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Souhrn

Minimalni rezidualni nemoc (MRN) se stala dilezitym stratifikacnim kritériem u modernich protokolu pro 1é¢bu
akutni lymfoblastické leukemie (ALL) déti i dospélych. VétSina vysledki se tyka kostni di‘ené, studie zkoumajici MRN
mimo kostni dfen jsou pomérné vzacné. Podle dosavadnich praci MRN v periferni krvi u détské ALL velmi dobre
koreluje s MRN v kostni dreni v pripadé T-ALL, u B-prekurzorové ALL je korelace horsi a ve vétSiné pripadi je zde
MRN vice nez o jeden iad nizsi nez v kostni dieni. Piresto maji hladiny MRN v periferni krvi prokazatelny prognos-
ticky vyznam v prabéhu inicialni 1é¢by détské ALL, jak jsme prokazali pro den 15 na protokolu ALL IC-BFM 2002.
Zatim neexistuje dostatek informaci o prinosu vysSetfovani mozkomisniho moku pomoci PCR a prutokové cytomet-
rie u pacientu pri inicidlni diagnéze ALL. Zda se, Ze prutokova cytometrie zachyti podstatné vice pozitivnich vysled-
ki nez klasicka mikroskopie. PCR i priutokova cytometrie jsou vhodné pro vysetieni leukemického postiZeni
v okamziku relapsu v CNS, v priubéhu l1écby relapsu je vypovédni hodnota opét sporna kviili nedostate¢né kvalité
izolované DNA v pripadé PCR a kviili rychlé degradaci vzorku pri transportu v pripadé prutokové cytometrie. Jed-
noznacny prinos PCR je ve stanoveni soucasného postizeni kostni diené v okamziku izolovaného extramedularniho
relapsu, které zhorsuje prognozu pacienta.

Klic¢ova slova: akutni lymfoblasticka leukemie (ALL), minimalni rezidualni nemoc (MRN), periferni krev, extra-
medularni relaps

Summary

Volejnikova J., MejstFikova E., Slamova L., Mihal V., Stérba J., Jabali Y., Prochizkova D., Bla-
zek B., Hak J., Cerna Z., Hrusak O., Stary J., Trka J., Froiikova E.: Assessment of extramedullary
leukemic infiltration in childhood acute lymphoblastic leukemia and its clinical use. Review and original data

Minimal residual disease (MRD) has become a crucial criterion for the risk stratification within modern protocols
for the treatment of both childhood and adult acute lymphoblastic leukemia (ALL). The most data obtained so far
apply to the bone marrow and studies on extramedullary MRD are scarce. According to the published data, levels of
MRD in peripheral blood and bone marrow correlate well in T-ALL, whereas in B-cell precursor ALL the correlati-
on is weak and MRD in blood is mostly more than one log lower than in the bone marrow. Despite this fact, MRD in
peripheral blood during the induction therapy is predictive of prognosis, as shown by our results for day 15 of the
ALL IC-BFM 2002 protocol. There is still lack of information on the benefit of cerebrospinal fluid examination by
PCR and flow cytometry at initial diagnosis in patients with ALL. Flow cytometry presumably reveals more positi-
ve results than “classical” microscopy. Both PCR and flow cytometry are suitable for the examination of leukemic
involvement at the time of CNS relapse, but their informative value during the treatment of relapse is questionable
due to insufficient DNA quality for the purpose of PCR and due to fast sample degradation for the purpose of flow
cytometry. An unambiguous benefit of PCR lies in the assessment of simultaneous bone marrow infiltration at dia-
gnosis of isolated extramedullary relapse, which, if present, confers inferior prognosis.

Key words: acute lymphoblastic leukemia (ALL), minimal residual disease (MRD), peripheral blood, extramedul-
lary relapse
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Uvod

Soucasné protokoly pro 1é¢bu akutni lymfoblastické
leukemie (ALL) déti i dospélych stéle vice zacletiuji do
své rizikové stratifikace sledovani minimalni rezidudlni
nemoci (MRN). VétSina vyspélych zemi prokédzala signi-
fikantni vliv MRN na prognézu pacientti (1-8).

Déti s ALL jsou v Ceské republice v soucasnosti léce-
ny podle protokolu AIEOP-BFM ALL 2009, jehoZ rizi-
kova stratifikace je zaloZena na kombinaci hodnot MRN
v kostni dieni (KD) méfenych ve dni 33 a v tydnu 12 1é¢-
by pomoci PCR ana MRN v KD ve dni 15 méfené pomo-
ci priitokové cytometrie. Dospéli pacienti s ALL jsou 1éCe-
ni podle protokolu GMALL, ktery pacienty ve skupiné
standardniho rizika stratifikuje podle MRN v KD béhem
prvniho roku 1é¢by. ALL je primdrné onemocnénim kost-
ni dien€, vétSina studii tedy pouZiva logicky KD jako hlav-
ni materidl, i kdyZ odbéry periferni krve (PK) by zname-
naly mensi zaté€Z pro pacienty. V tomto ¢lanku chceme
shrnout poznatky z literatury a naSe vlastni zkuSenosti
s monitorovinim MRN v mimodfefiovych kompartmen-
tech, pfedevsim v PK a v mozkomi$nim moku (CSF).

Metody

Molekuldrni genetika: Kvantifikace klondlné-specific-
kych pFestaveb geniit pro imunoglobuliny (Ig) a T-bunéc-
né receptory (TCR)

V soucasnosti nejvice standardizovanou metodikou pro
sledovani MRN je detekce klondlné-specifickych piesta-
veb gent pro Ig/TCR (9-11). Metoda je zaloZena na ini-
cidlnim vySetfeni spektra piestaveb Ig/TCR, pro které je
dany vzorek klondlni, sekvenovani jejich unikétnich
V-(D)-J prechodt, navrZeni specifickych primert a opti -
malizaci kvantitativni PCR tak, aby byl pro kazdého paci-
enta ziskdn nejméné jeden systém pro detekci MRN
s minimalni citlivosti 10-4. Tento postup je ndro¢ny meto-
dicky, ¢asové i finan¢né, a i pfi dodrZzovani vSech pravi-
del pro interpretaci vysledki pfinasi nebezpeci faleSné
pozitivity u vzorkll s regeneraci kostni diené (12).
V soucasnosti se v8ak jedna o jedinou mezindrodné stan-
dardizovanou metodu, kterd je univerzalné pouZitelna pro
vétSinu pacientll s malignitami z lymfoidni fady.

Priitokovd cytometrie

Kombinace monoklonélnich protilatek jsou rozvrZe-
ny do tff zkumavek:

Zkumavka 1: CD58-FITC (klon AICD58)/xxPE/CD10-
ECD (klon ALBI1; xx=aberantné exprimovany anti-
gen)/CD45 PerCP (klon 2D1)/CD19-APC (klon
J4.119)/CD34-PC7 (klon LIQ)/CD38-A700 (klon
HIT2)/CD20-PB (klon 2H7). Jako znak xxPE pouZivime
CD66c nebo CD33, NG2 podle exprese v diagnoze. Tyto
aberantné exprimované antigeny mohou pomoci lépe iden-
tifikovat reziduélni leukemickou populaci.

Zkumavka 2: CD20-FITC (klon 2H7)/CD10-PE (klon
SS2/36)/CD45 PerCP (klon 2D1)/CD34-PC7 (klon

LIQ)/CD19-APC (klon J4.119)/ CD38-A700 (klon
HIT2)/Syto 41.

Zkumavka 3: Syto16/CD19-PE (klon SJ25C)/CD45
PerCP (klon 2D1)/CD71-A700 (MEM-75)/DAPIL.

Meéfeni provadime na dvou priitokovych cytometrech:
DAKO CYAN, ktery je vybaven 3 lasery o vinové délce 405
nm, 488 nm a 642 nm, a BD LSR II, ktery je vybaven lase-
ry o vlnové délce 405 nm, 488 nm a 633 nm. Analyzu pro-
vadime v software FlowJo 9.2 (TreeStar, Oregon, USA). Prv-
nim krokem je vybér CD19roz bunék s nizs$i hodnou
granularity (parametr side scatter — SSC) neZ maji granulo-
cyty. V piipadé nizké exprese antigenu CD19 vybirdme buii-
ky pomoci parametru CD19 a CD10 nebo CD34 nebo CD45.
V dalsi fazi vybirdme atypické buriky na jednotlivych dvou-
rozmérnych grafech s cilem optimalné oddglit populaci nema-
lignich B lymfocytt a atypickych blastl. Suspektni leukemic-
ké buiky by mély tvorit kompaktni populaci v rdmci
optickych parametrli forward scatter (FSC) a SSC. Kone¢na
hodnota MRN je vyjadfena procentem z jadernych bunék
definovanych pomoci fluorescen¢ni znacky (SYTO-16 nebo
SYTO-41 - molekuly schopné vazat DNA i RNA a volné pro-
chézet bunénou membranou). Pro piepocet na jaderné buii-
ky v ramci dvou zkumavek se pouZije parametr obsaZzeny
v obou zkumavkdch, zde antigen CD19. Rozmezi kvantifi-
kovatelnosti MRN dosaZitelné FC je definovéano jako 0,01 %.

Korelace MRN v kostni dieni a periferni krvi

Prvni studie provedend na 35 parech vzorktit KD a PK
z prubéhu indukeni terapie ALL naznacila, Ze uroveni
MRN v PK bude niZsi nez v KD (zde v priméru 12x)
(13). S rozvojem vysoce citlivych technik byly provede-
ny dvé studie, které shodné prokazaly, Ze MRN v periferni
krvi (PK) dobfe koreluje s hladinou ve dieni u vétSiny
vzorkt ALL z prekurzort T-lymfocytd (T-ALL), zatim-
co u B-prekurzorové (BCP) ALL je ndloZ v PK s velkou
variabilitou az 1000x niZ$i (14, 15). To se zda byt logic-
ké vzhledem k vyvoji B-lymfocytl v KD a T-lymfocyti
v thymu. Obé¢ studie obsahovaly velmi maly pocet vzor-
kit s MRN méfitelnou v obou kompartmentech a také
malé mnoZstvi vzorkil z prvnich tydnt 1é¢by, které maji
prokazatelny prognosticky vyznam. Na zdkladé téchto
studii se presto od sledovani MRN v krvi ustoupilo.

V nasi studii (16) jsme vySetiili 63 parovych vzorkl
KD a PK u 19 pacientii s T-ALL a 431 péarovych vzorki
KD a PK u 103 pacientli s BCP-ALL, a to pfevazné
z Casnych bodl 1é¢by (diagnéza, den 8, den 15, den 33,
tyden 12). Obrazek 1A ukazuje, Ze u pacientd s T-ALL
je korelace hladin MRN mezi KD a PK velmi dobra,
zatimco u pacientd s BCP-ALL je situace podobnd jako
v pfedchédzejicich studiich, tedy MRN v PK zhruba
o jeden fad niZ8i neZ v KD (obr. 1B).

Zda se, zZe i v ramci BCP-ALL existuji podskupiny
s dobrou korelaci KD-PK, a to proB ALL a ALL s fliznim
genem BCR/ABL (obr. 1B). Maly pocet pacientl v téchto
podskupinéch ale zatim neumoZiuje spolehlivou statis-
tickou analyzu.
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Obr. 1. Srovnéni hladin MRN v kostni dieni (osa x) a v periferni krvi (osa y) u pacientti s T-ALL (A)

a pacienttl s BCP-ALL (B).

Na zédkladé téchto a publikovanych vysledki ptistupu-
jeme k nahrazeni odbért KD odbéry krve teprve
v Casovych bodech, ve kterych je jiZ mald pravdépodob-
nost ndsledného relapsu, tedy naptiklad pfi kazdoro¢nich
kontrolach déle neZ 3 roky po transplantaci krvetvornych
bunék. Z vySe uvedenych studii na druhou stranu vyply-
va, 7Ze u T-ALL jiZ existuje dostate¢né opodstatnéni pro
nahrazeni odbérit KD periferni krvi i v ¢asnéjSich bodech
1é¢by. To aplikujeme u ¢4asti pacientl po transplantaci, ale
pro nahrazeni stratifikacnich odbért inicidlni 1é¢by (den
33, tyden 12) dosud neexistuje dostatecné mnoZstvi dat.

Prognosticky vyznam postiZeni periferni krve

Jednim z nejvétSich pocatecnich uspéchi skupiny

v Memphisu. Zajimavé bylo,
Ze 4/5 pacientli s MRN zachy-
cenou zarovenl v PK prod€lali
relaps ve srovnéni s 2/15 paci-
ent s MRN pfitomnou pouze v kostni dfeni (Ctyfletd
kumulativni incidence relapsu 0,8 + 0,25 vs. 0,13 = 0,9;
p =0,007).

V nasi studii vySlo najevo, Ze hodnoceni PK ve dni 15
pomoci PCR pro piestavby Ig/TCR ma prognosticky
vyznam, podobné jako vySetfovani kostni dfené v tomto
¢asovém bod¢ (18). Pacienti s MRN v PK niZsi nez 104
méli vybornou prognézu se 100% pétiletym pieZitim bez
relapsu (RFS), zatimco ostatni pacienti méli RFS 64
+7 % (p = 0,0003). Hrani¢né signifikantni pro progn6zu
byla i hladina MRN v PK ve dni 8 (p = 0,06).

Dulezité je, Ze naSe stratifikace zaloZend na MRN v PK
ve dni 15 se prekryva se stdvajicimi rizikovymi skupina-
mi BFM protokolu (zaloZeného na MRN v KD ve dni 33
a tydnu 12 1éCby) pouze Castecné a dokdze v rdmci sku-
piny stiedniho rizika dle BFM identifikovat podskupinu
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pacientll s nizkou MRN v PK s vybornou prognézou bez
jediného relapsu (p = 0,008). Coxova regresni analyza
prokézala, Ze MRN v PK v den 15 pridava dalsi prognos-
tickou informaci ke stdvajici rizikové stratifikaci zaloZe-
né na MRN v KD ve dni 33 a v tydnu 12.

Prognosticky vyznam postiZeni centralniho
nervového systému a jeho stanoveni

Vedle PK je nejcastéjsim mistem mimodieniové leuke-
mické infiltrace centrdlni nervovy systém (CNS), i kdyZ
symptomatické postizeni CNS md v dobé diagnézy pou-
ze asi 3 % détskych pacientt (19). Pomoci morfologické-
ho hodnoceni mozkomi$niho moku (CSF) lze ale pfitom-
nost leukemickych blastil prokazat u 15-20 % pacientd,
z nichz vétSina postrada neurologické symptomy (19, 20).
Soucasnym trendem je redukce 1écby CNS (predevSim
radioterapie) za tcelem sniZeni pozdnich nasledka 1é¢by
(21). Z tohoto diivodu je velmi daleZité presné definova-
ni skute¢ného postizeni CNS. Prace zkoumajici prognos-
ticky vyznam postiZeni CNS ve smyslu CNS1 (bez posti-
Zeni), CNS2 (< 5 jadernych bunék/ul v CSF a pfitomnost
blastli po cytocentrifugaci) a CNS3 (zfetelnd CNS leuke-
mie) se v nékterych aspektech rozchazeji. Zatimco
u pacientl s CNS3 leukemii studie shodné prokazaly vys-
§i riziko relapsu s prfevahou relapst v KD, udaje
o prognostickém vyznamu CNS2 se li§i mezi dvéma nej-
vyznamnéjSimi studiemi (22, 23). DalSim aspektem dia-
gnostiky postiZeni CNS je traumatickd lumbélni punkce,
definovana jako pfitomnost erytrocytll ve vzorku CSFE.
V zavislosti na definici je jeji vyskyt podle jednotlivych
studii 7-19 % (19, 24, 25). Podle nékterych studii predsta-
vuje traumatickd lumbdlni punkce spojend s pfitomnosti
blastil pro pacienta vyssi riziko relapsu, pravdépodobné
kvali zaneseni leukemickych bunék z krve do CNS (24).
Moderni metody, tj. analyza prestaveb Ig/TCR a priitokova
cytometrie, by mohly pfinést piesnéj$i kvantitativni
i kvalitativni hodnoceni CSF jak v dobé diagndzy, tak
béhem sanace likvoru pfii inicidlni leukemické infiltraci.

§T1 p=0.002 %
& 0,2 . (_Aﬁ W L
e | e - % |
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CN$1 relaps v CNS

CNSs2 lécba relapsu v CNS
Obr. 2. Koncentrace DNA izolované z mozkomiSniho moku v zavislosti
na mikroskopické infiltraci moku u pacientd s CNS 1 a CNS 2 postiZe-
nim (v souboru nebyl Zadny pacient s CNS 3 postiZenim), u pacientit
pfi diagndze izolovaného nebo kombinovaného relapsu v CNS
a v pribéhu jeho Iécby.

Podle nové studie brazilskych autord byla pozitivita MRN
v CSF (méfend metodou piestaveb Ig/TCR) v dobé diag-
nozy piitomna az u 47 % z celkem 65 vySetfovanych déti
s ALL a byla spojena s vyznamné horSi prognézou, ale
pouze pfi 1é¢bé méné intenzivnim ze dvou pouZitych pro-
tokolll. Autofi shrnuji, Ze tito pacienti pravdépodobné pro-
fituji z intenzivnéjsi chemoterapie, na presvédCivé zavéry
je ale mnoZstvi pacientl piili§ malé (26).

V nasi laboratofi jsme pilotné vySettili 24 vzorki CSF
od pacientl pfi diagnéze ALL. 16 pacientii bylo mikro-
skopicky bez pritomnosti CNS postiZeni (CNS1), 8 paci-
entll mélo CNS2 status. Pomoci priitokové cytometrie
jsme prokdzali pozitivitu v CSF u vSech pacienti s CNS2
anaviciu 6 ze 16 pacientl (38 %) s CNS1 postiZzenim.
Celkem je tedy procento postiZzeni CNS pii diagnéze ALL
na tomto malém souboru vyS$§i u pratokové cytometrie
(58 %) nez u klasické mikroskopie (33 %). Median sle-
dovéni souboru a jeho mald velikost zatim neumoZiiuji
vyvodit zavéry o skute¢ném vyznamu tohoto zjiSténi.

Po cytometrickém vySetfeni jsme ze zbylych cca
200 ul CSF izolovali DNA pro stanoveni MRN pomoci
prestaveb Ig/TCR. V praxi se pro izolaci nejlépe osvéd-
¢ila pfimd izolace pomoci DNA Micro Kitu od firmy
QIAGEN. Koncentrace izolované DNA stanovend pomo-
ci kvantifikace genu pro albumin ukézala, Ze DNA izo-
lovana z CSF pacienti s CNS1 postiZenim je signifikant-
né méné koncentrovand neZ DNA od pacientdl s CNS2
(p =0,002, Mann-Whitney). DNA izolovand z CSF paci-
entll v okamZiku diagnézy izolovaného nebo kombinova-
ného relapsu v CNS méla zdaleka nejvyssi koncentraci
(obr. 2), zatimco vzorky izolované v pribéhu 1é¢by relap-
su mély opét nizkou koncentraci. Z téchto vysledkl se
zda, Ze vySetfeni pomoci PCR bude mit dostate¢nou cit-
livost pro stanoveni leukemické infiltrace prfi diagnoze
relapsu v CNS, ale pro kvantifikaci méné rozsahlého
postizeni CNS v diagn6ze nebo pro monitorovani 1é¢by
relapsu v CNS nebude dostate¢né spolehlivé.

MRN u extramedularnich relapsi

Mezinrodni studie s G¢asti Némecka, Francie a Ceské
republiky zkoumala molekularné-genetické postizeni KD
v okamZiku izolovaného extramedularniho relapsu u 64
déti s ALL (27). VétSinou (59 %) se jednalo o relapsy
v CNS, dale o testikuldrni relapsy (33 %) a zbytek tvorily
relapsy v lymfatickych uzlinich (2x), v ovariu (1x)
a v mediastinu (1x). Studie ukézala, Ze alespoti minimalni
postiZzeni KD (tj. detekovatelnd hladina MRN v KD) je pfi-
tomno u 89 % pacientd. Pacienti s relapsem v CNS méli
trend k vyS$Simu postiZeni KD neZ pacienti s testikularnim
relapsem (MRN > 1041 80 % vs. 57 % pacientii; p = 0,08).
Pacienti s hladinou MRN v KD vys§i nez 104 v okamziku
extrameduldrniho relapsu méli vyS$8i kumulativni inciden-
ci naslednych relapsit (0,65 = 0,01) neZ pacienti s nizkou
nebo negativni hladinou (0,24 + 0,01; p = 0,01). Tyto
vysledky zatim nebyly zohlednény v 1éCebném protokolu.

Studie o vlivu poklesu rezidudlni nemoci v CSF na pro-
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gndzu pacientl s relapsem v CNS dosud chybéji, ziejmé
kvuli pomérné nesnadné logistice pfepravy a zpracovani
vzorkl. Pomoci pritokové cytometrie a PCR pro prestav-
by Ig/TCR jsme vysetfili celkem 21 vzorkd CSF od 8 paci-
entll s kombinovanym nebo izolovanym relapsem v CNS.
Systémy Ig/TCR zavedené pfi inicidlni diagnéze ALL jsme
pouZili pro stanoveni vySe infiltrace CNS v okamZiku CNS
relapsu. U 7 z 8 pacientll byla pro prodéleni kontrolnim
genem stanovena hladina postizeni CNS pfiblizné 100 %,
u jednoho pacienta doslo v relapsu ke ztraté prestavby
VH4-JH a tim k fale$né negativité. Pacient byl sledovan
navic pomoci fazniho genu MLL/ELL, u kterého byla hla-
dina MRN opét 100 %. Ze 13 vzorkl z pribéhu 1éCby
relapsu bylo 5 pozitivnich obéma metodami, 4 pozitivni
pomoci PCR, ale negativni pomoci priitokové cytometrie
a 4 negativni obéma metodami. Na tomto malém souboru
se zda, Ze PCR byla citlivéjsi metodou. Vyznamnou roli
u pratokové cytometrie hraje doba transportu vzorku. Buii-
ky ve vzorku velmi rychle hynou a po vice nez 24 hodi-
nich vypovédni hodnota priitokové cytometrie dramaticky
klesd, zatimco PCR je pfi pouZiti DNA pomérné stabilni.
Pro definitivni stanoveni vyznamu kinetiky MRN v CNS
bude tfeba provést rozsihlejsi multicentrickou studii, kte-
rd je v soucasnosti planovana skupinou BFM.

Zavér

Uvedené vysledky ukazuji, Ze u détské ALL je pro-
gnosticky vyznamnd nejen hladina rezidudlni nemoci
v kostni dfeni, ale i rozsah mimodferiového postiZeni.
Jeho vySetfovani zejména v periferni krvi a CNS pomo-
ci modernich metod — prtokové cytometrie a molekuldrni
genetiky — miiZe pfispét k dal§imu zlepSeni 1éCebnych
vysledk(: napf. minimélni rezidudlni nemoc v periferni
krvi v 15. dni 1é¢by ma dileZity prognosticky vyznam,
zptesiiuje stivajici rizikovou stratifikaci a identifikuje
podskupinu pacientll s vybornou prognézou.
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