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Suhrn

Vychodiskd: AML je agresivne, fenotypovo a geneticky heterogénne klonalne ochorenie
krvotvornych progenitorovych buniek s velkou molekuldrnou variabilitou. Nova klasifika-
cia WHO 2008 deli de novo AML podla cytogenetickych a molekularnych prognostickych
a prediktivnych markerov. V poslednej dobe je stale vacsia moznost urcit podskupinu
rizikovych pacientov so zlou prognézou medzi tymi s normalnym karyotypom. Cielom
nasej studie bolo zistit prognosticky vyznamné molekularne markery u deti s AML na
stratifikaciu pacientov s normalnym karyotypom a na sledovanie ochorenia podla gene-
tického ndlezu. Subor pacientov a metddy: V rokoch 2008-2010 sme analyzovali vzorky
kostnej drene a periférnej krvi u 20 deti s de novo AML konven¢énou cytogenetickou ana-
lyzou, fluorescencnou in situ hybridizaciou a molekulovou analyzou. Molekularna analyza
bola vykonana na Urovni cDNA restrik¢nou analyzou PCR produktov (FLT3-TKD), konvenc¢-
nou PCR (MLL-PTD, NPM1mut, FLT3-ITD) a kvantifika¢nou RT-PCR (expresia fuznych génov,
génov BAALC a WTT). Vysledky: Vzorky 20 deti s AML boli analyzované vyuzitim konven-
¢nej cytogenetiky, FISH a molekulovo-genetickymi metédami. Abnormalny karyotyp bol
zisteny u 13 pacientov (65 %). Dalsia analyza ukazala FLT3-ITD v 5/20 (25 %), FLT3-TKD
v 3/20 (15 %), NPM1mut 2/20 (10 %) a MLL-PTD v 1/20 (5 %), nadmernej expresie WT1 génu
v 15/20 (75 %) a nadmernej expresie BAALC v 13/20 (65 %) pacientov. Zdver: Siroky cyto-
geneticky a molekularny skrining pomohol najst aspon jeden geneticky marker u vset-
kych 20 pacientov pre dalsie sledovanie a stratifikaciu rizika deti s AML. Na progresiu
ochorenia umreli 4/20 (20 %) deti.
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IDENTIFIKACIA MOLEKULARNYCH MARKEROV U DETI S AKUTNOU MYELOBLASTOVOU LEUKEMIOU (AML)

Summary

Backgrounds: AML is an aggressive, phenotypically and genetically heterogenous clonal disease of hematopoietic progenitor cells with a great
molecular variability. New WHO classification 2008 divides de novo AML according to cytogenetic and molecular prognostic and predictive mark-
ers. Recently, it is increasingly possible to identify a subgroup of poorer prognosis patients among those with normal karyotype AML. The aim of
our study was to identify prognostically important molecular markers in children with AML, to stratify patients with normal karyotype and to moni-
tor the disease according the genetic findings. Material and Methods: In 2008-2010, we analyzed bone marrow and peripheral blood samples of
20 children with de novo AML by conventional cytogenetic analysis, fluorescence in situ hybridisation and molecular diagnostics. The molecular
analysis was performed on the cDNA level, with the restriction analysis of PCR products (FLT3-TKD), conventional PCR (MLL-PTD, NPM1mut, FLT3-
ITD) and quantification RT-PCR method (expression of fusion transcripts, BAALC, WTT). Results: Samples from 20 children with AML were analyzed
using the conventional cytogenetics, FISH and molecular methods. Abnormal karyotype was identified in 13 patients (65%). Further analysis
revealed FLT3-ITD in 5/20 (25%), FLT3-TKD in 3/20 (15%), NPM1mut in 2/20 (10%) and MLL-PTD in 1/20 (5%), overexpression of WT1 gene in 15/20
(75%) and overexpression of BAALC in 13/20 (65%) patients. Conclusion: Wide cytogenetic and molecular screening helped to find at least one
genetic marker in all 20 patients for later follow-up and risk stratification. 4/20 (20%) patients died of the disease progression.

Key words
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Vychodiska

Akudtna myeloblastova leukémia je velmi
agresivne, fenotypicky a geneticky he-
terogénne klonalne ochorenie s velkou
variabilitou patogenézy na cytogenetic-
kej, ako aj na molekuldrnej drovni. AML
je charakteristickd malignou transfor-
maciou myeloidnej linie bielych krviniek
a predstavuje 2-4 % vsetkych malig-
nit. Jej incidencia je 2-3/100 000 obyva-
telov a zvy3uje sa vekom (v skupine nad
65 rokov je incidencia 15-27/100 000
obyvatelov) a je mierne vys$sia u muzov
ako u Zien [1]. Pric¢ina vzniku nie je dote-
raz dostato¢ne ozrejmend. Predpoklada
sa, ze ionizujuce Ziarenie, rézne che-
mické latky (benzén, organické rozpus-
tadld, organické farbiva, herbicidy a pes-
ticidy), faj¢enie a z fyzikalnych vplyvov
napriklad elektromagnetické polia sa
uplatruju ako podporné faktory pri leu-
kemogenéze. Z liekov maju vyznamnu
Ulohu predovsietkym cytostatikd, z nich
hlavne alkylacné latky a inhibitory topo-
izomerdzy Il. Predpoklad, Ze genetickd
predispozicia zohrava délezitu ulohu
v patogenéze AML, potvrdzuje vyssi vy-
skyt AML v spojeni s roznymi vrodenymi
genetickymi poruchami — Bloomov syn-
drém, Downov syndréom, Klinefelterov
syndrém, ataxia teleangiectasia, xero-
derma pigmentosum a dalsie. Délezitu
Ulohu zohravaju aj imunologické de-
fekty, pripadne virusy. Maligna transfor-
mdcia vznika vo v¢asnom S$tadiu myelo-
cytovych prekurzorov [2]. V roku 2008
revidovala Svetovd zdravotnicka organi-
zacia klasifikaciu myeloidnych neoplazif

a akatnych leukémii. Klasifikacia vyuziva
vsetky dostupné poznatky - morfolo-
gické, cytochemické, imunofenotypy-
zaciu, genetické a klinické vlastnosti
ochoreni. Pre AML platia tieto skupiny
uvedené v tab. 1 [3].

Pre potreby presnej klasifikacie biolo-
gicky rozdielnych podtypov AML vyuzi-
vame morfologické, cytochemické me-

toédy, imunofenotypizaciu a genetické
metddy [2,4].

Genetické metody pouzivané

v diagnostike AML

V diagnostike AML sa stéle viac vyuzi-
vaju cytogenetické metddy a metddy
molekulovo-genetickej analyzy. V su-
¢asnosti sa najviac vyuziva kombinacia

Tab. 1. Klasifikacia myeloidnych neoplazii a akttnych leukémii podla Svetovej

zdravotnickej organizacie z roku 2008.

1. AML s opakovanymi cytogenetickymi translokaciami:

AML s t(8; 21)(922;22); RUNX1-RUNX1T1

AML s inv(16)(p13.1922) alebo t(16; 16)(p13.1;922); CBFR/MYH11
akutna promyelocytova leukémia (APL) s t(15;17)(q22;q12); PML-RARA

AML s t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

AML s inv(3)(q21926.2) alebo t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
AML (megakaryoblasticka) s t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
2. AML asociovana s myelodysplastickymi zmenami
3. Myeloidné neoplazie spésobené liecbou (therapy related)

4. AML bez inej kategorizacie
AML minimalne diferencovana

AML bez vyzrievania (without maturation)

AML s vyzrievanim (with maturation)
akutna myelomonocytové leukémia

akutna monoblastickd a monocytova leukémia
akutna erytrocytova (erythroid) leukémia

akutna megakaryocytova leukémia

akutna bazofilna (basophilic) leukémia
akutna panmyeléoza s myelofibrézou

5. Myeloidny sarkom

6. Myeloidné proliferacie asociované s Downovym syndrémom
7. Blasticka plazmocytova neoplazia vlasatych buniek
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klasickej a molekuldrnej cytogenetiky
(FISH) a z metdéd molekuldrnej genetiky
PCR (polymerazova retazova reakcia)
a jej modifikacie.

Klasicka cytogenetika slizi na stano-
venie celkového karyotypového obrazu
ochorenia a monitorovanie priebehu
choroby. Poskytuje celkovy prehlad
o kvalitativnych a kvantitativnych zme-
nach v karyotype. Fluorescencna in situ
hybridizacia (FISH) patri k metédam mo-
lekulovej cytogenetiky a umozniuje de-
tegovat Specifické nukleotidové sekven-
cie srozsahom od jednej po niekolko sto
kilobaz. Vyuzitim Specifickych sond sa da
identifikovat pocet chromozémov, jed-
notlivé chromozémy alebo iba niektoré
oblasti chromozémov, pripadne len Spe-
cifické lokusy [5,6]. PCR patri k metédam
molekuldrnej genetiky a umoznuje am-
plifikaciu Specifickych Usekov DNA in
vitro [7,8]. Dovoluje amplifikaciu aj ma-
Iého mnozstva DNA. V sucasnej dobe sa
pouziva variant PCR umoziujuci priamu
kvantifikaciu PCR-produktu v priebehu
reakcie, a to ,real-time PCR" Kvantifika-
cia mnozstva molekul nukleovych kyse-
lin je dolezitd pri detailnom Staudiu gé-
novej expresie. Napriklad, real-time PCR
mobze byt pouzita k detekcii a kvantifi-
kacii fiuzneho génu, produktu chromo-
zémovych translokécii. Kvantitativne
stanovenie fuzneho génu vo vysetrova-
nej vzorke sa vyuziva na urenie mini-
malneho rezidudineho ochorenia (MRD)
alebo progresie, ¢i relapsu ochorenia [9].
Dal3im variantom PCR je reverzna tran-
skriptazova PCR (RT-PCR). Je vhodn4, po-
kial nie je znama vnutorna organizacia
exénov a intrébnov v géne.

Cytogeneticky a molekularny nalez

u pacientovs AML

V &ase diagnézy sa u 55-60 % pacientov

s AML zistuju klonalne chromozémové

aberacie spojené s réznou progndézou.

Podla cytogenetického ndlezu mézeme

chromozémové aberacie rozdelit do

3 skupin:

1. s priaznivou prognézou - t(8;21),
inv(16), t(15;17),

2. so strednou prognézou - normalny
karyotyp, del(7q), del(9q), t(9;11),
del(11q), del(20q), +8, +11, +13, +21,

3. s nepriaznivou prognézou - kom-
plexny karyotyp (= 3 aberacie),

komplexny kartotyp
3,8%

\\8,21); 2,7 %

abn(11g23); 4,1 %

inv(16); 4,7 %

tri(8); 5,7 %

t(1517); 7,4 %

iné; 12,6 %

abnchr5&7;12,6%

normalny karyotyp
46,4 %

Graf 1. Percentualne zastupenie chromozémovych aberdcii u pacientov s AML.

inv(3)/t(3;3),-7, -5, del(5q), t(6;9),
(6;11), t(t11;19).

Zastupenie jednotlivych chromo-
zémovych aberécii je znazornené
v grafe 1. Priblizne 40-45 % pacientov
nema pri vysetreni konve¢nou cytoge-
netikou Ziadnu chromozémovu abera-
ciu. U takmer 80 % pacientov s normal-
nym karyotypom bola v publikovanych
multicentrickych Studidch dokazana pri-
tomnost mutdcie v minimalne jednom
z nasledovnych génov: NPM1, CEBPA,
MLL, FLT3 a NRAS [12]. Na zéklade tychto
poznatkov sa v sucasnosti zameriava
velkd pozornost na vysetrenie mutac-
ného stavu hore uvedenych génov a stu-
duje sa ich prognosticky vyznam. Vy-
znamné prognostické ukazovatele boli
rozdelené do 3 skupin:

1. mutacie (FLT3 ITD, FLT3 D835, Ras)
aktivujuce signalne drahy, ¢im do-
chadza k zvyseniu proliferacie a inhi-
bicia apoptdzy buniek kostnej drene,

2. mutdcie (MLL TD, NPM1, CEBPA)
ovplyviiujuce procesy transkripcie,
¢o vedie k oslabeniu diferenciacie
buniek,

3. zvySena expresia génov WTT, BAALC
a ERG (ETS-related gene).

Mimoriadny prognosticky vyznam
nadobudli zvlast genotypy asociované
s priaznivou prognézou: NPM1 a CEBPA.

S nepriaznivou progndzou su ¢asto spa-
jané mutované gény MLL-ITD a FLT3-ITD.

Charakteristika molekulovo-
-genetickych markerov

FLT3 - FMS-like tyrozin kindza 3 - je trans-
membranovy protein. Gén pre tento
protein je lokalizovany na 13q12. Recep-
tor génu je exprimovany na hemopoe-
tickych progenitorovych bunkach a hra
délezitu Ulohu v prezZivani a diferenci-
acii kmenovych buniek. Doposial boli
identifikované dva dolezité typy muta-
cii FLT3 génu - vnutorna tandemova du-
plikacia (internal tandem duplication =
ITD) a bodova mutdcia kyseliny aspara-
govej D835. Pri FLT3 ITD dochadza k du-
plikéacii génovej sekvencie. Dizka aj pozi-
cia sekvencie variruje od 18 do 100 bp.
Vyskytuje sa u 15 % detskych AML pa-
cientov [12]. V dosledku duplikacie na-
stava konstitutivna aktivacia FLT3 recep-
tora, ¢im dochadza k poruche regulacie
proliferacie buniek. Je spojena s nepriaz-
nivou prognézou. U FLT3 TKD D835 do-
chadza k bodovej mutécii kyseliny aspa-
ragovej D835 v exdne 20 v tyrozinovej
domeéne receptora. To vedie ku konsti-
tutivnej aktivacii nezavislej na naviazani
liganda (obr. 1). Mutécia je asociovana
s dobrou prognézou. Zistuje sa u 5-10 %
detskych pacientov s AML [13]. NPM1 =
Nucleophosmin (nucleolar phosphopro-
tein B23, numatrin) je gén lokalizovany
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normalna FLT3 signalizacia signalizacia
signalizacia pri FLT3 ITD pri FLT3 bodovej
mutacii
4 N/ N/ N

bunkova
membrana

QO

bodova
mutacia

Q Q
|
\ I_—J/

Obr 1. Signalizacia FLT3 - normalna, pri FLT3 ITD a pri FLT3 bodovej mutacii.

na 5q35 [16]. Fosfoprotein zabezpecuje
transport ribozomalnych proteinov cez
jadrovi membranu. Mutéacie sa zistuju
v exéne 12. Viac ako 95 % mutacii pred-
stavuje inzercia o dizke 4bp. Incidencia
u detskych pacientov s AML predstavuje
2-6 % [14]. NPM1 mutécie koreluju s pri-
tomnostou FLT3-ITD a FLT3-TKD mutaci-
ami. NPM1 mutacie su spojené s priazni-
vou progndézou, pokial sa vyskytuju bez
FLT3-ITD. MLL = mixed-lineage leukemia,
gén je lokalizovany v chromozémovom
pruzku 11g23. MLL protein sa uplatiuje
ako pozitivny reguldtor expresie génov
pocas skorého embryondlneho vyvoja
a hematopoézy. Parcidlna tandemova
duplikacia MLL génu byva lokalizovana
vo vnutornej ¢asti génu MLL a zabera
exény 2-6 alebo exény 2-8. Frekvencia
vyskytu u deti s AML je zhruba 2,5 % [13].
Aberécie génu MLL predstavuju nepriaz-
nivy prognosticky faktor. NADEXPRESIA
WTT1 sluzi ako nespecificky nezavisly fak-
tor. WTT (Wilms tumor 1) gén je lokali-
zovany v chromozémov pruzku 11p13.
Kéduje zinkovy prst DNA viazuceho pro-
teinu. WTT gén sa vyznacuje funkénou
dualitou — posobi ako tumorsupresorovy
gén, aj ako onkogén. Nadexpresia v r6z-
nych tkanivach je asociovana so zvyse-
nou proliferaciou (testes, ovaria, slezina).
Za nadexpresiu sa povazuje, ak hod-
nota expresie presiahne 100-ndsobne jej
fyziologickd hodnotu. U detskych AML
pacientov sa nadexpresia génu WT7 vy-
skytuje u 78,3 % pacientov [15]. Expre-

sia WT1 sa moOzZe pouzit na sledovanie
priebehu ochorenia a stanovenia MRD
u pacientov s AML. U detskych pacien-
tov sa zistuje v 12 % pripadov [14]. NAD-
EXPRESIA BAALC sluzi ako nespecificky
prognosticky faktor. Gén BAALC (brain
and acute leukemia cytoplasmatic) je lo-
kalizovany v chromozémovom pruzku
8g22.3. Exprimuje sa hlavne na tkani-
vach odvodenych z neuroektodermu
a na prekurzoroch hematopoetickych
buniek. Naopak, nenachddza sa v zre-
lej kostnej dreni a cirkulujucich bielych
krvinkdch. Za nadexpresiu sa povazuje,
ak hodnota expresie 100-nasobne pre-
siahne jej fyziologicku hodnotu. Expre-
sia BAALC sa mbze pouzit na monitoring
MRD u pacientov s AML.

Cielom vyuzitia genetickych metéd
v diagnostike AML ochorenia je najst
geneticky marker charakterizujuci klo-
novy vyvoj leukémie. V mnohych pri-
padoch pomahaju $pecifické cytoge-
netické markery v spresneni diagnézy
(stanoveniu podtypu AML na zéklade
Specifickych chromozémovych translo-
kacii), vyjadreniu sa k prognéze ochore-
nia, monitorovaniu odpovede pacienta
na Specificku lie¢bu, sledovaniu mini-
malnej rezidualnej choroby a potrans-
planta¢ného priebehu ochorenia. V su-
Casnosti sa do popredia dostdva snaha
identifikovat prognosticky vyznamné
molekulové markery, ktoré by umoznili
stratifikovat pacientov s normalnym ka-
ryotypom bez cytogenetického nédlezu

do prognosticky uzsich skupin. Zavede-
nie diagnostiky genetickych markerov
moze pomoct identifikovat u kazdého
pacienta aspofi jeden cytogeneticky
alebo molekuldrny marker na monitoro-
vanie priebehu ochorenia, na predikciu
v¢asného relapsu, alebo na sledovanie
efektivnosti terapie. Cielom predklada-
nej prace bolo zistit incidenciu jednotli-
vych genetickych markerov u detskych
AML pacientov na Slovensku. Dalej skri-
novat mutécie v génoch FLT3, NPM1,
MLL metodikami PCR a stanovit hladinu
expresie génov BAALC a WT1 pomocou
kvantitativnej real-time RT-PCR a sledo-
vat celkové preZivanie detskych pacien-
tov vo vztahu ku genetickému nalezu.

Metédy

Na Oddeleni onkologickej genetiky Na-
rodného onkologického Ustavu v Brati-
slave sme v rokoch 2008-2010 u deti
s AML vysetrili vzorky kostnej drene
a periférnej krvi metédou konvenénej
a molekuldrnej cytogenetiky (FISH)
a molekulovou RNA/DNA diagnostiku
(RT-PCR). Odobraté vzorky sme za uce-
lom cytogenetického vysetrenia spraco-
vali 24-hodinovou alebo 72-hodinovou
kultivaciou, pri teplote 37 °Cv 10 ml Mar-
rowGrow kultivacného média. Mnozstvo
vzorky pridanej do média sme vypoditali
podla vzorca 10/pocet leukocytov v 1 ml
= mnozstvo vzorky v ml. Po 24-hodino-
vej kultivacii sme do kultiva¢nej nadoby
pridali cytostatikum vinkristin alebo po
72 hod roztok kolcemidu a nechali sme
posobit v termostate pri 37 °C 10 min.
Nasledne sme ich centrifugovali. Po cen-
trifugdcii sme roztok odsali a ponechali
iba sediment, ktory sme resuspendovali
v 4 ml hypotonického roztoku (0,075 M
KCl) a skdmavku sme tymto roztokom
doplnili do vysledného objemu 8 ml.
Nasledovala inkubacia 30 min pri 37 °C
a opdtovna centrifugacia. Po kvapkach
a za nepretrzitého trepania sme k sedi-
mentu pridavali Carnoyov fixacny roztok.
Materidl sme dalej inkubovali pri labora-
tornej teplote 30 min (pri 24-hodinovej
kultivacii) alebo 60 min (pri 72-hodinovej
kultivacii) a nasledne sme scentrifugo-
vali. Tento postup sme zopakovali aspon
trikrdt, avak uz bez inkubacie. Na zaver
sme sediment este resuspenzovali vo fi-
xacnom roztoku a nakvapkali na suché
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Tab. 2. Cytogenetické a molekulérne nalezy v korelacii s prezivanim u deti s akitnou myeloblastovou leukémiou.

ID Pohla- Diagnéza FAB
vie/ rok AML
nar. panel
1. Z/2001 17.1.2007 M2 aml1/
relaps 13.5.2008 eto
2. 7/2002 11.4.2008 M4 neg.
3. M/1996 12.8.2007 M4/M2  aml1/
relaps 18.2.2009 eto
4, M/2001 11.8.2008 M2 aml1/
eto
5. M/1996 11.8.2008 M5b neg.
relaps 6. 5.2009
. 2/1992 14.2.2006 M2 neg.
7. M/1999 21.2.2009 M1 neg.
M/2000 4.3.2009 M3 pml/
rara
9. M/1993 27.4.2009 M1-M2  neg.
10. Z2/1991 9.1.2009 Mo neg.
11. M/1994 26.8.2008 M5 neg.
12. M/1999 11.3.2009 M3 pml/
rara
13. M/1993 4.10.2006 M4/M5  mll/af6
relaps 9. 1. 2007
14. M/2006 15.2.2007 M5 mll/
ubeda
15. M/1996 12.1.2006 M5 neg.
relaps 2.5.2007
16. M/1990 13.11.2006  M1/M2  neg.
relaps 30. 12.2008
17. 72/1991 10.1.2006relaps M4 neg.
20.11.2006
18. M/2005 4.5.2006 M1 mil/
sept6
19. M/1994 17.5.2006 M4 neg.
20. M/1989 13.6.2006 M4 cbfb/
myh

namrazené podlozné skla (-22 °C), ktoré
sme ponechali na vzduchu do vysusenia.
Jedno sklo sme vyuzili pre FISH a druhé
sa zafarbilo pre potreby konvencnej
cytogenetiky [2]. Pri vySetreni FISH me-
téodou sme na identifikaciu aberacii po-
uzili fluorescenc¢ne znacené sondy dia-
gnostikujuce prestavby charakteristické
pre AML - MLL, C-MYC, BCR/ABL, RARA,
ETV6(TEL), AML1/ETO, CBFB. Preparaty
pripravené 24/72-hodinovou kultiva-

Molekulovo-genetické markery Cytogenetika FISH Prezivanie10/10
NPM1 MLL FLT3 FLT3 BAALC WT1
PTD ITD ITD
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XX(8;21)(g22;,922)[6] amll/eto 2.CR23.10.
2008 24.9.2008
AloTKD
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46,XX[8] neg. 1.CR 24.6.2008
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XXt(8;21)(922,g22)[8] amll/eto 2.CR23.7.2009
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XXt(8;21)(q22,922)- amll/eto 1.CR16.9.2008
del(9)(q21;922)[20]
neg. neg. poz. neg. poz. poz. 47XYadd(5)(qter)+m 3xcep8  exitus 18.9.2009
[15]
poz. neg. poz. neg. heg. poz. 46,XX[3] neg. 1.CR21.11.2006
poz. neg. poz. neg. poz. heg. 46,XX[20] neg. 1.CR 29.4.2009
neg. neg. neg. poz. poz. heg. 46,XY,del(q21;932), pml/rara AloTKD
t(15;17)(22;921)[3] 30.9.2009
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46,XY[20] neg. 1.CR 24.9.2008
neg. neg. poz. neg. poz. poz. 4n-6n[12] polyploidia  1.CR 12.5.2009
potvrdena
neg. neg. neg. neg. poz. poz.  46,XY,del(2)(q21)[15] neg. exitus 28.4. 2008
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XYt(1517)(q22;,921) pml/rara  1.CR12.5.2007
[17]
neg. neg. neg. poz. poz. nheg. 45 XY,-4,der(7)t(4;7) mll, exitus 28.4.2008
(@12,911)[31/45XY-  del17g31,
44(6;11)(q27;923),der(7) del12p13
t47)(q12,911)[17]
neg. neg. neg. poz. neg. neg. 47XYt(3;11)(p13;923)- mil 4x 1.CR12.5.2007
der(19)t(11;19) 11923, del
(923;p13.3),der19 1923,+19
t(11;19)(g23;p13.3) [15]
neg. neg. neg. neg. neg. poz. 46,XY[2] neg. exitus 15.5.2008
neg. neg. neg. neg. neg. poz 46,XY[8] neg. 1.CR18.4.2007
AloTKD 2.CR
4.2.2009
neg. poz. poz. neg. neg. poz. - neg. 1.CR 20.4.2006
neg. neg. neg. neg. neg. neg. 46XYt(11;2)(q24;023)[7] mll 1.CR 17.8.2006
neg. neg. neg. neg. neg. poz. 46XYt(6,9)(p23;q34)[4] neg. AloTKD 19.6.
2007,2.CR
22.5.2007
neg. neg. neg. neg. poz. poz. 46XY,inv(16)(p13;922) cbfb exitus 2006

ciou sme prezerali pod svetelnym mikro-
skopom pri 100-ndsobnom zvacseni —
kontrolovali sme kvalitu, hustotu a is-
totu skiel a dalSimi postupmi pripravili
tak, aby ich bolo mozné priamo hodno-
tit pod fluorescen¢nym mikroskopom
pri 1 000-ndasobnom zvacéseni s vhod-
nymi filtrami podla pouzitej sondy. Na
identifikdciu molekulovo-genetickych
markerov charakteristickych pre AML
ochorenie sme pouzili nasledujuce gény

[2]

BCR/ABL, CBFB/MYH, AML1/ETO, PML/RA-
RA-bcr1,2,3, FLT3-ITD a D835, MLL PTD,
NPM1, expresia génov BAALC a WTT. Izo-
laciu celkovej RNA sme realizovali po-
mocou trizolu, podla protokolu od-
porucaného vyrobcom. Koncentraciu
a Cistotu RNA sme zistovali spektrofo-
tometrickym meranim pri vinovej dizke
260 nm a 280 nm pouzitim pristroja
eppendorf BioPhotometer. Izolovanu
RNA sme uschovali pri -20 °C. Pri syntéze
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cDNA sme vychadzaliz 1 000 pg RNA/re-
akciu. Vypocitany objem RNA sme narie-
dili vodou do vysledného objemu 11 pl.
Pridali sme 1 pl primerov tzv. ndhod-
nych hexamérov. Reakéni zmes sme in-
kubovali 5 minut pri 70 °C. Potom sme
vzorky 5 min chladili pri 4 °C. Hned' po
schladeni sme pridali 4 pl 5x reakéného
pufru, 2 ul dNTP a 1 pl RNaza inhibitoru.
Po kratkom zamiesani jednotlivych vzo-
riek sme ich preniesli do pristroja Gene
Amp® PCR System 9700 (Applied Biosys-
tems), v ktorom prebiehal prepis RNA
do cDNA pri teplotnom profile: 25 °C -
15 min; 42 °C - 60 min; 70 °C - 10 min;
4 °C - podla potreby. Pri 25 °C sme po
5 minutach prebiehajuceho cyklu pridali
1 pl reverznej transkriptazy. Po ukonéeni
prepisu sme produkt zriedili s vodou
v pomere 1: 1 a uskladnili pri =20 °C. Na
identifikaciu jednotlivych molekulovo-
genetickych markerov sme dalej pouzili
metddu RT-PCR. Postupovali sme podla
protokolov odporucanych vyrobcom
pre dané markery. Podla tychto protoko-
lov sme pripravili reaké¢né zmesi modifi-
kované pre kazdu zistovanu anomaliu.
Kazdé zmes obsahovala mix enzymov
potrebnych pre priebeh PCR reakcie, za-
¢iatocné a koncové primery, vodu bez
nukledz a cDNA ako produkt reverznej
transkripcie. RT-PCR prebiehali podla
teplotnych profilov opét prisposobe-
nych pre dany marker. Na identifika-
ciu falosne pozitivnych a falosne nega-
tivnych vysledkov RT-PCR reakcie sme
spolu s vy3etrovanymi vzorkami analy-
zovali pozitivnu kontrolu PK (pozitivny
pacient) a negativnu kontrolu NK (voda
bez nukledz). Ziskané PCR produkty sme
analyzovali elektroforézou v agarézo-
vom géli. V niektorych pripadoch, ako
napriklad pri detekcii mutacie FLT3 D835,

Pritomnost molekulovo-genetickych markerov

80
70 -
60 -
504 45%
% 40 -
30 25%

20 4 15%
n
0- T T

75 %
65 %

10 %
5%

AML panel FLT3ITD FLT3 D835 MLLPTD

NPM1 BAALC WT1

Graf 2. Zastupenie molekulovo-genetickych markerov u vsetkych pacientov.

sme museli produkt PCR dalej identifi-
kovat pomocou restrikénej analyzy. Re-
akéné médium tvorili produkt PCR reak-
cie, Buffer B2, enzym ECORV a voda bez
nukledz. Nasledna PCR prebiehala podla
teplotného profilu odporiacaného vy-
robcom. Produkty restrik¢nej analyzy
sme hodnoatili elektroforézou v agarézo-
vom géli. Elektroforeticka separacia pro-
duktov PCR prebiehala v 2% alebo 5%
agaroéze v timivom roztoku TBE pri jed-
nosmernom elektrickom prude s napa-
tim 120 V po dobu 120 min, respektive
30 min. Spolu s PCR produktmi sme vzdy
pustili aj pozitivnu kontrolu, negativnu
kontrolu a vodu.

Vysledky

Subor pacientov tvori 20 deti s AML (do
dovisenia 18. roku Zivota), ktoré boli
v obdobi rokov 2008-2010 vysetreni
na Oddeleni onkologickej genetiky Na-
rodného onkologického Ustavu (tab. 2).
Subor zahina 5 dievcéat a 15 chlapcov.
Do suboru neboli zaradeni 4 AML pa-
cienti s Downovym syndrémom. Prie-
merny vek pacientov v ¢ase stanovenia
diagnézy bol 11 rokov. Najmladsi pa-

cient bol v ¢ase stanovenia diagnézy vo
veku 1 roku a najstarsi 18 rokov. V ¢ase
stanovenia diagndzy boli pacienti zara-
deni do prislusnych FAB skupin. Najviac
ich bolo v M4 (6 deti, 30 %) a najmene;j
v MO (1 dieta, 5 %) skupine podla FAB
klasifikacie.

Vysledky cytogenetického vysetrenia
Pri cytogenetickom vysetreni bol nor-
malny karyotyp zisteny u 6/20 pacientov.
U 13/20 pacientov boli detekované kva-
litativne alebo kvantitativne zmeny ka-
ryotypu. U 1/20 pacienta nebolo mozné
karyotyp vysetrit. U 6/13 pacientov
(46 %) s abnormalnym karyotypom boli
detegované chromozémové aberécie
asociované so zlou prognézou, u 4 pa-
cientov (31 %) so strednou prognézou,
a len u 3 pacientov (23 %) sme zistili ka-
ryotyp s aberaciami s dobrou prognézou
(tab. 2).

Vysledky molekulovo-genetického
vysSetrenia zobrazuje tab. 3 a graf 2
a poukazuju na to, Ze jednotlivé mole-
kulovo-genetické markery sa vyskyto-
vali u pacientov s réznou frekvenciou.
Zmeny v AML paneli boli detekované

Tab. 3. Koreldcia molekulovo-genetickych nalezov s klinickym priebehom pocas lie¢by pacienta s AML-M3.

Vzorka

(datum prijatia, stav pacienta)
11.3.2009 nelieceny
25.3.2009 indukcia
7.4.2009 27.den po indukcii

15.4.2009 35.den po indukcii 417

12.5.2009 1.CR
16.6.2009 1.CR

WT1 expresia

44154
14243

FLT3 ITD FLT3 D835

neg. neg.
neg. neg.

BAALC expresia

MLLTD

5354 neg. neg.
1270 neg. neg.
559 = =
1120 - -
837 - -
351 - -
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u 9 pacientov z 20 (45 %). Najpocet-
nejsie boli zastupené AML/ETO v 3 pri-
padoch a MLL, taktiez v 3 pripadoch.
U 2 pacientov bol potvrdeny fuzny gén
PML/RARA. U dalsich pacientov sa vy3et-
renim metdédou FISH vyskytol len jeden
z nasledovanych genetickych markerov:
cep8, del17q31, del12p13, del11g23, CBFB
apolyploidia. Markery asociované so zlou
prognézou, ako mutacia FLT3 ITD a MLL
PTD/MLL translokdcie, boli zistené u 9/20
pacientov (45 %), pricom 5/20 mali mu-
téciu FLT3 ITD a 4/20 MLL PTD/MLL
translokdcie, z toho MLL PTD sme zis-
tili u 1 pacienta. Markery asociované
s dobrou progndzou, mutacia FLT3 D835
a NPM1, boli detegované u 5/20 (25 %),
z toho mutacia FLT3 D835 u 5/20 pa-
cientov (15 %) a NPM1 u 2/20 pacien-
tov (10 %). Zvy3ené expresie WT1 génu
a BAALC génu patria medzi prognos-
ticky nezavislé markery. Narast expre-
sie niektorého z génov bol pritomny
u 18/20 pacientoy, t. j. u 90 % pacientov.
U viac ako polovice tychto pacientov sa
vyskytla nadexpresia u oboch génov su-
Casne. Nadexpresiu sme hodnotili narast
expresie 0 100 % a viac oproti fyziologic-
kej hodnote expresie. Za zvysenu expre-
siu sme oznacili narast expresie o 10 %
az 100 % voci fyziologickej urovni. Na-
rast expresie do 10 % sa klasifikuje ako
mierne zvysena expresia.

Sledovanie expresie génov WTI1
a BAALC u deti s AML pocas liecby de-
monstrujeme na priklade 9-ro¢ného
chlapca s diagnézou AML-M3, cytoge-
netickym nalezom 46,XY,t(15;17)(q22;
g32) a FISH néalezom s 83,5 % jadier-
kami s prestavbou PML/RARA a kvali-
tativnym potvrdenim fuzneho génu
PML/RARA s miestom scelenia bcr3.

A BAALC expresia
10 000
5354
1120
S 1000- 1270
= 559 837 351
o100 < 200
2 ]
S fyziologicka
= 10 4 hodnota
p expresie BAALC
1 T T T T T T
0 11.3. 25.3. 7.4, 15.4. 12.5. 16.6.
B WT1 expresia
100 000
100004 4154 14 243
o
o
o
© 1000 | 417
*
3 LN\ < 200
E YN
}— . . s
53 fyziologicka
= 10 1 13 1 hodnota
expresie WT1
1 T T T T T T
0 11.3. 25.3. 7.4. 15.4. 12.5. 16.6.

Graf 3. Zmena expresie génu BAALC (A) a WT (B) v redlnom case pocas liecby pacienta

s AML-M3.

V case diagnézy 11. 3. 2009 sme zistili
nadexpresiu génov WTT a BAALC bez
mutécie v génoch FLT3 ITD, FLT3 D835,
MLL TD a NPM1. Pocas Specifickej liecby
pre AML pacientov sme po indukcii
v 35. den liecby zistili vyrazny pokles ex-
presie génu WTT1 a BAALC (tab. 4, graf 3).
Po 2 mesiacoch nastala 1. klinicka re-
misia (1. CR) a pokles hladiny expre-
sie WTT1 génu na fyziologicku hodnotu
a pretrvavanie zvysenej expresie u génu

BAALC. U druhého pacienta, 12-ro¢ného
chlapca s AML-M5 a cytogenetickym na-
lezom 47,XY,add(5)(qter),+m[15], FISH
vysetrenim s 35 % vysetrenymi jadrami
s trizdmiou chromozému 8 sme met6-
dou molekulovo-genetickej diagnostiky
vylucili pritomnost translokacii charak-
teristickych pre AML. V Case diagndzy
8.10.2008 sme zistili nadexpresiu génov
WTT a BAALC s mutaciou v géne FLT3 ITD.
Mutacie v génoch, FLT3 D835, MLL TD

Tab. 4. Koreldcia molekulovo-genetickych nalezov s klinickym priebehom pocas lie¢by pacienta s AML-M5.

Vzorka (datum prijatia,
stav pacienta)

8.10.2008 este nelieceny 36 950
27.10.2008 15. den liecby 5811
25.11.2008 1.CR 1207
13.1.2009 relaps 12905
24.2.2009 relaps 8443
9.6.2009 relaps 9993
12.8.2009 relaps 1626

WT1 expresia

FLT3ITD FLT3 D835  BAALC expresia MLLTD NPM1
poz. neg. 16 154 neg. neg.
neg. = —— 3752 _
neg. = ————— 2542 — o
poz. 1516 -—_
poz. = ———— 2149 —_— ==
poz. = ——— 13385 _
poz. = - 5359 — e

32

Klin Onkol 2012; 25(1): 26-35




IDENTIFIKACIA MOLEKULARNYCH MARKEROV U DETI S AKUTNOU MYELOBLASTOVOU LEUKEMIOU (AML)

A WT1 expresia
100 000
36 950
12 905 9993
10 000
o
S 1000 -
1) 1207 1626
= < 200
* 100 A fyziologicka
2 hodnota
E 10 - expresie WT1
=
0 8.10.27.10.25.11. 13.1. 24.2. 9.6. 12.8.
B BAALC expresia
100 000
16 154 13385
10 000 -
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Graf 4. Zmena expresie génu WT1 (A) a BAALC (B) v redlnom case pocas liecby pacienta

s AML-M5.

a NPM1 sme vylucili. Pocas specifickej
liecby pre AML pacientov sme po induk-
cii v 15. den liecby zistili vyrazny pokles
expresie génu WTT a BAALC a elimina-
ciu nddorovych buniek s FLT3 [TD (tab. 5
a graf 4). Po 35 drioch nastala 1. klinicka
remisia (1. CR) a vyrazny pokles hladiny
expresie WTT a BAALC génov bez dosiah-
nutia fyziologickej hodnoty. Po 2 mesia-
coch narastla hladina expresie oboch
génov WTT na 10-ndsobnu hodnotu,
pricom bol zaznamenany relaps ocho-
renia na hematologickej urovni. Hla-
dina expresie génu BAALC stupla 2-na-
sobne a bol potvrdeny klon s mutaciou
FLT3 ITD. Napriek Specifickej lie¢be hla-
dina expresie oboch génov narastala
a pacient po stanoveni relapsu ochore-
nia po 8 mesiacoch ochoreniu podlahol.
Vyskyt molekulovych markerov v sibore
poukazuje na to, Ze u viac ako polovice
pacientov (11/20, 55 %) bola zistena pri-
tomnost az 3 molekulovo-genetickych
markerov. U 6 pacientov (30 %) to boli

2 markery a u 3 pacientov (15 %) 1 mar-
ker. Pri porovnani pritomnosti molekulo-
vych markerov u pacientov bez pritom-
nosti BCR/ABL, CBFB/MYH, AML1/ETO,
PML/RARA-bcr1,2,3 sme zistili sucasny
vyskyt 3 dalSich molekulovych markerov
typu FLT3-ITD a D835, MLL PTD, NPM1,
expresie génov BAALC a WTT u 5/20 pa-
cientov (45 %). U rovnakého poctu pa-
cientov (5/11) sme zistili sicasny vyskyt
2 zo sady tychto dalSich markerov.V jed-
nom pripade bol pritomny len jeden
z tychto markerov.

Diskusia

U AML boli doposial' identifikované
mnohonasobné chromozémové a gé-
nové aberdcie, korelujuce s biologickymi
a klinickymi vlastnostami ochorenia [13].
Z klinického hfadiska predstavuju jed-
notlivé chromozémové aberacie doble-
Zity prognosticky a terapeuticky faktor,
napomahajuci stanovit optimalnu tera-
piu a efektivne ju modifikovat v dalsom

priebehu liecby. V tejto $tudii sme sa za-
oberali zostavenim suboru detskych pa-
cientov s AML a sledovanim vyskytu ge-
netickych aberacii. V naSom subore bola
najpocetnejsou skupinou skupina paci-
entov s AML-M4, ktora tvorila az 30 %
vietkych detskych pacientov s AML.V li-
teratlre sa uvadza najviac zastlipenad
skupina AML M0-M2, ktord tvori viac
ako 40 %. Aj v prezentovanom subore sa
nachadza 45 % pacientov s morfolégiou
AML M0-M2, ¢o sa zhoduje s literdrnym
udajom [18]. Metédou konvencnej cyto-
genetiky sme u 65 % detskych pacien-
tov s AML vysetrili chromozémové abe-
racie a normalny karyotyp u 35 % deti
s AML.V literature sa Casto uvadza vyskyt
priblizne 50 % pacientov s normalnym
karyotypom bez chromozémovych abe-
racii. V naSom subore sa podarilo vyset-
rit vacsi pocet, ¢o mozno pripisat vybor-
nej kvalite standardného vysetrovacieho
postupu pri kultivacii a spracovanie ma-
teridlu. Podla genetického ndlezu sme
mohli AML pacientov zaradit do pro-
gnostickych skupin. Do prvej skupiny
patrilo 23 % pacientov s dobrou progné-
zou, 31 % so strednou a 46 % so zlou pro-
gndézou. Teda u 54 % pacientov predpo-
kladéame priaznivy priebeh ochorenia pri
Specifickej liecbe. Ako v literature, tak aj
v nasom subore sme zistili, Ze vac¢iina
pacientov umiera rychlo po stanoveni
diagnézy (do 2-3 rokov). Preto sa vyvija
snaha u pacientov bez nalezu chromo-
zémovych aberdcii alebo u tych s priaz-
nivou a strednou prognézou hladat dal-
Sie prognostické genetické ukazovatele,
ktoré by pomohli stratifikovat takychto
pacientov do uzsich prognostickych sku-
pin. Z tohto dovodu sa zvySuje zadujem
o molekulovo-genetické markery, ktoré
by mohli napomoct v tejto stratifikcii.
Do dnesnych dni boli v cytogeneticky
normalnych myeloblastovych bunkach
identifikované mutécie viacerych génov.
K takymto mutacidm patria interna tan-
demova duplikacia a bodova mutacia
v tyrozin kindzovej doméne FLT3 génu,
parcidlna tandemova duplikacia MLL
génu, mutdcie v génoch CEPBA, NMP1,
NRAS, ako aj zvySend expresia BAALC
a WT1 génu. Na Oddeleni onkologickej
genetiky NOU bolo v poslednom obdobi
zavedené vysSetrovanie mutdcii FLT3 ITD
a D835, MLL PTD, NPM1 a expresie génov
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BAALC a WTT. Jednotlivé molekulovo-
-genetické markery sa vyskytovali u na-
Sich pacientov s r6znou frekvenciou. Me-
tédami molekuldrnej genetiky sme za-
chytili molekulovo-genetické markery
asociované so zlou prognézouy, t. j. mu-
tacia FLT3 ITD a MLL PTD, 6/20 pacien-
tov (30 %). Pritomnost mutécie FLT3 ITD
sme zistili u 5 deti (25 %) - troch dievcat
a troch chlapcov. V literature sa inciden-
cia mutécie FLT3 ITD uvédza u asi 15 %
detskych pacientov s AML [15]. V naSom
subore bola incidencia vyssia u dievcat
ako u chlapcov (3 : 2/diev¢ata : chlapci).
U 2 FLT3 ITD pozitivnych pacientov sme
zistili normalny karyotyp, u dvoch sme
zistili pritomné chromozémové abera-
cie. U jedného pacienta nebolo mozné
karyotyp vysetrit. V 1 pripade chlapec
s touto mutaciou exitoval. U tohto pa-
cienta sme detegovali chromozémové
aberacie asociované so zlou prognézou.
FLT3 ITD mutécie sa nachadzaju casto
spolu s mutaciou v géne NPM1.V nasom
subore sme tuto korelaciu zachytili
u 2/5 pacientov. O vyskyte mutacie MLL
PTD sa vela nevie. V naSom subore sme
tato aberaciu zachytili len u jednej pa-
cientky (5 %).V literature sa vyskyt pohy-
buje okolo 2,5 % [14]. U nasej pacientky
bola zaroven pritomna mutécia FLT3 ITD
a zvysSend expresia WTT génu, pricom
karyotyp nebolo mozné vysetrit. Mole-
kulovo-genetické markery asociované
s dobrou prognézou, t. j. bodova muta-
cia FLT3 D835 a NPM1, sme detegovali
v 5/20 pripadoch (25 %). Bodovu muta-
ciu FLT3 D835 sme zistili u 3 deti (15 %).
Je to o nie¢o malo viac, ako sa uvadza
v literatdre (5-10 %) [12]. V nami sledo-
vanom subore vsetci FLT3 D835 pozi-
tivni pacienti boli chlapci. U 2 pacien-
tov bol normalny cytogeneticky nalez
a nadexpresia WTT génu. Jeden z tychto
chlapcov exitoval. U tretieho chlapca
sme zistili chromozémovu aberaciu
spojenu so strednou prognézou. Mu-
taciu NPM1 sme zachytili u 2/20 paci-
entov (10 %). V literature sa uvadza vy-
skyt u detskych pacientov 2-6 % [13]. Aj
ked je mutacia NPM1 asociovana s dob-
rou progndzou, u oboch pacientov sme
sUcasne zistili aj mutaciu FLT3 ITD, ktora
je naopak spojend so zlou prognézou.
Obaja pacienti mali normalny cytogene-
ticky nalez. U jedného chlapca sme zis-

tili nadexpresiu BAALC génu a druhého
nadexpresiu WTT génu. U vSetkych AML
detskych pacientov sme mohli po dosia-
hnuti cytogenetickej remisie sledovat
minimalne jeden molekulovy marker.
Tymto sme dosiahli precizne sledovanie
minimalnej rezidudlnej choroby a moz-
nost zistenia v¢asného relapsu. Zvysena
expresia WT1 génu a BAALC génu patria
medzi prognosticky nezavislé markery.
Narast expresie niektorého z génov bol
pritomny u 18/20 pacientov, t. j. u 90 %
pacientov. Pri koreldcii hladiny expresie
génov WTT a BAALC s klinickym priebe-
hom pocas liecby sme zistili, ze hladina
expresie génu WTT uzko korelovala s do-
siahnutim kompletnej remisie ochore-
nia, ¢o sa prejavilo poklesom hladiny ex-
presie na Uroven fyziologickej hodnoty.
Tato zhoda sa prejavila rovnako aj u pa-
cienta s relapsom, pricom pri klinickom
stanoveni relapsu, hladina expresie bola
zistend so 100 % narastom. Sledovanim
koreldcie génu BAALC s klinickym prie-
behom u oboch pacientov sme zistili dis-
krepanciu, pri stanoveni kompletnej re-
misie bola hladina expresie BAALC génu
zvy$end. Rovnako u druhého sledova-
ného pacienta sme pri relapse zazna-
menali mierne zvySenu expresiu génu
BAALC, pricom expresia génu WTT bola
100% zvySena. Z uvedeného vyvodzu-
jeme zaver, Ze sledovanie expresie génu
WTTI je citlivejsie pre stanovenie kom-
pletnej remisie, ako aj v€asného relapsu.
Odportcame ho vyuzivat v klinickej on-
kologickej praxi. Nadexpresiu WTT génu
sme zistili u 11/20 pacientov (55 %). V li-
terature sa tato hodnota pohybuje okolo
78 % pacientov [18]. U 15 % pacientov
bola zvysena expresia a u 5 % mierne
zvySena expresia. Ostatni pacienti ne-
mali zvySené hodnoty expresie WTT
génu. Nadexpresiu BAALC génu sme za-
chytili u 4/20 pacientov (20 %) a zvySenu
expresiu u 45 %. U ostatnych pacientov
sme namerali fyziologické hladiny ex-
presie BAALC génu. 4 pacienti z vySetro-
vaného suboru exitovali. Casovy interval
od stanovenia diagnézy po exitus bol
v rozmedzi 0-2 roky. U jedného z tychto
pacientov bol pritomny normalny cyto-
geneticky ndlez a mutdcia FLT3 D835,
ktora je asociovana s dobrou progno-
zou. Tento pripad poukazuje na to, Ze je
potrebné hladat nové markery, ktoré by

ndm pomohli este presnejsie stratifiko-
vat pacientov. Markery spajané s dobrou
prognézou este nezarucuju prognos-
ticky lepsi priebeh ochorenia. Podarilo
sa nam identifikovat pridatné moleku-
larne zmeny, ktoré v skupine pacientov
s normalnym karyotypom umoznia ich
presnejsiu stratifikaciu do prognostic-
kych podskupin a umoznia sledovat hla-
dinu MRD. U kazdého jedného pacienta
v subore sme identifikovali aspon jeden
geneticky marker.

Zaver

Kombindaciou metéd klasickej cytoge-
netiky, FISH a Specifickych PCR, RT-PCR
metdd je mozné zistit Siroké spektrum
genetickych aberécii u detskych paci-
entov s AML. Zavadzanie dalSich mole-
kulovych markerov v diagnostike AML
ochorenia umozniuje rozsirit spektrum
genetickych markerov charakterizuju-
cich klonovy vyvoj leukémie.V mnohych
pripadoch umozfuju dalSie molekulové
markery FLT3-ITD a D835, MLL PTD, NPM1
lepsie vyjadrenie sa k prognéze ochore-
nia, monitorovanie odpovede pacienta
na Specificku lie¢bu, sledovanie mini-
malnej rezidudlnej choroby a potrans-
plantacného priebehu ochorenia. V su-
casnosti sa do popredia dostava snaha
identifikovat tieto prognosticky vy-
znamné molekulové markery za ucelom
lepsej stratifikacie pacientov s normal-
nym karyotypom bez cytogenetického
nalezu do prognosticky uzsich skupin.
Rovnako zavedenie diagnostiky genetic-
kych markerov méze pomaoct identifiko-
vat u kazdého pacienta aspon jeden cy-
togeneticky alebo molekularny marker
na monitorovanie priebehu ochorenia,
na predikciu v¢asného relapsu, alebo na
sledovanie efektivnosti terapie.

Literatura

1. Kubisz P et al. Hematoldgia a transfuzioldgia. 1. vyd. Bra-
tislava, Praha: Grada 2006.

2. Novakova P, llencikova D. Genetické metédy v onkolo-
gii. Onkologia 2010; 5(2): 59-63.

3. Vardiman JW, Thiele J, Arber DA et al. The 2008 revision
of the World Health Organization (WHO) classification of
myeloid neoplasms and acute leukemia: rationale and
important changes. Blood 2009; 114(5): 937-951.

4. Kaugsitz J et al. Onkolégia. 1. vyd. Bratislava: VEDA 2003.

5.Sr8en S, Srérova K. Zaklady klinickej genetiky a jej mole-
kuldrna podstata. 4. vyd. Martin: Osveta 2005.

6. Vojtasék K et al. Viybrané kapitoly z lekarskej biolégie
a humdnnej genetiky. 1. vyd. Bratislava: Univerzita Ko-
menského 2003.

34

Klin Onkol 2012; 25(1): 26-35




IDENTIFIKACIA MOLEKULARNYCH MARKEROV U DET

S AKUTNOU MYELOBLASTOVOU LEUKEMIOU (AML)

7. Remick DG, Kunkel SL, Holbrook EA et al. Theory and
applications of the polymerase chain reaction. Am J Clin
Pathol 1990; 93 (4 Suppl 1): S49-S54.

8. Templeton NS. The polymerase chain reaction. History,
methods, and applications. Diagn Mol Pathol 1992; 1(1):
58-72.

9. Valasek MA, Repa JJ. The power of real-time PCR. Adv
Physiol Educ 2005; 29(3): 151-159.

10. Estey E, Dohner H. Acute myeloid leukaemia. Lancet
2006; 368(9550): 1894-1907.

11. Krauter J, Wagner K, Schéfer | et al. Prognostic factors
in adult patients up to 60 years with AML and transloca-
tions of chromosome band 11g23: individual patient da-

ta-based meta-analysis of the German AML Intergroup.
J Clin Oncol 2009; 27(18): 3000-3006.

12. Meshinchi S, Alonzo TA, Stirewalt DL et al. Clinical im-
plications of FLT3 mutations in pediatric AML. Blood 2006;
108(12): 3654-3661.

13. Reneville A, Roumier C, Biggio V et al. Cooperating
gene mutations in acute myeloid leukemia: a review of
the literature. Leukemia 2008; 22(5): 915-931.

14. Balgobind BV, Hollink IH, Reinhardt D et al. Low fre-
quency of MLL-partial tandem duplications in paedi-
atric acute myeloid leukaemia using MLPA as a novel
DNA screenings technique. Eur J Cancer 2010; 46(10):
1892-1899.

15. Hollink IH, van den Heuvel-Eibrink MM, Zimmermann M
et al. Clinical relevance of Wilms tumor 1 gene mutati-
ons in childhood acute myeloid leukemia. Blood 2009;
113(23): 5951-5960.

16. Hollink IH, Zwaan CM, Zimmermann M et al. Favorable
prognostic impact of NPMT gene mutations in childhood
acute myeloid leukemia, with emphasis on cytogeneti-
cally normal AML. Leukemia 2009; 23(2): 262-270.
17.Blaise A etal. WTT1 Overexpression after Induction Therapy
in Children AML is Associated with Higher Risk of Relapse.
Blood ASH Annual Meeting 2004; 104: Abstract 2998.

18. Leukaemia § lymphoma research. Available from:
http://www.lIresearch.org.uk/en/1/infdispataml.html.

Klin Onkol 2012; 25(1): 26-35

35






