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Badanie wewnatrztandemowej duplikacji genu FLT3 u chorych

z ostra biataczka szpikowa

Studies of FLT3 internal tandem duplication in acute myeloid leukemia patients

Szymon Zmorzynski', Dorota Koczkodaj', Matgorzata Michalak’, Ewa Wasik-Szczepanek?, Agata Filip'

STRESZCZENIE

Ostra biataczka szpikowa (OBS) jest zréznicowana choroba hematologicz-
ng. Wewnatrztandemowa duplikacja genu FLT3 (FLT3-ITD) wptywa nie-
korzystnie na rokowanie i jest wykrywana u okofo 25% chorych na OBS
(we wszystkich podtypach wedtug klasyfikacji FAB). Mutacje genu FLT3
wystepujg najczesciej u chorych na OBS z prawidtowym kariotypem.

W celu wykrycia mutacji FLT3-ITD wykorzystano reakcje fancuchowej
polimerazy (PCR). Badanie wykonano u 15 chorych na OBS, u 4 chorych
wykryto mutacje FLT3-ITD.

Stowa kluczowe: ostra biataczka szpikowa, prawidtowy kariotyp, mutacja
genu FLT3

SUMMARY

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous hematologic disease.
A FLT3-internal tandem duplication (FLT3-1TD) mutation imparts a parti-
cularly poor prognosis. It is found approximately in 25% of patients with
AML (in all subtypes according to FAB classification). Mutations of FLT3
are the most common abnormalities in AML patients with normal kary-
otypes.

To assess the internal tandem mutation in FLT3 gene we used polymerase
chain reaction (PCR) to screen 15 AML patients. FLT3-ITD mutation was
detected in 4 of 15 patients with AML.

Key words: Acute myeloid leukemia, Normal karyotype, FLT3 gene muta-
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Wstep

Ostra bialaczka szpikowa - OBS (acute myeloid leu-
lcemia; AML) jest najczesciej spotykana postacia
biataczki u o0séb dorostych. Wystepuje jako choroba
klonalna, w ktérej dochodzi do nadmiernej prolife-
racji i kumulacji niedojrzatych morfologicznie oraz
czynnosciowo komoérek blastycznych [1]. Komorki te
wywodza si¢ z prekursorowej, transformowanej no-
wotworowo macierzystej komoérki hematopoetycznej
szpiku z wytaczeniem linii limfoidalnej [1, 2]. OBS
stanowi 75-80% przypadkow ostrych biataczek u do-
rostych, natomiast u dzieci wystepuje w okoto 15%
wszystkich przypadkow [3].

Niestabilnosci chromosomowe wykrywane pod
postacia aberracji chromosomowych sa klasycznym
markerem wielu procesow rozrostowych wywodzacych
sie z uktadu hematopoetycznego. Maja one kluczowe
znaczenie nie tylko dla wlasciwego rozpoznania, lecz
rowniez dla rokowania przebiegu choroby oraz prze-
widywania odpowiedzi na stosowane leczenie. Stad
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tez niezmiernie wazne w postepowaniu diagnostycz-
nym jest wykorzystanie metod umozliwiajacych pozy-
skanie wiedzy adekwatnej do potrzeb klinicysty.
Klonalne aberracje chromosomowe wystepuja
u 60-70% chorych na OBS [4]. Dotychczas opisano
ponad 200 strukturalnych i liczbowych zaburzen,
m.in. translokacje zréwnowazone i niezréwno-
wazone, wzajemne i niewzajemne, insercje, dele-
cje, izochromosomy oraz izolowane trisomie lub
monosomie [5]. Czestos¢ wystepowania tych zmian
jest rozna, niektore opisano tylko w pojedynczych
przypadkach. Zmiany te koreluja z obrazem mor-
fologicznym i klinicznym biataczki [6, 7]. Moleku-
larna charakterystyka zréwnowazonych translo-
kacji i inwersji, takich jak t(8;21)(q22;q22), inv(16)
(p13q22) i t(15;17)(q22:q11~21), ktére zostaly uznane
za zmiany klonalne, ma implikacje dla patogenezy
roznych podtypow OBS. Dotychczasowa wiedza
dotyczaca molekularnej patogenezy OBS ze zlozo-
nymi kariotypami jest niewielka. Powszechnie opi-
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sywane sa duze nieprawidlowosci chromosomowe:
t(8;21), inv(16)/t(16;16), t(15;17) i rearanzacje 11q23.
Zlozone kariotypy, wystepujace u okoto 10% do 15%
dorostych chorych z OBS, wiaze si¢ z wczesna faza
mielodysplastyczna albo uprzednia ekspozycja na
czynniki toksyczne i niemal niezmiennie z nieko-
rzystnym rokowaniem [8, 9].

U okolo 45% chorych na OBS niewielkie zmiany
strukturalne chromosomow sa niewykrywalne w stan-
dardowym badaniu cytogenetycznym, czego nastep-
stwem jest prawidlowy wynik badania. Rozpoznanie
prawidlowego kariotypu mozna postawi¢ dopiero po
doktadnej analizie co najmniej 20 metafaz komo-
rek szpiku [10]. Chorzy z prawidlowym kariotypem
(cytogenetically normal AML; CN-AML) sa klasyfiko-
wani do grupy posredniego ryzyka razem z nosicie-
lami t(9;11) i trisomii 8 (+8) [11]. W tej grupie cho-
rych istotne znaczenie ma badanie genu FLT3 (locus
13q12) kodujacego kinaze tyrozynowa receptora
klasy III (fms-like tyrosine kinase 3; FLT3).

Kinazy tyrozynowe sa enzymami, ktére powo-
duja fosforylacje biatek bioracych udziat w przeka-
zywaniu sygnalow komorkowych. Wyréznia sie dwa
podtypy kinaz tyrozynowych — receptorowe (receptor

Tabela I. Charakterystyka kliniczna i molekularna pacjentéw z OBS

Table I. Clinical and molecular characteristics of patients with AML

Typ
Lp, Wiek Pte¢ I\‘I’lvl.gA Przezycie V:I]I;IC l\ﬁ?pr
FAB
1 28 K M-3 Tak 08 2,71
2 54 M M-1 Nie 36,50 1,96
3 60 K M-5 Nie 448 284
4 57 M M-4 Nie 39 285
5 76 M M-4 Tak 1,64 3,6
6 62 M M-4 Tak - -
7 63 M M-4 Tak 2,76 3,04
8 46 K M-5 Tak 111,80 2,27
9 62 K M-5 Tak 409,50 3,76
10 47 M M-5 Tak 2,50 2,45
1 63 M M-4 Tak 0,54 2,19
12 40 M M-4 Tak 150 2,46
13 56 M M-4 Tak - -
14 53 M M-1 Tak = -
15 66 K M-4 Tak - -

tyrosine kinases; RTKs) i niereceptorowe. Receptory
kinaz tyrozynowych skladaja si¢ z czterech domen:
zewnatrzkomoérkowej — wiazacej ligand, okolobto-
nowej i dwoch wewnatrzkomorkowych o aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej [12]. Receptor FLT3 jest
obecny na powierzchni wezesnych komoérek proge-
nitorowych hematopoezy [13]. Wewnatrzkomérkowa
domena kinazowa moze taczy¢ sie z innymi recep-
torami tej rodziny, np. FMS, KIT, PDGFRA i PDG-
FRB [14]. Ligand FLT3 poprzez swdj receptor FLT3
odgrywa istotna role w proliferacji i réznicowaniu
progenitorowych komoérek hematopoetycznych,
a takze w patogenezie OBS [4, 15]. Autofosforyla-
cja receptora FLT3 aktywuje wewnatrzkomorkowe
drogi sygnalowe odpowiedzialne za proliferacje
[15]. Ekspresja genu FLT3 jest hamowana podczas
dojrzewania komoérek, a jego mutacje sa obecne
u 25% chorych na OBS (we wszystkich podtypach
wg FAB), w tym u 35-45% chorych z prawidlowym
kariotypem [16, 17]. W ostrej biataczce promielocy-
towej obserwuje si¢ czestsze wystepowanie mutacji
tego genu [18].

Wyréznia sie dwie kategorie mutacji FLT3: muta-
cje typu FLT3-Lenght Mutation (FLT3-LM) i muta-

HGB  HCT PLT kariotyp Mutacja
g/dl % G/1 FLT3-ITD
8,1 24,2 16,0 46,XX -
7,5 21,7 16,0 46,XY +
45~47 XX,
84 257 360 de'f;’;ﬁ?;&f‘)][f]'
-21[71,+mar[cpl/46,XX
81 2ms 7m0 iy
10,1 32,2 110,0 46,XY -
- - - 46,XY -
98 280 330 46,XY -
71 20,3 40,0 46,XX -
11,8 38,2 27,0  47,XX,+8[31/46,XX[27] +
85 270 570 46,XY -
7,7 215 1770 46,XY -
8,2 24,4 33,0 Brak mitoz do analizy -
- - - 46,XY +
- - - 46,XY 1

- - - 46,XX -
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cje punktowe zmiany sensu. Mutacja FLT3-LM jest
heterogenna i moze mie¢ postaé insercji, delecji i tzw.
wewnatrztandemowej duplikacji (internal tandem
duplication; FLT3-ITD). Ta ostatnia obejmuje obszar
genu kodujacy domene okolobtonowa (juxtamem-
brane; JM). FLT3-ITD stwierdza sie u 25% dorostych
chorych na OBS i w okolo 45% przypadkéw OBS
z prawidtowym kariotypem [15].

Mutacja FLT3-ITD zwykle zachodzi w obrebie
egzonu 14 lub 15 i zazwyczaj jest rezultatem podwo-
jenia regionu obejmujacego od 3 do 400 par zasad
(w egzonie 14 lub 15) [16].

U chorych na OBS z mutacjami wewnatrzko-
morkowej domeny kinazy tyrozynowej (tyrosine
kinase domain; FLT3-TKD) rokowanie moze zale-
ze¢ od rodzaju mutacji punktowych (zmiany sensu)
genu FLT3 [16]. Zazwyczaj stwierdza si¢ je w kodo-
nie 835 (egzon 20, FLT3/D835), a skutkuja zamiana
kwasu asparaginowego na tyrozyne (D835Y). Rza-
dziej kwas asparaginowy jest podstawiany przez
waline (D835V), histydyne (D835H), reszte kwasu
glutaminowego lub asparagine (D835N). Mutacje
punktowe moga by¢ obecne w kodonie 680 (egzon
16), co powoduje wstawienie waliny zamiast ala-
niny (A680V) [12].

Przedstawiona praca zawiera wstepne wyniki
badan dotyczace mutacji FLT3-ITD u 15 kolejnych
chorych na ostra biataczke szpikowa.

Materiat i metody

Badaniami objeto grupe 15 chorych (5 kobiet
i 10 mezczyzn) w wieku od 28 do 76 lat. Rozpozna-
nie OBS ustalono w oparciu o standardowe kryteria
FAB (French-American-British).

Aspiraty szpiku kostnego od chorych z OBS
zostaly podzielone na cz¢sé do hodowli komorko-
wej 1 czes¢ do izolacji DNA. Z préobek szpiku zalo-
zono 24- i 72-godzinne niestymulowane hodowle
komoérkowe (RPMI 1640 z 15% FCS; penicylina 100
U/ml; streptomycyna 50pg/ml). Hodowle koriczono
standardowo, a nastepnie wykonano odpowiednie
wybarwienie otrzymanych chromosoméw (prazki
GTG i RHG). Ocena cytogenetyczna w wybranych
przypadkach zostata poszerzona o technike FISH.

Fluorescencyjna hybrydyzacje in situ (FISH)
przeprowadzono na utrwalonych niebarwionych
preparatach komoérek szpiku. Wykorzystano sondy
komplementarne do sekwencji unikatowych genow
pozwalajace na wykrycie t(15;17) (PML/RARa) oraz
do sekwencji alfa satelitarnych centromerowych
chromosomu 8 (VYSIS). Sondy znakowane byty roz-
nymi fluorochromami: FITC, Rodamina, Texas Red.
Sygnaly hybrydyzacyjne oceniano w mikroskopie
OLYMPUS z przystawka fluorescencyjna i zestawem
odpowiednich filtrow.
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Nastepnie wykonano analizy molekularne
(wykorzystujac DNA izolowane [kit firma Qiagen]
z komorek szpiku chorych) majace na celu wykry-
cie wewnatrztandemowej duplikacji w genie FLT3.
W tym celu reakcji PCR (aparat firmy Applied Bio-
system) zostal poddany fragment genu FLT3 obejmu-
jacy 141 15 egzon [19]. Prawidlowa dlugosé badanego
odcinka wynosi 329 pz. Odcinek z wewnatrztande-
mowa duplikacjq jest wigkszy i migruje w zelu wol-
niej, co jest podstawa do analizy uzyskanych wyni-
kéw. W reakcji PCR zastosowano startery (Genomed)
o nastepujacych sekwencjach:

e starter F: 5-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’
e starter R: 5-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3’

Do reakcji PCR uzyto: DNA (150 ng), buforu reak-
cyjnego (10x stezony), mieszaniny dNTP (5 mM), star-
teréw F i R (100 pM), polimerazy HD (2,5 U/pl). Mie-
szaning reakcyjna uzupetniano woda wolna od RN-az
i DN-az do 25 pl (Sigma). Ilo§¢ DNA oceniano metoda
spektrofotometryczna, wykorzystujac aparat Nano-
Drop (Thermo Scientific).

Warunki reakcji przedstawiaty sie nastepujaco:

e denaturacja wstepna - 95°C 5 min,
e 35 cykli: 95°C 30 s, 66°C 30 s, 72°C 30 s,
e elongacja koricowa — 72°C 5 min.

Powstaly produkt w PCR poddano elektroforezie
w 3,5% zelu agarozowym. Elektroforeze przeprowa-
dzano przy napieciu 7,5 V/cm przez okolo 60 min,
w obecnosci markera wielkosci (Jules firma Fermen-
tas) i préby kontrolnej (amplifikat DNA od zdrowego
dawcy krwi).

Wyniki

Klasyczna ocena cytogenetyczna w badanej grupie
pacjentow z OBS w wiekszosci przypadkéw wykaza-
la brak zmian w kariotypie. Tylko w trzech przypad-
kach zaobserwowano wystepowanie aberracji cyto-
genetycznych w niewielkiej liczbie komoérek (Tab. I).
Natomiast dzigki technice FISH u jednego z pacjen-
téow (1) wykryto wystepowanie translokacji t(15;17)
(PML/RAR®).

Badania mutacji genu FLT3-ITD wykazalty wyste-
powanie wewnatrztandemowej duplikacji u czterech
pacjentéw z ostra biataczka szpikowa. U wszystkich
chorych z mutacja zmiana dotyczyta tylko jednego
allela. Allel z duplikacja charakteryzowal sie diuz-
szym produktem reakcji PCR niz allel prawidtowy
o dlugosci 329 par zasad, co w elektroforezie dato
obraz dwoch prazkéw (Ryc 1, pacjent 2).

Mutacje FLT3-ITD zostaly wykryte u trzech
pacjentéow z prawidlowym kariotypem (dwoch typ
M-1 oraz jeden typ M-4) (Tab. I). Tylko u jednej chorej
(typ M-5) w klasycznych badaniach cytogenetycznych
stwierdzono wystepowanie trisomii chromosomu 8
oraz w badaniu molekularnym mutacje¢ FLT3-ITD.

kwiecien-czerwiec 2012
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400 pz

329 pz
300 pz

200 pz

100 pz

Ryc 1. Analiza wewnatrztandemowej duplikacji genu FLT3
Fig. 1. Analysis of FLT3 internal tandem duplication

M — marker wielkosci
1 - préba kontrolna (zdrowy dawca krwi)
2-8 — préby badane (pacjenci z OBS opisani w tabeli | numerami 2-8)

Omowienie
Mutacje FLT3-ITD wystepuja czesciej u dorostych niz
u dzieci i sa rezultatem duplikacji i tandemowej in-
sercji malych, wielkosciowo zmiennych fragmentow
genu [4, 20, 21].

Mutacje FLT3-ITD wplywaja niekorzystnie na
rokowanie, poniewaz koreluja z czestymi nawrotami
OBS [22, 23]. Korzystniejsze rokowanie (w grupie
posredniego ryzyka cytogenetycznego) maja cho-
rzy z mutacjami NMPI i CEBPA niz z FLT3-ITD [24,
25]. FLT3-ITD prowadzi do autoaktywacji receptora
FLT3 mimo braku ligandu FLT3L, czego wynikiem
jest nadekspresja FLT3, WTI i gen6w homeotycznych
(MEIS1, PBX3, HOXB3) [12, 21].

Badania Ozeki i Bullingera dowiodly, ze nade-
kspresja FLT3 ma rowniez niekorzystny wplyw na
rokowanie [26, 27].

Czestos¢ mutacji genu FLT3 zwigksza sie wraz
z wiekiem, jednak FLT3-ITD u starszych chorych na
OBS (powyzej 60. roku zycia) ma niewielki wplyw na
rokowanie, ze wzgledu na obecnos¢ innych nieko-
rzystnych zmian, np. rearanzacji regionu 11g23 [17,
21, 28].

W naszych badaniach mutacje FLT3-ITD stwier-
dzono u czterech chorych (26%). Badania wielu
autorow wykazaty, ze ten rodzaj mutacji jest obecny
u 15-35% chorych na OBS [28-31]. Peng i wsp.
wykazali korelacje miedzy obecnoscia mutacji FLT3-
-ITD a zwigkszona liczba leukocytéw we krwi, komo-
rek blastycznych szpiku i podwyzszona aktywnoscia
dehydrogenazy mleczanowej [32]. Ponadto sugeruja,
ze FLT3-ITD moze by¢ niezaleznym czynnikiem pro-
gnostycznym w ostrej bialaczce szpikowej [32].

Wstepne wyniki badan wskazuja, iz analiza
mutacji FLT3-ITD moze z powodzeniem by¢ prowa-

dzona dostepna w wielu laboratoriach metoda reakcji
laricuchowej polimerazy.
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