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Wykorzystanie metod cytogenetycznych
i molekularnych w ocenie statusu
genetycznego oraz przebieg leczenia

u pacjenta z rzadka dziecieca postacia
ALL BCR-ABL1-like spowodowang
translokacja t(9;10)(q34;q922)

The use of cytogenetic and molecular methods in the assessment of
genetic status and the course of treatment in a patient with rare childhood
form of BCR-ABL1-like ALL due to the translocation t(9;10)(q34;q22)

Streszczenie

Badania cytogenetyczne sa niezbedne w ocenie czynnikéw rokowniczych w ostrej biataczce limfoblastycznej (ALL) u dzieci. Gtéwnymi
niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi sa: translokacja t(9;22) prowadzaca do fuzji gendw BCR-ABL1 oraz translokacje chromosomu
11 w prazku 11g23, warunkujace rearanzacje genu KMT2A. Gen ABLT moze tworzy¢ fuzje z kilkoma innymi genami, prowadzac do
profilu ekspresji zblizonego do obserwowanego w Ph(+) ALL. Przypadki ALL z takimi fuzjami genetycznymi zostaty zakwalifikowane
do nowego podtypu okreslanego jako BCR-ABL1-like. W pracy przedstawiamy role badarn cytogenetycznych i molekularnych w terapii
14-miesiecznego chtopca z rozpoznaniem common ALL. Podczas diagnostyki ALL za pomocg badania FISH wykluczono fuzje genéw BCR-
ABL1 irearanzacje genu KMT2A. Stwierdzono natomiast obecnos¢ trzech i czterech sygnatéw genu ABL1. Analiza kariotypu i dodatkowo
wykonane badania FISH pozwolity ustali¢ kariotyp pacjenta jako nieprawidtowy, ztozony z ewolucja klonalna. Zaobserwowane punkty
peknie¢ wskazywaly na mozliwos¢ zaangazowania w fuzje genu ZMIZ1. Obecnos¢ genu fuzyjnego ZMIZ1-ABL1 zostata stwierdzona
metoda multiplex PCR i potwierdzona sekwencjonowaniem metoda Sangera. Gen fuzyjny ZMIZ1-ABL1 moze kodowa¢ aktywowana
konstytutywnie forme kinazy tyrozynowej, dlatego stanowi on potencjalny cel dziatania lekéw bedacych inhibitorami tych enzymow.
Z uwagi na nieliczne odnotowane przypadki fuzji genéw ZMIZ1-ABL1 istnieje koniecznos¢ przygladania sie z uwagg efektom
leczenia u pacjentéw obcigzonych ta translokacja. Nasz manuskrypt przedstawia przypadek ZMIZ1-ABL1 pozytywnego ALL, zaréwno
opracowanie diagnostyczne, jak i dane kliniczne pacjenta.

Abstract

Cytogenetic tests are necessary for the assessment of prognosis in pediatric acute lymphoblastic leukemia. The main unfavorable
prognostic factors are: t(9;22) translocation leading to BCR-ABL1 gene fusion and chromosome 11 translocations at breakpoint 1123,
which determine the rearrangement of the KMT2A gene.The ABLT gene can form a fusion with several other genes leading to expression
profile similar to that observed in Ph(+) ALL. ALL cases with such genetic fusion have been classified as new subtype referred to as
BCR-ABL1-like. We present the role of cytogenetic and molecular investigations in the treatment of a 14-month-old boy diagnosed with
common ALL. Using the FISH test, the BCR-ABLT gene fusion and KMT2A gene rearrangement were ruled out. On the other hand, three
and four signals of the ABLT gene were found. The analysis of karyotype and additional FISH tests enabled us to identify an abnormal,
complex karyotype with clonal evolution. The observed breakpoints indicated the possibility of involvement of ZMIZ1 gene in this
fusion. The presence of the ZMIZ1-ABL1 fusion gene was confirmed by the multiplex PCR method and Sanger’s sequencing. The ZMIZ1-
ABL1 fusion gene can encode a constitutive tyrosine kinase activity, hence it is a potential target point for the activity of drugs that
inhibit these enzymes. Because of few reported cases of ZMIZ1-ABL1 genes fusion, it is particularly important to follow patients affected
with this translocation. Our manuscript presents clinical case of ZMIZ1-ABL1 positive ALL, together with the diagnostic work-up and
clinical date of the patient treated.
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WSTEP

Badania cytogenetyczne sg niezbedne w ocenie czynnikéw
rokowniczych w ostrej biataczce limfoblastycznej (acute lymphoblastic
leukemia —ALL) u dzieci. Do niekorzystnych czynnikow rokowniczych
w ALL u dzieci zalicza sie: translokacje 1(9;22) prowadzaca do fuzji
genéw BCR-ABL1, translokacje chromosomu 11 w prazku 11923,
warunkujgce rearanzacje genu KMT2A oraz hipodiploidie [1, 2]. Gen
ABL1 moze tworzy¢ fuzje z innymi genami partnerskimi, prowadzac
do profilu ekspresji zblizonego do obserwowanego w ALL BCR-
ABL 1-pozytywnej. Przypadki ALL z takimi fuzjami genowymi zostaty
zakwalifikowane do nowego podtypu, okreslanego jako BCR-ABL1-
like [3, 4]. W naszej pracy przedstawiamy diagnostyke i leczenie
14-miesiecznego chtopca, u ktérego stwierdzono ALL BCR-ABL1-
like.

OPIS PRZYPADKU | WYNIKI BADAN

Chtopiec zostat przekazany w styczniu 2017 r. do Katedry i Kliniki
Pediatrii, Hematologii i Onkologii WUM z powodu podejrzenia choroby
rozrostowej, wysunietego na podstawie obecnosci 3% blastow
we krwi obwodowej, leukopenii, neutropenii oraz niedokrwistosci.
Dziecko gorgczkowato do 40°C przez 4 dni, bez uchwytnych cech
infekcji w badaniu przedmiotowym i z tego powodu byto leczone
antybiotykami. Pancytopenia krwi obwodowej i odmiodzenie
w uktadzie biatokrwinkowym (3% blastéw) oraz utrzymujgca sie
gorgczka, zadecydowaty o wykonaniu biopsji aspiracyjnej szpiku.
W wykonanym badaniu stwierdzono podwyzszong liczbe blastow
do 19%. Z uwagi na niejasny wynik oceny morfologicznej, pobranie
powtdrzono po 4 dniach — wéwczas stwierdzono odsetek blastéw
w ocenie morfologicznej nieprzekraczajgcy normy 5%. Wykonane
jednoczesnie badanie immunofenotypowe bylo zgodne z oceng
morfologiczng. U pacjenta rozpoznano odczyn blastyczny w przebiegu
gorgczki Po zakonczeniu antybiotykoterapii,
ze znormalizowanymi morfologii, chiopiec zostat
wypisany do domu. W kolejnym miesigcu dziecko byto dwukrotnie
hospitalizowane w szpitalu rejonowym z powodu obturacyjnego
zapalenia oskrzeli i matoptytkowosci (najprawdopodobniej pierwotne;j
matoptytkowosci immunologicznej ITP) w przebiegu infekc;ji
gornych drég oddechowych. Z powodu matoptytkowosci byt on
leczony za pomocag dozylnych preparatow immunoglobulin (IVIG)
z dobrym efektem. W badaniach kontrolnych morfologii z rozmazem
recznym, wykonanych na poczgtku marca 2017 r., poza tagodng
niedokrwistoscig nie stwierdzono nieprawidtowosci. W potowie
marca pacjent zostat ponownie przyjety do Kliniki z powodu

neutropeniczne;.
warto$ciami

podejrzenia choroby rozrostowej, na podstawie rutynowo wykonanej
morfologii, w ktorej stwierdzono: WBC 27 x 10%/ul, LYMPH 87%,
HGB 10,2 g/dl, PLT 65 x 10%ul. Przy przyjeciu chiopiec byt w stanie
dobrym, bez klinicznych cech infekcji. W badaniach laboratoryjnych
stwierdzono: WBC 29 x 10%ul, HGB 9,8 g/dl, PLT 65 x 10%/ul, URCA
(kwas moczowy) 5,2 mmol, LDH 1850 j.m./I. Na podstawie badan
cytomorfologicznych i immunofenotypowych, wykonanych z krwi
obwodowe;j i szpiku (blasty odpowiednio 66% i 88,6%), rozpoznano
B-komodrkowg ALL typu common bez zajecia osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN). Chiopiec zostat zakwalifikowany do leczenia
zgodnie z protokotem ALL IC-BFM 2009 (ALL Intercontinental-BFM

2009). W 8. dobie stwierdzono dobrg odpowiedz na leczenie, a w 15.
dobie szpik M2 oraz minimalng chorobe resztkowg (minimal residual
disease — MRD) 10,7% — ocenione metodg cytometrii przeptywowe;j,
co byto podstawg zmiany grupy terapeutycznej na grupe wysokiego
ryzyka. Obligatoryjne badania FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja
in situ) nie wykazaty obecnosci fuzji genéw BCR-ABL1 (Dual Color,
Dual Fusion, Vysis) ani rearanzacji genu KMT2A (Dual Color, Break
Apart, Vysis), stwierdzono natomiast obecnos¢ 3 i 4 sygnatéw genu
ABL1, odpowiednio w 46,5% i 3,5% jader interfazowych (Ryc. 1). Taki
obraz mogt wskazywaé na powielenie genu ABL1 do odpowiednio
3 i 4 kopii lub fuzji z innym niz BCR partnerem genowym. Analiza
kariotypu pacjenta wykazata obecnos$¢ tylko 2 nieprawidtowych
metafaz (Ryc. 2A i 2B). Ich obraz wykluczyt powielenie genu ABL1
w mechanizmie polisomii chromosomu 9, stwierdzono bowiem
obecnos¢ translokacji pomiedzy chromosomami 9 i 10 (Ryc. 3).
W drugiej z nieprawidtowych metafaz zaobserwowano dodatkowy
chromosom grupy C. Ze wzgledu na obecnos¢ w badaniu FISH
klonu z 4 sygnatami genu ABL1 oraz struktury obserwowanego
chromosomu markerowego, zachodzito podejrzenie powielenia
nieprawidtowego pochodnego chromosomu 10. Badanie FISH
z zastosowaniem sondy PTEN/CEP10 (Dual Color, Vysis) pozwolito
na potwierdzenie tego podejrzenia (trzeci sygnat centromeru
chromosomu 10). Dodatkowo metafaza obecna na preparacie FISH,
pozwolita na stwierdzenie przeniesienia nienaruszonego genu PTEN
na pochodny chromosom 9 (Ryc. 3). Ta obserwacja, przewidywane
na postawie kariotypu punkty peknie¢ oraz analiza literatury,
pozwolity na wytypowanie genu ZMIZ1 jako genu partnerskiego
w obserwowanej translokacji [5, 6]. Poza translokacjg t(9;10),
w obrazie nieprawidtowych metafaz stwierdzono réwniez trisomie
chromosomu 21, co potwierdzono badaniem FISH sondg ETV6/
RUNX1 (Dual Color, Extra Signal, Vysis), wykluczajgc jednoczes$nie
fuzje tych gendw. Ostateczny kariotyp pacjenta zostat opisany jako

Ryc. 1. Obraz badania FISH z sondg BCR/ABL (DC, DF, Vysis).
Powielenie sygnatéw genu ABL1 do trzech i czterech kopii. Syg-
naf genu ABL1 (czerwony), sygnaf genu BCR (zielony)

Fig. 1. Image of the FISH study with the BCR/ABL probe (DC,
DF, Vysis). Multiplication of ABL1 gene signals to three and four
copies. ABL1 gene signal (red), BCR gene signal (green)
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nieprawidtowy, ztozony, meski z ewolucjg klonalng: 47,XY,t(9;10)
(934;922),+21[1]/48,sl,+der(10)t(9;10)[1]/46,XY[21].

Badania cytogenetyczne wykonano z komoérek szpiku pacjenta
z 24-godzinnej niestymulowanej hodowli in vitro, wykorzystujgc
barwienie prgzkowe metodg GTG i CBG oraz technike FISH.
Obecnos¢ genu fuzyjnego ZMIZ1-ABL1 potwierdzono w badaniach
molekularnych. RNA zostat wyizolowany z komérek jednojgdrzastych
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Ryc. 2A. Analiza cytogenetyczna.
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Fig. 2A. Cytogenetic analysis.
(934;q22),+21

s
IR IR G T

8 Ar ba gt ¢ %4

Kariotyp: 47,XY,t(9;10)

Karyotype: 47,XY,t(9;10)

Ly »)"

21 22 X b4

LA |1

Ryc. 2B. Analiza cytogenetyczna. Kariotyp: 48,XY,t(9;10)
(q34;q922),+der(10)t(9;10),+21. Widoczny dodatkowy, pochodny
chromosom der(10) odpowiadajgcy czwartemu sygnatowi genu
ABL1

Fig. 2B. Cytogenetic analysis. Karyotype: 48,XY,t(9;10)
(q34;q922),+der(10)t(9;10),+21. Visible additional derivated chro-
mosome der(10) corresponding to the fourth ABL1 gene signal
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pacjenta za pomocg zmodyfikowanej metody Chomczynskiego.
Nastepnie 1 pg RNA zostat przepisany przy uzyciu odwrotnej
transkryptazy na cDNA. Integralnos¢ RNA zostata oceniona
poprzez ekspresje genu GUS. Obecnos$¢ genu fuzyjnego ZMIZ1-
ABL1 zostata wykryta przy uzyciu metody multipleksowej reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR). Sekwencje starterow uzytych do
reakcji zostaly wczesniej opublikowane [7]. Nastepnie uzyskany
produkt PCR zostat zwizualizowany w 1,5% zelu agarozowym
i miat dtugos¢ okoto 950 par zasad (Ryc. 4). W celu potwierdzenia
obecnosci genu fuzyjnego ZMIZ1-ABL1 i lokalizacji miejsc ztaman
gendw, produkt PCR zostat zsekwencjonowany za pomocg metody
Sangera (Ryc. 5). W opisanym powyzej przypadku miejsca ztaman
wystgpity pomiedzy eksonem 18 genu ZMIZ1 a eksonem 2 genu
ABL1. Badania molekularne catlogenomowe z uzyciem metody
macierzy SNP CytoScanHD (Affymetrix) umozliwity rozpoznanie
trisomii (okoto  50% komorek),
chromosomu 21 (okoto 60% komorek) oraz dodatkowo stwierdzono
delecje w regionach: 6p22.2(26037403_26102630), w obrebie
genu HFE, 10p13(17092235_17121697), w obrebie genu CUBN,
12p13.2(11956309_11958210), w obrebie genu ETV6 (Ryc. 6).
Materiatem do badania byt genomowy DNA wyizolowany ze

mozaikowej chromosomu 14

szpiku kostnego pacjenta. Wynik opracowano przy pomocy analizy
komputerowej z uzyciem programu ChAS v 3.1.0.15. Jako$¢ badania
oceniono wedtug parametréw snpQC (16.9), mapd (0,18)iwavinessSd
(0,12).
uzyciu modelu referencyjnego NA33. Stwierdzenie u chtopca
fuzji genéw ZMIZ1-ABL1 z panelu B-OBL BCR-ABL1-like stato
sie powodem zakwalifikowania go w dalszym etapie leczenia

llos¢ zmienionych regionéw zostata znormalizowana przy

der(9)t(9;10)

, der(10)t(9;10)

Ryc. 3. Obraz badania FISH z sondg CEP10/PTEN (DC, Vysis) na
metafazie. Sygnaf centromeru chromosomu 10 (zielony), sygnat
genu PTEN (czerwony). Widoczny prawidfowy chromosom 10
(z sygnatem centromeru i genu PTEN), pochodny chromosom
der(9) oraz dwa pochodne chromosomy der(10)

Fig. 3. Image of the FISH test with the CEP10/PTEN probe (DC,
Vysis) on metaphase. Chromosome 10 centromere signal
(green), PTEN gene signal (red). Visible normal chromosome 10
(with a centromere and PTEN gene signal), derivative chromo-
some der(9) and two derivative chromosomes der(10)
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do przeszczepienia macierzystych komérek hemopoetycznych
w petnej remisji. W 33. dobie leczenia wedtug programu ALL
IC-BFM 2009, w planowym kontrolnym badaniu szpiku stwierdzono
szpik aplastyczny, w 40. dobie pancytopenie krwi obwodowej. Petng
remisje okreslono u dziecka dopiero w 47. dobie leczenia. W ocenie
remisji wykorzystano rowniez m.in. badania genetyczne, tj. badanie
FISH z sondg BCR/ABL i badanie molekularne (ocena obecnosci
genu fuzyjnego ZMIZ1-ABL1). Okres chemioterapii byt powiktany
epizodami gorgczki zapalenia
Sluzéwek po wlewach metotreksatu. Pacjent po leczeniu indukcyjnym
(prot. IA'i IB Augmented) i konsolidacyjnym (bloki HR1, HR2 i HR3)
miat wykonane przeszczepienie komoérek hematopoetycznych od

pancytopenii, neutropenicznej i

catkowicie zgodnego w ukitadzie HLA dawcy niespokrewnionego
(10/10 antygendéw). Okres poprzeszczepowy nie byt powiktany ostrg
chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi (graft-versus-host
disease — GvHD). Ze wzgledu na 5% chimeryzm autologiczny, miat
on wczesniej zakonczong immunosupresje prowadzong za pomocg
cyklosporyny. Badania kontrolne szpiku wykonane w grudniu 2018 r.
wykazaty 100% chimeryzm dawcy i utrzymujgca sie remisje.

DYSKUSJA

Translokacja t(9;10)(q34;922) prowadzi do fuzji genéw ZMIZ1-ABL1
w wyniku ztamania w eksonie 14 lub 18 genu ZMIZ1, z eksonem
2 genu ABL1 [4, 5, 7]. Transkrypt ZMIZ1-ABL1 ulega translacji
do chimerycznego biatka o wielkosci 197 kDa i zawiera bogatg
w proling domene biatka ZMIZ1 oraz domene kinazowg biatka ABL1
[6]. Prawdopodobnie posiada ono zdolno$¢ transformacji komorki
poprzez konstytutywng aktywacje kinazy tyrozynowej. Dlatego
u pacjentdw z tym genem fuzyjnym korzystne moze okaza¢ sie

genZMIZ1 ekson 18
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Ryc. 4. Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktu PCR w
1,5% zelu agarozowym

Fig. 4. Image of electrophoretic separation of the PCR product in
1.5% agarose gel
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Ryc. 5. Chromatogram z miejscami ztaman genow ZMIZ1 i ABL1
Fig. 5. Chromatogram of ZMIZ1 and ABL1 gene breakpoints
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deletion exon 18-22
gene CUBN

deletion intron 2 gene
ETVE

deletion whole gene
HFE

trisomy chromosomes
14and 21

Ebg =

N - -
[x 2]

Ryc. 6. Analiza metoda mikromacierzy calogenomowych (CytoScan HD) w kierunku detekcji zmian w liczbie kopii materiatu genety-
cznego. Wynik wskazuje na obecnos¢ trisomii chromosomow 14 i 21 oraz mikrodelecji w obrebie genéw CUBN, ETV6 i HFE

Fig. 6. Analysis using the whole genome microarray (CytoScan HD) method for detecting copy number variation (CNV) of genetic
material. The result indicates the presence of trisomies of chromosomes 14 and 21 and microdeletion involving the CUBN, ETV6

and HFE genes

stosowanie inhibitoréw kinaz tyrozynowych [7]. Zaobserwowana
przez nas ftranslokacja wystepuje gtéwnie u mitodych o0s6b
z czestoscig ponizej 1% [4, 6]. Opisany przez nas przypadek, z uwagi
na zdiagnozowane aberracje typu BCR-ABL1-like ALL, zostat
zaliczony do grupy wysokiego ryzyka i tym samym zakwalifikowany
do procedury przeszczepowej allo-HSCT. Ta $ciezka terapeutyczna
cho¢ agresywna i niepozbawiona skutkéow ubocznych, by¢é moze
przyczynita sie do osiggniecia dtugotrwatej remisji. U chtopca
nie zaistniata zatem konieczno$¢ leczenia inhibitorami kinaz
tyrozynowych (tyrosine kinase inhibitor — TKI). Z uwagi jednak na
nieliczne odnotowane przypadki fuzji genow ZMIZ1-ABL1 istnieje
koniecznos¢ przygladania sie z uwaga efektom leczenia u pacjentéw
obcigzonych tg translokacjg, w tym tych, ktérzy poddani zostang
terapii eksperymentalnej z zastosowaniem TKI.

PODSUMOWANIE

Petne ustalenie obrazu zmian genetycznych w komor-

kach nowotworowych oraz ich wykorzystanie w trakcie le-

czenia, wymaga wspotpracy zespotdbw  cytogenetycznych
i molekularnych oraz lekarza prowadzacego. Badanie kario-
typu jest nadal istotng metodg catogenomowa, pozwalaja-

cg na ocene obecnosci zmian zaréwno zréwnowazonych, jak
i niezrbwnowazonych, ktére mogg mie¢ istotny wptyw na podejmo-
wane decyzje terapeutyczne. Jednakze z uwagi na jego ograniczong
rozdzielczo$¢, nalezy zaobserwowane fuzje genowe potwierdzaé
metodami cytogenetyki molekularnej (FISH) lub genetyki moleku-
larnej. Whnikliwa ocena statusu genetycznego pozwala réwniez na

wyodrebnienie tych zmian, ktére mogg zosta¢ wykorzystane w mo-
nitorowaniu przebiegu leczenia pacjenta lub stwierdzeniu ewentual-
nej wznowy. Techniki molekularne, takie jak analiza mikromacierzy
pozwalajg na ustalenie zmian niezrownowazonych, ale nie znajdujg
zastosowania w identyfikacji aberracji zréwnowazonych. Nalezy pa-
mieta¢, ze kazda ze stosowanych wspétczesnie metod diagnostyki
genetycznej, posiada swoje ograniczenia. Dlatego powinny by¢ wy-
korzystywane tgcznie, zwtaszcza w trakcie badan diagnostycznych
przed rozpoczeciem leczenia.
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