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Aberdcie chromozomu 11 u pacientky s akutnou
myeloidnou leukémiou - kazuistika

RNDr. Andrea Blahova
Medirex, a. s., Bratislava

Uvod: Akatna myeloidna leukémia (AML) je fenotypovo a geneticky heterogénne klonalne ochorenie krvotvornych progenitorovych
buniek, pri ktorej dochadza k rychlej a nekontrolovanej proliferacii patologickej bunkovej populacie. Bolo identifikovanych mnoho
Strukturovych a numerickych aberacii asociovanych s AML a mnohé z nich su predikciou klinickych znakov ochorenia a terapeutického
vysledku. K ¢astym nalezom patria prestavby KMT2A génu lokalizovaného na chromozéme 11 v oblasti g23.

Kazuistika: V prezentovanom pripade mladej pacientky s AML typu M2 sme v ¢ase diagnézy cytogenetickou analyzou detegovali zried-
kavu translokaciu t(11;17)(q23;q25).

Vysledky: Translokacia bola potvrdena aj metédou fluorescencnej in situ hybridizacie (FISH), pomocou celochromozémovych sond.
Pacientka neskor podstupila nepribuzenski alogénnu transplantaciu, po dvoch rokoch nastal relaps a k primarnej aberacii pribudla
sekundarna - delécia dlhého ramena druhého chromozému 11.

Diskusia: Prognéza pacientov s prestavbou KMT2 génu je r6zna, zavisi od transloka¢ného partnera. Translokacia t(11;17)(q23;q25) sa spdja
so zlou progndzou. V literattre su opisané rozne sekundarne aberacie, avsak delécia druhého chromozému 11, a teda nepritomnost
ziadneho funkéného KMT2 génu opisana nebola.

Zaver: Cytogeneticka analyza zohrava délezitu tlohu v diagnostike hematologickych malignit. V kombinacii s FISH analyzou a molekulo-
vou metédou sa metédy navzajom dopinaju, umoziuju detegovat siroké spektrum aberacii a maju délezita tlohu v stanoveni prognézy,
klasifikacii a manazmente pacienta.
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Aberrations of chromosome 11 in patient with acute myeloid leukemia - case report

Introduction: Acute leukemia is phenotypically and genetically heterogenous clonal disease of hematopoietic stem cells which is cha-
racterized by the rapid growth and uncontrolled proliferation of patological cell population. Many recurrent structural and numerical
abnormalities associated with AML have been identified and many of them are predictive of clinical features and therapeutic outcome.
Recurrent genetic alterations are rearrangements of KMT2A gene that is localised at chromosome 11 band q23.

Case report: We report here a rare case of translocation t(11;17)(q23;925) on cytogenetic level in young patient with AML type M2.
Results: The translocation was also confirmed by fluorescent in situ hybridization (FISH) using whole chromosome painting probes. Patient
underwent allogeneic stem cell transplantation, after two years relapsed and to primary aberration gained secondary one - deletion of
long arms of the second chromosome 11.

Discussion: Prognosis for patient with aberration of KMT2 gene varies and depends on a translocation partner. Translocation t(11;17)
(g23qg25) is connected with a poor prognosis. Variety of secondary aberrations are described in literature but none deletion of second
chromosome 11 (consequently no functional KMT2 gene present).

Conclusion: Cytogenetic analysis plays important role in diagnostic of hematological malignancy. In combination with FISH and molecular
methods complement each other and thus allow detection of wide spectrum of aberration. Cytogenetic analysis has still an important
role in prediction of prognosis, classification and patient management.
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Uvod

Akutne myeloidné leukémie (AML) predstavuju heterogénnu skupinu malig-
nych ochorenti charakterizovanych nekontrolovanou proliferaciou a akumulaciou
nezrelych hematopoetickych buniek v kostnej dreni (KD) a ndslednym vyplavo-
vanim do periférmnej krvi (PK). Dochadza ku klondinej expanzii myeloblastov, ktoré
tvoria > 20 % buniek v kostnej dreni alebo v periférej krvi. AML predstavuje 2 -4 %
vietkych malignych nddorov a incidencia ochorenia je 2 — 3 pripady na 100 000

obyvatelov/rok. AML sa vyskytuje sa vo vietkych vekovych skupindch, aviak
s vekom vyskyt ochorenia stUpa a incidencia nad 65 rokov je 12 — 15 pripadov
na 100 000 obyvatelov a je mierne vy3sia u muzov ako u Zien (1).

Dolezitymi determinantmi AML st cytogenetické zmeny. V ¢ase diagndzy
sa vyskytuju klondlne chromozdmové aberdcie priblizne u 50 az 60 % pacien-
tov. Pacientov mézeme na zaklade klinickych a genetickych znakov rozdelit
do troch prognostickych skupin (2):
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Obrdzok 1. Translokdcia t(11;17)(923;925)
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B s priaznivou progndézou - t(8;21), t(15;17), inv(16),

B so strednou prognézou - normélny karyotyp, t(9;11), del(11q), del(7q),
del(©qg), del(20q), +8+11,+13+21,

B s nepriaznivou prognézou - komplexny karyotyp, prestavby 11923,
inv(3)/t(3;3).

Castym cielom prestavieb v hematologickych malignitach je gén
KMT2A (starsi ndzov MLL) lokalizovany na chromozéme 11 v oblasti 11923.
Je to protoonkogén s dizkou 89 kb, pozostavajuci z 36 exdnov. Kéduje
jadrovy protein s 430 kDa, ktory ma doélezitd Ulohu v regulacii transkripcie
HOX génov, ktoré participuju na kontrole embryonalneho vyvoja a na
diferencidcii hematopoetickych buniek (3, 4).

Reciproké translokacie predstavuju naj¢astejsiu formu prestavby
KMT2A génu u pacientov s AML. 11923 lokus je vysoko promiskuitny

a v sucasnosti je identifikovanych viac ako 70 réznych fuznych partneroy,
s ktorymi sa vyskytuje v prestavbe. Fuzny gén vznika fuziou 5-konca
KMT2A génu a 3’-konca partnerského génu. Vysledny fuzny protein spo-
sobuje zmenu fyziologickych vlastnosti MLL protefnu, <o mé za nasledok
leukemicku transformdciu prekurzorovych hematopoetickych buniek
(5). Progndza translokécie zavisi od fuzneho partnera, avsak pri vacsine
prestavieb je nepriazniva (4, 6).

Delécie dlhého ramena chromozému 11 patria k zriedkavejsim cy-
togenetickym zmendm (~ 1 %) a predstavuju intermediarnu prognoézu.
Dochédza k nim v réznych oblastiach, ale vietkym pacientom chyba
KMT2A gén.

K dalsim, zriedkavo detegovanym prestavbdm KMT2A génu, patria
nebalansované translokéacie, adicie, duplikacie, amplifikacie, inverzie a in-
zercie (7).

Kazuistika

Predstavujeme zaujimavy pripad mladej 34-rocnej pacientky, ktorej
bola v juni 2014 stanovend diagndza AML-M2 podla FAB klasifikacie. V ¢ase
diagndzy mala pacientka v KD pritomnych 85 % blastov a zo vzorky KD
sme uskutocnili vstupné genetické vysetrenie.

Vysledky

Cytogenetické a FISH vysetrenie

Cytogenetickou analyzou metafaz pripravenych 24-hodinovou kultiva-
ciou buniek KD sme odhalili drobnu translokaciu t(11;17)(923;925) (obrazok
1) a stanovili karyotyp 46,XX,t(11;17)(q23;925). Translokéciu sme potvrdili aj
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Obrdzok 2. Potvrdenie translokécie FISH analyzou za pouZitia celochro-
mozémovych sond - 11 (zelend farba) a 17 (Cervena farba)
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Obrdzok 3. Karyotyp pacientky po transplantdcii //46,XY,inv(3)(p12922)
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pouzitim celochromozémovych sond 11a 17 (obrazok 2) a zéroveri sme
pomocou fluorescencnej in situ hybridizacie (FISH) potvrdili aj prestavbu
KMT2A génu v 88 % vysetrenych interfdzovych jadrach za pouzitia sondy
XL MLL plus (Metasystems).

Tri mesiace po stanoveni diagndzy (9/2014) a dosiahnuti remisie
podstupila pacientka nepribuzenskd alogénnu transplantéciu krvotvor-
nych buniek (TKB). Darcom bol muz, ktory bol nositelom fyziologickej
pericentrickej inverzie chromozému 3 (obrdzok 3). Pocas nasledujuceho
roka chodila pacientka na pravidelné kontrolné vysetrenia, ktoré boli nega-
tivne. AZ vysSetrenie z januéra 2016 odhalilo relaps ochorenia a k primarnej
cytogenetickej zmene — translokacii t(11,17)(g23;925), pribudla sekundédrna
zmena — delécia dlhého ramena druhého chromozému 11-del(11)(q14)



Obrdzok 4. Karyotyp pacientky v ¢ase relapsu ochorenia 46,XX,del(11)
(914),t(11,17)(g23;925). (Okrem translokacie je pritomna aj delécia dlhého
ramena druheho chromozému 11))
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Obrdzok 5. FISH analyza pouzitim dual color sondy XL MLL plus (Meta-
systems). (Je pritomny len jeden Cerveny a jeden zeleny signél v pre-
stavbe. Dalsie signély nie st kvéli delécii 11q14 pritomné.)

Tabulka 1. Zhrnutie vysledkov genetickych vysetreni
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(obrazok 4). Sondou XL MLL plus (Metasystems) sme potvrdili pritomnost
len jedného KMT2A génu v prestavbe, druhy signal v dosledku delécie
chybal (obrazok 5). Posledné vysetrenia sme uskutocnili v marci 2016, ked
sme na cytogenetickej Urovni detegovali len metafazy donora, avsak na
FISH Urovni bola este v 23 % pritomna prestavba KMT2A génu.

Molekulova analyza

Na molekulovej Urovni sme v ¢ase diagndzy uskutocnili multiplexovi
analyzu PCR AMLplex (Mentype), ktord umoznuje analyzu 11 zakladnych
fuznych transkriptov pri AML (AML1-ETO, BCR-ABL, CALM-AF10, CBFB-
MYH11, DEK-CAN, MLL-AF6, MLL-AF9, MLL-PTD, NPM1-MLF1, PML-RARA) s 31
transkripénymi variantmi. Vysledok bol negativny, nebola dokdzana
Ziadna zo spomenutych translokacii. V ¢ase diagndzy a pocas kontrol
sa analyzoval aj WTT gén, ktorého nadexpresia bola pozorovana u 90 %
pacientov s AML. V leukocytoch kostnej drene zdravych jedincov sa
hladina expresie WTT génu pohybuje rddovo 102 NCN (normalizovany
pocet kopii). V ¢ase diagndzy a pocas relapsu sme vo vzorkach KD pa-
cientky zaznamenali zvysenu hladinu expresie WTT1 génu, ktora koreluje
s klinickym priebehom ochorenia (8). Vysledky vsetkych vysetrenf su
zhrnuté v tabulke 1.

Chimérizmus — monitorovanie stavu krvotvorby
po transplantacii krvotvornych buniek

Pacientka podstupila v septembri 2014 alogénnu nepribuzensku
transplantaciu krvotvornych buniek a v si¢asnosti je 611 dni po transplan-
tacii. Chimérizmus bol na molekulovej Urovni v pravidelnych intervaloch
monitorovany (Mentype). V 12/2014 bola potvrdend 100 % krvotvorba
darcu (kompletny chimérizmus). T4 vsak bola postupne, ako je uvedené
v grafe
Percentudlne zastupenia krvotvorby darcu a recipienta — pacientky, v kost-
nej dreni (KD) a periférnej krvi (PK) su z druhého roku po transplantdcii.

1, vytld¢ana hematopoézou pacientky (zmiesany chimérizmus).

Diskusia

Priblizne 10 % vietkych leukémii a 3 — 4 % vsetkych AML pripadov
ma prestavbu KMT2A génu, ktord sa Castejsie vyskytuje u mladsich pa-
cientov s AML de novo ako u starsich pacientov, ¢o sa potvrdilo aj u nasej
pacientky (3). Progndza pacientov s translokaciou je rézna, zavisi od
transloka¢ného partnera. Dodnes bolo klonovanych a charakterizova-

Jun 2014 46,XX,t(11;17)(023;925) 88 % prestavba MLL génu WTI pozitivny
Cas diagndzy (NCN = 0,965)
AML plex negativny
Jul 2014 46,XX 2 % prestavba MLL génu WTI negativny
Oktober 2014 //46,XY,inv(3)(p12922) MLL gén negativny WTT negativny
Po nepribuzenskej TKB Y 100 %
September 2015 1/46,XY,inv(3)(p12922) MLL gén negativny -
Y 100 %
Januar 2016 46,XX,del(11)(q14),t(11;17)(923;925) 43 9% prestavba MLL génu -
Relaps ochorenia [71//46,XY,inv(3)(p12922)[13] XX 33 % // 67 % XY
Marec 2016 //46,XY,inv(3)(p12922) 23 % prestavba MLL génu WTT pozitivny
(NCN=0,29)
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Graf 1. ZastUpenie krvotvorby v KD a PK uvedené v percentéach

DIFQUANT monitorovanie chimérizmu

551
PE

a70
KD

470
PE

365
PE

365
(]
2
B

% SRY donor B% Reciplent

nych na molekulovej Urovni viac ako 70 réznych partnerskych génov
a nové su stale objavované a opisované (9). K najcastejsie vyskytujucim
sa translokdcidm patria t(11;19)(g23;p13), t(9;11)(22;,923) a t(10;11)(p12;g23).
Translokdcie s lokusom 11923 patria do nepriaznivej prognostickej skupiny
okrem t(9;11)(p22;q23), ktord ma signifikantne dlhsie prezivanie a spaja sa
so strednou prognézou. V nasej praci opisujeme zriedkavu translokaciu
t(11;17)(923;925) detegovanu na cytogenetickej Urovni v Case diagndzy.
Translokacie sa zUc¢asthuje zchromozému 11 gén KMT2A a z chromozému
17 pravdepodobne gén SEPT9. Gén SEPT9 je ¢lenom septinovej rodiny,
ktord tvori 5 génov. Septiny st GTP-viazuce protefny a maju dolezitu
ulohu v procesoch bunkového delenia a zachovania bunkovej integrity.
Translokacia t(11;17)(g23;925) bola okrem pacientov s AML opisana aj
u pacientov so sekundarnou AML, akutnou lymfoblastovou leukémiou
(ALL) a velmi zriedkavo u pacientov s myelodysplastickym syndrémom
(MDS) a ako vacsina prestavieb s KMT2A je spojend so zlou prognézou (10).
Chen et al. (11) vo svojej praci uvadzaju ako najcastejsie sa vyskytujuce
sekundarne aberécie k prestavbe KMT2A génu deléciu chromozdmov 5,
7, komplexny karyotyp a trizomiu chromozému 8. Deléciu chromozému
11, akd sme detegovali u nasej pacientky, nezaznamenali. Strata funkcie
oboch génov KMT2A sicasne je velmi ojedinely jav a zatial nie su Ziadne
literdrne Udaje o vyskyte a progndze.

Zaver

Cytogenetické analyza je nenahraditelnou sucastou vysetrovacich
metdd v diagnostike hematologickych malignit. Umozriuje ziskat celkovy
karyotypovy obraz pacienta a odhalit aj rézne Struktdrové a numerické
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aberacie, ktoré su inymi metddami nedetegovatelné. Umoznuje ich sledo-
vat v Case diagndzy, pocas liecby alebo relapsu. S FISH analyzou a moleku-
lovou metddou sa navzajom dopliajd, spolu umoznuju detegovat Siroké
spektrum aberacif a maju dolezitu Ulohu v stanoveni prognozy, klasifikacii
amanazmente pacienta. Prognéza nasej pacientky je vzhladom na danu
translokaciu a nepritomnost ani jedného ,zdravého” a neporuseného
KMT2A génu velmi nepriazniva. Pacientka je v si¢asnosti v zlom stave,
rezistentna na chemoterapiu, vo floridnej faze ochorenia.

Podakovanie: Dakujem vietkym kolegom, ktorf sa podielali na priprave
a vysetrovani vzoriek pacientky na cytogenetickej, FISH a molekulovej trovni
pocas uplynulych dvoch rokov.
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