plazmy pomoci QIAamp DSP
Virus kitu

DNA byla extrahovana z 1 ml matefské plazmy za
pouziti QIAamp DSP Virus kitu (Qiagen, Hilden,
Germany) podle modifikovaného protokolu vyrobce.
Snizené mnozstvi QIAGEN Protedzy (20 ul) bylo pouZzi-
to k rozSté€peni proteind. Odstranéni rezidudlnich soli
a proteinti bylo provedeno vakuovym systémem (QIAvac
24 Plus, Qiagen, Hilden, Germany) a bylo rovnéz pouZzi-
to sniZené mnozstvi promyvacich pufra (600 ul AW1,

@E

750 ul AW2, 750 ul ethanol). DNA byla eluovédna 40 ul
AVE pufru.

Separace extraceluldarni DNA podle velikosti pomoci
gelové elektroforézy

Veskera celkova extracelularni DNA izolovand z 1 ml
matefské plazmy byla separovdna na 1% agarézovém
gelu (Serva, Heidelberg, Germany) obsahujicim ethidi-
um bromid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) pii 90
V (6,2 V/cm) po dobu 20-25 minut na pfistroji Mini-Sub
Cell GT (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Ke kazdému
vzorku DNA bylo pfed separaci pridano 5 ul markeru
molekulové hmotnosti (100 bp DNA Ladder, Fermentas,
Burlington, Canada) a 4 ul barviva Orange Loading Dye
Solution (Fermentas, Burlington, Canada). Kazda draha
extracelularni DNA separované podle délky jednotlivych
fragmenti byla rozfezéana sterilnim skalpelem do 5 sekci
podle markeru molekulové hmotnosti (100-300 bp,
300-500 bp, 500-700 bp, 700-900 bp, > 900 bp) po
umisténi gelu na UV transiluminator (Ultra-Lum,
Claremont, CA, USA).

Extrakce jednotlivych fragmentit extraceluldrni DNA
z gelu

Extracelularni DNA byla extrahovina z jednotlivych
sekci pomoci komeréniho extrakéniho kitu (QIAEX II
Gel Extraction kit, Qiagen, Hilden, Germany) dle manu-
alu vyrobce. DNA byla eluovana 45 ul roztoku o nizké
iontové sile (pH 7,5). Abychom minimalizovali riziko
kontaminace vzorki, provadéli jsme dekontaminaci
elektroforetického zarizeni DNA dekontaminac¢nim spre-
jem (DNA Remover, Minerva Biolabs, Berlin,
Germany), pro kazdou elektroforézu jsme pouZzivali Cer-
stvé pufry a zarovenl jsme provadéli analyzu na sekci
gelu bez templétu (blank). Potencidlni riziko kontamina-
ce jsme rovnéZ ovéfili analyzou plazmy matky s plodem
Zenského pohlavi. Ve vSech piipadech byl vysledek
amplifikace SRY genu negativni.

Kvantifikace fetdlni a celkové extraceluldrni DNA
v jednotlivych frakcich pomoci PCR v redlném case
Analyza byla provedena na ABI PRISM 7300
sekvencnim detekénim systému (Applied Biosystem,
Branchburg, New Jersey, USA). PCR reak¢ni smés (cel-
kovy objem 50 ul) obsahovala TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystem, Branchburg, New
Jersey, USA), optimalizované primery (300 nM pro SRY
a GLO), TagMan sondu (200 nM pro SRY a GLO) a 18
ul templatu. Podminky PCR reakce byly nastaveny podle
manudlu vyrobce; dale 50 cykli pii 95 °C 15s (denatura-
ce DNA) a 60 °C 1 min. (anealing a syntéza DNA).
Kazdy fragment separované extracelularni DNA extraho-
vany z gelu byl analyzovan v duplikatu (1 jamka ampli-
fikace SRY genu a 1 jamka amplifikace GLO genu)
v 8jamkovych stripech. Kvantifikace SRY a GLO genu
na celkové neseparované extracelularni DNA byla prove-
dena na DNA pfitomné v matetské plazmée z jiné izolace.
Pozitivni vysledek byl hodnocen jako detekce fluores-
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Obr. 1. Standardni titracni kfivka logaritmické zévislosti prahového cyklu Ct na znamé
koncentraci templétu v inicidlni reakéni smési pro SRY gen — kvantifikace fetdlni DNA
pritomné v celkové extracelularni DNA izolované z mateiské periferni krve.
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Obr. 2. Standardni titracni kiivka logaritmické zavislosti prahového cyklu Ct na znamé
koncentraci templatu v inicidlni reakéni smési pro GLO gen — kvantifikace celkové extra-
celularni DNA izolované z matefské periferni krve.

/ Setup ¥ Instrument ¥ Results §
‘Amplification Plot { Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report

Delta Rn vs Cycle
1.0e+001

Data: |DeltaRnvs Cycle
Detector: [Al ~
Line Color: [Well Color v

1
11

1.0e+000 et =

1.0e-001

s 7 € Aot
| W & Manual Ot

Threshold: [0.03360001

* Auto Baseline

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003  Manual Baseline:

‘ Start fcycle): Auto

1.0e-004

End (cycle} [Auto

1.0e-005

12345678 9101112131415161718192021222324252627 28293031 3233343536 3738394041 4243444546 47 484950 Help

Cycle Nurber

Obr. 3. Porovnani fetdlni a celkové extracelularni DNA pred separaci a po separaci
pomoci gelové elektroforézy podle velikosti jednotlivych fragmentt u pacientky ¢. 1395:
kfivka €. 1 — celkové neseparovand DNA; ¢. 2 — celkova DNA u frakce 100-300 bp; €. 3
— celkova DNA u frakce 300-500 bp; ¢. 4 — celkovda DNA u frakce 500-700; €. 5 celko-
va DNA u frakce > 900 bp; ¢. 6 — celkova DNA u frakce 700-900 bp; €. 7 — fetdlni DNA
u frakce 100-300 bp; ¢. 8 — fetdlni DNA v neseparované DNA.

cenéniho signalu v jamce pfed 40. cyklem
(Ct < 40). Mnozstvi fetalni a celkové DNA
v jednotlivych frakcich bylo urceno ze stan-
dardni titra¢ni kfivky logaritmické zavislos-
ti prahového cyklu Ct na znamé koncentraci
templatu (pocet kopii/jamka) (obr. 1 a 2). Ze
smérnic standardni kfivky (-3,64 pro SRY
gen a -3,46 pro GLO gen) je zfejmé, Ze
ucinnost amplifikace

[Eff = 10 (-1/smérnice) _ 1]

dosahla 88,2 % pro SRY gen a 94,5 % pro
GLO gen. Pocet kopii DNA v 1 ml matefské
plazmy byl vypoditin dle nasledujiciho
vzorce:

[Mnozstvi DNA po extrakci (ml)/
Mnozstvi templatu v PCR reakci (ml)]
x [Pocet kopii v PCR reakci/Objem plazmy
pro DNA extrakci (ml)].

Sekvence jednotlivych primert a TagMan
sond byly jiz publikovany v pfedchozich
¢lancich (1-13).

Vysledky

V I ml matefské plazmy téhotnych Zen
v 16. tydnu gravidity bylo detekovano 4567,7
(rozpéti 3227,2-5863,3) kopii celkové extra-
celuldrni DNA a 13,3 (rozpéti 2,8-57,6) kopii
fetalni DNA. Fetdlni DNA je tedy zastoupena
v celkové extracelularni DNA pfitomné
v matefské plazmé pouze 0,29 %
(0,06-1,78).

Fragmentovana extracelularni DNA byla
dile separovdna podle délky jednotlivych
fragmentti metodou gelové elektroforézy
a v jednotlivych sekcich o molekulové
hmotnosti 100-300 bp, 300-500 bp,
500-700 bp, 700-900 bp, > 900 bp byla sta-
novena koncentrace fetdlni a celkové smés-
né DNA (tab. 1).

Fetdlni DNA byla detekovdna pouze ve
fragmentech o molekulové hmotnosti
100-300 bp a 300-500 bp. Nejvétsi koncent-
race fetilni DNA se vyskytovala v sekci
o molekulové hmotnosti 100-300 bp, kde
dosédhla hodnot 14,8 kopii/ml periferni krve
matky (rozpéti 1,56-83,2). V sekci o moleku-
lové hmotnosti 300-500 bp bylo detekovano
men$i mnoZstvi fetdlni DNA o koncentracich
1,53 kopii/ml periferni krve matky (rozpéti
0-10,8). V sekcich o molekulové hmotnosti
500-700 bp, 700900 bp a > 900 bp nebyla
fetdlni DNA detekovana.

Fetalni DNA byla ve frakci o molekulové
hmotnosti 100-300 bp 4,8nasobné zkoncent-
rovéana (rozpéti 0x—16,6x) ve srovnani s fetél-
ni DNA pfitomnou v neseparované extrace-
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Tab. 1. Kvantifikace fetdlni a celkové DNA (pocet kopii/ml matefské plazmy) v jednotlivych frakcich po separaci extraceluralni DNA na agardézo-
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vém gelu podle velikosti jednotlivych fragmentii.

¢

ICP celkova frakce frakce frakce frakce frakce
extracelularni | 100-300 bp 300-500 bp 500-700 bp 700-900 bp 900 - bp
DNA pocet kopii/ml pocet pocet kopii/ml pocet pocet

plazmy kopii/ml plazmy kopii/ml kopii/ml
plazmy plazmy plazmy

1395 SRY: 11,8 SRY: 13,1 SRY: 0 SRY: 0 SRY: 0 SRY: 0
GLO: 5863,3 GLO:1261,0 GLO: 672,9 GLO: 4232 GLO: 191,3 GLO: 2814
0,2 % 1% 0% 0% 0% 0%

1047 SRY: 2,8 SRY: 14,4 SRY: 1,95 SRY: 0 SRY: 0 SRY: 0
GLO: 4785,3 GLO:1455,2 GLO: 47,.8 GLO: 246,9 GLO: 122,04 | GLO: 110,8
0,06 % 1% 0,4 % 0% 0% 0%

1098 SRY: 4,9 SRY: 15,3 SRY: 1,1 SRY: 0 SRY: 0 SRY: 0
GLO: 4891,3 GLO:1210,5 GLO: 733,0 GLO: 336,5 GLO: 101,6 | GLO: 190,1
0,1 % 1,3 % 0,15 % 0% 0% 0%

1115 SRY: 17,4 SRY: 1,56 SRY: 1,06 SRY: 0 SRY: 0 SRY: 0
GLO: 4530,1 GLO: 949,9 GLO: 635,8 GLO: 246,0 GLO: 197,6 | GLO: 93,8
0,38 % 0,16 % 0,17 % 0% 0% 0%

1319 SRY: 57,55 SRY: 83,2 SRY: 10,8 SRY: 0 SRY: 0 SRY: 0
GLO: 3227,2 GLO: 1045 GLO: 344 GLO: 179,6 GLO: 90,25 | GLO: 164,4
1,78 % 8,0 % 3,14 % 0% 0% 0%

1522 SRY: 14,8 SRY: 15,2 SRY: 4,9 SRY: 2,5 SRY: 0 SRY: 0
GLO: 3356,1 GLO: 934,6 GLO: 496,8 GLO: 217,2 GLO: 134,9 GLO: 237,5
0,4 % 1,6 % 1% 1,2 % 0% 0%

SRY

Rozpéti | 2,8 - 57,55 1,56 — 83,2 0-108 0-25 0 0

Median | 13,3 14,8 1,53 0 0 0

GLO

Rozpéti | 3227,2 - 5863,3 | 934,6 — 1455,2 | 344,0 - 733,0 | 179,6 — 423,2 90,3-197,6 | 93,8-281,4

Median | 4567,7 1127,8 566,3 246,5 128,5 177,3

%

fetalni

DNA

Rozpéti | 0,06 — 1,78 0,16 - 8,0 0-3,14 0-1,2 0 0

Medién | 0,29 1,15 0,29 0 0 0

lularni DNA, ktera se po izolaci z matefské plazmy pou-
Ziva pro detekci paterndlnich alel u plodu. Podil fetalni
DNA ve frakci o molekulové hmotnosti 100-300 bp
doséhl 1,15 % ( rozpéti 0,16-8,0).

Z vysledki amplifikace GLO genu jsme zjistili, Ze nejvi-
ce fragmentované extracelularni DNA se vyskytovalo ve
fragmentech o molekulové hmotnosti 100-300 bp (medi-
an 1127,8 kopii/ ml, rozpéti 934,6-1455,2) a 300-500 bp
(medidn 566,3 kopii/ ml, rozpéti 344,0-733,0).

Diskuse

V této praci jsme se zaméfili na studium fragmentace
extracelularni DNA pfitomné v matetské cirkulaci, jez se
vyuzivd pro neinvazivni detekci paterndlnich alel SRY,
RHD a RHCE gent u plodu v pfipadé rizika X-vazanych
chorob ¢i hemolytického onemocnéni plodu.

Vysledky této pilotni studie potvrdily nedavné zjisté-
ni, Ze cirkulujici fetdlni DNA ma velikost maximalné do
500 bp (16-19). Fetalni DNA jsme detekovali prevazné
v sekci o molekulové hmotnosti 100-300 bp. Fetalni
DNA jsme detekovali ve velmi nizkych koncentracich
i v sekci o molekulové hmotnosti 300-500 bp.

Z nasi pilotni studie je ziejmé, Ze pokud se zaméfime
na izolaci DNA o velikosti fragmentt 100-300 bp, zis-
kame koncentrovanéjsi ale nikoliv purifikovanou fetilni
DNA. Obsah fetalni DNA v této frakci ¢ini 1,15 % (roz-
péti 0,16-8,0) ve srovnani s neseparovanou extracelular-

ni DNA, kde podil fetalni DNA tvofil pouze 0,29 % (roz-
péti 0,06—1,78). Z nasi studie je rovnéz zfejmé, Ze meto-
da koncentrace fetdlni DNA pomoci separace fragmento-
vané extracelularni DNA izolované z matei'ské plazmy
prostfednictvim gelové elektroforézy neni vhodna pro
rutinni Gcely. Tento postup je velmi pracny a v pribéhu
zpracovani muze dojit ke kontaminaci biologického
materidlu.

Presto byl tento postup pouZit nékterymi autory
k neinvazivni detekci paternalné zdédénych alel u plodu
pro nékteré bézné se vyskytujici bodové mutace u [3-tala-
sémie (IVSI-1, IVSI-6, IVSI-110 a kodén 39) (19). Tento
postup byl rovnéz pouzit k neinvazivni detekci patolo-
gické alely vyskytujici se u achondropldzie — k detekci
bodové mutace v FGFR 3 genu kédujici receptor pro fib-
roblastovy rastovy faktor (G-A substituce na 1138 pozi-
ci) (16).

Podékovani
Tato prdce vznikla za podpory MSM 0021620806
a MZO 00064203.
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CD10" pre-B acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a distinct high-risk subgroup of adult ALL associ-
ated with a high frequency of MLL aberrations: results of the German Multicenter Trials for Adult

ALL (GMALL)

Beate Gleissner, Nicola Goekbuget, et al. for the GMALL Study Group

Imunofenotypizace a molekularné genetickd analyza dovoluji adap-
tovat terapii akutni lymfoblastické leukemie (ALL) dle prognostickych
kritérii. Jedna z prognosticky Spatné podskupiny ALL u dospélych
vychazejici z prekurzori B lymfocytu je charakterizovana translokace-
mi postihujicimi MLL gen (mixed lineage leukemia gene) na chromo-
zomu 11q23. Tyto translokace se vyskytuji priblizné u 3 % az 6 %
vSech ALL u dospélych a koreluji s mlad$im vékem, s vyssi leukocy-
tézou a s CD19+/CD10" /cy IgM™ imunofenotypem (pro-B ALL) spo-
luexprimujicim myeloidni marker. Neddvné studie ukazaly, Ze translo-
kace na chromozomu 11q23 prichazeji aZ u 8 % T-ALL, které charak-
terizoval $patny klinicky vysledek.

V této praci predstavuje némeckd pracovni skupina pro dospé€lé
ALL (German Multicentric Trials for Adult ALL) jinou vysokoriziko-
vou skupinu s Castymi translokacemi MLL genu postihujici 82 % (46
a 56) odlisného CDI19+/CD10™ /cy IgM* pre-B ALL podtypu.
Imunofenotypizace odhalila CD10 negativitu u 70 ze 2408 pripadi
celého souboru ALL vychazejicich z B linie, tfebaze ostatni kriteria
odpovidala klasifikaci pre-B ALL (napf. pozitivita cytoplazmatického
imunoglobulinu). Tyto blasty vykazovaly vysokou expresi myeloidniho
antigenu (60% CDG65 pozitivita) a reagovaly s protilatkou 7.1 v 95 %

piipadii. MLL-AF fuzni transkripty nebo pfestavba 11g23/MLL nebo
oboji byly prokdzany u 46 z 56 vzorki. I kdyz 83 % nemocnych dosah-
lo kompletni remisi, trvani remise zistavalo velmi nizké: 141 dni pro
skupinu s pozitivni prestavbou MLL a 245 dni u nemocnych bez pie-
stavby MLL CD10" pre-B ALL. Pravdépodobnost celkového preziti 3
roky po diagndze byla 0,34 = 20 SE u pacientti bez MLL prestavby
proti 0,12 + 0,06 SE s pozitivni pfestavbou.

CD10" cy IgM+ pre-B ALL identifikuje odliSnou imunofenotypic-
kou jednotku vychézejici z caste¢né diferencované prekurzorové
B linie s intracytoplazmatickou imunoglobulinovou expresi. RozliSeni
tohoto podtypu je dulezité, protoZe byl pozorovan v 17 % vsech pre-
B ALL vzork a je charakterizovan vysokou prevalenci MLL-AF 4 fuz-
nich transkriptil. I kdyZ tudaje v praci neanalyzuji rizné terapeutické
volby, je uveden nézor, Ze transplantace kmenovych bunék v prvni
remisi by mohla zlepsit vysledky. Na druhé strané bylo preziti u malé
podskupinky CD10™ cy IgM+ pre-B+ ALL s negativni MLL pfestavbou
v ramci 1éCebnych vysledki dosazenych u standardniho rizika ALL
u dospélych. Dalsi molekuldrné genetickd analyza by mohla prispét
k objasnéni povahy CD10™ pre-B ALL ve srovnani a jinymi akutnimi
leukemiemi s pozitivni pestavbou MLL genu.
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