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Suhrn

U akutnej myeloblastovej leukémie je chromozémovy pruzok 11g23 jednym z najcastejsich zlo-
movych regidnov. Analyza tejto oblasti viedla k objavu mimoriadne promiskuitného génu MLL,
u ktorého bolo dodnes popisanych viac ako 60 MLL translokacnych partnerov. Medzi naj¢astej-
Sie patria t(9;11)(p21-22;923)/MLL-AF9, t(10;11)(p13;923)/MLL-AF10, t(11;19)(q23;p13)/MLL-ELL,
ENL a t(6;11)(q27;923)/MLL-AF6. Predlozena praca poskytuje prehlad o molekularnych mecha-
nizmoch, pri ktorych sa MLL proto-onkogén mdze zmenit na onkogén. Genetické zmeny MLL
protoonkogénu predstavuju okrem translokacii aj komplexné chromozémové prestavby, de-
|écie, inzercie, parcialne tandemové duplikacie, amplifikacie a zisky. V praci st opisané z hla-
diska diagnostického a prognostického. Abnormality MLL protoonkogénu sa obvykle spajaju
so zlou prognézou. Z tohto doévodu sa v onkologickej praxi venuje mimoriadna pozornost zavad-
zaniu genetickych metdd na ich identifikaciu. Uvedend praca prehladne informuje o rozli¢nych
typoch a vysledkoch genetickych testov, ktoré mézu pomoct onkolégom predikovat prognézu,
monitorovat minimalnu rezidualnu chorobu a modifikovat liecbu onkologického pacienta.
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Summary

One of the most common chromosomal breakpoint regions in acute myeloid leukaemia is the
chromosome band 11g23. The analysis of this region led to the discovery of the extremely pro-
miscuous MLL gene, in which more than 60 MLL translocation partner genes have been descri-
bed. Among the most frequent are t(9;11)(p21-22;923)/MLL-AF9, t(10;11)(p13;q23)/MLL-AF10,
t(11;19)(g23;p13)/MLL-ELL, ENL and t(6;11)(q27;q23)/MLL-AF6. The presented work provides an
overview of the molecular mechanisms by means of which MLL proto-oncogene can be con-
verted into oncogene. Genetic alternations of the MLL Proto-Oncogene Protein besides trans-
location are also represented by complex chromosomal rearrangements, deletions, insertions,
partial tandem duplications, amplifications and gains. These genetic alterations are described
in the work from the diagnostic and prognostic point of view. Abnormalities of the MLL Proto-
Oncogene Protein are usually connected with bad prognosis. For that reason, in oncological
practice, particular attention is paid to introducing new genetic methods for their identifica-
tion. The above work gives well arranged information about different types of genetic tests and
their outcomes, which can help oncologists in predicting the prognosis, in minimal residual
disease monitoring and in modifying oncological patient treatment.
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AKUTNA MYELOBLASTOVA LEUKEMIA S ALTERACIAMI MLL GENU (11Q23/MLL+ AML)

Uvod

Akutna myeloblastova leukémia (AML)
je charakterizovana malignou transfor-
maciou myeloidnej bunky, pri ktorej do-
chédza k vzniku patologického klonu
buniek — myeloblastov. Tieto stracaju
schopnost diferenciacie, maturacie, ne-
podliehaju regula¢nym mechanizmom
a potlacaju ostatné zlozky normalnej
hemopoézy.

AML nie je jednou nozologickou jed-
notkou, ale zahffia mnozstvo podtypov,
ktoré je mozné dalej klasifikovat podla
FAB a SZO klasifikacie, imunofenotypu
a genetického nélezu.

Incidencia ochorenia

Vo vieobecnosti je incidencia AML 2,7 na
100 000 obyvatelov [1]. AML je Castejsia
u muzov a celkovo v eurdpskej popula-
cii. Vyssia incidencia AML sa vyskytuje
u pacientov trpiacich dedi¢nymi ochore-
niami asociovanymi s fragilitou chroma-
tinu, ako je napr. Bloomov syndrém, Fan-
coniho anémia, Kostmannov syndrém,
Wiskott-Aldrichov syndrom alebo Ata-
xia teleangiectasia. Zvyseny vyskyt AML
bol zaznamenany aj u niektorych ¢astych,
konstitu¢ne podmienenych numerickych
chromozémovych anomalii, ako su Dow-
nov (trizémia 21. chromozému) a Kline-
felterov (XXY a varianty) syndrom [2].

AML s alteraciami MLL protoonko-
génu, tzv. 11923/MLL+ AML, predstavuje
3-4% zo vsetkych AML pripadov a cas-
tejsie sa vyskytuje u mladych fudi s de
novo AML (5-7%) a u terapiou induko-
vanych AML pacientov t-AML (10-15 %).
U starsich pacientov (60 a viac-ro¢nych)
sa pozoruje zriedkavo [3]. AML s prestav-
bami MLL protoonkogénu sa Castejsie vy-
skytuje u dojciat ako u dospelych a zvy-
Cajne sa prejavuje AML M4M5 fenotypom
[4]. Celkovo sa incidencia prestavieb MLL
protoonkogénu u deti s AML pohybuje
v rozmedzi 35-50% [5]. Percentudlne za-
stUpenie sa u jednotlivych studii mierne
odliSuje, pretoze zastupenie 11923/MLL+

Tab. 1. Casté génové flzie zapri¢inené chromozémovymi abnormalitami a asociované s akiitnou myeloblastovou leukémiou

a myelodysplastickym syndromom (MDS) [21].

Chromozémova FAB podtyp AML *Frekvencia

abnormalita podtyp

t(8;21) (922;922) AML- M2 18% (30%)

t(15;17) (q21-q11-22) AML- M3 10% (98 %)

t(11;17) (923;921) AML- M3 zriedkavy

Inv(16) alebo t(16;16) AML- M4Eo 8% (~1009%)

t(9;11) (p22;923) AML- M4 11% (30 %)

t(6;11)

t(10;11)

t(11;17) AML- M5 ~35% AML

t(11;19)

t(4;11)

t(6;9) (p23;934) AML- M1, M2, M4, M5 1%

t(16;21) (p11;922) AML <1%

t(16;21) (q24;922) t-AML, MDS <1%

t(3;21) AML <1%

t(7;11) (p15;p15) AML- M2, M4 <1%

t(1;11) (923;p15) AML- M2 <1%

t(8;16) (p11;p13) AML- M4, M5 <1%

Inv(8) (p11;q13) AML- MO, M1, M5 <1%

t(8;22) (p11;p13) AML- M5 <1%

(12;22) (p13;q23) AML- M4, CML <1%

t(5;12) (q33;p12) CMMol 2-5%

t(1;19) (q23;p13) AML- M7 <1%

* Percentudlne zastupenie translokécii u podtypov AML. Hodnoty uvedené v zatvorkach udavaju frekvenciu vrdamci morfologic-
kého alebo imunologického podtypu choroby.

** Percenta sa vztahuju na frekvenciu reciprokych produktov vzniknutych chromozémovou translokaciou.

AML - akdtna myeloblastové leukémia; t-AML (therapy-related AML) - s terapiou spojena AML; MDS — myelodysplasticky syn-

drémom; CMMolL - chronickd myelomonocytova leukémia

**Fazny gén

AML1-ETO
PML-RARo.
PLZF- RARa.
CBFB-MYHT1
MLL-AF9

MLL-AF6/AF6q21
MLL-AF10; CALM-AF10
MLL-AF17/AF17g25
MLL-ENL/ENL/EEN
MLL-AF4

DEK- KAN
TLS(FUS)- ERG
AML1-MTG16

AML1-EVI1, EAP, MDS1
NUP98- HOX49
NUP98- PMX1

MOZ- CBP
MOZ-TIF2
MOZ- p300
TEL- MN1
TEL- PDGFRB
OTT- MAL
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AML zavisi od metddy detekcie. MLL pro-
toonkogén tiez byva relativne ¢astym
cielom kryptickych prestavieb [6].

Etiolégia a patogenéza

Pricina vzniku 11923/MLL+ AML nie
je zndma, ale vyznamnu ulohu nepo-
chybne zohrava ionizujlce Ziarenie (naj-
vyssi vyskyt sa pozoroval pat az sedem
rokov po expozicii ziarenia), chemické
latky, ako je benzén a rézne organické
rozpustadla, z liekov predovsetkym cy-
tostatika, z fyzikdlnych faktorov elek-
tromagnetické polia a iné. Patogenéza
akutnych myeloblastovych leukémii (AML)
suvisi i s onkogénnymi fuznymi proteinmi,
ktoré vznikaju v dosledku chromozémo-
vych translokécii alebo inverzii [7] (tab. 1).

AML s abnormalitami

MLL protoonkogénu

Svetova zdravotnicka organizacia
(SZO) navrhla v roku 1999 Specifikovat
11923/MLL+ AML v rdmci ALL ako sa-
mostatnu jednotku s opakujucimi sa cy-
togenetickymi translokaciami. Tato
myslienka bola dalej podporend biolo-
gickymi Studiami, microarray analyzami,
ktoré ukazali, Ze 11q23/MLL+ AML ma
osobity profil génovej expresie a ze MLL+
leukemické blasty sa podobaju velmi
nezrelym progenitorovym bunkam [8].
AML s prestavbami MLL protoonkogénu
je charakteristickd vysokym stupnom
klinickej a imunologickej heterogenity
s variabilitou imunofenotypu, zodpove-
dajuca myleoidnému/monocytovému
povodu [9]. Prognéza ochorenia je ne-
priaznivd, premenlivad podla typu trans-
lokdcie, fenotypu a veku pacienta s AML.
Prognosticky efekt 11923 aberacii méze
zévisiet od MLL partnerskych génov.
Mnohé studie dokazali, ze transloka-
cie t(6;11)(927;923) a t(10;11)(p12;923)
su asociované so zlou prognézou, avsak
translokacia t(9;11)(p22;q23) je spajana
s vyrazne dlh3im prezivanim pacientov
[9,10]. Priaznivu prognoézu vsak nema
Ziadna z horeuvedenych zmien.

MLL protoonkogén

MLL protoonkogén bol identifikovany
v roku 1991 a nasledne o rok kompletne
charakterizovany a klonovany. Pévod
predchadzajuceho oznacenia ALL1 siaha
az do roku 1970, kedy van den Bergh
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Cerveny pasik vyznacuje polohu MLL protoonkogénu.
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Obr. 2. Struktura MLL protoonkogénu.

prvykrat opisal prestavbu jeho oblasti
u pacienta s lymfoblastickou leukémiou
[9]. Neskor vedci charakteristiku tohto
génu skompletizovali a na zaklade trans-
lokécie 11923 pozorovanej u myeloblas-
tovych i lymfoblastovych leukémii dostal
nazov MLL (mixed-lineage leukemia). Ma
dalSie synonyma: HRX (human tritho-
rax) a Htrx1 vyjadrujuce jeho homolé-
giu s trithorax (trx) génom u Drosophila
melanogaster.

MLL (ALL1, HRX, Htrx) gén je lokalizo-
vany na dlhom ramienku 11. chromo-
zému (11923) telomericky k PLFZ génu
a centromericky od RCK génu (obr. 1).

Pozostédva z 36 exdnov zaberajucich
velkost vyse 100 kb. Produktom 12kb
MRNA je protein s 3 968 aminokyselinami
a molekulovou hmotnostou cca 430 kD.
Jeho transkripcia prebieha od centroméry
k telomére. Vacsina, ale nie vietky zlomy
MLL protoonkogénu su lokalizované
v 8,3 kb zlomovom regidne (bcr — break-
point cluster region). Bcr region moéze
byt rozdeleny na centromericku a telo-
mericku cast. Zlomy MLL protoonkogénu
u kojeneckej a t-AML leukémie sa vysky-
tuju prevazne v telomerickej oblasti, kym
zlomy u pacientov s de novo AML sme-
ruju do blizkosti centroméry [11] (obr. 2).

MLL protein
Produktom MLL protoonkogénu je velky
multidoménovy jadrovy protein s obsa-

hom 3 968 aminokyselin s predpoklada-
nou molekulovou hmotnostou 430 kD.
MLL protein sa exprimuje v réznych tka-
nivach, napr. v mozgu, v hrubom ¢reve,
v peceni, v slezine, v tymuse, v obli¢-
kach, v mandliach, v srdci, v plucach,
v testes a v Stitnej zlaze. Tento protein
patri do skupiny tzv. trithorax (trx-G)
proteinov, ktoré su zodpovedné za udr-
Ziavanie expresie génov pocas vyvinu.
Predpokladd sa, ze MLL protein kontro-
luje expresiu HOX génov. Viaceré HOX
gény sa podielaju na regulacii normal-
nej i leukemickej hemopoézy. Produkty
HOX génov su lokalizované v jadre a re-
prezentuju hlavnu triedu transkripénych
faktorov kontrolujucich bunkovu prolife-
raciu/diferenciaciu pocas skorého em-
bryonalneho vyvinu [12].

Mechanizmy premeny MLL
proto-onkogénu na onkogén
Rozsiahle cytogenetické a molekulové
Studie odhalili, ze 11923/MLL je vysoko
promiskuitny lokus. Na zaklade vysled-
kov suc¢asného a predchadzajiceho vys-
kumu bolo doposial charakterizovanych
64 MLL transloka¢nych partnerskych
génov a ich specifickych zlomovych re-
giénov, z ¢oho 35 chromozémovych
translokdcii MLL protoonkogénu bolo
Specifikovanych iba na cytogenetickej
urovni. Nedavno Meyer et al sekvenova-
nim odhalili 5 novych MLL partnerskych
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Obr. 3. Komplexny karyotyp s translokaciou MLL/AF6.

-
prestavba MLL protoonkogénu

Obr. 4. Vysledok fluorescen¢nej analyzy interfazneho jadra, ziskany zosnimanim
CCD kamerou vo fluorescenénom mikroskope.
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Obr. 5. MLL protoonkogén a MLL PTD [18].

lokusov [13]. Tieto lokusy vsak neobsa-
hovali Ziadny doposial zndmy gén. MLL
Lsekombinédm” v stcasnosti pozostava
z0 104 réznych fuznych oblasti, otdzkou
zostava, kolko ich eSte nepozname?

MLL proto-onkogén sa moéze zmenit

na onkogén viacerymi mechanizmami,

ako su:

- chromozdémové translokacie

- komplexné chromozémové prestavby,
delécie, inverzie v oblasti 11q, inzercie
MLL protoonkogénu do inych chromo-
zémov alebo inzercia chromatinového
materidlu do MLL protoonkogénu

- parcialne tandemové duplikacie

- amplifikacie a zisky (gainy)

A. Translokacie: MLL protoonkogén
sa Casto zapdja do chromozémovych
translokacii s inymi génmi, ktoré vedu
k zlomu v lokuse MLL a partnerskom
géne so vznikom nového fuzneho génu.
MLL fazne proteiny (produkty tychto fuz-
nych génov) su ¢asto asociované s vyvo-
jom akutnych myeloblastovych leukémii
aich onkogénne charakteristiky boli roz-
siahle Studované in vitro aj in vivo na my-
sich modeloch [14].

Najcastejsie translokacie u 11q23/MLL+
AML su:
 1(9;11)(p22;923)/MLL,AF9
- t(10;11)(p12;923)/MLL-AF10
« 1(6;11)(927;923)/MLL-AF6
+ 1(11;19)(q23;p13)/MLL-ELL, ENL
(obr. 3,4)

B. Parcialna tandemova duplikacia (PTD)
a amplifikacia MLL protoonkogénu

Okolo 7,5% AML pacientov s normal-
nym karyotypom ukryva PTD MLL pro-
toonkogénu. MLL PTD je jedine¢ne od-
lisSend od ostatnych prestavieb MLL
protoonkogénu, ktoré maju za nasledok
chimérické génové fuzie. Pri MLL PTD sa
zachovévaju vietky proteinové domény
kédované MLL protoonkogénom [15].
MLL parciadlna tandemova duplikacia je
¢astd u dospelych, ale nie u detskych pa-
cientov s AML. Na nizkej Urovni bola tak-
tiez identifikovand i u zdravych ludi [16].
Frekvencia MLL PTD u kojencov s AML,
rovnako ako aj u starSich deti s AML
nie je dostato¢ne objasnena. U dospe-
lych pacientov s de novo AML a normal-
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Obr. 6. Sekvenacny elektroforegram MLL PTD znazornujtci zlom exén8/exén2 (exén3/exén11). exdn 8 exon 2.

nym karyotypom sa pritomnost MLL PTD
oproti jej chybaniu spaja so zlou progné-
zou (krat$ia doba remisie) [17] (obr. 5, 6).

Predchadzajuce studie spajali MLL
PTD s AML podtypom M1 a M2.V sucas-
nosti podla FAB (najcastejsie pouzivanej
klasifikacie AML pochadzajlcej od fran-
ctizsko-americko-britskej skupiny z roku
1976) sa asociacia MLL PTD nepotvrdila
so ziadnym $pecifickym FAB podtypom
AML. Naopak translokacie MLL sa vysky-
tuju prevazne u myelomonocytového
(M4) a monocytového (M5) podtypu
AML [18] (obr. 7).

Pre niektorych AML pacientov je cha-
rakteristicky zvyseny pocet kopii MLL pro-
toonkogénu v podobe tzv. ,double mi-
nute” chromozémov alebo homogénne
sa farbiacich regionov. Amplifikacia MLL
protoonkogénu méze vznikat preskoko-
vymi translokaciami, pri ktorych sa am-
plikén z 11. chromozému integruje do
jedného alebo viacerych inych chromo-
zémov, ¢im vznikaju mnohonasobné
képie MLL protoonkogénu. Vo vieobec-
nosti pod amplifikdciou génu rozumieme
zmnozenie Struktdrne normalnych kopii
génu, ktoré spdsobia nadprodukciu on-
kogénneho stimula¢ného proteinu. Tieto

nadbyto¢né képie protoonkogénu zvy-
Suju v bunke mnozstvo génového pro-
duktu, ¢im indukuju neobmedzenu bun-
kovu proliferaciu. Amplifikacia génu sa
cytogeneticky zvacsa manifestuje bud'in-
trachromozomdlne ako homogénne sa
farbiaci regién (homogeneously staining
region — hsr), alebo extrachromozomalne
ako tzv. ,double minute” chromozémy
(dmin). Identifikaciu génov v amplifiko-
vanom regiéne nam umoznuje fluores-
cencna in situ hybridizacia.

Amplifikacia génov, Casta u sirokého
spektra tumoroy, je u akutnych leuké-
mii pozorovana zriedkavo. Cytogenetic-
kou analyzou sa v podobe dmin (oblast
MLL protoonkogénu) zisti priblizne u 1%
pacientov s AML [19].

Zistilo sa, Ze pacienti s amplifikaciou
MLL protoonkogénu zdielaju viacero
spolo¢nych charakteristik: su starsi ako
60 rokov, maju de novo AML, komplexny
karyotyp, kratku dobu prezivania a 90 %
z nich aj deléciu 5q (obr. 8).

Metody detekcie prestavieb

MLL protoonkogénu

V sucasnej dobe cielenej protinadorovej
terapie pacienta sa identifikécia genetic-

kych aberacii u leukémie stava ¢im dalej
vyznamnejsou. Vysledky genetickych tes-
tov sluzia pre zatriedenie jednotlivych
pacientov do prislusnych prognostic-
kych skupin a umoznia modulovat $peci-
fitu a intenzitu ich terapie. V diagnostike
sa na identifikaciu roznych preskupeni
MLL protoonkogénu rutinne pouziva
cytogeneticka analyza, fluorescenénd
in situ hybridizacia (FISH) a reverzne-tran-
skriptdzova polymerdzova retazova reak-
cia (RT-PCR). Spektrum metéd planu-
jeme v blizkej dobe rozsirit o LDI-PCR
(long-distance inverse PCR), ktora sluzi
na detekciu vietkych preusporiadani MLL
protoonkogénu na molekulovej drovni.
Klasicka cytogenetika slUzi na stano-
venie celkového karyotypového obrazu
ochorenia a monitorovanie priebehu
ochorenia. Poskytuje celkovy prehlad
o kvalitativnych a kvantitativnych od-
chylkach karyotypu a odhaluje primarne
a sekundarne klonalne zmeny.
Fluorescencna in situ hybridizacia
(FISH) patri k metédam molekulovej cy-
togenetiky a umozniuje detegovat Spe-
cifické nukleotidové sekvencie s rozsa-
hom od jednej po niekolko sto kilobaz.
Princip tejto metddy spociva v schop-
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Morfoldgia pacienta s AML-M4 vysetreného na Oddeleni detskej hematolégie DFNsP,
v Bratislave pod vedenim priméarky MUDr. Zuzany Striezencovej.

Obr. 7. Morfolégia pacienta s AML-M4.
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Obr. 8. Vysledok fluorescencnej analyzy ziskany CCD kamerou. Vlavo interfazne jadro,
vpravo mitéza. Amplifikédcia MLL (9 képii) u pacienta s karyotypom 44, XY, -5, hsr(11)(q23),

-18,+21, +mar (C).

nosti jednoretazcovej DNA sondy viazat
sa s komplementarnym usekom vysetro-
vanej jednovlaknovej DNA pacienta. Po-
mocou 3$pecifickych sond mozno iden-
tifikovat pocet chromozémov, odlisit
jednotlivé alebo identifikovat Specifické
chromozémové oblasti (lokusy). Tym, ze
je FISH metdda aplikovatelna na metafa-
zne i interfazne bunky, prekonal sa jeden
znajvacsich problémov klasickej cytoge-

netickej analyzy. Na detekciu prestavieb,
amplifikacii a delécii MLL protoonko-
génu sa vyuziva prestavbova sonda LSI®
MLL Dual Color, Break Apart Rearrange-
ment Probe (Vysis).

RT-PCR (reverzne transkriptazova
PCR) je vhodng, hlavne ak sa nepozna
vnutornad organizacia exénov a intré-
nov v géne. Prvy krok predstavuje izo-
ldcia mRNA prislusného génu z tkaniva.

Z mRNA sa za pomoci enzymu reverznej
transkriptazy a oligo dT primeru vytvori
komplementdrna DNA (cDNA), ktora
sluzi ako templat pre PCR. S vyuzitim
vhodnych primerov sa potom 3pecificka
sekvencia cDNA amplifikuje prostrednic-
tvom PCR. Vysledny produkt sa nasledne
vizualizuje na agarézovom géli.

MRT-PCR (multiplexna reverzne
transkriptazova PCR)

Andersson et al vyvinuli tato rychlu
a presni metddu na identifikaciu Siestich
najcastejsich translokacii MLL protoon-
kogénu: MLL/AF4 (akutna lymfoblastova
leukémia), MLL/AF6, MLL/AF9, MLL/AF10,
MLL/ENL, MLL/ELL [20]. PMRT-PCR je za-
lozenad na dvoch individualnych kro-
koch. V prvom kroku sa vyuziva mix
vonkajsich (,out”) primerov a v druhom
kroku mix vnutornych (,in”) primerov,
¢im sa umoznuje detekcia Siestich fuz-
nych génov v dvoch multiplex PCR reak-
cidch. Teda kazda vzorka je testovana na
pritomnost prislusného fuzneho génu
hned dvakrat. Primery su navrhnuté tak,
Ze v prvom kroku vznikd vyznamne vacsi
produkt ako v druhom, ¢o zvysuje Speci-
ficitu tejto metddy. V pripade potreby sa
PMRT-PCR analyza méze rozsirit o vyset-
renie dalsich fiznych génov [20].

Zaver

Pri AML sa doposial identifikovalo mnoz-
stvo Strukturovych a numerickych chro-
mozémovych aberdcii. SldZia nielen ako
diagnostické markery pre $pecifické pod-
typy AML, ale predstavuju dolezité pro-
gnostické faktory pre dosiahnutie kom-
pletnej remisie, rizika relapsu a celkového
prezivania pacienta. Aberacie MLL proto-
onkogénu u pacientov s AML predikuju
nepriaznivl progndézu, ¢im sa ich identifi-
kacia horeuvedenymi molekulovo-gene-
tickymi vysetrovacimi metédami stala kli-
nicky mimoriadne vyznamnou.

Na Slovensku sa ich detekcii venuje
Oddelenie onkologickej genetiky Na-
rodného onkologického ustavu v Brati-
slave.V ramci medzindrodnej spoluprace
s Diagnostickym centrom akutnej leuké-
mie Institutu farmaceutickej biolégie vo
Frankfurte zabezpecuje pre detskych
adospelych AML pacientov na Slovensku
vysSetrenie MLL protoonkogénu v celej
Sirke uvedenych diagnostickych metéd.
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Takato komplexna diagnostika MLL pro-
toonkogénu upresnuje diagnostiku pod-
typu AML, predikuje prognézu a umoz-
fuje monitorovat lie¢bu pacienta.
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