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Souhrn

Imunofenotypizace je jiZ dnes standardni metodou v diagnostice hemato-onkologickych onemocnéni. V soucasné
dobé zazivame rozvoj mnohobarevné pritokové cytometrie, jak ve vyzkumu, tak i v klinické diagnostice. Prace shr-
nuje diagnostiku a sledovani akutni lymfoblastické leukemie pomoci pritokové cytometrie.
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Summary
Kalina T., Mejstirikova E., Vaskova M., Hrusak O.: Immunophenotyping of childhood leukaemias

Immunophenotyping is a standard method used in diagnostics of hematological malignancies. Progress in number
of multicolour cytometry as well as new targets identified by genomics bring new possibilities in research and dia-
gnostics. These aspects are summarized in the article.
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Uvod

Popis metody

Imunofenotypizace neboli stanoveni povrchovych
znakl bunék pomoci pratokové cytometrie zaZiva
v posledni dekddé ohromny rozmach, jak po strance
dostupnosti, tak po strance technické vyspélosti instrumen-
tl a rozvoje technik a postupil uplatiujicich se ve vyzkumu
i v diagnostice. To vede na jednu stranu k moZnosti ziské-
ni mnoZzstvi klinicky relevantnich informaci, ale zaroven je
potieba tyto informace zpracovat a klinicky spravné inter-
pretovat. Zamérem prezentovaného ¢lanku je poskytnout
prehlednou informaci klinickym i laboratornim hemato-
onkologiim, kterd pomiZe v uvaZzovani béhem diagnostic-
kého a lé¢ebného procesu. Vyhodou priitokové cytometrie
je jeji komplexni pfistup a jeji schopnost dat relevantni
odpovéd i v situaci, kdy osetiujici 1ékar ma vice otazek nez
jasnych odpovédi.

V hemato-onkologii je cytometrie centrdlni metodou,
ktera tesi otazky diferencidlné diagnostické, typizuje leu-
kemické buriky a ma vliv na zafazeni do lécebnych proto-
kold. Zatim vyzkumné se cytometrie pouziva ke sledovani
prabéhu 1écby (minimélni rezidudlni nemoc) a k hledani
novych znakt k predikci prognézy.

Leukemické buriky se vyvijeji v kostni dfeni, v obdobi
plné rozvinuté choroby je nachiazime v periferni krvi
nemocnych, kudy recirkuluji, podobné jako nezralé krevni
buriky, ze kterych vychazeji. Schopnost zkoumat imunofe-
notyp jednotlivych bunék ve smési bunék jakou je kostni
dreni i periferni krev predstavuje hlavni vyhodu pratokové
cytometrie.

V posledni dobé se do diagnostické pritokové cytomet-
rie dostdvd moZnost mnohobarevné analyzy. Soucasné pfi-
chézeji nové informace z genomiky a proteomiky, které
mohou ovlivnit diagnostické mozZnosti imunofenotypizace.

Pritokova cytometrie pouziva jako zkoumany mate-
rial bunécnou suspenzi (napf. kostni dieni, periferni krev
¢i likvor). Metoda vyzaduje Cerstvy materil (Zivé a nea-
gregované buiiky, obvykle do 24 hodin po odbéru).
K detekci jednotlivych povrchovych nebo cytoplazma-
tickych molekul pouzivd monoklondlni protilatky konju-
gované s fluorescencnimi znackami. Suspenze bunék je
po navazani fluorescencné znacenych protilatek nasata
do pratokového cytometru, kde jsou buiiky sefazeny do
uzkého proudu kapaliny a vysokou rychlosti proudi
komorou a jsou ozafeny laserovym paprskem. Laserové
svétlo excituje na buiikdch navdzané konjugaty protilat-
ka-fluorescen¢ni znacka, které emituji svétlo o vlnové
délce urcené typem fluorescen¢ni znacky. Soucasné pra-
tokové cytometry umoziuji zapojenim jednoho az tii
lasert excitovat 3 az 9 rtznych fluorescen¢nich znacek
zaroven. Pro kaZdou buriku je zapsana kvantita kaZzdého
fluorescen¢niho znaku a dva nefluorescen¢ni parametry
popisujici velikost a granularitu buiiky. V jednom vySet-
feni se obvykle pouzije simultinni kombinace znakl
(v diagnostice leukemii cca 25 znakd, které jsou vySetie-
ny v cca 15 oddélenych alikvotech zkoumané suspenze),
béhem sekund az minut se zméfi 20-200 tisic bunék
v kazdém alikvotu.

Ke grafické analyze téchto 5 aZ 11 parametrovych dat
se pouziva specidlni software, kde se provadi vybér
(,,gating*) podskupin bunék na zdklad¢ ptitomnosti jed-
notlivych znakd (obr. 1). Komplexita zméfenych dat
narlista se zvySovanim poctu parametri a vhodné zvole-
nd strategie analyzy je velmi dileZita pro interpretaci dat.
Interpretaci dat musi provadét vzdy zkuSeny odbornik-
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-cytometrista. Pfi poctech novych diagnéz v détském
véku kolem 80 ro¢né je vhodna koncentrace vysetfeni na
jedno pracovistg, coz je v CR diky spolupraci viech dét-
skych hematologickych center zajiSténo.

Cytometrie a akutni lymfoblasticka leukemie

Predikce rizika

Pfitomnost jednotlivych molekul na blastech ALL je
intenzivné zkoumana z pohledu potencialnich prediktorti
uspésnosti terapie. Velkd pozornost byla vénovana abe-
rantni expresi myeloidnich znakd na bunkach ALL.
Jednotlivé studie nalezly nepfiznivy nebo Zadny pro-
gnosticky vyznam exprese téchto molekul pfi diagnéze.
Tato diskrepance byla zpisobena urcitymi nedostatky
v designu studii. Rizné myeloidni znaky byly ¢asto hod-
noceny spole¢né (napt. CD13 a/nebo CD33) (1, 2). Ne

Struktura vybéru bunék (gatovani)

| vechny naméfoné bunky |

!

[ Siroky lymfomonocytémi gate a CD19+ B buntky (2,2% zo viech bunék)
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vzdy byla dostate¢né dlouhd doba sledovani (1) nebo se
hodnotili pacienti s BCP-ALL a T- ALL spolecné.
Vzhledem k lécebnému tspéchu 1é¢iva zaloZeného na
monoklonalni protilatce anti-CD33 a cytostatika caliche-
amicinu u myeloidni leukemie (3) je zajimavy nalez
korelace CD33 pozitivity u BCP-ALL se $patnou pro-
gnozou (4).

Imunofenotypizace pri diagnoze
Cytometrie je diky rychlosti provedeni vySetfeni

zéakladnim laboratornim vysetfenim vedoucim k diagno-

ze leukemie. Zakladni otazky, které diagnostické vySet-

feni odpovida jsou:

¢ Jedna se o leukemii, o nemaligni proliferaci prekurzo-

i nebo o zménu procentualniho zastoupeni subpopu-

laci bun€k napft. pfi ttlumu v kostni dfeni?

Vychazi leukemie z myeloidni nebo z lymfoidni fady?

Jedna se o ALL z B-prekurzorti nebo z T-fady?

® QOdpovédi na tyto dia-
gnostické otazky maji
vyznam pro potvrzeni
nebo vylouceni malig-
niho onemocnéni a pro
zatazeni pacienta do
1écebného protokolu.

| a) CD10++20n6g (1,4% 2z CD19+)

» b) CD10+20n0g (18% 2z CD19+)

» ¢) CD10+20+ (9,2% 2 CD19+)

'{ d) CD10+/-20+ vy$$iintenzita fluorescence nez ¢) (13% z CD19+)

B-prekurzorova akutni
lymfoblasticka leukemie
(BCP-ALL)

Kostni dfeil je primarnim
mistem vyvoje prekurzord

P{ o) CD10neg20+ (52% z CD19+) J
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10° 4

80

19

3
‘
or
a

intra CD179a

0,73
o

0 1

Ty Y T

10°CD2010°

intra CD179a

va a vyvoj hematopoetic-
kych kmenovych bunék,
vyvoj prekurzorit B lymfo-
cyti a myeloidnich bunék
probihd pouze v kostni
dfeni, zatimco prekurzory
T lymfocytd dozravaji
v thymu. Imunofenotyp B-
prekurzorovych leukemii

10" IgM 10* - 10°

N

intra CD17%a

intra CO1793

pfipomind imunofenotyp
nemalignich  prekurzorl
B tady. Kli¢ovym tkolem je
tedy nalézt spolehlivé znaky,
které odli§i normalni pre-
kurzory od  malignich

1.5

=
"

ES

 intraCD17%a

bunék. Kombinace zmén
jako napt. aberantni exprese,

E3
whed
4
i
2

©
'

7

7!

10

Igh b

Obr. 1. Priklad pouziti mnohobarevné kombinace (CD34 FITC/CD10 PE/intra CD179a PC5/CD20
A405/1gM Dy647) znazornujici vyvoj B fady v nemaligni KD. Vlevo nahofe jsou zobrazené CD19+ buiky
ze Sirokého lymfomonocytirniho gatu podle exprese CD10 a CD20 antigenu. Béhem vyvoje B fady burky
postupné ziskavaji antigen CD20 a ztrdci antigen CD10. Zralé B buriky, které jsou CD20ros a CD10"¢g nebo
jen slabé + pak opoustéji KD. Na dalSich obrazcich je pak rozvedena podle jednotlivych subpopulaci expre-
se intraceluldrniho V preB receptoru (intra CD179a a povrchového IgM). Buiky postupné v pribéhu svého
vyvoje pfechodné exprimuji VpreB receptor a postupné vice bunék exprimuje na povrchu IgM. Osy zobrazu-

ji intenzitu fluorescence v grafu jmenovanych znaku.

asynchronni exprese, hype-
rexprese, Utlak normadlnich
vyvojovych stadii ¢i pfitom-
nost prekurzor v periferni
krvi umozni stanovit sprav-
ny diferencidlné diagnostic-
ky zavér.

Imunofenotypova klasifi-
kace BCP-ALL podle navr-
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hu skupiny EGIL (5) (tab. 1), kterou pouzivime v ramci
BFM Ié¢ebnych protokold i v Ceské republice rozlisuje
tfi — kategorie:

* proB ALL

® common ALL

e preB ALL

Tato klasifikace vychazi z vyvojového schématu
B lymfopoézy. Ackoliv imunofenotyp proB ALL je spo-
jen s prestavbou MLL genu a horsi prognézou, rozdil
v prognéze ¢i biologickych vlastnostech mezi common
ALL a preB ALL nebyl prokdzan. Zaroven se z pohledu
ALL fesi i otazka hybridnich leukemii, kdy jednotlivym
znakdm, je dano hybridni skére a pokud je skore vyssi
nez 2, je leukemie klasifikovana jako akutni hybridni
leukemie (AHL — ALL/My+ nebo AML/Ly+).

V nasledujicim piehledu diskutujeme znaky pouziva-
né v diagnostice ALL (tab. 2), vice informaci o jednotli-
vych CD znacich, pokud neni uvedena reference, 1ze dale
ziskat na webové strance HLDA (Human Cell

7437,

Liniové specifické znaky pro B-lymfocytarni fadu
Pro zafazeni vyzadujeme pfitomnost alespon dvou
z nésledujicich tfi znakd:

CDI9

Znak definujici pfislusnost k B fadé je predevsim znak
CD19, ktery se objevuje zéhy po liniovém rozhodnuti spo-
le¢ného lymfoidniho prekurzoru smérem k B tadé, ve kte-
rém hraje hlavni dlohu transkripéni faktor Pax (Nutt,
1998). Tento znak zGstdva na povrchu B bunck ve vSech
stadiich, ztraci se aZ na zralé plazmatické burice. Hraje
nepostradatelnou roli jako koreceptor B-bunécného recep-
toru ve fyziologickém vyvoji, aktivaci a diferenciaci
B bunék.

CD7%a

CD79a (Ig-alfa) je signalni molekula, je rovnéz B-linio-
vé specifickym znakem, jeho cytoplazmaticka exprese
dokonce predchazi znak CD19 a je prvni specifickou
molekulou oddélujici B-prekurzor od spole¢ného lymfo-
idniho prekurzoru (7).

Differentiation Molecules Antigens Wokshop). CD22
Tab. 1. Pfehled klasifikace podle navrhu skupiny EGIL.
Kategorie Kritéria Podtiida Kritéria
¢ 2 nebo 3 z nasledujicich: CD19poz proB ALL CD10reg CD20neg
B prekurzorova (intra)CD79aroz and CD22poz
e CD3neg cALL CD10poz intralgMneg
e intraCD3neg
* KNeg g Aneg preB ALL intralgMPpoz
* 2 nebo 3 z nésledujicich: CD19poz,
zrala B (intra)CD79ar°z and CD22proz
e CD3neg Bez dalst subklasifikace
¢ intraCD3neg
* KPOZ nebo APOZ
T-ALL * (intra)CD3poz proT ALL CD2reg CD5reg CD8neg
* CD7poz preT ALL CD2poz a/nebo CD5Po% a/nebo CD8Po~
intermediarni T- ALL CDlaroz
zrala T-ALL CD3poz CD]aneg
TCRoproz T-ALL TCRappoz
TCRydPoz T-ALL TCRydpoz

Tab. 2. Panely protilatek, které pouzivame prfi diagnostice akutni leukemie v nasi laboratofi.

CD22 je specificky znak pro B lymfocytar-

zakladni panel T-ALL BCP-ALL AML ni fadu, v Casnych fazich vyvoje je expri-
movan jen cytoplazmaticky, k povrchové
i-MPO/i-CD79acy/i-3 CD34/38/7 CD10/33/19 Syto-16/33/45/34 expresi dochdzi v normilnim vyvoji
i-TdT/mCD7/m3/i-3  i-CD22 CD65/2/HLADR CD19/56/33/34 . ‘e
i-CD22 CDla (PE) CDI10/13/19 CD2/7133/34 v pozdnich stadiich spolu s IgD a CD21 (8,
CD45/14 TcRyS/TcRap  CD34/38/19 HLA DR/38/33 9). U leukemii z B fady se vyskytuje ve 3/4
CD66¢/19 CD7/NG2 CD79a i-CD13 pfipadi (obvykle cALL a preB ALL).
CD4/8/3 CD64/13 (pokud CD22/24 CD33/13 Molekula je pﬁbuzné molekule CD33.
CD20/10/19/34 jeA.HL skore2) CD19/NG2 CD41 Testuje se terapeutick}’/ u&inek protilétky
CD99/7/5/3 Je-li TcRydpoz CD64(pokud CD42b roti CD22 koniugované s cvtostatikem
CD15/117/33/34 resp. TcRapPoz,  je AHL skére 2)  CD61 pro < Kxomjugovane s cy :
stanoveni DNA cyklu nastavise VO i-IgM/mCD19  glykoforin A (CD235a) |  calicheamicinem u raznych CD22pos
resp. V[ panel k/CD19 CD65/33 malignit (10).
AMCDI19 CD33/NG2
migM Vyvojova stadia B-prekurzort

Vysvétlivky: m povrchové znaceni Dalsi znaky popisuji v normélni kostni

i intracelularni znaceni dfeni vyvoj (CDI10, CD34, CD20, cyto-

AHL skore  viz text plazmatické TdT, povrchové i cytoplazma-

V4 panel protivlét}(y E)roti jednotlivym typiim tické IgM).

Vo fetézel CcDI10
V[ panel protilatky proti jednotlivym V[ fetézct = .
Syto-16 fluorescenéni barvicka, znacici buiiky Znak CDI10, tzv. CALLA antigen, byl

obsahujici DNA, pomaha k odliSeni drti

popsan jako typicky znak pro ,,common
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ALL* (11-14). B lymfocyty v periferni krvi tento znak
nemaji, na rozdil od vétSiny B-prekurzord v kostni dfeni.
Leukemické blasty jej nesou ve vice nez 95 %, velmi
casto ve vysokych mnozZstvich (tzv. hyperexprese CD10).
V periferni krvi jsou B buiiky vétSinou CD10 negativni, jen
mala subpopulace je CD10 slab€ pozitivni (tzv. transitional
B buiiky). CD10 hyperexprese v periferni krvi je tedy spe-
cifickd pro leukemii (obr. 2). Neni liniové specificky,
vyskytuje se také u granulocytt (15) a ve stadiu kortikalni-
ho thymocytu i v rdmci vyvoje T fady. Cést T-ALL je rov-
néZ pozitivni, intenzita je ale zpravidla nizsi nez u BCP-
ALL (16).
CD34

Znak Casnych progenitord a kmenovych bunék. Neni
liniové specificky.

Imunoglobulin M (IgM) tézky fetézec

V normélni B lymfopoéze je po tspésné VDI rekom-
binaci nejprve exprimovan tézky retézec IgM cytoplaz-
maticky, poté je spolu s VpreB molekulou vystaven na

Obr. 2. Obrazek vlevo ukazuje normélni vyvoj B fady podle exprese antigenu CD20 a CD10, uprostfed na
pozadi normalni KD (kontury) je zobrazena CD10 negativni proB ALL a vpravo cALL, kde u vétSiny blastl
je hyperexprese CD10. VSechny graty jsou z gatu CD19p°s bunék s odpovidajicimi optickymi vlastnostmi.

povrch, coZ spousti signalizaci umoZilujici proliferaci
prekurzoru s dspéSné prestavénym antigennim recepto-
rem. Klasifikace leukemii pouZziva detekci cytoplazma-
tického IgM jako marker pro preB ALL, povrchové IgM
definuje zralou B-leukemii, kterd je nejméné obvykla
a lisi se progndzou i 1écbou.
CD20

se objevuje zhruba paralelné s dokoncenim piestavby
tézkého fetézce a s jeho cytoplazmatickou expresi. U leu-
kemii je Casto pfitomen, nékdy asynchronné s hyperex-
presi CD10. Zpravidla je pozitivni jen na subpopulaci
blastli, coz limituje eventudlni vyuZiti specifické anti-
CD20 lécby u BCP-ALL. Zrala B-ALL je typicky vyso-
ce pozitivni.

Terminalni deoxy-nukleotidyl transferdza (TdT)
Cytoplazmaticka TdT je typicky pfitomna u leukemic-
kych bunék, v normélni kostni dfeni se vyskytuje jen
u malé subpopulace prekurzori (pfedevsim
CD19434+10+ az ++), lze vyuzit pro odliSeni maligni
a nemaligni B lymfoproliferace.
CD58
Je znak nespecificky pro B fadu, ale jeho vysoka expre-
se spolu s vysokou expresi CD10 je charakteristickd pro
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nékteré leukemie a lze proto vyuzit pro sledovani MRN
7.

Aberantni znaky u B-lymfocytarni rady

Znaky omezené v normalnim vyvoji pro jiné fady, ale
vyskytujici se ¢asto na leukemickych buiikach (18).
CD66¢c (KOR-SA3544 antigen)

Aktivaéni znak granulocytli, u nemalignich B prekur-
zorl se nevyskytuje, proto jej miizeme na B prekurzo-
rech povazovat za znak malignity (6).

CD33. CD13

Znak monocytl a granulocyttli, aberantné se vyskytuje
na BCP-ALL.
CD15. CD65

Znak granulocytli, aberantné se vyskytuje na BCP-ALL.
NG2

Molekula chondroitin sulfatu, ve fyziologické hemato-
poéze tato molekula neni exprimovana. NG2 molekula se
aberantné vyskytuje u leukemii (ALL i AML) s prestav-

bou genu MLL (obr. 3).

T-akutni lymfoblasticka
leukemie (T-ALL)

Primarnim mistem
T lymfopoézy je thymus,
leukemické bunky vSak
cirkuluji v periferni krvi
a kostni dreni. Pfitomnost
nezralych T lymfocytd
v periferni krvi ¢i kostni
dreni tedy ukazuje na dia-
gnézu T-ALL. Typic-
kou znamkou malignity
uT- ALL je koexprese CD7
a CDS5 na CD3 negativnich buiitkich nebo koexprese
CD4 a CD8 v periferni krvi nebo kostni dfeni.

Liniové specifické znaky pro T-lymfocytarni radu
CD7

CD7 je glykoprotein exprimovany na zralych T lym-
focytech, NK buiikach a thymocytech, ale i na nékterych
nediferencovanych progenitorech. Je to senzitivni mar-

T T
10° 10’ 102 10° 10* 10

CD19

10’ 102 103 10

CD19

Obr. 3. Aberantni exprese NG2 na BCP ALL blastech u pacientky
kojeneckou ALL s prokdzanym fiznim genem MLL/AF4 (vlevo).
Vpravo obrazek u téZe pacientky 2 roky od diagnézy onemocnéni
v kompletni remisi a negativnim fuiznim genem MLL/AF4. Je zietelné
nenulové pozadi v regenerujici KD, které limituje vyuziti pii detekci
MRN.
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ker T-ALL, ale neni specificky, jelikoZ jej exprimuji také
nékteré typy myeloidnich leukemii. Malé ¢ast nezralych
progenitord ve fyziologické KD je CD7+33+.
CD3

CD3 je soucasti komplexu T-bunééného receptoru
(TCR). CD3 je exprimovan v cytoplazmé ¢asnymi thy-
mocyty. Cytoplazmaticka exprese CD3 je zakladnim
znakem, ktery zafazuje bunky k T radé.
CDS5 a CD2

Znaky CD2 a CDS5 jsou exprimovany na thymocy-
tech a zralych T lymfocytech. CD5 také definuje pod-
skupinu B lymfocytt (tzv. T independentni B1 lymfo-
cyty). CD2 nalézame také na NK butikach. Oba antige-
ny jsou exprimovany na vice nez 90 % T-ALL a pouZi-
vame je jako podpurné znaky. CD2 je aberantné expri-
movana u ¢asti AML, typicky u AML M3v (6).

Znaky definujici vyvojova stadia a funkcni podsku-
piny
CDh4

Znak definujici ,, T-helper* podskupinu T lymfocyta
v periferni krvi, zarovei je exprimovéan také monocyty.
V thymu se objevuje nejprve u dvojité pozitivnich thy-
mocytll (spolu s CDS8). Je koreceptorem komplexu
CD3-TCR. Byva pozitivni u AML s monocytarnim
vyzravanim.
CD8

Definuje cytotoxické T lymfocyty (antigen specific-
ké zabijece). V thymu se objevuje nejprve u dvojité
pozitivnich thymocytl (spolu s CD4). Je koreceptorem
komplexu CD3-TCR.
TCRaB, TCRyd

T-bunéény receptor, je zakladnim nastrojem T bunék
pri specifickém rozeznavani antigenti.
CDla

Je znak exprimovany nezralymi T lymfocyty
v thymu. Definuje intermediarni T-ALL (19).
CD99

CD99 je exprimovano na fadé hematopoetickych
bunék i progenitort, v pfipadé thymocytd a T-ALL je
exprese kvantitativné zvysena (20).

103 @ 5 - =.

100 S

18;399 ? 10° 10' CD4”|]2_'_""'“1;3 10*
Obr. 4. Srovnani imunofenotypu nemalignich T lymfocyti (v kontu-
rach) a intermediarni T-ALL (zvyraznéna populace obdélnikem). Na
levém obrazku (kombinace CD99/7/5/3, gate CD7p°% bez hyperexprese
CD5poz pro kontury a CD7++5slabé poz CD99++) typicky vysokd expre-
se CD99 a nizkd aZ negativni povrchovd CD3. Na pravém obrazku
koexprese CD4 a CD8 z kombinace CD4/8/3.
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Sledovdni pribéhu 1é¢by

Soucasny pfistup k sestavovani 1ééebnych protokola
ALL pouziva strategii terapie §ité na miru rizika selha-
ni 1é¢by. Jednim z parametrd je odpovéd na 1écbu. Jiz
pres dvé dekady se hodnoti rychlost redukce poctu
blastd pfi prednisonové predfazi. Nyni se zavadi
v nékterych protokolech detekce minimalni rezidualni
nemoci (MRN) v pribéhu terapie jako kritérium pro
prefazeni mezi rizikovymi skupinami. K detekci MRN
se pouzivd metoda kvantitativni PCR a zatim pouze
vyzkumné také pritokova cytometrie. Ne docela vyfre-
Senym problémem aplikace cytometrie ve sledovani
MRN je zna¢na podobnost leukemickych bunék a rege-
nerujicich B-lymfocyti, které v nékterych casovych
bodech terapie tvoii vyznamné pozadi. Pro klinicky
pouzitelné méfeni MRN je tfeba detekovat leukemic-
kou buniku na pozadi 1 000 az 10 000 bunék. Zlepseni
specifity ocekdvame od zavedeni mnohobarevnych
protokold (vice nez 4 fluorescenéni znaky).

Nové prediktory

Studie expresniho profilovani (EP, expression profi-
ling, gene chips, microarrays) prinaseji data o expresi
desetitisicti genti. Jejich vyhodnocenim je mozné hle-
dat skupiny (napiiklad ALL pacientt), které maji
podobné expresni vzorce (,,expression patterns®), tzn.
je pro né& charakteristickd exprese nékterych gend,
nebo hledat geny, které jsou typické pro jednotlivé sku-
piny (a vztahovat je k biologii, leukemogenezi a pro-
gndze) (21). Odhady poctu gent, které jsou kli¢ové pro
identifikaci urcité skupiny pacientl (napf. genotypové
a rizikové), se lisi. Néktefi autofi predpokladaji, Ze
gentl urcujicich napf. genotypové poskupiny nemusi
byt vice nez 20 (napt. Downing (22). Takovy pocet
gent, ¢i odpovidajicich proteint je potom mozné stu-
dovat metodami molekuldrni biologie (RT-PCR) ¢i
prutokové cytometrie. Pritokova cytometrie ma vyho-
du simultanniho stanoveni vice molekul na jedné
burice a relativni nendrocnosti na kvalitu, mnozZstvi
vzorku a na provedeni. V na$i studii vyuzivime dat
z EP k nalezeni téchto kli¢ovych molekul. Podafilo se
nam nalézt dvé molekuly (CD44 a CD27) predpovida-
jici pfitomnost fizniho genu TEL/AMLI (23). Chen et
al. (17) navrhli na zakladé dat z EP detekci molekuly
CD58 pti vySetfovani minimdalni residudlni nemoci.
Stale se také intenzivné pracuje na standardizaci EP
pro diagnostické ucely, ale jako raciondlnéjsi se jevi
vyuZziti této metody pro vyzkumné tcely a pro naleze-
ni novych diagnostickych a prognostickych znak.

Zavér

Vhodné a metodicky dobfe provedené pouZiti pritokové
cytometrie ma vyznamnou roli pfi diagnostice a diferenci-
alni diagnostice leukemie. Imunofenotypizaci odliSime
nemaligni prekurzory od leukemickych bunék v aspiratu
kostni dfené ¢i periferni krve. Na zdkladé liniové specific-
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kych znaki stanovime typ leukemickych bunék. Dalsi
znaky definuji stupeti zralosti a midzou predpovédét i rizi-
ko selhani terapie. Mnohobarevna priitokova cytometrie je
vyzkumné pouzivana k vyhledavani a stanoveni prediktiv-
ni hodnoty dalSich molekul a ke sledovani MRN.

Seznam pouzitych zkratek
KD kostni dfeil

BCP B cell precursor

MRN  minimélni rezidualni nemoc
TCR T cell receptor

ALL  akutni lymfoblasticka leukemie
AML  akutni myeloidni leukemie
MLL  mixed lineage leukemia

Prdce byla podporena grantem IGA MZ CR 7430-3.

Podeékovdni

Vyisledky jsou umoznény spolupraci vSech center v rdmci
Pracovni skupiny pro détskou hematologii (B. BlaZek,
Z. Cernd, Y. Jabali, V. Mihdl, D. Prochdzkovd, J. Stary,
J. Stérba, J. Hak, K. TouSovskd). Laborantkdm a laboran-
tim Ustavu imunologie a Kliniky détské hematologie
a onkologie za pomoc pri ziskdvdni a analyze dat
(J. Ridoskovd, K. Pospisilovd, L. Gondorcinovd, D.
Thiirner, P. Semerdk, K. MuZikovd, L. Reznickovd, K.
Krejcikovd, A. Brabencovd).
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