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Abstrakt

Chronicka myeloidna leukémia (CML) je klonalne myeloproliferativne ochorenie charakterizované pritomnostou Philadelphia chromozému,
ktory vznika reciprocnou translokaciou medzi chromozoémami 9 a 22 a fuznym génom BCR/ABL1 Gén koduje aktivovanu tyrizinova kindzu Ber-

Ab], ktora je kI'ai¢ovou molekulou veducou k vzniku ochorenia.
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Abstract

Chronic myeloid leukemia is a hematopoietic malignancy resulting from the transformation of a primitive hematopoietic cell. It is a clonal
myeloproliferative disease characterized by the presence of the Philadelphia chromosome, which results from a reciprocal translocation between
chromosomes 9 and 22. CML is generally thought to develop from the transformation of primitive hematopoietic stem cells with the BCR-ABL

fusion gene.
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Uvod

Chronickd myeloidna leukémia (CML) je hematopoeticka
malignita  pochadzajuica z  transformacie  primitivnej
hematopoetickej bunky. Bez liecby postupuje z pociatocnej
chronickej fazy, charakterizovanej hyperplaziou kostnej
drene a zvySenym poctom cirkulujucich diferencovanych
myeloidnych buniek, do pokrocilejSich faz, ako su akcelerovana
faza a blastova kriza. Tie st vyznacené blokom diferenciécie,
akumulaciou blastov a vyCerpanim normdlnych krvotvornych
buniek - najméd bielych krviniek - leukocytov (Le) a krvnych
dosti¢iek — trombocytov (Trc) [1,2].

CML je klondlne myeloproliferativne ochorenie
charakterizované pritomnost'ou Philadelphia chromozému,
ktory vznika recipro¢nou translokaciou medzi chromozémami 9
a 22. Za nekontrolované mnozenie krvotvornych buniek a z toho
vyplyvajucich prejavov ochorenia je zodpovedna konstitutivne
aktivovand Ber-Abl tyrozinkinaza, ktord je kédovana BCR-
ABLI génom.

Primitivne hematopoetické kmenové bunky transformované
fuznym génom BCR-ABL maju proliferativnu vyhodu oproti
normalnym krvotvornymbunkam, coumoziuje, aby Ph-pozitivny
klon postupne vytesnil normalnu hematopoézu. V stlade s
povodom ochorenia sa translokéacia nachadzala nielen v bunkach
myeloidného pdvodu, ale aj v erytroidnych, megakaryocytovych
a B-lymfoidnych bunkach. Hematopoetickd expanzia primarne
zahfnajuca nérast poctu myeloidnych buniek stvisiaci s
expanziou zrelych, ako aj prekurzorovych a progenitorovych
buniek je prezentovana ako vysledok chronickej fazy [1,2].

Pritomnost’ unikatnej genetickej abnormality so silnym
patogenetickym potencidlom umoznila vyvoj Specifickych
inhibitorov patologickej tyrozinkinazy. Ich uvedenie do klinickej
praxe, hlavne ich uCinnost’ revoluénym sposobom zmenili
lieCebny manazment a prognézu tohoto ochorenia, ¢o doklada
aj median prezitia pacientov diagnostikovanych v chronickej
faze - odhadovany na viac ako 25 rokov [3].

Chronicka myeloidna leukémia definicia
a incidencia

Chronicka myeloidna leukémia  je klonalne
myeloproliferativne ochorenie charakterizované pritomnost'ou
Philadelphia  chromozému, ktory vznikd recipro¢nou
translokaciou medzi chromozémami 9 a 22. Za nekontrolované
mnozenie krvotvornych buniek a z toho vyplyvajucich prejavov
ochorenia je zodpovedna konstitutivne aktivovana Ber-Abl
tyrozinkinaza, ktora je kddovana BCR-ABL1 génom.

Historické aspekty etiologie CML zaéinaju v roku 1960,
ked’ Peter Novel a David Hungerford objavili abnormalne
maly chromozém skupiny G - teraz po meste objavu nazyvany
chromozom Philadelphia (Ph). ISlo o prvy dokaz, Ze choroba
vedie k ur¢itym zmenam v DNA a abnormalny Ph chromozom bol
prvou konzistentnou chromozomalnou abnormalitou u 'udskych
zhubnych nadorov. V roku 1973 Janet Rowleyova zistila, ze
Ph chromozém je produktom t(9,22)(q34;qll) reciprocne;j
translokdcie medzi chromozémami, a neskor v 80. rokoch 20.
storo¢ia Nora Heisterkamp verifikovala, Ze tato translokacia
generuje fizny onkogén BCR-ABL.

CML je trojfazova myeloproliferativna porucha, ktora zacina
latentnou fazou nazyvanou chronicka faza (chronic phase; CP).
Charakterizuje ju hyperplazia kostnej drene s deregulovanym
rastom progenitorovych buniek a zvySenym poctom
cirkulujtcich diferencovanych myeloidnych buniek, ktory vedie
k prejavom symptémov ochorenia. NelieCena chronicka faza
CML spontanne progreduje do pokrocilejsej akcelerovanej fazy
(accelerated phase; AP) a nasledne prechadza do agresivnej fazy
- blastovej krizy (blast crisis; BC). Tie su vyznacené blokom
diferenciacie, akumuléaciou blastov a vyCerpanim normalnych
krvotvornych buniek. Pocas progresie ochorenia dochadza k
d’alsim molekularnym a biologickym zmenam v populacii HSC
buniek v ¢oho dosledku pacienti prestanti reagovat’ na lieCbu

[4].
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Do 70. rokov 20. storo¢ia bola CML povazovana za
nevylieCitelni a nevyhnutne smrtelnti poruchu. Neskor sa
u vybranych pacientov stala kurativnou metédou alogénna
transplantacia kostnej drene. Transplanta¢na terapia CML je
vSak obmedzena dostupnost'ou darcu a rizikom Zivot ohrozujuice;j
toxicity. Az inhibitory tyrozinkinazy (TKIs), ktoré Specificky
blokuji enzymatické pdsobenie abnormalnej tyrozinkindzy
kodovanej fuznym onkogénom, viedli k vysokej miere remisie a
zlepSenému prezitiu u pacientov s CML [1,2].

CML je najcastejSim z myeloproliferativnych neoplazii
a predstavuje 15-20% vsetkych pripadov leukémie u dospelych.
Ochorenie sa vyskytuje v kazdom veku, no prevazuje median
46-53 rokov. Roény vyskyt CML je 1-1,5 pripadu na 100 000
obyvatel'ov. Priemerny vek pri diagnostikovani je 67 rokov a
incidencia prudko stipa s vekom. Ochorenie sa vyskytuje o niec¢o
Castejsie u muzov ako u zien. CML sa moze vyskytnat aj u deti,
ale iba priblizne v 10 % pripadov sa vyskytuje u jedincov vo
veku od 5 do 20 rokov, ¢o predstavuje iba 3% vsetkych detskych
leukémii. Medzi identickymi dvojc¢atami nie je dodrzana zhoda
v chorobe [5].

Etiopatogenéza CML

CML bola v polovici 19. storocia bez d’alsich vysvetlieni
rozpoznana ako odli$nd entita spojend s masivnou splenomegéaliou
a leukocytézou.  Novodobu histériu ochorenia iniciovali
novo vyvinuté techniky na detekciu malého chromozéomu (Ph
chromozomu) v metafazovych pripravkoch

gén. Normalny BCR1 ma priblizne 100 kb s 20 ex6nmi. V
roku 1984 Groffen a jeho kolegovia identifikovali BCR na
chromozome 22 ako oblast’ 5 exonov zahfnajicu exony 12 az
16, ktora bola oblastou zlomu v tradi¢nej t(9,22) translokacii
[7]. T4 bola neskdr oznacend ako major (hlavna) BCR oblast.
Dve dalsie oblasti zlomu boli identifikované na chromozéme
22, jedna blizko 5° (hlava) génu BCR1, nazyvana minor BCR,
a jedna na 3° konci (chvost) génu BCR1, nazyvana mikro BCR.
Jedna oblast’ bodu zlomu v minoritnom BCR a jedna oblast’ bodu
zlomu v mikro BCR vytvaraju Styri verzie génu BCR, ktoré sa
kombinuju s exonmi 2 az 11 génu ABL1 za vzniku Styroch verzii
chimérického génu BCR-ABLI.

V ramci hlavného (major) BCR predstavuji dva Specifické
zlomové body translokaciu t(9;22), ktora sa podiel'a na rozvoji
CML. Prerusenie v géne BCR1 v hlavhom BCR prispieva k
exonom 1 az 13 alebo 1 az 14, zatial' ¢o gén ABLI1 prispieva
k exénom 2 az 11. Pretoze sa dva body zlomu v hlavnom
BCR lisia iba o jeden exon, chiméricky proteinovy produkt je
v podstate rovnakej velkosti a je oznaceny ako protein p210.
Prerusenie v menSom BCR prispieva iba exénom 1 z BCRI,
ktory sa spaja s rovnakymi exénmi 2 az 11 ABL1 za vzniku
proteinu p190. Prerusovaci bod mikro BCR prispieva k exénom
2 az 19 zBCRI, ktoré fazuju s 2 az 11 exonmi ABL1, ¢im vznika
protein p230. Vysledkom st $tyri mozné BCRI body zlomu (obr.
1) produkujuce $tyri rozne chimérické gény, ¢o vedie k celkom
trom réznym proteinovym produktom [8].

bunicek drene od pacientov s CML.

Ph chromozém bol prvykrat identifikovany
ako kratky chromozom 22. Trvalo trinast’ rokov,
kym sa poznanie rozsirilo, ze za Ph chromozom
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ktoré produkuju tri verzie chimérického
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na chromozéme 9 sa vyskytuje na rovnakom
mieste. Normalny ABL1 gén na chromozome 9
je relativne velky gén s velkost'ou priblizne 230 kilobaz (kb)
obsahujuci 11 exénov. Bod zlomu sa konzistentne vyskytuje 5°¢
od druhého exonu, takze exony 2 az 11 prispievaju k fiznemu
génu BCR-ABLI [6].

V Tudskom genéme su Styri gény BCR: BCR1, BCR2,
BCR3 a BCR4. Na translokacii Philadelphia sa podiela BCR1

Obr. 1 Molekularna biologia BCR ABLI fiizneho génu

(A) Normalny BCR1 gén na chromozéme 22 a ABL1 gén na
chromozéme 9; (B) Dva produkty fuzného génu BCR z BCR major.;
(C) Produkt fizneho génu z BCR minor.; (D) Produkt fuzneho génu

z BCR micro (Keohane, et. al, 2020; [9]).
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Fuzny gén BCR-ABLI sledujeme aj pri ALL s pozitivnym
Philadelphia chromozémom. Chromozém sa vyskytuje u 20 %
dospelych a 2-5 % deti s tymto ochorenim [10].

Patogeneticky mechanizmus

Aby sme pochopili aberantnu funkciu fGzneho proteinu
BCR-ABLI1, je najprv uzito¢né pochopit normalne proteiny BCR
aj ABLI1. Normalny protein ABL1, ked’ je na svojom obvyklom
mieste na chromozome 9, koduje p125, ktory vykazuje normalnu
aktivitu tyrozinkinazy. BCR1 gén produkuje p160, exprimuje
aktivitu serin/treoninkinazy a predpoklada sa vplyv pri regulacii
bunkového rastu.

Proteinkinazy stenzymy, ktorékatalyzujiiprenos fosfatovych
skupin z adenozintrifosfatu (ATP), guanozintrifosfatu (GTP) a
inych donorov fosfatov na prijimacie proteiny. Tyrozinkinaza
prenasa fosfatov skupinu na tyrozinovi aminokyselinu na
prijimacom proteine. Aby doslo ku kinazovej aktivite proteinu
ABLI, protein ABL1 musi byt najskor fosforylovany. Toto sa
Casto dosahuje autofosforylaciou. ABL1 protein ma tri primarne
domény nazyvané SHI, SH2 a SH3, ktoré spolu exprimuju a
reguluju aktivitu kinazy. SH1 je vazbové miesto pre ATP; SH2
je dokovaci bod pre fosfatové reciverové proteiny; a SH3 je
doména, ktora riadi aktivitu fosforylacie. Ked’ sa ATP naviaze
na vidzbové miesto pre ATP, fosfat sa prenesie do oblasti SH2
proteinu ABL, ¢o iniciuje konformacnu zmenu, ktorda zmeni
terciarnu Struktiru proteinu a odkryje aktivne miesto enzymu
kindzy. Ked’ sa druhy ATP viaZe na vdzbové miesto pre ATP a
prijimajuci protein ukotvi doménu SH2, fosfatova skupina sa
prenesie na prijimajtci protein.

Vo véacsine fyziologicky normalnych vnutrobunkovych
drahach fosforylacia proteinov aktivuje prijimacie proteiny. Tato
fosforylacia iniciuje kaskadu fosforylacnych udalosti, z ktorych
kazda aktivuje d’alsi protein, kym sa neaktivuje transkripény
faktor. Tieto aktiva¢né kaskady, nazyvané signalne transdukéné
drahy. Stinavrhnuté tak, aby aktivovali gény potrebné na kontrolu
bunkovej proliferacie, diferenciacie a prirodzenej bunkovej smrti
(apoptézy). Existuje nickolko signalnych transdukénych drah
aktivovanych tyrozinkinazou ABLI, ktoré funguju spolocne,
aby aktivovali tieto gény v presnom poradi a na pozadovanej
urovni aktivacie na kontrolu tychto bunkovych udalosti [8].

V pripade CML sa translokacia BCR-ABL1 nachadza
vedl'a domény SH3 skupiny ABLI, ktora je ur€ena na riadenie
rychlosti a nacasovania fosforylacie.  Preto BCR-ABLI1
tyrozinkinaza straca schopnost’ vypnut’ kinazovu aktivitu - ma
konstitutivnu tyrozinkinadzovu aktivitu. Enzym BCR-ABLI1
nepretrzite pridava fosfatové skupiny k tyrozinovym zvyskom
na cytoplazmatickych proteinoch, ¢im aktivuje niekolko drah
prenosu signalu. Tieto drahy stimuluji génovl expresiu,
udrzuju proliferaciu myeloidnych buniek, znizuju diferenciaciu
a adhéziu buniek na stromu kostnej drene a prakticky eliminuju
apoptozu. Jej funkcie sa stracaji, pretoze flizny protein BCR-
ABLI1 ma tendenciu byt sekvestrovany v cytoplazme, ktora ma
antiapoptotické funkcie.

Vysledkom je zvysena klonalna proliferacia myeloidnych
buniek ako produkt zniZenia alebo straty citlivosti na proteinové
regulatory. V désledku aktivacie génu RAS a znizeniu odolnosti
voCi apoptdze dochadza k spomaleniu bunkovej proliferacie
zavislej od rastového faktora. Nové klony kmenovych buniek
citlivé na dalSie genetické zmeny vedi k vyvoju CML.
Mutacia ovplyviuje dozrievanie a diferenciaciu krvotvornych
a lymfopoetickych buniek (neutrofily, eozinofily, bazofily,

monocyty, jadrové erytrocyty, megakaryocyty a B lymfocyty),
ktorych potomstvo nakoniec u postihnutého jedinca dominuje
[11,12].

Okrem toho strata genetickych segmentov na 5° konci génu
ABLI1 ma za nasledok zmenenu afinitu viazania proteinov k
F-aktinu, ¢o vedie k zniZeniu kontaktnej vizby hematopoetickych
CML buniek na bunky strémy, ¢o spésobuje predéasné uvolnenie
buniek do obehu (Bhatia, Verfaillie, 1998). Abnormalna adhézia
medzi kmenovymi bunkami a stromou mdze narusit’ regulaciu
hematopoézy (efekt liecby interferonom-a)) [12].

Klinicky obraz a laboratorna diagnostika

Vigsina pacientov s CML (> 90 %) pritomnych v chronickej
faze je casto diagnostikovana ndhodne pocas rutinného vysetrenia
alebo vysSetrenia na iné ochorenie.

Klinicky obraz

Symptomy zvycCajne zahffiaju Unavu, stratu hmotnosti,
bolest’ kosti, potenie a abdominalny diskomfort, bledost
a skoré zasytenie suvisiace so splenomegaliou. Symptémy vo
vSeobecnosti nastupujii postupne pocas tyzdilov az mesiacov.
Menej casté symptomy zahffiaju symptomy stvisiace s
leukostazou, aktnou bolestou brucha stvisiacou s infarktom
sleziny, priapizmom a hypermetabolizmom, hyperurikémiou a
dnavou artritidou [13].

Laboratorna diagnostika

Laboratorna diagnostika spociva vo vySetreni krvného
obrazu, kostnej drene a biochemickych parametrov. Vel’ku tilohu
zohrava cytogenetické a molekularno-cytogenetické vysetrenie.

Vysetrenie krvného obrazu

Prezentacia laboratornych nalezov vo vSeobecnosti zahfna
leukocytdzu, trombocytozu a anémiu (obr.2).
Leukocyty

Pocet bielych krviniek je v ¢ase diagndzy zvyseny, zvycajne
vyssi ako 25x10%1 a ak sa pacient nelie¢i, tak sa progresivne
zvysuje. Diferencialne rozpocCty leukocytov odhalia v periférnej
krvi granulocyty vo vsetkych Stadiach diferenciacie u viac ako
90 % pacientov. Vzostup moze byt cyklicky, mdze sa zvysit
v reakcii na infekciu a zapal alebo znizit liecbou. Funkéné
abnormality neutrofilov st mierne a nesuvisia s predispoziciou
na infekciu. Hoci relativny (percentudlny) podiel eozinofilov
zvycajne nie je zvysSeny, ich absolutny pocet moze dosahovat
vyssie hodnoty. Absolutny pocet bazofilov je takmer vzdy pri
CML zvyseny (u pacientov v CP je zvycajne nizsi ako 15 %,
hoci zriedkavo méze byt vyssi). Absolutny pocet lymfocytov sa
zvysuje v désledku zvysenia T buniek (B lymfocyty nesttipaja).

Na pociatocné testovanie a predbeznu diferenciaciu CML
od leukemoidnej reakcie sposobenej zavaznou infekciou
mozno stanovit' aktivitu enzymu leukocytarnej alkalickej
fosfatazy (LAP), t.j. enzymu nachadzajiceho sa v membranach
sekundarnych graniil neutrofilov.  Na uskutoénenie LAP
sa krvny nater inkubuje s naftol-fosfatovym substratom a
diazofarbivom pri alkalickom pH. Enzym hydrolyzuje substrat
a uvolneny naftol reaguje s farbivom za vzniku farebnej
zrazeniny na granulach. Sklicko sa mikroskopicky skiima a
spocita sa 100 segmentovanych neutrofilov a pasov a ohodnoti
sa od 0 do 4+ na zéaklade intenzity zafarbenia. Skoére LAP sa
vypocita vynasobenim kazdého skore poctom buniek a pridanim
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produktov. Pretoze bodovanie je subjektivne, priemerné skore
dvoch skusajtcich by malo byt v rozmedzi 10%.

Referencny interval vzorky pre skore LAP je 15 az 170,
ale kazdé laboratorium si stanovi svoj vlastny. Skore LAP
je znizené pri nelieéenej CML a normalne alebo zvySené pri
leukemoidnych reakciach. Jedinci s PV alebo osoby v tretom
trimestri tehotenstva mézu mat’ tiez vyssie skore LAP [5].
Trombocyty

Pocet krvnych dosticiek je v ¢ase diagndzy zvyseny u 50 %
pacientov. Okrem trmbocytémie sa moze vyskytnut’ aj dysfunkcia
krvnych dosti¢iek - poruchy zrazania, trombozy a krvacania st
zriedkavé. Trombocytopénia je pri diagnéze zriedkava a zvycajne
je znakom progresie smerom k AP. NajéastejSou abnormalitou je
porucha agregacie po epinefrine, ktora je spojeny s nedostatkom
adeninnukleotidov v zasobnom poole. V case diagndze je u
vacsiny pacientov hematokrit trombocytov znizeny [4,5].
Erytrocyty

Cervené krvinky maju tendenciu vykazovat len mierne
zmeny so zvySenou variabilitou velkosti a tvaru. Moze byt
pozorovany maly pocet ¢ervenych krviniek s jadrom a mierna
retikulocytoza [4,5].

Vysetrenie kostnej drene

Vysetrenie kostnej drene zvyc¢ajne odhali hypercelularnu dren
80 75-90 % celularitou (obr.2). Pomer granulocytov a erytrocytov
sa zvySina 10-30:1 v prospech zvysenej granulopoézy a znizenej
erytropoézy. M6zu byt’ zvysené eozinofily a bazofily.

Blasty zvycajne predstavuji menej ako 5 % buniek.
Pritomnost’ viac ako 10 % blastov indikuje transformaciu
na AP. Megakaryocyty su menSie ako zvyéajne a moézu mat
hyposegmentované jadra. Ich poéty mozu byt normalne alebo
mierne znizené, ale 40-50 % pacientov vykazuje stredni az
rozsiahlu proliferaciu megakaryocytov.

Priblizne polovica pacientov vykazuje zvySenu retikulinova
fibrézu, ktora moze suvisiet’ so zvySenymi megakaryocytmi v
kostnej dreni. Fibroza méze byt spojena s vac¢Sou velkostou
sleziny, anémiou a zvySenymi blastami v krvi a dreni. Typicky
zvyseny je kolagén typu III detegovany farbenim striebrom.
Pseudo-Gaucherove bunky a histiocyty mozno pozorovat v
30 % vzoriek.

S bioptickym vySetrenim stvisia aj nalezy na slezina
a peceni. Slezina vykazuje zvicSenie suvisiace s infiltraciou
povrazcov ¢ervenej pulpy granulocytmi. Pecen moze vykazovat
infiltraciu granulocytarnymi bunkami v portalovych oblastiach a
pecenovych sinusoidoch [5].

Obr. 2 Chronicka myeloidna leukémia, periférna krv a obrazy krevného nateru a biopsie kostnej drene a aspirat v chronickej faze.

(A) Odstredena skiimavka periférnej krvi (odobrata do kyseliny etyléndiamintetraoctovej) od pacienta s chronickou myeloidnou fazou CML
prezentované s poctom bielych krviniek asi 600 K/ul. VS§imnite si vyrazne rozsirent vrstvu ,,buffy coat” (hviezdicka) v dosledku zavaznej
leukocytozy. ; (B) Periférny nater vykazujtici vyraznt leukocytozu v dosledku granulocytarnej proliferacie vsetkych stadii s obzvlast’ zvySenymi
myelocytmi a absolutnou bazofiliou; (C) Biopsia kostnej drene ilustrujica vyrazne hypercelularnu dreii v désledku proliferacie granulocytov
a zvySenych malych hypolobovanych megakaryocytov; (D) Aspirat kostnej drene vykazujuci rovnaka granulocytarnu proliferaciu a malé
Htrpaslicie” megakaryocyty; (E) Mierna fibréza(retikulinové farbenie).; (F) Gaucherove bunky (Hoffman, et al., 2018; [5]).

Biochemicke vysetrenie

Biochemické abnormality pozorované u pacientov s
nelieenou CML zahfnaju hyperurikémiu a hyperurikosuriu.
Tvorba uratovych kamenov je bezna a u pacientov so zakladnou
predispoziciou sa méze vyvinat akutna dnava artritida alebo
uratova nefropatia. Pseudohyperkalémiu mozno pozorovat v
suvislosti s uvolnovanim draslika z leukoytov pocas zraZania.

Pacienti maju zvysené sérové hladiny vizbovej kapacity
vitaminu B, stivisiace s uvolfiovanim transkobalaminu I a IT zo
zrelych neutrofilov. Hladina B, v sére pri CML je v priemere
10-krat vysSia ako normalne. Sérova laktatdehydrogenaza je
zvySena. Pseudo hypoglykémia alebo hypoxémia modze nastat
vplyvom neutrofilov po odbere vzorky [13].
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Cytogenetické a molekularno-cytogeneticke vysetrenie

Cytogenetické vySetrenie ukazuje 1(9;22)(q34;ql1) a
Ph chromozém u viac ako 90 % pacientov (obr.3). Okrem
Philadelphia chromozému mézeme asi u 20 % pacientov
pozorovat’ aj d’alSie abnormality ako st -Y a +8, no u nich sa
nepreukazalo, ze by ovplyvnili priebeh ochorenia. Variantné
Ph chromozémy st pozorované u 5 % pacientov s komplexnou
prestavbou zahfhajicou vymenu materidlu s dal$im
chromozémom okrem chromozémov 9 a 22.

L

2 22

1(9;22)(g34;911.2)

Obr. 3 Ciastocny karyotyp zobrazujici 1(9,22) (q34;q11).
Filadelfia chromozom je derivat chromozomu 22 (Sipka vpravo).
(Hoffman, et al., 2018, [5])

Metodologia pouzivand na identifikiciu BCR-ABL
transkriptov sa v priebehu rokov vyvijala. Pévodne bolo mozné
identifikovat’ pritomnost’ alebo nepritomnost’ transkriptov BCR-
ABL bud’ jednostupiiovou amplifikaciou alebo dvojstupiiovou
,vnorenou amplifikdciou s vnutornymi primermi. Kvantitativna
PCR v realnom case (RQ-PCR) poskytuje presné meranie
celkovej hmoty leukemickych buniek a mieru, do akej su
transkripty BCR-ABL redukované terapiou, koreluje s prezitim
bez progresie.

V roku 2005 boli predlozené navrhy na harmonizaciu
roznych metodik na meranie transkriptov BCR-ABL u pacientov
s CML podstupujucich lie¢bu s pomocou konverzného faktora,
pomocou ktorého moézu jednotlivé laboratoria vyjadrovat
hladiny transkriptu BCR-ABL v medzinarodne dohodnutom
meradle. Taktiez bol prijaty konsenzus na pouzitie sériovych
kvantitativnych vysledkov PCR namiesto cytogenetiky kostnej
drene alebo FISH pre gén BCR-ABL na monitorovanie
jednotlivych pacientov reagujtcich na liecbu a detekciu a hlasenie
Ph-pozitivnych subpopulacii nestcich mutacie BCR-ABL

%9‘

kinazovej domény. Nasledne bola vyvinutd a implementovana
medzinarodna Skala na porovnavanie hladin BCR-ABL mRNA
z jednotlivych laboratorii, aby sa ul'ah¢ila spolo¢nd interpretacia
a aby sa usmernilo klinické rozhodovanie. Hodnoty BCR-
ABL generované roznymi laboratoriami boli zostladené s
medzinarodnou mierkou tak, ze hlavna molekularna odpoved’
(MMR) bola definovana ako hodnoty BCR-ABL = 0,1 % alebo
[13].

U kazdého nového pacienta, ktorého krvny obraz naznacuje
diagnézu chronickej MPN, je detekcia transkriptov BCR-ABL vo
vzorke krvi pravdepodobne najlepsim spdsobom na potvrdenie
diagnézy CML. Cytogenetika kostnej drene je nevyhnutna na
identifikaciu akychkol'vek neobvyklych translokacii alebo
dalsich cytogenetickych abnormalit a RQ-PCR pre BCR-ABL
pri diagnoéze urci, ¢i su pritomné bezne pozorované transkripty
el3a2 (b2a2) alebo el4a2 (b3a2) alebo ¢i je pritomny jeden z
menej beznych fuznych transkriptov, ktoré nie su amplifikované
Standardnymi sadami primerov. To méze zabranit' zmaétku, ak
ma pacient po terapii nedetegovatelné transkripty BCR-ABL,
pretoze ich transkripty neboli amplifikované v Standardnom
teste. Ak odber buniek kostnej drene nie je mozny, alternativnou
metodou na potvrdenie diagnoézy je FISH vykonana na vzorke
krvi s pouzitim dudlnych sond pre gény BCR a ABL. FISH méze
tiez detegovat’ cytogeneticky ,tiché* BCR-ABL preskupenia a
delécie v derivate 9q+, ktoré maju prognosticky vyznam, a preto
sa maju uskutocnit’ v spojeni s cytogenetikou kostnej drene a
RQ-PCR pre BCR-ABL transkripty [14].

Definicia faz ochorenia

Chronicka myeloidné leukémia je ochorenie prechadzajice
niekol’kymi fazami. Ich rozlisenie bolo mozné prijatim konsenzu
hodndt a nalezov vySetreni.

Akcelerovanad faza

Vo vseobecnosti je AP charakterizovana priznakmi hortcky,
noc¢ného potenia, ubytku hmotnosti a bolesti kosti, zvySenym
pocétom blastov a skorych myeloidnych buniek v kostnej dreni
a periférnej krvi a dokazom karyotypovej evolicie. Klasifikacia
Svetovej Zdravotnej Organizacie definuje AP CML jednou
alebo viacerymi z nasledujticich zmien: 10-19 % myeloblastov
v periférnej krvi alebo kostnej dreni; bazofily v periférnej krvi
vyssie ako 20 %; pretrvavajuca trombocytopénia, menej ako
100x10%1; perzistentna trombocytoza viac ako 1000x10%1

nestvisiaca s terapiou; zvySenie po¢tu Le a zvicSenie sleziny
nereagujice na liecbu a/alebo dokaz klonalnej evolicie -
najbeznejSie cytogenetické zmeny spojené s vyvojom ochorenia
st d’alsi Ph chromozom, trizomia 8, izochrom I(17q) a trizomia
19 (tab. 1; obr. 4).

Obr. 4 Chronicka myeloidnd leukémia, akcelerovanad faza.

(A) Periférny nater vykazujici zvySenu nezrelost v pripade, v ktorom blasty tvorili viac ako 10 % cirkulujucich leukocytov. (B) Periférny nater
ilustrujtici zvySené bazofily v pripade, v ktorom bazofily tvorili viac ako 20 % cirkulujicich leukocytov. (C) Biopsia kostnej drene ukazuje
zvysenu fibrozu a maly dysplasticky megakaryocyt. Tieto zistenia naznacuju akcelerovanu fazu (Hoffman, et al., 2018; [5]).
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Tab. 1 Definicia faz CML podla WHO klasifikacie. (Vydra, a kol., 2019; [15]).

Chronicka faza

Akcelerovana faza

Bazofily v PK > 20 %

Leukocytoza alebo splenomegalia nereagujuca na liecbu.
Blasty 10-19 % v KD alebo PK.

Trombocytopénia nevyvolana liecbou.

Trombocytoza > 1000x 10%/1 nereagujtica na liecbu.

Cytogeneticky dokaz klonalnej evoltcie.

Blastova faza

Blasty > 20 % v PK alebo KD.
Extramedularna infiltracia blastov.
Vel'ké loziska alebo zhluky blastov v kostnej dreni (CD34+,TdT+).

Skratky: KD: kostna dren, PK: periférna krv

Blastova faza

Blastova faza pripomina akttnu leukémiu. Definovana je
ako pritomnost’ viac ako 20 % blastov v kostnej dreni alebo
periférnej krvi, pritomnostou velkych agregatov a zhlukov
blastov v biopsii kostnej drene alebo rozvojom extramedularnych

blastickych infiltratov (tab. 1; obr. 5). U priblizne dvoch tretin
pacientov maju blasty myeloidny alebo nediferencovany fenotyp,
zatial' ¢o u zvys$nej tretiny sa blasty javia ako lymfoidné. Na
charakterizaciu povahy blastov sa odporac¢a imunofenotypova
analyza (vySetrenie prietokovou cytometriou) [14].

Obr. 5 Chronicka myeloidna leukémia, blastova faiza.

(A) Aspirat kostnej drene zobrazujici myeloidnu blastickt fazu spojent: s t(9;22) a inv(16). VSimnite si abnormalne eozinofily (v strede); (B)
Arpirat kostnej drene vykazujuci lymfoidn blasticku fazu na pozadi rezidualnej chronickej myeloidnej leukémie; (C) Biopsia kostnej drene
znazornujuci fokalnu blastova fazu (Hoftman, et al., 2018; [5]).

Diferencialna diagnostika a prognoza ochorenia

V tejto kapitole sa zameriame na diferenciadlnu

diagnostiku a prognézu ochorenia CML.

Diferencidlna diagnostika ochorenia i
Diferencialna  diagnostika CML  zahfna @ 2
dalsie  myeloproliferativne novotvary a to: Q°

myelodysplastické/myeloproliferativne novotvary,
myeloidné/lymfoidné novotvary s eozinofiliou
a s abnormalitami v PDGFRA, PDGFRB alebo
FGFRI a akutne leukémie s pozitivnym Philadelphia
chromozémom. Zasadnym v diagnostike je negativny
vysledok ber/abl pomocou metédy FISH, ktoré sluzi
ako rychly a prakticky nastroj na vylucenie vacsiny

diagnéz [16]. D &

V diferencialnej diagnostike moze sposobit
najvacsi problém odlisenie od chronickej neutrofilnej
leukémie, juvenilnej myelomonocytovej leukémie a jej dospelej
formy chronickej myelomonocytovej leukémie (obr. 6).

CNL je dalsia MPN, ktora sa prejavuje periférnou krvou,
kostnou drefiou a extramedularnymi infiltracnymi vzormi
podobnymi CML, no pritomné st len neutrofilné granulocyty
a menej ako 10 % neutrofilov periférnej krvi je nezrelych [9].

Obr. 6 Chronicka neutrofilna leukémia.

(A) Periférna krv - neutrofily mézu vykazovat’ toxicku granulaciu,

pocet nezrelych foriem je menej ako 5-10%.; (B) Biopsia kostnej

drene odhal'uje myeloidnu hyperplaziu bez zvysSenia poctu blastov
(Weksler, Schechter, Ely, 2018; [17]).
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Juvenilni  myelomonocytovii  leukémiu a  dospela
chronicki myelomonocytovu leukémiu klasifikuje WHO ako
myelodysplastické/myeloproliferativne ochorenia, pretoze sa
klinické, laboratérne alebo morfologické nalezy podobaju.
Juvenilnd myelomonocytova leukémia sa vyskytuje u deti
mladsich ako 4 roky a je sprevadzana zvySenim poc¢tu monocytov
a granulocytov, vratane nezrelych granulocytov a prejavuje sa
dyserytropoézou.

Ph chromozom sa niekedy vyskytuje u pacientov s AML a
ALL. Rozumie sa, ze nicktoré z tychto pripadov pravdepodobne
predstavuji nediagnostikovani CML, ktora pred diagndzou
rychlo progredovala do AL. Avsak, pretoze rychlo sa deliace
maligne bunky su nachylnejsie na genetické mutacie, pritomnost’
Ph v AL mdze vyvolat mutaciu v neskorSom S§tadiu, ktora len
malo prispela k leukemogenéze AL [9].

Progndza ohorenia

Chronickd myeloidnd leukémia mala priemerni dizka
prezitia od diagnostiky priblizne 3 roky. Bez terapie sa CML
vyvinie z CP na AP a nakoniec do BC. Priblizne u 25 % pacientov
nie je medzi chronickou fazou a blastovou krizou intervenujuca
AP. Median ¢asu prezitia sa s terapiou vyznamne predizil. Po
zavedeni liecby imatinibom bol zaznamenany dramaticky
pokles umrti na CML v udajoch o tmrtiach upravenych podla
veku z epidemiologie a kone¢nych vysledkov US Surveillance
Epidemiology and End [14]. Dlhodob¢ sledovanie pacientov s
CML, ktori dosiahli GpInt cytogenetickt odpoved’ (KCR) 2 roky
po zacati lieCby imatinibom, ukazalo, ze umrtia suvisiace s CML
su menej Casté a prezivanie sa Statisticky vyznamne nelisi od
beznej populacie [18].

Prognostické skorovacie systéemy

Pre predpoved dizky chronickej fazy bolo vyvinutych
mnozstvo prognostickych skorovacich systémov. Najznamejsi
a najpouzivanejsi index vyvinuli Sokal s kolegami. Algoritmus
bol identifikovany pomocou prognostickych faktorov ako
vel’kosti sleziny, percenta cirkulujtcich blastov, po¢tu krvnych
dosticiek a veku. Sokalova $kala vSak bola zalozena na terapiach
dostupnych v tom ¢ase (busulfan, splenektémia) a novsie systémy
pre pacientov lieCenych napr. interferonom (INF) nasledne
viedli k nov§im prognostickym skoérovacim systémom. Tieto
skaly vsak m6zu mat’ obmedzena predikénti hodnotu vo veku
inhibitorov tyrozinkinazy.

Priblizne 20 % pacientov s CML ma delécie
chromozomalneho materialu roznej velkosti na derivate 9q+.
Tieto delécie sa pravdepodobne vyskytuju sucasne s tvorbou
chromozomu Ph, a preto sa nepovazuji za d’alSie klonalne
zmeny, ktoré by naznacovali ochorenie AP. Pacienti s del 9q+
maju horsiu prognézu, ak dostavaju IFN liecbu; nie je jasné,
¢i takéto delécie majii alebo nemaji zIu progndzu u pacientov
lieCenych imatinibom. V sucasnosti st dostupné populaéné
stidie skimajiice mortalitu CML u imatinibu. Ukazujt, Ze vzor
umrtnosti u pacientov s CML stvisiaci s vysokym Sokalovym
skore sa stal podobnym vzoru stredného skore vyvolaného
pouzitim imatinibu u pacientov s CP-CML [14].

Prikladmi skorovacich systémov su skore podla Sokala,
Hasforda, EUTOS (The European Treatment and Outcome Study
for CML) a ELTS (EUTOS long-term survival) - tabul’ka 2.

Tab. 2 Vypocet rizikového skore podla Sokala, Hasforda, EUTOS a ELTS. (Mayer, a kol., 2016; [3]).
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Sokalove skore Hasfordove skére EUTOS skoére ELTS skore
0,666 x vek
(0 pokial je vek <50
Exp 0,0116(vek-43,4) e o i< 1l)
+0,0345 x (slezina * 0’34(2) (’)‘Svs‘j lioljfa::ezmy 0,0025 x (vek/10)’
-7,51) 0 asy o +0,0615 x slezina
, +0,0413 eozinofily velkost’ sleziny x 4
Vypocet + 0,188 x +0,1052 x blasty
+ 0,2039 bazofily + bazofily x 7 N
[(trombocyty/700)* , . +0,4104 x (podet
(0 ak su bazofily < 3%, inak 1) .
0,563)] trombocytov/1000)"
+1,0956 trombocyty
+0,887x (blasty-2,10) LT ————
< 1500x10%1, inak 1)
x1000
Nizke riziko <0,8 <780 <87 < 1,5680
Stredné riziko 0,8-1,2 781 - 1480 - 1,5680-2,2185
Vysoké riziko >1,2 > 1481 > 87 >2,2185

Vysvetlivky: Exp: exponencialna funkcia; vek v rokoch; slezina v cm pod rebrovym oblukom; pocet
trombocytov x10%1; blasty, eozinofily, bazofily v percentach v periférne krvi

Lie¢ba

Lie¢ba CML presla ur¢itym vyvojom. Znama molekulova
podstata umoznila zavedenie cielenych liekov, ¢o zmenilo
prirodzeny priebeh a najmd prognézu tohto ochorenia uplne
unikatnym sposobom. Problémom zostava liecba pokrocilych

faz ochorenia, d’alej vznik rezistencie na TKI u pacientov v
chronickej faze a koneéne doterajsia nemoznost Gplnej likvidacie
choroby postupom inym ako rizikami zat’azenou transplantaciou
krvotvornych buniek.
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V sucasnosti mozeme liecbu rozdelit’ do troch hlavnych
oblasti, a to:

1. Cytoredukcia a podpornd liecha
e  Hydroxyurea, anagrelid.
o Leukaferéza, eventualne trombocytaferéza.
e  Korekcia parametrov vnutorného prostredia [19,20].

2. Tyrozinkindzové inhibitory

e Imatinib: TKI 1. generacie s mechanizmom ucinku
kompetitivnej inhibicie tyrozinovych kinaz ABL, BCR-
ABL, c-Kit, PDGFR a AGR. Integraciou s bielkovinou
BCR-ABL zabranuje vizbe ATP a stabilizuje enzym
v inaktivnej konformacii. V roku 2001 bol uvedeny
do klinickej praxe pre terapiu CML, v stiCasnej dobe
je liecbou 1. linie u novodiagnostikovanych ochoreni.
Po 8 rokoch terapie preziva >90% osob. Zneziaducich
ucinkov st najvyznamnejsie traviace t'azkosti, svalové
ktée, opuchy.

e  Nilotinib: TKI 2. generacie, Strukturalne odvodeny od
imatinibu, ale selektivnej$iai¢innejsi, k ABL-kindzovej
doméne sa viaze azs 30krat vicSou afinitou ako imatinib.
Liecba druhej linie pre chronicku a akcelerovanu fazu
pri rezistencii alebo netolerancii IM. Od roku 2010 tiez
liecbou prvej linie. Z neziaducich G¢inkov je vyznamné
zvysenie pecenovych a pankreatickych enzymov.

e Dasatinib: Strukturdlne odligny dudlny inhibitor
kindz ABL a SRC, in vitro 325x ucinnejsi nez
imatinib v inhibicii nemutovanej kinazy BCR-ABL
a ich mutovanych variant, s vynimkou mutacie
T3151. Podavany v druhej linii liecby po zlyhani ¢i
netolerancii liecby prvej linie. Z neziaducich ucinkov
je najvyznamnejSia hematologicka toxicita a pleuralne
vypotky.

e Bosutinib: Dualny SRC a ABL TKI druhej linie,
nasadzovany pri neucinnosti alebo netolerancii
predoslych TKIs.

e Ponatinib: Novy perspektivny liek, silny inhibitor
vsetkych kindz BCR-ABL. In vitro preukazal
schopnost’ inhibicie nielen nemutovanej kinazy BCR-
ABL, ale rovnako vsetkych jej mutovanych varient
vratane polyrezistentne] mutacie T3151. Na zaklade
vysledkov stidie PACE (Ponatinib Ph+ ALL and CML
Evaluation) bol schvéleny k liecbe CML vo vsetkych
fazach v pripade rezistencie alebo intolerancie ostatnych
TKIs [19,20].

3. Transplantdacia hematopoetickych buniek (HCT)

Transplantacia KD a kmenovych buniek s autolognymi alebo
alogénnymi HSC boli hlasené ako liecebné, najmé u pacientov
mladsich ako 55 rokov. Optimalne prezitie nastava, ked’ je
pacient lieCeny pocas chronickej fazy do 1 roka od diagnozy a je
mladsi ako 50 rokov. Liecba si vyzaduje ablativiu chemoterapiu,
po ktorej nasleduje transplantacia mobilizovanych normalnych
progenitorovych buniek, ktoré vykazuju povrchové markery
CD34+[20,21].

Zaver

Chronicka myeloidna leukémia  je klonalne
myeloproliferativne ochorenie charakterizované pritomnostou
Philadelphia chromozému - t(9,22). Za nekontrolované

mnozenie krvotvornych buniek a z toho vyplyvajuce prejavy
ochorenia je zodpovedna aktivovana Ber-Abl tyrozinkinaza,
ktora je kodovana BCR-ABL1 génom. V¢asna, presna a spravna
hematologicka, biochemickd, cytogenetickd a molekularna
diagnostika CML zamerana na zistenie ochorenia a G¢innosti
terapie kladie velké naroky na odbornost’ pracovnikov v
laboratoriach, na ich skasenost’ s vyhodnocovanim. Diagnoza
liecby amonitoringu CML su v sti¢asnosti zaloZzené predovsetkym
na kvalite a Standardizacii cytogenetickych a najmé molekulovo-
genetickych metdd. Znama molekulova podstata umoznila
zavedenie cielenych liekov, ¢o zmenilo prirodzeny priebeh a
najmé prognézu tohto ochorenia Uplne unikatnym spdsobom.
Problémom zostava lieCba pokrocilych faz ochorenia, d’alej
vznik rezistencie na TKI u pacientov v chronickej faze a konecne
doterajSia nemoznost uplnej likvidacie choroby postupom inym
ako rizikami zatazenou transplantaciou krvotvornych buniek.
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