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Uporaba panelov FISH pri otroskih akutnih

levkemijah

FISH panels for pediatric acute leukemias

Helena Podgornik,* Janez Jazbec?

Izviecek

Izhodisca: Citogenetska preiskava je zlati stan-
dard pri obravnavi bolnika z akutno levkemijo
(AL). Njena uspesnost je najmanjsa pri akutni
limfoblastni levkemiji (ALL), ki je pri otrocih
najpogostejsa. Poleg objektivnih razlogov, ki
otezujejo njeno izvedbo, z njo tudi ne zaznamo
nekaterih klju¢nih kromosomskih sprememb pri
B-ALL. Zaradi nastetega je uporaba fluorescen-
tne in situ hibridizacije (FISH) nujna za celovito
citogenetsko obravnavo. Nabor DNA-sond, ki jih
uporabljamo, je prepuscen strokovni odlocitvi
posameznega diagnosti¢nega centra.

Metode: Taréne kromosomske spremembe smo
dolocali s komercialno dostopnimi DNA-sonda-
mi.

Rezultati: Pri 85 % slovenskih otrok z AL uspe-
$no opravimo standardno citogenetsko prei-
skavo. Pri polovici tudi najdemo kromosomske
preureditve, z uporabo panelov FISH pa se delez
otrok s kromosomskimi spremembami dvigne
na 70 %. Se vedja je razlika pri B-ALL, kjer je
standardna citogenetska preiskava manj uspe-
$na. Z izbranimi DNA-sondami dolo¢imo po-
leg tar¢nih tudi nekatere dodatne ponavljajoce
se preureditve, ki so pomembne diagnosti¢no,
napovedno ali kot oznacevalec za sledenje med
zdravljenjem in po njem. Pojavnost preureditev
je v splosnem primerljiva s podatki iz literature,
opazili pa smo posamezna odstopanja.

Zakljucki: Pokazali smo, da je algoritem za se-
stavo panelov FISH zlasti pri B-ALL udinkovit
in prepri¢ani smo, da so s predstavljenim pristo-
pom slovenski otroci z AL celovito citogenetsko
obravnavani.
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Abstract

Background: Conventional cytogenetics is the
gold standard in the diagnostic work up of acute
leukemia patients. Due to a low mitotic index,
lack of sample, and poor chromosome morphol-
ogy, fluorescence in situ hybridization (FISH)
is widely used as a complementary method to
conventional cytogenetics. Additionally, some
cryptic chromosomal rearrangements, which are
crucial for stratification of patients, can be de-
tected only by FISH. Different FISH panels are
proposed to obtain comprehensive cytogenetic
information.

Methods: Recurrent chromosomal abnormali-
ties were detected using commercially available
FISH DNA probes.

Results: In 85 % of pediatric AL patients conven-
tional cytogenetics was successfully completed,
revealing chromosomal rearrangements in half
of them. We introduce an algorithm for inclu-
sion of FISH DNA probes into panel, which is
based on cytomorphology and immunopheno-
type of leukemic blasts. Using these panels, a
particular cytogenetic marker was determined
in 70 % of tested samples. The difference is even
more prominent in B-ALL where conventional
cytogenetics is less efficient. The frequency of a
particular recurrent aberration is comparable
with literature data in general, although some
discrepancies were observed. Besides the de-
tection of targeted rearrangements, FISH pan-
els frequently show additional chromosomal
changes with defined diagnostic and prognostic
significance.

Conclusions: The proposed algorithm for inclu-
sion of DNA-probes into FISH panels is particu-
larly efficient in children with B-ALL. In addi-
tion, presented results confirm this approach as
an appropriate in different leukemias.
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Uvod

Pri natan¢ni opredelitvi akutne levkemi-
je (AL) se opiramo na klasifikacijo Svetov-
ne zdravstvene organizacije (SZO)." Ta ne
razlikuje podtipov akutnih levkemij glede
na starost bolnika. Vendar pa se potek in
izid bolezni bistveno razlikujeta prav po
tem merilu. Glede na citogenetski profil sta
namre¢ celo akutni limfoblastni levkemi-
ji (ALL) otrok in adolescentov dve razli¢ni
bioloski entiteti.” Zato je tudi pristop k cito-
genetski preiskavi otrok in odraslih z akutno
levkemijo nekoliko razli¢en.

Citogenetika kot zlati standard v diagno-
sti¢ni obravnavi bolnika z akutno levkemijo
je ze v zacetku osemdesetih let prej$njega
stoletja prepoznala translokacijo t (9;22), si-
cer$nji oznacevalec kroni¢ne mieloi¢ne lev-
kemije, kot ponavljajoco se tudi pri ALL.> V
zadnji izdaji klasifikacije SZO smo sedem let
za akutno mieloi¢no levkemijo (AML) do-
cakali tudi delitev ALL na 7 podskupin glede
na prisotne kromosomske spremembe.!

Ko gre za nizek mitotski indeks, slabo
morfologijo kromosomov in kompleksen ali
normalen kariotip (tudi nezaznavne kromo-
somske spremembe), pride do izraza ucin-
kovitost fluorescenc¢ne »in situ« hibridiza-
cije (FISH).* Prav nizek mitotski indeks in
slaba morfologija kromosomov pa sta poleg
pomanjkanja materiala izrazita za ALL in
Se posebej za otroske ALL.> Obenem pa so
oznacevalci, doloceni s preiskavo FISH, za-
radi vecje obcutljivosti in lazje izvedljivosti
uporabni pri sledenju bolezni med zdravlje-
njem in po njem.

Uporaba panelov FISH je Ze zelo uvelja-
vljena pri diagnostiki AML, diseminiranega
plazmocitoma, kroni¢ne limfati¢ne levke-
mije in mielodisplasti¢nega sindroma,’ pri
ALL pa splosno uveljavljenih panelov ni.
Statisti¢ni podatki obenem potrjujejo, da so
klonske spremembe prisotne pri 70 % bolni-
kov z ALL, po nekaterih raziskavah pa kar
pri 90 % otrok.® Najpogostej$a kromosom-
ska sprememba, dolocena pri otroskih (in
prakti¢no izklju¢no otroskih) ALL (pribli-
zno 22 %) je kripti¢na translokacija t(12;21)
(p13;q22), ki vodi v tvorbo fuzijskega gena
ETV6-RUNX1.> Spremembo so v zacetku
devetdesetih let razkrili s preiskavo FISH,

njeno prisotnost pa danes preverjamo pri
vseh otrocih z ALL.

V nasi preiskavi smo Zeleli ovrednotiti
algoritme, ki jih uporabljamo pri sestavi pa-
nelov DNA-sond za preiskavo FISH, ter do-
lo¢iti pojavnost posameznih citogenetskih
sprememb.

Metode

Preiskovanci: Citogenetsko preiskavo
smo izvedli pri 60 otrocih z AL med mar-
cem 2006 in januarjem 2010. Vkljucili smo
le bolnike, pri katerih smo diagnozo potrdili
s citomorfolosko preiskavo in preto¢no cito-
metrijo. Pri vseh bolnikih smo izvedli prei-
skavo FISH z naborom sond po uveljavlje-
nem algoritmu (Slika 1), prav tako pa tudi
standardno citogenetsko preiskavo, katere
uspesnost je navedena v Tabeli 1. Starost bol-
nikov je bila od 5 mesecev do 18 let. Glede
na imunofenotip smo preiskali 45 bolnikov
z ALL, od tega 40 bolnikov z B-ALL in 12
bolnikov z AML. Pri treh bolnikih je slo za
neopredeljene AL (Tabela 1).

Kratkotrajno gojene celice kostnega mo-
zga (92 %) ali venske krvi (8 %) smo osamili
po ustaljenih protokolih za standardno cito-
genetsko preiskavo.

Preiskavo FISH smo opravili s komerci-
alno dostopnimi DNA-sondami (Abbot in
Kreatech). Panel FISH sestavimo na osnovi
algoritma, ki temelji na izsledkih citomor-
fologije in pretocne citometrije (Slika 1).
Preparate sta pregledala dva analitika, ki sta
prestela najmanj 200 celic. Rezultat je pov-
precje dveh Stetij.

Rezultati

Pri vseh 60 preiskovancih smo uspesno
izvedli preiskavo FISH. Pri treh bolnikih (vsi
z B-ALL) je bilo materiala premalo, da bi
lahko nadaljevali s standardno citogenetsko
preiskavo, pri Sestih (5 B-ALL, ena T-ALL)
pa je nismo mogli izvesti zaradi premajhne-
ga mitotskega indeksa oziroma slabe mor-
fologije kromosomov. Celokupna uspesnost
standardne citogenetske preiskave je 85 %,
pri ALL je nekoliko manj$a, medtem ko smo
jo uspesno izvedli pri vseh bolnikih z AML
(Tabela 1).

Zdrav Vestn | oktober 2010 | Letnik 79



IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

Tabela 1: Rezultati citogenetskih preiskav pri slovenskih otrocih z AL.

Akutna levkemija B-ALL T-ALL AML Druge® All
Vsi 40 (67) 5(8) 12 (20) 3(5) 60
Kariotip 32 (80) 4 (80) 12 (100) 3(100) 51 (85)
Normalen 16° (40) 3 (60) 1(8) 1(33) 21 (35)
Preurejen kariotip 16 (40) 1(20) 11 (92) 2(67) 30 (50)
Kompleksne preureditve® 3(8) 0 1 0 4(7)
Ponavljajoce se preureditve 11 (28) 1 10 (83) 2 (67) 24 (40)
Ugodne 6 4 1 11
Vmesne 2 1 3 6
Neugodne 3 3 1 7
Neponavljajoce se preureditve 2 1 3
Preurejen kariotip skupaj s FISH 27 (68) 3(60) 11 (92) 2 (67) 42 (70)

&2 bolnika s prirojenimi preureditvami
®brez hiperdiploidnih kariotipov
“bifenotipska ali nejasne linije

Pri polovici otrok z levkemijo s stan-
dardno citogenetsko preiskavo ugotovimo
preurejen kariotip (Tabela 1), ki je bistveno
pogostejsi pri AML (92 %), medtem ko pri
T-ALL redko najdemo kromosomske pre-
ureditve. Pri otrocih redko najdemo tudi
kompleksno preurejen kariotip. Glede na
razli¢ne podvrste levkemij pa so velike razli-
ke v delezu otrok s ponavljajoc¢imi se preure-
ditvami. Medtem ko smo jih nasli skoraj pri
vseh bolnikih z AML, so pri ALL redkejse.
Delez bolnikov z ugotovljenimi ponavlja-
joc¢imi se preureditvami se z uporabo pa-
nelov FISH izrazito poveca pri ALL. Tako
celokupno opredelimo spremembe pri 70 %
otrok z levkemijo. Pri otrocih z AML dolo¢i-
mo spremembe pri ve¢ kot 9o % otrok, delez
je tudi tu najmanjsi pri T-ALL.

Tabela 2 prikazuje pogostost ponavlja-
jocih se sprememb, ki jih dolo¢amo s FISH
paneli, sestavljenimi po prikazanem algorit-
mu (Slika 1). Med ponavljajo¢imi se kromo-
somskimi spremembami, ki jih neposredno
dolo¢amo z DNA-sondami, je pri bolnikih z
B-ALL najpogostejSa posamezna spremem-
ba translokacija t(12;21). Z uporabo sonde
za to preureditev smo ugotovili povecano
Stevilo signalov za gen RUNX1 na kromoso-
mu 21 pri 12 otrocih, od tega enkrat v obliki
klastrov, kar ustreza amplifikaciji RUNX1.
Drugi del sonde ustreza genu ETV6 na kro-
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mosomu 12, ki je bil pri slovenskih otrocih
preurejen Stirikrat. Preureditev gena MLL
smo potrdili sedemkrat. S standardno cito-
genetsko preiskavo smo pri petih bolnikih
uspeli tudi dolo¢iti, za katero od preureditev
tega gena gre.

Translokacijo t(9;22), ki je pri otrocih
redka, smo nasli le enkrat, smo pa z uporabo
iste DNA-sonde opazili Se dve preureditvi
gena ABL1 na kromosomu 9.

Pri enem otroku smo potrdili za ALL-L3
(Burkittovo levkemijo) znacilno transloka-
cijo t(8;14).

Pri otrocih z AML je najpogostejsa trans-
lokacija t(8;21), kar se je potrdilo tudi pri
nas, saj smo jo nasli kar trikrat. V preteklih
$tirih letih smo z dolo¢itvijo translokacije
t(15;17) potrdili eno promielocitno levkemi-
jo (APL), medtem ko inverzije inv(16), ki je
ena od treh napovedno ugodnih preureditev
pri AML, pri slovenskih otrocih $e nismo
nasli.

Razpravljanje

Ko se odlo¢amo za uporabo nabora
DNA-sond pri preiskavi FISH, se osredo-
tocamo zlasti na tiste ponavljajoce se spre-
membe, ki so klju¢ne za klini¢ne odlo¢itve.
Obenem pa moramo ohraniti ceno preiska-
ve v razumnih mejah. Gre namre¢ za dra-
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Tabela 2: Stevilo bolnikov s ponavljajo¢imi se kromosomskimi preureditvami, dolo¢enimi z uporabo

panelov FISH.

Standardna

RUNXI/ETVE" t(12;21) B-ALL
RUNX1I+ B-ALL, AML (1) 11 7
amp(RUNX1) s-AML 1 /
ETV6+ B-ALL 1 /
ETV6- B-ALL, T-ALL 3 1
Skupaj /AL 21 8
MLL Neopreqeljena 2 /
preureditev MLL
t(11;19)° B-ALL 1 1
t(6;11) AML 1 1
t(9;11) AML 2 2
ins(10:11) Druge 1 1
Skupaj 7 5
BCR/ABL1 t(9;22) B-ALL 1 /
9q34 (ABL1x3) B-ALL 2 1
Skupaj 3 1
IGH/MYH t(8;14) B-ALL 1 1
RUNXI/RUNXITI  t(8;21) AML 3 3
PML/RARA t(15;17) AML 1 1
TCRa/& TCRa/8 T-ALL 3 /

vse navedene sonde so proizvajalca Abbott
®variantna translokacija t(7:11;19)

¢+/- dodatni ali odsotni signal za taréni gen, amp — pomnoZitev gena

ge preiskave in vkljucitev vsake nadaljnje
sonde bistveno zvisa ceno. Vse nasteto nas
je vodilo pri oblikovanju algoritmov za pa-
nele FISH (Slika 1). Ti se lahko med posa-
meznimi diagnosti¢nimi centri nekoliko
razlikujejo glede na financ¢ne, tehni¢ne in
kadrovske moznosti. Z uporabo standardne
citogenetske preiskave in panelov FISH smo
dolocili citogenetske spremembe pri 70 %
otrok z AL, kar je v skladu z navedbami iz
literature.’

Preureditve MLL gena na kromosomu 11
(11q23) se pojavljajo pri vseh vrstah levkemij
(Tabela 2), zato je DNA-sonda, specifi¢na za
ta gen, uvrS¢ena v vse panele FISH pri AL.
Ne le relativna pogostost preureditev MLL,
tudi Sirok nabor partnerskih genov, s kateri-

mi se gen MLL preureja, je razlog, da testi-
ramo prisotnost njegove preureditve. Veliko
Stevilo preureditev MLL namre¢ s standar-
dno citogenetsko preiskavo lahko spregleda-
mo, nekatere pa so tudi kripti¢ne. Ker gre za
pogoste preureditve s pretezno neugodnim
napovednim pomenom, je vkljucitev te son-
de utemeljena.

Pri B-ALL, ki je najpogostejsa AL pri
otrocih, preiskavo FISH izvedemo z na-
borom treh sond. Translokacija t(12;21) je
kripti¢na in tako razpoznavna le z moleku-
larnimi preiskavami, obenem pa tudi najpo-
gostejsa posamezna preureditev pri pedia-
tricnih ALL. Pri slovenskih otrocih z B-ALL
smo jo sicer zasledili le pri 13 %, kar je skoraj
10 % manj od navedb v literaturi.” Vkljuéitev

Zdrav Vestn | oktober 2010 | Letnik 79



IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

<

11923

: @

LL
y
AML B-ALL

t(8;21)
@NXURUNMD‘{ AML-M1/M2 }«

t(9;22)
BCR/ABL1

t(15;17)

(PML/RARA)‘{ AML-M3 J“

t(12;21)
ETV6/RUNX1

T-ALL

v

inv(16) _
(CBFB/MYH )4—[ AML-M4Eo ]47

}

 ©)

pomnoZeni signali,
ni kariotipa

Slika1: Algoritem
vkljucitve DNA-sond
(temneje osencéena
polja) v panele FISH za
preiskavo pri otrocih z
akutno levkemijo.
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te sonde v B-ALL panel je smiselna $e zara-
di dveh razlogov. Sonda, ki je specificna za
gen ETV6 na kratkem kraku kromosoma
12, zazna namre¢ tudi delecije in preureditve
tega gena, ki so relativno pogoste (5-7 %).”
Pri nasih bolnikih smo taks$ne preureditve
opazili Stirikrat. Drugi del sonde ustreza
genu RUNX1 na kromosomu 21. Tako lahko
zaznamo vse spremembe kromosomskega
podroc¢ja 21q22, posledi¢no tudi vse spre-
membe S$tevila kromosoma 21. Trisomija
kromosoma 21 je sploh najpogostejsa med
trisomijami pri akutnih levkemijah (do 15 %
ALL), pa najsi gre za izolirano trisomijo ali
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4

t(8;14)
IGH/MYC

visoko hiperdiploidni kariotip, v vsakem
primeru pa je napovedno pomembna. Tako
smo pomnoZene signale za gen RUNX1
opazili pri kar 18 % bolnikov (11 od 60), pri
vecini smo kasneje potrdili visoko hiperdi-
ploidni kariotip (ve¢ kot 50 kromosomov).
Ta se pojavlja skoraj pri tretjini otrok z ALL
in je napovedno ugoden. Raziskave so poka-
zale, da trisomija specifi¢cnih kromosomov
napoveduje $e ugodnejsi potek bolezni, zato
takrat, ko opazimo pomnozZene signale za
gene na kromosomu 21, standardne citoge-
netike pa ne moremo izvesti, uporabimo do-
datne DNA-sonde za kromosome 4, 6 in 10.
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Ce dobimo pomnoZene $e te signale, lahko z
veliko gotovostjo napovemo ugoden hiper-
diploidni kariotip. Dodatno lahko izkljuci-
mo izokromosom kromosom 17 (sestavljen
iz obeh dolgih krakov), ki je pri hiperdiplo-
idnem kariotipu napovedno manj ugoden.®
Skupno smo hiperdiploidni kariotip nasli
pri $estih bolnikih z B-ALL (15 %). Nismo pa
$e opazili hipodiploidnega kariotipa (<45
kromosomov), ki je napovedno neugoden.
Med novej$e spremembe, ki jih zaradi ne-
ugodnega napovednega pomena nacrtno
iS¢emo, je tudi pomnozitev gena RUNX, t.i.
amplifikacija RUNX1.” To je sprememba, ki
jo zaenkrat dolo¢imo izklju¢no s preiskavo
FISH z uporabo DNA-sond, specifi¢nih za
gen RUNXi1. Sprememba je napovedno neu-
godna, zato so otroci s to spremembo v Veli-
ki Britaniji vkljuceni v intenzivne protokole
zdravljenja.” Kljub redkosti pa smo jo nasli
pri eni od nasih bolnic.*

Tretja sonda v naboru je specificna za
translokacijo t(9;22), ki je najbolj poznana
zaradi t.i. kromosoma Ph. Preureditev je
pri otrocih sicer bistveno redkejsa (pribli-
zno 2 %) kot pri odraslih bolnikih z B-ALL
(priblizno 30 %). Ker pa je napovedno ne-
ugodna, obenem pa pri bolniku dolo¢imo
tar¢ni fuzijski gen BCR/ABL1 za zdravljenje
z inhibitorji tirozin kinaz, je njegova dolo-
¢itev nujna. Tudi to translokacijo smo nasli
pri enem bolniku, kar ustreza podatkom iz
literature.” Pri dveh bolnikih pa smo z upo-
rabo te sonde zaznali preureditev gena ABL1
na kromosomu 9 (9q34).

Pri T-ALL najdemo preurejeni kariotip
redkeje kot pri B-ALL. S preiskavo FISH so
dolocili preureditve podrocij klastrov genov
T-celicnega receptorja pri 35% bolnikov
(14911, 7q34, 7p14). Velina teh preureditev je
kripti¢nih, zato jih preizkusamo s preiskavo
FISH.> Mi smo preureditev TCR a/8 nasli
pri treh bolnikih s T-ALL. Gre za spremem-
bo, ki ima bolj diagnosti¢ni kot napovedni
pomen. Lahko pa sluzi tudi kot oznaceva-
lec za kasnejse spremljanje. Kot pogostejse
(priblizno 8 %) so se z uporabo komparativ-
ne genomske hibridizacije (CGH) pokazale
pomnozitve gena MYB na kromosomu 6
(6q32). DNA-sondo za to preureditev smo
zato uvrstili v panel za T-ALL nedavno,
spremembe pa $e nismo nasli.

Pri otroskih AML poleg MLL preure-
ditev v skladu z izsledki citomorfologije in
pretocne citometrije preverjamo le priso-
tnost napovedno ugodnih translokacij. Ker
prakti¢no pri vseh AML citogenetsko prei-
skavo tudi uspe$no izvedemo, se odlocamo
za dodatne preiskave FISH Sele po tem, ko
zaklju¢imo analizo proganih kromosomov.
Uporaba panelov FISH pri AML prav za-
radi uspesnosti standardne citogenetike ne
poveca deleza zaznanih preureditev tako kot
pri ALL (Tabela 1). Treba pa je poudariti, da
samo uporaba sonde za preureditev gena
MLL zmanj$a moznost, da spregledamo te
preureditve, ki so relativno pogoste (tretjina
nasih bolnikov z AML). Med zelo pogoste
uvr§¢amo tudi translokacijo t(8;21), ki smo
jo nasli pri treh otrocih z AML (25 %), kar
je primerljivo z navedbami v literaturi.®>!*
Ceprav lahko to preureditev razpoznamo s
standardno citogenetsko preiskavo, je upo-
raba te sonde v panelih FISH za AML ko-
ristna tudi zaradi trisomije 8, ki je relativno
pogosta anevploidija. Nasli smo jo pri enem
otroku.

Zakljucki

Z uporabo panelov FISH povecamo delez
pediatri¢nih bolnikov z ugotovljenimi kro-
mosomskimi preureditvami za skupaj 20 %.
Najvecja razlika je pri bolnikih z ALL, pri
katerih delez povecamo celo do 40 %. Ker
ima najvec otrok prav B-ALL, je upravice-
nost uporabe panelov toliko ve¢ja. Pri AML
zaradi uspesnosti standardne citogenetske
preiskave in velikega deleza preurejenih ka-
riotipov razlike ni. Ne glede na to pa ugota-
vljamo, da pri ve¢ kot dveh tretjinah otrok
z AL dolo¢imo citogenetski oznacevalec za
kasnejse spremljanje bolnika med zdravlje-
njem in po njem. Vsaj pri polovici otrok
pa glede na izsledke citogenetskih preiskav
lahko opredelimo tudi napovedni pomen, ki
neposredno vpliva na klini¢ne odlocitve.

Glede na to, da imamo relativno majhno
populacijo bolnikov, tezko primerjamo po-
gostost posameznih preureditev s podatki iz
literature, kar zlasti velja za redkejse preure-
ditve. Za vecino vendarle lahko recemo, da
se pojavlja primerljivo z navedbami iz lite-
rature. Bistveno manjs$a od pricakovanj pa je
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pojavnost translokacije t(12;21) pri B-ALL,
vendar bo treba pocakati na vecje Stevilo
bolnikov.

Nabor sond v panelih FISH bomo tudi v

prihodnje usklajevali z novimi ugotovitvami
mednarodnih raziskav in otrokom v Slove-
niji z AL zagotavljali celovito citogenetsko
obravnavo.
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