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Obecnos¢ chromosomu Filadelfia (Philadelphia — Ph) w przewlekfej biataczce szpikowej (PBSz) jest swoistg zmiana cy-
togenetyczna wynikajaca z wzajemnej translokacji pomiedzy chromosomami 9 i 22. W 5-10% nowo diagnozowanych
przypadkéw dochodzi do translokacji wariantowych (vPh), ktére angazujg wiecej chromosoméw. W pracy przedsta-
wiono przypadek pacjenta z PBSz ze ztozong translokacja wariantowg pomiedzy chromosomami: 1, 6,9, 17 i 22. Analiza
molekularna nie wykazata obecnosci mutacji w domenie kinazowej genu fuzyjnego BCR-ABL1, ani mutacji genu TP53.
Po zastosowaniu leczenia imatynibem w 1. linii stwierdzono brak odpowiedzi cytogenetycznej oraz molekularnej. Zmiana
leczenia na dazatynib spowodowata uzyskanie minimalnej (minCyR), a nastepnie mniejszej odpowiedzi cytogenetycznej
(mCyR). Po zastosowaniu nilotynibu w 3. linii leczenia uzyskano catkowita odpowiedz molekularna (CMolR) i powodzenie
terapii. Prawdopodobnie przyczyna niepowodzen 1. i 2. linii leczenia byta utrata fragmentu obszaru 17p13 w rezultacie
translokacji wariantowej. Zmiana ta jest funkcjonalnie réwnowazna utracie jednej kopii genu TP53. Analiza przedstawio-
nego przypadku potwierdza, jak istotna jest szczegdtowa ocena sktadu ztozonych translokacji wariantowych vPh, a takze
wspolna diagnostyka cytogenetyczna i molekularna w monitorowaniu przebiegu leczenia PBSz. Pozwala to na rozpoznanie
pacjentow podwyzszonego ryzyka, a identyfikacja zaburzenia umozliwia zastosowanie skutecznych strategii leczenia.

Stowa kluczowe: przewlekta biataczka szpikowa, ztozona translokacja wariantowa chromosomu Filadelfia, leczenie
przewlektej biataczki szpikowej

Wstep

Przewlekta biataczka szpikowa (PBSz) nalezy do grupy no-
wotwordw mieloproliferacyjnych. Rozwdj PBSz zwigzany jest
z pojawieniem sie chromosomu Filadelfia (Philadelphia — Ph)
i genu fuzyjnego o wiasciwosciach onkogennych BCR-ABLT.
Podczas wzajemnej translokacji t(9;22) dochodzi do przeniesie-
nia protoonkogenu ABL1, znajdujgcego sie na dtugim ramieniu

chromosomu 9 (g34) i jego fuzji z genem BCR na dtugim ra-
mieniu chromosomu 22 (q11). Skrécony chromosom 22 (Ph)
niesie nowy onkogen BCR-ABL1, kodujacy kinaze tyrozynowg
o konstytutywnej aktywnosci. Autofosforylacja tyrozyny w ki-
nazie BCR-ABLT i aktywacja szlaku sygnatowego Ras/MAPK
w pluripotencjalnej komdérce macierzystej szpiku kostnego,
prowadzi do nadmiernej proliferacji klonu komorek biatacz-
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kowych i przyczynia sie do rozrostu nowotworu. Produktem
translokacji chromosomow 9 i 22 jest biatko BCR-ABL1: p210
(W 99% przypadkdw) lub rzadziej p190 czy p230, réznigce sie
zaréwno masg, jak i wiasciwosciami biologicznymi [1].

Obecnos¢ chromosomu Ph jest swoistg zmiana cytogene-
tyczna i wystepuje w ponad 90% przypadkow PBSz, niezaleznie
od stadium zaawansowania choroby. Jednak u 5-109% nowo
zdiagnozowanych pacjentéw moze dochodzi¢ do ztozonych
translokacji angazujacych, oprécz chromosomow 922, jeden
lub wiecej innych chromosomow. S3 to translokacje warian-
towe (vPh). Mechanizm ich powstania nie jest do korica jasny,
jednak pod uwage brane sg dwie alternatywne mozliwosci.
Mechanizm jednostopniowy zakfada, ze pekniecia nastepuja
jednoczesnie w kilku réznych chromosomach zaangazowa-
nych w translokacje, natomiast dwustopniowy moéwi o dwoch
nastepujacych po sobie translokacjach: klasycznej a nastep-
nie obejmujacej dodatkowe chromosomy. Drugi mechanizm
powstania vPh mogtby skutkowac gorszym rokowaniem, po-
niewaz jest analogiczny do mechanizmu ewolucji klonalnej.
Obecnie uznaje sie jednak, ze pacjenci z wariantami Ph reaguja
na leczenie i rokujg podobnie jak pacjenci z typowa transloka-
Cja 1(9;22) [2]. Wyjsciowa analiza cytogenetyczna pozwala wy-
kry¢ zmiany wtorne, ktére towarzyszg pierwotnej translokacji
1(9;22), a wskazuja na ewolucje klonalna. Najczesciej pojawiaja
sie dodatkowe kopie chromosomow: 8, 19 i chromosomu
Ph oraz izochromosom 17q. Rzadziej dochodzi do trisomii
chromosoméw 21 i 17, monosomii 7, 17, Y czy translokacji
1(3;21)(926;922). Czestos¢ wystepowania tych zmian wzrasta
wraz z rozwojem choroby, odpowiednio w fazie przewlektej
do 5-10%, w fazie akceleracji do 30% i w fazie przetomu bla-
stycznego do 80% [3, 4]. Wsréd opisywanych aberracji jedynie
niektdre zaburzenia, takie jaki(17)(q10) oraz—7/del(7q) 13q26.2,
zwigzane s z pogorszeniem rokowania [5]. Wedtug aktualnych
zalecen European LeukemiaNet (ELN) wykrycie dodatkowej
aberracji w badaniu pierwotnym powinno by¢ traktowane jako
ostrzezenie, natomiast w trakcie terapii pojawienie sie aberracji
wtornej w klonie Ph+ wskazuje na niepowodzenie leczenia [6].

Diagnostyka molekularna PBSz, wykorzystujaca techniki
PCR (polymerase chain reaction), identyfikuje wyjsciowo rodzaj
transkryptu BCR-ABL1, ktdrego ilos¢ mozna odpowiednio moni-
torowac w trakcie oceny odpowiedzi na leczenie inhibitorami
kinazy tyrozynowej (tyrosine kinase inhibitors — TKI). Wiekszo$¢
translokacji t(9;22) charakteryzuje fuzja egzonéw e13 lub e14
genu BCR, zegzonem a2 genu ABL 1. Tak powstate pofaczenia
gendw sg opisywane odpowiednio jako b2a2(e13a2) oraz b3a2
(e14a2). Okoto 2-5% pacjentéw wykazuje rzadkie warianty
transkryptow [2].

Wspotczesne leczenie PBSz polega na zastosowaniu inhibi-
toréw kinazy tyrozynowej, ktore blokujg miejsce wigzania ATP
kinazy, hamuja fosforylacje reszt tyrozynowych i zapobiegaja
aktywadcji sygnatu komdrkowego. Do takich lekow zaliczamy:
imatynib (lek pierwszej generadji), dazatynib, nilotynib, bosu-
tynib (leki drugiej generacji) oraz inhibitory trzeciej generagji

(np. ponatynib). Wieloosrodkowe badania dowodzg, ze pa-
cjencileczeniimatynibem uzyskuja wysoki odsetek catkowitej
odpowiedzi cytogenetycznej i przezy¢ wolnych od progresji
(powyzej 80%) [7]. Jesli chory nie osiagnat odpowiedzi na za-
stosowane leczenie 1. linii, wiacza sie leki kolejnych generadiji.
Wskazaniem do zastosowania innych lekdw jest opornosc lub
nietolerancja pierwszej linii leczenia. Gtéwna przyczyna opor-
nosci na leczenie TKI s3 mutacje domeny kinazowej BCR-ABL1
[8]. Najbardziej znana jest mutacja punktowa T315l, bedaca
gtéwna przyczyng opornosci zarbwno na imatynib, jak i da-
zatynib, nilotynib i bosutynib.

Aby okresli¢ skutecznos¢ leczenia TKI niezbedne jest bada-
nie kariotypu, ktére ocenia stopier odpowiedzi cytogenetycz-
nej. Catkowita odpowied?Z cytogenetyczna (CCyR) oznacza brak
metafaz zklonem Ph+w badanym materiale szpiku, czesciowa
(PCyR) mowi o obecnosci Ph+w 1-35% analizowanych ptytek
metafazalnych, mniejsza (mMCyR) — odpowiednio w 36-65%,
minimalna (minCyR) 66-95% metafaz z Ph+ i brak odpowiedzi
cytogenetycznej (noCyR), gdy wykrywana jest obecnos¢ Ph+
w ponad 95% metafaz. Ocenia sie réwniez poziom odpowiedzi
molekularnej na leczenie TKI, poprzez ilosciowe okreslenie po-
ziomu transkryptu BCR-ABL1. Tak wiec bez okreslenia wariantu
transkryptu w badaniu wyjsciowym, monitorowanie leczenia
chorych zrzadkimi wariantami transkryptéw mogtoby dawac
wynik fatszywie ujemny, sugerujacy, ze u pacjenta wystepuje
catkowita odpowiedZ molekularna (CMolIR). CMolR oznacza
brak mRNA BCR-ABLT w badaniu RQ-PCR (real-time quantitative
PCR) lub RT-PCR (reverse transcriptase PCR) w dwaoch kolejnych
probkach krwi, natomiast przy wiekszej odpowiedzi moleku-
larnej (MMR) stosunek ilosciowy BCR-ABLT w stosunku do ABLT
lub do innego genu referencyjnego wynosi <0,1% w skali
miedzynarodowej (IS) [9]. W przypadku wystapienia opornosci
na leczenie pierwszej linii nalezy oceni¢ stan mutacji domeny
kinazowej onkogenu BCR-ABL]I.

Opis przypadku
U 52-letniego mezczyzny rozpoznano w pazdzierniku 2015
roku biafaczke szpikowa w fazie przewlektej, potwierdzona
badaniami cytogenetycznymi i molekularnymi. W badaniu
morfologii krwi stwierdzono: WBC (liczba biatych krwinek) —
176 tys., Hb (hemoglobina) -7,4g%, Ht (hematokryt) — 23,4, PLT
(liczba trombocytow) — 327 tys., natomiast w rozmazie krwi
obwodowej przesuniecie w kierunku mieloblastéw i MBL (mo-
noklonalna limfocytoza z kom. B) — 6%. Badania biochemiczne
pozostaty bez odchylert od normy, z wyjatkiem wysokiej ak-
tywnosci LDH (dehydrogenaza mleczanowa). Wyjsciowe ba-
danie molekularne wykazato obecnos$¢ transkryptu BCR-ABLT
p210 typu b2a2, za$ analiza domeny kinazowej, wykonana po
niepowodzeniu pierwszej linii leczenia, wykluczyta obecno$c
mutacji w domenie kinazowej tego genu.

Badanie cytogenetyczne, wykonane w momencie rozpo-
znania, wykazato obecnos¢ ztozonej translokadji t(9,22;6;17;1)
(934;,911;p11.2,p11.2,921) (ryc. 1).
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Rycina 1. Kariotyp: 46, XY, 1(9;22,6;17;1)(q34;,911;,p11.2;p11.2,g21)

Badanie technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH) potwierdzito obecnos¢ fuzji BCR-ABLT na zmienionym
chromosomie 22 oraz brak drugiego sygnatu fuzyjnego (wi-
docznego w przypadkach typowych na zmienionym chro-
mosomie 9). Stwierdzono natomiast zmniejszony sygnatgenu
BCR (z chr. 22), przeniesiony na krotkie ramie (p) chromosomu
6 (ryc. 2). Obecnos¢ wariantowej translokacji ztozonej miedzy
chromosomami: 1, 6, 9, 17.oraz 22 potwierdzity dodatkowe
badania z uzyciem sond malujgcych. Wykazaty one translokacje
fragmentu krotkiego ramienia chromosomu 6 na ramie (p)
chromosomu 17 oraz przeniesienie czesci chromosomu 1 na
chromosom 9q. Zmianie tej towarzyszyta delecja fragmentu
obejmujacego gen ABLT z translokacyjnego chromosomu 9.

Rownoczesnie wykazano, ze punkt pekniecia w krotkim
ramieniu chromosomu 17, zaangazowanego w translokacje
ztozong, doprowadzit do zaburzenia struktury jednej z kopii
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Rycina 2. 46,XY,t(9,22,6;17;1)(q34;,911;p11.2,p11.2,g21).ish der(6)
1(9,22,6;17;1)(BCR dim+) der(9)t(9,22;6;17;1)del(9)(q34q34)(ABL1-,
BCR-),der(22)t(9,22,6;17;1)(BCR+,ABL1+)
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genu TP53.W obrazie FISH zmiana ta ujawnita sie jako zmniej-
szenie sygnatu sondy znakujacej gen TP53 (dim) (ryc. 3).

Technika NGS poszukiwano réowniez mutacji onkogenow
i gendw supresorowych typowych dla nowotwordw. Sekwen-
cjonowanie 50 gendw, w tym TP53, przy uzyciu panelu lon
AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2, przeprowadzone na se-
kwenatorze lon SS (Thermo Fisher Sci.) nie wykazato zadnych
mutacji badanych 207 amplikondw. Wyniki sekwencjonowania
(o gtebokosci x1881) dla genu TP53, analizowano w kierunku
wykrycia mutacji patogenicznych wg bazy COSMIC, dodatko-
wo uzyskane sekwencje analizowano za pomocga przegladarki
Integrative Genomics Viever.

Przebieg leczenia

W 1. linii leczenia zastosowano cytoredukcje hydroksykar-
bamidem. Leczenie imatynibem w dawce 400 mg/d rozpo-
czeto w listopadzie 2015 roku. W badaniu cytogenetycznym
wykonanym po wiaczeniu imatynibu aberracja t(9,22;6;17;1)
(934,911;p11.2,p11.2,g21) byfa nadal obecna we wszystkich
komorkach (noCyR). Molekularna ocena ilosciowa wykaza-
fa wysoka ilos¢ transkryptu BCR-ABL1, wynoszacy 1,4467%.
W trakcie monitorowania w kariotypie pacjenta pojawity sie
nowe aberracje, w postaci dodatkowej kopii niezidentyfikowa-
nego chromosomu w klonie Ph+ oraz chromosomu 8 w klonie
Ph-, wskazujace na progresje zmian cytogenetycznych.

Z powodu braku odpowiedzi cytogenetycznej i moleku-
larnej od lipca 2016 roku zastosowano leczenie dazatynibem.
Zmiana leczenia spowodowata uzyskanie minimalnej odpo-
wiedzi cytogenetycznej na poziomie 85% (minCyR), nastep-
nie, po 5 miesigcach leczenia, uzyskano mniejsza odpowiedz?

Rycina 3. Zréznicowanie wielkosci sygnatu znakujacego gen TP53

w jadrze interfazowym. Znakowanie FISH przy uzyciu sondy Vysis TP53/
CEP 17 FISH Probe Kit (Abbott): region genu TP53 - sygnat czerwony,
centromer chromosomu 17 — sygnat zielony. Widoczne zmniejszenie
jednego sygnatu TP53 (dim)



cytogenetyczng — 61% (mCyR). W maju 2017 roku wdrozono,
jako kolejna linie leczenia, nilotynib w dawce 800 mg/d. Po
6 miesigcach leczenia zaobserwowano spadek liczby komé-
rek z 1(9,22,6;17;1) do 4% i uzyskano czesciowg odpowiedz
cytogenetyczng (PCyR) (ryc. 4). Od stycznia 2018 roku poziom
transkryptu BCR-ABLT réwniez zmniejszyt sie do 0,0871%, co
$wiadczyto o uzyskaniu wiekszej odpowiedzi molekularnej
(MMolR). Kolejne badania molekularne (z kwietnia 2018 roku
oraz kwietnia ilipca 2019 roku) wykazaty spadek poziomu trans-
kryptu BCR-ABLT (odpowiednio 0,0527%, 0,0285% i 0,0019%),
az do uzyskania catkowitej odpowiedzi molekularnej (CMolR)
w sierpniu 2019 roku, utrzymujacej sie takze w ostatnim ba-
daniu ze stycznia 2020 roku.

Whioski

Wartos¢ prognostyczna aberracji cytogenetycznych w PBSz
zmieniata sie wraz z rozwojem nowoczesnych terapii. | tak,
prognostyczna wartos¢ delecji w obszarze fuzji ABL1-BCR na
chromosomie 9 przestata by¢ istotna wraz z marginalizacja le-
czenia interferonem alfa, gdzie byt to niezalezny czynnik ztego
rokowania [10]. W erze zaawansowanych terapii TKI ewoluuje
tez znaczenie innych cytogenetycznych czynnikdw rokowni-
czych. Wykrycie dodatkowej aberracji w badaniu pierwotnym
powinno byc traktowane jako ostrzezenie, natomiast pojawie-
nie sie aberracji wtérnej w klonie Ph+ w trakcie terapii wskazuje
na niepowodzenie leczenia. Nalezy takze pamietac, ze zardwno
translokacje wariantowe jak i wtérne moga by¢ skutkiem zmian
submikroskopowych, zatem klasyczne badanie cytogenetycz-
ne moze ich nie ujawni¢. Wazne w takim przypadku jest zasto-
sowanie cytogenetycznych technik molekularnych, takich jak
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) [15, 16]. Obecnie
wytyczne European LeukemiaNet (ELN) zachecaja do podjecia
pogtebionych badan przypadkéw podwyzszonego ryzyka
cytogenetycznego, jednak w codziennej praktyce nie nakazuja
jednoznacznie zroznicowania poczatkowych terapii [6].

W opisywanym przez nas przypadku doszto do translokacji
ztozonej angazujacej 5 chromosomaéw: 1,6, 9, 17 oraz 22. Po-
wstatej fuzjigendw BCRiABLT towarzyszyta utrata genu ABLT na
zmienionym chromosomie 9. Wynikiem translokacji ztozonej
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Rycina 4. Zmiany odsetka komorek Ph+ w badaniu kariotypowym oraz
FISH w trakcie leczenia

byto réwniez zaburzenie struktury krétkiego ramienia chro-
mosomu 17. Gen TP53, zlokalizowany w tym rejonie, jest jed-
nym z najwazniejszych supresoréw nowotwordw. Utrata jego
funkcji moze by¢ gtéwnym czynnikiem opornosci na leczenie
inhibitorami kinaz tyrozynowych oraz wptywac na progresje
choroby [12-14]. Wykazany przez nas udziat chromosomu 17
w translokacji wariantowej, spowodowat utrate fragmentu ob-
szaru 17p13 z nietypowym zaburzeniem genu TP53, mogacym
by¢ funkcjonalnie réwnowaznym utracie jednej jego kopii.
Rownoczesnie potwierdzono nieobecno$¢ mutacjigenu TP53.
Utrata TP53, zachodzgca zwykle w wyniku utworzenia i(17q),
jest cechg ostrzegajaca o mozliwosci niepowodzenia leczenia
TKI[5]. Utrate TP53 w wyniku vPh opisywali tez inni autorzy [13].
W analizowanym przypadku nie stwierdzono w wyjsciowym
badaniu molekularnym nietypowego transkryptu fuzji ani tez
mutacji w genie fuzyjnym po niepowodzeniu leczenia 1. linii.

Uznaje sie powszechnie, ze u chorych na PBSz w fazie prze-
wlektej, niepowodzenie terapii imatynibem wynika najczesciej
z obecnos¢ mutacji onkogenu BCR-ABLT [18]. Préby wykaza-
nia wptywu typu transkryptu BCR-ABLT na wynik leczenia nie
wykazaty istotnych réznic w tym zakresie, cho¢ wskazywano,
Ze pacjenci z transkryptem b2a2 wykazywali lepsze wyniki
przezycia bez zdarzen niepozadanych (EFS) [18, 19].

W trakcie leczenia 1. linii u pacjenta stwierdzono brak
odpowiedzi na imatynib, a nastepnie staba odpowiedZ na
leczenie 2. linii (dazatynib). Jak wiadomo, najwiecej proble-
mow terapeutycznych sprawiajg chorzy, u ktérych stwierdzono
nieskutecznos$¢ nastepujgcych po sobie dwdch linii leczenia
[20], jednak w opisywanym przypadku leczenie nilotynibem
w 3 linii okazato sie skuteczne.

Obserwowano juz powodzenie leczenia nilotynibem u pa-
cjentow z delecjg TP53 opornych na imatynib [21]. Niedawne
badania wykazaty, ze nilotynib jest skuteczniejszy nizimatynib
w podnoszeniu poziomu p53 w surowicy u pacjentéw z prze-
wlekig biataczkg szpikowa [22]. Tak wiec przyczyna niepowo-
dzenia leczenia 1.1 2. linii w opisywanym przypadku wynika
najprawdopodobniej z utraty jednej funkcjonalnej kopii genu
TP53, ktdérg wykazano w badaniu FISH. Przy nieobecno$ci mu-
tacji domeny kinazowej BCR-ABLT i braku mutacji genu TP53,
niepowodzenie terapii mogto by¢ zwigzane z utratg funkcji
TP53 w wyniku translokacji ztozonej. Analiza przedstawione-
go przypadku potwierdza zasadnos¢ stosowania rozszerzo-
nego badania cytogenetycznego w obecnosci translokacji
ztozonych vPh lub nietypowych zmian wtérnych podczas
diagnostyki PBSz. Dzieki temu mozna wskazad tych pacjentow,
u ktérych ryzyko wystapienia choroby jest wieksze.

W Swietle powyzszych wnioskéw potwierdza sie szcze-
golna waga wspolnego rozpatrywania wynikéw diagnosty-
ki i monitorowania leczenia przewlektej biataczki szpikowe),
uzyskanych metodami analizy cytogenetycznej i molekular-
nej z poszerzonymi mozliwosciami diagnostyki NGS. Nalezy
podkresli¢, ze ograniczanie analizy zaburzer genetycznych
do jednej tylko, nawet najbardziej innowacyjnej techniki,
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grozi pominieciem istotnych danych, majacych wptyw na
przebieg i powodzenie leczenia. | tak, do dzi$ problemem
pozostaje standaryzacja metody diagnostycznej w technice
NGS, a ponadto brak dostepnych komercyjnie, kompletnych
paneli diagnostycznych dla przewlektej biataczki szpikowej.
sie $cista wspdtpraca pomiedzy osrod-
kami diagnostycznymi i klinicznymi. Po to, aby wypracowac
skuteczniejsze strategie leczenia pacjentéw z podwyzszonym
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ryzykiem i wyeliminowa¢ zagrozenie zwigzane z wyborem
nieoptymalnego sposobu terapii.
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