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Abstrakt

Leukémie jsou nejcastéjSim nadorovym onemocnénim, které se v détském véku
vyskytuje. VétSina pripadl tvofi leukémie akutni, z nichz nejcastéjsi je akutni
lymfoblasticka leukémie (ALL), druhou nejcastéjsi formou je akutni myeloidni leukémie
(AML). Jednim ze zakladnich vySetfeni pfi stanoveni diagndzy je analyza karyotypu
leukemickych bunék, pfi které hledame rekurentni chromosomové aberace. Tyto
zmény ve strukture ¢i po€tu chromosomu Ize nalézt az u 90 % nemocnych a u vétsiny
z nich je znam i jejich prognosticky vyznam. U ALL jsou za prognosticky nejvyznamnéjsi
cytogenetické zmény povazovany nalezy tzv. vysoké hyperdiploidie (>50 chromosom{)
a translokace t(12;21)(p13;922), které jsou spojené s dobrou progndzou, a dale
translokace zahrnujici gen KMT2A v oblasti 11923 spojené se Spatnou progndzou. U
AML se knej¢astéjSim aberacim fadi t(8;21)(q22;922), t(15;17)(924;921) a
inv(16)(p13;922), které jsou povazovany za ukazatel dobré progndzy. Vyznamnym
prognosticky nepfiznivym ndlezem u AML jsou rovnéz prestavby genu KMT2A, z nichz
k nej¢astéjSim patfi translokace t(9;11)(q23;p13.1). V dneSni dobé existuje mnoho
moznosti, jak chromosomové aberace v leukemickych burnkach detekovat. Z klasickych
cytogenetickych metod se nej¢astéji pouziva G-pruhovani, které ma nespornou vyhodu
v tom, Ze umoiZnuje zdroven pozorovat vSechny chromosomy a chromosomové
aberace pritomné v jedné bunce. Molekuldrné-cytogenetické metody (FISH, mFISH,
mBAND, aCGH/SNP atd.) umoznuji s vysokou presnosti analyzovat specifické zmény,
stanovit presnd mista chromosomovych zlom( ¢i urcit ptivod marker chromosom( a

vyznamné tak doplnuji vysledky ziskané pfi konvenéni cytogenetické analyze.

Klicova slova: akutni leukémie détského véku, ALL, AML, chromosomové aberace,

konvencni cytogeneticka analyza, molekuldrné cytogenetické metody



Abstract

Leukemias are the most common cancer diseases in childhood. The majority of cases
represent acute leukemias, the most common of which is acute lymphoblastic
leukemia (ALL), the second most frequent subtype is acute myeloid leukemia (AML).
One of the basic laboratory examinations at the time of diagnosis is the cytogenetic
analysis of the karyotype of leukemic cells in which we are looking for the recurrent
chromosomal aberrations. These changes in the structure or number of the
chromosomes can be found in up to 90 % of patients and the exact prognostic
significance is known for most of them. In ALL, the findings of high hyperdiploidy (>50
chromosomes) and translocation t(12;21)(p13;22) are considered the most significant
prognostic factor associated with good prognosis and translocations involving the
KMT2A gene in the 11923 region are associated with poor prognosis. In AML, the most
frequent aberrations are t(8;21)(q22;922), t(15;17)(924;921) and inv(16)(p13;922)
which are considered indicator of good prognosis. An important unfavourable
prognostic finding in AML are the KMT2A gene rearrangements, the most common of
which is the translocation t(9;11)(g23;p13.1). Nowadays, there are many ways to
detect chromosomal aberrations in leukemic cells. G-banding is the most common
method of classical cytogenetics, which has the great advantage because it allows
simultaneous observation of all chromosomes and chromosomal aberrations present
in one cell. Molecular cytogenetic methods (FISH, mFISH, mBAND, aCGH/SNP, etc.)
allow detection of specific genetic aberrations, precise identification of chromosomal
breakpoints and/or determination of the origin of marker chromosomes, and

therefore significantly complement the results of conventional cytogenetic analysis.

Key words: childhood acute leukemias, ALL, AML, chromosomal aberrations,

conventional cytogenetic analysis, molecular-cytogenetic methods



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABL1 Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
AFDN Afadin, adherens junction formation factor

AFF1 AF4/FMR2 family member 1

ALL Akutni lymfoblastickd leukémie

AML Akutni myeloidni leukémie

APL Akutni promyeloidni leukémie

Array CGH Komparativni genomova hybridizace na ¢ipech
B-ALL B-bunécnd akutni lymfoblastickd leukémie

BCR Break cluster region

BCP-ALL B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia

bzIP Leucin zipper dimerizaéni doména

CBFB Core-binding factor beta subunit

CDKNZ2A Cyclin dependent kinase inhibitor 2A

CDKN2B Cyclin dependent kinase inhibitor 2B

CGH Komparativni genomova hybridizace

CML Chronicka myeloidni leukémie

DAPI 4’,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride
EFS Event free Survival

ETV6 Ets variant gene 6

FANCB Fanconi anemia complementation group B

HLF PAR bZIP transcription factor

HTLV-1 Human T-cell Leukaemia/Lymphotropic virus type 1
IgH Immunoglobulin heavy chain

ISCN An International System for Human Cytogenetic Nomenclature
KMT2A Lysine methyltransferase 2A

LOH Loss of heterozygozity, ztrata heteroozygotnosti
mBAND Mnohobarevné pruhovani

mFISH Mnohobarevna fluorescencni hybridizace



MLLT1 MLLT1, super elongation complex subunit

MLLT3 MLLT3, super elongation complex subunit

MLLT10 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 10
MLLT11 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 11
MYB MYB proto-oncogene, transcription factor

MYC MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor

MYH11 Myosin heavy chain 11

NGS Next Generation Sequencing, sekvenovani nové generace

PBX1 PBX homeobox 1

PCR Polymerdzové retézcové reakce

PML Promyelocytic leukemia

RARA Retinoic acid receptor alpha

RT-PCR Reverzni polymerdzové retézové reakce

RUNX1 Runt related transcription factor 1

RUNX1T1 RUNX1 translocation partner 1

SNP Single-nucleotide polymorphisms

STIL SCL/TAL1 interrupting locus

T-ALL T-bunécna akutni lymfoblasticka leukémie

TAL1 TAL bHLH transcription factor 1, erythroid differentiation factor
TCF3 Transcription factor 3

TFPT TCF3 fusion partner

TLX1 T-cell leukemia homeobox 1

TSG Tumor supresorové geny

TRA T-cell receptor alpha locus

TRB T-cell receptor beta locus

UPD Uniparentalni disomie
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1 Uvop

Détské akutni leukémie predstavuji heterogenni skupinu malignich onemocnéni
krvetvorby. Obecné jsou leukémie nejéastéjsi onkologicka choroba u déti ve véku 1-15
let a predstavuji 30 % vSech nadorovych onemocnéni. Détské leukémie délime na
zakladé morfologie na nékolik podtypll, které se lisi v expresi rlznych genl a v
molekularnich a chromosomovych aberacich.

NejcastéjSim typem je akutni lymfoblasticka leukémie (ALL), ktera se vyskytuje
az u 80 % pripadd leukémii a tvofi asi 25 % vSech nador(, ro¢né ji onemocni 65 déti
v Ceské republice. Dal$imi nejéast&j$imi podtypy malignich onemocnéni krvetvorby v
détském véku jsou akutni myeloidni leukémie (AML) s podilem 15 % nemocnych,
chronickd myeloidni leukémie (CML) s 2-3 % nemocnych a nejvzacnéjsi
myelodysplasticky syndrom (MDS), kterym mlzZe onemocnét 1-2 % détskych pacient(.
90 % a Sance na remisi prevysuji 90 %, zatimco u AML je to pouze 40-50 % (Pui a Evans
1998), (Pui 2000), (Creutzig a kol. 2001), (Stary, Gajdos a kol. 2003).

Leukémie se fadi mezi klonalni onemocnéni, ma tedy pavod v jedné burice. Jeji
evolu¢ni vyvoj je dan hromadénim mutaci v jednom bunécném klonu, coz znamen3, Ze
jeji heterogenitu urcuje evoluéni vybér dominantnich aberantnich klont. Z klinického
hlediska nezalezi jen na konkrétnim typu klonu, ale i na mutacich, jez vzniknou
v pribéhu doby, ne? se nemoc projevi, diagnostikuje a zaéne lé¢it. Cim del3i je tato
prodleva, tim je vétSi pravdépodobnost, Ze dojde ke vzniku dalSich mutaci, které
téchto nemocnych (Greaves 2002).

Podle udaji v odborné literature existuji dvé teorie vzniku leukemickych
onemocnéni. V prvnim pripadé inicidlni mutace probéhne az v pozdéjsich stadiich
hematopoézy a transformované bunky se jiz neméni. U druhého modelu se
predpoklddd, Ze inicialni mutace probéhne jiz v pluripotentni hematopoetické
kmenové bunce, ktera se pod vlivem onkogenu diferencuje a vznikd konkrétni typ

leukémie (Sverre a Mitelman 2009).



Téma, tykajici se obecné chromosomovych aberaci u détskych akutnich
leukémii jsem si vybrala proto, Ze bych se pozdéji v diplomové praci rada podrobnéji
vénovala genetickym zménam v burikach kostni dfené u déti s T-ALL. U ALL je nejvice
prostudovan jeji castéjsi subtyp, tj. B-ALL, u kterého jiz byla popsana celd fada
chromosomovych aberaci a genetickych zmén s jasnym prognostickym vyznamem, coz
v poslednich letech vedlo k vyznamnym |éebnym uUspéchim. Podrobnéjsi analyza
genetické podstaty T-ALL by tak rovnéZz mohla pfinést lepsi vysledky v diagnostice a

subklasifikaci tohoto onemocnéni a tim prispét i k vyssi Uspésnosti IéCby.

1.1 CiLE BAKALARSKE PRACE

rekurentnich chromosomovych aberaci v bunkdch kostni dfené u déti s akutnimi
leukémiemi, zamérit se zejména na jejich frekvenci, typ, klinicky vyznam a ddle
predstavit cytogenetické a molekularné cytogenetické metody, které jsou v soucasné
dobé k detekci chromosomovych aberaci v nadorovych burnkach rutinné vyuzivany a

porovnat jejich vyhody a nevyhody pfi diagnostice hematologickych malignit.



2 ETIOLOGIE AKUTNICH LEUKEMII

Na vzniku leukémie se mlzZe podilet celd fada rlznych vnéjSich i vnitfnich
faktor(l. Podle epidemiologickych dlkaz( Ize za vnéjsi ziskané faktory podilejici se na
vzniku nékterych subtypl leukémii nebo lymfom{ udéti i dospélych povaZovat
ionizujici zareni, chemikalie (napf. benzen), viry (HTLV-1, virus Epstein-Baarové) a
bakterie (Helicobacter pylori) (Greaves 2002).

Existuji dvé hypotézy, Ze se na rozvinuti détské ALL mohou podilet neobvyklé
reakce na béiné infekce. Prvni fika, Ze je to dano mobilitou a miSenim populace.
Konkrétné, Ze jsou v dnesni dobé déti vystavovany novym typim onemocnéni, na které
nejsou pfipraveny (Kinlen 1995). Druha, Ze ALL u déti mUZe propuknout kvili
nedostatec¢né vyvinutému imunitnimu systému, ktery nebyl vystaven adekvatnimu
mnozstvi infekci pro spravny rozvoj. Pak nastava problém i u béznych infekci, protoze si
s nimi télo nedokdaZe poradit a reaguje neobvykle (Greaves 1997).

K vnitfnim faktoriim, které mohou pfispét ke vzniku akutnich leukémii, patfi
zisk genovych mutaci a chromosomovych aberaci.
prenatalné. Dlkaz poskytuji vysledky z novorozeneckych screeningll zaloZzenych na
vySetfeni DNA ziskané z kapky novorozenecké krve archivované na tzv. Guthrieho
kartach. Pfitéchto retrospektivnich studiich byly s vyuzitim metody PCR, specifické pro
urcitou genovou fuzi, detekovany fuze stejnych Usekd gena jak pfi screeningu tak pfi
diagnostickém vysetreni. Studie britskych autor(l zaloZzena na poutziti Guthrieho karet
napriklad ukdzala, Ze vSechny kojenecké leukémie (tzn. leukemie diagnostikované u
déti mladsich jednoho roku) s prestavbou KMT2A genu, vSechny détské leukémie (tzn.
leukemie diagnostikované u déti ve véku 2-12 let) s fuznim genem ETV6/RUNX1 a
zhruba polovina ptipadl AML s translokaci t(8;21)(g22;922) jsou prenatalniho plvodu
(Greaves 2002).



3 CHROMOSOMOVE ABERACE V NADOROVYCH BUNKACH

Charakteristickym znakem nadorovych bunék jsou chromosomové abnormality.
Chromosomové aberace v nddorovych burikdch se fadi mezi zmény ziskané, protoze
vznikaji v prGbéhu Zivota Clovéka. Tyto zmény maji klondlni charakter, tzn. Ze se
vyskytuji pouze v nékterych tkanich nebo bunéénych klonech, coz je odliSuje od zmén
vrozenych (konstitucnich). Ty jsou obvykle pfitomny ve vSech bunkach téla a jsou
spjaty s geneticky podminénymi syndromy (napf. DownUlv syndrom) (Thompson a
Compton 2011).

Chromosomové aberace v nadorovych burkdch délime na balancované a
nebalancované. U balancovanych aberaci nedochdzi ke ztratam ¢i zisku genetického
materialu, ale pouze k jeho premisténi. Pfikladem jsou inverze a reciproké translokace.
U nebalancovanych aberaci dochazi ke zménam v obsahu genetického materidlu. Muze
se jednat o ztraty (delece, nereciproké translokace, monosomie) nebo naopak zisk
(duplikace, amplifikace, trisomie, polyploidie) (Gilbert 1983).

Chromosomové aberace délime na strukturni a numerické podle toho, zda

dochazi ke zméné v poctu chromosomu i jejich strukture.

3.1 STRUKTURNI ABERACE

Castym nalezem u hematologickych malignit jsou strukturni zmény
chromosoml. Mezi strukturni aberace patfi rlizné prestavby chromosomu nebo jejich
¢asti. Radime sem translokace, delece, duplikace/amplifikace, inverze, isochromosomy
a dalsi. Pfi translokacich se z chromosomu oddéli segment a premisti se na jiny
chromosom, coz zplsobuje zménu pozice genu. U translokace rozliSujeme dva hlavni
typy: reciproké nebo nereciproké. U leukémii je vyznamny zejména nalez reciprokych
(tj. balancovanych) translokaci, u kterych dochazi k vzajemné vymeéné dvou nebo vice
¢asti nehomolognich chromosomu. Reciproké translokace jsou povazovany za jednu
z hlavnich pfti¢in vzniku leukémii, pficemz casto sta¢i pouze jedna aberace k rozvoji
nemoci (Mitelman, Johansson a Mertens 2007). Mohou se ale vyskytovat i nereciproké

(tj. nebalancované) translokace, pfi kterych dochazi kzisku ¢i ztraté genetického

materidlu. Jejich vysledkem je parcidlni trisomie jednoho z translokovanych
4



chromosom( a parcidlni monosomie druhého. Translokace jsou casto specifické
pro konkrétni subtyp leukémie (Nambiar, Kari a Raghavan 2008). Delece nastdva, kdyz
chromosomu chybi urcity segment. Déli se na termindlni (soucasti aberace je
terminalni ¢ast chromosomového ramene) a intersticidlni (soucasti je stred
chromosomového ramene). Jako duplikace ¢i amplifikace se oznacuje stav, kdy jsou
pfitomny dvé a vice kopii urcitého genu nebo DNA segmentu na konkrétnim
chromosomu. Velké delece a duplikace mohou byt studovany klasickymi
cytogenetickymi metodami, malé jsou vSak témito metodami velmi Spatné
detekovatelné a vétSinou se u nich pristupuje k molekularné-cytogenetické analyze.
Inverze vznikd tak, Ze dojde soucasné ke dvéma zlomim na jednom chromosomu a
¢ast chromosomu se otoci o 180°, vysledkem je, Ze dany uUsek obsahuje geny
v obraceném poradi. Isochromosomy vznikaji zlomem na dvou homolognich
chromosomech a ndslednou fuzi sesterskych chromatid pfislusného chromosomu.
Nové vznikly chromosom je pak tvofen materidlem z kratkych ¢i dlouhych ramen
(Michalova 1999), (Nussbaum, Willard a Mcinnes 2004), (Mitelman, Johansson a
Mertens 2007), (Thompson a Compton 2011).

3.2 NUMERICKE ABERACE

Numerické aberace délime podle toho, zda postihuji celou chromosomovou
sadu (polyploidie) nebo jednotlivé chromosomy (aneuploidie). Pojem polyploidie je
pouzivan pro vyjadieni modalniho poctu chromosomdu, ktery vznikl zndsobenim celé
haploidni chromosomové sady. Jako aneuploidni se oznacuje takovy pocet
chromosom, ktery neni celym nasobkem haploidni chromosomové sady. Mezi
aneuploidni aberace radime zmény, pfi kterych jsou zmnozeny jednotlivé chromosomy
v chromosomové sadé (trisomie, tetrasomie atd.) nebo ty, u nichZ dochdzi ke ztratam
jednotlivych chromosomd (monosomie). Aneuploide ¢asto vznika jako disledek poruch
pfi mitdze, napf. pfi Spatném rozchodu chromosomd do dcefinych bunék
(nondisjunkce) a je zplsobena chromosomovou nestabilitou (chromosomal instability-
CIN) (Lengauer, Kinzler a Vogelstein 1997). Hyperdiploidni bunécna linie obsahuje

bunky s vice nez 46 chromosomy. Naopak hypodiploidni linie je ta, kde je pfitomno



méné neZ 45 chromosomU (Nussbaum, Willard a Mcinnes 2004), (Sverre a Mitelman

2009), (Thompson a Compton 2011).

3.3 ONKOGENY

PFi vzniku nadorového procesu hraje vyznamnou roli skupina gen(, které jsou
souhrnné oznacCovany jako onkogeny. Jedna se obvykle o regulacni geny, jejichz
produkty jsou zodpovédné za iniciaci a regulaci bunécné proliferace a diferenciace.
Samotné geny i jejich produkty maji onkogenni potencial. Inaktivni formu téchto gen(
oznacujeme jako protoonkogeny a vyskytuji se ve zralych bunkach, kde jiz nedochazi
k mitéze. V urlitych pripadech dochazi kjejich zpétné reaktivaci na onkogeny v
dlisledku bodové mutace, chromosomové prestavby nebo genové amplifikace, coz
zpUsobuje jejich zvySenou expresi. Tim dojde k hyperstimulaci a nadmérné proliferaci
bunék. ProtoZe jsou zmény zodpovédné za reaktivaci onkogenli fazeny mezi
dominantni, sta¢i mutace pouze jedné alely, aby doslo k naruseni rovnovahy
bunécného cyklu. Nejvétsi roli pri aktivaci onkogen( hraji strukturni aberace, zejména
translokace, inzerce a inverze, coz bylo potvrzeno lokalizaci rliznych onkogenl v
rekurentnich zlomovych mistech nebo v jejich blizkosti (Friend, Dryja a Weineberg
1997). Bylo prokazano, Ze v dlsledku chromosomovych zlom( ¢i fuzi maze dojit
k aktivaci onkogenl a nasledné k tumorigenezi. Zatim vsak neni presné zndmo, zda
jsou tyto prestavby pfimo zodpovédné za vznik nador( nebo jsou pouze vysledkem
nespravnych oprav DNA &i chyb pfi segregaci chromosomui béhem mitézy (Thompson a
Compton 2011).

Pfi chromosomovych translokacich mohou vznikat fazni geny, které kéduji nové
proteiny. Pfikladem je vznik BCR/ABL1 genu, ktery je vysledkem translokace
t(9;22)(q34;911) (tzv. Ph chromosom). Fuzni gen BCR/ABL1 kdéduje protein, ktery ma
tyrozin-kindzovou aktivitu (Nowell a Hungerford 1960), (Secker-Walker, Craig, a dalsi
1991), (Kurzrock, a dalsi 2003), (Mitelman, Johansson a Mertens 2007).

Pfi strukturnich prestavbach se onkogeny rovnéZ mohou dostat pod vliv
silngjSich promotorl, coZ zpUsobi jejich zvySenou expresi. Pfikladem je Burkittav
lymfom, ktery je asociovdn s translokaci t(8;14)(q24;932). Pfi této prestavbé je gen

MYC, ktery normalné lezi v pruhu g24 na dlouhych ramenech chromosomu 8 (Rabbitts



1994), translokovan do oblasti na dlouhd ramena chromosomu 14 do oblasti 14g32,
kde je lokalizovan gen pro tézké fetézce imunoglobulinu (IgH) (Taub, a dalsi 1982). Tim
se gen MYC dostane pod vliv enhancert imunoglobulinu a dochazi ke zvyseni jeho

exprese (Berger a Bernheim 1982), (Hoeltzer, a dalsi 1996).

3.4 NADOROVE SUPRESOROVE GENY

Dalsi vyznamnou skupinu nadorovych genu pfredstavuji tzv. tumor supresorové
geny (TSG), u kterych dochdzi v dlisledku genetickych aberaci k jejich inaktivaci. Ve
zdravych bunkach maji tyto geny regulaéni funkci (zabranuji proliferaci bunék a
podporuji apoptdzu/diferenciaci bunék). Mutace TSG jsou recesivniho charakteru, coz
znamena, ze musi dojit k inaktivaci obou alel, aby doslo k iniciaci maligni transformace.
Tyto mutace mohou byt ¢asto dédi¢né. Dle Knudsonova ,,two hit“ modelu se u jedinc(
s vrozenou mutaci jedné alely onemocnéni rozvine az po vzniku mutace druhé alely
v somatickych burnkach (Knudson 1971). Pfikladem jsou mutace genu TP53. Aberace
kratkych ramen chromosomu 17, kde je v oblasti 17p13 tento gen lokalizovan, patfi
k nejcastéjSim genetickym zménam v nadorovych bunkach a k jeho delecim ¢i mutacim
dochazi u mnoha hematologickych malignit i solidnich nadori (Zemanova 2007),

(Morris a Chan 2015).

4 CHROMOSOMOVE ABERACE U ALL

V burikdch kostni diené déti s ALL byla popsana cela fada chromosomovych
abnormalit, mezi néz patfi napfiklad translokace, aneuploidie, delece i amplifikace.
Nékteré chromosomové aberace jsou specifické pro urcité subtypy onemocnéni a
mohou byt proto pouZivany k upresnéni diagndzy a jako ukazatel ucinnosti [éCby.
Pfesto vSak dochazi u pfriblizné 15-20 % déti s ALL k relapsu onemocnéni, pficemz
nejdulezitéjsim rizikovym faktorem pro preziti po relapsu je délka prvni remise a

lokalizace relapsu (Bailey, a dalsi 2008).



4.1 STRUKTURNi ABERACE U ALL

Nejcastéjsi strukturni aberaci u détské ALL z B-bunék (B-ALL) je reciproka
translokace t(12;21)(p13;922), pfi které dochazi k fuzi gen(i ETV6 (dfive TEL) a RUNX1
(dfive AML1). Pti této translokaci dochazi k prestavbé velmi malych chromosomovych
segmentd, a proto ji ve vétsiné pripadl nelze detekovat klasickymi cytogenetickymi
metodami (kryptickd zména). Translokace tak byla poprvé popsdna az v roce 1994 diky
zavedeni metod FISH (Romana, Le Coniat a Berger 1994). Je velmi pravdépodobné, Ze k
jejimu vzniku dochazi jiz béhem prenatdlniho vyvoje plodu a k rozvoji leukémie je pak
nutna jesté dalSi sekundarni geneticka udalost, kterd vznikd postnatdlné (Ford,
Fasching, a dalsi 2001), (Zuna, a dalsi 2004). Pfi translokaci mezi chromosomem 12 a 21
dochazi ke Spatné opravé jejich zlomU a naslednému spojeni DNA obou chromosomu
za vzniku fazniho genu ETV6/RUNX1. Pfesna mista zlomd v ETV6 a RUNX1 genech lze
detekovat pomoci long distance PCR, tato mista jsou vidy v nekddujicich sekvencich
DNA (intronech). Kazdy pacient ma jedine¢nd nebo klon specifickd mista zlomu,
protoze se zlomy vyskytuji v rdmci téchto genli ndhodné (Greaves 2002). Bylo zjiSténo,
Ze u dvojcat se shodnou ALL se zlomy v ETV6 a RUNX1 genech vyskytuji na stejnych
mistech, obdobné jako u dvojéat se shodnou AML, kde jsou zlomy na stejnych mistech
v genu KMT2A (dfive MLL) (Ford, Ridge, a dalsi 1993), (Wiemels, Ford, a dal$i 1999).
Translokace t(12;21) se nejvice vyskytuje u pacientl ve véku 3-6 let (Rubnitz, Downing,
a dalsi 1997). Dle retrospektivnich i prospektivnich studii je translokace t(12;21)
popisovdna u 22-27 % déti spre-B ALL, coz ji Cini nejcastéjsi specifickou
chromosomovou aberaci u détskych ALL. Podle mezindarodné platné WHO klasifikace
(Swerdlow 2008) je ndlez t(12;21) spojen svelmi dobrou progndézou. Jeji vcasna
detekce v dobé stanoveni diagndzy je proto velmi dllezitd pro spravné zarazeni

nemocnych do rizikovych skupin a volbu vhodné terapie.



1(12;21)(p13:q22)

Obrazek 1: Krypticka translokace t(12;21)(p13,;q22) detekovand metodou FISH s malovacimi sondami. Pri prestavbé
dochazi k premisténi velmi malych chromosomovych segmentd, takZe ji neni mozné detekovat konvencnim G-
pruhovdnim. Prevzato z databdze Centra nadorové cytogenetiky VFN a 1.LF UK.

Prestavby genu KMT2A jsou velmi Casté u déti s B-ALL mladSich 1 roku L (az 75
% viech pfipadil), popsany byly ale i u AML. Radi se mezi strukturni chromosomové
aberace a postihuji oblast 11923 na dlouhych ramenech chromosomu 11 (Rowley
1993). Tento ndlez je zejména u déti provazen velmi Spatnou progndzou (Pui, Crist a
Look 1990). U prestaveb KMT2A genu na chromosomu 11 dochazi k translokaci
v oblasti BCR (break cluster region), pficemz vznikaji chimerické geny zpUsobujici
expresi chimerickych transkriptl (Zemanova, Michalova, a dalsi 2001). U novorozencl
nebo déti sALL do jednoho roku véku je nej¢astéji pritomna translokace
t(4;11)(q21;923), kterd se vyskytuje az u 40 % vSech nemocnych. Pfi této translokaci
fazuji geny KMT2A a AFF1 za vzniku chimerického genu KMT2A/AFF1 na chromosomu
11, ktery je povazovdan za nezavisly rizikovy faktor. Pacienti s t(4;11) a nalezem fuzniho

genu KMT2A/AFF1 jsou fazeni do prognosticky nepfiznivé skupiny. Kromé translokace



t(4;11) byly u déti s ALL popsdny i dalsi chromosomové aberace zahrnujici KMT2A gen
napt. t(6;11)(q27;923), t(9;11)(p21;923), t(10;11)(p12;923) a t(11;19)(g23;p13.3) - s
jinymi fuznimi partnery (napt. geny AFDN — dtive AF6, MLLT3 — dfive AF9, MLLT10 —
drive AF10, MLLT1 — dtive ELN, atd.) (Secker-Walker a Participants 1998).

U déti sB-ALL mulZeme vzacné detekovat i reciprokou translokaci
t(9;22)(q34;q11), ktera je popisovdna u asi 2-5 % téchto pacientl (Fletcher, Lynch, a
dalsi 1991), (Zemanova, Michalov4, a dalsi 2001), (Secker-Walker, Craig, a dalsi 1991).
Translokace (9;22) je u détské ALL pritomna jako klonalni zména a postihuje lymfoidni
progenitorové burky, které jsou zodpovédné za diferenciaci T-lymfocytl nebo B-
lymfocyth. V dusledku t(9;22) vznikd hybridni gen BCR/ABL1 s tyrozin-kindzovou
aktivitou. Tento gen je typickym ndlezem u nemocnych s CML, u kterych se vyskytuje
az v 95-98 % pripad(, ale vzacné muze byt detekovan i u ALL. (Secker-Walker, Craig, a
dalsi 1991). Byly popsany 3 typy zlom( v oblasti BCR: major (M-bcr), minor (m-bcr) a
mikro (mu-bcr). U pacientd s CML vyrazné prevaZuje M-bcr, zatimco m-bcr je
spojovana s Ph-pozitivni ALL (Melo 1997). Nalez translokace t(9;22) je u déti vidy
spojen svelmi Spatnou progndzou. Déti sALL a t(9;22) maji pouze 15-20 %
pravdépodobnosti 5-tiletého preziti bez udalosti (event free survival, EFS) a jsou proto
fazeni do vysoce rizikové prognostické skupiny s nejintenzivnéjsi protinddorovou
terapii (Trka, a dalsi 1999), (Avet-Loiseau 1999), (Fletcher, Tu, a dalsi 1992).

Dalsi strukturni aberaci u détskych B-ALL je translokace t(1;19)(q23;p13), pfi
které vznika fuzni gen TCF3/PBX1 (dfive E2A/PBX1) kdédujici aberantni protein, ktery
ma vyznamnou ulohu v fizeni v bunéc¢ného déleni (Hunger, a dalsi 1991). Existuji
balancované (reciproké) a nebalancované (nereciproké) formy této translokace. U
nebalancované formy je pfitomen pouze derivovany chromosom 19 — der(19)t(1;19),
pfiCemZ zlstavaji zachovany oba homologni chromosomy 1 (tj. vznika parcialni
trisomie 1q) (Secker-Walker, Berger, a dalSi 1992), (Privitera, a dalsi 1992). Podle udaju
v literatufe maji pacienti s nebalancovanou formou translokace lepsSi progndézu, nei
pacienti s balancovanou formou (Harrison 2001).

Dalsi vzacnou translokaci zahrnujici gen TCF3 je t(17;19)(g22;p13). Dochazi pfi
ni k fuzi TCF3 a leucin zipper dimeriza¢ni domény (bZIP) na HLF genu na chromosomu

17. Predpoklada se, Ze fuzni gen TCF3/HLF hraje roli v potladovani programované
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bunécné smrti (Look 1998). Dale se muzZe vyskytovat fuzni gen TCF3/TFPT (dfive
E2A/FB1) vznikajici pfi kryptické inverzi chromosomu 19, inv(19)(p13g13) (Boomer, a
dalsi 2000).

Abnormality dlouhého ramene chromosomu 6 (6qg) jsou nalézany az u 7 %
pripadl vsech détskych ALL. Nejcastéji jsou to delece del(6q) (Merup, a dalsi 1998),
které se Casto objevuji jako sekundarni zména pfti klonalnim vyvoji onemocnéni. Delece
69 jsou popisovany u déti s ALL z B- i T-bunék. U B-ALL jsou detekovany pfiblizné v 5-15
% pripadd konvencni cytogenetickou analyzou a az ve 30 % pfripadl metodou FISH.
Progndza se vyznamné nelisi od progndzy pacientl bez aberaci 6q. U déti s T-ALL patfi
del(6q) k nejcastéjsSim cytogenetickym zméndm a je nalézana u pfriblizné 10-20 %
téchto pacientll, ¢asto v kombinaci s dalSim aberacemi (napf. s prestavbami 14q1l1l
nebo delecemi 9p). Progndza déti s T-ALL a del(6q) je podobnd jako u T-ALL
s normalnim diploidnim karyotypem. Predpoklada se, Ze v oblasti 6q by mohly byt
lokalizovény TSG, které se mohou podilet na vzniku leukemie. Zatim se ale zadny TSG
gen v této oblasti nepodafilo presné identifikovat (Harrison 2001). Ze znamych proto-
onkogenld je na dlouhych ramenech chromosomu v oblasti 6g23.3 lokalizovan
naptiklad gen MYB kodujici transkripéni faktor.

Abnormality kratkého ramene chromosomu 9 jsou podle literatury pfitomny u
6-10 % pripadl détské ALL. Tyto abnormality jsou povazovany za nepfiznivy rizikovy
faktor u B-ALL, zatimco déti s T-ALL a aberacemi 9p jsou fazeni spiSe do skupiny se
stfednim rizikem (Heerema, Sather, a dalsi 1999). Jejich incidence u T-ALL je vys$si (cca
12,5 %) neZ u B-ALL (Secker-Walker 1997). Nejcastéji se jedna o deleci kratkych ramen
chromosomu 9, kterd obvykle zahrnuje geny CDKN2A a CDKN2B (dfive pl16™K44
p16'NK4B 3 p144RF). Tyto geny hraji roli v regulaci bunééného cyklu. Gen CDKN2A byl
pomoci molekuldrni analyzy nalezen u zhruba 80 % déti s T-ALL a cca 20 % déti s c/pre-
B-ALL (Rubnitz, Behm, a dalsi 1997). Horsi progndézu maji nemocni s homozygotni
formou delece 9p (Kees, a dals$i 1997).

Chromosomové aberace u déti s T-ALL jsou zatim mnohem méné prozkoumané,
nez u B-ALL. V porovndani s B-ALL jsou specifické abnormality u T-ALL také méné
vyznamné pfi uréovani rizika onemocnéni (Raimondi, Behm, a dalsi 1988), (Pullen, a

dalsi 1999). Aberace nejcastéji zahrnuji geny pro T-bunécné receptory (TR geny), tj. gen

11



TRA (dfive TCRA) lokalizovany v oblasti 14q11, gen TRB (dfive TCRB) v oblasti 7q32-q36
a gen TRG (dfive TCRG) v oblasti 7p15. Tyto aberace se objevuji u vice nez 20 % vsech
pacientd s T-ALL (Raimondi, Behm, a dalsi 1988), (Berger, Le Conait, a dalsi 1990) a
dochazi pfi nich k pfemisténi tzv. ,,enhancer element(” TR genu do blizkosti nékterych
onkogend, ¢imZz se mnohondsobné zvysuje exprese onkogenu, podobné jako tomu je u
prestaveb zahrnujicich IgH gen v burikdch zralych B-ALL (Ferrando a Look 2000). U 4-7
% détskych T-ALL se vyskytuji translokace t(10;14)(g24;911) a t(7;10)(g35;924), pfi
kterych dochazi k pfemisténi genu TLX1 (dfive HOX11) do blizkosti gen(i TRA nebo
TRB, ¢imZ se rovnéZ zvySuje jeho exprese (Harrison 2001), (Raimondi, Behm, a dalsi
1988). U 3 % nemocnych s T-ALL je moiné detekovat translokaci t(1;14)(p33;911),
ktera zahrnuje gen pro transkripéni faktor TAL1, jez ovliviiuje hematopoézu (Begley a
Green 1999). Vysledkem translokace t(1;14) je vysokd exprese TAL1. Az u 30 % déti
s ALL dochazi ke kryptické intersticidlni deleci ~100 kb fragmentu DNA vedle lokusu
TAL1 (TALd) a kombinaci 5" konce genu TAL1 s promotorem genu STIL (dfive SIL) (Pui,
Raimondi, a dal$i 1994). K aktivaci TAL1 kvali chybné expresi tohoto genu dochazi az u
60 % vsech T-ALL, vySe jmenované abnormality tedy nejsou jedinou pfic¢inou

zodpovédnou za aktivaci TAL1 (Bash, a dalsi 1995).

4.2 NUMERICKE ABERACE U ALL

Hyperdiploidie je pojem oznacujici klondlni zmnoZeni jednoho ¢i vice
chromosom(. Vyskytuje se u vice nez 35-45 % déti s ALL, cozZ ji Cini nejcastéjsim
cytogenetickym nalezem vedle strukturnich prestaveb. Zmnozeni jednotlivych
chromosom v hyperdiploidnim klonu je nendhodné a podle literatury nejcastéji
postihuje chromosomy X, 4, 6, 8, 10, 14, 16, 18, 20 a 21 (Pui, Crist a Look 1990),
(Moorman, Clark, a dalsi 1996).

Pacienty délime do nékolika skupin podle modalniho poctu chromosomd, jejich
prognosticky vyznam se lisi. Vtomto ohledu je prognosticky nejvyznamnéjsi nalez
klon( s tzv. vysokou hyperdiploidii (vice nez 50 chromosom(), pacienti s timto nalezem
maji vice nez 80 % pravdépodobnost pétiletého EFS (Trueworthy, a dalsSi 1992),
(Secker-Walker, Lawler a Hardisty 1978). V¢asna identifikace numerickych aberaci

konkrétnich chromosomu je u détskych ALL dilezita, protoZze podle nékterych autort
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se prognosticky vyznam u jednotlivych chromosomd muze lisit. Napfiklad trisomie
chromosomu 5 je spojovdna s horsi prognézou (Sandoval, a dalsi 2000), kdezto
zmnozeni chromosom( 4, 10 (Harris, a dal$i 1992) a 17 (Heerema, Sather, a dalsi 2000)
je spojovano naopak slepsSi progndézou (Raimondi, Pui, a dalsi 1996), (Mertens,

Johansson a Mitelman 1996).

CENTRUM NADOROVE CYTOGENETIKY ULBLD, VFN a LLF UK v Praze

N7
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Obrazek 2: Karyotyp s tzv. vysokou hyperdiploidii detekovany metodou mFISH u chlapce s B-ALL. Popis
karyotypu podle ISCN: 56,XY,+X,+4,+6,+9,+10,+14,+17,+18,+21,+21. Prevzato z databdze Centra nddorové
cytogenetiky VFN a 1.LF UK.

Pfestoze je vysoka hyperdiploide obecné povaZovédna za ukazatel dobré
progndézy, mohou v nékterych pfipadech v hyperdiplodnich klonech vznikat i strukturni
zmény, které progndzu negativné ovliviuji. Ke strukturnim aberacim asociovanym
s hyperdiploidii patfi napfiklad duplikace 1q, ktera se vyskytuje az u 16 % pfipadl
(Moorman, Hawkins, a dalsi 1997). Dalsi popisované rekurentni aberace jsou del(6q),

abnormality 9p a 12p a isochromosom i(17)(q10) (Martineu, a dal$i 1996).
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Nizka hyperdiploidie (tj. 47-49 chromosom{) se vyskytuje asi u 10-15 % déti s B-
ALL a je spojovana se stfedné dobrou progndzou. Nejcastéji dochdzi k zisku
chromosom X, 8, 10 a 21. U 70 % pacient( nalézdme 47 chromosomu. Velmi ¢asto (az
50 %) jsou u téchto nemocnych v karyotypu pfitomny dalsi strukturni aberace,
nejCastéji prestavby 1q, 6q, 12p a 19p (Raimondi, Roberson, a dalsi 1992), (Mrdzek,
Heerema a Bloomfield 2004).

Témér tetraploidni karyotyp (,near tetraploidy”; 84-100 chromosom() je
vzacny a vyskytuje se u pfiblizné 1 % pripadd détské BCP-ALL (B-cell precursor acute
lymphoblastic leukemia), zfidka se da nalézt i u T-ALL (Attarbaschi, a dal$i 2006). Podle
nékterych studii mUze byt v karyotypu pfiblizné 6 % déti s témér tetraploidnim poctem
chromosom(l pfitomna kryptickd translokace t(12;21)(p13;922) (Raynaud, a dalsi
1999). Jesté vzacnéjsi je nalez témér triploidniho poctu chromosom (,,near triploidy*;
68-80 chromosoml), ktery se prognosticky vyrazné nelisi od bézné ALL, na rozdil od
témér tetraploidniho klonu, ktery je spojovan se Spatnou progndézou (Pui, Crist a Look
1990). Novéjsi studie vsak ukazuji, Ze nalez témér triploidniho/tetraploidniho
karyotypu je prognosticky srovnatelny s nalezem vysoké hyperdiploide a mlze byt tedy
naopak spojovan s dobrou progndzou (Raimondi, Zhou, a dalsi 2006), (Lemez, a dalsi
2010).

Nalez hypodiploide, tj. méné nez 46 chromosomd{, je provazen horsi prognézou.
Nejcastéjsi je ndlez 45 chromosomd(, ktery pozorujeme az u 30 % nemocnych s
hypodiploidii. Déti stouto abnormalitou se obvykle tadi do skupiny se stfedni
progndzou, zalezi vsak na konkrétni aberaci (napf. monosomie 7 ma Spatnou
progndzu) (Heerema, Nachman, a dalsi 1999), (Wetzler, a dalsi 1999). Mezi
hypodiploidie Fadime rovnéz skupinu s témér haploidnim po¢tem chromosomu (,,near-
haploidy“), tj. s po¢tem chromosomu pohybujicim mezi 23 a 29. Ackoli je tento nalez u
détskych pacientl vzdcny (incidence zhruba 0,7-2,4 %), je jeji ndlez i vyznamny,
protoze je spojen s velmi Spatnou progndzou (Pui, Williams, a dalsi 1987), (Gibbons, a
dalsi 1991). U détskych ALL jsou nejvzacnéjsi nalezy klond s 33-44 chromosomy, které
jsou popisovdny u méné nez 1 % pripadd. Nalezy s méné nez 44 chromosomy jsou

obecné spojovany se Spatnou prognoézou (Heerema, Nachman, a dalsi 1999).
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Zvlastnim typem hypodiploidie je tzv. maskovana hypodiploidie. V téchto pfipadech
dochazi k endoreduplikaci plivodné haploidniho klonu, ¢imzZz vznikd hyperdiploidni
pocet chromosom(. V karyotypu nemocnych pak obvykle nalézame buriky
hypodiploidni soucasné se zdanlivé hyperdiploidnimi bunécnymi klony. Maskovanou
hypodiploidii lze pfi cytogenetické analyze detekovat podle toho, Ze se nékteré
chromosomy (nejc¢astéji gonosomy a chromosomy 14 a 21) vyskytuji ve ctyfech
kopiich. Na rozdil od pravé hyperdiploide je tento nalez spojen svelmi Spatnou
progndézou a jeho sprdvna interpretace je proto velmi dilezita (Ma, a dalsi 1998),

(Harrison, Moorman, a dalsi 2004).

5 CHROMOSOMOVE ABERACE U AML

V uplynulych 30 letech se vysledky lé¢by AML u déti vyznamné zlepSily diky
novym poznatkim o molekuldrné-genetické podstaté specifickych chromosomovych
aberaci, které se u téchto nemocnych vyskytuji. Momentalné je pravdépodobnost
pétiletého preziti u déti a dospivajicich cca 50-60 %. (Kaspers a Creutzig 2005).
Diagnosticky a prognosticky vyznamné molekuldarni nebo cytogenetické aberace
nalézdme az u 70 % déti s AML (Mrozek, a dalsi 2001), (Betts, a dalsi 2007)

Do skupiny sdobrou prognézou jsou fazeni pacienti stranslokacemi
t(8;21)(q22;922) a t(15;17)(q24;921) (Obrazek 3) nebo sinverzi inv(16)(p13g22)
(Obrazek 4), které maiji nejvyssi frekvenci vyskytu u déti od 2 do 18 let (asi 33% vsech
AML) (Creutzig, a dalsi 2016).

Translokace t(8;21) se vyskytuje u ~7 % vSech cytogeneticky abnormalnich AML,
coz ji ¢ini nejcastéjsi translokaci a ¢tvrtou nejcastéjsi aberaci u AML. Prestoze je tuto
translokaci obvykle snadné odhalit, miZe byt maskovdna v komplexnich karyotypech
nebo muze byt vysledkem kryptickych prestaveb (GFCH 1990). Asi v 8 % pripadl byly
nalezeny skryté inzerce (Gamerdinger, a dal$i 2003) (Harrison, Radford-Weiss, a dalsi
1999). Pfi této aberaci vznika fuzni gen RUNX1/RUNX1T1, ktery lze nalézt hlavné u
pacientd s dlouhodobou remisi (Nucifora, Larson a Rowley 1993), coZ naznaduje, ze
t(8;21) neni sama o sobé postacujici pro vyvoj leukémie. Tato teorie byla prokazana

pfitomnosti tohoto genu in utero s dlouhou latentni fazi pred vznikem AML (Wiemels,
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Xiao, a dalsi 2002). Pro rozvoj AML jsou tedy pravdépodobné potieba dalsi genetické
udalosti, napf. mutace FLT3, KIT a NRAS (Peterson, a dalsi 2007). Fuzni gen
RUNX1/RUNX1T1 na rozdil od plvodniho RUNX1 genu funguje jako represor pro
dllezité hematopoetické transkripéni faktory (Elagib a Goldfarb 2007).

Translokace t(15;17), pfi které vznika fuzni gen PML/RARA. je typickym
nalezem u subtypu AML oznacovaném jako akutni promyeloidni leukémii (APL). Kromé
fuze PML/RARA, ktera je nejcastéjsim nalezem u tohoto onemocnéni) (>98 % pripadl),
mohou vznikat i variantni prestavby, pfi kterych RARA fuzuje sjinymi geny, napf.
NPM1, NUMA1, ZBTB16 a STAT5B (ta je mimo 17g21) (Redner, a dalsi 1996), (Wells,
Catzavelos a Kamel-Reid 1997), (Arnould, a dalsi 1999). Literatura uvadi, ze fuze
PML/RARA se mUze vyskytovat i u APL bez typické t(15;17) jako dUsledek kryptické

translokace Ci inzerce (Baranger, a dalsi 1993), (Grimwade, Gorman, a dalsi 1997).
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Obrdzek 3: Translokace t(15;17)(q24;q21) pri které vznikd fuzni gen PML/RARA detekovand konvenéni
cytogenetickou analyzou (G-pruhy) u pacienta s AML (subtyp akutni promyelocytdrni leukémie, APL). Pfevzato z
databdze Centra nddorové cytogenetiky VFN a 1.LF UK.
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Aberace chromosomu 16, inv(16) nebo t(16;16), se vyskytuji u 4 % vsech
cytogeneticky abnormalnich AML, pficemz inv(16) je vyrazné castéjsi (95 %) nez
translokace (5 %). Vysledkem téchto prestaveb je fuze genu CBFB (dfive PEBP2B)
lokalizovaném v oblasti 16922 s genem MYH11 (dfive SMMHC/SMHC) v oblasti 16p13
(Claxton, a dalsi 1994), (Marlton, a dalsi 1995). Fazni gen CBFB/MYH11 inhibuje funkci
RUNX1, coz zpUsobuje zménu v genové expresi a blokuje diferenciaci bunék, pricemz
dochdzi ke zménam, které jsou nutné pro propuknuti leukemie, jako napf. KIT a RAS

mutace (Sverre a Mitelman 2009).

Obrdzek 4: Schéma inverze chromosomu 16. Prevzato z
http://www.pathologyoutlines.com/topic/leukemiainv16.html

Pacienti s monosomii chromosomu 7 nebo deleci dlouhych ramen 7q, trisomii
chromosomu 8, translokacemi ¢i inverzemi dlouhych ramen chromosomu 3,
translokacemi t(6;9)(p23;934) a t(9;22)(g34;q11) jsou fazeni do skupiny se Spatnou
progndzou, zatimco ostatni nemocni snormalnim karyotypem nebo s jinymi
strukturnimi ¢i pocetnimi aberacemi maji stfedni progndzu.

S obecné Spatnou progndzou jsou spojovany rovnéz translokace zahrnujici
chromosomovou oblast 11923, které se vyskytuji u 15-20 % vsech détskych AML
(Grimwade, Walker, a dalsi 1998), (Raimondi, Chang, a dalsi 1999). Ve vice nez 95 %
pfipadu s translokaci zahrnujici oblast 11923 je zapojen gen KMT2A (von Bergh, a dalsi
2000). V soucasné dobé bylo popsano jiz vice nez rlznych 66 fuznich partnerli KMT2A
genu, coZ potvrzuje vysokou heterogenitu AML s prestavbou KMT2A (Meyer, a dalsi

2009). Nejcastéjsi prestavby u AML zahrnujici oblast 1123 jsou translokace

17


http://www.pathologyoutlines.com/topic/leukemiainv16.html

t(9;11)(p22;923), kterd se vyskytuje az v ~50 % pripadl, a dale translokace
t(11;19)(g23;p13.1), t(11;19)(q23;p13.3), t(6;11)(927;923), t(10;11)(p12;923) atd.
(Grimwade, Walker, a dalsi 1998), (Raimondi, Chang, a dalsi 1999). Podle literarnich
Gdaja maji kojenci vyssi procentualni zastoupeni 11q23/KMT2A prestaveb (cca 45 %) a
horsi progndézu nez starSi déti. Prognosticky pfiznivé balancované translokace se
v takto nizkém véku pfilis nevyskytuji, coz naznacuje, Ze dédi¢né genetické zmény nebo
aberace vzniklé prenatdlné mohou predurcit jedince ke vzniku AML s nepfiznivou
progndzou. Toto bylo poprvé prokazano u kojeneckych AML s fuzi KMT2A/AFF1 (Gale,
a dalsi 1997).

Vyjimku tvofi translokace t(1;11)(q21;923), ktera je podle studie z roku 2009
spjatd s dobrou progndzou. Pri této translokaci dochazi ke zvySené expresi genu
MLLT11 (dfive AF1q) (Balgobind, a dalsi 2009). V jiné starsi studii z roku 2004 vsak byla
zvySend exprese MLLT11 genu naopak spojovdna se Spatnou progndzou (Tse, a dalsi
2004). Podle nékterych studii lze do skupiny sdobrou progndzou fadit i
t(9;11)(p22;923) (Rubnitz, Raimondi, a dalsi 2002), (Zwaan, a dalsi 2002).

Translokace t(6;11)(q27;923), pti které vznikd fuzni gen KMT2A/AFDN, je
povazovdna za nezdvisly ukazatel Spatné progndzy. Rovnéz translokace
t(10;11)(p12;923) a t(10;11)(p11.2;923) jsou spojeny se Spatnou progndzou bez ohledu
na pritomnost dalSich rizikovych faktord. t(10;11)(p12;g23) predstavuje druhou
nejcastéjsi translokaci u détské AML s prestavbami 11923/KMT2A. Pacienti s témito
nalezy by mély byt zafazeni do skupiny s nejvyssi protinddorovou terapii (Balgobind, a

dalsi 2009).

6 METODY DETEKCE CHROMOSOMOVYCH ABERACI

Chromosomové aberace lze detekovat pomoci konvenéni cytogenetické analyzy
a molekularné cytogenetickych metod. Vzorek tkané, ktery se pouziva
k cytogenetickému vysetieni, musi obsahovat nadorové nebo potencionalné nadorové
buniky. U hematologickych malignit to jsou burky kostni dfené, pfipadné, pokud
dochazi kinfiltraci leukemickych bunék do periferniho obéhu, se mohou zkoumat

bunky z periferni krve.
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6.1 KONVENCNI CYTOGENETICKA ANALYZA

Zakladni cytogenetickou metou je konvenéni cytogenetickd analyza
pruhovanych chromosomd, jejiz princip je zaloZzen na odbéru a kultivaci bunék kostni
drené, zpracovani bunécnych kultur, pfipravé a barveni chromosomovych preparatQ a
nasledné analyze chromosom ve svételném mikroskopu.

Sterilné odebrany vzorek kostni dfené (cca 1-2 ml) musi obsahovat buriky
schopné déleni. Bunky jsou v ristovém médiu kultivovdny v termostatu pfi teploté
37°C obvykle po dobu 24 hodit. Cilem kultivace je ziskat co nejvétsi pocet bunék ve
stddiu metafaze, kdy jsou chromosomy dostate¢né kondenzované a jsou dobre
viditelné v mikroskopu. Po uplynuti pfislusné doby se ke vzorku pfidava kolcemid, ktery
zastavuje mitotické déleni rozrusenim déliciho vieténka. Poté se k bunécnym kulturam
pridava hypotonicky roztok, ktery rozrusi bunécné membrany a dojde k uvolnéni
cytoplasmy. Buniky jsou ndsledné fixovany opakovanym promyvanim ve fixacnim
roztoku (methanol/kyselina octova v poméru 3:1). Cytogenetické preparaty se
pfipravuji z fixovanych bunécnych suspenzi kapanim na Cistd a odmasténa podlozni
mikroskopicka skla. Cilem je ziskat chromosomovy prepardat s dostateénym mnozstvim
dobfe rozloZzenych mitdz. Po zaschnuti pti pokojové teploté jsou prepardty obarveny
nékterou z pruhovacich technik. V soucasné dobé je nejvice pouzivand metoda tzv. G-
pruhovani, kdy jsou chromosomy nejprve vystaveny pusobeni trypsinu a nasledné
barveny Giemsovym roztokem. Alternativnim pristupem muze byt vyuZziti kombinace
Wrightova barviva a Giemsy (Wright-Giemsa stain). Cytogenetické preparaty jsou
nasledné analyzovany ve svételném mikroskopu, kdy hledame bunky ve stadiu
metafaze a hodnotime pocet a strukturu chromosomi scilem detekovat
chromosomové aberace. Bunky ve stadiu metafaze jsou nasnimany pomoci citlivé CCD
kamery a zpracovany pomoci pocitate vybaveného specidlnim softwarem (tzv.
pocitacova analyza obrazu). Z metafaznich chromosomu je za pomoci karyotypovaciho
programu sestaven karyotyp a nalezené chromosomové aberace jsou popsany podle
mezinarodni cytogenetické nomenklatury ISCN (2016) (Michalova 1999). Prestoze byla
metoda konvencni cytogenetické analyzy pruhovanych chromosomu zavedena jiz v 70.
letech minulého stoleti, je v cytogenetickych laboratofich dodnes vyuZivana jako

zakladni vysetfovaci technika pfi rutinni diagnostice hematologickych malignit.
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Obrdzek 5: Normdalni muZsky karyotyp 46,XY ziskany z lymfocyti periferni krve a zpracovany metodami konvencni

cytogenetické analyzy (G-pruhy). Prevzato z databdze Centra nddorové cytogenetiky VFN a 1.LF UK.

Jeji nespornou vyhodou je, Ze umozinuje hodnotit soucasné pti jediném
vySetfeni cely karyotyp véetné vSech aberaci v ramci jedné buriky. Diky tomu je mozné
analyzovat i vSechny heterogenni bunécné klony, které jsou typickym znakem
nadorovych onemocnéni a jsou povazovany za jednu z hlavnich pfi¢in relapsu a
rezistence na lécbu. Studium klondlni heterogenity a presnd analyza chromosomovych
aberaci v jednotlivych heterogennich klonech je proto pro presné stanoveni progndzy
nemocnych s leukemiemi velmi dilezZité. Metody klasické cytogenetiky ale maji u
nemocnych s leukémiemi bohuzel i fadu omezeni, ke kterym patfi napf. nizka citlivost
G-pruhovéni, horsi kvalita chromosom( nebo omezena prolifera¢ni aktivita
nadorovych bunék in vitro. V literature se uvadi, Ze Uspésnost cytogenetického
vysSetieni u leukémii je pouze cca 80 % a pfriblizné u 20 % nemocnych s leukemiemi je
toto vysetreni neinformativni (Harrison 2001). Zejména u déti s ALL byva cytogeneticka
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analyza c¢asto velmi obtiznd, kvlli nizkému mitotickému indexu (tj. poméru bunék, u
kterych probihd mitéza, a normalnich bunék) a c¢asto velmi Spatné morfologii
chromosom(, na kterych nelze presné urcit zlomovd mista. (Zemanova, Michalov4, a
dalsi 2001), (Ritterbach, a dalsi 1998). Aby i v téchto pfipadech bylo moZzné ziskat
informace o prognosticky vyznamnych genetickych zméndach v nadorovych bunkach,
byly zavedeny tzv. molekuldrné cytogenetické metody, které dopliuji vysledky

konvencni cytogenetické analyzy.
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Obrazek 6: Schématické zndzornéni G-pruh( na lidskych chromosomech (tzv. ideogram) (ISCN 2016).
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6.2 MOLEKULARNE CYTOGENETICKE METODY

Metody molekularni cytogenetiky jsou zaloZeny na vyuZiti vlastnosti nukleovych
kyselin, tj. na jejich schopnosti denaturace a opétovné renaturace za vhodnych
podminek. PFi pouZiti vétSiny téchto metod se predpokladd presnd znalost a
charakterizace postizenych gen(, tudiz se obvykle vyuZivaji pro cilené sledovani
omezeného poctu specifickych aberaci. (Zemanova, Michalova, a dalsi 2001). Vyjimku
predstavuji nejmoderné;jsi modifikace molekuldarné cytogenetickych metod, jako jsou
tzv. Cipové technologie a sekvenovani nové generace (NGS), které podobné jako
konvenéni cytogenetika umoZiuji analyzu celého genomu studovanych bunék

Zakladni molekularné cytogenetickou metodou je fluorescenéni in-situ
hybridizace (FISH), ktera je zaloZena na poufZiti znacenych DNA sond, coZ jsou Useky
DNA o znamé sekvenci, které jsou komplementarni ke konkrétnim gendm nebo
chromosomovym oblastem. DNA sondy mohou znaceny rlznymi zpuUsoby, ale
v soucasné dobé se jiz témér vyhradné pouziva tzv. pfimého fluorescencniho znaceni,
kdy je fluorescencni barvivo pfimo inkorporovano do struktury DNA sondy. Pred
samotnou hybridizaci musi byt sondy nejdfive denaturovdny, coz se nejcastéji provadi
zahtivanim dvousroubovice DNA na vysoké teploty (okolo cca 70-80°C), kdy zanikaji
vodikové vazby a dochazi k oddéleni obou viaken DNA. Takto denaturovana sonda se
nasledné nanasi na cytogeneticky preparat pripraveny klasickym zplisobem, na kterém
jsou fixované chromosomy. DNA chromosom nebo interfaznich jader na preparatu je
rovnéz pritomna v podobé dvouretézcové DNA, takze je také nutné preparat nejdrive
denaturovat (opét pomoci vysokych teplot nebo labilizacnich ¢inidel, jako je formami).
Po naneseni denaturované sondy na denaturovany preparat, se upravi podminky
okolniho prostredi (teplota okolo 37°C, dostatecna vlhkost) a za optimalnich podminek
dojde k navazani (hybridizaci) jednovlaknové DNA sondy ke komplementarnim usekim

jednovlaknovych DNA fixovanych na cytogenetickém preparatu.
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Obrdzek 7: Schématické zndzornéni metody FISH. Prevzato z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescence_in_situ_hybridization#/media/File:FISH_(technique).gif

Po obarveni pozadi cytogenetického preparatu pomoci DAPI jsou fluorescenéni
signaly takto navdzanych sond hodnoceny ve fluorescenénim mikroskopu. Podle toho,
k jakym chromosomovym oblastem sondy hybridizuji, je mGZeme rozdélit do nékolika
skupin. Pro detekci numerickych odchylek se obvykle pouZivaji tzv. centromerické
sondy, které hybridizuji k o-satelitni DNA lokalizované v oblasti centromer lidskych
chromosom(. Vyjimku tvofi chromosom Y, kde je a-satelitni DNA lokalizovana
v heterochromatinovém bloku na jeho dlouhych ramenech. K detekci strukturnich
prestaveb (deleci, translokaci, inverzi atd.) a dale k pfimé lokalizaci gend na
chromosomech se vyuzZivaji sondy pro jedinecné genové sekvence (tzv. lokus-
specifické). Vyhodou obou vySe zminénych typd DNA sond je, Ze poskytuji jasny
fluorescencni signdl jak na chromosomech v metafazi, tak i v nedélich se interfaznich
jadrech. Poslednim typem DNA sond jsou tzv. malovaci sondy, které obsahuji sekvence
z celych chromosoml a po jejich aplikaci jsou tak celé chromosomy obarveny
prislusnym fluorochomem. Pouzivaji se k detekci strukturnich aberaci vétsiho rozsahu

a k uréovani pavodu marker chromosomu. Tento typ sond lze vyuZit pouze k analyze
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chromosom( v metafazi a nedaji se vyuzit pro analyzu interfaznich jader, kdy je DNA
chromosom( nespiralizovana a vysledny fluorescencéni signal je pfilis difuzni
(Michalova 1995).

Zasadni vyhodou této metody je, Ze je mozné ji vyuzivat k detekci pocetnich Ci
strukturnich aberaci jak v mitdézdch, tak v nedélicich se interfaznich jadrech,
(Michalova, Zemanova a Brezinovd 1998), takZe poskytuje vysledky i v pfipadech, kdy
pfi kultivaci neziskdme dostateény pocet bunék v metafazi vhodnych pro
cytogenetickou analyzu. K dal$im vyhodam patf¥i rychlost ziskani vysledk( (2-24 hodin),
vysokd specifita a citlivost metody a moZnost analyzovat nékolik cilovych sekvenci
najednou. Navic Ize zkoumat i transkripéné inaktivni buriky, coZz neumoziuje napf.
molekuldrné genetickd metoda RT-PCR (reverzni polymerdzova retézové reakce)

(Zemanov3d, Michalov3, a dalsi 2001).

Obrdzek 8: Vysokd hyperdiploidie (nadpocetnd kopie chromosomu X a trisomie chromosomu 18) detekovand
metodou FISH u chlapce s B-ALL (centromerickd sonda pro chromosom X znacend cervenou barvou, centromerickd
sonda pro chromosom 18 znacend zelenou barvou). Pfevzato z databdze Centra nddorové cytogenetiky VFN a 1.LF

UK.
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Dosud zminéné hybridizacni techniky sondy jsou omezené na analyzu maximalné
nékolika cilovych sekvenci sou¢asné a neposkytuji tedy informace o pfipadnych dalSich
zmeénach, které mohou byt v nadorovych bunkach pfitomny. Proto byly vyvinuty dalsi
metody, diky kterym Ize soucasné analyzovat cely genom a ziskat tak informace o
vSech numerickych a strukturnich aberacich. Mezi tyto metody fadime napf. metodu
mnohobarevné fluorescencni in situ hybridizace (mFISH). Sondy pro mFISH jsou vlastné
smési malovacich sond pro vSechny chromosomy lidského karyotypu, které jsou
oznaceny pomoci péti fluorochroma v rznych barevnych kombinacich (tzv.
kombinatoridlni znaceni). Pfi béZné FISH jsou sondy znaceny jednoduchym zplsobem
jednotlivymi fluorochromy, takZe mizeme ziskat jen omezeny pocet rliznych
fluorescenénich signdll a sledovat tak jen omezeny pocet cilovych DNA sekvenci.
Ukazalo se vsak, Ze pfi pouziti alespon péti riznych fluorochromd, které jsou
zkombinovany v riznych pomeérech, lze ziskat tolik barevnych odstind, Ze je mozné
barevné odlisit vSechny chromosomy v lidském karyotypu béhem jediné hybridizace.
Takto obarvené chromosomy nelze hodnotit pouhym okem ve fluorescenénim
mikroskopu, k jejich analyze se vyuziva pocitacova analyza obrazu vybavena pfislusSnym
softwarem. Obraz z mikroskopu je nasniman citlivou CCD kamerou pres sadu Sesti
specifickych fluorescencnich filtr(, které odpovidaji pouzitym fluorochromim (pét
fluorochrom( + DAPI, kterym je obarveno pozadi preparatu) a nasledné zpracovan
specialnim softwarem, ktery zméfi intenzitu jednotlivych fluorescencnich signdla podél
kazdého chromosomu a na zdkladé méreni priradi ke kazdému z chromosomu unikatni
klasifikacni barvu (tzv. pseudobarvu). Tato metoda je vhodnd zejména k analyze
sloZitych komplexnich karyotypu, k jejichz vzniku ¢asto dochazi v leukemickych
burikach pfi progresi maligniho procesu (Michalova, Zemanova a Brezinova 2001).
Vyhodou metody mFISH je, Ze podobné jako konvencni cytogeneticka analyza
umozniuje pfi jediném hybridizacnim experimentu analyzovat vSechny chromosomy a
chromosomové aberace pfitomné ve studované bunce. Pfi pouziti metody mFISH jsou
ale chromosomy obarveny jednolité, takze sice lze urcit chromosomy zahrnuté

v pfestavbdch, ale neni moziné pfesné identifikovat zlomova mista. Metoda tak neni
vhodna pro detekci duplikaci, inverzi a rozsahu deleci (intrachromosomovych aberaci)

(MacKinnon a Chudoba 2011).

25



Z tohoto ddvodu byla vyvinuta modifikace této metody, tzv. mnohobarevné
pruhovani s vysokou rezoluci — mBAND. Metoda mBAND je rovnéZ zaloZena na pouziti
péti fluorochromd, ale na rozdil od mFISH je opét cilena pouze na jednotlivé konkrétni
chromosomy. DNA pro pfipravu sond pro mBAND se ziskava nejcastéji mikrodisekci
pfimo z cytogenetického prepardatu. Takto ziskana DNA je dale amplifikovana a Stépena
na r0zné dlouhé fragmenty, které se vzajemné prekryvaji. Tyto fragmenty jsou pak
v dalsim kroku znaceny pomoci jednoho z péti fluorochromd. Pro vyhodnoceni se,
stejné jako u mFISH, vyuziva pocitadovy software, jez pfifadi konkrétni pseudobarvy
k useklim se stejnou intenzitou fluorescence. Vysledkem je mnohobarevné pruhovany
chromosom, na kterém muzeme presné odlisit jednotlivé pruhy a urcit zlomova mista.
Na rozdil od mFISH tedy mUZeme metodou mBAND presné odhalit pericentrické a
paracentrické inverze a lokalizovat mista zlomU na prestavénych chromosomech
(Chudoba, a dalsi 1999). Tato metoda vSak umozZniuje pouze cilenou analyzu

jednotlivych chromosomd, ale neposkytuje informace o celém genomu.
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Obrdzek 9: Schéma mBAND sondy pro chromosom 5 (firma MetaSystems).
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Obrdzek 10: Komplexni karyotyp zahrnujici detekovany metodou mFISH u chlapce s AML. Zlomovd mista na
prestavenych chromosomech byla identifikovana metodou mBAND. Popis karyotypu podle ISCN:
46,XY,dic(7;8)(p11.2;,p11.2),+dic(7,;8)(p11.2;,p11.2),der(10)t(10;11)(p12,q23. Prevzato z databdze Centra ndadorové
cytogenetiky VFN a 1.LF UK.
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Dalsi molekularné cytogenetickou metodou zaloZzenou na vyuziti vlastnosti DNA je tzv.
komparativni genomova hybridizace na Cipech (array CGH), ktera, na rozdil od vétsiny
FISH metod, umoziuje béhem jediného hybridizacniho experimentu analyzovat cely
genom. Je zaloZena na poufZiti dvou celogenomovych DNA — jednak tzv. referenéni DNA
izolované ze zdravych bunék (obvykle se ziskdva komercné) a jednak DNA izolované ze
studovanych bunék. Obé DNA jsou oznaceny dvéma rlznymi fluorochromy a jsou
smichany v poméru 1:1. Takto pfipravena hybridizacni smés se nanasi na tzv. Cip
(array), coz je obvykle sklenéna nebo plastova desticka, na které jsou ukotveny 100 az
tisice oligonukleotid(i. Timto zplsobem mohou byt na Cipu umistény v jednotlivych
spotech stovky aZ tisice genl pripadné i cely genom. Po hybridizaci je kazdy cip
analyzovan pomoci specidlniho laserového skeneru, ktery porovnd intenzitu
fluorescencnich signall v jednotlivych bodech a vyhodnoti, ve kterych genech nebo
chromosomovych oblastech doslo k zisku (pfevlada barva signdlu, ktery odpovida
znaceni studované DNA) nebo naopak ke ztrdtdm DNA sekvenci (pfevlada barva
signalu, kterd odpovida barvé fluorochromu pouZitého ke znacdeni referencni DNA).
(Solinas-Toldo, a dalsi 1997). Tato metoda ma vysoké rozliSovaci schopnosti (100 kb),
tudiz mulZeme popsat aberace, které nebylo moiné detekovat konvencénimi
cytogenetickymi a FISH metodami, a to véetné presného mista zlomu a rozsahu zmény
v mnozstvi genetického materidlu (Vissers, a dalsi 2007). Diky array CGH lze velmi
presné analyzovat nebalancované zmény v genomu (tj. delece nebo amplifikace)
(Shaffer, a dalsi 2007), tyto vysledky vsak nevidime v kontextu chromosomu, proto
nelze fict, zda doslo k deleci nebo amplifikaci v disledku nebalancovanych strukturnich
prestaveb (napf. translokaci) nebo prostych numerickych zmén (MacKinnon a
Chudoba 2011). Obdobou array CGH je metoda metoda SNP (single-nucleotide
polymorphisms) array, kterd se pouzivd pro odhaleni jednonukleotidovych
polymorfism( (Sachidanandam, a dalsi 2001), které se radi mezi nejc¢astéjsi formy
genetickych variant v lidské populaci (Brookes 1999). Pomoci SNP arrays mlzZeme
detekovat kromé zisku a ztrat genetického materidlu i tzv. ztraty heterozygotnosti
(LOH), ke kterym patfi napfiklad i vrozené nebo ziskané uniparentdlni disomie (UPD)

coz pomoci CGH arrays nelze. (Bignell, a dalsi 2004), (Zhao, a dalsi 2004).
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Podobné jako ostatni molekularné cytogenetické techniky maji i Cipové technologie
svoje vyhody a nevyhody. Kromé vysoké citlivosti je jejich velkou vyhodou, Ze pfi jejich
vyuziti analyzujeme celkovou genomovou DNA, takZie, podobné jako v pfipadé
konvenéni cytogenetiky a mFISH, ziskdme informace o celém genomu. Na rozdil od
téchto dvou metod ale nepotfebujeme mitdzy, takie mizeme ziskat informativni
vysledky i vtéch pripadech, kdy se nepodafi vykultivovat Zadné bunky ve stadiu
metafaze. Naopak velkou nevyhodou cipovych technik je, Ze tyto metody umozniuji
pouze detekci takovych zmén, pfi kterych dochdzi k zisku ¢i ztrdté DNA sekvenci.
Balancované aberace, které hraji dileZitou ulohu v patogenezi leukémii, nelze touto
metodou detekovat viibec. Dalsi nevyhodou je, Ze pomoci Cipovych technik lze zachytit
pouze aberace, které jsou pfitomny v dostatecné velkém bunééném klonu (minimalné
20-30 % bunék). Abnormalni klony o mensi velikosti, které vSak mohou byt pozdéji

pri¢inou relapsu onemocnéni, témito technikami detekovat nelze.
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7 ZAVER

vvvvvv

faktordm u nemocnych s hematologickymi malignitami, protoZze fada z nich je
specificka pro konkrétni subtyp onemocnéni a u fady z nich je také presné znamy jejich
prognosticky vyznam. U déti s ALL fadime mezi nejvyznamnéjsi chromosomové zmény
tzv. vysoké hyperdiploidie (>50 chromosomu) a translokace t(12;21)(p13;922), které
jsou spojeny obvykle s velmi dobrou progndzou. Prestavby zahrnujici gen KMT2A jsou
naopak povazovdny za nepfiznivy prognosticky faktor. U déti s AML jsou
nevyznamnéjsimi aberacemi translokace t(8;21)(q22;922) a t(15;17)(q24;921) a inverze
inv(16)(p13;922) spojené s dobrou progndzu a dale translokace zahrnujici oblast
11923, z nichz nejcastéjsi je translokace t(9;11)(q23;p13.1), které jsou spjaty se
Spatnou progndzou.

V¢asny zachyt prognosticky vyznamnych aberaci je zvlasté u déti s akutnimi
leukémiemi velmi dlleZity, protoze mulze prispét nejen k upresnéni diagndzy a
prognézy nemocnych, ale i kzafazeni pacientll do rizikovych skupin a k volbé
odpovidajici terapie. U pacientl svysokym rizikem je nezbytné co nejdfive zahdjit
intenzivni chemoterapii pfipadné zacit hledat vhodného ddrce pro transplantaci kostni
dfené, coZ je jedina Sance na jejich vylééeni. Naopak u déti s nizkym rizikem je mozné
zvolit méné agresivni terapii, coz vyznamnym zpUsobem snizuje riziko vedlejsich ucinkl
a pozdnich nasledkd |écby. Opakovand cytogenetické vysetfeni v pribéhu nemoci
rovnéZz umoziuji zhodnotit Uspésnost lécby, sledovat zmény v zastoupeni a velikosti
patologickych klon( a pfipadné vcas predpovédét bliZici se relaps onemocnéni.

Jednim ze zakladnich laboratornich vysetfeni u déti s akutnimi leukémiemi
v dobé stanoveni diagndzy i v pribéhu onemocnéni je konvencni cytogeneticka analyza
karyotypu leukemickych bunék doplnénd vhodnymi molekuldarné cytogenetickymi
metodami. Diky konvenénimu pruhovani chromosomd mizZeme pozorovat karyotyp a
tim odhalit vSechny chromosomové aberace pfitomné vjedné burice i ve vSech
heterogennich bunécnych klonech. Tato metoda vSak ma urcitd technickd omezeni a
v nékterych pripadech tak mze byt jeji vysledek neinformativni. Pravé pro tyto
pfipady byly vyvinuty metody molekularni cytogenetiky (FISH, mFISH, mBAND, array
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CGH, SNP array atd.), které vyznamnym zplsobem doplnuji a upresiuji vysledky
konvenéni cytogenetické analyzy. Kazda z téchto metod pfinasi dllezité informace o
genomu nadorovych bunék, ale Zadna z nich zatim nemuze konvencni karyotypovani
Uplné nahradit. Proto pouze vhodné zvolenda kombinace cytogenetickych a
molekuldrné cytogenetickych technik poskytuje komplexni informace o genomu
nadorovych bunék a umoZnuje zachyt klonalnich chromosomovych aberaci, které

mohou vyznamné ovlivnit vznik, priibéh a prognézu onemocnéni.
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