Zdrav Vestn 2008; 77: 1-43-6 1-43
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Osnovna citogenetska preiskava je ena od temeljnih diagnosticnih preiskav pri novo od-
kritih bolnikih z levkemijo. Njeni izsledki so temeljni za natancno opredelitev vrste levke-
mije, dolocitev napovedi poteka bolezni in izbire intenzivnosti zdravljenja. Pri velikem
delezu bolnikov z akutno mieloblastno levkemijo (AML) prepoznana citogenetska spre-
memba omogoci oceno uspesnosti zdravijenja oziroma dolocitev minimalnega preostan-
ka bolezni (MRD). Zanimala sta nas delez citogenetskih sprememb pri nasih bolnikih z
levkemijo ter primerljivost ugotovljenih izsledkou s tistimi, ki jih navaja literatura.

Vliaboratoriju za citogenetiko smo v zadnjih dveh letih preiskavo opravili pri 120 bolnikih
z akutno levkemijo. Celice kostnega mozga smo kratkotrajno gojili in nato uporabili G-
progangje (Giemsa-tripsin). Pri vecini preiskovancev smo za dolocitev ponavijajocih se kro-
mosomskih sprememb uporabili tudi fluorescencno hibridizacijo »in situ« (FISH).

Uspesnost osnovne citogenetske preiskave je bila 90 % in skoraj pri 70 % bolnikov smo
nasli klonske kromosomske spremembe. Pogostnost ugotovljenih kromosomskih sprememb
Je bila vecinoma primerlijiva s podatki v literaturi, kar velja tudi za delez bolnikouv s kom-
pleksnimi kromosomskimi preureditvami in normalnim kariotipom.

Delez bolnikou, pri katerih bilahko prezrii katero od kromosomskih sprememb, smo zmanj-
Sali z uporabo molekularnih citogenetskih in molekularnogenetskih preiskav na najmany-
so mozno mero. Na osnovi rezultatov zadnjih dveh let lahko zakljucimo, da so nasi bolniki
z levkemijo delezni ustrezne citogenetske diagnosticne obravnave, ki je povsem primerlji-
va z obravnavo v centrih za zdraviljenje akutnih levkemij v zamejstvu.
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Abstract

Background

Methods

Modern therapeutic concepts in acute leukemia are based on individual risk stratification
at diagnosis and during follow-up. Cytogenetics plays a central role for classification and

Jfor prognostication in acute myeloid (AML) and considering t(9;22) determination also in

acute lymphoblastic leukemia (ALL). This method also helps to determine a suitable genetic
marker for later monitoring of minimal rvesidual disease (MRD). Results of standard cyto-
genetics obtained in our laboratory were analyzed and compared with literature data.

During the last two years cytogenetic analysis was done in 120 adults and children who
were diagnosed with acute leukemia. Bone marrow cells were short-time cultivated to obita-
in metaphases which were analyzed after G-banding (Giemsa-trypsin). In majority of ca-
ses fluorescent in situ hybridization (FISH) was also applied to determine or confirm the
suspected chromosomal aberrations.
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The standard cytogenetics was successful in 90 % of samples. In 70 % of AL patients clonal

chromosomal changes were found. Recurrent chromosomal aberrations were determined
with expected frequency as previously published for other populations. Also the frequenci-
es of patients with a normal karyotype and complex chromosomal changes were in the

Using molecular cytogenetic and genetic methods a possibility that some of chromosomal

changes were overlooked was considerably minimized. On the basis of the analyzed data
we can be confident that the cytogenetic diagnostic approach in our acute leukemia pati-

Results
expected range.
Conclusions
ents is in accordance with international guidelines.
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Uvod

Akutna mieloi¢nalevkemija (AML) in akutna limfatic-
nalevkemija (ALL) sta klini¢no in biolosko heteroge-
ni, kompleksni klonski bolezni, ki nastaneta z razli¢-
nimi mehanizmi levkemogeneze.» 2 Sodobni nacini
zdravljenja zahtevajo natan¢no razvrstitev podvrste
akutne levkemije za napoved poteka bolezni ob po-
stavitvi diagnoze in med zdravljenjem. Dolocitev ozna-
Cevalca za poznejSe spremljanje minimalnega pre-
ostanka bolezni (MRD) paje drugi razlog za individu-
alno in celovito diagnosti¢no obravnavo vsakega po-
sameznega bolnika.? Te zahteve izpolnjuje t.i. multi-
modalni diagnosti¢ni pristop, ki uposteva rezultate
citomorfologije, multiparameterske preto¢ne citome-
trije (MFC), citogenetske analize, fluorescencne in si-
tu hibridizacije (FISH) in molekularne genetike.?
Osnovna citogenetska preiskava je torej najpomemb-
nejsa preiskava sodobne diagnosti¢ne obravnave bol-
nika z akutno levkemijo in jo predpisujejo vse smer-
nice za obravnavo te bolezni.*> Njen domet so okre-
pili postopki molekularne citogenetike, ki pa imajo
skupaj s preiskavami molekularne genetike vlogo do-
polnilnih preiskav. Izsledki citogenetskih raziskav pa
so nenazadnje klju¢ni tudi za temeljno razumevanje
leukemogeneze in posledi¢no za razvoj ustreznih
zdravil.%7

Metode

V obdobju zadnjih dveh let (februar 2006 - januar
2008) smo preiskali vzorce 120 bolnikov, pri katerih
je bila postavljena diagnoza akutna levkemija.

Osnovna in molekularna citogenetika

Celice kostnega mozga smo kratkotrajno (24 ur)
gojili in jih nato po obicajnem postopku® pripravili
za citogenetsko preiskavo. Po predhodnem pro-
ganju GTG (Giemsa-tripsin) smo kromosomske
spremembe opredelili na osnovi ISCN 2005 (Interna-
tional System for Human Cytogenetic Nomenclatu-
re). Pri bolniku smo ugotovili normalen kariotip po
pregledu 20 metafaz. Preiskave FISH smo opravili
z molekulskimi DNA-sondami proizvajalca Abbott
(ZDA). Dva preiskovalca sta pregledala najmanj 200
interfaznih jeder. Rezultat je povpredje obeh vred-
nosti.

Rezultati in razpravljanje

Za osnovno citogenetsko preiskavo pri hematoloskih
boleznih lahko kot izhodis¢ni bioloski vzorec upora-
bimo biopsijski stebricek, aspirat kostnega mozga ali
vzorec venske krvi. Uspesnost kariotipizacije je bila
pricakovano najboljsa pri aspiratu kostnega mozga
(Razpr. 1). Celokupna uspesnost citogenetske anali-
ze pribiopsijskem stebricku kot izhodis¢nem materi-
alu naj bi bila do 60 %, ¢esar pa mi ne dosegamo. Za
oceno uspesnosti preiskave pa bi morali iz biopsij-
skega stebricka ocenjevati vecje Stevilo vzorcev. Ne-
koliko manjsa je tudi uspesnost citogenetske preiska-
ve pri venski krvi, vendar je tudi delez teh vzorcev
majhen. S celokupno uspesnostjo preiskave (90 %),
Se zlasti pa z uspesnostjo preiskave pri aspiratu kost-
nega mozga (92,7 %), pa ustrezamo smernicam in za-
htevam standardov, ki urejajo kakovost dela v citoge-
netskih laboratorijih. Te postavljajo kot ciljno vrednost
85-odstotno uspesnost kariotipizacije pri vzorcih kost-
nega mozga.’ 75 % vseh preiskav smo opravili pri odra-
slih bolnikih z akutno levkemijo, pri katerih je prevla-
dovala AML (82 %), medtem ko smo pri otroskih lev-
kemijah (25,8 % vseh levkemij) vec¢ino preiskav opra-
vili pri bolnikih z B-ALL (87 % vseh otrok). Literatura
soglada, da je citogenetska preiskava najbolj tezavna
pri ALL, tako zaradi majhnega mitotskega indeksa pri
tej bolezni kot tudi zaradi slabe morfologije kromo-
somov. Nasi rezultati potrjujejo, da smo tudi pri tej
podvrsti levkemije dokaj uspesni (75 %), pri otrocih
celo Se nekoliko bolj. Pri AML pa praviloma osnovno
citogenetsko preiskavo uspesno izvedemo. Ob dia-
gnozi naj bi klonske kromosomske spremembe nasli
vsaj pri dveh tretjinah bolnikov z levkemijo,> 1 s ¢i-
mer se dobro ujemajo tudi nasi rezultati (70 %) (Raz-
pr. 2). Redkeje pa se najdejo kromosomske spremem-
be pribolnikih s T-ALL,” pri katerih tudi mi sprememb
nismo nasli. Pri teh bolnikih je tudi uspesnost citoge-
netske preiskave manjsa (Razpr. 1).

Pogostnost ponavljajo¢ih se kromosomskih spre-
memb zznanim napovednim pomenom (Razpr. 3) je
pri slovenski populaciji primerljiva z navedbami v li-
teraturi.'®!* Najpogostejsi ponavljajoci se kromosom-
ski preureditvi najdemo pri ALL. Kar pri 40 % odra-
slih bolnikov in pri enem otroku z B-ALL smo dolo¢ili
napovedno zelo neugodno translokacijo t(9;22) ozi-
roma Ph kromosom, kar je v skladu s pricakovano
pojavnostjo pri odraslih in otrocih.? Pri 20 % otrok z
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Razpr. 1. Stevilo preiskovancev in uspesnost citogenetske preiskave glede na bioloski vzorec in vrsto akuine
levkemije pri odraslih in otrocih.

Table 1. Number of samples and successful cytogenetic analysis according to leukemia type in adults and
children.

Vse preiskave
stevilo (%)

Uspesnost
Stevilo (%)

Uspesnost pri otrocih

Pediatri¢ni bolniki stevilo (%)

All analysis Pediatric patients Successful analysis ~ Successful analysis in pediatric patients
number (%) cdiatric patients number (%)* number (%)*

Vsi bolniki z AL / All AL patients 120 31 108 (90 %) 26 (86,7 %)

AML 80 7 78 (97,5 %) 7 (100 %)

ALL 40 24 30 (75 %) 19 (79,2 %)

B-ALL 34 21 27 (79,4 %) 17 (81 %)

T-ALL 6 3 3(50 %) 2 (66,7 %)

Biopsijski stebricek / Bone core biopsy 3(2,5%) / 1(33,3) /

Venska kri / Peripheral blood 7 (5,8 %) 4 (13,3 %) 5(71,4 %) 3(75%)

Aspirat KM / BM aspirate 110 (91,7 %) 26 (86,6 %) 102 (92,7 %) 23 (88,5 %)

KM - kostni mozeg, * - raunano na vse preiskave, # - racunano na pediatri¢ne bolnike
BM - bone marrow, * calculated as percentage of all analysis, *calculated as percentage of analysis in pediatric patients

Razpr. 2. Pogostost normainega in kompleksno preurejenega kariotipa.

Table 2. Frequency of normal and complex karyotype.

Vsi bolniki

Pediatri¢ni bolniki

All patients Pediatric patients AML ALL S-AML
*Vsi bolniki / All cases 120 30 80 40 12
Klonske kromosomske spremembe / 82 (68,3 %) 20 (66,7 %) 57 (71,2 %) 25 (62,5 %) 11 (91,7 %)
Clonal chromosomal aberrations
Normalen kariotip / Normal karyotype 38 (31,6 %) 10 (33 %) 23 (28,8 %) 15 (37,5 %) 1(8,3%)
Kompleksne spremembe / Complex karyotype 32(27,1 %) 8(26,7 %) 19 (23,8 %) 12 (30 %) 6(50 %)

* osnova za izracun deleza
* basis for calculation of %

B-ALL smo potrdili prisotnost translokacije t(12;21),
ki je sicer kripti¢na, tako da jo dolo¢amo s preiskavo
FISH. Zanimivo je, da smo translokacijo t(8;21) vec-
krat ugotovili pri otrocih kot pa pri odraslih. Gre za
najpogostejso preureditev pri otroski AML. Preuredi-
tev gena MLL nakromosomu 11 (11q23) je spremem-
ba, ki jo najdemo pri razli¢nih oblikah levkemij in za-
jema obsiren nabor partnerskih genov pri razli¢nih
preureditvah.”® Pri nasih bolnikih smo doslej ugoto-
vili prisotnost translokacij t(6;11) in t(9;11).
Sorazmerno pogoste so tudi anevploidije, zlasti triso-
mija 8, kijo sre¢amo pri priblizno 10 % akutnih levke-
mij. Monosomiji kromosomov 5 in 7 oziroma deleciji
dolgih krakov teh dveh kromosomov sta spremembi
z izgubo materiala, ki so zelo znacilne za sekundarne
levkemije, kjer jih lahko najdemo kar pri polovici bol-
nikov.' Nasli smo jih pri Cetrtini sekundarnih levke-
mij. Pogosteje dolo¢imo tudi trisomijo kromosoma
21, medtem ko je frekvenca preostalih kromosomskih
sprememb majhna.

Za izid zdravljenja sta poleg ponavljajocih se kromo-
somskih sprememb zjasnim napovednim pomenom
pomembna Se ti. normalni kariotip ter prisotnost
kompleksnih kromosomskih preureditev (Razpr. 2).
V vsaki od teh dveh skupin najdemo priblizno 30 %
bolnikov, pri ¢emer se izsledki pri odraslih in otrocih
znatno ne razlikujejo. O kompleksnih preureditvah
govorimo takrat, ko pri bolniku najdemo vec kot dve
kromosomski spremembi. Nasli naj bi jih pri 15 % de
novo levkemij in pri polovici sekundarnih levkemij.'*
Pri nas smo dolocili kompleksne preureditve pri 28
% AML in pri 40 % s-AML. Verjetna razlaga za ta

odklon je v tem, da je tudi med t.i. de novo levkemija-
mi nekaj sekundarnih. Posebne pozornosti je delez-
na skupina bolnikov, pri kateri standardna citoge-
netska preiskava ne pokaze nobenih kromosomskih
sprememb. Nekatere sorazmerno pogoste preure-
ditve lahko prezremo ali pa so kripti¢ne, torej jih ob
osnovni citogenetski preiskavi ne prepoznamo. Med-
nje sodita dokaj pogosti translokacija t(12;21) in ne-
katere preureditve MLL gena na podrocju 11q23. Ker
sta obe napovedno zelo pomembni, sta vkljuc¢eni v
osnovni nabor sond FISH, ki jih uporabljamo pri
posameznih vrstah levkemij. MLL preureditev dolo-
¢amo s preiskavo FISH sploh pri vseh vrstah levke-
mij, t(12;21) pa pri vseh otroskih B-ALL. V panel pre-
iskav FISH je pri otrocih vklju¢ena se t(9;22), ki jo
dolo¢amo tudi pri vseh odraslih bolnikih z B-ALL. V
skupini z normalnim kariotipom najdemo le pribliz-
no tretjino slovenskih bolnikov z levkemijo, medtem
ko literatura navaja 40-50 % bolnikov.!> To pripisuje-
mo zelo sistemati¢cnemu dolo¢anju sprememb z me-
todami molekularne genetike in citogenetike. Bolni-
ki z normalnim kariotipom sodijo v vimesno napove-
dno skupino. Za nadaljnjo opredelitev stopnje tvega-
nja je potrebno pri teh bolnikih dolociti najmanj Se
mutacijo genov FLT3 in NPM1.'° Zaenkrat pri nas
dolo¢amo mutacijo FL73. To je tudi skupina bolni-
kov, kjer naj bi se pokazal pomen presejalne multi-
pleksne PCR preiskave na prisotnost razli¢nih kro-
mosomskih preureditev. Ta preskus je pomemben
tudi pri bolnikih, pri katerih je bila kariotipizacija
neuspesna. Pri tej skupini bolnikov tudi sicer upora-
bimo §irsi nabor preiskav FISH.
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Razpr. 3. Ugotovljene ponaviljajoce se kromosomske
spremembe pri nasih bolnikih z AL

Table 3. Recurrent chromosomal aberrations found
in our patients with AL

Preureditev Vsi Pegliatﬁéni Napovedni
olniki pomen
Chromosomal All Pediatric Prognostic
aberration patients significance
-7/del(7q) 8 1 Slab / Adverse
-5/5q- 8 / Slab / Adverse
Dober/slab
21 8 2 Good / Adverse
Srednji / Slab
8 7 / Intermedia]te / Adverse
1(9;22)(q34;q11) 5 1 Slab / Adverse
MLL preureditev 5 1 Slab / Adverse
1(8;21)(q22;q22) 4 3 Dober / Good
t(15;17)(q22;q11) 4 / Dober / Good
1(12;21)(p12;q22) 4 4 Dober / Good
+11 2 1 Slab / Adverse
inv(16)(p13;q22) 1 / Dober / Good
(3;3)(q21;q26) 1 / Slab / Adverse
t(8;14) 1 1 Slab / Adverse
t(6;9) 1 / Slab / Adverse
amp(21)(q22) 1 1 Slab / Adverse

S pomocjo osnovne citogenetske preiskave smo ugo-
tovili kromosomske spremembe kar pri 82 bolnikih
(69,5 %) (Razpr. 3). Zal je obcutljivost standardne ci-
togenetike sorazmerno nizka. Preiskava FISH jo izbolj-
$a, z razpolozljivimi DNA-sondami pa jo lahko upora-
bimo vsaj pri 52 bolnikih (44 %). Za dolo¢anje MRD
so zaradi vec¢je obcutljivosti najustreznejSe metode
molekularne genetike. Vendar pa smo uporabne
oznacevalce za to skupino diagnosti¢nih metod do-
locili le pri 25 bolnikih (20,8 %).

Zakljucki

Rezultati zadnjih dveh let potrjujejo, da uspesnost ci-
togenetskih preiskav pri slovenskih bolnikih z akut-
no levkemijo povsem ustreza zahtevam mednarodnih
standardov. Tudi delez bolnikov s klonskimi kromo-
somskimi spremembami (70 %) je kazalec ustrezne
diagnosti¢ne obravnave, primerljive z uveljavljenimi
centrivzamejstvu. Z individualnim in multimodalnim
pristopom, ki ga uporabljamo, uspevamo pri vecini

slovenskih bolnikov dolo¢iti ustrezne oznacevalce, ki
omogocajo obcutljivo spremljanje bolnika tudi v ob-
dobju remisije.
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