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Vznik détské akutni lymfoblastické leukemie (ALL) je dle souc¢asnych poznatkli mnohastupriovy proces pocinajici ¢asto jiz pred narozenim jedin-
ce. Na vyvoj preleukemického klonu maji vliv vnéjsii vnitini faktory, vrozené genetické dispozice i nahoda. Vyznamnym faktorem ovliviiujicim
vznik détské ALL mohou byt infekéni onemocnéni. Vice nez konkrétni druh mikroorganizmu vsak hraje roli abnormalni odpovéd' imunitniho
systému na béznou infekci, ktera miiZze u vnimavych jedinct spustit dalsi procesy. Vyrazného pokroku bylo dosazeno v pochopeni genetické-
ho profilu patologickych bunék ALL. Na klinické urovni je dnes znamo mnoho korelaci genetickych zmén s mirou agresivity chovani daného
subtypu leukemického onemocnéni. S tim také souvisi Uprava lé¢ebnych protokoll na zékladé stratifikace dle rizika (prognostické a/nebo
prediktivni genetické faktory, sledovani minimalni zbytkové nemoci). Lé¢ba détské ALL dosahuje v porovnani s jingymi malignimi chorobami
vyborné vysledky (5leté pieziti dosahuje 90 %), s vyjimkou leukemii v kojeneckém véku, které maji stale horsi prognézu. Do laboratorni praxe
se dostavaji mnohé nové genetické techniky véele s metodami zalozenymi na mikroarray technologii a sekvenovani nové generace (next-ge-
neration sequencing). Silnou strankou jiz plné etablovaného cytogenetického vysetteni ziistava moznost komplexniho pohledu na karyotyp
patologickych bunék. Tento pohled nam umoziiuje pochopit mechanizmus vzniku pfitomnych aberaci a také moznost zachytit diverzitu
nadorovych bunék ve formé vznikajicich malych subklond. Zviditelnit tento specificky cytogeneticky pfistup je cilem pfredkladanych kazuistik.
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Role of cytogenetic analysis in current management of childhood acute lymphoblastic leukemia treatment

Childhood acute lymphoblastic leukemia, like cancer in general, probably arises from interactions between exogenous or endogenous
exposures, genetic susceptibility, and chance. This multistep process begins sometimes even during prenatal period of life. Abnormal
response to a common infection remains the strongest candidate for causal exposure. More precise risk stratification and personalized
chemotherapy based on the biological characteristics of leukemic cells and hosts (prognostic and/or predictive genetic markers, minimal
residual disease monitoring) have pushed the cure rate of childhood acute lymphoblastic leukemia to near 90 %. However with the ex-
ception of infant leukemia, which still bears a dismal prognosis. Many new genetic techniques are approaching to clinical praxis mostly
based on microarray or next-generation sequencing techniques. The strong point of well-established cytogenetic analysis remains in
the possibility of a complex view to the whole karyotype of pathological cells. This kind of view allows us to understand the origin of
genetic abnormalities and diversity of cancer cells in the form of evolving new subclones. The main goal of the presented case reports
is to bring attention to this specific advantage of cytogenetic analysis.
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Uvod

Vznik détské akutni lymfoblastické leuke-
mie (ALL) je dle soucasnych poznatkd mno-
hastupnovy proces pocinajici obvykle jiz pred
narozenim jedince. Na vyvoj preleukemického
klonu maji vliv vnéjsi i vnitini faktory, vrozené
genetické dispozice i ndhoda. Riziko vzniku ALL
u populace déti do 15 let je pfiblizné 1:2000
(1). V poslednich letech bylo dosazeno velkych
Uspéchl v pochopeni biologické podstaty
a mechanizmu tohoto procesu, pfesto zUstava
mnoho nedofesenych otazek. Dalsi postup v po-
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chopni podstaty procesu vzniku ALL je kompli-
kovan skute¢nosti, Zze se velmi pravdépodobné
jedna o vice biologicky odlisnych skupin, které
nemuseji mit stejny mechanizmus vzniku. Také
identifikace vyznamnych vnéjsich i vnitfnich
vlivll a role vrozenych genetickych dispozic se
ukazuje jako nesnadna.

Vyznamné faktory vzniku
détskych leukemii

Z vnéjsich faktord byl prokdzan vliv ionizu-
jiciho zéfenf (napt. zafeni vznikajici pfi vybuchu

atomovych bomb, rentgenové zafeni), jeho
vliv na soucasnou populaci by viak nemél byt
velky. Vliv neionizujiciho zafeni (napf. zéfeni
z béznych elektrickych spotfebict) je hodné
diskutovan, ale dosud se jej nepodafilo valid-
né experimentalné dokazat (1). Vyznamnym
faktorem pro vznik détské ALL jsou infekenf
onemocnéni. Vice neZ konkrétni druh mikro-
organizmu v3ak hraje roli abnormalini odpovéd
imunitniho systému na béznou infekci u vnima-
vych jedincl. Vnimavost jedince v tomto smyslu
mUZe byt ddna vrozenymi genetickymi dispo-



Tabulka 1. Piehled genetickych skupin détské
prekurzorové B-ALL, jejich Cetnost a rizikovost
(kompilace z literarnich zdrojd pouZitych v ¢lanku)

Geneticka skupina Cetnost (%) Rizikovost
Hyperdiploidni 25 nizka
ETV6-RUNX1 20 nizka
BCR/ABL1 like 9 vysoka
KMT2A (MLL) 6 vysoka
TCF3-PBX1 4 stfedni
CRLF2 4 vysoka
ERG 3 vysoka
BCR/ABL1 2 vysoka
dic(9;20) 2 vysoka
IAMP21 2 vysoka
Hypodiploidni 1 vysoka
TCF3-HLF 05 vysoka

zicemi (v populaci béznymi variantami gen0).
Dlouhodobé je zndmo, Ze déti s Downovym
syndromem maji asi 40ndsobné riziko vniku
ALL nez béznd populace. Analyzy na zakladé
studia kandidatnich genli nepfinesly statisticky
vyznamné vysledky. Celogenomové asociacn{
studie (GWAS) na velkych souborech pacient
a zdravych kontrol prokazaly vliv béZnych ale-
lickych variant u 4 gent — IKZF1, ARID5B, CEBPE
a CDKN2A. Utinek téchto nizce rizikovych variant
se sCitd az po 10ndsobné riziko pro nosice variant
ve vsech 4 genech v homozygotni formé (1).

Biomarkery a geneticky profil
Stanoveni rizikovosti onemocnéni u konkrét-
niho pacienta vychazi z kombinace prognostic-
kych a prediktivnich markerd ziskanych pfi zachy-
tu onemocnéni a béhem prvnich tydnu lécby.
Zavyznamné markery se v soucasnosti povazuj
predevsim klinické Udaje (vék, pocatecni pocet
bilych krvinek, CNS status — mira eventudini infilt-
race centralniho nervového systému leukemickymi
burikami), odpovéd' na lé¢bu sledovand pomoci
hladiny minimalIni zbytkové nemoci/choroby (mi-
nimal residual disease, MRD) a biologicka charak-
teristika patologického klonu (imunofenotypizace,
cytogenetické vysetfeni, molekuldrné genetickd
vysetreni) (1, 2, 3). Na hodnoceni MRD v pfesné
danych terminech se uplatnuji pfedevsim meto-
dy molekuldrné genetické a imunofenotypizacni,
které dosahuji vyrazné vyssi citlivosti nez vysetfenf
cytogenetické (4). Vyrazného pokroku bylo dosa-
Zeno v pochopeni genetického profilu patolo-
gickych bunék ALL a jeho korelace s agresivnosti
chovanidaného subtypu onemocnéni na klinické
drovni. Stejné jako v ostatnich oborech mediciny
je v soucasné hematoonkologii uplatiovan kon-
cept personalizované mediciny. S tim také souvisf
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Obrdzek 1. Cytogenetické vysledky FN Plzer 2004-2014
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Obrdzek 2. Cytogenetické vysetieni — kazuistika 1
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Obrdzek 3. Cytogenetické vysetieni — kazuistika 1

FISH:
73 % int. jader (6/15 mit6z) TEL/AML1

18 % jader (3/15 mit6z) duplikace TEL/AML1
+der(21)t(12;21)(p13;q22)

Sonda: LS| TELJAML1 SGISO ES Probe(Vysis)

13 % jader (2/16 mit6z) trizomie 10

Sonda: 10 alpha Satellite (Aquarius-Cytocell)

www.onkologiecs.cz | 2015;9(1) | Onkologie



Sdéleni z praxe

Obrdzek 4. Cytogenetické vysetieni — kazuistika 1
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Obrdzek 5. Cytogenetické vysetieni — kazuistika 2
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2. normalni karyotyp 46,XY[10]

Uprava lé¢ebnych protokoll a obecné vyborné
vysledky lécby détské ALL v porovnani s jinymi
malignimi chorobami (Sleté preziti dosahuje 90%)
(5). Vyjimkou z této porzitivni situace jsou stale ko-
jenecké akutni leukemie, které maji vysledky hors.
Tabulka 1 pfindsi soucasny prehled genetickych
skupin détské prekurzorové B-ALL, jejich ¢etnost
a rizikovost. Détskd prekurzorova B-ALL tvoff pfi-
blizné 85% viech pfipadl détské ALL, u pfiblizné
10% je diagnostikovana T-ALL a pfiblizné 2% tvoii
zrald B-ALL.

Vyvoj cytogenetického vysetieni
Vychozim materidlem pro cytogenetické

vysetfeni je u hematologickych malignit kostni
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dren, eventuélné periferni krev. Po kratkodobé
kultivaci bunék (obvykle 24 hodin) je bunécné
délenf zastaveno mitotickym blokétorem (kol-
chicin), ke vzorkdim je pfidan hypotonicky roztok
zpUsobujici zvyseni objemu vnitfnich bunécnych
struktur a déle fixace (metanol s kyselinou octo-
vouy), kterd mimo jiné zpUsobuje kiehkost bunéc-
nych membran. Za specifickych podminek (nizka
teplota, vysoka vihkost) je tato cytogeneticka
suspenze kapana na podloznf skla. U nékterych
délicich se bunék dojde k prasknuti cytoplazma-
tické i jaderné membrany a uvolnéni mitotickych
chromozom do okoli. Chromozomy jsou né-
sledné barveny rlznymi barvicimi technikami.
Celosvétove nejrozsifengjsim barvenim je tzv.

G-pruhovani (natravenf trypsinem a obarveni
roztokem Giemsa-Romanowski). Na obarvenych
chromozomech Ize pod optickym mikroskopem
hodnotit pocetni a strukturni zmény s rozlisenim
priblizné 5-10 megabdzi (MB). Ze strukturnich
zmeén jde pfedevsim o translokace, inverze, de-
lece, amplifikace ¢i inserce. Také do této oblasti
zasahl rychly rozvoj informacnich a komunikac-
nich technologii a umoznil dalsf vyvoj cytoge-
netickych technik. Slo predevéim o digitalizaci
nasnimanych obrazk{ karyotypt a vyvoj mnoha
metod na pomezi cytogenetiky a molekularnf
genetiky (molekuldrné cytogenetické metody)
v obdobi kolem roku 2000. V rutinni praxi i vy-
zkumu se dnes vyznamné uplatruji metody za-
loZené na fluorescencni in situ hybridizaci (FISH)
a celogenomové hybridizaci (CGH) umoznujict
rozliSeni abnormalit o velikosti nékolika desitek
kilobdzi (kb). Postupné bylo odhaleno mnoho
primarnich i sekundérnich cytogenetickych ab-
normalit a jejich vztah k rizikovosti onemocnéni
a jeho progndze.

Vyznamné primarni
cytogenetické abnormality

Mezi vyznamné pocetni abnormality pa-
tologického klonu patii hyperdiploidie (hyper-
diploidni karyotyp), kterd je charakterizovana
nendhodnym zmnozenim poctu chromozomd,
ve formé trisomif byvaji nejcastéji nalézany chro-
mozomy X, 4,6, 10,14, 17,18 a 21 (obvykle celkem
vice nez 50 chromozomd). Tato skupina zahrnuje
pfiblizné jednu ¢tvrtinu véech détskych pacientd
s prekurzorovou B-ALL a koreluje s dobrou pro-
gndzou vyvoje onemocnéni. Vzacnou skupinou
(asi 1%) je naopak hypodiploidie (hypodiploidni
karyotyp, obvykle je definovana jako méné nez
44 chromozomu), ktera viak koreluje s prognoé-
zou $patnou (zejména pak near-haploidnf ka-
ryotyp s po¢tem méné nez 30 chromozom)
(1,6). Nejcastejsi (priblizné 20%) ze strukturnich
abnormalit je translokace mezi p raménkem
chromozomu 12 a g raménkem chromozomu
21 - zapis dle cytogenetické nomenklatury je t
(12;21) (p13; g22). Jako dUsledek této translokace
vznikd novy fuzni gen ETV6/RUNXT, dfive ozna-
Covany jako TEL/AMLI, ktery vykazuje onkogennf
aktivitu. Vlastni translokace t (12; 21) je krypticka
(na hranici detekénich mozZnosti) pro klasickou
karyotypovaci techniku G-pruhovani a byla
objevena aZ s vyvojem molekuldrné cytogene-
tické metody FISH. Pfftomnost této translokace
U pacienta je spojovéana s dobrou prognézou.
Po zavedeni vysetfeni ETV6/RUNX1 fuze pomoci
metody FISH do rutinni praxe cytogenetickych
laboratofi a s pfibyvajicimi laboratornimi daty



Obrdzek 6. Cytogenetické vysetieni — kazuistika 2

FISH:
85 % int. jader BCR/ABL1

75 % jader s nadpogetnym chromosomem X

byla identifikovéna dalsi prognosticky dllezitd
podskupina — B-ALL s intrachromozomalni am-
plifikaci genu RUNX1 oznacovana jako iAMP21.
Tato vzacnéjsi zména (2%) je naopak spojovana
se $patnou prognoézou. Mezi dalsi prognosticky
vyznamné translokace u détské prekurzorové
B-ALL (velmi ¢asto u kojenct) patif translokace
oblasti 23 na g raménku chromozomu 11 s vel-
kou paletou jinych chromozom{ vedoucf k akti-
vaci onkogenu KMT2A (dfive MLL). Translokace
KMT2A genu jsou vétsinou spojovany se $pat-
nou prognézou. Obecné zndm4 translokace
mezi chromozomy 9 a 22 -t (9; 22) (934; g11),
pfi které vznika tzv. filadelfsky chromozom (Ph
chromozom, jde o derivovany chromozom 22)
a s nfm spojena nova genova flize BCR/ABLT, pa-
tf mezi vzacnéjsi ndlezy u B-ALL (2 %). Podstatou
patofyziologického procesu u tohoto subtypu
ALL je aktivace tyrozinkindzy ABL1. | pfes zacle-
nénf cilené biologické lé¢by tyrozinkindzovymi
inhibitory (nej¢astéji pouzivany je imatinib me-
syldt) do chemoterapeutickych protokoll pro
|écbu détské B-ALL a slibné vysledky velkych
studif, je viak spojovéna s vysokou rizikovosti
onemocnéni. Novymi genetickymi metodami,
mezi néz patfi napt. celogenomové sekvenova-
ni, byla v poslednich letech objevena pocetné
pomerné vyznamna skupina oznacena jako
BCR/ABLI-like, u které byl nalezen stejny profil
exprese gend jako u klasické BCR/ABL1 pozi-
tivni B-ALL (pfes nepfitomnost BCR/ABL1 fuze).
Také BCR/ABLI-like onemocnéni ma vysokou
rizikovost (1, 6).

Vysledky ve FN Plzen

V letech 2004 az 2014 bylo ve FN Plzen dia-
gnostikovano 53 déti' s ALL. Obrézek 1 predstavuje
hlavni cytogenetické skupiny pro pacienty s B-ALL.
Nasledujici dvé vybrané kazuistiky demonstrujf
pifpady nizce a vysoce rizikovych pacient(.

Kazuistika 1

2,5lety chlapec s pal roku trvajicimi recidi-
vujicimi respira¢nimi infekty si obcas stézoval
na bolest dolnich koncetin a mélzvysenou tvor-
bu hematomU. Pro ndpadnou bledost byl prak-
tickym lékafem vysetien krevniobraz a nalezena
anémie s hemoglobinem 65 g/l a trombocyto-
penie 54 x 10*9/1, pocet leukocytd byl v normé.
Pro podezfeni z akutni hemoblastozy byl chla-
pec v dubnu 2010 odeslan na Détskou kliniku
FN Plzen. Po pfijeti na détskou hematoonkologii
v klinickém nélezu dominovala vyraznd hepa-
tosplenomegalie, laboratorné v diferencidlnim
rozpoctu bilych krvinek byly pfitomny blasty.

VySetfenim aspiratu kostni dfené byla s vyu-
Zitim flowcytometrie a molekuldré genetickych
metod rychle potvrzena diagnoza akutni lym-
foblastické leukemie — euploidni common ALL,
ETV6/RUNX1 pozitivni. Cytogenetické vysetieni
nam dale pfineslo blizsi pohled na genetické
zmeény v nddorovych bunkach. Na chromozomu
12 Ucastnicim se translokace t (12; 21) odhalilo
metodou G-pruhovéni jesté soucasné piitom-
nou delecina p raménku chromozomu 12 a sub-
klon s trisomii chromozomu 10. Metodou FISH
byl odhalen jesté druhy subklon s duplikaci deri-
vovaného chromozomu 21, resp. duplikaci ETV6/
RUNX1 fuze (obrazky 2, 3 a 4 ukazuji vysledky tif
rdznych metod pouzivanych v cytogenetickych
laboratofich — G — pruhovani, FISH a array CGH, z
nichz kazda si zachovéva své vyhody a nevyho-
dy). Byla zahdjena terapie dle protokolu Interim
AIEOP BFM 2000 prednisonovou predféazi, kterd
probéhla bez komplikaci, bez projevd syndro-
mu n&dorového rozpadu (tumor lysis syndrom).
V den +8 byla spInéna kritéria pro dobrou léceb-
nou odpoved na prednison (prednison good
respons). 1. &ast protokolu I. byla komplikovana
dvéma ataky febrilni neutropenie, kultivacné
zjistén Hemophilus influenzae. Antibiotickou

Sdéleni z praxe

|é¢bou doslo rychle k Upravé stavu. Pfechodné
Cetnéjsi stolice byly upraveny dietnimi opatie-
nimi. Utlum parametr( krevniho obrazu i koa-
gulopatie doprovazejici aplikaci L-asparaginazy
(L-ASP) byly feSeny opakovanymi substitucemi.
V den 433 bylo dosazeno 1. kompletni remise.
2. ¢ast protokolu . probéhla bez vétsich kom-
plikaci a protokol I. byl ukonc¢en v ¢ervnu 2010.
| dalsi protokoldrni Ié¢ba probihala bez vétsich
problémd, ve 12. tydnu byl parametr minimalni
zbytkovéd nemoc (MRD) negativni a lé¢ba byla
kompletné ukoncena v dubnu 2012. V lednu
2015 je pacient bez klinickych a laboratornich
zndmek plvodniho onemocnéni ALL.

Kazuistika 2

Slety chlapec s febriliemi, krénf lymfade-
nopatif, nechutenstvim a bolestf pfi polykanf
byl v zaif 2004 vysetfen na Infekenf klinice FN
Plzen. Zde byla zjisténa hepatosplenomegalie
a v krevnim obraze leukocytoza 127 tis., ane-
mie s hemoglobinem 64g/l, trombocytopenie
10x10*9/I. Chlapec byl pfeloZzen na oddéleni
détské hematoonkologie FN Plzer.

VySetfenim kostni dfené byla potvrzena
euploidni common ALL, BCR/ABL1 pozitivni,
na podkladé t (9; 22) (q34;917), tj. pfitomnos-
ti Ph chromozomu. Cytogenetické vysetieni
pfineslo kromé potvrzeni pfitomnosti klasické
translokace t (9; 22) dalsi informaci o pfitom-
nosti nadpocetného pohlavniho chromozo-
mu X v hlavnim patologickém klonu (obrazky
5 a 6). Byla zahdjena lé¢ba dle protokolu ALL
IG-BFM 2002, odpovéd na lé¢bu viak byla ve
stanovenych parametrech nepfizniva, v den
+8 Spatné IéCebné zareagoval na prednison,
v den +15 byla pozorovdna minimalni regre-
se nalezu ve dfeni. Nasledné byl vzhledem k
zjisténé BCR/ABL1 pozitivité zafazen do studie
EsPhALL s Glivecem (imatinib mesylat, inhibi-
tor tyrozinkindz 1. generace) a k pokracovani
chemoterapie pfeloZen na Kliniku détské he-
matologie a onkologie FN Motol. Chlapec byl
dale indikovan k neptibuzenecké transplantaci
kostni dfené. Po ukon¢eni indukéniho bloku
chlapec doséahl cytologické remise. Lé¢ba in-
dukeni i dalSimi tzv. high riskovymi bloky byla
ale provazena Cetnymi zavaznymi komplika-
cemi. Vysetfenim minimaln{ residudini nemoci
pred alogennf transplantaci kostni dfené byla
prokédzana pozitivita BCR/ABLT na hranici citli-
vosti pouzité molekuldrné genetické metody
RT PCR (citlivost az 1:1000000), prestavby
IGH@ genu zUstaly negativni. Potransplantacni
pribéh byl komplikovén infekcemi i rozvinutim
reakce stépu proti hostiteli, postupné doslo k
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vyvoji molekuldrné genetického a poté v biez-
nu 2006 i cytologického relapsu. Pokus o expe-
rimentaini 1é¢bu dasatinibem (tyrozinkindzovy
inhibitor 2. generace) byl nelspésny, chlapec
umird na progresi zakladniho onemocnénf v
Cervnu 2006.

Zavér

Cytogenetické vysetieni pfindsi klinickym
lékafim hlavné informace s prognostickym ¢i
prediktivnim vyznamem. Tvofi dlleZity kdmen
v mozaice managementu soucasné lécby dét-
ské ALL sméfujici k cili mediciny Sité na miru
konkrétnimu pacientovi. Silnou strankou cyto-
genetického vysetfeni zUstava kromé schop-
nosti detekce nékterych vzacnéjsich aberaci
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pfedeviim moznost komplexniho pohledu

na karyotyp patologickych bunék. Tento pohled

ndm umoznuje pochopit mechanizmus vzniku

pfitomnych aberaci a také moznost zachytit

diverzitu nddorovych bunék ve formé nové
vznikajicich subklond.

Vznik ¢ldnku byl cdstecné podporen z grantu

¢. NT 14227 od Ministerstva zdravotnictvi

Ceské republiky.
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