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POVZETEK

Akutna limfoblastna (limfocitna) levkemija (ALL) je najpo-
gostejse maligno obolenje pri otrocih. Z boljsim razume-
vanjem bolezni in novimi pristopi zdravljenja se je prezi-
vetje teh bolnikov dvignilo nad 80 %. Genetska diagnostika
ALL je klju¢na pri postavljanju diagnoze, ocenjevanju tve-
ganja in izbiri ustreznega zdravljenja. Citogenetske preiska-
ve (kariotip in FISH (flourescencna hibridizacija in situ))
in RT-PCR (obratna transkripcija in verizna reakcija s po-
limerazo) nam omogocajo prepoznavo anevploidij in pri-
sotnosti nekaterih najpogostejsih translokacyj. Z metodo
MULPA (angl. Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli-
fication) lahko odkrijemo vecje delecyje in duplikacije v
posameznih genih in z njimi povezane nove prognosticne
profile, kot je IKZF1”"™. V ospredje pa zdaj prihajajo pred-
vsem metode sekvenciranja nove generacije, ki omogoca-
jo boljsi vpogled v patogenezo bolezni, opredelitev novih
genetskih podtipov, prepoznavo novih prognosti¢nih de-
javnikov in morebitnih terapevtskih tarc. Prav tako lah-
ko z njimi spremljamo klonalno dinamiko med zdravlje-
njem in ob ponovitvi bolezni, kar odpira nove moznosti
za boljso obravnavo teh bolnikov.

Kljuéne besede: akutna limfoblastna levkemija, otroci,
genetika, IKZF1""
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic (fymphocytic) leukemia (ALL) is the most

common malignancy of childhood. Due to major advances in

the understanding of disease biology and the development of
new intensified treatment protocols, the overall survival rates

have risen above 80 %. Comprehensive laboratory diagnos-
tics are crucial for risk stratification and treatment selection.
Chromosomal karyotyping, Fluorescence In Situ Hybridiza-
tion (FISH), and Reverse Transcription Polymerase Chain

Reaction (RT-PCR) are used to identify aneuploidies and the

most common chromosomal translocations. Multiplex Liga-
tion-dependent Probe Amplification (MLPA) enables the dis-
covery of large-scale deletions and duplications in individu-
al genes. Using this method, a new prognostic profile with a

poor prognosis, IKZF™™, was identified. At the forefront now

are the next-generation sequencing methods that give us a bet-
ter insight into the disease pathogenesis, enable the identifi-
cation of novel genetic subtypes, new prognostic factors, and

genetic lesions which could serve as new potential therapeu-
tic targets. NGS also allows the monitoring of clonal dynam-
ics during therapy and at relapse, which opens up new pos-
sibilities for better treatment of patients with relapsed ALL.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, children, gene-
tics, IKZF 17"



UuvoD

Levkemija je rak krvnih celic in kostnega mozga. Gre za
heterogeno skupino bolezni, ki jih delimo glede na vrsto
prizadetih celic (mieloblastne (mieloi¢ne) ali limfoblastne
(limfati¢ne)) in hitrost napredovanja bolezni (akutne ali
kronicne) (1). Akutna limfoblastna (limfocitna) levkemija
(ALL) je najpogostejsa rakava bolezen pri otrocih: pred-
stavlja priblizno 25 % vseh rakavih bolezni pri otrocih (2).
Pri ALL gre za maligno transformacijo nezrelih predni-
skih celic limfati¢nih celic B in T (limfoblastov), kar vodi
v pretirano namnozitev blastov v kostnem mozgu. Ti iz-
podrinejo zdrave celice kostnega mozga, s cimer je ovirana
normalna hematopoeza. Pri bolnikih se to kaze kot ane-
mija in z njo povezani bledica ter utrujenost, nagnjenost h
krvavitvam in zmanjsan imunski odziv (1, 3). ALL se glede
naizvor blastov deli na B- in T-celi¢no. ALL je primarno
bolezen otroske dobe. Najpogostejsa je pri otrocih, starith
2-5 let, pogostejsa je pri deckih (2, 4). Drugi vrh pojav-
nosti je pri odraslih, starejsih od 60 let (4). V Sloveniji za
ALL zboli povprecno 13 otrok letno (5). Vec kot dve tretji-
ni ALL predstavlja B-celi¢cna (4). ALL predstavlja skupino
genetskih bolezni, ki so posledica strukturnih sprememb
kromosomov, sprememb njihovega stevila in nukleotidnih
sprememb v genih, ki kodirajo zapise za transkripcijske
faktorje, odgovorne za diferenciacijo in proliferacijo lim-
focitov, tumorsupresorje, proteine, ki regulirajo celi¢ni ci-
kel, in epigenetske faktorje. Uspesnost zdravljenja ALL pri
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otrocih je v zadnjih letih narasla zahvaljujo¢ usmerjene-
mu zdravljenju in izboljSanju pri podpornem zdravljenju.
Petletno prezivetje otrok v razvitih drzavah se giblje med
76 in 86 %, vendar je Se vedno vsaj 10 % bolnikov, ki so na
zdravljenje neodzivni ali imajo ponovitev bolezni (2). ALL
priotrocih z genetskega vidika ze dolgo sodijo med najbo-
lje raziskane maligne bolezni. Kljub velikemu napredku
v znanju o molekularnih spremembah je nase razumeva-
nje o tem, kako te spremembe med seboj sodelujejo pri na-
stanku levkemije ali odpornosti na zdravljenje, se vedno
pomanjkljivo. Novejse genetske raziskave so pomembno
prispevale k razumevanju levkemogeneze in prognoze ter
v nekaterih primerih omogocile razvoj tar¢nega zdravlje-
nja. Se posebej se usmerja raziskave v zdravljenje in opre-
delitev molekularnogenetskih sprememb pri bolnikih s po-
novitvijo bolezni. Pri razvoju ALL ima pomembno vlogo
kombinacija dejavnikov, med katere Stejemo podedovane
genetske spremembe, iniciacijske lezije (translokacije) in se-
kundarne spremembe. Podedovane genetske spremembe
predstavljajo predispozicijo za razvoj bolezni, iniciacijske
lezije in sckundarne spremembe pa vodijo do zaustavitve
normalnega razvoja limfati¢nih celic in motenj v stevil-
nih celi¢nih poteh, kar se odraza kot levkemija. Do pono-
vitve bolezni pride zaradi selekcije levkemic¢nih subklonov
ali pridobitve novih genetskih sprememb, ki zagotavljajo
odpornost na zdravljenje (6).

GENETSKE ZNACILNOSTI AKUTNE LIMFATICNE
LEVKEMIJE CELIC B (B-ALL) PRI OTROCIH

Hiper- in hipodiploidnost

Anevploidije delimo na hiperdiploidije (ve¢ kot 46 kromo-
somov) in hipodiploidije (manj kot 46 kromosomov). Viso-
ka hiperdiploidnost (ve¢ kot 50 kromosomov) je pri otro-
cih z B-ALL pogosta (25-30 %) in je povezana z dobro
prognozo. Hipodiploidnost je redkejsa; pojavlja se pri 6
% otrok z B-ALL, prognoza pa je odvisna od $tevila kro-
mosomov. V splosnem velja, da imajo bolniki s 45 kromo-
somi srednje dobro prognozo, tisti z manj kot 45 kromo-
somi pa slabo (6).

Translokacije

Pri translokacijah pride do fuzije dveh genov in s tem na-
stanka himernega proteina, ki ima drugacne lastnosti kot
izhodna proteina. Translokacije so lahko uravnotezene
ali neuravnotezene, pri B-ALL gre v vecini primerov za
neuravnotezene translokacije. V to skupino spadajo zna-
cilne translokacije, kot so t(12;21) [ET'V6-RUNX1], t(1;19)
[TCF3-PBX1], 1(9;22) [BCR-ABLI] in preureditve gena
KM'T2A, ki so podrobneje opisane v nadaljevanju.
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Translokacija t(12;21) je najpogostejsa pri otrocih z ALL;
pri otrocih z B-ALL se pojavlja pri 15-25 % (7). Pri tej
translokaciji pride do fuzije gena ET'V6 (TEL) na kromo-
somu 12p13.2 z genom RUNXI (AML) na 21q22.1. Re-
zultat je fuzijski protein ETV6-RUNXI, sestavljen iz 5'-
HLH domene (vijac¢nica-zanka-vijacnica) proteina ETV6 in
3'-DNA-vezavne in aktivacijske domene proteina RUNX1
(8). Fuzijski protein zavira aktivacijo izrazanja genov, ki so
obicajno pod nadzorom transkripcijskega faktorja RUNXI.
Translokacija t(12;21) je povezana z dobro prognozo (9).

V skupini translokacij, ki vkljucujejo gen KMT2A (MLL),
je najpogostejsa translokacija t(4;11), za katero je znacilna
fuzija gena KMT2A (MLL) na kromosomu 11¢23.3 z ge-
nom AFFI (AF4) na 4q21.3 (10). KMT2A je DNA-vezav-
ni protein z metilazno aktivnostjo (H3K4), ki pozitivno
regulira izrazanje genov z vezavo na promotorje razlic-
nih genov. Mednje sodijo Stevilni geni HOX, ki imajo po-
membno vlogo v hematopoezi in razvoju limfati¢nih ce-
lic. Prognoza otrok s t(4;11) je slaba (11).

Translokacijo t(9;22), ki privede do skrajsanega kromosoma
22, oznacujemo tudi z imenom Philadelphia kromosom (Ph).
Pojavlja se pri priblizno 5 % otrok z ALL (12). Pri tej translo-
kaciji nastane ena od oblik fuzijskega proteina BCR-ABLI, ki
deluje kot konstitutivno aktivna tirozin kinaza. BCR-ABL1
vpliva na signalne poti, ki vodijo v povecano proliferacijo,
motnje v diferenciaciji in odpornost na apoptozo. Progno-
za otrok s Ph-pozitivno ALL, zdravljenih s standardno ke-
moterapijo, je slaba. Kombinacija kemoterapije in zaviral-
cev tirozin kinaze (TKI) izboljsa celokupno prezivetje (13).

Translokacija t(1;19) vkljucuje gen TCF3 (E2A) na kromo-
somu 19p13 in gen PBXI na kromosomu 1q23. Gen TCF'3
zapisuje ve¢ transkripcijskih faktorjev, kamor spadata E12
in E47. Ta se vezeta na ojacevalne in regulatorne elemente
tarcnih genov. PBX1 prav tako deluje kot transkripcijski
faktor. Fuzijski protein TCF3-PBXI je sestavljen iz tran-
skripcijsko aktivacijske domene E12/E47 in DNA-vezav-
ne domene PBX. Deluje kot transkripcijski aktivator, ki
povzroca levkemogenezo (11).

Genetske nepravilnosti pri
normalnem kariotipu

V nekaterih primerih B-ALL ni nobenih kromosomskih
nepravilnosti, so pa prisotne genetske nepravilnosti, ki vo-
dijo v spremenjeno izrazanje genov ali nastanek novih fu-

LABORATORIJSKA MEDICINA

zijskih proteinov. Z genomskimi analizami so dolocili, da
gre pri tem za gene, ki regulirajo razvoj limfocitov (14), in
gene celi¢nega cikla (15). V raziskavi 242 bolnikov z ALL
so ugotovili, da ima skupno 40 % bolnikov z B-ALL priso-
tne delecije, amplifikacije, tockovne spremembe ali struk-
turne spremembe v genih, ki regulirajo razvoj B-limfocitov.
Najpogostejsa tarca je bil gen PAX)5, ki je bil spremenjen
pri vec kot 30 % bolnikov (14).

Gen IKZF1

Gen IKZFI kodira IKAROS, transkripcijski faktor z moti-
vi cinkovega prsta, ki je nujen za diferenciacijo hematopo-
etskih celic v limfati¢ne. Tvorba dimerov poveca afiniteto
vezave na DNA (16). Zaradi alternativnega spajanja ekso-
nov obstaja vsaj osem razlicnih izooblik IKZF1 (IK1-8).

Osvetlitev vloge IKZF1 je omogocila identifikacija genov
v predniskih celicah limfocitov B, na katere se ta veze in
jih regulira. Ferreiros in sod. so z genomskim kartiranjem
ugotovili, da tarce IKZF1 predstavljajo polovico vseh ge-
nov, ki se povecano izrazajo med diferenciacijo celic B.
Gent, ki jih regulira IKZF1, so udelezeni pri klju¢nih pro-
cesih diferenciacije, kot so signaliziranje, regulacija celic-
nega cikla in preurejanje genov za imunoglobuline (17).

Raziskave so pokazale, da so delecije gena IKZF1 priso-
tne pri priblizno 15 % otrok z B-ALL (18,19); najvisja inci-
denca delecyj je pri otrocih s translokacijo BCR-ABLI (70
%). Najpogosteje gre za delecijo celotnega gena (A1-8) ali
delno delecijo eksonov 4-7. Druge delecije so redkejse in
vkljucujejo delecije eksonov 2--3, 2-7, 4-8 in 2--8 (18, 19).

Delecije gena IKZF1 so v vec raziskavah povezali s sla-
bo prognozo. Mullighan in sod. so analizirali kohorto 221
bolnikov z B-ALL in jih poimenovali BGR-ABLI-podob-
ni (izkljucili so bolnike s translokacijo t(9;22)) ter ugotovili,
da delecije oz. druge spremembe v genu IKZF1 povecajo
verjetnost za ponovitev bolezni. Dodatna analiza bolni-
kov, razvrscenih v skupino brez visokega tveganja, je po-
kazala, da je bilo relativno tveganje za ponovitev bolezni
pri bolnikih z delecijo IKZFI skoraj 12-krat vecje kot pri
bolnikih brez delecije. Delecija gena IKZFI ob diagnozi
je eden najpomembnejsih napovednih dejavnikov za po-
novitev bolezni (20). Tudi petletno prezivetje brez dogod-
ka je bilo bistveno nizje pri bolnikih z delecijo IKZF1 kot
pri bolnikih brez nje (69 % proti 85 %) (19).



Avtorji omenjenih raziskav zato predlagajo uvedbo dolo-
canja statusa gena IKZF1 v protokole zdravljenja, kar bo
pomagalo prepoznati tiste bolnike, ki potrebujejo intenziv-
nejse ali alternativno zdravljenje (npr. podaljsanje vzdrze-
valnega zdravljenja).

IKZF 1Pl

Stanulla in sod. so v raziskavi iz leta 2018 definirali nov,
od minimalne preostale bolezni (angl. minimal residual
disease; MRD) odvisen prognosti¢ni profil z zelo slabo
prognozo, ki so ga poimenovali IKZFI™*(21). V raziskavo
so vkljucili 991 pediatri¢nih bolnikov z B-ALL, za katere
so imeli podatke o Stevilu kopij naslednjih genov: IKZF1,
PAX5, ETV6, RBI, BIGI, EBF'l, CDKN2A, CDKNZ2B
in ERG ter CRLF2, CSFR2A in IL3RA, ki so del regije
PARI na spolnih kromosomih.

DIAGNOSTICNE METODE

Najbolj optimalno diagnosticiranje ALL danes vkljucuje
citomorfologijo, imunofenotipizacijo, citogenetiko (anali-
za kariotipa in FISH) in RT-PCR za opredelitev najpogo-
stejsih translokacij, MLPA za ugotavljanje vecjih delecij in
duplikacij v posameznih genih (IKZFI"™) in na koncu $e
transkriptomske analize (RNA-seq).

Otroku, pri katerem na podlagi anamneze in klini¢nih
znakov posumimo, da gre za ALL, naredimo v laborato-
riju hemogram in diferencialno krvno sliko. Da sum po-
trdimo, je potrebna Se biopsija kostnega mozga in anali-

Za razmaza.

Za dokoncno postavitev diagnoze B-ALL je treba doloci-
ti imunofenotip limfoblastov iz periferne krvi ali kostne-
ga mozga. Dolocitev poteka s pretocno citometrijo (angl.
Flow Citometry; FC) oz. imunohistokemijo. Pri tem je
klju¢no, da dokazemo prisotnost B-celicnih antigenov in
hkratno odsotnost T-celi¢nih antigenov. Pri ugotavljanju
odzivnosti na zdravljenje ugotavljamo preostanek bolez-
ni (MRD), pri ¢emer ugotavljamo prisotnost blastnih ce-
lic z metodo preto¢ne citometrije v vzorcu kostnega moz-
gana 15. 1n 33. dan zdravljenja.
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Na podlagi rezultatov so opredelili profil IKZFI™™, ki za-
jema tiste bolnike z B-ALL, ki imajo poleg delecije v genu
IKZF1 vsaj $e eno dodatno delecijo v genth CDKNZA, CD-
KNZ2B, PAX) ali v regiji PARI in hkrati nimajo delecije
gena ERG. Delecije genov so glede na ugotovitve avtor-
jev lahko homozigotne ali heterozigotne, razen v prime-
ru CDKNZ2B, pri katerem mora biti delecija homozigotna,
da se bolnika uvrsti v skupino IKZFI"™. Delecijo regije
PARI so opredelili kot hkratno delecijo genov GSFZ2RA
in IL3RA ter ohranitev gena CRLFZ, kar vodi v poveca-
no izrazanje slednjega (21). Za skupino IKZFI™ so ugoto-
vili, da je bilo prezivetje brez dogodka v primerjavi s sku-
pinama z delecijo IKZFI in brez delecije IKZF1 bistveno
slabse (53 %, 79 % in 87 %). Genetsko sliko bolnikov so po-
vezali z MRD, pri ¢cemer se je pokazalo, da je verjetnost
za dogodek izrazito vecja pri tistih bolnikih IKZFI™, ki
so glede na MRD razvrsceni v srednje (MRD-IR) ali vi-
soko tveganje (MRD-HR) (21).

S citogenetsko kariotipizacijo v celici lahko ugotavljamo
spremenjeno Stevilo ali strukturo kromosomov. Te nepra-
vilnosti lahko ugotovimo s pregledom kromosomov pod
svetlobnim mikroskopom. S fluorescenc¢no in situ hibri-
dizacijo (FISH) lahko s pomocjo fluorescenc¢nih sond na-
tancno oznacimo posamezne dele kromosomov in jih na
ta nacin prepoznamo ter tako ugotovimo, kaksna je kro-
mosomska preureditev v blastnih celicah. Izolaciji RNA
sledi prepisovanje v komplementarne DNA z reverzno
transkriptazo (RT-PCR). Za reakcijo PCR izberemo pare
oligonukleotidnih zacetnikov in na ¢cDNA, ki smo jo pri-
dobili iz RNA, izolirane iz kostnega mozga bolnikov z
B-ALL, pomnozimo samo dele fuzijskih genov, ki so nas-
tali kot posledica kromosomske preureditve (npr. translo-
kacije) (23). Citogenetska kariotipizacija je v kombinacijt
z metodama FISH in RT-PCR najpomembnejsi progno-

sticni parameter, njegova dolocitev po tem postopku pa je
pomembna tudi za klasifikacijo po Svetovni zdravstveni

organizaciji (SZO) (22).

MLPA (angl. Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli-
fication) je od ligacije odvisno hkratno pomnozevanje sond,
s katerim dolocamo spremembe v $tevilu kopjj (angl. copy
number variation; CNV) genomske DNA. Med te spadajo
delecije in amplifikacije posameznih genov. MLPA temelji
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na pomnozevanju sond, pri cemer vsaka sonda detektira
specificno zaporedje DNA, dolgo okoli 60 nt. Kon¢ni re-
zultat je mnozica amplikonov PCR (dolgih pribl. 64—500
nt), ki jih lo¢imo s kapilarno elektroforezo. S to metodo
opredelimo prisotnost delecij in duplikacij genov, ki ima-
jo vpliv na prognozo (npr. PAX)5, IKZF, RB, ...).

Sekvenciranje RNA nam omogoca pregled transkriptoma
po alternativnem izrezovanju, posttranskripcijskih modifi-
kacij, fuzijskih genov in manjsih enonukleotidnih genetskih
sprememb (SNP; angl. Single Nucleotide Polymorphisms).
V zivih celicah se geni stalno prepisujejo in po alternativ-
nem izrezovanju nastane zrela molekula mRINA. Glavni
koraki pri sekvenciranju naslednje generacije so izolaci-
ja DNA ali RNA iz izhodnega vzorca, priprava knjiznice,
sekvenciranje, na koncu sledi $e bioinformati¢na obdela-
va podatkov. Za analiziranje sprememb pri ALL DNA oz.
RNA izoliramo iz celic kostnega mozga, lahko tudi iz pe-

ZAKLJUCEK

Hiter napredek znanosti in medicine na podroc¢ju bolezni
ALL je omogocil natan¢nej$o opredelitev bolezni, ki te-
melji na genetskih in genomskih znacilnosti rakavo spre-
menjene limfaticne celice B ali T 1n je skupaj z usmerje-
no terapijo in izboljsanjem podporne terapije omogocila
porast uspesnosti zdravljenja bolnikov z ALL. Izziv za
prihodnost, v smislu izboljsanja diagnosticnih in napove-
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