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Souhrn

Metoda polymerazové retézové reakce v realném case (RQ-PCR) predstavuje v soucasnosti jednu z nejcitlivéjSich
kvantitativnich metod stanoveni chimérismu po alogenni transplantaci krvetvornych bunék. Tato metoda je mini-
malné desetkrat citlivéj$i nez bézné pouzivana metoda fragmentaé¢ni analyzy (FA) s fluorescenc¢ni detekci. Aplikace
metody umoziiujici stanoveni mikrochimérismu, tj. smiSeného chimérismu (SC) na hladiné mensi nez 1 %, dovolu-
je zachyceni relapsu onemocnéni signifikantné diive a ve vétsSim poctu pripadi, nez je tomu u méné senzitivnich
metod. U pacienti s nahlym znovuobjevenim autologni krvetvorby, odhalilo pouziti RQ-PCR SC také u piedcho-
zich odbéru, pomoci FA jiz klasifikovanych jako chimérismus kompletni (KC). Rovnéz retrospektivni RQ-PCR ana-
Iyza vzorki s pozitivni minimalni zbytkovou chorobou, dle FA Klasifikovanych jako KC, opakované potvrdila pri-
tomnost autologni krvetvorby na hladiné mensi nez 1 %. Pouziti metody stanoveni chimérismu s lepsi mezi detekce
tedy umoziiuje drivéjsi klinickou intervenci, av§ak absolutni vyznam chimérismu i mikrochimérismu musi byt dale
hodnocen.
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Summary
Horky O., Mayer J., Dvorakova D.: Quantification of chimerism by real-time polymerase chain reaction.
Overview and first own experience

Real time polymerase chain reaction (RQ-PCR) represents one of the most sensitive methods for quantitative ana-
lysis of chimerism. This method is at least ten times more sensitive than commonly performed method of fragment
analysis (FA) with fluorescence detection. Application of method that enables detection of microchimerism (mixed
chimerism under 1%), can recognize relaps significantly sooner and in more cases than by using less sensitive met-
hods. Performance of RQ-PCR within patients with sudden recurrence of autologous haematopoiesis showed mic-
rochimerism also in previous samples, formerly judged according to FA as complete donor chimerism (CDC). Furt-
hermore, retrospective analysis of CDC samples from patient with positive residual disease repeatedly revealed mic-
rochimerism. Performance of more sensitive method can significantly contribute to early clinical intervention,
nevertheless the predictable value of mixed chimerism and especially microchimerism must be further investigated.
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Uvod

Alogenni transplantace kostni diené, a pozdé&ji i peri-
fernich kmenovych bunék krvetvorby, se stala 1é¢ebnym
zdkrokem u fady malignich i nemalignich hematologic-
kych onemocnéni (1). Nasledné stanoveni chimérismu,
tedy urCeni podilu vlastni a darcovské krvetvorby, je
velmi duilezitou soucdsti posttransplanta¢niho sledovani
pacientt (2).

Smyslem analyzy chimérismu a jeho dynamiky v Case
je, vedle pocatecni informace o dspéSnosti nahrazeni
krvetvorby, nenahraditelnd pomoc pfi hledani optimalni-
ho 1é¢ebného pfistupu, jako je predev§im tprava imuno-
suprese nebo podani infuze darcovskych lymfocytl
(DLD) (3,4).

Béhem éry transplantaci se k analyze chimérismu pou-
Zivala fada metod (pro souhrn viz napf. nase predchaze-
jici review (5). V poslednim desetileti byla za zlaty stan-
dard povaZovdna metoda fragmentacni analyzy (FA)
s fluorescenéni detekci polymorfnich dsekii genomové
DNA (6). Konkrétné se jednd o oblasti obsahujici repeti-

tivni sekvence (VNTR — variable number of tandem
repeat, STR — short tandem repeat), jejichZ variabilni
pocet urcuje délku dané oblasti (2). Jejich amplifikace
pak umoziiuje porovndni a odliSen{ jednotlivych jedinct,
v piipadé chimérismu odliSeni ddrce a pfijemce, a sledo-
vat tak podil krvetvorby po transplantaci. Mez stanovi-
telnosti se u FA pohybuje v rozmezi 1-5 % (6), ovSem
ani hranice 1 % se nejevi jako dostatecna (2). Naopak se
ukazuje, Ze pouziti metody s moznosti detekce mikrochi-
mérismu, tzn. autologni krvetvorby na urovni mensi nez
1 %, umoziuje diivéjsi odhaleni relapsu onemocnéni
(7-14). Takovou metodou je polymerdzova fetézova
reakce v redlném Case (RQ-PCR).

V predklddaném ¢lanku uvadime prehled dosud publi-
kovanych praci vyuzivajicich RQ-PCR pro monitorova-
ni chimérismu po alogenni transplantaci krvetvornych
bunék, diskutujeme aspekty spojené s jejim pouzivanim,
a to zvlasté v konfrontaci s metodou FA, vCetné vlastnich
zkuSenosti a prvnich vysledku.

Piehled pouziti RQ-PCR
Prvni prace zabyvajici se moznosti aplikace RQ-PCR
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pro tcely monitorovani chimérismu po transplantaci
hematopoetickych bun€k byla publikovdna v roce 2000
(15). Usp&sné byl tehdy testovan komerén& dostupny kit
pro detekci jediného polymorfismu jednoho nukleotidu
(SNP, single nucleotide polymorphism).

Polymorfismy jednoho nukleotidu se v genomu
vyskytuji zhruba kazdych 1,9 kb (16). Zpravidla jsou
bialelické, vyskytuji se v kddujicich i nekddujicich
oblastech DNA, a predstavuji hlavni ¢4st genomické
diversity (16).

Pro kvantifikaci chimérismu pomoci RQ-PCR byla
ddle vyuzita detekce sekvenci lidského chromozomu Y
(14). Tohoto pfistupu bylo, u dvojic darce-zZena piijem-
ce-muZ, vyuzito také v fadé jinych publikovanych
praci; pro ostatni dvojice pak bylo pouZito budto SNP,
nebo polymorfismu typu (krdtké) inserce/delece, exi-
stence tzv. nulovych alel, pfipadné HLA (viz tab. 1)
(7-15, 18-31).

Vyuziti skupiny 19 polymorfismi, néleZejicich 12 bia-
lelickym lokusiim na 9 chromozomech, publikovali pro
stanoveni chimérismu v roce 2002 Alizadeh a kol. (7).
Vybirali pfitom sekvence liSici se alespon dvéma za
sebou jdoucimi nukleotidy (krdtké inserce/delece)
s vysokym stupném informativity. Z této publikace o tfi
roky pozdéji pfimo vychazi Masmas a kol. (26). Kromé
upravy podminek amplifikace byly navrZzeny nové pri-
mery a sonda pro detekci pohlavné specifického poly-
morfismu.

Obé tyto prace vyuZzivaji metodu dvojité znacenych
TagMan® sond. Tato technologie je zalozend na méfen{
fluorescencniho signdlu sondy, kterd specificky hybridi-
zuje do oblasti kvantifikovaného tseku DNA. Mezi
prvni cyklem, kdy mnoZzstvi uvolnéné préby excituje
detekovatelny fluorescencni signdl, a logaritmem pocé-
te¢ntho mnozstvi DNA existuje linedrni zdvislost. Tento
cyklus je oznaCovan jako C, (,,cycle treshold). Dosaze-
nim C, do vzorce

QU=QCx(1+E)-ACtU- ACO), kde

QU... (normalizované) mnoZstvi DNA v neznimém vzorku
QC......(normalizované) mnozstvi DNA kalibratoru
(vzorek DNA pifjemce pred transplantaci)
ACtU.....rozdil hodnot Ct u neznamého vzorku ACt = Ct
cilové sekvence — Ct referencni sek.)
ACtC...... rozdil hodnot Ct kalibratoru
E..... efektivita reakce (je-li efektivita reakce 100 %,
pak E=1),

nebo pouzitim kalibraéni kfivky standardt o zndmé kon-
centraci, muze byt také uréeno mnoZzstvi sledované DNA
v nezndmém vzorku (7, 26). Principidlné velmi podobné
TagMan® sondam je pouziti dvojic jednoduse znacenych
sond pro LighCycler® (Roche) (12).

Odlisny princip kvantitativni RQ-PCR je naproti tomu
zaloZen na detekci fluorescencni latky nazyvané SYBR
Green. Tato latka emituje fluorescencni zdfeni aZ po
interkalaci do dvouvlaknové DNA. Pii PCR tak Ize kon-

tinudlné méfit mnozstvi vznikajiciho produktu. Nevyho-
dou této metody je, Ze se SYBR Green véaZe i na prime-
rové dimery a jiné nespecifity, jeZ se mohou béhem reak-
ce tvofit, coz mize zkreslit kvantifikaci vlastni amplifi-
kované DNA. Naopak vyhodou jsou nizké ndklady a uni-
verzalni pouZiti — odpadaji vysoké ndklady na syntetizo-
vani znacenych specifickych sond (18, 30-31).

RQ-PCR versus FA

Hlavnim pfinosem metody RQ-PCR je lepsi mez stano-
vitelnosti i detekce. Zatimco u FA s fluorescencni detekci
je nejmensi uddvané detekovatelné mnoZstvi minoritn{
populace s ur¢enim exaktni hodnoty 1-5 % (6), je tato hra-
nice u RQ-PCR posunuta minimdlné desetkrat (4).

V zavislosti na typu pouzivaného polymorfismu
a postaveni informativni alely, je mozné mikrochiméris-
mus detekovat i pomoci FA (6). Urovné detek&niho limi-
tu srovnatelné s RQ-PCR Ize dosdhnout analyzou chimé-
rismu v jednotlivych bunéénych liniich krve (4, 6).

Dalsi vyhodou RQ-PCR je rychlejsi provedeni kvanti-
tativni analyzy — pouze priprava a provedeni PCR plus
vypocet — tedy bez dalSiho zpracovavani (odpada piipra-
va PCR produktl na FA a predevsim jeji déletrvajici pro-
vedeni). RovnéZ univerzalni podminky amplifikace Seti{
Cas tim, Ze se daji analyzovat vSechny polymorfismy
najednou.

Je ovSem tfeba mit na paméti limitaci v kvantitativni
presnosti metody RQ-PCR: rozdil jediného cyklu tvoii
ve vysledku dvojndsobny kvantitativni rozdil. To ovSem
znamena koeficient variace azZ 56 % (26). Reprodukova-
telnost FA se naproti tomu pohybuje v rozmezi 4-8 %
(3). Z toho plyne, zZe pouziti RQ-PCR je pfesné pouze
pro vzorky s podilem vlastnich bunék do 5 % (3, 4)
a nemize tedy zcela nahradit FA. Zatimco u FA lze najit
informativni STR ¢i VNTR polymorfismus hypoteticky
u vSech dvojic piijemce-darce, u RQ-PCR existuje tato
moznost asi jen u 90 % dvojic (4).

Nevyhodou RQ-PCR zlstava také vyssi cena vysled-
ku jednoho stanoveni — kromé skutecnosti, Ze se vySette-
ni provadi vZdy ve dvou paraleldch, je rovnéz tieba pfi-
pocist ndklady na amplifikaci referen¢niho ,,house-kee-
ping* genu (v€etné negativni a pozitivni kontroly).

RQ-PCR - nase zkuSenosti

Na nasem pracovisti jsme pro detekci chimérismu
pomoci RQ-PCR prevzali 11 polymorfismi kratkych
inserci a deleci z publikace Alizadeh a kol. (7) a mar-
ker vazany na chromozom Y (26). Podminky reakce
jsme modifikovali pouzitim jiného reakéniho objemu
a délkou denaturace a zménili jsme rovnéZ mnoZzstvi
templatu, typ znaceni sond a pouzité reagencie, coz
znamenalo pfedevs§im pfiznivéjsi financni dopad. 100
ng DNA bylo smichdno s 12,5 pul univerzalniho mixu
(2x ABsolute QPCR ROX Mix, ABgene), 600 nM pri-
mery a 200 nM sondou (BHQ1-FAM, Generi Biotech),
v reakénim objemu 25 pl. Na pfistroji RG-3000 (Cor-
bett Research) byla reakce iniciovdna inkubaci 15
minut pii 95 °C, po které nasledovalo 50 amplifikac-
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STANOVENI CHIMERISMU POMOCI RQ-PCR

Tab. 1. Pfehled vSech publikovanych praci (citace tu¢n€) a nékterych abstraktl z konferenci European Group for Blood and Marrow Transplanta-
tion (EBMT) a American Hematology Association (ASH) od r. 2003 (kurzivou), zabyvajicich se bezprostfedné metodikou a vyuzitim RQ-PCR pro
stanoveni chimérismu. Z uvedenych polymorfismt vychdzi nejlépe pouziti detekce markeru vazanych na chromozom Y, a to pro jeho mez detek-
ce. Pro vétsi specifi¢nost reakce a tedy mensi riziko fale$né pozitivnich vysledki se jevi vyhodnéjsi aplikace polymorfismu typu inserce/delece pied
pouzitim SNP. Vyhody a nevyhody rozdilného principu PCR je uveden v textu.

. Polymorfismus L. .. Mez Alternativni , .
Publikace l};Q-P CR Princip | Informativita . L Vysledky a poznamKky
Oliver et al. prvni publikace testujici moZznost apliakce SNP-RQ-PCR (detekce genu
) 1 SNP TagMan 5% Southern Blot CYP2C9) pro monitorovani chimérismu po alogenni transplantaci krvetvor-
JMD. 2000 (15) , .
nych bunék
Fehse et al. nested a/nebo kvant. L P . .
Cell Res. 2001 (17) FISH (Y, ber/abl) | P P P
L prvni publikace s ucelenym panelem 19 polymorfismi (18+Y)
. 18 kratkych p e
Alizadeh et al. in/del TagMan >90% 0.1% STR s rozdilem alesponi dvou nukleotidii
Blood. 2002 (7) v 4 ° e 4 klinické piiklady véetné jednoho s detekci znovuobjeveni autologni krve-
tvorby na hlading 0,1% 58 dni pfed relapsem)
Wilhelm et al. 1 in/del SYBR 0,03% (in/del) f:;l;il;nzupj 1{’:‘iﬁiﬁuf:i‘:§;ﬁgﬁycc: :(l“jggcgl? :/1 z1:1:n P;\;Ol lzpl;l;/i?:l‘}; og‘
Biol Chem. 2002 (18) | 1 SNP Green 1,6% (SNP) rismu v pro & P 8
activator inhibitor-1)
. 410 vzorkii od 72 pacientii: 290 vzorkii (71%) stejny vysledek obéma metodami
0,
Elmaagacli et al. 12 SNP TagMan 0.01% STR ~ 100 (25%) KC, 186 (45%) SC; 19 pacientii zéchyt SC jen diky RQ-PCR, osm
EBMT 2003 (8) Y 0,001% (Y) N L L
z nich zrelabovalo; + detekce chr. Y u jinych 45 pacientii
. retrosp { analyza 43 p i,
Z’;;j; 2‘2{’)(% ® Y 0,001% STR pacienti v remisi: stabilni chim. 0,0002-0,024%
relabujici pacienti: rostouci SC, zdachyt 120 dni dopredu
Naparstek et al. SNP 0,625% STR nalezerfz autologr.n krvetv?rb;.z u archivovanych vzorkii relabujiciho pacienta,
ASH 2003 (19) pomoci STR klasifikovanych jako KC
aplikace SNP-RQ-PCR u 80 ,, T-cell-depleted* transplantovanych pacientt od
rette:;;l' 2003 (20) ;SNP TagMan 97% 0,1-0,01% FISH HLA identického pfibuzného;
. popis 1é¢ebné odpovédi jednoho CML pacienta na DLI
20p i s akutni lymfatickou leukemii; porovndvani vzorkii z PB vs. BM;
Uzunel et al. o (17krat vyssi podil autolognich bunék v BM); u relabujicich pacientii vyssi
EBMT 2004 (10) 11 SNP 0,01% VNTR (>0,1%) nebo rostouci podil viastnich bunék
(v porovndni s VNTR zdchyt relapsu o 0-3,4 mésici dfive)
analyza 36 vzorkii od 11 pacientii; v 19 z nich SC detekovdn pouze pomoci
Baak et al. v TaqMan 0.01% STR RQ-PCR; u jednoho pacienta s rostoucim SC, detekovanym pouze RQ-PCR,
ASH 2004 (11) 4 He FISH zaznamendn relaps, naproti tomu remise u osmi pacientii, kde stabilni SC na
drovni 0,01-0,1%)
Lucas et al. HLA 0.000% detekce cytotoxickych T-lymfocytii proti antigenu EBV (virus Epstein Barrové)
ASH 2004 (21) ’ ° PpFi -apii refrakterni Hodgkinovy choroby
Rabascio et al. in/del polymorﬁsm}j ]akovAlizafeJh Let 1;11., odecet S:C z kallibracm Fady, analyza chim. )
EBMT 2005 (22) v TagMan uldp ve trech po transp (den +28, +56, +84); vysokad
produk Inost a opak Inost RO-PCR
porovnadni pouzitych metod na zdkladé vzorkii Fedént hypotetickych ddarce
3 “null” alely a prijemce: fluorescencni STR/FISH: mez detekce 1% vs. RO-PCR 0,01%;
Buno et al. . o STR A . N cor , . . .
EBMT 2005 (23) 6 in/del TagMan 0,01% FISH horsi spravnost kvantifikace vzorkii s vy$§im podilem prijemcovskych bunék
Y analyzovanych RQ-PCR pomoci markerii nezavislych na pohlavi (1. kromé
detekce chr. Y)

L 3 “null” alely jednoduse porovnani chimérismu v kostni dieni (BM) a periferni krvi (PB)-v BM pretr-
Jiménez-Velasco et al. . . L , v o _ , v ,
EBMT 2005 (24) 10 in/del znagené 86% 0,01% vavajici SC cca 0,5% vice nez tFi roky po SCT=> pro analyzu lepsi PB (navic

Y sondy u pacientil s fiiznim genem sice SC v BM, ale MRD negativni)
Harries et al. 6 SNP pouziti dvou riizné znagenych sond pro detekei obou alel SNP soucasné v jed-
Bone Marrow Trans- v TagMan 100% 1% STR né zkumavce, vypocet chimérizmu ze vzorce, nezavislého na u¢innosti reakce;
plat. 2005 (25) u 10 pacientd z 12 KC ob&ma metodami

. 4 “null” alely jednoduse 61 dvojic darce/ptijemce, nartstajici SC pfed relapsem pozorovan v 88,2%
Jiménez-Velasco et al. o s P P . - . i

. (véetng Y) znagené 80,3% 0,01% VNTR ptipadi pacient s akutni leukemii, v porovnani s 44,4% u VNTR; median
Leukemia. 2005 (12) . . .
6 in/dcl sondy zachyceni relapsu 58 dni
Masmas et al. 16 kratkych i . P . -
B arow |68 | Tt e e e
Transplant. 2005 (26) |Y ) poly! U, Up! p 5 au
Masmas et al. kratké in/del kinetika chimérismu kratce po transplantaci v populacich bun¢k CD4+, CD8+
ASH 2005 (27) SNP aCD15+
Halaburda et al. 6 “null” alel el . . . . g
EBMT 2006 (28) 9 in/del TagMan 12 pacientii; mozné predikce akutni reakci $t€pu proti hostiteli
Picardi et al. 11 SNP TagMan FISH 18 pacientli; SC dle RQ-PCR pozorovéan u viech, ktefi nasledné zrelabovali,
EBMT 2006 (29) Y a4 VNTR a 0 45 dni (0-315) dfiv neZ u ostatnich
Eshel et al. 1 SNP SYBR 0.5% detekce SNP v genu pro cytochrom P450 (CYP2C9)
Lab Hematol. 2006 (30) Green 70 u jediné dvojice darce-piijemce
62 vzorki 22 pacienti s mnohoéetnym myelomem (MM) + 48 vzorki BM
imunofixace a PB od 34 pacienti s jinou diagnézou
Kroger et al. 7 in/del TagMan 0,01% (in/del) | PCR s pacient spe- | MM: remise u 15 z 16 (93%) pacienti se stabilnim nebo klesajicim SC vs. 5
Exp Hematol. 2006 (13) | Y & 0,001% (Y) | cifickymi primery | relapsi z 6 pacientii s rostoucim SC
(IgH) KC v plazmé (PB) je opozdéno oproti T lymfocytim
pacienti s GvHD-&ast&jsi u pacientd, ktefi KC v den +180 (43% vs. 18%)
in/del+SNP vs. VNTR/STR: 470 vzorki od 135 pacienti;
Koldehoff et al. 7 in/del 0.01% VNTR 26% rozdilnych vysledkii (RQ-PCR=SC vs. FA=KC) => zachyt 70% relapsi
Am J Hematol. 2006 3 SNP TagMan 92,6% 0 0010/’ (Y; STR pomoci RQ-PCR vs. 30% relapsii podle FA
a4 Y ’ ° FISH Y-RQ-PCR vs. XY-FISH: 580 vzorki od 134 pacienti;
zachyt 36 vs. 12 relapsii
Bai et al. 11 SNP SYBR TagMan RQ-PCR o ) ) ) .
Eur J Haematol. 2006 Green 100% 0,1% STR 18 pacientt; kvantifikace na zaklad& kalibragni kfivky 0,01-100%
&) © FISH
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Datum

Obr. 1. Pacient s chronickou myeloidni leukemii (CML): KC dle FA, zdroven zbytkova nemoc (MRD) pomoci detekce fiizntho genu ber/abl pozi-
tivni. Ve vSech takovych odbérech byl pomoci RQ-PCR retrospektivné potvrzen mikrochimérismus. Obdobny fenomén byl pozorovan u dalSich
9 CML pacientl. Legenda: G = Glivec, DLI = infuze ddrcovskych lymfocyti
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Obr. 2. Pacient s akutni myeloidn{ leukemii, vykazujicim dlouhodobé KC dle FA, den +693 ndhle SC 1-2 %. Retrospektivni analyza piedchozich

odbéri pomoci citlivéjsi metody RQ-PCR odhalilo signifikantni pfitomnost autologni krvetvorby jiz v den +583 (SC 0,1 %) a v den +632 — ndrtist
na SC 0,3 %. Relaps onemocnéni byl tedy metodou RQ-PCR zachycen o 110 dni dfive.

nich cykld (95 °C/20 s a 60 °C/60 s). Jako referenéni
gen slouzil albumin (32). Treshold analyzy reakce
byl standardné nastaven na 0,005 a vypocet podilu
minoritni DNA byl proveden podle vySe uvedeného
vzorce.

Do zé&fi 2005 vyhradné pouZivand metoda FA byla
postupné nahrazovana nejprve u pacientil, kde podil
vlastni krvetvorby vychdzel mensi nez jedno procento.
Dale u téch, ktefi méli pozitivitu na minimalni zbytko-
vou nemoc (MRD), ale vykazovali pfitom kompletni chi-
mérismus (KC). Retrospektivni analyza téchto vzorkt
metodou RQ-PCR opakované potvrdila mikrochiméris-
mus (obr. 1).

Rovnéz retrospektivni RQ-PCR analyza vzorkd paci-
entl s akutni myeloidni leukemii (AML), pfedchdzejich
ndhlému znovuobjeveni se autologni krvetvorby, odhali-
la smiSeny chimérismus (SC) i u téch odbérti, pomoci FA
jiz klasifikovanych jako KC (obr. 2).

Prechod na RQ-PCR se dosud uskute¢nil u 82 naSich
pacientl, z toho 24 tvofi skupina, u které detekujeme
pohlavné specificky marker. Informativni polymorfis-
mus nebyl nalezen u ¢tyf z 62 genotypizovanych pacien-
th (6,5 %).

Jak jiz bylo feceno, metoda RQ-PCR nemuze zcela
nahradit metodu FA. U nové transplantovanych pacienti
za¢indme s analyzou chimérismu pomoci FA, a teprve
kdyZ u nich podil autologni krvetvorby klesne pod jedno
procento, prechdzime na RQ-PCR. Pokud pfetrvavd SC
na vyssi drovni, je u daného pacienta pouzivana metoda
FA s fluorescencni detekei i déle.

Vzhledem k vySe zminéné variabilité mezi jednotlivy-
mi PCR reakcemi se nim, u vzorki se SC, osvédcilo pro-
vadét soucasné s novym odbérem analyzu chimérismu
i u odbéru predchézejiciho. Pokud se pak takovyto kon-
trolni vysledek lisi od vysledku vydaného, je tento ,,roz-
por* zohlednén ¢i komentovén pii klasifikaci chiméris-
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mu nového odbéru. V tomto ohledu se jevi vyhodnéjsi
vydavat vysledek SC v urcitém intervalu, ziskaného
vypoctem vice rovnic (nejlépe z riznych polymorfismi)
u FA, respektive amplifikaci vzorkl ve dvou paraleldch
u RQ-PCR.

Vysledky pod mezi stanovitelnosti, ale v rdmci meze
detekce (bez udani exaktni hodnoty), jsou pak vyddvany
intervalem SC < 1 % respektive SC < 1 % u FA resp.
SC < 0,1 % respektive SC < 0,1 % u RQ-PCR. U vysled-
ku KC je vhodné vzdy pouZitou metodu uvést.

Diskuse

Znovuobjeveni se autologni krvetvorby ¢i ndrdst smi-
Seného chimérismu zpravidla souvisi s vy$§im vyskytem
relapsu onemocnéni, jez patii mezi Casté priiny selhdni
transplantace krvetvornych bunék a to predevs$im u akut-
nich leukemii (pro pfehled viz napf. 4, v rdmci nasi
republiky prace 33-35). Prediktivni vyznam samotného
SC zistdva nicméné nadile nejednoznaény (36-37).
Jinymi slovy, neni moZné stanovit obecné platnou hladi-
nu SC, jejiz dosaZeni by pro vSechny pacienty znamena-
lo vyssi riziko relapsu (12). Pokud navic uvazujeme
o vyznamu mikrochimérismu, stane se situace jenom
komplikovang&jsi. Rada praci viak uz nyni jasné ukazuje,
ze aplikace citliveéjsi metody, kterou RQ-PCR predstavu-
je, umoznuje zachyceni signifikantné vétstho mnozstvi
relapst, neZ pomoci FA, ptipadné jinych, béZné pouziva-
nych metod. Jiménéz-Velasco a kol. pomoci RQ-PCR,
ve srovndni s FA VNTR oblasti, zachytili signifikantné
vétsi mnozstvi relapsi (88,2 vs. 444 %), s medidnem
predpoveédi 58 dni (21). Obdobné vysledky byly publi-
kovany i pfi srovnani RQ-PCR a STR ¢i FISH (8-11,
13-14) — viz tabulka 1. NaSe prvni vysledky ukazuji
totéz — analyza vzorkli pomoci metody RQ-PCR odhali-
la SC dfive, nez bylo znovuobjeveni autologni krvetvor-
by pfed relapsem zaznamendno metodou FA s fluores-
cencni detekef (viz také obr. 2).

Pouziti RQ-PCR dédle umoznilo objasnéni situace
u MRD pozitivnich pacientti s KC. Ve vsech téchto pfi-
padech bylo potvrzeno, Ze tato diskrepance je zapficing-
na pouze horsi mezi detekce ptivodné pouzité metody.

Naproti tomu v piipadech, kdy vychdzi SC, avSak
pacient je MRD negativni, pochdzi autologni populace
z nemaligniho klonu, u myeloidnich leukemii tedy
z lymfocytarni fady (38—40). Zd4 se tedy, Ze stanoveni
chimérismu pomoci RQ-PCR, zvl4st¢ v kombinaci
s analyzou v jednotlivych bunéénych liniich krve, mize
byt pouzita k monitorovani MRD u téch pacientt, kde
jiny molekuldrni marker (napf. fizni gen) neni k dispo-
zici (41).

Zavér

Mezi detekce metoda RQ-PCR velmi prispivd k Cas-
nému odhaleni relapsu u pacientd transplantovanych pro

malignity krevnich bunék, a umoznuje tak vcasnou kli-
nickou intervenci. Klinicky vyznam absolutnich hodnot
chimérismu, a zvlasté pak mikrochimérismu, v§ak mus{
byt ddle hodnocen.
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