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Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je genetsko zelo hete-
rogena bolezen in tudi ena najbolje raziskanih. Kljub temu je
nase razumevanje, kako genetske spremembe sodelujejo pri
nastanku levkemije ali odpornosti na zdravljenje, Se vedno
pomanikljivo. Se vedno ostajajo doloceni podtipi z iziemno
slabimi izidi zdravljenja, saj se bolezen pri kar 20 % bolnikov
ponovi in vecina ne preZivi. Novi pristopi v diagnosticiranju
ALL, ki temeljijo na uporabi metod sekvenciranja naslednje
generacije, prinasajo nove moznosti za boljSe razumevanje
razvoja bolezni, opredelitev novih podtipov bolezni in boljse
ocenjevanje tveganja. Omogocajo tudi spremljanje klonalne
dinamike med zdravljenjem in ob relapsu, kar odpira nove
moznosti za boljSo obravnavo bolnikov z relapsom ALL. Prav
tako lahko s temi metodami natancéneje spremljamo odziv na
zdravljenje in prepoznavamo nove potencialne tarce za bolj
usmerjeno zdravljenje.

Kljucne besede: akutna limfoblastna levkemija, sekvenci-
ranje naslednje generacije, relaps, minimalni preostanek
bolezni.

Abstract

Genetically, acute lymphoblastic leukaemia (ALL) is a very
heterogeneous disease, but it has also been one of the most
thoroughly researched diseases. Nevertheless, our knowl-
edge of how genetic changes are interrelated in the develop-
ment of leukaemia and treatment resistance is still lacking.
Certain ALL subtypes still have extremely poor treatment
outcomes, with up to 20 % of patients experiencing arelapse,
the majority of whom do not survive. New approachesin the
diagnostic work-up for ALL, based on the use of next-gener-
ation sequencing methods, have provided new possibilities
for expanding our understanding of the development of the
disease biology, identification of new genetic subtypes, and
better risk assessment. They also enable monitoring of clon-
aldynamics during treatment and at relapse, which opens up
new prospects for better management of patients with ALL
relapses. There are also attempts to use these methods for
more accurate monitoring of treatment response and identi-
fication of new potential targets for more focused treatment.

Key words: acute lymphoblastic leukaemia, next-generation
sequencing, relapse, minimal residual disease.
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Uvod

Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je
rak krvnih celic in kostnega mozga ter
predstavlja kar Cetrtino vseh rakavih
bolezni priotrocih (1). V Sloveniji za ALL
zboli povprec¢no 13 otrok na leto (2). Do
razvoja ALL pride zaradi maligne pre-
obrazbe limfoblastov, ki ohranijo spo-
sobnost delitve, a izgubijo sposobnost
dozorevanja v zrele limfocite B oz. T. V
kostnem mozgu se pretirano namnoZi-
jo blasti, ki izpodrinejo zdrave celice,
zato pride do oviranja normalne hema-
topoeze (3).

Postavitev diagnoze ALL temelji na
anamnezi, klini¢cnem pregledu in raz-
licnih laboratorijskih preiskavah. Opra-
vimo osnovne laboratorijske preiskave,
kot so hemogram in biokemijske pre-
iskave. Pri vsakem bolniku opravimo
tudi citomorfoloski pregled aspirata
kostnega mozga in s pretocno citome-
trijo dolo¢imo imunofenotip (B-celicna
akutna limfoblastna levkemija (B-ALL)
ali T-celi¢na akutna limfoblastna lev-
kemija (T-ALL)). Sledijo citogenetske
preiskave (analiza kariotipa in fluo-
rescencna hibridizacija in situ (FISH))
in molekularnogenetske preiskave
(obratna transkripcija in verizna reak-
cija s polimerazo (angl. reverse tran-
scription polymerase chain reaction,
RT-PCR), od ligacije odvisno hkratno
pomnoZevanje sond (angl. multiplex
ligation-dependent probe amplifi-
cation, MLPA)). Z RT-PCR doloc¢amo
nekatere genske preureditve, ki lahko
narekujejo zdravljenje, z MLPA pa ugo-
tavljamo vecje delecije in duplikacije v
posameznih genih (3, 4).

ALL imunofenotipsko delimo na B-ce-
licno ALL, ki je pogostejsa (70-75 %), in
T-celi¢no ALL (15-25 %). B-ALL nada-
lje razvrstimo glede na citogenet-
ske nepravilnosti, in sicer na B-ALL
brez dolocene opredelitve in B-ALL
s ponavljajo¢imi se genskimi nep-
ravilnostmi. Med slednje uvrs¢amo
anevploidije, kromosomske transloka-
cije, ki deregulirajo onkogene ali zapi-
sujejo himerne transkripcijske faktorje,
ter delecije, amplifikacije in tockovne

genetske spremembe (5). Med pedia-
tricnimi bolniki z B-ALL sta najpogo-
stejsSi hiperdiploidnost in prisotnost
translokacije t(12;21) [ETV6-RUNX1],
ki sta napovedno tudi najbolj ugo-
dni. Spremembe s slabim napoved-
nim pomenom so translokacija t(9; 22)
[BCR-ABLI], preureditve gena KMT2Ain
hipodiploiden kariotip. Bolnike s tran-
slokacijo t(1;19) [TCF3-PBX1] in bolnike
brez sprememb kariotipa uvrs¢amo v
skupino z vmesnim tveganjem (6).

Pri T-ALL so najpogosteje prisotne
genetske spremembe, ki vplivajo na
tri signalne poti, in sicer na izrazanje
T-linijskih transkripcijskih faktorjev,
med katerimi so pogoste spremembe
v genih TALI, TAL2, TLX1, HOXA, LMO1/
LMO2 (7-9), signaliziranje NOTCH1/
MYC, pri ¢emer gre najpogosteje za
izkrivljeno aktivacijo transkripcijskega
faktorja NOTCH1 (10, 11), in regulacijo
celi¢nega cikla, pri kateri najveckrat
najdemo delecije na tumorsupre-
sorskem lokusu. Obicajno so prisotne
delecije CDKN2A/CDKN2B, redkeje tudi
CDKN1B, RB1 ali CCND3 (9).

Poseben podtip T-ALL je limfoblastna
levkemija z zgodnjimi prekurzorji T-ce-
lic (angl. early T-cell precursor ALL,
ETP-ALL). Zanjo je znacilen poseben
imunofenotip (znizano ali odsotno
izrazanje T-celi¢nih oznacevalcev CD1a,
CD8in CD5 ter izkrivljeno izrazanje mie-
loidnih oznacevalcev in oznacevalcev
maticnih celic), genetsko pa je zelo
heterogena (12). Pogosto so prisotne
spremembe v genih, ki so pomembni
za hematopoetski in limfoidni razvoj
(RUNX1, IKZF1, ETV6, GATA3, EP300),
genih, vpletenih v signaliziranje pre-
ko citokinskih receptorjev in poti Ras
(NRAS, KRAS, JAK1, JAK2, PTPN11),
ter genih, povezanih s kromatinskimi
modifikacijami (PRC2, SETD2) (13, 14).

Na razvoj ALL vplivajo Stevilni dejavni-
ki, med katere uvrs¢amo podedovane
genetske spremembe, primarne (ini-
ciacijske) spremembe in sekundarne
genetske spremembe. Podedovane
genetske spremembe so odgovorne
za vecjo nagnjenost k razvoju bolezni,

primarne in sekundarne spremembe
pa vodijo do motenjv Stevilnih celi¢nih
poteh in s tem do motenj v razvoju lim-
foidnih celic. Do relapsa bolezni pride
zaradi selekcije levkemicnih subklonov
ali pridobitve novih genetskih spre-
memb, ki zagotavljajo odpornost na
zdravljenje (15).

Novejsi pristopi pri
diagnosticiranju ALL

Na izid zdravljenja pomembno vpliva
razvrstitev bolnikov glede na genetske
in molekularnogenetske znacilnosti.
Zahvaljujoc vedno boljSemu razvrsca-
nju bolnikov glede na stopnjo tveganja
in novim pristopom zdravljenja lahko
danes pozdravimo vecino otrok z ALL,
saj je petletno celokupno prezivetje
teh bolnikov v razvitih drZavah visje od
80 % (16, 17). Kljub velikemu napredku
pri zdravljenju ALL imajo nekateri pod-
tipi bolezni Se vedno slabo napoved
izida bolezni. Pri 10-20 % teh bolni-
kov se bolezen ponovi (1, 18), relapse
pa pogosto spremljajo odpornost na
kemoterapijo, neuspesno zdravljenje
in smrt. Prav tako s standardnimi dia-
gnostic¢nimi testi pri priblizno Cetrtini
bolnikov ne najdemo nobenih genet-
skih sprememb, ki bi lahko bolje usme-
rile zdravljenje. Ker zgolj povecevanje
intenzivnosti obstojecih protokolov
zdravljenja verjetno ne bo izboljsalo
njihove ucinkovitosti, ampak le pove-
Calo pojavnost neZelenih ucinkov, osta-
ja izjemno pomembno iskanje novih
diagnosticnih in prognosti¢nih meril,
ki bodo pomagala usmerjati indivi-
dualizirano zdravljenje (19). Uporaba
genomskih in transkriptomskih analiz
ima izjemen pomen pri razumevanju
patogeneze in pomemben prognosticni
ucinek. S transkriptomsko analizo vzor-
ca RNK bolnika z ALL lahko ugotovimo
pomembna neravnovesja, ki vplivajo na
delovanje maligno spremenjene celice,
s sekvenciranjem posameznih celic pa
lahko dobimo vpogled v intratumorsko
heterogenost, ki je pogosto vzrok neu-
spesnega zdravljenja (20).
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Sekvenciranje naslednje generacije

Sekvenciranje naslednje generaci-
je (angl. next generation sequencing,
NGS) je tehnologija, s katero doloca-
mo nukleotidno zaporedije ve¢ milijo-
nov kratkih fragmentov DNK hkrati. To
omogoca hitrejSe dolocanje nukleoti-
dnega zaporedja z manjsSimi stroski v
primerjavi s konvencionalnim sekven-
ciranjem po Sangerju. Z NGS lahko
tudi odkrivamo mnogo vecji spekter
sprememb, med njimi substitucije,
insercije, delecije, velike genomske
delecije eksonov ali celotnih genov ter
tudi inverzije in translokacije (21).

Tehnike NGS omogocajo analizo celot-
nega genoma (angl. whole genome
sequencing, WGS), celotnega eksoma
(angl. whole exome sequencing, WES)
in celotnega transkriptoma (angl. who-
le transcriptome sequencing, WTS),
lahko pa izvajamo tudi sekvenciranje
tarcnih genov. Tehnika WES je uporab-
na predvsem za odkrivanje to¢kovnih
genetskih sprememb, medtem ko WGS
uporabljamo tudi za odkrivanje struk-
turnih sprememb in sprememb v Stevi-
lu kopij (angl. copy number variation,
CNV). Sekvenciranje RNK lahko upo-
rabljamo za analizo mRNK, s katero lah-
ko analiziramo profil izraZenih genov v
celicah in prepoznavamo prisotnost
genetskih sprememb v zaporedju ter
prisotnost zlitih genov, in tudi nekodi-
rajocih RNK (npr. miRNK). Za rutinsko
uporabo v diagnosticiranju je najbolj
smiselno sekvenciranje tarcnih genov
(20, 21).

Glavni koraki pri sekvenciranju so osa-
mitev DNK ali RNK iz izhodnega vzor-
ca, priprava knjiznice, sekvenciranje
in na koncu bioinformati¢na obdelava
podatkov. Za analiziranje sprememb
pri ALL DNK oz. RNK izoliramo iz celic
kostnega mozga, lahko tudi iz perifer-
ne krvi. Priprava knjiznice se zacne s
fragmentacijo nukleinskih kislin. Ce
Zelimo analizirati RNK, moramo v nas-
lednjem koraku z reakcijo obratnega
prepisovanja sintetizirati komplemen-
tarno DNK (cDNK). Sledi poravnavanje
viseCih koncev ter dodajanje adapter-
skih in indeksnih sekvenc na DNK. V

nadaljevanju sledita CiScenje inizolaci-
ja fragmentov dolocene dolZine, nato
pa se ti fragmenti DNK preko adapter-
jev veZejo na pretocno celico, kjer se
z reakcijo PCR knjiZznica DNK pomno-
Zi. Sledita sekvenciranje in obdelava
podatkov. Obstaja vec razli¢nih plat-
form NGS, ki uporabljajo razli¢ne teh-
nologije sekvenciranja. Za obdelavo
podatkov je na voljo ogromno razli¢-
nih programov in metod, glavni koraki
v postopku pa so procesiranje slike in
generiranje odcitkov zaporedja, ocena
kakovosti odcitkov, poravnava odcit-
kov na referencni genom, identifikacija
razli€ic, anotacija razli¢icin vizualizaci-
ja (22,23).

Sekvenciranje RNK

Sekvenciranje RNK pri bolnikih zALL je
omogocilo boljSe razumevanje patoge-
neze bolezniin vodilo do odkritja novih
gonilnih genetskih sprememb in spre-
memb v izrazanju klju¢nih genov v lim-
foidnem razvoju tudi pri tistih bolnikih,
pri katerih standardne diagnosticne
metode niso pokazale anomalij. To je
vodilo do opredelitve novih genetskih
podtipov ALL in boljSe ocene tveganja
za te bolnike. Sekvenciranje RNK vedno
pogosteje uporabljamo tudi pri spre-
mljanju odziva na zdravljenje in spre-
mljanju toksi¢nosti zdravljenja (24).

Izsledki dosedanjih raziskav kaZejo,
da ima uporaba sekvenciranja RNK
velik potencial v diagnosticiranju ALL,
saj lahko s tem pristopom poleg vseh
novoodkritih genetskih sprememb
zaznamo tudi vecino sprememb (pri-
sotnost najpogostejsih translokacij), ki
jih zdaj dolo¢amo z drugimi metodami
(analiza kariotipa, FISH, RT-PCR). Ven-
dar ima sekvenciranje RNK Se vedno
nekaj omejitev, saj ne moremo zazna-
ti sprememb v vzorcih, ki imajo nizek
deleZ tumorskih celic, ali v vzorcih z niz-
kim izraZanjem spremenjenih genov.
Resitev je povecanje pokritosti sekven-
ciranja, kar pa pomeni tudi visjo ceno
preiskav. Dodatna tezava je zaznavanje
preureditev v promotorskih in ojaceval-
nih regijah, ki jih s sekvenciranjem RNK
neposredno ne moremo zaznati. V teh

primerih lahko spremembe zaznamo
posredno preko prepoznavanja pove-
Canega izraZzanje tarcnih genov (24, 25).

Tarcno sekvenciranje RNK z reagen-
tnim kompletom Archer® FusionPlex®
Acute Lymphoblastic Leukemia

Na trgu se pojavlja vedno vec komer-
cialnih reagentnih kompletov za pri-
pravo knjiznic, ki omogocajo tar¢no
sekvenciranje RNK. TaksSen pristop
je najprimernejsi za rutinsko upora-
bo v diagnosticnih laboratorijih, saj
je tarcno sekvenciranje v primerjavi
z WTS hitrejSe in cenejSe ter tudi bolj
obcutljivo, ker s posebno obliko reakci-
je PCR (angl. anchored multiplex PCR,
AMP) obogatimo tiste gene, ki nas zani-
majo (26, 27). Eden taksnih kompletov
je tudi komplet Archer® FusionPlex®
Acute Lymphoblastic Leukemia, ki vse-
buje 506 oligonukleotidnih zacetnikov,
specificnih za 81 genov, ki so pri ALL
pogosto spremenjeni. Komplet omo-
goca zaznavo znanih in neznanih fuzij-
skih partnerjev, tockovnih genetskih
sprememb in ravni izraZanja genov.
Prepoznava neznanih fuzijskih partner-
jevje zlasti pomembna in uporabna pri
zaznavi preureditev KMT2A in raznoli-
kih preureditev, prisotnih pri podti-
pih BCR-ABL1-podobna ALL in PAXalt
(26, 28). V primerjavi z drugimi paneli,
ki so trenutno na voljo za preucevanje
malignih bolezni, ta najbolje pokriva
gene, pomembne pri ALL. Prednost
uporabe tega panela v rutinskem dia-
gnosticiranju je tudi proizvajalceva
programska oprema, ki omogoca eno-
stavno obdelavo podatkov, vendar
komplet ne pokriva dolocenih genov,
ki igrajo klju¢no vlogo pri ALL, kot so
TP53, CSFIR in NF1. I1zkazalo se je tudi,
da z uporabo tega panela ne zaznamo
dolocenih sprememb, ki smo jih pre-
poznali s standardnimi diagnosti¢nimi
metodami. Za zaznavo sprememb v teh
genih je zato potrebna uporaba drugih
metod. Rezultati oz. spremembe, ki jih
uspemo zaznati, se lahko razlikujejo
tudi zaradi uporabe razli¢nih platform
za sekvenciranje in obdelavo podatkov.
Ce za sekvenciranje uporabimo plat-
formo Illumina, za obdelavo podatkov

Slovenska pediatrija 2021 | 185



pa programsko opremo Archer’, lahko
zaznamo tockovne spremembe, med-
tem ko platforma lonTorrent in pro-
gramska oprema lonReporter tega ne
omogocata, kar moramo upostevati
pri uvedbi metode v laboratorij (26-28).

Novi genetski podtipi
otroSke ALL

Novi genetski podtipi otroske
B-ALL

Genomske analize, predvsem sekvenci-
ranje transkriptoma, so vodile do odkri-
tja novih genetskih podtipov B-ALL, ki
jih do sedaj s standardnimi diagnostic-
nimi metodami nismo prepoznali zara-
di prisotnosti kripticnih preureditev ali
drugih sprememb, ki delujejo kot gonil-
ne genetske spremembe. Mednje uvr-
S¢amo tudi preureditve genov DUX4,
MEF2D in ZNF384, ki skupaj predsta-
vljajo 9-16 % vseh primerov otroskih
B-ALL. Vsi trije geni kodirajo zapise
za transkripcijske faktorje, njihovo
deregulirano izrazanje, ki je posledica
translokacij s Stevilnimi razli¢nimi par-
tnerskimi geni, pa sodeluje pri razvoju
B-ALL. Preureditve gena DUX4 so napo-
vedno ugodne, ZNF384 vmesne, MEF2D
pa neugodne (29, 30).

Eden najpogosteje spremenjenih genov
je gen PAX5, ki zapisuje protein, ki delu-
je kot transkripcijski aktivator, specifi-
¢en za nezrele celice B. Spremembe v
tem genu se pojavljajo pri priblizno 40
% bolnikov. V novejsih raziskavah so
opredelili dva nova podtipa zvmesnim
tveganjem, ki imata specifi¢ne spre-
membe v genu PAX5, in sicer PAX5alt,
za katerega so znacilne preureditve,
intragenske amplifikacije in to¢kovne
genetske spremembe v genu PAX5in je
prisoten pri priblizno 10 % bolnikov, ter
PAX5 P8OR, ki je prisoten pri priblizno 4
% bolnikov (31).

Se en pogosto mutiran gen pri otro-
Ski B-ALL je IKZF1, ki kodira zapis za
transkripcijski faktor IKAROS. Deleci-
je v IKZF1 so prisotne pri priblizno 15

% bolnikov in so povezane z neugodno
napovedjo izida bolezni, saj so med naj-
pomembnejsimi napovednimi dejavni-
ki za relaps (32, 33). Opredelili so tudi
nov prognosti¢ni profil, ki ima pose-
bej neugodno napoved izida, in sicer
IKZF1P"s, Zanj sta poleg delecij v IKZF1
znadilni prisotnost Se vsaj ene deleci-
je v genih CDKN2A, CDKN2B, PAX5 ali v
regiji PAR1 in hkrati odsotnost delecije
gena ERG (34).

Z analizo profila izraZenih genov so v
zadnjih letih opredelili tudi ve¢ novih
podtipov ALL, za katere je znacilna pri-
sotnost zelo raznolikih sprememb na
genski ravni, opredeljuje pa jih profil
izraZenih genov, ki je podoben profi-
lom Ze znanih podtipov B-ALL. Mednje
uvrs¢amo ETV6-RUNX1-podobno ALL,
BCR-ABL1-podobno ALL, KMT2A-po-
dobno ALL in ZNF384-podobno ALL (31,
35, 36). ETV6-RUNXI-podoben profil se
pojavlja pri priblizno 3 % pediatric-
nih B-ALL in je prognosti¢no ugoden,
medtem ko BCR-ABL1-podoben profil
najdemo pri priblizno 10 % bolnikov in
ima manj ugodno napoved izida, aso se
izidi zdravljenja za te bolnike, podob-
no kot za bolnike z BCR-ABL1-pozitivho
ALL, bistveno izboljsali zuporabo zavi-
ralcev tirozin kinaz. Druga dva podti-
pa sta zelo redka (< 1 %) in zato tudi
njun prognosti¢ni pomen Se ni povsem
jasen (31, 35, 37).

Novi genetski podtipi otroske
T-ALL

T-ALL je manj pogosta ALL, za katero
so prav tako znacilne raznolike genet-
ske spremembe. S tehnologijo NGS so
v zadnjih letih pri T-ALL odkrili Stevil-
ne nove genetske spremembe v tran-
skripcijskih faktorjih (DNM2, RELN,
FAT1, NR4A1, CTCF, MYB), epigenetskih
regulatorjih (KMT2D, DNMT3A, EZH2) ter
genih, povezanih z razli¢nimi signal-
nimi potmi (PAK4, MINK1) in uravna-
vanjem celi¢nega cikla (BODIL1, VCP,
CCND3) (9, 38-40).

Poleg sprememb v kodirajocih regi-
jah so zuporabo WGS in sekvenciranja
RNK odkrili tudi ve¢ sprememb v neko-

dirajocih regijah, predvsem na lokusih
LMO1, LMO2 in TAL1, ki nosijo zapise
za transkripcijske regulatorje, ki so
odgovorni za diferenciacijo timocitov
(41). Nove tehnologije so omogocile
tudi prepoznanje 18 novih zlitih genov,
povezanih s T-ALL, med katerimi so
se trije pojavili pri vec bolnikih (ZBTB-
16-ABL1, TRA-SALL2 in NKX2-1) (40).

Uporaba NGS pri
relapsu ALL

Relaps ALL je Se vedno eden glavnih
vzrokov otroskih smrti, povezanih z
rakom (42). Zanj je znacilna odpornost
na kemoterapijo, ki je lahko posledica
klonalne evolucije in selekcijskega pri-
tiska med kemoterapijo. Pri neuspe-
Snem zdravljenju in relapsu rakavih
bolezni je klju¢en dejavnik intratu-
morska heterogenost (ITH) (43). Veci-
na dosedanjega znanja o ITH izvira iz
analize genomskih in transkriptomskih
analiz celokupnega genetskega mate-
riala vec tumorskih celic, s katerimi
dobimo povprecno sliko o prisotnosti
genetskih sprememb, ki izvirajo iz raz-
licnih subpopulacij tumorskih celic. S
takSnimi analizami lahko zato zgresi-
mo zelo majhne klone, ki lahko kasne-
je postanejo dominantni in povzrocijo
relaps ali napredovanje bolezni. Priraz-
iskovanju klonalne dinamike v ospred-
je prihajajo nove metode enoceli¢nega
sekvenciranja, s katerimi lahko znot-
raj posamezne celice hkrati sprem-
ljamo izrazanje do 10* genov. To nam
omogoca popolnoma nov in edinstven
vpogled v dogajanje znotraj celice,
prepoznavanje subklonov z genetski-
mi spremembami, pomembnimi za
relaps, in bistveno boljSe razumevanje
razlik med posameznimi tumorskimi
kloni (44, 45).

Ze ob postavitvi diagnoze ALL so lah-
ko prisotni subkloni, ki so kasneje
odgovorni za relaps in so odporni na
zdravljenje s kemoterapijo Se pred
pridobitvijo sekundarnih genetskih
sprememb. Pogosto imajo spremem-
be v genih CREBBP, NOTCHI in genih,
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povezanih s signalno potjo RAS. Neka-
tere genetske spremembe, ki vodijo v
relaps, nastanejo Sele med kemotera-
pijo, lahko tudi kot posledica kemo-
terapije (spremembe v genih NCOR2,
USH2A in NT5C2) (46, 47). Z genom-
skimi analizami, tudi enoceli¢nim
sekvenciranjem, lahko spremljamo klo-
nalno dinamiko med zdravljenjemin ob
relapsu, kar morda omogoca hitrejse
prepoznavanje tistih bolnikov, pri kate-
rih bi bilo smiselno Ze zgodaj prilagoditi
zdravljenje (44).

Uporaba NGS pri
spremljanju MRD

Minimalen preostanek bolezni (angl.
minimal residual disease, MRD) je
populacija levkemicnih celic, ki prezi-
vijo zdravljenje in so v nadaljevanju lah-
ko vzrok za relaps bolezni. Na podlagi
vrednosti MRD spremljamo odziv na
zdravljenje, dolo¢amo intenzivnost in
trajanje zdravljenja ter bolnike razvr-
Sc¢amo v razli¢ne skupine tveganja za
relaps. V Sloveniji prisotnost blastnih
celic dolocamo z metodo pretocne
citometrije (angl. flow citometry, FC) v
vzorcu kostnega mozga 15. in 33. dan
zdravljenja (48, 49).

MRD lahko merimo z razli¢nimi meto-
dami, kot sta pretoc¢na citometrija in
verizna reakcija s polimerazo, ki ju
danes vecCinoma uporabljamo. Meto-
de za doloc¢anje MRD morajo biti tocne
in obcutljive ter omogocati doloc¢anje
specificnih oznacevalcev za ALL (npr.
imunofenotip, specificne molekularne
spremembe). FC in PCR imata doloce-
ne pomanijkljivosti (48), zato v ospred-
je vse bolj prihajajo tudi metode NGS,
saj SO v primerjavi s prej omenjenima
metodama bolj toc¢ne in obcutljive,
relativno hitre in omogocajo zazna-
vanje razli¢nih genetskih vzorcev in
majhnih subklonalnih populacij. To
zagotavlja manjse Stevilo lazno nega-
tivnih rezultatov MRD in hitrejSe posre-
dovanije pri bolnikih z vecjim tveganjem
zarelaps. BoljSa obcutljivost te metode
je tudi potencialna mozZnost spremlja-

nja MRD iz periferne krvi, s ¢imer bi se
izognili dodatnim odvzemom kostnega
mozga (49, 50).

Zakljucek

Hiter razvoj novih metod je omo-
goCil prepoznavanje Stevilnih novih
genetskih sprememb, ki so vpletene
v razvoj ALL pri otrocih. To je omogo-
Cilo opredelitev Stevilnih novih podti-
pov otroskih ALL in boljSo opredelitev
tveganja pri Stevilnih bolnikih, dobili
pa smo tudi vpogled v mehanizme, ki
so vpleteni v ponovitev bolezni. Vse te
novosti so hkrati tudi novi izzivi glede
uporabe ogromne koli¢ine informacij
pri obravnavi bolnikov, saj za nekate-
re spremembe Se nimamo podatkov o
njihovem kliniénem pomenu.

RNK sekvenciranja trenutno Se ni v
smernicah za obravnavo pediatricnih
bolnikov z ALL, prav tako ga v Sloveniji
Se ne uporabljamo v rutinski obravnavi
vseh bolnikov. V prihodnosti bo potreb-
no podrobneje preucditi, katere tarce bi
dejansko pripomogle k boljSi obravnavi
bolnikov, ter pripraviti in standardizira-
ti protokole za rutinsko uporabo NGS
pri diagnosticiranju ALL in spremljanju
MRD. V Sloveniji poteka molekularno-
genetsko diagnosticiranje ALL v dveh
laboratorijih, in sicer v Specializiranem
hematoloSkem laboratoriju Univer-
zitetnega klini¢nega centra Ljubljana
in na Klini¢nem inStitutu za specialno
laboratorijsko diagnostiko Pediatric-
ne klinike Ljubljana. Oba laboratorija v
prihodnosti nacrtujeta uvedbo metod
NGS v rutinsko diagnosticiranje za bolj
celovito obravnavo bolnikov z ALL.
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