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Vyvoj komplexnych chromozémovych prestavieb u pacienta s ALL
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V prispevku opisujeme zaujimavy pripad 63-ro¢ného pacienta s diagnézou akudtna lymfoblastova leukémia. Cy-
togenetickymi metédami sme vySetrovali karyotyp a identifikovali sme variantnd formu t(9;22) s chromozé-
mom 2. Po 6 mesiacoch sme zaznamenali navyse dic(7;9). Pacientovi sme detegovali karyotyp 45, XY, dic(7;9)
(p11;p11), der(9)t(9;22)(q34;q11)ins(9;2)(q34;p15p23), ktory je spojeny so zlou prognézou. Napriek tomuto fak-
tu je nas pacient po liecbe v remisii.
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Development of complex chromosome rearrangements in a patient with ALL

In the report, we describe an interesting case of 63-year old man with diagnosis of acute lymphoblastic leukae-
mia. We examined karyotype with cytogenetic methods and identified variant of 1(9;22) with the chromosome
2. After 6 months, furthermore, we noticed dic(7;9). We determine the karyotype of the patient 45, XY, dic(7,9)
(p11;p11), der(9)t(9;22)(q34;q11)ins(9;2)(q34;p15p23), which is linked with poor prognosis. Despite this fact, our

patient is in remission after the treatment.
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Uvod

Akutna lymfoblastova leukémia (ALL) je ochorenie, kto-
ré vznika malignou transformaciou kmenovej hematopoetic-
kej bunky lymfoidnej linie a nasledne dochadza ku klonalnej
proliferacii lymfoidnych prekurzorov so zastavenim diferen-
cidcie na roznych stuprioch diferenciacie lymfoidnych blas-
tov. Incidencia ochorenia ma dva vrcholy, prvy je vo veku 4
az 5 rokov s incidenciou 5,3 na 100 000 obyvatelov a druhy
vrchol sa nachadza okolo 50. roku zivota s incidenciou 2,3
na 100 000 obyvatelov za rok®.

Klasifikacia WHO deli ALL na B- a T-ALL podla zasiahnutej
bunkovej linie. Liniu B-ALL d'alej rozdeluje na zaklade gene-
tickych zmien ako nespecifikovanu alebo s rekurentnymi ge-
netickymi abnormalitami (1(9;22)(q34.1;q11.2), t(v;11923.3),
1(12;21)(p13.2;922.1), hyperdiploidia, hypodiploidia, t(5;14)
(931.1;932.3), 1(1;19)(q23;p13.3)®.

Stanovenie chromozémovych aberdcii ma pri leukémii
velky vyznam pre prognézu a podanie spravnej lieCby. Typic-
ké chromozomové aberacie sa liSia v zavislosti od veku pa-
cienta a tiez bunkovej linie. ALL je najcastejSia malignita det-
skych pacientov a vyskytuju sa pri nej typické aberacie ako
1(12;21), t(1;19) a hyperploidia, ktoré st u dospelych s tou-
to diagndézou pozorované len zriedka®. Naopak, u dospelych
ALL predstavuje len 20 % vsetkych leukémii®.

Okolo 70 % dospelych s ALL ma leukemické bunky s chro-
mozomovymi abnormalitami. NajcastejSiu aberaciu predsta-
vuje t(9;22). Pri 1(9;22) dochadza k zlomom a vymene cas-
ti dlhych ramien 9. a 22. chromozdému, ¢im vznika fuzny gén
BCR-ABL. Fuzny protein produkovany z tohto génu je aktiv-
ny onkoprotein s tyrozinkinazovou aktivitou, ktory dava leu-
kemickym bunkam proliferaénd vyhodu. Podl'a konkrétneho
miesta zlomu a procesovania mRNA méze vznikat hybridny
protein BCR-ABL s velkostou 210 kDa (p210), 190 kDa (p190)
a 230kDa (p230). Pacienti s B-ALL maju pritomny p190 (skor

u deti) alebo p210 (Castejsie u dospelych). Klinické znaky
u pacientov s B-ALL p190 a p210 boli velmi podobné, mierne
horsi klinicky vysledok bol pozorovany u pacientov s p210®.

Translokacia t(9;22) existuje v dvoch formach - v jedno-
duchej a variantnej. V jednoduchej sa na nej zi¢astiuju len
dva chromozémy 9 a 22, a variantna zahffia okrem spomina-
nych chromozémov aj dalsi. Tyrozinkinazové inhibitory ako
lieciva vhodné pri klasickej t(9;22) su Gcinné aj pre variant-
né formy®®,

Pri akutnych leukémidch je ¢asto zaznamenana nadex-
presia génu WT1. Gén WT17 sa nachadza na kratkom rame-
ne 11. chromozdmu v oblasti 11p13. Ako transkripény fak-
tor ma dolezitu ulohu pri kontrole proliferacie, diferenciacie
a pri apoptdze. Stupen jeho expresie je obzvlast vyznamny
pri hematopoéze, ked' je gén exprimovany v nezrelych bun-
kach, a aZ po jeho poklese moze déjst k maturacii krvnych
elementov®'9, Samotny gén WT1 predstavuje nespecificky
marker, kedze sa nespdja len s jednym typom leukémie, av-
Sak slizi ako terapeuticky ciel a znak na monitorovanie mi-
nimalnej rezidualnej choroby®.

Prognéza ALL sa odvija od viacerych faktorov a zhorsu-
je sa s opakovanymi atakmi leukémie na jedinca. Sancu na
kompletnu remisiu znizuje vek pacienta, znizena tolerancia
lieCby a vy$si pocet leukocytov.

Kazuistika

Muza vo veku 63 rokov v pociatku anamnézy v dosledku
epidermoidného karcindmu pravej podnebnej mandle sledo-
val jeho spadovy onkoldg. Pacient podstupil chemoterapiu
a radioterapiu, ¢o pravdepodobne nasledne vyvolalo myelo-
proliferativnu neoplaziu (MPN) s nepritomnym filadelfskym
chromozémom (Ph). Od roku 2009 je vedeny v hematologic-
kej ambulancii s diagnézou esencidlna trombocytémia. V ro-
ku 2014 mu bola diagnostikovana sekundarna myelofibréza.
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0 3 roky, v roku 2017, bol u pacienta zaznamenany prechod
do B-bunkovej ALL. Na zaklade pritomnosti 21 % patologic-
kej populacie B-lymfoblastov a na zdklade imunofenotypu
(pritomné znaky CD10, CD19, TdT a nepritomny CD117) bola
u pacienta potvrdena B-ALL.

Vzorky kostnej drene (KD) a periférnej krvi (PK) sme v na-
som laboratériu prvykrat vysetrili v oktobri 2017. Na zakla-
de genetickej analyzy boli zaznamenané patologické néle-
Zy spojené s nepriaznivou prognézou. Leukémia u pacienta
progredovala, na ¢o bola podana silnd lieCba, ktora viedla
k hemotoxickému Soku a bol zaznamenany zhorseny hema-
tokryt. Na obrazku 1 je zndzorneny vyvoj lieCby u pacienta.
Prognéza je momentalne priazniva, pretoze pacient sa na-
chadza v stave remisie bez blastov.

Metédy

Cytogenetickd analyza bola uskuto¢nend na vzorkach
kostnej drene, spracovanych podla Standardnych cytogene-
tickych postupov po 24-hodinovej kultivacii. Preparaty boli
farbené Wrightovym roztokom. Ndasledne bolo hodnotenych
20 metafaz vo svetelnom mikroskope, ak to kvalita vzorky
umoznila, a karyotyp bol zapisany podla International system
for human cytogenetic nomenclature (ISCN)(?.

Fluorescencna in situ hybridizacia (FISH) sa uskutoc¢nila
na vzorkach KD alebo PK spracovanych podla standardnych

Obrazok 1. Vyvoj lieCby u nasho pacienta s B-ALL
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Tabulka 1. Prehlad sond pouzZitych na FISH analyzu

postupov. Na detekciu aberacii na chromozémoch 2, 7, 9
a 22 boli pouzité Specifické lokusové sondy a celochromozé-
mové sondy (WCPs). Prehl'ad sond je opisany v tabulke 1. Vo
fluorescen¢nom mikroskope bolo hodnotenych 200 jadier.

Molekulovd analyza bola uskuto¢nend pomocou meté-
dy RT-PCR. Na detekciu génov WT17 a BCR-ABL bol pouzity
kitQiagen (Dynex).

Vysledky

Vzorka pacienta bola vySetrovana v nasom laboratériu do-
posial Styrikrat. Prvé vySetrenie KD a PK sa uskutocnilo v ok-
t6bri roku 2017 po prechode do ALL. Prehlad vySetreni a ich
vysledkov sa nachadza v tabulke 2.

Cytogenetické a FISH vySetrenie

Cytogenetickou analyzou sme pri prvom vySetreni od-
halili variantni formu translokacie t(9;22) chromozému,
ked okrem chromozémov 9, 22 je do translokdacie zahrnu-
ty aj treti — chromozdém 2. Doslo k inzercii Casti kratkych ra-
mien chromozému 2 do chromozému 9 v oblasti 9q34. Sta-
novili sme karyotyp 46, XY, der(9)t(9;22)(q34;q11)ins(9;2)
(934;p15p23) (obrazok 2).

Chromozémové aberacie pozorované na karyotype
(obrazok 2) sme potvrdili FISH metddou. V 97 % jadier bola
pritomna BCR-ABL fuzia (obrazok 3). Pomocou celochromo-
zémovych sond WCP 2 a WCP 9 sme odhalili inzerciu krat-
kych ramien chromozému 2 do dlhych ramien chromozému
9 (obrazok 4).

Pri kontrolnom vySetreni po 6 mesiacoch sa napriek liecbe
v patologickom klone okrem predchadzajucich zmien objavi-
la aj sekundarna aberacia v podobe dic(7;9). Pacient nemal
ani jeden zdravy 9. chromozém. Karyotyp pacienta (obra-
zok 5) sme urcili ako 45, XY, dic(7;9)(p11;p11), der(9)t(9;22)
(934;911)ins(9;2)(q34;p15p23).

e | Nazov. | Vyrobca | Farebné spektrum

XL BCR/ABL::upsliuosnTlg?:tfleocatlon/DuaI MetaSystems | ABL spectrum orange, BCR spectrum green BCR-ABL
lokusovo-$pecifické Translocation/Dual ZytoLight® Zytovision CDKN2A/CDKN2B spectrum green, D9Z1 p16/c9
sondy SPEC CDKN2A/CEN 9 Dual Color Probe spectrum orange

XL 7922/7q36 Deletion Probe MetaSystems D7Z1035:13;2u7n(']13a6q(téaz,|_|7§)282r§z(l:\{(ILZrE)gs;ggﬁtrum ¢7/7q922/7q36
; 3 XCP 2 Green MetaSystems spectrum green WCP2
gﬁ:f;;zsvnégzs(;move XCP 7 Orange MetaSystems spectrum orange WCP7
XCP 9 Green, XCP 9 Orange MetaSystems spectrum orange, spectrum green WCP9

Tabulka 2. Vysledky genetickej analyzy

m Cytogeneticka analyza FISH analyza Molekulova analyza

46,XY,der(9)t(9;22)(q34;q11)ins(9;2) g . . £ 110-99-9)- Q79 . - -
10/2017 (q34;p15p23)[14]/46,XY[6] BCR-ABL pozit. variantna t(9;22;2): 97% BCR-ABL p210 NCN=1.366, WT17 NCN=0.057
‘(T . . BCR-ABL pozit. variantna t(9;22;2): 97%
45,XY,dic(7;9)(p11;p11), der(9)t(9;22) P 3
4/2018 . - . ! delécia 9p16: 60% BCR-ABL p210 NCN=3.380, WT7 NCN = 0.09
(934;911)ins(9;2)(q34;p15p23)[15]/46,XY[5] ¢7/7922/7436 negat.
BCR-ABL pozit. v dvoch klonoch
. 1. jednoducha translokacia t(9;22): 12%, . _ _
6/2018 Periférna krv 7. variantna translokdcia t(9;22;7): 8% BCR-ABL p210 NCN=0.319, WTT NCN=0.0024
9p16/c9 negat.
8/2018 NeUlspesna kultivacia BCR-ABL negativne BCR-ABL p210 (NCN nemozné urcit), WT7 negat.
1/2019
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Obrazok 2. Karyotyp 46, XY, der(9)t(9;22)(q34,q11)ins(9;2)(q34;
p15p23)
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Obrazok 3. FISH — variantna prestavba BCR-ABL. Na analyzu bola
pouzita sonda XL BCR/ABL1 plus Translocation/Dual Fusion Pro-
be, ABL v spektre orange, BCL v spektre green. (Fuzia BCR-ABL je
zndzornend sipkou, druhd recipro¢nd fuzia chyba v désledku in-
zercie chromozému 2 do chromozému 9. Cervenou je znadeny
ABL z 9. a zelenou BCR z 22. chromozému.)

FISH vysetrenie potvrdilo dic(7;9) pomocou $pecifickych
lokusovych sond ¢7/7q22/7q36 a 9¢/9p16 (obrazok 6). Cen-
troméry chromozému 7 (obrazok 7a) a 9 boli obe pritomné,
na zaklade &oho sme potvrdili dicentricky chromozém. Spe-
cifickou lokusovou sondou sme zaroven detegovali deléciu
kratkeho ramena chromozdému 9 v oblasti p16 (obrazok 7 b),
¢o nam nepriamo potvrdzuje pritomnost dicentra zlozeného
z dlhych ramien chromozémov 7 a 9 a zaroven ndm umoznu-
je uskutocnovat dalSie vysetrenia na interfazovych jadrach
a sledovat monozoémiu 9p.

Nasledujtca kontrola (6/2018) sa uskutocnila z perifér-

nej krvi pomocou FISH analyzy. Bola odhalena pritomnost

2 klonov translokacie 9;22 - klasicky — postihujuci len dva
chromozoémy, 9 a 22, a klon s variatnou translokaciou der(9)
1(9;22)(q34;q11)ins(9;2) (rovnakou ako pri prvom néleze).

Obrazok 4. FISH - inzercia Casti chromozému 2 (zeleny signal)

do 9. chromozému (Cerveny signal). Na analyzu boli pouZité son-
dy XCP 2 Green a XCP 9 Orange. (Sipka oznaduje derivovany chro-
mozdm, ktory ma v spodnej ¢asti modrou zobrazent ¢ast 22, kto-
ra vznikla po t(9;22).)

Obrazok 5. Karyotyp 45, XY, dic(7;9)(p11,p11), der(9)t(9;22)

(g34;q11)ins(9;2)(q34,p15p23)
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Posledna kontrola (8/2018) sa uskutocnila zo vzorky
kostnej drene. Cytogeneticka analyza nebola mozna pre ne-
uspesnu kultivaciu a FISH analyza potvrdila negativny vysle-
dok na pritomnost t(9;22).

Molekulova analyza

Molekulovou analyzou bol u pacienta detegovany fuzny
transkript BCR-ABL p210 pri vSetkych vySetreniach. Hladina
jeho expresie sa v danom ¢ase menila a najvyssia hodnota
bola zaznamenana pri druhej kontrole (4/2018), nasledne uz
pritomnost fuzneho transkriptu rapidne klesala (graf 1). Fu-
zny gén mozno kvantifikovat pomocou NCN, ¢o predstavu-
je pomer poctu kopii fuzneho génu k poctu képii kontrolné-
ho génu (tabulka 2).
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Pacientovi bol analyzovany stav expresie génu WT1. Fy-
ziologicka hodnota zo vzorky kostnej drene je 0,01 — 0,04,
v periférnej krvi je to 0,002. Nadexpresia génu WT1 bola pozi-
tivna pri prvych dvoch vySetreniach a podobne ako pri ostat-
nych vysledkoch bolo mozné pozorovat zhorsenie stavu pa-
cienta prave pri druhom, ked' hladina expresie v kostnej dreni
stupla z 0,057 na 0,09. Nasledne pacient zacal reagovat na
lieCbu a jeho stav sa zlepsil.

Obrazok 6. FISH — dic(7;9) s pouZitim sond XCP 7 Orange a XCP 9
Green (Cervenou je znaceny chromozém 7 a zelenou chromozém
9, Sipka ukazuje na chromozdm, ktory vznikol fuziou dlhych ram-
ien oboch chromozémov)

Diskusia

Pacientovi bola stanovena diagn6za B-ALL. Pre B-ALL je
typicka pritomnost znakov CD10, CD19 a TdT a zaroven ne-
pritomnost CD1170", ¢o koreluje s nasimi vysledkami, u pa-
cienta boli totiz imunologickou fenotypizaciou pritomné zna-
ky CD10 (92 %), CD19 (100 %) a TdT (93 %).

NajcastejSou chromozdmovou aberaciou pri ochoreni
B-ALL u dospelych je t(9;22). Tato aberacia, ¢i uz klasicka,
alebo variantna, je pri B-ALL spojena so zlou progndzou. N&-
zory na biologicku funkciu klasickej a variantnej formy sa roz-
nia. Isté studie naznacuju, ze pacienti s variantnou formou
maju horsie vysledky, avSak existuju aj protichodné nazory,
podla ktorych takéto translokacie nemaju vplyv na vysledok
liecby a prezivanie('3'9. Na zaklade analyzy genetickych vy-
sledkov sa mozno domnievat, Ze pacient mal pévodne kla-
sicku 1(9;22), ktora bola detegovana pri pozitivnej reakcii pa-
cienta na lieCbu, ked doslo k poklesu buniek s patologickym
klonom z 97 % a 20 %.

Graf 1. Graf vyvoja fizneho génu BCR-ABL stanoveného moleku-
ldrnou analyzou v danom Case
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Obrazok 7. FISH - potvrdenie dicentrického chromozému. Obrdzok 7a znazorriuje dve zdravé centroméry (svetlomodrou) a dlhé rame-
nd chromozému 7 (Sipka znézorriuje aberantny chromozdm). PouZita bola sonda XL 7q22/7q36 Deletion Probe vo farebnych spektrach
D7Z1 spektrum aqua, 7q22(KMT2E) spektrum orange, 7q36(EZH2) spektrum green. Obrazok 7 b zobrazuje sondu Translocation/Du-
al ZytoLight® SPEC CDKN2A/CEN 9 Dual Color Probe vo farebnom spektre CDKN2A/CDKN2B spektrum green, D9Z1 spektrum orange.
Na obr. B su dve centroméry chromozému 9 (Cerveny signal) a zeleny signél z oblasti krdtkeho ramena 9p16 je pritomny len raz (zna-
zorneny Sipkou), tym sme potvrdili, pritomnost dic(7;9) tvoreného dlhymi ramenami tychto chromozémov.
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Pri druhom kontrolnom vysetreni (4/2018) pribudol k po-
vodnému nalezu dic(7;9). V patologickom klone sa u pacien-
ta nenachadzal ani jeden 9. chromozdm, ktory by nebol po-
znacCeny chromozémovou prestavbou. Kratke ramena 7p
a 9p obsahuju tumordzne supresorové gény a podla hypo-
tézy ich strata vedie k leukemogenéze. Samotna pritomnost
dic(7;9) pri diagnéze B-ALL ovplyvriuje progndzu, pricom za-
visi najma od veku pacienta. Detsky pacient ma podla litera-
tury priaznivd prognézu a dospely, naopak, nepriaznivu. Pri
dospelych pacientoch sa za najuspesnejSiu lieCbu povazu-
je transplantacia kostnej drene, ak to celkovy zdravotny stav
pacienta dovoluje(1617),

Okolo 70 % dospelych pacientov s ALL a t(9;22) ma aj
sekundarne chromozémové aberacie. NajCastejSie ide
o +der(22)t(9;22), +21, abnormality 9p, vysoku hyperploidiu
(viac ako 50 chromozdémov), +8, =7, +X, zmeny na 8. chro-
mozome, nadbytok ¢asti 1q alebo stratu 7p. Progndza sa lisi
v zavislosti od konkrétnej sekundarnej aberacie.

V stadii Pan a kol. (2006) mali 4 zo 7 pacientov sicasne
obe spomenuté chromozémové aberdcie. Traja pacienti boli
lieCeni chemoterapiou a jeden podstupil transplantaciu kost-
nej drene, dizka ich prezitia bola od 8 do 14,5 mesiaca('”.
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