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2 Abstrakt
Philadelphsky (Ph) chromozom byl od doby, kdy bybgwé popsan (1960),

po desetileti spojovan pouze s chronickou myeldebiémii (CML). AvSak tuto
translokaci zahrnujici chromozomy 9 a 22 Ize naléz¢zi pacienty trpicimi odliSnym
typem poruchy zrani a diferenciace bilych krvinekkdtni lymfoblastickou leukémii
(ALL). Zatimco u Ph ALL pacient: je Philadelphsky chromozom nachéazen
v lymfoidnich buikach, u CML je tato chromozomalni aberace nalézéjraéna
v buikach myeloidnich. Tato onemasn jsou si vSak mnohem blizSi, nez by se
na prvni pohled mohlo zdat, a Kité fazi je PR CML jen obtizi odliSitelna od Ph
ALL. Touto fazi je obdobi lymfoblastické krize CMNabizi se hypotéza, Ze k odliSeni
mezi olgma typy leukémii posta vySeteni zandtené na postizeni myeloidnich kkn
- u ALL by nm¢lo byt postiZzeni vazano pouze na lymfoidnfikyt AvSak tento
predpoklad neplati absolwtnV pripac Ph™ ALL byli popséani pacienti s postizenim
i myeloidnich bugk. Navic ani pipady s PhCML nemusi mit jednoziay
priabéh.Vzhledem k odliSnym progndézam &éénym postufim, které se v obou
piipadech upldiuji, je nasnagl Ze spravna diagndza neni nepodstatnotiasbiu
uspsné Iéby. Nalezeni odliSnosti mezi PALL a Ph™ CML tedy neni pouze
teoretickou otazkou, aletde mit vliv i na Usgdnou terapiidchto malignich
onemocgni.

V praci jsou téz diskutovany moznosti monitorovidamimalni rezidualni nemoci

s ohledem na postizeni myeloidnigtCD34" bursk.

Kli ¢éova slova akutni lymfoblasticka leukémie, chronicka myelditeukémie,
Philadelphsky chromozom, lymfoblasticka krize, rmaini rezidualni

nemoc



3 Abstract

The Philadelphia chromosome has been discover#da@. This chromosomal
aberration was mistakenly associated only with mitronyeloid leukaemia (CML) for
decade. However, this type of translocation inecigdthromosomes 9 and 22 was
found in patients with different type of neoplasiacute lymphoblastic leukaemia
(ALL). Different lineage involvement has been foundhese two types of leukaemia.
Whereas in Ph-positive ALL, the Philadelphia chreomoe is restricted to the
lymphoid lineage, in CML patients mostly myeloidlsare those being Ph-positive.
Hence it seems quite trivial to distinguish betwééih. and CML. But there is a phase
of CML called lymphoid blast crisis which is indisuishable from ALL. The
possibility of distinguishing between CML in lymphkdolast crisis and ALL would
inhere in determining myeloid lineage involvemekttually it had been shown that
some patients with PIALL have involved also a myeloid lineage. Diffetéypes of
treating protocols are used in CML and ALL. In aduhi, prognoses for both types of
leukaemia are different. Thus it is crucial to iigtiish between this two disorders and
revealing of any difference can impact the treatnoemcome of above mentioned
malignancies.

Detection of minimal residual disease accordingptolvement of myeloid or

CD34 cells is also mentioned in this work.

Key words: acute lymphoblastic leukaemia, chronic myeloiklemia, Philadelphia

chromosome, lymphoid blast crisis, minimal residiliakase



4 Uvod

Jiz od prvnich zminek o leukémii je patrny postupayist patu pacient
diagnostikovanych s timto onema&aim. Zp@atku Ize tento ndist grisuzovat
piedevsim novym Zisohim diagnostiky (v Uplnych g@tcich nagiklad pouzivani
swtelnych mikroskop). Vzristajici p@et pacieni je zaznamenan i v ploéhu druhé
poloviny minulého stoleti (Jemal et al., 2005). [prdemizovat nad tim, zda se
na tomto naistu nejvice podileji pouze stasné kvalitjSi diagnostické metody
a poskytovani pie i socialg slabSimei také nenici se Zivotni styl a s tim souvisejici
zmena v péi o déti. Byt byl doposud prokazariimy vliv na rozvoj leukémie pouze
ionizatnimu z&eni, podle v satasnosti nejfijimangjsi tzv. "infel¢ni” teorie je
pravdpodobné, Ze k rozvoji leukémie dttla mladistvych fispiva nedostatea
stimulace imunitniho systému ve velmi ranétkw (Gilham et al., 2005; Greaves,
2006). Vzhledem k tomu, Ze ve srovnani s ostatnialignitami stoji leukémie
na prvnim mist Zel¥icku pri¢in umrti u @ti a mladistvych do dvaceti let (Jemal et al.,
2005), je patrno nemalé usili vynakladané na naiezzekovych faktoti, které by
mohly stat za vznikem tohoto druhu neoplazie.

Ve spektru malignich transformaci postihujicich haigi ¢i lymfoidni vyvojovou
fadu, popipack jejich spol€né prekurzory, tvid chronicka myeloidni leukémie (CML)
a akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) nezanedbadel skupinu neoplézii. Je tedy
nasnag, ze oba tyto typy leukémii jsou pod neustalym dastledem ¥decké
komunity. | ges vesSkera badani, kterd na tomto poli probitiapgi rekolik desetileti,
vSak Zistavaji neodhaleny mnohé mechanismy stojici zeojemva progresi leukémie.
Nicmérg nelze opomenout obrovsky pokrok v chapani bioltgibto onemoceni a
uspesné vysledky z toho plynouci. Mezi jist¢ mizeme zahrnout obecné zlepSeni
progndzy pro pacienty postizené leukémii a to mimé@i diky rozvoji
chemoterapeutickych agens, jejich kombinovanémuificaiucasti nemocnych
i vyuzivani transplantace hematopoetickych kmenbbatk (HSCT,Hematopoietic
Stem Cell Transplantation

PrestoZe zejména W, kde je ALL nefastjSi malignitou, se celkovériwky
pieziti posunuly za poslednihdlgstoleti z nuly az k tégit 90 %, ne u vSech skupin
pacienti s leukémii se da hotib o uspokojivé progndze. Jednu z takovychto skupin

tvoii pacienti s ALL v jejichZz malignich likach se objevuje Philadelphsky (Ph)



chromozom.Tito pacienti jsou oz¥wvani jako pacienti s PIALL. Aberantni Ph
chromozom, vznikly translokaci chromozo® a 22, byl vSakipvodné povazovan
za hlavni cytogenetickou charakteristiku odliSnépi@zie, a to chronické myeloidni
leukémie (CML). Tento typ leukémie prochazkalika fazemi: chronickou,
zrychlenou (akcelerovanou) a fazi blastické krizesleds zminéna faze vede
k vy$8imu zastoupeni myeloidni&hHymfoidnich blast v krvi (v zavislosti na tom,
zda blasticka krize postihne myeloidni nebo lymfididuréénou linii). V piipad,
ze dojde k expanzi lymfoidnich blasstava se z CML onemogmi velmi podobné Ph
ALL. Problém v podob dvou moznych, odliSnych diagndz vyvstava tehdy,
dojde-li k manifestaci CML az v pbéhu lymfoblastické krize. Potencialnim
zpisobem, jimZ by se dala ®bnemoc#ni rozlisit, je vyseateni postizeni myeloidnich
burgk. Myeloidni linie by cisté hypoteticky, totiz u PhALL nemgla byt postizena.
Nicmérs se ukazuje, Ze PILL je ve vztahu k postizeni myeloidnich kitkn
heterogennim onemoémim. A tak Zistava rozliSeni mezi lymfoblastickou krizi CML
a PH ALL pongkud nejednoznmé.

Problematika spojovana s postizenim myelofddiy u Ph ALL pacienti
vSak nmiZze zasahovat i do samotnéhdlghu I&by. V sokasné dob se pacienti
zarazuji do Iéebnych protokdl mimo jiné i na zaklagimonitorovani minimalni
rezidualni nemoci (MRDMinimal Residual Disea3eMetoda, ktera se k tomuto
monitorovani vyuziva, se opira o fakt, Ze lymfobtas leukémie je vliasthklonalni
expanzi lymfoidnich buik, s¢imz souvisi klonalni festavby v genech pro
imuoglobuliny (Ig) a T-bu&né receptory (TCR). Vifpac postizeni myeloidnich
burgk vSak tento zfisob detekce MRD neni tak vhodny - a to z prosté&ivodu:
myeloidni buiky a jejich prekurzory zpravidla geny pro Ig/TCRpfestavuji. Z tohoto
BCR/ABL, jenzZ vznika maligni translokaci. Zatimcetoda monitorujici Urove
BCR/ABL mRNA je relativié jednoducha a v praxi Siroce vyuzivana, metodaZeaié
na detekci BCR/ABL fuize na Grovni genomické DNAR RLL pacienti je technicky

velmi nar@na, a proto zatimistava nepodlozena relevantnimi konkrétnimi vysledky

Cilem této prace je shrnout poznatky o postizerdloigni linie u Ph ALL
pacienti a nastinit mozné dopady na diagnostiku a na metetiBkce minimalni

rezidualni nemoci.



5 Leukémie

Poprvé bylo slovéeukémiepouzito pruskym Iékem Robertem Virchowem v roce
1847. Virchow tehdy uvedl jiz svou druhou publikaabyvajici se pacientem
se z¥tSenou slezinou a nezvykle vysokym zastoupeninthikyvinek v krvi. Nebyl
vSak ve své dabjediny, kdo popsal pacienta s takovymitizpaky. Nezavisle
na Virchowovi podobnéifpady publikovali nap skotsky IékaJohn Hughes Bennett
(1845)¢i Francouz Alfred Donné (1844) (Historical revie2g01). V padesatych letech
téhoz stoleti byla leukémie uznana za samostategocréni.

S ¢astjSim vyuzivanim mikroskapv Iékaské praxi rostl i p&et popsanych
piipadi. Jiz p@atkem 20. stoleti byla leukémie r@keha nastyti typy v zavislosti
na pfaibéhu onemoceéni a na postizeni vyvojow@dy. Temito typy jsou: akutni
lymfoblasticka leukémie (ALL), akutni myeloidni leémie (AML), chronicka
lymfocytarni leukémie (CLL) a chronicka myeloideukémie (CML). S postupnym
ziskavanim dalSich poznétkloSlo v ramci jednotlivych tyipleukémii k rozliSeni
uréitych skupin pacierit Tyto skupiny se vzajendiSi nag. svym karyotypem
(skupiny jsou definované &itym poctem chromozorin ¢i pritomnosti konkrétni

chromozomalni aberace) a s tim souvisejici odlifvognozouwi klinickymi projevy.

6 Philadelphsky chromozom

6.1 Objev

Philadelphsky chromozom v roce 1960 poprvé popsialaina ¥dc kolem P. C.
Nowella a D. A. Hungerforda (Nowell et al., 196Bhiladelphsky (Ph) chromozom se
tak stal prvni chromozomalni aberaci, ktera bylgesga se specifickym typem
leukémie — s chronickou myeloidni leukémii (vizejaDnes je jiz vSak patrné, ze se
Ph chromozom vyskytuje i u jinych hematopoetickgdemocgni (nagiklad
u akutni lymfoblastické leukémie). Roku 1973 byji§tZno, Ze Ph chromozom vznika
translokactasti dlouhych ramének chromozomu 9 na chromozomm 22se jedna

o balancovanou reciprokou translokaci. Ph chromogeipodle mist zlomu



na obou chromozomech tedy cytogeneticky ¢mjejako translokace t(9;22)(q34;911)
(Rowley, 1973). O deset let pagidvyslo najevo, Ze translokace zahrnuje
proto-onkogen ABL (jedn& se o lidsky homolog gernelsonova viru mysi leukémie;
Abelson murine leukemia vifysezici na chromozomu 9 (Bartram et al., 1983)iee
neznamy gen na chromozomu 22, nasiemmaeny jako BCR podle anglického

breakpoint cluster regio(Groffen et al., 1984).

6.2 Ruazné varianty fuznich gé&m jejich vliv na maligni transformaci

Diky riznym poloham zlorinv genu BCR mohou vznikat rizné fazni proteiny:

* Protein p210 vznika tehdy, pokud zlom leZi v oblaganémajor
breakpoint cluster region (M-BCR)

» V pripac, Ze dojde ke zlomu v oblasti zvaménor breakpoint cluster
region (m-BCR)vznika fuzni protein zvany p190.

» Ke zlomu niiZze dojit i v oblasti zvangnicro breakpoint cluster region
(u-BCR) Protein vznikly transkripci a naslednou transtakto vzniklého
genu se nazyva p230. Tento typ zioja spojovan s chronickou
neutrofilni leukémii (Pane et al., 1996) a je n&tezacny, Ze v dalSim
textu se tomuto typu fuzniho proteinu jiz nebudoovat.

Razné zlomy v genu ABL (f&d nebo za exonem A2) nemaji na aktivitu proteinu

vyznamny Vvliv.

Obr.blasti zlond na chromozomu 22 a 9.

BCR (22911}
1 alternate 2 34 5678 BID11-1510 7181820212223
=1 BEDS. b2 3 clct
. |—|IHf—D—ﬂI]—|]-Dﬂ]—[D4]i]iFD—[I]-Dﬂ—[I]ﬂ—
b m-ber M-Dar p-hor et
~55 kb ~2.9 KD
AFL (8934)
b 1a 2345878 310
a2 a3
Moo
7 ]
/s t fif—
_ breakpoint region
iy ~200 kb

iBvzato z Dongen et al., 1999

10



Po transkripci no¥vzniklého genu vznika mRNA, kterda ma na svém 5Sidigast
genu BCR a na 3' konci sekvenci genu ABL (Galel etl®84). Proteiny p210 i p190
jsou cytosolickymi tyrosin kinasami (Dhut et al99D). Ric¢inou jejich patogenity je
deregulovana enzymaticka aktivita tyrosin kinasy, Atera tak aktivuje, pafpact
inhibuje, fizné signalizéni drahy (nap: JAK, Ras, MEK) (Quintas-Cardama et al.,
2009). Tyto signalizeni drahy maji vliv na nejiznéjSi burééné procesy, mezi nimi
i na ty, které se podileji na transformaci normébiiky na buiku maligni. Obec#lze
fici, Ze zakladnim procesem stojicim za takovowogiormaci je konstitutivni aktivace
tyrosin kinasy Bcr/Abl, ktera Zgobuje aktivactady proteih buré¢ného cyklu, ztratu
diferenciace, utlumeni apoptdzy a inhibici DNA op(B®eininger et al., 2000). Studie
provadné na mysich ukazaly, ze u p216ukémii dochazi k aktivaci odlinych
signaliz&nich drah vedoucich k onemaan pripominajici bd’ CML, ¢i ALL. Tento
koncept v3ak nebyl potvrzen u pI9@ipadi (Hu et al., 2004; Roumainstev et al.,
2001).

Za maligni transformaci bk vSak nemusi stat pouze aktivita kinasy Abl. Ukazu
se, ze k aktivacidgkterych drah neni tato aktivita vyZzadovana - jes@&ap. o drahy
ovlivnéné rodinou proteiin Src (Warmuth et al., 1997). Vyzkumy ukazuji,

Ze na progresi onemogm se mohou podilet i dele¢emutace v genech upfatjicich
se (¥ zrani CD34 burgk nag. v genu pro proteiny rodiny Ikaros, které se pejdil
nacasné lymfoidni diferenciaci bk (Hunger et al., 2011).

V poslednich letech se diky lepSim technickym mes# prohlubuje poznani
biologie PH leukémii. Jsou popisovany drahy uplgtci se v maligni transformaci
burék a spolu s nimi i latky inhibujici jejich vliv (& et al., 2010).

7 Chronicka myeloidni leukémie (CML)

CML je klonalni myeloproliferativni onemoéni hematopoetickych kmenovych
burgk, jehoz nejvyznamiiSi genetickou charakteristikou jéifpmnost
Philadelphského chromozomu a fuzniho genu BCR/ABhalignich buikach.
Postihuje myeloidni vyvojovou linii, prekurzo&grvenych krvinek, megakaryocyty a B
lymfocyty. U naprosté &tSiny pacieni s chronickou myeloidni leukémii dochazi
na chromozomu 22 ke zlam v oblasti M-BCR, a tudiZ k expresi fuzniho protei
p210.
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7.1 Klinické projevy a pitbéh onemoc#ni

CML ma v jednotlivych pipadech heterogenni projev. Mezi hlavni rysy CMtiipa
Ubytek hmotnosti, obeé&rzvySeny poet bilych krvinek v krvi (WBCwhite blood cell
coun) a hepatosplenomegalie (Kantarjian et al., 198%tibéhu onemocéni se daji
rozlisit dw, pogipack tii faze.
zvladnutelna terapii ar@Zziti v 90 ngsicich je piblizn¢ 95 % (Tauchi et al., 2011).
AvSak i @i 1éceni chronické faze tize onemoceni postoupit do faze zrychlené
(akcelerované). Mediangriti pro pacienty v akcelerované fazi se pohykojem 32
mesial (Fava et al., 2009). Zrychlena faze je pak zpiavidsledovana blastickou krizi
(blast crisig. Ta je charakterizovana neregulovanyirstem nezralych myeloidnich
¢i lymfoidnich blash a ztratou jejich schopnosti diferenciace. V zagsl|
na postizenych blastech se rozliSuje myeloidnieksye lymfoidni blasticka krize.
Prvni zmirgné se pak jen obtiZrodliSuje od akutni myeloblastické leukémie,
zatimco lymfoblasticka krize se svyntiznaky podobé ALL.

Blasticka krize byva u paciantliagnostikovana tehdy, pokud se v jejich krvi
¢i kostni deni naléza vice nez 30 % blkasKlinickymi projevy blastické krize jsou
horetka, splenomegalie a nevolnostigemz u pacieritv blastické fazi hrozi i zvySené
riziko infekce (Rosenthal et al., 1977). Pro patyierachazejici se v této fazi
onemocgni je progndza velmi néfzniva. Uvadi se mediarig¥iti 9 nésial (Fava et
al., 2009).

Priciny prechodu onemod@ni z chronické faze do faze blastickestavaji nejasné.
Posun by mohl byt zdfginén tzv. ,druhou“ci ,dalSi* udalosti, kterd nemusfimo
souviset s fuznim genem BCR/ABL. Tuto teorii podpbcytogenetické analyzy,
pomoci nichz jsou v blastické fazi CML vitkéach nalézany dalSi chromozomalni
aberace. Jedna se nhap trisomii chromozomu 8, o izochromozom &i7o buiky
se déma Ph chromozomy (Kantarjian et al., 1991; Kardaarpt al., 2002). NejspiSe se
tedy v PA buikach postup&ikumuluji daldi genetické aberaceskteré z nich
v dasledku vedou k progresi onemeain

V souwasné dob se vzhledem k vyuzivani chemoterapeutik ze skupkiy(viz

dale) uvazuje o zam¢ parameti, které vedou k diagndze blastické krizeétBva
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zdravotnicka organizace navrhla snizit procentuaddaiici p@tu blasti v krvi pacienta
diagnostikovaného na blastickou fazi na 20 % (Goeteal., 2006).

7.2 Lécba a progn6za

Prognézu CML v poslednich letech vyznanamenil objev nového typu tak zvané
cilené terapie. Ta spiva v pouziti skupiny chemickych latek ozoaanych
jako inhibitory tyrosin kinas (TKITyrosin Kinase Inhibitors Mechanismus jejich
acinku u CML sp@iva v selektivni inhibici patologicky konstitutigraktivované
kinasové domény Abl (jak&asti fuzniho proteinu Ber/Abl). Tyto inhibitory jeo
acinné zejména v chronické fazi CML. Do prvni genergchto I&€iv patti imatinib
mesylat. V poslednich letech se ukazalo, Ze kra¥mku na PH buiky by imatinib
mohl stat i za podporou ,antileukemickych® lymfogytChen et al., 2008).

V¢étSina paciernit nachazejicich se v blastické krizi je vSdkivacinkam imatinibu
rezistentni. Rezistencete byt patra zpisobena filiSnou expresi fuzniho genu
BCR/ABL ¢i jeho mutaci, ktera Zgobi poruchu vazby kinasového inhibitoru. TKI
druhé generace (dasatinib, nilotinib) jsou paikide i proti Ekterym formam
mutovaného BCR/ABL genu.

DalSi terapeutickou moznosti je transplantace hepoatickych kmenovych bgh
(HSCT), nejlépe ghem chronické faze CML. Jédtired za&atkem vyuzivani TKI
v [étebnych protokolechinaSela HSCT pacieinn lepsi progndzu nez paciént
lé¢enym pouze chemoterapeutiky. S nastupem TKI se wi§akuje mortalita spojen&
s HSCT vySSi nez mortalita paciémécenych TKI (Druker et al., 2006; Tamascar et
al., 2009).

8 Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

Akutni lymfoblasticka leukémie je onemagtn charakterizované nekontrolovanou
proliferaci lymfoidnich progenitéra zastavenim jejich zraniid3toze aZétina
dosgglych ALL je pozitivnich na fitomnost Ph chromozomu v malignichikéach
(Greaves, 1999; Wetzler et al., 1999), byla tatmetozomalni aberace u ALL pacienta
poprvé popsana az v roce 1970 (Propp a Lizzi, 19F@tskych pacierit je t(9;22)
nalézana ve 2 — 5 % vSech ALEipad: (Ribeiro et al., 1987; Stary et al., 2010;
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Vaitkaviciene et al., 2010). Zeské republice jsou &n& diagnostikovany 2 — 3itské
piipady.

U pacienti s PH ALL dochazicasgji ke zlomim v m-BCR oblasti a tudiz k expresi
proteinu p190 (Labarthe et al., 2007; Pajor e2&lQ0; Yanada et al., 2008). Odlisné
projevy onemocéni mezi p190 a p210 pacienty nejsou pozorovany (Wassmann et al.,
2004; Yanada et al., 2008).

8.1 Klinické projevy

Klinické projevy PR ALL se wilis nelidi od projeit Ph ALL, jejiz nejasgjsi rysy
jsou nespecifické a prameni z postizeni jednothwgievnichrad. Jsou jimi Gnavnost,
projevy zvySené krvacivosti, snizena obranyschopaéasto i hepatosplenomegalie.
Komparativni studie ukazuiji, Zetdti PH pacienti maji zpravidla vy33i hladinu
leukocyti v krvi (Suzuki et al., 2010; Vaitkaviciene et &Q10).

8.2 Létha a progndza pro Pbacienty

Pacienti s PhALL podstupuji kombinovanou chemoterapii slozenaimo jiné
nag. z vincristinu, prednisonéi methotrexatu. Vzhledem k cytogenetické podobnosti
s CML se i u PhALL pro zvy3eni dinnosti chemoterapie v nejnggich protokolech
vyuziva kombinace vySe zn@imych chemoterapeutik s imatinibeins TKI druhé
generaceCast pacierit s PA ALL (stejné jako pacienti s CML v blastické krizi) je
vSak vici 1é¢bé imatinibem rezistentni.

| u PR ALL pacienti je mozno vyuzit transplantace kosthémt. Tuto metodu Ize
aplikovat v chronické fazi onemogmi, zpravidla Bhem kompletni remise, nikoliv
vSak v pfib¢hu faze akutni.

Pres veskeré terapeutické UsilisFava progndza PMLL pacienti horsi
nez pacierit s PAALL. Ph" pacienti vykazuji v giméru kratsi celkové igzivani
i kratSi ,obdobi bez udalosti* (2Bnajici v doks diagndzy a kotici negfiznivou
udalosti ve smyslu umrti, relap&usekundarni malignity) (Lee et al., 2011; Rowe et
al., 2005; Suzuki et al., 2010). Navic v ramci Bkupiny pacierit |ze rozlisit jesE
nekolik rizikovych skupin (rozdleni Ize provest na zakladVvBC pi diagndze
¢i na zaklad pacateEni odpowdi na I&€bu) (Arico et al., 2000). Toto rozliSeni vSak
zustava sporné v detvyuzivani TKI (Schultz et al., 2009; Yanada et 2006).
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Navzdory vySe zminym negiznivym prognézam je patrné vyrazneé vylepSeni
progndzy oproti pedeslym desetiletim (mediabediti ve studii z roku 2005 byl 33
mesial, zatimco v roce 1986 to bylo pouhych 12siai) (Bloomfield et al., 1986; Lee
et al., 2005), na kterém se v poslednich leteclilipazthemoterapeutika ze skupiny
TKI. Ta napomahaji indukci kompletni remise (Labezet al., 2007; Yanada et al.,
2008), a tak je nafklad mozné &inngjSi vyuZiti transplantace hematopoetickych
kmenovych buik. AvSak stej tak jako u CML i u ALL gipadi zistava otadzka lepsi
progndzy pro pacienty podstupujici HSCT sporna (8zlet al., 2009; Yanada et al.,
2006).

8.3 ALL versus lymfoblasticka krize CML

CML a PH ALL sdileji rekolik spolenych rysi. Jis& nejvyrazijsim z nich je
piitomnost Philadelphského chromozomu v maligniaikbah. Podobné jsou vSak
i klinické projevy obou onemogni (nag. splenomegalie, vyssi WBC apod.).

V piipack, Zze CML dospje do blastické faze lymfoidniho typu, prekurzory
B-burgk (blasty) vykazujtést&né smiSeny lymfoidni/myeloidni imunofenotyp
a mohou nést klonalnirgstavby imunoreceptorovych gegeny pro imunoglobuliny
(Ig) a T-burkené receptory (TCR)). Blasty PALL pacienti na svém povrchu také
prezentuji antigeny charakteristické praikby jak lymfoidni, tak myeloidni vyvojové
fady (Akashi et al., 1993). | pro tyto blasty jsdwacakteristické 1g/TCRigstavby. Ani
v tomto ohledu se tedy blasty paciestCML neliSi od blastpacientt s Ph pozitivni
ALL (Akashi et al., 1993), Zehoz vyplyva, Zze CML je v lymfoidni blastické fazi
morfologicky neodliditelna ode novoPh™ ALL.

Nezidka dochazi k tomu, Ze pacient s CML v chroniékd hevykazuje Zzadné
napadné klinické symptomy a onemégnje tedy diagnostikovano az vipehu
blasticke krize. Kili morfologické podobnosti mezi CML v lymfoidni tdtacke krizi
a ALL, je v takovychto fipadech obtiZzné &it jednozn&nou diagnozu.

V souvislosti s timto faktem jégba uvést, Ze byly popsankigady, kdy pacienti
pavodre diagnostikovani jako PPALL béhem I&by presli do obrazu chronické faze
CML (Catovsky et al., 1978; Hooberman et al., 198&ntarjian et al., 1991; Klein et
al., 1986; Pajor et al., 2000). Tato skuest mize ukazovat natwodns nespravnou
diagnozwi na komplexitu tohoto onemoéni a slozitost rozliseni mezi PALL
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a lymfoidni blastickou fazi CML. NemoZnost vy§etl naprosté &Siny nemocnych
zpetné vzorky kostni gere predchézejici diagndze lymfoidni krize CML/ALL

(a presriji tedy tyto dw¥ jednotky odlisit) by mohlgast&ne ovlivnit i rozdil

v incidenci P ALL mezi détskou a dosglou populaci. CML je totiz &ngjsi

mezi dosplymi, a tak je mozné, Ze za vyssi incidenci v paputlosglych do utité
miry stoji i nespravna diagndza (Kantarjian etE91).

Za pomocnhou metodu diagnostiky |ze povazovat iyamekostni derg béhem
kompletni remise. Zatimco pacienti s"LL by méli mit normalni morfologii kostni
drerg (v kostni deni se nenachéazeji Phuiky), pacientis CML mohou mit i v
pribéhu kompletniremise v kostniigni buiky s Philadelphskym chromozomem
(Bhatia et al., 2003). Toto odliSeni vSak rozhodaplati absoluth

V nekterych studiich (Kitano et al., 1988) bylo navrdehe by se tato onemagn
mohla rozliSovat na zakladozdilnosti svéhoipvodu. Chronickd myeloidni leukémie
ma swij po¢atek v hematopoetickych kmenovychikach a postihuje tedy vyvojovou
fadu myeloidni i lymfoidni. Naproti tomu u PALL by méla byt teoreticky postizena
pouze lymfoidni vyvojova linie, nelik reciproké translokaci t(9;22)(q34;g911) by
mélo dochazet az v pozgim (,committed”) progenitoru spat@aém pro lymfoidni

vyvojovourtadu.

9 PostiZeni myeloidnitady u Ph" ALL

9.1 Postizeni myeloidniady

Prvni zminka o proliferaci myeloidi@dy u Ph ALL pacienta pochazi z roku 1980
(Priest et al., 1980). Nicmémletekce Philadelphského chromozomu v myeloidnich
buinkach u ALL byla popsana az o 7 let psgdachibanou a jeho spolupracovniky
(Tachibana et al., 1987). V nasledujicich letechkszalo, ze PhALL je ve vztahu
k postizeni jiné nez lymfoidni vyvojow@dy heterogennim onemaenm.
Philadelphsky chromozom byl nalezen wikéch s fivodem v myeloidni vyvojové
rack jak u pacient se zlomy v M-BCR oblasti, tak u paciérge zlomy v oblasti
m-BCR. Soubor vysledkje uveden v tabulce (Tab. 1).
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Tab. 1.: €isla oznaduji pocCet pacient(

Ph* pouze L Ph'LaM
p190 p210 p190 p210
Nespecifikovano
Turhan et al., 1988 | 1 | 2
Déti
Tachibana et al., 1987 2
Dow et al., 1989 2 2
Anastasi et al., 1996° 1 2°
Pajor et al., 2000 4 2
Castor et al., 2005 2 1
Zaliova et al., 2009 1
Dospéli
Abe et al., 1985° 1
Kalousek et al., 1988% 1 4
Kitano et al., 1988% 3
Secker-Walker et al., 1988 2 4 1°
Craig et al., 1990° 1 1
Cuneo et al., 1993 1° 1
Estrov et al., 1993 4 1 1 1
Anastasi et al., 1996° 3 2°
Schenk et al., 1998 5 3
Kasprzyk et al., 1999 1 2
Pajor et al., 2000 5 2 3°
Castor et al., 2005 2 3
27 11 9 19

Celkem pacientu a4 36

L — lymfoidni bunky; M — myeloidni bunky

a - data prevzata z Pajor et al., 2000

b - pacienti z remise presli do chronické faze CML

c - pacientovi byla po relapsu diagnostikovana Ph* akutni myeloidni leukémie

Z uvedené tabulky je patrné, Ze exprese fuznihtejno p210 je pevazri (v 63 %
piipadi) vazana jak na hiky lymfoidni, tak i myeloidni, zatimco protein p1f0
ve WtSine (75 %) gipadi vazan pouze na hky lymfoidni. Ke vzniku Philadelphského
chromozomu se zlomy v M-BCR oblasti tedy doch@aitji v progenitoru, ktery je
spoleny pro ol vyvojoverady. Naproti tomu translokace t(9;22)(q34;q11)lsenem

v oblasti m-BCR vznikaiejmeé predevsim v ,,committed” progenitoru spaiém
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pouze pro lymfoidni biky. P pohledu na zastoupeni jednotlivych variant pratei
v zavislosti na postizenfiznych vyvojovych linii jeiteba poukazat na fakt,
Ze za postizenim nejen lymfoidnich Bkrstoji v 72 % pipadi protein p210.

Tato fakta vedla k hypotéze povazovat p2A0L za CML manifestujici se
v lymfoblastické krizi a p190ALL za de novoPh™ ALL (Estrov et al., 1993). Tuto
domrenku navic podporuje skuteost, Ze fipady diagnostikované jako PALL,
které v ptibéhu I&by preSly do obrazu chronické faze CML, jsou pouze padfitivni
(Anastasi et al., 1996; Kantarjian et al., 199JpPaet al., 2000).

Z dat uvedenych v tabulce Ize ob&estyvodit zavr, ze Philadelphsky chromozom
je vazan jen na lymfoiditadu v mirné $tsing (55 %) PR ALL piipad.
Mezi popisovanymi pacienty Ize vSak nalézt rozdilyo fedevsim mezi pacienty
dosglymi a pacienty ve §ku do osmnacti let. Uatskych pacienit se Ph chromozom
objevuje vazanigvazrit na lymfoidnifradu, coz mize byt zgisobeno tim, Zeipvazna
gast (71 %) popsanych paci@npe p190. Zato u dos@lych je zastoupeni p19@& p210
pacienti pomsrné vyrovnané (p210pacient je 51 %) a vyrovnané je i postizeni obou
fadc¢i fady pouze lymfoidni (pacienti s postizenim obsad tvai 45 % uvedenych
piipadi).

Vysledky demonstrujici postizeni lymfoidni i myedai burgéné linie ukazuji
na vznik maligni transformace jiz v hematopoetikk#enové biice (HSC).
K myslence existence PHSC vedou i vysledky ziskané na zaklgdzorovani
pacienti béhem dlouhodobé kompletni remisecékti z nich byly Bhem této faze
nalezeny v kostniteni PH buiky (Dow et al., 1989; Tachibana et al., 1987). Exise
Ph" CD34 burek byla prokazana i u p19@acient (Cobaleda et al., 2000; Dow et al.,
1989).

9.2 Progndza pro pacienty v zavislosti na postizeni £LBInsk

| pies @iznivé vysledky, které s sebotinpasi vyuzivani imatinibu v &&bnych
protokolech, #istava problémem udrzeni PALL pacienti v kompletni remisi. Jednou
z moznych picin by mohlo byt postizeni CD3durek. U CML paciend jsou v kostni
dreni nalézany PhCD34 buiky i po dvouletém podavani imatinibu (Bhatia ef al.
2003). Provaghé pokusy ukazuiji, ze CD3#uiky nejsou k podavani imatinibu
sensitivni, v kostniigni preZivaji a jejich pdet naopak viista (Graham et al., 2002;
Hu et al., 2009). MoZnouifginou je aktivace signalnich drah, které nevyZagugsin
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kinasovou aktivitu proteinBcr/Abl. K eradikaci CD34burek z kostni dens je tedy
pravdpodobré potreba zait vyuzivat chemoterapeutika zéifana na inhibici i jinych
proteini a signalizanich kask&d nez pouze tyrosin kinasové aktivitygimu Bcr/Abl.

9.3 Postizeni myeloidnich bk a detekce minimalni rezidualni choroby

Metodou, jejiz vysledky dana problematika, tedytiiesi myeloidniady u Ph
ALL, ovlivnuje, je detekce minimalni rezidualni nemoci (MRDysledek vySeaeni
hladin MRD ukazuje na zastoupeni leukemickych&kunkostni deniéi v krvi
pacienta. Hladiny MRD maji prognosticky vyznam (€&t al., 1998; Mortuza et al.,
2006) a pomahaji #adit pacienty do rizikovych skupin, a tedy i dédbnych
protokoli. Hladina MRD je dlezit4 i ve vztahu k transplantaci hematopoetickych
kmenovych bu&k. Bylo prokazano, Ze pacienti s detekovatelnou MRD
pied transplantaci maji ve srovnani s MRD negativipi@gienty zvySeneé riziko relapsu
po transplantaci (Sramkova et al., 2007).

V bézné klinické praxi se hladina MRD stanovuje pomuiolika zpisohi:
imunofenotypizaci, na zakladlonélnich pestaveb gehpro imunoglobuliny
a T-burgcné receptory¢i detekci aberantnich géiiSzczepanski et al.,2007).

U pacientt s ALL se standardnvyuziva metody detekce Ig/TCRgstaveb. AvSak
myeloidni buiky, jejich prekurzory a ani prekurzory spaé olgma vyvojovym liniim
své imunoreceptorové geny zpravidla fespavuji. Vysledky takovéhoto monitorovani
u PR ALL pacienfi s postizenim obou linii by tedy mohly byt fal&égregativni

(v ptipact, Ze by do3lo k eradikaci pouze 'Rymfoidnich burk).

Nabizi se tedy alternativhi moznost detekce MR jEamonitorovani arovh
exprese fuzniho genu BCR/ARL detekce zagtena na samotnou genomickou DNA
genu BCR/ABL (ob metody, jakoz i metoda monitorujici Ig/TCReptavby, vyuzivaji
riazné varianty polymerazovétzové reakce (PCRBolymerase chain reactijn

Pt méeni Urovié MRD na zaklad mnozstvi BCR/ABL mRNA vSak vyvstava
neékolik problémi. Mezi nejvyznamési jisté pati moznost snadné kontaminace
vzorka. Na rozdil od detekce MRD pomoci Ig/TCRegtaveb, které jsou specifické
pro kazdého pacienta, mMRNA metoda tuto specifikatnada, a tak dze dojit
ke kontaminaci vzork mezi pacienty. fsna protikontaminani opateni jsou tak
z&kladnim poZadavkem ve vSech labdfiatoprovadjicich tato vyseeni.

DalSim rizikem spojenym s mMRNA metodou je moZnakdné negativity

19



¢i pozitivity. Oke dvé varianty nas ofi privedou k pacieritm s CML, jelikoZ ve vztahu
k PH ALL nejsou tyto mozZnosti de3eny. B studiu zdravych lidi bylo prokazano,
Ze — by vzacrt — v krevnich bitkach dochazi i vdZné populaci k translokaci t(9;22),
a tim i k expresi genu BCR/ABL (Bose et al., 1998koneném disledku niize byt
hladina exprese tak ,,vysoka“, Ze neni patrny tamézi CML pacienty v kompletni
remisi a zdravymi jedinci (abdetekce byly provashy mRNA metodou) (Ross et al.,
2010). Otazka faleSné negativitstava otazkou spisSe teoretickou. Na rozdil od metod
zantienych na detekci genomické DNA nemusi hladina kigpisi presré odpovidat
mnozZstvi pozitivnich buik - intenzita pepisu genu do mRNA @iZze byt v fiznych
typech busk rizné a gkdy nemusi k fepisu dochézetibec. Vratime-li se af
k pacientm s CML, je nutno v téteasti textu podotknout, Ze u Pprimitivnich
hematopoetickych prekurzZo(CD34 CD33 CD19 CD5) byly ve srovnani
se zralejSimi burgnymi prekurzory (CD34CD33") zaznamenany jen stopy exprese
fazniho genu BCR/ABL (Bedi et al., 1993). Yipad, Ze by i u PhALL pacienti
doslo k translokaci t(9;22)(q34;q11) jiz v primitich hematopoetickych bkach,
nemusela by tedy byt BCR/ABL mRNA detekovana.

Vysledky ziskané analyzou MRD byy jasné ukazovat na mnozstvi
leukemickych bugk pretrvavajicich v pacientéwkostni deni, pogipad krvi. Jak je
jiz uvedeno vyse, detekce MRD pomoci BCR/ABL mRNgak nemusi byt v tomto
smeru jednoznana (odlisna Groveexprese v PhCML buikéach v zavislosti
na zralosti bué&nych prekurzal; mére zralé myeloidni boiky (promyelocyty,
myeloblasty) v experimentu vykazovaly vysSi Gnbesprese genu BCR/ABL nez
polymorfonuklearni biky (Wetzler et al., 1993)). Nenfidod nepedpokladat, Ze by se
stejny princip mohl uplabvat i u PR ALL pacienti s postizenim myeloiditady.

Problémit souvisejicich s vyuzivanim detekce MRD pomoci BEBX mRNA je
vice, avSak vySe zminé jsou, s ohledem na téma této prace, vyznamné.

Jiz v divejSich letech bylo ukazéno, Ze detekce hladiny mRjgAu BCR/ABL
pii vySeteni hladin MRD ma schopnost predikce relapsu (Sahget al., 2003;
Preudhomme et al., 1997). AvSak studie zabyvagigfisietekci MRD korelaci
mezi standardni metodou (Ig/TCR) a kvantifikachstaiptu BCR/ABL prova&ha
na vzorcich dtskych pacierit s PH ALL byla predloZena teprve nedavno (Zaliova et
al., 2009). Vysledky ukazaly¢asrgjSi moznost predikce relapsu na zaklatRNA
metody a klinicky vyznam Ig/TCR negativnich-BCR/ABDzitivnich (tedy #ejme¢
myeloidnich) bugk.
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Zpusob detekce MRD, ktery by mohl zajistésté&né odfiltrovani vySe zmémych
problémi, se opira o detekci BCR/ABL DNA. Zlomy, které \igaiji pri translokaci,
jsou totiz pro kazdého pacienta specifickétSihou vznikaji v intronovych oblastech
(Szczepanski et al., 2007), a proto nemohou byzityyuw mMRNA metody. Tato DNA
metoda je vSak pro rutinni vyuziti technicky velmdra:na, nebé intronove oblasti,
ve kterych dochazi ke zlaim, jsou velmi dlouhé. Dosud byla pouZitadkolika
pacieni s CML, kde vykazuje vySsi senzitivitu neZ mRNA ods (Ross et al., 2010).
Studie popisujici tento Agob detekce u pacigns PH ALL doposud nebyly

prezentovany.

10 Zavér

Jiz v prvnich letech studia PALL je viditelna snaha nalézt jakykoliv projev,
ktery by toto onemocmi odliSoval od CML. Zp&atku byla navrzena hypotéza
rozliSovat CML a PhALL na zakla@ exprese odlidnych flznich protéin
Zatimco CML se manifestuje expresi proteinu p21l0, e projevuje translaci mMRNA
pro protein p190. V fibéhu casu se vSak ukazalo, Ze i pacienti s ALL mohou
exprimovat protein p210 a naopak, a takat#®yt tento koncept povazovan
za nepravépodobny (Selleri et al., 1990).

Byla tedy vyvinuta snaha nalézt jiny rys, kteryligy odliSny u obou onemogni.
Jako o jednom z kandidatnich roZdilylo uvazovano oizném postizeni myeloidni
vyvojovérady. Podrobné zkoumani této daimky vSak ukazalo na heterogenitu
jak mezi CML pacienty, tak zejména mezi Rlacienty. Lgasti PA ALL pacienti bylo
zjisteno postizeni myeloidnich bgk, pricemz¢éast z nich pesla Bhem I&€by
do chronické faze CML. PostiZzeni i myeloidnich &unavic ukazuje na vznik
Philadelphského chromozomu jiz v prekurzoru spraéen okkma vyvojovym liniim
¢i jiz v hematopoetické kmenové ixe. Tato translokace ve spébgch progenitorech
je v8ak spojovana spiSe s chronickou myeloidnideik V sodasné dob se tedy
diagnostika provadi na zakkalomplexnich addj, které jsou o pacientovi znamy.
Avsak i tak Astava odliseni PhALL a CML v lymfoidni blastické krizi v tkterych
piipadech velmi sporné.

Udaje o postizeni nelymfoidnich hematopoetickychékumaiji i jiny dopad -

zejména fi monitorovani minimalni rezidualni nemoci. To seottasné dob provadi
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na zaklad klonalnich pestaveb DNA imunoreceptorovych getkteré jsou specifické
pro lymfoidni buiky. Tato metoda tedy zpravidla nepostihuje posfibeyeloidnich
burék. Zménu na tomto poli nabizi metoda sledujici hladinu/fa zéklad fuzniho
genu BCR/ABL — a to jak na DNA, tak i na mRNA urowletoda vyuzivajici
BCR/ABL mRNA jiz potvrdila schopnost predikce retappacient,

zatimco kvantifikace BCR/ABL na DNA (rovni se dopdsu PH ALL pacienti

neza&ala rutinrg vyuZivat.
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