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1. WPROWADZENIE

1.1 Nowotwory mieloproliferacyjne

Nowotwor mieloproliferacyjny to klonalna choroba komérek macierzystych
szpiku charakteryzujaca si¢ proliferacja jednej lub wiecej linii krwiotworzenia:
granulocytowej, czerwonokrwinkowej, megakariocytowej lub komorek tucznych.
Nowotwory te moga pochodzi¢ z komoérki macierzystej juz ukierunkowanej w kierunku
linii mieloidalnej [1] [2]. Cze$ciej jednak komorka macierzysta dotknigta procesem
kancerogenezy jest multipotencjalna i jeszcze nie ukierunkowana: w tych przypadkach
fenotyp nowotworu jest szpikowy, nawet jesli w jego przebiegu moga pojawi¢ si¢ cechy
charakterystyczne dla linii limfoidalnej [3]. Zespoly mieloproliferacyjne moga
przebiega¢ w sposob ostry, podostry i przewlekly; w zaleznosci od przebiegu i czasu

trwania.

1.2 Przewlekla bialaczka szpikowa

Przewlekta biataczka szpikowa (ang. Chronic Myeloid Leukemia, CML) zostata
uznana za modelowy rodzaj nowotworu, w ktorym w pelni zastosowano zalozenia
klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO)
[4]. Jest ona rozpoznawana na podstawie obrazu klinicznego, wynikow badan
laboratoryjnych i cech morfologicznych komdrek krwi i szpiku kostnego, natomiast jej
patogeneza zwigzana jest z specyficznym zaburzeniem genetycznym - obecnoscig
chromosomu Philadelphia (Ph) powstalego na skutek pierwotnej aberracji
chromosomowej - translokacji zrownowazonej pomiedzy dlugimi ramionami
chromosomu 9 i 22 1(9;22)(g34;911.2), co prowadzi do powstania genu fuzyjnego
BCR-ABL1. Choroba charakteryzuje si¢ zwigkszong eckspansja klonalnej linii

granulocytowej z mozliwg transformacja do ostrej biataczki.

1.2.1 Charakterystyka kliniczno-laboratoryjna

Przebieg kliniczny przewleklej biataczki szpikowej sktada si¢ z trzech faz: fazy
przewlektej, fazy akceleracji i fazy przelomu blastycznego. W fazie przewleklej, ktora
u 0s6b nieleczonych trwa od trzech do pieciu lat, nastepuje klonalna ekspansja populacji
komdrek biataczkowych, ktora wciaz moze si¢ normalnie réznicowac. W miare postepu

choroby komorka biataczkowa traci zdolno$¢ dojrzewania. W fazie akceleracji pacjenci



wykazuja oznaki progresji: postepujaca niedokrwisto$¢, zmniejszenie lub zwigkszenie
liczby plytek krwi, leukocytozg ze zmianami jakosciowymi leukocytow ze wzgledu na
wzrost liczby prekursorow granulocytopoezy (Tabela 1). Podczas biopsji szpik kostny
moze wykazywac oznaki zwtoknienia i zwigkszonej agregacji blastow. Moga pojawic si¢
objawy kliniczne, takie jak astenia, goraczka, utrata masy ciala, obfite nocne poty, bol

ko$ci i mig$ni.

Tabela 1. Kryteria rozpoznania fazy akceleracji i kryzy blastycznej przewlektej biataczki
szpikowej (wg WHO 2016, z modyfikacjami).

Kryteria rozpoznania fazy akceleracji (konieczna obecnos$¢ przynajmniej jednego objawu)

- Kryteria hematologiczne/cytogenetyczne
* utrzymujaca sie lub narastajaca leukocytoza (powyzej 10x10%L) oporna na leczenie
* utrzymujaca sie lub narastajaca splenomegalia oporna na leczenie
* odsetek blastow 10-19% we krwi obwodowej lub/i w szpiku kostnym
* bazofilia > 20% we krwi obwodowej
* matoplytkowos¢ < 100 000/ml niezwigzana z leczeniem
* nadptytkowos¢ > 1 000 000/ml oporna na leczenie
» klonalna ewolucja cytogenetyczna (dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim)
* postepujace wiodknienie szpiku

- Odpowiedz na terapie¢ inhibitorami kinazy tyrozynowej

(ang. tyrosine kinase inhibitors, TKI)

* opornos¢ hematologiczna (lub nieosiggniecie petnej odpowiedzi hematologicznej) podczas
terapii pierwszej linii TKI
* hematologiczne, cytogenetyczne lub molekularne wyktadniki opornosci podczas terapii
dwach linii TKI
*» wystepowanie dwoch lub wiecej mutacji w genie fuzyjnym BCR-ABL1 podczas terapii TKI

Kryteria rozpoznania kryzy blastycznej (konieczna obecno$¢ przynajmniej jednego objawu)

* odsetek blastow we krwi obwodowej lub szpiku > 20%
* pozaszpikowe nacieki biataczkowe
* duze skupiska blastow w trepanobiopsji

W momencie, gdy odsetek blastow w krazeniu jest wyzszy niz 20%, choroba
przybiera obraz ostrego nowotworu mieloproliferacyjnego. Nastepuje akumulacja
transformowanych komorek, bedacych we wczesnym stadium réznicowania.
Ta faza jest znana jako faza przetomu blastycznego badz kryzy blastyczne;.

W 1/3 przypadkoéw blasty maja morfologie limfoidalng i wyrazaja na powierzchni typowe
markery limfoidalne, takie jak CD10. W 2/3 przypadkéw blasty maja fenotyp podobny
do ostrej biataczki szpikowej i tworzg heterogenna grupg [4]. CML jest chorobg rzadka

z czgstoscig wystepowania 1-1,5 przypadkéw na 100 000 mieszkancoOw rocznie.
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Szczytowa zapadalno$¢ wystepuje miedzy piata a szosta dekada zycia, przy stosunku
mezezyzn do kobiet wynoszacym 1,4:1. Rzadko wystepuje u dzieci.
U okoto 30% pacjentdéw rozpoznanie stawiane jest przypadkowo, czgsto w trakcie badan
kontrolnych ~ zleconych  przez lekarza  podstawowej opieki  zdrowotnej.
Rozpoznanie w 85% pacjentdw nastgpuje w fazie przewleklej choroby.
Objawy, o ile wystepuja, sa ogdlne i skromne. Mozna je podzieli¢ na dwie grupy:
- zalezne od ekspansji granulocytow 1 masy plytek krwi, prawie wytacznie zwigzane
ze wzrostem objetosci §ledziony;
- ogblne: astenia, utrata masy ciata, gorgczka, bol kosci 1 migsni, obfite nocne poty.
Objawy Kliniczne choroby, w badaniu fizykalnym, sg rzadkie, moga dotyczy¢
powiekszenia $ledziony (zauwazalnego w 40% przypadkéw) z powodu metaplazji
mieloidalnej narzadu. Znaczna hepatomegalia wystepuje w mniej niz 10% przypadkow.
Ocena morfologii krwi obwodowej ma zasadnicze znaczenie przy podejrzeniu
przewlektej bialaczki szpikowej. Stwierdza si¢ leukocytoze, zmienng od kilku tysigcy
leukocytdow na mm?® do setek tysiecy, charakteryzujaca sie obecno$cig calego szeregu
komorek linii granulocytarnej, w rosngcej proporcji od mieloblasta do dojrzatego
granulocyta. Liczba ptytek krwi w 2/3 przypadkow jest prawidtowa, zwigkszona w 1/3
przypadkéw. Lagodna niedokrwisto$¢ wystepuje w 1/3 przypadkdw; w zaznaczonej
formie w 10% przypadkéw. Badanie cytologiczne (w przypadku aspiratu) i histologiczne
(biopsja) szpiku kostnego wykazuje obraz znacznej hiperkomoérkowatosci z hiperplazja
wszystkich  komorek granulopoezy oraz w wielu przypadkach, réwniez
megakariocytopoeza. Powyzsze wskazniki badan laboratoryjnych, chociaz stosunkowo
charakterystyczne, nigdy nie sg absolutnie diagnostyczne. Rozpoznanie musi
obligatoryjnie obejmowaé wykazanie obecno$ci swoistej aberracji chromosomowej —
zrbwnowazonej translokacji  wzajemnej t(9;22) i/lub zmiany molekularnej
(genu fuzyjnego BCR-ABL1), charakterystycznych dla przewlektej biataczki szpikowe;j.
Natomiast czynniki kliniczno-hematologiczne (wiek, wielkos$¢ §ledziony, liczba plytek
krwi 1 odsetek blastow, bazofili czy eozynofilii we krwi obwodowej) sg pomocne
do obliczenia wzglednego ryzyka i oczekiwanej dlugosci zycia pacjenta, zgodnie

z formutg opracowang przez Sokala, Hasforda (Euro), EUTOS oraz ELTS [5], [6], [7].
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1.3 Patogeneza przewleklej bialaczki szpikowe;j

Wiodaca role w patogenezie przewlektej biataczki szpikowej odgrywa biatko
BCR-ABLL1. W celu zrozumienia mechanizméw, w ktorych bierze udziat produkt genu
fuzyjnego BCR-ABL1 wazne jest poznanie biologicznych funkcji  genow
zaangazowanych w translokacje t(9;22)(q34;q11.2): ABL1 i BCR [8].

Gen ABL1 sktada sie z 12 eksonow i wielkoscig obejmuje 230 kpz. Zlokalizowany
jest w regionie 34 chromosomu 9. Transkrypcja tego genu jest przeprowadzana
za pomocg alternatywnego splicingu, ktorej koncowym produktem jest mRNA o dlugo$ci
6 lub 7 kpz, posiadajace ekson la lub ekson 1b i majace wspolne wszystkie pozostale
eksony o numerach od 2 do 11. Gen koduje niereceptorowg kinaz¢ tyrozynowg o stabej
aktywno$ci enzymatycznej o masie czasteczkowej 145 kDa (p145), pelnigca wazne
funkcje w regulacji cyklu komoérkowego 1 transdukcji niektorych sygnatéw, w ktorych
posrednicza integryny (Rycina 1).

Gdy region N-koncowy biatka jest kodowany przez ekson 1la, biatko znajduje
si¢ w jadrze komoOrkowym, natomiast gdy jest kodowane przez ekson 1b, reszta
glicynowa znajdujaca si¢ na koncu wigze si¢ z czasteczkg kwasu mirystynowego,
ktory ma witasciwosci hydrofobowe, co pozwala biatku zakotwiczy¢ si¢ w blonie
plazmatycznej.

Aktywna form biatka ABLI1 pl45 poprzez wigzanie TP53 w obregbie jadra
komorkowego ma wilasciwosci proapoptotyczne oraz indukuje blok proliferacyjny

w fazie G1/S, na poziomie ktorego nastepuje naprawa jakiegokolwiek uszkodzenia DNA

[9].

ATM cdc2 PKC cdc2 PKC
NH ; B FT TPl P om g N COOH
A0 B3| sH | [x] [ x [\| x [DNAJY [BNAY BNA|G.Actin| | & |F-Actin
1alla]| 2 ﬁ ﬁsﬁﬂﬂﬁsyndsl_hhd bind || ¢ | bind
1 1130

Abl: p145

Rycina 1. Schemat budowy Iludzkiego biatka pl45 ABL1 z zaznaczonymi domenami
funkcyjnymi oraz miejscem peknigcia genu oznaczonym niebieska strzatka, prowadzacym
do powstania onkogennej kinazy BCR-ABL1 (zmodyfikowano wg Deininger i wsp. 2000;
Kurzrock i wsp. 2003).
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Gen BCR obejmuje dlugoscig 130 kpz, zlokalizowany jest w regionie q11.2
chromosomu 22. Sktada si¢ z 23 eksonow i jest transkrybowany na dwa mRNA
o dtugosci 4,5 kpz i 7 kpz, z ktorych powstajg biatka o wielkosci odpowiednio 130 kDa
(p130) i 160 kDa (p160) [10]. Izoforma p130 powstaje w wyniku pomini¢cia eksonu 16.

Biatko BCR jest kinazg serynowo-treoninowg (Rycina 2), ktdrej ekspresja,
podobnie jak biatka ABL1, w komorkach hematopoetycznych linii granulocytarnej
zachodzi gléwnie na wczesnych etapach rdéznicowania komorek (mieloblasty,
promielocyty) i zmniejsza si¢ znaczaco wraz z roznicowaniem komorek [11].
Biatko BCR bierze udzial w przekazywaniu sygnatu w komdrkach - zaréwno przez
fosforylacjg, jak i wigzanie guanozynotrifosforanu (GTP). Posredniczy takze w procesach
naprawy uszkodzen DNA [12].

Biatko p160 jest zlokalizowane wylacznie w cytoplazmie, moze modyfikowaé
wilasng konformacje¢ sferyczng poprzez wigzanie z GTP/GDP i jest zdolne do tworzenia

homotetramerdw in vitro [13].

. p190(1-426) p210(1-902/927)  p230(1-1176)

Rac-GAP

NH, COOH

:

1 1271

Ber: p160

Rycina 2. Schemat budowy ludzkiego biatka p160 BCR z zaznaczonymi domenami funkcyjnymi
oraz miejscami peknigcia genu oznaczonymi strzatkami, prowadzacymi do powstania onkogenne;j
kinazy BCR-ABL1 (zmodyfikowano wg Deininger i wsp. 2000; Kurzrock i wsp. 2003).

Tworzenie biatka hybrydowego p210 BCR-ABL1 prowadzi do strukturalnej
zmiany niektoérych miejsc regulatorowych normalnych bialek ABL1 i BCR [14]-[19]
[20]:

- aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej ABL1, zwykle obecna przede wszystkim

na poziomie jadrowym, jest gldwnie przeniesiona do cytoplazmy i konstytutywnie

aktywowana, zardwno ze wzgledu na utrate dziatania hamujacego domeny SH3,
jak 1 poprzez oligomeryzacje, w ktorej posredniczy domena N-koncowa BCR,

co powoduje autofosforylacje;
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- przestrzenna zmiana konfiguracji w obrebie niektorych domen BCR powoduje

dostgpnos¢ dla wigzania z biatkami, ktore aktywuja rozne szlaki transdukcji
sygnatu obejmujace biatka RAS, STAT, JAK-1, JUN, MYC i kinaze¢ PIP3;

- znacznie zwigksza powinowactwo C-koncowej domeny ABL1 dla f-aktyny,

w poréwnaniu do p145 ABL1.

Powyzsze zmiany powoduja, ze biatko p210 BCR-ABL1 ma wysoka aktywno$¢

kinazy tyrozynowej, ktora odgrywa gtowna role w procesie biatlaczkowym, poniewaz

jest zdolna do wprostu nieograniczonej hematopoezy komorek Ph-dodatnich

i indukowania progresji choroby poprzez cztery gtowne mechanizmy (Rycina 3):

Modyfikowanie = zdolnosci  adhezyjnej  mieloidalnych ~ komorek
progenitorowych do zrebu szpiku kostnego, wraz ze zwigkszonym ich
uwalnianiem we krwi obwodowej oraz utrata kontroli proliferacyjnej.
Komorki  Ph-dodatnie wykazuja rozregulowanie transdukcji sygnatu
za posrednictwem ukladu integryny i charakteryzuja si¢ hiperfosforylacja
CRKL, biatka uczestniczacego w procesach adhezji poprzez powigzanie
z innymi czynnikami;

Aktywacje sygnatoéw mitogennych - dwa systemy transdukcji sygnatu, RAS i
JAK-STAT, zaangazowane zarowno bezposrednio, poprzez ich fosforylacje,
jak 1 posrednio, poprzez fosforylacje substratow posrednich, uniezalezniaja
komorke nowotworowa od czynnikow wzrostu;

Niestabilno$¢ genomowsa - zwigkszona proliferacja zachodzi kosztem fazy
GO/GL1 i prawdopodobnie prowadzi do zniesienia punktu kontrolnego G1/S,
co jest kluczowe dla naprawy uszkodzen DNA przed replikacjg genomu.
Moze to sprzyja¢ nabywaniu dalszych nieprawidtowosci genetycznych,
ktore wydaja si¢ odgrywac¢ wazng role w progresji choroby do fazy akceleracji
badz kryzy blastycznej;

Hamowanie apoptozy poprzez aktywacje niektorych szlakow transdukcji
sygnatu, w tym RAS, JAK-STAT i BCL-2. Komorki pacjentow z przewlekta
biataczka szpikowa wykazuja zwigkszong ekspresj¢ licznych czasteczek
antyapoptotycznych, ktére moga przyczynia¢ si¢ do zwickszenia
przezywalnosci komorek biataczkowych, takich jak biatka z rodziny Bcl-2
(Bcl-XL, Mel-1, Bcl-2). Biatka rodziny Bcl-2 reguluja miedzy innymi
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przemieszczanie cytochromu ¢ z mitochondrium do cytozolu, co aktywuje
kaskadg kaspaz [21].

Tyri77,
BEFABL1 /\ oPlil -> Microenvironment of
/ \\\ LD leukemia stem cell
/ -

STATS J

Cytoplasm

.

Nucleus

Cell survival Cell survival/Cell cycle arrest  Cell survival/  ce| differentiation
Proliferation

Rycina 3. Schemat przedstawiajagcy aktywacje wiele szlakéw transdukcji  sygnatu
za posrednictwem BCR-ABLI1, ktore przyczyniajg si¢ do wzrostu, i przezycia komorek
biataczkowych (zrodto: Kang i wsp. 2016).

1.4 Chromosom Philadelphia

Przewlekla bialaczka szpikowa charakteryzuje si¢ obecno$cig chromosomu Ph
[22] (Rycina 4). Przez wiele lat chromosom Ph byl jedyng znang anomalig
chromosomowg zwigzang z ludzkim nowotworem. Na poziomie molekularnym
translokacja 1(9;22)(q34;q11.2) determinuje tworzenie na chromosomie Ph genu
hybrydowego BCR/ABL1, pochodzacego z fuzji protoonkogenu c-ABL1 (pierwotnie
zlokalizowanego na chromosomie 9) z genem BCR (pierwotnie umiejscowionym
na chromosomie 22) (Rycina 5). W warunkach fizjologicznych aktywnos$¢ kinazy
tyrozynowej ABL1 jest regulowana przez region na koncu aminowym biatka. W biatku
hybrydowym BCR-ABL1 region ten jest tracony i jest zastgpiony przez N-koncowa czes$é
BCR, ktora zawiera domeng oligomeryzacji. Rezultatem jest niekontrolowana aktywacja
BCR-ABLL1, ktora prowadzi do ciagtej stymulacji proliferacji komorek, blokowania
apoptozy i zmienionej adhezji komorek do podscieliska szpiku kostnego.
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Rycina 4. Kariogram pacjentki z przewlekla bialaczka szpikowa z translokacja swoista
1(9;22)(q34;q11.2). Strzalkami zaznaczono chromosomy pochodne zaangazowane w aberracje:
der(9)t(9;22) i chromosom Ph - der(22)t(9;22) (zrodto: opracowanie wiasne; zdjecie wykonano
w Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).
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Rycina 5. Schemat przebiegu translokacji pomig¢dzy fragmentem dtugiego ramienia chromosomu
pary 9 i dtugiego ramienia chromosomu pary 22. Rezultatem aberracji jest gen fuzyjny na der(22)
odpowiedzialny za powstanie kinazy BCR-ABL1 (zr6dto: opracowanie wiasne).
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ABL1 jest takze nie-receptorowa kinaza tyrozynowa. Fizjologicznie
zlokalizowang zaréwno w jadrze komoérkowym i w cytoplazmie. W biatku hybrydowym
BCR-ABL1, ABL1 traci jedng z kluczowych funkcji, ktéra polega na uczestniczeniu w
naprawie uszkodzen DNA w wyniku stresu genotoksycznego. Wptywa to na zwigkszong
niestabilno$¢ genomowa, ktora jest podstawg gromadzenia si¢ mutacji i dodatkowych
zmian chromosomowych. Klinicznie wigze si¢ to z progresj¢ choroby z fazy przewleklej
do przetomu blastycznego. Peknigcia w regionie q34 chromosomu 9 zostaty
zlokalizowane w obrgbie genu ABL1 na duzym obszarze sekwencji intronowej, ponad
300 kpz w obrebie konca 5°. Pekniecie moze powsta¢ blizej konca 5° wzgledem
pierwszego alternatywnego eksonu 1b, w kierunku 3 wzgledem alternatywnego eksonu
la lub migdzy tymi eksonami [14], [23]. P¢knigcie na chromosomie 22 nastepuje
w obrebie genu BCR, sktadajacego sie z 23 eksonow: 11 eksondw w tzw. regionie m-bcr,
5 eksondéw w tzw. regionie M-bcr (pierwotnie oznaczane byly od bl do b5,
obecnie od el2 do el6) oraz 7 eksonéw w tzw. regionie p-bcr. Niezaleznie jednak
od doktadnego miejsca peknigcia genu ABL1 sktadanie fuzyjnego transkryptu prowadzi
do powstania czasteczki mRNA, w ktorej sekwencja BCR jest polaczona z drugim
eksonem (a2) ABLL. Fuzyjne biatka BCR-ABLI1 charakteryzuja si¢ wigc takim samym
fragmentem pochodzacym z genu ABL1 (Rycina 6).

Roéznice w ich wielkosci wynikajg z réznych miejsc pekniecia w genie BCR,
powodujac powstawanie co najmniej trzech r6znych gendéw fuzyjnych kodujacych biatka
o roznej masie czasteczkowej, ktore sg zwigzane z trzema r6znymi postaciami biataczki:

e p210: punkty peknigcia zwykle wystepuja migdzy eksonami el3 (b2) i

eld (b3) lub miedzy eksonami eld (b3) i el5 (b4
(M-bcr, ang. major breakpoint cluster region, o wielkosci okoto 5,8 kpz),
wystepujace u ponad 90% pacjentow z przewlekta biataczky szpikowa;

e p190: punkty peknigcia w pierwszym intronie genu BCR migdzy eksonami

el i e2 (m-bcr, ang. minor breakpoint cluster region), zwigzane z 20-30%
ostrych biataczek limfoblastycznych;

e p230: punkty peknigcia wystepuja miedzy eksonem el9 a e20

(u-bcr, ang. micro breakpoint cluster region) w miejscu bardzigj
proksymalnie do centromeru w poréwnaniu z M-bcr), kojarzone z podgrupa

pacjentOw chorujacych na przewleklg bialaczke neutrofilows.
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Rycina 6. Schemat przedstawiajacy miejsca peknigcia w obrebie genéw BCR oraz ABL1
prowadzace do powstania transkryptow kodujacych rézne warianty kinazy (zrédto: Mughal i wsp.
2016).

Wykazano, ze zwigkszenie dtugosci cz¢sci BCR w biatku fuzyjnym zwigzane jest
ze spadkiem aktywnosci kinazy tyrozynowej ABL1: w konsekwencji p230 wykazuje
nizszg aktywno$¢ kinazy tyrozynowej w pordwnaniu z biatkiem p210 1 p190,
a z kolei biatko p210 ma aktywno$¢ nizsza niz pl190. Punkty ztamania w BCR,
ktore determinujg powstanie biatka pl190, mogg wystepowaé preferencyjnie
w niedojrzatych limfocytach B, podczas gdy ztamania determinujgce powstanie biatka
p210 wystepujg w komoérkach macierzystych [8].

Chromosom Philadelphia wystepuje w 95% przypadkow CML w chwili
rozpoznania. Ponadto wystepuje u 5% dzieci 1 U 15-30% dorostych z ALL oraz
u 2% pacjentow z AML. W okoto 5% przypadkow w analizie metodami cytogenetyki
klasycznej, nie stwierdza si¢ chromosomu Ph, rearanzacja BCR-ABL1 jest
identyfikowana za pomocg technik FISH i/lub biologii molekularnej. W takich
przypadkach, przewlekta biataczka szpikowa Ph-ujemna moze powstawac na skutek

bardziej ztozonych mechanizmdw np. insercji. Mechanizmy promujgce translokacj¢ nie
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zostaly wyjasnione. Jedna z proponowanych hipotez wskazuje na obecno$¢ wrazliwych
miejsc w punktach pekania DNA. Zgodnie z inng hipoteza, rekombinacji
niehomologicznej mogloby sprzyjaé przestrzenne rozmieszczenie chromosoméw 9 i 22
wraz z bliska lokalizacja gendw ABL1 i BCR podczas podziatu komorkowego przed
etapem metafazy [24], [25].

1.5  Translokacje wariantowe t(9;22;V)

Chromosom Philadelphia [der(22)t(9;22)(g34;q11.2)] jest obserwowany u ponad
90% pacjentow z rozpoznaniem przewleklej biataczki szpikowej. Powstaje on w wyniku
wzajemne;j translokacji z udziatem ramion dtugich chromosomow pary 9 i 22. Natomiast
w 5 — 10% przypadkéw chromosom Ph powstaje na skutek translokacji wariantowych -
oprocz chromosoméw 9 1 22, w translokacje zaangazowany moze by¢ jeden lub wiecej
chromosomow. Najczesciej opisuje si¢ translokacje wariantowe, w ktore zaangazowane

sg trzy chromosomy (Rycina 7) [27, 28].
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Rycina 7. Kariogram prezentujacy translokacj¢ wariantowa 46,XX,1(9;22;15)(q34;q11.2;915).
Strzatkami zaznaczono chromosomy pochodne zaangazowane w aberracje (zrodto: opracowanie
wlasne; zdjecie wykonano w Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki
Hematologicznej).
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Zdarzaja si¢ jednak przypadki z czterema lub pigcioma zaangazowanymi
chromosomami [28].

Poczatkowo rozpoznano dwie formy translokacji wariantowych:

- proste: fragment ramienia q chromosomu 22 ulega translokacji na chromosom

inny niz chromosom 9, ktory nie jest zaangazowany w translokacje;

- zlozone: oprocz chromosoméw 9 i 22 zaangazowane sg inne chromosomy

(od jednego do trzech chromosomoéw).

Uwazano, ze proste translokacje wariantowe nie obejmujg chromosomu 9,
poniewaz podczas konwencjonalnej analizy cytogenetycznej przy rozdzielczosci 300-400
prazkéw na haploidalny zestaw chromosoméw, chromosomy pary 9 nie wykazywaty
zmian w analizie prazkowej w stosunku do prawidlowego wzoru prazkowego.
Dopiero wykorzystanie technik cytogenetyki molekularnej potwierdzito bardziej ztozone
przegrupowanie stwierdzane w tych przypadkach [26], [27]. Fakt ten zwigzany byt
Z zaangazowaniem matych fragmentow innych chromosomoéw, ktore byly trudne
do detekcji przy rozdzielczosci metody klasycznej. Analiza fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (ang. fluorescence in situ hybridization, FISH) pozwolita na bardziej
szczegotowa analize 1 scharakteryzowanie wariantow translokacji. Literatura wskazuje,
ze wszystkie chromosomy moga bra¢ udzial w translokacji wariantowej, natomiast
czeSciej obserwuje sie zaangazowanie nast¢pujacych regiondw: 1p36, 3p21, 5913, 6p21,
9922, 11913, 12p13, 17p13, 19921, 17925, 19913, 21922, 22912 i 22913 [26].

Ponadto zaproponowano dwa rodzaje mechanizméw powstania translokacji
wariantowych  prezentujace  odmienne  rearanzacje ~w  badaniu  FISH,
co pozwala na ich identyfikacje [28], [29], [30]:

e mechanizm 1-stopniowy: zlamania chromosomow nastgpuja jednoczesnie
i do wzajemnej translokacji (najczgsciej w  obrgbie trzech-czterech
chromosomow) dochodzi w tym samym czasie (mechanizm najczgsciej
wystepujacy);

e mechanizm 2-stopniowy: zaktada poczatkowe powstanie klasycznej translokacji
t(9;22), a nastepnie przeniesienie Stranslokowanego fragmentu na inny
chromosom.

Innymi waznymi zmianami, ktére moga wspotwystepowac z translokacjami
wariantowymi 1 moga decydowa¢ o odpowiedzi na leczenie sg delecje wykrywane

technikg FISH w obrebie ABL1 lub/i BCR oraz klonalne aberracje chromosomowe.
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Rokowanie pacjentow z translokacjg wariantowa t(9;22,V) byto przedmiotem
licznych badan. Czegs¢ badan sugeruje, ze pacjenci z tego typu aberracjami maja gorsze
rokowanie niz pacjenci z klasyczng translokacja wzajemna, prawdopodobnie ze wzgledu
na liczne ztamania chromosomoéw konieczne do utworzenia translokacji wariantowej,
co wskazywaloby na wigkszg tamliwos¢ chromosomow i niestabilno$¢ genetyczng [31],
[32]. Wraz z wprowadzeniem imatynibu w pierwszej linii leczenia CML, badania
wskazywaly, ze pacjenci z translokacjami wariantowymi nie wykazywali znaczgco
odmiennego rokowania niz pacjenci z klasyczng translokacja wzajemng, pod wzglgdem
uzyskiwanych odpowiedzi cytogenetycznych, molekularnych i krzywych przezycia [33],
[34]. W oparciu o dane literaturowe opisujace rearanzacje chromosomowe roznych
translokacji  wariantowych, czas przezycia pacjentow moze by¢é wynikiem
zaangazowania onkogenow lub gendw supresji nowotworowej, ktore mogg pogarszac
rokowanie, a takze gendw, ktore nic sg kluczowe dla proliferacji komoérek. Z drugiej
strony moze réwniez doj$¢ do zlaman w chromosomach bez naruszenia integralnosci
sekwencji kodujacych. Z tego tez powodu pacjenci z translokacjami wariantowymi moga
prezentowaé zaburzenia genomowe zwigzane ze ztym rokowaniem wraz ze zmianami,
ktore rokujg dobrze. Ostatecznie okre$la sie rokowanie w tej grupie pacjentdw na rowni
z rokowaniem pacjentow =z translokacjg t(9;22). Powyzsze stwierdzenie
ma odzwierciedlenie w aktualnych rekomendacjach Europejskiej Sieci LeukemiaNet
(ang. European LeukemiaNet, ELN) w Kktorych postepowanie z pacjentami z
translokacjami wariantowymi jest identyczne jak z pacjentami z obecnoscig klasyczne;j

translokacji t(9;22) w kariotypie [35], [36], [37].

1.6 Przewlekla bialaczka szpikowa Philadelphia-ujemna/BCR-ABL1-dodatnia

oraz zamaskowany chromosom Philadelphia

Niewielka cze$¢ pacjentow (~5%) z przewlekla biataczka szpikowa wykazuje
typowa manifestacje kliniczng choroby, jednak w kariotypie nie stwierdza si¢
chromosomu Ph, przy jednoczesnej obecnosci rearanzacji BCR-ABL1 w badaniach
molekularnych (FISH, PCR w badaniu jako$ciowym i ilosciowym) [38], [39], [40].
Tego typu przypadki okresla si¢ mianem przewleklej biataczki szpikowej Ph-ujemnej
BCR-ABL1-dodatniej. Rzadziej stwierdza si¢ przypadki chromosomu Ph wystepujacego

w kariotypie, ale maskowanego inng aberracja chromosomowa, tzw. maskowany Ph.
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W przeciwienstwie do badania PCR, ktore pozwala na wykrycie 1 iloSciowa oceng
transkryptu, analiza FISH na metafazach pozwala réwniez na lokalizacje¢ genu fuzyjnego.
Gen fuzyjny BCR-ABL1 wystepuje znacznie czg¢sciej na pochodnym chromosomie 22 —
der(22) niz na pochodnym chromosomie 9 [39]-[47].

Zaproponowano mechanizmy wyjasniajace pojawianie si¢ rearanzacji BCR-ABL1
u pacjentdbw z kariotypem Ph-ujemnym. Jednym z nich jest jednostopniowa
submikroskopowa insercja miedzy chromosomami pary 9 i 22. Gen fuzyjny BCR-ABL1
powstaje bez widocznej modyfikacji morfologii chromosoméw, co thumaczy prawidtowy
kariotyp podczas analizy cytogenetycznej. Drugi mechanizm zachodzacy dwuetapowo,
w ktoérych po typowej translokacji t(9,22) nastgpuje kolejna translokacja z innymi
punktami ztaman i tym samym dochodzi do maskowania wcze$niej powstatego
chromosomu Ph.

Czes$¢ danych literaturowych wskazuje na standardowe ryzyko niepowodzenia
terapii w odniesieniu do pacjentow z klasyczng translokacja t(9;22), podczas gdy inne
przedstawiajg gorsze rokowanie, szczego6lnie u pacjentow, u ktorych gen fuzyjny byt
zlokalizowany na chromosomie 9 [38], [48], [49]. Wigkszo$¢ opisywanych przypadkow
wykazywato szybki przebieg kliniczny choroby oraz oporno$¢ na konwencjonalng
chemioterapi¢. Jednak wigkszo$¢ tych doniesien pochodzi sprzed ery stosowania TKI.
Natomiast obecnie publikacji opisujacych te grupe pacjentdow jest niewiele,
a wyniki leczenia przedstawiajg si¢ roznie [41]-[44], [50]-[52]. W najwickszej analizie
dostepnej w literaturze [53] poréwnano odpowiedz molekularng oraz wystgpienie
zdarzen niepozadanych w trakcie terapii nilotynibem u pacjentow Ph-ujemnych/BCR-
ABL1 dodatnich (n=28) i Ph-dodatnich/BCR-ABL1 dodatnich (n=952). Niezaleznie od
rodzaju aberracji zaobserwowano zblizone wyniki odpowiedzi molekularnej 1 podobny
profil zdarzen niepozadanych. Niestety badanie nie zawierato szczegoétowych informacji

o rodzaju rearanzacji u poszczeg6lnych pacjentow Ph-ujemnych/BCR-ABL1 dodatnich.

1.7  Delecja obejmujaca ABL1 lub/i BCR w obrebie chromosoméw pochodnych

Wykrycie delecji obejmujgcej gen fuzyjny ABL1/BCR 2z pochodnego
chromosomu pary 9 — der(9)t(9;22)(q34;q11.2) jest mozliwe w rutynowym badaniu
FISH, przy uzyciu sondy D-BCR/ABL1, =z rownolegla analizag kariotypu.
Submikroskopowa delecja obszaru fuzyjnego ABL1/BCR na zmienionym chromosomie

9 [der(9)] obserwowana jest, wedlug danych literaturowych, u 10-30% chorych

22



z przewlekla biataczka szpikowa [54]. W jej wyniku dochodzi do utraty czes$ci materiatu
genetycznego, zawierajacego fragmenty jednego lub obu gendéw zaangazowanych
w fuzje, a takze genu ASS1, zlokalizowanego proksymalnie do locus ABL1 i/lub genu
IGLL1 przenoszonego z chromosomu 22 wraz z genem BCR [55]. Wielkos¢ delecji bywa
rézna i moze wahac si¢ od 120 kpz do 8 Mpz, jednak najcze¢sciej jej wielko$¢ jest ponizej
poziomu detekcji klasycznej analizy prazkowej. Najczescie] wykrywa sie utrate calego

genu fuzyjnego ABL1/BCR z der(9) (Rycina 8).
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Rycina 8. Analiza cytogenetyczna pacjenta z przewlekla biataczka szpikowa:
A) Kariogram prezentujacy kariotyp: 46,XY,t(9;22)(q34;q11.2); B) Analiza FISH z sondg
D-BCR/ABLI: sygnat fuzjny — Y, sygnal zotty; ABL1 — R, sygnal czerwony; BCR — G,
sygnat zielony. Wynik: nietypowy wzor hybrydyzacji (1Y1R1G), obecna fuzja BCR/ABL1
z rownoczesng delecjg ABL1/BCR (zrodto: opracowanie wihasne; zdjgcia wykonano w Pracowni
Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).

Delecja obejmuje utratg sekwencji genomowej (~300 gendw) obu chromosomow
9 i 22 z chromosomu pochodnego der(9) [56], [57]. Bardzo rzadko obserwowane
sg przypadki, gdzie nastepuje utrata duzych fragmentéw chromosomu (powyzej 10 Mpz),
co moze by¢ widoczne podczas analizy pragzkowej chromosoméw [58]. Poza delecjami
na pochodnym chromosomie 9 zaobserwowano réwniez delecje na chromosomie Ph,
jednak byly to mate delecje (8-10 kpz) nie majace znaczenia dla patogenezy choroby —
utrata matych regionéw intronowych zwykle nie wplywa na proces splicingu
koniecznego do utworzenia mRNA, a w ostateczno$ci biatka.

Wykazano, ze delecja w regionie fuzji ABL1/BCR powstaje rownoczes$nie

z zajSciem translokacji  t(9;22), a wigc jest zmiang pierwotng [59].

23



Delecja taka nie pojawia si¢ w trakcie progresji, a czgstos¢ jej wystepowania wydaje si¢
nie zaleze¢ od stadium choroby. Ekspresja ABL1-BCR nie wydaje si¢ by¢ czynnikiem
rokowniczym, co rowniez wykazano przez fakt, ze obecnos$¢ biatka ABL1-BCR nigdy
nie zostala wykryta.

Udowodniono, ze obecno$¢ submikroskopowej delecji w regionie fuzji
ABL1/BCR byla niezaleznym czynnikiem zlego rokowania u pacjentow leczonym
interferonem alfa [60]. Gléwny mechanizm molekularny wspierajgcy niekorzystne
rokowanie zwigzany jest z utratg jednego lub wigkszej liczby gendw, szczego6lnie genow
supresji nowotworowej [61]. Moze to wigzaé si¢ ze zjawiskiem haploinsuficjencji,
moze przyczynia¢ si¢ do poézniejszej inaktywacji pozostatego, prawidlowego allelu
danego genu, co finalnie moze wywota¢ efekt rozwoju nowotworu. Jak wspomniano,
usunigte regiony sg bogate w geny kodujace: czynniki supresji nowotworu, czynniki
transkrypcyjne, sktadniki szlakow transdukcji sygnatu lub biatka, ktore kontroluja cykl
komoérkowy. Ponadto delecja moze by¢ konsekwencja niestabilno$ci genetycznej
w czasie tworzenia chromosomu Ph. Zatem negatywne rokowanie odzwierciedlatoby
predyspozycje do wystepowania dodatkowych zmian genetycznych w klonie komorek
zmienionych  nowotworowo [62], [63]. Zdecydowana wigkszo$¢ doniesien
literaturowych dowodzi zniesienia negatywnego czynnika prognostycznego w postaci
delecji w erze stosowania TKI [35], [64]. Z drugiej strony, poréwnanie odpowiedzi
cytogenetycznej, badanej technikami kariotypowania i FISH, pozwolito na wykazanie
czestszego wystepowania ewolucji kariotypu, w trakcie leczenia imatinibem, u pacjentow
z delecjg obszaru ABL1/BCR [65]. Mimo Ze submikroskopowa delecja w regionie fuzji
ABL1/BCR nie wplywa bezposrednio na uzyskanie remisji cytogenetycznej
w poczatkowym okresie leczenia, to jednak koreluje z pojawianiem si¢ progresji choroby
lub/i opornosci wtornej [65]. Zagadnienie wplywu delecji na rezultat leczenia TKI jest

nadal istotnym problemem.

1.8  Dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komorek Philadelphia-
dodatnich

Translokacja wzajemna pomig¢dzy chromosomami pary 9 i1 22 prowadzaca
do powstania fuzji genowej BCR-ABL1 jest odpowiedzialna za patogenezg przewlekiej
biataczki szpikowej. Jednakze dodatkowe aberracje chromosomowe w komdrkach
Philadelphia-dodatnich (ang. Additional Chromosomal Abnormalities/Ph+, ACA/Ph+),
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zdefiniowane jako ewolucja klonalna kariotypu, czesto towarzysza badZ poprzedzaja
progresj¢ choroby z fazy przewleklej poprzez faze akceleracji do przetlomu blastycznego.

W chwili rozpoznania u pacjentéw z przewlekta fazag CML czesto$¢ tych zmian
wynosi ~5%, podczas gdy wzrasta w trakcie choroby, od 30% w fazie akceleracji
do ponad 80% w fazie przetomu blastycznego [66]-[68]. Zjawisko to wydaje si¢
odzwierciedla¢ niestabilno$¢ genomu komorek biataczkowych [69].

Liczne badania potwierdzily, ze wystgpowanie ACA/Ph+ nie jest losowe.
Mitelman i wsp. zaproponowat podziat dodatkowych aberracji chromosomowych
obserwowanych w komdrkach Ph-dodatnich na dwie grupy z uwagi na czestos¢ ich
wystepowania [1], [70], [71]. Do pierwszej grupy, najczesciej obserwowanych zmian
zaliczono: trisomi¢ 8 (Rycina 9A), izochromosom 17 [1(17)(q10)] (Rycina 9B), trisomi¢
19 (Rycina 9C) oraz dodatkowa kopi¢ chromosomu Ph (Rycina 9D) i okreslano

wspoélnym mianem tzw. ,,major routes”.
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Rycina 9. Czgéciowe kariogramy przedstawiajace ACA/Ph+ zaliczane do tzw. ,,major routes”,
powodujace niezrownowazenie kariotypu: A) trisomia 8; B) izochromosom dlugiego ramienia
chromosomu pary 17 - wystepuja 3 kopie ramienia q i 1 kopia ramienia p (delecja TP53);
C) trisomia 19; D) dodatkowa kopia chromosomu Ph (zZrédto: opracowanie wiasne; zdjecie
wykonano w Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).

Inne, rzadziej wystepujace aberracje chromosomowe okreslono mianem tzw.
"minor routes", zalicza si¢ do nich: monosomi¢ 7, monosomi¢ 17, trisomi¢ 17, trisomi¢
21, translokacj¢ t(3;21)(q26;q22) i utratg¢ chromosomu Y u mg¢zczyzn. Wplyw utraty
chromosomu pici Y na rokowanie jest kontrowersyjne - czes¢ badaczy podtrzymuje
niekorzystny wptyw na uzyskanie odpowiedzi optymalne;j. Inni z kolei uwazajg aberracje
za fizjologiczng, zalezng od wieku chorego.

Czas pojawiania si¢ tzw. ,major routes” jest roézny, jednak wskazuje si¢ na
preferencyjng kolejno$¢ pojawiania si¢ anomalii chromosomowych poczawszy
od i(17)(ql0), poprzez trisomi¢ 8, dodatkowe Ph, skonczywszy na trisomii 19.
Wczesniejsze badania wykazaly, ze aberracje zaliczane do tzw. ,,minor routes” nie wigza

si¢ z negatywnym wplywem na odpowiedz na leczenie TKI oraz niepomyslne rokowanie
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[34]. Jednak przy obecnej wiedzy powyzszy poglad wydaje si¢ by¢ daleko idacym
uproszczeniem, poniewaz grupa tych dodatkowych aberracji jest do$¢ niejednorodna
1 obejmuje réznorodno§¢ zmian chromosomowych, ktorych indywidualny wptyw
prognostyczny jest trudny do analizy ze wzgledu na ich wzgledng rzadkos¢
wystepowania. Wang 1 wsp. wykazal, ze niektore z tzw. ,,minor routes” (rearanzacja
1123 1 3q26.2) wiaza si¢ z opornoscia na TKI i zlg prognoza [72], [73].
W zwiazku z powyzszym nalezy podkresli¢, ze obecnie stosowana klasyfikacja na tzw.
»major routes” i ,,minor routes” oparta jest tylko o czestos¢ wystepowania aberracji
i nie odzwierciedla w sposob wiarygodny roli poszczeg6lnych zmian chromosomowych
na rokowanie pacjentow. Dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim
sg klasyfikowane do réznych grup prognostycznych. Cze$¢ z nich, tak jak translokacja
t(3;21)(q26;922) oraz powielenie Ph wigzane jest z negatywnym rokowaniem i szybsza
progresja do przetomu blastycznego, podczas gdy inne, np. trisomia 8 sg zaliczane
do mniej niekorzystnych zmian [34], [67], [74], [75].

Z molekularnego punktu widzenia progresja jest czesciej zwigzana z nadmierng
ekspresja BCR-ABL1, rearanzacja genu MECOM (3q26.2), zwickszong aktywnos$cia
telomerazy oraz mutacjami gendéw supresorowych transformacji nowotworowej w tym
RB1, TP53 i CDKN2A.

Powszechne stosowanie TKI spowodowalo znaczng poprawg¢ w przezyciu
i rokowaniu u pacjentbw z CML. Jednak stwierdzenie ACA/Ph+ wigze sie nadal
Z Wwystepowaniem opornosci na zastosowane leczenie. Czesto$¢ stwierdzanych
dodatkowych aberracji chromosomowych byta inna przed era stosowania TKI. U chorych
po terapii busulfanem trisomi¢ 8 obserwowano czesciej niz w przypadku pacjentow
leczonych hydroksymocznikiem, natomiast po stosowaniu interferonu o lub
transplantacji komorek szpiku kostnego obserwowano losowe ACA/Ph+ wystepujace
przejsciowo.

Klonalna ewolucja kariotypu jest wyktadnikiem zaostrzenia choroby i koreluje
z wigkszym prawdopodobienstwem pojawienia si¢ przetomu blastycznego w przebiegu
choroby. Oprécz negatywnie prognostycznego wplywu aberracji zwigzanych z zespotami
mielodysplastycznymi, takich jak translokacja 1(3;21)(q26;922) i inwersja
paracentryczna inv(3)(g21926), czgs¢ zmian chromosomowych spotykana jest czgsciej w
przetomie blastycznym limfoidalnym, czes¢ — w mieloidalnym. Dla przyktadu,
izochromosom (17)(q10) i delecja lub/i mutacje TP53 sa bardziej powszechne w

przetomie mieloblastycznym, podczas gdy monosomia 7, hiperdiploidia i delecja
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del(9)(p21) (locus genu CDKN2A) sa bardziej powszechne w przetomie
limfoblastycznym.

Znaczenie prognostyczne ACA/Ph+ nie jest jednolite, do tej pory nie stworzono
klasyfikacji aberracji opartej na ryzyku progresji na wzor systemOw klasyfikacji
wykorzystywanych w odniesieniu do zespotéw mielodysplastycznych (IPSS, IPSS-R),
czy ostrych biataczek szpikowych. Wydaje si¢, ze aberracje obejmujace i(17)(q10)
1 dodatkowe kopie Ph wigza si¢ z niepomysSlnym rokowaniem. Znaczenie
W prognozowaniu ma réwniez ilo$¢ spotykanych aberracji w kariotypie w tym samym
momencie oraz czas, w ktorym wystepuja. Wptyw kliniczny aberracji chromosomowych
jest prawdopodobnie modyfikowany przez rodzaj zastosowanego leczenia.
WHO rekomenduje rozpoznanie fazy akceleracji choroby w momencie stwierdzenie
ACA/Ph+ [4]. Wedlug rekomendacji ELN pojawienie si¢ ACA/Ph+ podczas terapii TKI
jest wyktadnikiem progresji choroby, forma opornosci i niepowodzenia zastosowane;j
terapii, natomiast obecno$¢ dodatkowych zaburzen cytogenetycznych u pacjentow
z przewlekla fazg choroby w chwili stawiania diagnozy stanowi czynnik ostrzegajacy,

wymagajacy dokltadniejszego monitorowania tej grupy pacjentow [35], [36].

1.9  Aberracje chromosomowe w komdérkach Philadelphia-ujemnych

Podczas leczenia TKI, po uzyskaniu remisji cytogenetycznej i molekularnej
u czgsci pacjentow obserwuje si¢ przejsSciowe nieprawidlowosci chromosomowe
w komorkach Ph-ujemnych. Najczgsciej obserwuje si¢ trisomi¢ 8, monosomi¢ 7 i utrate
chromosomu pici Y [67]. Czestos¢é wystepowania tego typu aberracji w réznych grupach
badanych szacuje si¢ na 2-17% [67], [76]-[79]. Znaczenie kliniczne wystgpowania
aberracji chromosomowych w komorkach Ph-ujemnych pozostaje niejasne [80].
Wytyczne Organizacji Wspotpracy Miedzynarodowej na Rzecz Poprawy Opieki
Onkologicznej (ang. National Comprehensive Cancer Network, NCCN) i zalecenia ELN
sugeruja, ze ogbélne rokowanie pacjentow z klonalnymi aberracjami chromosomowymi
w komdrkach Ph-ujemnych (ang. Clonal Cytogenetic Abnormalities/Ph-, CCA/Ph-)
wydaje si¢ by¢ dobre i zalezy od odpowiedzi na TKI, z wyjatkiem monosomii 7
lub/i delecji fragmentu diugiego ramienia chromosomu 7 [35], [36], [81].
Nieprawidtowosci chromosomu 7 powigzane sg z wysokim ryzykiem mielodysplazji
i rozwinigcia klinicznego obrazu ostrej biataczki [79], [82]. Badania CCA/Ph-

przyczyniaja si¢ do dokladniejszego zrozumienia patogennych i prognostycznych
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implikacji tych nieprawidtowosci w konteks$cie CML, ale rowniez szerzej - NOWOtworow
mieloidalnych. Szczegolnie teraz, w czasie szeroko rozpowszechnionych badan nad
odstawieniem TKI u pacjentow utrzymujacych dhugotrwalg gleboka odpowiedz
molekularng wydaje si¢ zasadne badanie jakoSciowe i iloSciowe tego typu aberracji

chromosomowych.

1.10 Leczenie przewleklej bialaczki szpikowej inhibitorami kinaz tyrozynowych

1.10.1 Mesylan imatinibu

Od 1998 roku terapia przewlektej biataczki szpikowej ulegta glebokim zmianom
wraz z wprowadzeniem metylosulfonianu imatinibu, srodka przeciwnowotworowego
opracowanego w celu selektywnego hamowania niektorych kinaz tyrozynowych
zaangazowanych w onkogeneze. Wczesniej mozliwe bylo jedynie zmniejszenie masy
biataczkowej busulfanem lub hydroksymocznikiem, natomiast opcje terapeutyczne
mogace potencjalnie wyleczy¢ chorobe zostaly wprowadzone odpowiednio w 1975 roku
— allogeniczny przeszczep szpiku oraz w 1983 roku — interferon o (INFa).
Imatinib jest inhibitorem z grupy 2-fenyloaminopirymidyn (do ktdérej nalezy kinaza
tyrozynowa ABL1) [78]. Mechanizm dziatania leku polega na wspotzawodnictwie
z adenozynotrdjfosforanem (ATP) o specyficzne dla niego miejsce wigzania w domenie
kinazowej (ang. ATP-binding site), hamujac aktywnos$¢ kinazowa i autofosforylacje
bialka BCR-ABL1 oraz fosforylacj¢ reszt tyrozynowych w biatkach bedacych
w warunkach prawidtowych substratami dla kinazy tyrozynowej, co ostatecznie prowadzi
do apoptozy komorek biataczkowych [83] (Rycina 10).

W konformacji aktywnej kinazy tyrozynowej BCR-ABL1 (fosforylacja tyrozyny
w pozycji 393) przylaczenie imatynibu jest niemozliwe, miejsce wigzania leku jest
»zastoniete” przez przemieszczong petle aktywacyjng [83]. Imatinib wigze si¢ swoiscie
z sekwencjami ABL1 biatka BCR-ABL1 we wszystkich jego izoformach: p190, p210,
p230. W badaniach krystalograficznych zaobserwowano, ze imatinib wigze si¢ takze
z nieaktywng postacig innych kinaz tyrozynowych oprocz ABLI, takich jak Kinazy
receptora czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego (ang. Platelet-Derived Growth
Factor Receptor, PDGFR-a i PDGFR-B) i ¢-KIT czynnika komérek pnia (SCF).
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Nie dziata natomiast na kinazy SRC 1 nie hamuje zwigzanych z nimi drog sygnalowych

[83].
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Rycina 10. Mechanizm dziatania imatynibu na BCR-ABL1 (zrodto: Namasu i wsp. 2011).

Obserwuje si¢ nieskutecznos¢ imatynibu w przypadku stwierdzenia niektérych
wariantdw  sekwencji  onkogenu BCR-ABL1, prowadzacych do substytucji
aminokwasowych np. T315I.

Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration, FDA)
zarejestrowata lek w maju 2001 roku. W 2006 roku opublikowano wyniki badania IRIS
(ang. International Randomized IFN vs. STI571 study) poréwnujace skuteczno$é
imatynibu wzgledem INFa u pacjentdow z nowo rozpoznang przewlekla biataczka
szpikowa [84]. Po pigciu latach terapii imatynibem pelng remisje cytogenetyczna
(ang. Complete Cytogenetic Response, CCyR) uzyskalo 87% chorych, calkowite
przezycie wyniosto 83%, a u 93% chorych nie doszto do progresji do fazy akceleracji
lub przetomu blastycznego. Jedynie u 6,8% chorych, ktorzy byli leczeni cztery lata
imatynibem, doszto do fazy zaostrzenia choroby. Wykazano, ze prawdopodobienstwo
progresji choroby zmniejszato si¢ od trzeciego roku leczenia 1 w pigtym roku wyniosto
0,6%. W grupie chorych, ktérzy uzyskali CCyR w ciggu 12 miesigcy, po pigciu latach
u 3% stwierdzono progresje, natomiast w grupie pacjentow bez wigkszej odpowiedzi
cytogenetycznej — progresj¢ zaobserwowano u 19% pacjentow. Uzyskanie wigkszej
odpowiedzi molekularnej (ang. Major Molecular Response, MMR) po 12 i 18 miesigcach

zwigzane bylo réwniez z lepszym rokowaniem niz w grupie bez takiej odpowiedzi.
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W grupie pacjentdw, ktdrzy osiagneli przynajmniej MMR po 18 miesigcach terapii
imatynibem, prawdopodobienstwo przezycia bez progresji choroby wyniosto 100%.
Selektywne hamowanie BCR-ABLI1 przez imatinib znaczgco zmienito terapi¢
i naturalng histori¢ choroby. Jednakze, pomimo wysokiego odsetka odpowiedzi
hematologicznych, cytogenetycznych i molekularnych, moze rozwija¢ si¢ oporno$¢

na zastosowane leczenie.
1.10.2 Inhibitory kinaz tyrozynowych drugiej generacji

Szersze stosowanie imatynibu uswiadomito 0 istnieniu probleméw zwiazanych
Z jego stosowaniem, mi¢dzy innymi powstawanie wariantow sekwencji powodujacych
wystgpienie oporno$ci na imatynib, r6zna wchtanialno$¢, nieprzestrzeganie zalecen
stosowania leku przez pacjentdw, potrzeba standaryzacji metod badania choroby
resztkowej czy odlegte objawy uboczne leczenia. Na tej podstawie sposrod wielu
badanych zwigzkow chemicznych dwie czasteczki, nilotynib i dazatynib, okazaty
si¢ najbardziej skuteczne w badaniach klinicznych. Od 2005 roku dostepne staty si¢ TKI
drugiej generacji. Szybko potwierdzono ich przydatno$¢ w leczeniu chorych na CML
1 poczatkowo zarejestrowano do leczenia postaci opornych na leczenie pierwszego rzutu,

a nastepnie do stosowania jako leczenia pierwszoliniowego.

1.10.2.1 Dazatynib

Dazatynib zostal zarejestrowany w czerwcu 2006 roku do leczenia chorych
z CML, w Polsce — w 2007 roku. Jest to pochodna tiazolokarboksamidu nalezaca
do grupy 2-aminotiazoli, ktora r6zni si¢ strukturalnie od imatynibu [85].

Hamuje kinaze tyrozynowa BCR-ABLI, jak rowniez hamuje c-KIT, SRC kinazy
(SRC, LYN, LCK, FYN, FGR i inne), kinazy z rodziny Ephrin i PDGFR-f blokujac
zardwno ich autofosforylacje, jak i1 fosforylacje efektorow ponizej kaskady transdukcji
sygnatu [86]. Nie aktywuje Kkinaz receptora czynnika wzrostu naskorka
(ang. Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) i receptora naskorkowego czynnika
wzrostu 2 (ang. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, HER2).

Wiaze sie¢ z nicuaktywniong i aktywng konformacjg BCR-ABL1 i hamuje obie,
powodujac apoptoze komoérek biataczkowych. Badania in vitro wykazaty, ze lek ten
hamuje okoto 325-krotnie bardziej autofosforylacje niz imatinib, hamuje mutanty

BCR-ABLI1, w szczego6lnosci te, w ktéorych zmiany wystepuja na poziomie petli p
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i petli ABL1 oraz w innych miejscach C-koncowej czgsci biatka, z wyjatkiem wariantu
z substytucja izoleucyny w miejsce treoniny w pozycji 315 (T3151) [87]. Zdolno$¢
dazatinibu do hamowania proliferacji komoérek ze zmutowanym BCR-ABL1 wskazuje,
na efekt terapeutyczny u pacjentéw opornych na imatinib [88]. Poprzez dziatanie na
kinaz¢ SRC przetamuje oporno$¢ w zaawansowanych stadiach choroby. Z drugiej strony
dzialajac na szerokie spectrum kinaz tyrozynowych spodziewaé si¢ mozna wickszej
liczby dziatan niepozadanych podczas stosowania tego leku.

Dazatynib poczatkowo byt zarejestrowany do leczenia CML w drugiej linii
po stwierdzeniu nieskuteczno$ci lub nietolerancji imatynibu. W pazdzierniku 2010 roku
zostat zarejestrowany do leczenia chorych na CML jako postgpowanie pierwszego rzutu
na podstawie wynikow badania DASISION (ang. Dasatinib vs. Imatinib Study in
Treatment-Naive CML Patients), ktore wykazaly duzg skuteczno$¢ tego leku w

bezposrednim poréwnaniu z imatynibem [89].

1.10.2.2 Nilotynib

Nilotynib zostal zarejestrowany w 2008 roku, strukturalnie zblizony jest
do imatynibu, lecz hamuje autofosforylacje kinazy tyrozynowej BCR-ABL1
10-20-krotnie silniej [90].

W procesie interakcji z nieaktywna formg kinazy BCR-ABL1 wigze si¢
za pomoca czterech wigzan wodorowych z domenami kinazy ABL1 (Met318, Thr315,
Glu226 i Asp381) (Tabela 2) [90], [91].

Podobnie jak dazatynib, wykazuje skuteczno$¢ dziatania w przypadku opornosci
mutacyjnej w trakcie terapii imatynibem (wyjatek rowniez stanowi substytucja T3151),
takze w przypadku wystepowania wariantdéw sekwencji w obrgbie obszarow genu
BCR-ABL1 kodujacych okolice miejsca odpowiedzialnego za wigzanie z czasteczka ATP
[91]. Nilotynib wykazuje bardzo staba aktywno$¢ w stosunku do wigkszo$ci innych
badanych kinaz biatlkowych w stezeniach osiagganych w trakcie leczenia CML.
Wielokrotnie stabiej niz na BCR-ABL1 dziata na kinazy PDGFR, jeszcze stabiej na
c-KIT i EphR [90], [91]. W testach proliferacji i fosforylacji biatka wykazano, ze
nilotynib ma 30 razy wigkszg sil¢ dziatania niz imatinib. Ta cecha jest szczegdlnie wazna
dla starszych pacjentow, poniewaz majg oni wigkszg trudnos¢ w tolerowaniu imatynibu,

zwlaszcza w duzych dawkach [92].
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1.10.3 Inne leki stosowane w leczeniu przewleklej biataczki szpikowej

W leczeniu przewleklej biataczki szpikowej stosowane sa rowniez inne inhibitory
kinaz z rodzin ABL1 1 SRC przelamujace opornos¢ mutacyjng na powyzej opisane TKI
(Tabela 2). Lekiem dziatajacym w innym mechanizmie do TKI jest omacetaksyna.
Indukuje apoptoze komorek biataczkowych w mechanizmie zaleznym od kaspazy-3.
Lek zarejestrowano w 2012 roku dla leczenia dorostych z przewlekla biataczka szpikowa
w fazie przewleklej 1 w fazie akceleracji. Jest jedng z opcji terapeutycznych dla chorych

z oporno$cig lub/i nietolerancjag dwoch lub wiecej TKI.

Tabela 2. Charakterystyka wazniejszych inhibitor6w kinaz tyrozynowych.

Wiazania | Aminokwasy | Wiazanie z . Preparat
L2 WO(?OI’OW€ wigzace H kon?ormacj a Sulay (producent)
oryginalny:
Glivec (Novartis)
Met-318, generyczny:
Thr-315, Imakrebin,
Imatynib 6 Glu-286, nieaktywn opracowane | Imatenil, Imatin b
(STI571) Asp-381, 4| od podstaw | Actavis, Imatinib
11e-380, Polfa, Imatinib
His-361 Teva, Imatinib
Zentiva, Meaxin,
Nibix, Telux
Dazatynib Met-318, aktywna i oparte na Sprycel (Brystol-
(BMS- 3 Thr-315 icakt racjonalnym | “y;vers Squibb)
345825) meaktywna 1 wzorze yers =q
Nilotynib Met-318, Thr- . oparte na _ _
(AMN107) 4 315, Glu-284, | nieaktywng |racjonalnym | Tasigna (Novartis)
Asp-381 wzorze
. oparte na
Fso}iLljt()slgg)) - - nieaktywna |racjonalnym | Bosulif (Pfizer)
wzorze
Ponatynib Met-318, Asp- . oparte na . _
(AP-24534) 5 381, Glu-286, | nieaktywna |racjonalnym| Iclusig (Ariad)
His-361, lle-380 wzorze
Bafetynib Met-318, Thr- oparte na
315, Glu-286, . ;
(INNO- 6 Asp-381, His- nieaktywng |racjonalnym -
406) ’ wzorze
361, lle-360
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Poza wyzej wymienionymi, zarejestrowanymi juz lekami nadal prowadzone
sa badania eksperymentalne, proby kliniczne z nowymi czasteczkami np. asciminibem
ktory blokuje BCR-ABL1 w nieaktywnej konformacji za posrednictwem mechanizmu
odmiennego od mechanizmu dla wszystkich innych inhibitoréw kinazy tyrozynowej [93].
Asciminib dziata zar6wno na natywng forme¢ biatka, jak i zmutowang, w tym na mutacj¢

T315I.

1.11 Badania nad odstawieniem leczenia inhibitorami kinaz tyrozynowych

Z uwagi na potrzebg dozywotniego stosowania TKI w leczeniu CML i zwigzane
z tym koszty dla publicznej stuzby zdrowia od 2007 roku prowadzono badania
nad uzyskaniem remisji wolnej od leczenia (ang. Treatment Free Remission, TFR).
Pierwsza proba Kliniczna STIM1 (ang. Long-Term Follow-Up of the French Stop
Imatinib Study) obejmowata pacjentow u ktorych odstawiono imatynib po osiagnigciu
MR4,5 utrzymujacej sie powyzej dwoch lat [94], [95]. Po 50-miesi¢cznym $rednim
okresie obserwacji skumulowany odsetek nawrotow molekularnych
(ang. Molecular Relapse-Free Survival, MoIRFS) wyniost 60%, w tym wiekszo$¢
nawrotow wystapita w pierwszych siedmiu miesigcach od odstawienia leku.
Oceniono, ze ryzyko nawrotu molekularnego zwigzane bylo z plcig zZenska,
wysokim wskaznik wg Sokala podczas rozpoznania choroby 1 krétszym niz 50 miesigcy
czasem trwania leczenia imatynibem. W kolejnym badaniu EURO-SKI
(ang. Discontinuation of Tyrosine Kinase Inhibitor Therapy in Chronic Myeloid
Leukaemia) po 36 miesigcach obserwacji przezycie wolne od nawrotu molekularnego
osiagneto 49% chorych. Utrzymanie MOoIRFS zalezalo od czasu leczenia TKI
i czasu pozostania w glebokiej odpowiedzi molekularnej [96], [97], [98]. Wyniki badania
ENESTop (ang. Treatment-free Remission After Achieving Sustained MR4.5 on Nilotinib)
I ENESTfreedom (ang. Nilotinib Treatment-free Remission Study in CML Patients)
wykazaty, ze odsetek chorych z utrzymang TFR w 96 tygodniu od odstawienia nilotynibu
jest zblizony i wynosi odpowiednio 53% i 48,9% [99], [100]. Na podstawie tych badan
FDA zatwierdzita wprowadzenie do charakterystyki nilotynibu zapisu o mozliwos$ci
odstawienia tego leku jako pierwszego TKI. Dotyczy to pacjentdéw otrzymujacych lek
przynajmniej 3 lata, u ktorych gleboka odpowiedz molekularna na poziomie MR4,5

utrzymuje si¢ przynajmniej rok przed zakonczeniem leczenia.
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1.12  Opornos$é na leczenie inhibitorami kinaz tyrozynowych

Mimo ze terapia celowana z uzyciem inhibitoréw kinaz tyrozynowych przynosi
wymierne i dlugotrwale korzysci dla pacjentow, to jednak zdarza si¢ obserwowaé
oporno$¢ na stosowane leczenie. Mechanizmy oporno$ci mozna podzieli¢
na farmakologiczne i molekularne. Pierwsze wynikajg z: zr6znicowanej biodostepnosci,
wchtaniania leku, interakcji z innymi substancjami, zaburzonego pobierania leku do
komorek badz eliminacji inhibitora z komoérek. Mechanizmy molekularne wigza si¢
z strukturalnymi zmianami genetycznymi, najcz¢sciej dotycza gendw kodujgcych biatko
— cel terapeutyczny dla leku lub sg wynikiem zaburzenia ekspresji genow kontrolujacych

wzrost 1 proliferacj¢ komorek (Rycina 11).

Molekularne
mechanizmy
opornosci
: v y l
Dodatkowe Nadmierna Warianty Nadmierna
szlaki ekspresja sekwencji kinazy ekspresja genow

onkogenowe BCR-ABL1 BCR-ABL1 opornosct
wielolekowej

Rycina 11. Znane molekularne mechanizmy opornosci na TKI in vitro (zrodto:
opracowanie wiasne).

Innym mechanizmem opornos$ci bedacym wynikiem ewolucji biologicznej
1 dopasowania komoérek nowotworowych do przezycia w warunkach leczenia
celowanego jest rozwdj opornosci u pacjentdw leczonych poczatkowo imatynibem,
a nastgpnie dazatynibem. Udowodniono, ze u tych pacjentdéw komorki biataczkowe
z wykrytymi wtornymi zmianami sekwencji genu fuzyjnego BCR-ABL1 produkuja
1 wydzielaja parakrynnie IL-3, cytokine¢ silnie aktywujaca szlak transdukcji sygnatu
JAK-STAT [101], [102]. W konsekwencji dochodzi do niezaleznej od kinazy
BCR-ABLI1 stymulacji tego szlaku, a takze posrednio szlaku RAS-RAF-MEK, zaréwno
w komorkach z mutacjami, jak réwniez w komorkach, w ktérych nie wykrywa sig
mutacji. Wykazano, ze wystarczy 6% komorek z mutacjami wtérnymi opornymi
na dazatynib wsrdd krazacych niezmutowanych komorek biataczkowych, aby w sposob

efektywny indukowac¢ opornos¢ na ten inhibitor poprzez parakrynne wydzielanie IL-3.
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Z klinicznego punktu widzenia komodrki nowotworowe moga wykazywaé
opornos¢ pierwotng lub wtdrng (nabytg). Oporno$¢ pierwotna wynika z zmiany sekwencji
onkogenu warunkujacej brak wrazliwos$ci komoérek bialaczkowych na dziatanie inhibitora
od poczatku zastosowania terapii. Oporno$¢ wtorna pojawia si¢ w wyniku adaptacji
komorki nowotworowej do warunkOw stresu terapeutycznego po pewnym okresie
leczenia. Wiaze si¢ ona z niestabilno$cig genetyczng i zwigkszong podatnoscia
na genomowe zmiany wtdorne, czgsto niewrazliwe lub czesciowo wrazliwe na dziatanie
leku. Dochodzi do selekcji, rozrostu i stopniowej dominacji opornych klonow
komorkowych, a w konsekwencji do progresji choroby.

Ponadto istnieje rowniez czg$¢ pacjentow (~25%), ktorzy nie sg w stanie
tolerowa¢ leczenia. Oporno$¢ na terapi¢ TKI moze by¢ wyrazona hematologicznie,
cytogenetycznie i molekularnie: dotyczy niezdolnos$ci leku
do indukowania normalizacji parametrow morfologii krwi, zanikania metafaz

Ph-dodatnich lub znacznego zmniejszenia ilosci transkryptu BCR-ABL1.

1.12.1 Warianty sekwencji aminokwasdéw w domenie kinazowej BCR-ABL1

Najczesécie] spotykanym mechanizmem prowadzacym do opornosci wtornej
wsrod chorych leczonych TKI jest selekcja klonow komérkowych z wtéornymi zmianami
punktowymi w domenie kinazowej (KD) onkogenu bgdacego celem terapeutycznym
[103]-[108]. W komérkach biataczkowych, pochodzacych od chorych na CML leczonych
imatynibem wykryto ponad 100 réznych wariantoéw, gtownie substytucji, powstajacych
w obrgbie KD BCR-ABL1 [109]. Najprawdopodobniej imatynib nie prowadzi
do indukowania opornych zmian wtdrnych, a jedynie do selekcji klonéw komdrek
z wariantem sekwencji aminokwasowej, ktore powstaly jeszcze przed podaniem
inhibitora. Do najczgstszych substytucji w ABL1, stanowigcych ponad 60%
stwierdzanych zmian, naleza: H396R, F359V, E355G, M351T, F317L, T315I, E255K,
G250E, Q252H, Y253H i M244V. Najczesciej zmiany wystepuja w tzw. petli P. Efektem
tych wariantbw moze by¢ zmiana konformacyjna kinazy ABLI, utrudniajaca
bezposrednie wigzanie imatynibu do biatka, jak i preferencyjne utrzymywanie
przez kinaz¢ BCR-ABL1 konformacji aktywnej, z ktorg imatynib nie moze si¢ zwigzac.

Warianty sekwencji zostaly podzielone wedlug ich roli jaka odgrywaja
w opornosci na imatynib. Wyr6zniono zmiany powodujace silng opornos¢ (T315I1,
E255V, Y253H, L248V, E279K i G250E) oraz warianty powodujace mniejszg opornosé
(H396R, F359V, F317L, Q252H, L387M, F359C, M351T, M244V, E355G i V379I)
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[110]. Stosujac powszechnie TKI w leczeniu CML przy wykorzystaniu technik
sekwencjonowania nastgpnej generacji wykrywa si¢ obecnie warianty na wyzszym
poziomie czuto$ci oraz bardziej ztozone [104]. Dodatkowo stwierdzono, ze rozne rodzaje
wariantow KD wigza si¢ z réznym stopniem odpornos$ci na pozostate TKI, np. substytucja
T3151 jest oporna na prawie wszystkie TKI, natomiast M244V jest wrazliwa na nilotynib
I dazatynib. Z kolei, zmiana F359V wykazuje posrednig oporno$¢ na nilotynib i wykazuje
wrazliwos$¢ na dazatynib [35], [107], [108], [110]. Zaburzenia mechanizmow naprawy
DNA, defekty funkcjonowania punktéw kontrolnych cyklu komoérkowego moga
powodowac niestabilno$¢ genetyczng w przebiegu CML. Udowodniono, ze u pacjentow
chorujacych na CML z niestabilno$cig genetyczng istnieje wicksze prawdopodobienstwo
wystgpienia zmian sekwencji w obrebie KD [111]. Z drugiej strony istniejg doniesienia
potwierdzajace brak korelacji pomiedzy wystepowaniem zmian KD a wystepowaniem
ACA/Ph+. Badacze sugeruja losowe wystepowanie obu zdarzen genetycznych

reprezentujacych rézne mechanizmy opornosci na leczenie [105], [112].

1.13 Laboratoryjne badania genetyczne w diagnostyce i monitorowaniu

przewleklej bialaczki szpikowej

Genetyczna diagnostyka laboratoryjna w przypadku rozpoznania przewlekiej
biataczki szpikowej opiera si¢ na nastepujacych metodach:
- cytogenetyce klasycznej;
- fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH);
- reakcji fancuchowej polimerazy z odwrotng transkryptaza (RT-PCR) i PCR w czasie
rzeczywistym (RQ-PCR);
w celu ujawnienia chromosomu Philadelphia i rearanzacji BCR-ABL1.

Poniewaz terapia TKI determinuje remisj¢ cytogenetyczng i molekularna,
a w konsekwencji wydluzenie fazy przewleklej, takie analizy staty si¢ wazne nie tylko
w momencie rozpoznania choroby, ale takze podczas monitorowania terapii.
Wilasciwe monitorowanie wyzej wymienionymi technikami pozwala na wykrycie

progresji choroby na wczesnym etapie.

1.13.1 Cytogenetyka klasyczna

Analiza Kkariotypu jest stosowana do potwierdzenia obecnosci chromosomu

Philadelphia w momencie podejrzenia choroby i monitorowania terapii TKI. Co wigcej,
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pozwala na wykrycie dodatkowych zmian chromosomowych zaréwno w Kklonie
Ph-dodatnim jak i w komorkach Ph-ujemnych, ktérych nie mozna wykry¢ za pomoca
pozostatych rutynowo stosowanych metod FISH i RQ-PCR.

Ograniczeniami metod oceny prazkowej chromosomow s3:

- niska czutos¢, na poziomie wykrycia 1-5% komorek z aberracja;

- konieczno$¢ uzyskania komorek proliferujacych, poniewaz analiza

jest  wykonywana tylko na komorkach ~w  stadium  metafazy

(standardowo ocenia si¢ 20-30 metafaz).

1.13.2 Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

FISH wykorzystuje sondy DNA skoniugowane z fluorochromami, specyficzne
dla badanych sekwencji genow zaangazowanych w okreslone rearanzacje
chromosomowe. W ten sposéb technika ta pozwala rowniez na analiz¢ komorek
nie dzielagcych si¢, bedacych w stadium interfazy, umozliwiajagc tym samym oceng
pacjentow, u ktorych nie uzyskano metafaz w hodowli komorkowej, badz uzyskano
ich niewystarczajaca ilos¢.

W przypadku przewleklej biataczki szpikowej, FISH pozwala:

- w momencie rozpoznania dokladnie scharakteryzowa¢ translokacje t(9;22)

rozrozniajac rodzaj rearanzacji (translokacja klasyczna Ilub wariantowa),

zdiagnozowaé¢ przypadki z tzw. ,,zamaskowanym” Ph oraz potwierdzi¢
lub wykluczy¢ delecje w obrgbie der(9) lub/i der(22);

- w trakcie monitorowania oszacowa¢ liczbe komoérek BCR/ABL1-dodatnich,

w przypadkach, w ktorych nie mozna oceni¢ kariotypu metoda cytogenetyki

klasycznej;

- W momencie podejrzenia i monitorowania leczenia, wykry¢ amplifikacje

BCR/ABL1. W niektorych przypadkach amplifikacja nie jest zwigzana

z duplikacja chromosomu Ph, ale jest spowodowana powieleniem

i wprowadzeniem przegrupowania w innych regionach chromosomowych:

z tego powodu moze nie by¢ widoczna przy rozdzielczosci cytogenetyki

klasycznej. Amplifikacja BCR/ABL1 niezaleznie od lokalizacji wskazuje

na postep choroby w kierunku przetomu blastycznego [113];

- okre$li¢ w bardziej czuly sposdb, w odniesieniu do metod cytogenetyki

klasycznej, chimeryzm po allogenicznej transplantacji komorek szpiku kostnego

w sytuacji, gdy dawca byt innej ptci od biorcy.
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FISH jest technikg bardziej czulga niz analiza kariotypu, poniewaz moze byc¢
analizowana wicksza liczba komodrek, zaréwno komoérek proliferujacych
i nieproliferujacych (standardowo analizie podlega 100-200 jader komorkowych).
Z drugiej jednak strony FISH z sondag D-BCR/ABL, rutynowo stosowany, wykrywa tylko
fuzje BCR-ABL1. Z tego powodu niemozliwe jest zidentyfikowanie dodatkowych
aberracji chromosomowych w klonie Ph-dodatnim jak i w komorkach Ph-ujemnych
bez ich wczeéniejszej detekcji metodami cytogenetyki klasycznej, ewentualnie metodami
molekularnymi (FISH z sonda celowang) ukierunkowanymi na aberracje wczes$niej

wykryta w badaniu kariotypu.

1.13.3 Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)

PCR jest technika umozliwiajaca amplifikacje in vitro specyficznych sekwencji
DNA lub komplementarnego DNA (cDNA). Kinetyka amplifikacji ma charakter
wykladniczy, a niewielkie zmiany w warunkach przygotowania reakcji moga przetozy¢
si¢ na duze zmiany w ilo$ci produktu koncowego. Konieczne jest poznanie sekwencji
docelowego genu, ktory chcemy zamplifikowaé, aby zaprojektowaé parg sensownych
(ang. forward) i antysensownych (ang. reverse) starterow, ktore bedg hybrydyzowac
z regionami flankujacymi sekwencje¢ badang, odpowiednio na 5' i 3' koficu. Diugos¢
starterow wynosi od 15 do 30 nukleotydow; im wigksza dlugo$¢, tym wyzsza
specyficznos¢. Wyktadnicza amplifikacja docelowej sekwencji badanej zachodzi dzigki
powtorzeniu serii cykli obejmujacych trzy fazy: pierwsza faza obejmuje denaturacje
termiczng dwuniciowe] matrycy DNA (powyzej 90°C), ktora ma by¢ skopiowana,
podczas gdy druga i trzecia faza zapewniaja odpowiednio przytaczanie lub renaturacje
starterow odpowiednimi regionami komplementarnymi (50-65°C) i wydtuzanie DNA
zaczynajac od starterow przy udziale polimerazy Taq (72°C), ktora cechuje rowniez
aktywnos¢ eksonukleazy 5'—3'. Technika PCR transkryptow BCR-ABL1 u pacjentow
w momencie rozpoznania przewleklej biataczki szpikowej definiuje specyficzny
transkrypt powstaly w wyniku translokacji t(9;22), ktora w wigkszos$ci przypadkow jest
reprezentowana przez transkrypt el3a2 (b2a2) lub el4a2 (b3a2). Limit czuto$ci wynosi
okoto 1/100 000 komorek, co wystarcza do rozpoznania, ale nie do monitorowania
terapii. Ponadto nie mozna stosowac tego badania do oznaczania ilosciowego transkryptu,
co jest szczegOlnie wazne w monitorowaniu pacjentow otrzymujacych TKI,

szczegblnie u chorych z catkowita odpowiedzig cytogenetyczng.
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Z tego powodu monitorowanie terapii odbywa si¢ za pomocg Real Time PCR.
Metoda polega na monitorowaniu przyrostu liczby kopii badanej sekwencji w czasie
rzeczywistym. Jest to mozliwe dzigki znakowaniu produktow amplifikacji czgsteczkami
zdolnymi do fluorescencji. Fluorescencja kazdej probki jest proporcjonalna do iloSci
zsyntetyzowanego produktu. Mierzac fluorescencj¢ probek po kazdym cyklu reakcji,
mozna monitorowacé jej przebieg. Do obliczania liczby badanych czasteczek obecnych
W mieszaninie na poczatku reakcji wykorzystuje si¢ moment, w ktérym poziom
fluorescencji barwnika przekroczy zdefiniowany prog (CT). Im wcze$niej poziom
fluorescencji wzrasta do okreslonej wartosci, tym jest wigcej kopii badanej sekwencji
w probce na poczatku reakcji. Najczgsciej CT jest tozsame z wejsciem reakcji
w faze logarytmicznego przyrostu ilosci produktu. W celu zbadania liczby kopii badane;j
sekwencji w probie sporzadza si¢ seri¢ rozcienczen roztworu o znanym stezeniu i liczbie
kopii DNA, wedtug nich wyznacza si¢ krzywa standardowa i majac dany punkt CT,
na podstawie krzywej standardowej szacuje si¢ liczb¢ czasteczek.

Nowym, obiecujagcym narzedziem sluzagcym zaréowno do jakoSciowe,
jak i ilosciowej oceny poziomu transkryptu BCR-ABL1 jest tzw. emulsyjny PCR
(ang. digital PCR, dPCR) oparty na ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym
z tradycyjng amplifikacja oraz detekcja fluorescencji produktu docelowego reakcji,
przy jednoczesnej eliminacji krzywych standardowych. Mimo niezaprzeczalnych zalet
zastosowanie w chwili obecnej dPCR w ocenie poziomu transkryptu BCR-ABL1
do celow klinicznych wymaga znacznej rozwagi 1 doswiadczenia. Zaobserwowano,
ze odsetek uzyskanych gtebokich odpowiedzi molekularnych byt nizszy w przypadku
dPCR niz Real Time PCR i w zwigzku z tym uzyskiwane odpowiedzi molekularne
klasyfikowano jako gorsze. Efekt ten byt niezalezny od ilo$ci 1 jako$ci uzytego materiatu
[114]. Biorac pod uwage, ze wszystkie aktualne rekomendacje postepowania
diagnostyczno-terapeutycznego  opierajg  si¢ na  badaniach  molekularnych
wykonywanych metoda Real Time PCR, wyniki badania dPCR uzywanego do celow
klinicznych powinny by¢ poddane wnikliwej ocenie i analizowane w pordwnaniu

z wynikami uzyskanymi technikg Real Time PCR w akredytowanych laboratoriach.
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1.14 Kryteria odpowiedzi cytogenetycznej i molekularnej na leczenie

inhibitorami kinaz tyrozynowych

Analiza kariotypu metodami cytogenetyki klasycznej przeprowadzona
na aspiratach szpiku kostnego pozostaje nadal rekomendowang metoda monitorowania
odpowiedzi na leczenie inhibitorami kinaz tyrozynowych, ponadto jest rowniez jedynym
stosowanym narzedziem diagnostycznym do oceny innych aberracji chromosomowych

poza chromosomem Ph, ktére moga odgrywac role prognostyczna.

Odpowiedz cytogenetyczng na podstawie odsetka metafaz z chromosomem Ph
mozna oceni¢ jako:
- catkowitg (ang. Complete Cytogenetic Response, CCyR): 0% metafaz Ph+;
- cze$ciowa (ang. Partial Cytogenetic Response, PCyR): 1-35% metafaz Ph+;
- mniejsza (ang. Minor Cytogenetic Response, MCyR): 36-65% metafaz Ph+;
- minimalng (ang. Minimal Cytogenetic Response, minCyR): 66-95% metafaz Ph+;
- brak odpowiedzi (ang. no Cytogenetic Response, noCyR): 96-100% metafaz Ph+.

Odpowiedz molekularng okre$la si¢ za pomoca iloSciowej reakcji fancuchowej
polimerazy z odwrotng transkrypcja (RQ-PCR). W celu ilosciowego oznaczenia ilosci
RNA w badanych prébkach i normalizacji ekspresji transkryptu BCR-ABL1
przeprowadza si¢ 0znaczenie genu metabolizmu podstawowego (gen GUSB, ABL1).
Standardowa krzywa dla genu kontrolnego otrzymuje si¢ przez kwantyfikacje
przynajmniej trzech seryjnych rozcienczen w znanych stgzeniach plazmidow
zawierajacych gen kontrolny.

Ilos¢ transkryptu obecnego w analizowanych probkach wyraza si¢ jako stosunek:
BCR-ABL1/GUSB %, wedtug skali miedzynarodowej. Pracownia Biologii Molekularnej
Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej uczestniczy w procesie walidacji oznaczen
poziomu transkryptu BCR-ABL1 w ramach projektu EUTOS. Uzyskane wyniki oprocz
potwierdzenia czuto$ci pozwalaja stwierdzi¢, ze wykonywane pomiary sg powtarzalne

1 stabilne w dtuzszej perspektywie czasowe;.
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Odpowiedz molekularng na podstawie poziomu transkryptu BCR-ABL1/GUSB IS

mozna oceni¢ jako:
- wigkszg (ang. Major Molecular Response, MMR): przynajmniej 0,1%;
- gleboka (ang. Deep Molecular Response, DMR):

e MR4: przynajmniej 0,01%;

e MR4,5: przynajmniej 0,0032%;

e MRS5: przynajmniej 0,001%;
- brak odpowiedzi (ang. no Molecular Response, noMMR): powyzej 0,1%.

Postep choroby do bardziej zaawansowanych faz oraz niepowodzenie terapii
definiuje si¢ wedlug kryteriow przedstawionych w rekomendacjach Polskiej Grupy
ds. Leczenia Biataczek u Dorostych (ang. Polish Adult Leukemia Group, PALG)
dotyczacych diagnostyki i leczenia przewleklej biataczki szpikowej oraz ELN [35], [36],
[37].
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY

Glownym celem pracy byla charakterystyka aberracji chromosomowych
u chorych z rozpoznang przewlekta bialaczka szpikowa leczonych inhibitorami kinaz
tyrozynowych.

Praca zaktadata wyodrebnienie grupy pacjentdw z klasyczng translokacja t(9;22),
z translokacjg wariantowg, z Kariotypem Ph-ujemnym/BCR-ABL1-dodatnim oraz
z zamaskowanym chromosomem Ph. Dokonano analizy wystgpowania delecji BCR
lub/i ABL1 z chromosomow objetych translokacjg, a takze wariantow sekwencji domeny
kinazowej BCR-ABLL1.

Ocenie poddane zostaly dodatkowe aberracje chromosomowe wystepujace
w klonie komorek Ph-dodatnim zar6wno w momencie rozpoznania choroby, a takze
w trakcie terapii inhibitorami kinaz tyrozynowych. W trakcie monitorowania terapii
oceniono wystgpowanie zmian chromosomowych w komodrkach Ph-ujemnych.
Przeanalizowano wplyw rodzaju aberracji, czasu pojawienia si¢ aberracji w przebiegu

choroby na uzyskang odpowiedZ na zastosowane leczenie.

Szczegdlowe cele pracy:

l. okreslenie czgstosci wystgpowania i charakteru aberracji chromosomowych
u chorych na przewlekta biataczke szpikowa;

. ocena ewolucji klonalnej kariotypu w trakcie terapii inhibitorami kinaz
tyrozynowych;

I1. ocena wplywu wybranych aberracji chromosomowych na odpowiedz
na zastosowane leczenie oraz na przezycie chorych z przewlekla biataczka
szpikowa;

V. ocena czestosci wspotwystepowania aberracji chromosomowych z zmianami
w obrebie domeny kinazowej BCR-ABL1;

V. proba oceny zwigzku pomiedzy wybranymi aberracjami chromosomowymi

a wybranymi parametrami laboratoryjno-klinicznymi oraz fazg choroby.
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3. MATERIAL

3.1 Grupabadana

Badania  mialy  charakter  retrospektywny, realizowane byly w
Pracowni Cytogenetyki oraz Pracowni Biologii Molekularnej Laboratorium Diagnostyki
Hematologicznej Katedry i Kliniki Hematologii i1 Transplantacji Szpiku
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Zgromadzony materiat biologiczny pobrany
zostat w ramach rutynowej diagnostyki w latach 2007-2016. Badania wykonano po
uprzednim uzyskaniu zgody uczelnianej Komisji Bioetycznej (nr Uchwaty 178/17).
Do badan zakwalifikowano 215 pacjentow (111 kobiet oraz 104 mezczyzn),
zdiagnozowanych 1 leczonych z powodu przewlektej biataczki szpikowej.
U poszczegblnych pacjentow chorobe rozpoznano w latach 1990-2016. Zebrano dane
kliniczne z momentu rozpoznania choroby: od 56 chorych (26%) rozpoznanych w latach
1990-2006 oraz 151 os6b (70,2%) rozpoznanych w latach 2007-2016 (Tabela 3).
Nie udato si¢ uzyska¢ danych klinicznych od 8 chorych (3,7%), jednak z uwagi na
rzadko$¢ prezentowanych aberracji chromosomowych w tej podgrupie pacjentéw

uwzgledniono chorych w badaniu.

Tabela 3. Charakterystyka kliniczno-laboratoryjna badanej grupy pacjentéw z rozpoznaniem
przewleklej biataczki szpikowe;.

Grupa badana

Badany parametr (n=215)

Pte¢ meska/zenska; n (%) 104/111 (48,4/51,6)
Brak danych klinicznych 8
Dane kliniczne 207

Mediana wieku zachorowania w latach; (zakres) 51 (9-84)
Powigkszenie sledziony przy rozpoznaniu; n (%) 132 (63,8)
WBC 10°%L przy rozpoznaniu; mediana (zakres) 93 (2-658)
Hg mmol/l przy rozpoznaniu; mediana (zakres) 7,4 (3,5-13)
PLT 10%L przy rozpoznaniu; mediana (zakres) 433 (42-2746)
Blasty we krwi przy rozpoznaniu; mediana % (zakres) 1 (0-68)
Eozynofile we krwi przy rozpoznaniu; mediana % (zakres) 2 (0-20)
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Bazofile we krwi przy rozpoznaniu; mediana % (zakres)

2 (0-29)

) niskie 70 (33,8)
S((:%a ryzyka wg Sokala; posrednie 83 (40,1)
wysokie 54 (26,1)
_ hiskie 88 (42,5)
S?;)n)a ryzyka wg Hasforda (Euro); posrednic 94 (45.4)
wysokie 25 (12,1)
Ocena ryzyka wg Eutos; niskie 193 (93,2)
n (%) wysokie 14 (6,8)
. niskie 129 (62,3)
S%‘%‘)a ryzyka wg ELTS; posrednie 46 (22,2)
wysokie 32 (15,5)
. CP 183 (88,4)
Faza choroby przy rozpoznaniu;
0 (%) AP 18 (8,7)
BP 6 (2,9)
el3a2 69 (33,3)
Transkrypt; n (%) elda2 131 (63,3)
elda3 2 (1)
el9a2 1(0,5)
el13a2 z mikrodelecja 1(0,5)
koekspresja e13a2 i el4a2 3(1,4)
Czas od rozpoznania do ostatniego badania; 72 (8-312)

mediana czasu m-ce; (zakres)

Imatynib; n (%); mediana czasu m-ce; (zakres)

207 (100%); 36 (2-216)

Leczenie TKI Il generacji; n (%)

Dazatynib; n (%); mediana czasu m-ce; (zakres)

Nilotynib; n (%); mediana czasu m-ce; (zakres)

74 (35,7)
48 (23,2); 18 (1-95)
49 (23,7); 18 (1-108)

Leczenie sekwencyjne dwoma TKI Il generacji; n (%) 23 (11,1)
Warianty domeny kinazowej BCR-ABL1; n (%) 24 (11,6)
Transformacja do BP/AP; n (%) 14 (6,8)
AlloBMT po niepowodzeniu leczenia TKI; n (%) 21 (10,1)
Smieré; n (%) 22 (10,6)

Skroty:  ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komdrek Philadelphia-dodatnim;
AP, faza akceleracji; alloBMT, allogeniczny przeszczep komorek szpiku kostnego; BP, faza przetomu blastycznego;
CP, faza przewlekta; Hb, hemoglobina; PLT, trombocyty; TKI, inhibitory kinaz tyrozynowych; WBC, leukocyty

3.2 Material do badan

Materialem do badan cytogenetycznych byt szpik kostny, rzadziej
krew obwodowa (przy obecnosci blastozy powyzej 20% badz w przypadku podejrzenia
aberracji chromosomowej 0 charakterze konstytutywnym), pobrany na litowa heparyng

w ilosci 4 ml.
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Natomiast materiatem do badan metodami biologii molekularnej byto 9 ml krwi
obwodowej, pozyskanej z naklucia zyly odlokciowej do probowki z wersenianem

dwusodowym.

3.3  Odczynniki i aparatura badawcza

Sondy molekularne wykorzystywane do analizy FISH

Badania FISH przeprowadzono z nastgpujacymi sondami DNA w celu
scharakteryzowania translokacji t(9;22).

LSI BCR/ABL, Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe Set Vysis
(Abbott Molecular Inc., USA)

Jest to mieszanina dwoch sond: sondy LSI ASS1-ABL1 wyznakowanej
na pomaranczowo SpectrumOrange (rodaming) i sondy LSI BCR wyznakowanej
na zielono SpectrumGreen (fluoresceing).

Sonda ABL1 o wielkosci okoto 671 kpz [chr9:132255025-132926107; Dec. 2013
Assembly (GRCh38/hg38), UCSC Genome Browser] obejmuje gen ASS1 i rozcigga si¢
do ostatniego eksonu genu ABL1.

Sonda BCR obejmuje obszar o wielkosci okoto 1,5 Mpz, obejmuje locus
zmiennych sekwencji lekkich tancuchow lambda immunoglobuliny (IGLV) oraz gen BCR
[okoto 579 kpz; chr22:21382633-21962088; Dec. 2013 Assembly (GRCh38/hg38),
UCSC Genome Browser] konczac si¢ w punkcie potozonym okoto 900 kpz od konca 3’
tego genu. Dystalny fragment sondy obejmuje obszar o wiclko$ci okoto 645 kpz
[chr22:22288218-22932815; Dec. 2013 Assembly (GRCh38/hg38), UCSC Genome
Browser]. Pomi¢dzy dwoma sondami wyznakowanymi na zielono wystepuje obszar
niewyznakowany o wielkos$ci okoto 326 kpz.

Zaréwno sonda ABLI1, jak i BCR pokrywajg miejsca ztaman odpowiadajacych
im genow, typowe dla translokacji 1(9;22)(g34;q11.2). Wzo6r hybrydyzacji dla
prawidlowej komorki to dwa czerwone sygnaty zlokalizowane na chromosomach pary 9
i dwa zielone sygnaly na chromosomach pary 22, podczas gdy komorka z translokacja
1(9;22)(q34;q11.2) prezentuje odpowiednio czerwony sygnat i zielony sygnal dla
prawidtowego chromosomu 9 1 22 oraz dwa czerwone/zielone (zo6tte) sygnaly fuzyjne dla
dwoch  pochodnych  chromosomow  uczestniczacych w  translokacji:  jeden

na chromosomie 9, drugi na chromosomie 22 (chromosomie Ph) (Rycina 12).
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Rycina 12. Wyznakowanie sondy molekularnej LS| DCDF BCR/ABL: A) Schemat sondy
(zrédio: katalog Abbott Molecular, Vysis FISH); B) Jadro komorkowe w interfazie z
prawidtowym wzorem hybrydyzacji (po lewej) oraz z typowym przegrupowaniem sygnatéw dla
fuzji genéw BCR/ABLL1 (po prawej); C) Rozktad sygnatéw na poszczegdlnych chromosomach w
przypadku translokacji t(9;22) (zrodto: opracowanie wilasne; zdjecia wykonano w Pracowni
Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).

LSI BCR/ABL/ASS, Tri-Color, Dual Fusion Translocation Probe Set Vysis
(Abbott Molecular Inc., USA)

Jest to mieszanina dwoch sond: sondy LSI ASS1-ABL1 wyznakowanej
na czerwono (SpectrumOrange) i niebiesko (Aqua) oraz LSI BCR wyznakowanej
na zielono (SpectrumGreen).

W prawidlowej komorce obserwuje sie dwa czerwono-niebieskie sygnaty
dla chromosomow 9 i dwa zielone sygnaty dla chromosoméw 22, podczas gdy w komorce
z translokacjg 1(9;22)(g34;q11.2) wystapia odpowiednio: sygnal czerwono-niebieski
i sygnal zielony na prawidlowych chromosomach 9 i 22, sygnal fuzyjny
czerwono-niebieski/zielony (zo6to-niebieski) dla pochodnego chromosomu 9 i
sygnal fuzyjny czerwono-zielony (z6ity) dla pochodnego chromosomu 22
(chromosomu Ph) (Rycina 13). Opisany zestaw sond pozwala rozr6ézni¢ w komorkach
interfazowych prawidtowy chromosom 9 i chromosom pochodny 9 od chromosomu Ph
pochodzacy z translokacji t(9;22)(q34;q11.2), a zatem obnizy¢ prog odciecia dla komorek

falszywie dodatnich.
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Rycina 13. Wyznakowanie sondy molekularnej BCR/ABL1/ASS1: A) Schemat tréjkolorowej
sondy fuzyjnej BCR/ABL1/ASS1 (zrédto: katalog Abbott Molecular, Vysis FISH); B) Ptytka
metafazowa z klasyczna rearanzacja BCR/ABL1, strzatkami zaznaczono pochodny chromosom 9
(sygnat czerwono-niebieski/zielony) i chromosom Ph (sygnat czerwony/zielony) (zrodto:
opracowanie wlasne; zdjgcie wykonano w Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki
Hematologicznej).

Ponadto wykorzystywano dostepne na rynku sondy komercyjne, specyficzne oraz
malujgce w celu scharakteryzowania aberracji obserwowanych w kariotypie (Aneks;
Zatacznik 1).

Sekwencje starterow oligonukleotydowych wykorzystywanych w badaniach
molekularnych zestawiono w formie tabel (Aneks; Zatacznik 2-4).

Pozostate stosowane odczynniki oraz zestawienie wykorzystanej aparatury

badawczej przedstawiono w formie tabeli (Aneks; Zatacznik 5 i 6).
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4. METODY

4.1  Cytogenetyka klasyczna
4.1.1 Hodowle komdrkowe

Krotkoterminowe hodowle komérkowe o gestosci 10 milionéw komorek w 10 ml
pozywki  zaktadano w  warunkach  sterylnych po  otrzymaniu  probki
do badania. Pozywka zawierata RPMI 1640 wzbogacone w 15% plodowa surowice
bydlgca. W  kazdym przypadku zaktadano cztery hodowle komorkowe
(dwie stymulowane G-CSF i dwie niestymulowane) i inkubowano w 37°C z 5% CO:
przez 24 i 48 godziny. Nastepnie do kultur dodawano kolcemid o stezeniu 10 pg/mi
I ponownie inkubowano w 37°C przy 5% COz2 przez 30 minut w celu zatrzymania cyklu
komorkowego komorek szpiku kostnego na etapie metafazy. Po inkubacji hodowle
wirowano przy 800 x g przez 10 minut. Po usunigciu supernatantu komorki poddawano
dziataniu szoku hipotonicznemu przez dodanie 10 ml 0,075 M roztworu KCI.
Tak otrzymang mieszaning inkubowano w 37°C przez 20 minut, wirowano przy 800 x g
przez 10 minut w celu ponownego usuni¢cia supernatantu. Do osadu komoérkowego
dodawano kroplami zmrozony utrwalacz Carnoy'a (trzy czgsci metanolu i jedna czgsé
kwasu octowego) ciagle mieszajgc. Proces utrwalenia powtarzano trzy razy,
aby wyeliminowa¢ zbedny materiat komérkowy, co moglo utrudni¢ analize plytek
metafazowych. Utrwalone komodrki zawieszano w niewielkiej ilosci utrwalacza
I przechowywano w -20°C. Z kazdej hodowli sprawdzano material pod katem liczby
1 jako$ci uzyskanych metafaz poprzez roztozenie kilku kropel materialu na szkietku
podstawowym nad taznia wodng. Standardowo przygotowywano 8-10 szkielek
podstawowych ,postarzanych” w termostacie/cieplarce w 80°C przez godzing
1 pozostawiano do wystygnigcia do dnia nastgpnego, w ktdorym przeprowadzano
procedure uzyskiwania prazkow G. Ponadto w przypadku podejrzenia aberracji
chromosomowej o charakterze konstytutywnym zakladano 72-godzinne hodowle
komorkowe  krwi  obwodowej  (stymulowane LF-7 i  niestymulowane).
Preparatyka hodowli komoérek krwi obwodowej byta identyczna z preparatyka hodowli
komorek szpiku kostnego.
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4.1.2 Barwienie prazkowe chromosomow

Prazkowanie chromosoméw polega na stosowaniu réznych metod barwienia
umozliwiajacych podkreslenie normalnie niewidocznej struktury chromosomowe;j.
Uzyskany wzoér prazkowy wynika z niejednorodnej, $cisle okreslonej organizacji
struktury chromatyny w chromosomach metafazowych. Najczesciej do analizy kariotypu
uwidacznia si¢ wzor prazkow G. Identyczny wzor z pragzkami G majg prazki Q
po wybarwieniu kwinakryng. Je$li wymagana jest lepsza identyfikacja obszardéw
telomerowych chromosoméw, stosuje si¢ prazki R — uzyskuje sie¢ wzor odwrotny
do prazkow G 1 Q. W celu wybarwienia regiondow chromosomoéw zawierajacych
heterochromatyne konstytutywna stosuje si¢ prazki C, natomiast organizatory jaderkowe
(satelity, nitki satelitono$ne) pozwala uwidoczni¢ srebrzenie (ang. silver-stained
Nucleolar Organizer Regions, AgNOR). Standardowo w Pracowni Cytogenetyki
Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej stosuje si¢ prazki G (ang. G-bands

by Trypsin using Giemsa, GTG).

4.1.2.1 Uzyskiwanie prazkow G

Szkietka podstawowe z odpowiednio roztozonym materiatem pacjenta,
»postarzone” w 80°C, poddawano dziataniu trypsyny (480 pl trypsyny 0,25% w PBS,
bez Ca?*, Mg?* i 50 ml buforu fosforanowego o pH 6,8). Czas trypsynowania dobierano
indywidualnie dla kazdego pacjenta (okoto dziesi¢¢ sekund). Po lagodnej proteolizie
trypsyng chromosomy poddawano barwieniu 5% roztworem odczynnika Giemzy
w buforze fosforanowym o pH 6,8-7,0 przez osiem minut. Pozwolito to na wizualizacje¢
prazkéw ciemnych (G-pozytywnych, z duzym udziatem par AT, odpowiadajacych
regionom heterochromatynowym bogatym w sekwencje DNA powtarzalne) oraz
prazkéw jasnych (G-negatywnych, z duzym udziatem par GC, utozsamianych
z euchromatyng, bogatych w sekwencje unikatowe) dla poszczegolnych chromosomoéw.
Metafazy z wyprazkowanymi chromosomami na szkietkach byly znajdowane manualnie
pod mikroskopem optycznym (Axio Imager Z1, Z2 lub D1, Zeiss) lub z wykorzystaniem
systemu do automatycznego wyszukiwania metafaz Metafinder4 (Metasystems;
od listopada 2011 na wyposazeniu pracowni). Do analizy chromosoméw wykorzystano
oprogramowanie komputerowe Ikaros (Metasystems) podigczone do mikroskopu.

W chwili diagnozy starano si¢ analizowa¢ 20 metafaz, natomiast podczas monitorowania
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terapii  25-30 metafaz. Klasyfikacja chromosomow odbywata si¢ zgodnie z
miedzynarodowa nomenklaturg chromosomowg (ang. International System for
Human Cytogenetic Nomenclature, ISCN). Aberracje chromosomowe oceniano jako
klonalne, gdy dwie lub wigcej komoérek posiadato identyczng nieprawidlowosé
strukturalng lub ten sam nadliczbowy chromosom oraz gdy w przynajmniej trzech
komdrkach obserwowano t¢ samg monosomi¢. Zmiany obecne w mniejszej liczbie
komorek byly zdefiniowane jako nieklonalne. W szczeg6lnych przypadkach aberracje
chromosomowe byly opisywane w kariotypie, nawet jesli obserwowano aberracje tylko
w 1 metafazie, gdy ta sama zmiana chromosomowa wystgpita podczas rozpoznania
1 monitorowania terapii, badz jej klonalno$¢ zostala potwierdzona inng metodg (np.
FISH).

4.1.2.2 Uzyskiwanie prazkow C

Szkietka podstawowe z odpowiednio roztozonym materialem pacjenta,
,postarzone”, inkubowano w 0,2N HCI przez godzing w temperaturze pokojowe;.
Po przeptlukaniu w wodzie destylowanej szkietka poddano dziataniu 5% wodorotlenku
baru w temperaturze 50°C. Czas denaturacji dobierano indywidualnie dla kazdego
pacjenta (od 10 do 50 sekund). Szkietka inkubowano w roztworze 2xSSC przez godzing
w temperaturze 60°C, po czym barwiono 5% roztworem odczynnika Giemzy w buforze
fosforanowym o pH 6,8-7,0 przez 45 minut. Barwienie ta metoda (ang. C-bands
by Barium hydroxide using Giemsa, CBG) pozwalalo na identyfikacje regionow
okolocentromerowych  wszystkich chromosoméw, wariantdow  morfologicznych
heterochromatyny konstytutywnej chromosomow 1, 9, 16 i Y oraz wariantow

morfologicznych heterochromatyny wszystkich chromosoméw akrocentrycznych.

4.2  Cytogenetyka molekularna - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Preparaty do badania wykonywano z materialu utrwalonego po krétkoterminowe;j
hodowli szpiku kostnego/krwi obwodowej przechowywanego w -20°C. Nastepnie
szkietka inkubowano przez 10 minut w temperaturze 37°C w 2xSSC (17,5 g chlorku sodu
1 8,2 g cytrynianu tri-sodu w litrze wody destylowanej). Preparaty nastepnie odwadniano

w kolejnych dwuminutowych ptukaniach w rosngcym stezeniu etanolu: 70%, 85% 1 96%.
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Mieszaning hybrydyzacyjng przygotowywano zgodnie z wskazaniami producenta.
Po umieszczeniu 10 pl roztworu sondy na preparacie przykrywano szkietko podstawowe
szkietkiem nakrywkowym i zaklejano szczelnie fixogumg. Tak przygotowane szkietka
umieszczano w aparacie do jednoczesnej denaturacji i hybrydyzacji Hybrite (Vysis Inc.,
Richmond, Wielka Brytania) zapewniajagcym ciemno$¢ i odpowiednig wilgotnos¢.
Kodenaturacja sondy molekularnej i preparatu na szkietku podstawowym trwata 1 minute
w 73°C, hybrydyzacja miedzy DNA sondy molekularnej i DNA materialu badanego
odbywata si¢ przynajmniej 16 godzin w 37°C.

Po zakonczeniu hybrydyzacji, po odklejeniu szkietka nakrywkowego, szkietka
podstawowe plukano przez 2 minuty w roztworze 0,4xSSC/0,1% Tween 20 w 72°C,
a nastepnie w roztworze 2xSSC/0,05% Tween 20 w temperaturze pokojowej
przez 1 minut¢ w celu odptukania niezwigzanej sondy molekularnej. Po wyjeciu
preparatow z buforu nanoszono okoto 10 pl barwnika 4°,6-diamidyno-2-fenyloindol
(DAPI) przygotowanego z roztworu Vectashield i DAPI w stosunku 2,5:1 i przykrywano
szkietkiem nakrywkowym. Preparaty analizowano w ciemnosci przy uzyciu mikroskopu
fluoroscencyjnego (Axio Imager Z1, Zeiss) wyposazonego w filtry jednopasmowe
FITC/Spectrum Orange/TRITC/AQUA/Texas Red/DAPI. Analiz¢ przeprowadzano
z wykorzystaniem oprogramowania komputerowego Isis (Metasystems) podtaczonego
do mikroskopu, analizujac co najmniej 100 komoérek w momencie diagnozy choroby
i 200 komorek w trakcie monitorowania leczenia.

Wynik uwazano za ujemny dla fuzji genéow BCR-ABL1, gdy procent jader

dodatnich dla okreslonego przegrupowania byl mniejszy niz 1% (warto$¢ graniczna).

4.3  Przygotowanie materialu do badan molekularnych

4.3.1 Izolacja komorek jadrzastych krwi obwodowej

Krew rozcienczano hipotonicznym buforem do lizy erytrocytow (LB) w stosunku
1:4,5, mieszano 1 inkubowano okoto 20-30 minut w lodzie. Nastepnie wirowano 20 minut
przy 800 x g. Po usunigciu supernatantu osad przemywano niewielkg ilo$cig buforu
lizujacego. Komorki przenoszono do 1,5 ml probowek typu Eppendorf, wirowano

2 minuty przy 10 000 rpm i ponownie zawieszano w 1,2 ml buforu LB.
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4.3.2 lzolacja RNA

Ekstrakcje RNA przeprowadzano wykorzystujac 1 ml zawiesiny komorek, ktora
nastgpnie wirowano w temperaturze 25°C przez 2 minuty przy predkosci 11 000 x g.
Po usunigciu supernatantu dodawano 1 ml TRIzolu i doktadnie mieszano. TRIzol
(Total RNA Isolation) jest mieszaning fenolu, izotiocyjanianu guanidyny i innych
zwigzkow, ktora prowadzi do lizy komorek 1 inaktywacji endogennych RNaz.
Lizat zamrazano i rozmrazano (celem zwigkszenia wydajnos$ci izolacji). W kolejnym
etapie dodawano 200 pl chloroformu, worteksowano do otrzymania jednolitego
zabarwienia 1 inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej. Wirowano (predkosé
17 000 x g) przez 15 minut w temperaturze 4°C. Wirowanie w obecnosci chloroformu
powodowato utworzenie 3 warstw itym samym rozdzielenie skladnikéw lizatu.
Ostroznie przenoszono goérng faz¢ wodng (zawierajaca RNA) do czystej probowki.
Dodawano 500 pl izopropanolu w celu wytracenia i koncentracji RNA, nast¢pnie
worteksowano, inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej i wirowano 10 minut
(predkos¢ 17 000 x g) w temperaturze pokojowej. Zlewano supernatant, wirowano
punktowo i odciggano pozostalo§¢ supernatantu. Dodawano 1 ml etanolu 75%,
worteksowano, wirowano 5 minut przy predkosci 6 500 x g w temperaturze pokojowej.
Ponownie zlewano supernatant, wirowano punktowo i odciggano pozostato$¢ etanolu.
Suszono RNA w 55°C przez pig¢ minut. Rozpuszczano RNA w H2Opepc w objetosci

10-15 pl. Inkubowano 10 minut w 55°C.

4.3.3 Ocena ilo$ciowa 1 jakosciowa RNA

Celem sprawdzenia stezenia 1 czystosci RNA dokonywano analizy
spektrofotometrycznej z uzyciem spektrofotometru kroplowego NanoDrop1000.
Oceniano iloraz absorbancji A260/A230 oraz A280/A230 w celu oszacowania
odpowiednio czysto$ci organicznej oraz kontaminacji bialkowej danej probki. W
badanym materiale dokonywano takze pomiaru stg¢zenia kwasow nukleinowych.
Przyjeto, ze stgzenie RNA powinno wynosi¢ przynajmniej 500 ng/ul, a prébke powinna

cechowac¢ czysto$¢ organiczna powyzej 1,2 oraz biatkowa powyzej 1,4.
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4.3.4 Odwrotna transkrypcja

Odwrotna transkrypcja (RT) to reakcja, w ktorej wykorzystuje si¢ enzym
pochodzenia retrowirusowego, odwrotng transkryptazge, do przepisania sekwencji z RNA
na DNA (cDNA). Etap ten jest niezbedny przy wszystkich badaniach, ktére wykonuje
si¢ z RNA.

Wykorzystywano gotowe zestawy do odwrotnej transkrypcji Superscript VILO
cDNA Synthesis Kit firmy Life Technologies. W sktad zestawu wchodzit bufor VILO
(5x stgzony) oraz odwrotna transkryptaza (10x stezona). Bufor VILO rozmrazano
na lodzie celem uniknigcia gwaltownej zmiany temperatury. Do reakcji wykorzystywano
1250 ng pozyskanego uprzednio RNA. Mieszaning reakcyjng (Tabela 4)

przygotowywano w probowce reakcyjnej (0,2 ml) na lodzie.

Tabela 4. Sktadniki mieszaniny w przeliczeniu na pojedyncza reakcje odwrotnej transkrypcji.

Skladnik Stezenie koncowe
Bufor VILO 1x
Odwrotna transkryptaza 1x
RNA maksymalnie 1250 ng 20 pl koncowej objetosci reakcji
H>Operc uzupetni¢ do koncowej objetosci

Po dodaniu wody zawarto$¢ probowek doktadnie mieszano przez pipetowanie.

Probowki reakcyjne przenoszono do termocyklera i uruchamiano odpowiedni program:

i. 25°C, 10 minut
ii. 42°C, 60 minut
iii. 85°C, 5 minut
iv. Pauza w temperaturze 4°C

Inkubacje w 42°C mozna bylo wydtuzy¢ do 120 minut, co wptywalo korzystnie na

wydajnos¢ reakcji.
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44  Ocena jakosciowa onkogenu BCR-ABL1 metoda RT-PCR

Metoda multiplex PCR pozwala na wykrycie réznych transkryptow BCR-ABL1
w jednym badaniu. Po etapie odwrotnej transkrypcji 2 pul cDNA poddawano reakcji
multiplex RT-PCR. Do amplifikacji uzywano gotowych zestawow odczynnikow do PCR
(PCR Taqg Core Kit). W zestawie znajdowaly si¢: bufor do PCR, MgClz, dNTP-y,
Taqg polimeraza. Primery - jednoniciowe fragmenty DNA o $ci$le okre$lonej sekwencji
byly w postaci liofilizowanej. Uzyskiwano stezenie starterow 100 M poprzez podanie
odpowiedniej ilosci wody (H20pepc). Do badan uzywano tzw. stgzenie robocze - zwykle
10 pM. Jako kontrole wewngtrzng poprawnosci przebiegu reakcji stosowano
gen referencyjny ludzkiej beta-glukuronidazy GUSB. Reakcj¢ prowadzono réwnolegle
dla prébek badanych, kontroli dodatniej (mieszanina transkryptéw BCR-ABL1: el3a2,
elda2 oraz ela2), kontroli ujemnej (cDNA osoby zdrowej) oraz kontroli bez matrycy
cDNA. 5 pl produktu PCR rozdzielano na 1% zelu agarozowym wybarwionym
bromkiem etydyny. Rozdziat prowadzono przez okres 30 minut w buforze SB przy
napieciu 180V. Do dokumentacji rozdziatéw elektroforetycznych wykorzystywano
transiluminator VL Infinity VX2 i oprogramowanie Scion Image. Zestawienie

odczynnikow oraz warunki przebiegu reakcji PCR przedstawiono w Tabeli 5 i 6.

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej RT-PCR na obecnos¢ onkogenu BCR-ABLI.

Odczynnik Objetos¢ (ul)

PCR bufor 10x 2,5

MgCl, 25mM 1
dNTP 10mM 0,5
primer bl A 10uM 0,5
primer a3 B 10uM 0,5
primer el A 10uM 0,5
primer e6 S2 10uM 0,5
primer c3 A 10uM 0,5
GUSBF 0,25
GUSB R 0,25
H>Operc 15,9

Taq polim.5U/ul 0,1

cDNA (50ng/ul) 2
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Tabela 6. Warunki reakcji multiplex RT-PCR stosowanej do wykrywania onkogenu BCR-ABLI.

Etap Temperatura Czas
1.Denaturacja wstepna 95°C 30s
2.Denaturacja 94°C 30s
3.Annealing 65°C 60s
4.Elongacja 72°C 60s
Kroki 2-4 x35
Elongacja koncowa 72°C Smin

W wyniku reakcji otrzymywano produkty o okreslonej wielkosci (Tabela 7).

Tabela 7. Produkty onkogenu BCR-ABL1 otrzymane po reakcji multiplex PCR o roznej
wielkosci rozdzielone za pomocg elektroforezy kapilarnej lub w zelu agarozowym.

Transkrypt BCR Transkrypt ABL1I a2 Transkrypt ABLI a3
el3 (b2) 342pz 168pz
el4 (b3) 417pz 243pz
el 521pz 347pz
€6S2 621pz 447pz
el9 (c3) 586pz 412pz
GUSB 620pz

45  Ocena ilosciowa transkryptu BCR-ABL1
451 Ocena ilosciowa transkryptu BCR-ABL1 metodg RQ-PCR

Do wykonania badania wykorzystano gotowe zestawy odczynnikéw do PCR
zawierajace: bufor do PCR, MgClz, dNTP, polimerazg Taq typu hot start. Do badan
przygotowywano tzw. stezenie robocze - zwykle 10 mM. Sktadniki mieszaniny
reakcyjnej wykorzystywane w badaniu zamieszczono w Tabeli 8.

Mieszaning reakcyjng przygotowywano w probowce typu Eppendorf
umieszczonej w naczyniu z lodem. W celu zminimalizowania zmienno$ci wynikow
z wyprzedzeniem przygotowywano mieszaniny reakcyjne pozbawione wody, polimerazy
oraz dANTP, a nastepnie przechowywano w zamrazarce (-20°C) do podzniejszego

wykorzystania.
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Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej w przeliczeniu na pojedyncza reakcje RQ-PCR.

Skladnik Stezenie koncowe
Bufor do PCR Ix
MgCl, 2,5mM
dNTP 0,2mM
ENP541 0,2uM
ENPr1142 0,2uM
el4a2-addF 0,15uM
ENF501 0,3uM
ENRS561 0,3uM
ENF1102 0,3uM
ENR1162 0,3uM
HotStart Taq 0,750
cDNA Sul
H>Opepc uzupetni¢ do 25 pl

Kazdorazowo przygotowywano o 7 reakcji wigce] mieszaniny reakcyjnej niz
przygotowanych prébek badanych oraz 5% zapasu w celu zniwelowania ewentualnych
niedoktadnosci wynikajacych z pipetowania. Reakcje prowadzono w probowkach
reakcyjnych w pierwszej kolejnosci dodajac 20 pl mieszaniny reakcyjnej, a nastgpnie
5 ul cDNA. Do jednej z 7 nadprogramowych proboéwek dodawano wode wykorzystujac
jako reakcje kontrolng bez matrycy. Do pozostatych probowek dodawano po 5 pl
standardow ERM-623. Zamkniete probowki reakcyjne przenoszono do termocyklera
RotorGene Q z zachowaniem kolejnos$ci probek.

Wykorzystywano nastepujacy profil termiczny reakcji:
i. Hold 95°C, 15 minut
ii. Cycling: 95°C, 15 sekund; 60°C, 30 sekund; 60 powtorzen
lii. wprowadzano odczyt fluorescencji na kanale zOltym
(dla BCR-ABL1) i na kanale czerwonym (dla GUSB);
na koniec etapu 60°C

Ostatecznie wynik obliczano wedtug wzoru:

[Srednia ilosé kopii BCR-ABL1] / [$rednia ilos¢ kopii GUSB] x CF x 100

Wynik ekspresji genu BCR-ABL1 wyrazany zostal w procentach, jako stosunek
liczby kopii genu fuzyjnego BCR-ABL1 do liczby kopii genu kontrolnego (GUSB)
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wyliczonych na podstawie krzywej standardowej. Wystandaryzowany mi¢dzynarodowo
(IS) wynik uzyskiwano przez korekcje o warto$¢ czynnika korygujacego (ang. conversion
factor, CF) nadawanego indywidualnie dla kazdego laboratorium bioracego udziat w
procesie standaryzacji w ramach EUTOS [114], [115], [116], [117]. Dla Pracowni
Biologii Molekularnej LDH w trakcie wykonywania badan CF wyniost 1. Wprowadzenie
CF umozliwia ujednolicenie wynikow ekspresji genu BCR-ABL1, tak aby wyniki
uzyskiwane w réznych laboratoriach byty poréwnywalne. Tym samym minimalizuje si¢
réznice w oznaczeniu ekspresji genu wynikajace z stosowania roznych genow
kontrolnych czy réznych rodzajéw odczynnikow.

Badanie bylo powtarzane w przypadku reakcji, ktorych wydajno$¢ byta niska
lub w inny sposéb reakcja znaczaco odbiegata od innych (reakcje powtarzano z mniejsza
ilosScia RNA w przeliczeniu na reakcj¢) oraz w przypadku reakcji, w ktérych
wspoltczynnik zbieznosci krzywej standardowej R? dla BCR-ABL1 badz GUSB wynosit
mniej niz 0,995.

W przypadku stwierdzenia produktu PCR (lub nested PCR) sugerujacego
atypowy wariant transkryptu BCR-ABL1 (inny niz el3a2 i el4a2) ocena iloSciowa

nie byla wykonywana.
4.5.2 Ocena transkryptu BCR-ABL1 metoda nested PCR

Réwnolegle do badania real-time PCR wykonywano dwustopniowg reakcj¢ typu
nested PCR. Sklad mieszaniny reakcyjnej wykorzystywanej do pierwszej reakcji

amplifikacji przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej do pierwszej amplifikacji nested PCR.

Skladnik Stezenie koncowe
Bufor do PCR Ix
MgCl, 2,5mM
dNTP 0,2mM
BCR-B1-A 0,5uM
ABL-A3-B 0,5uM
Taq polimerase 0,5U
cDNA 2ul
H>Operc uzupetni¢ do 25 pl
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W  kazdej serii wykonywano reakcje kontrolne: kontrole dodatnig
(z obecnoscia transkryptu BCR-ABL1 p210), kontrole ujemna (bez obecnosci transkryptu
BCR-ABL1 p210) oraz kontrol¢ bez matrycy (z woda zamiast cDNA).

Reakcje prowadzono w termocyklerze w prob6wkach reakcyjnych w ponizszych
warunkach:

i. Denaturacja wstepna, 95°C, 30 sekund
ii. 35 cykli sktadajgcych si¢ z nastepujgcych etapow:
1. Denaturacja, 95°C, 30 sekund,;
2. Annealing, 65°C, 60 sekund,;
3. Elongacja, 72°C, 60 sekund,;
iii. Pauza, 4°C

Po zakonczeniu reakcji przygotowywano mieszaning reakcyjna do drugiej
amplifikacji (Tabela 10).

Profil termiczny reakcji do drugiej amplifikacji byt identyczny jak w przypadku
pierwszej amplifikacji. Po zakonczeniu reakcji produkty obu amplifikacji poddawane
byty elektroforezie (kapilarnej lub agarozowej). Po elektroforezie okres§lano
dla konkretnych probek wynik (dodatni w pierwszej amplifikacji, dodatni w drugiej

amplifikacji, badZ ujemny) oraz rodzaj transkryptu (el3a2, el4a2 badz inny, atypowy).

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej do drugiej amplifikacji nested PCR.

Skiadnik Stezenie koncowe
Bufor do PCR 1x
MgCl, 2,5mM
dNTP 0,2mM
BCR-B2-C 0,5uM
ABL-A3-D 0,5uM
Taq polimerase 0,5U
Produkt pierwszej amplifikacji 2ul
H>Opepc uzupetni¢ do 25 pl

Jednoczesne wykonywanie badania nested PCR i real-time PCR pozwalato
na stwierdzenie korelacji pomiedzy badaniami:
- w przypadku ujemnego wyniku nested PCR, liczba kopii BCR-ABL1

na reakcj¢ nie mogta przekracza¢ jeden;
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- w przypadku dodatniego wyniku nested PCR (Il amplifikacja),
liczba kopii BCR-ABLL1 na reakcje nie mogta przekraczaé 25;
- w przypadku dodatniego wyniku nested PCR (I amplifikacja),
liczba kopii BCR-ABLL1 na reakcje przekraczata 15.
Rozbieznosci wzglegdem wyzej wymienionych kryteriow mogly $wiadczy¢
0 zanieczyszczeniu probek, mieszaniny reakcyjnej, btgdzie pipetowania badZ zamianie
kolejnosci  probek. W kazdym przypadku wustalano przyczyng rozbieznosci

1 podejmowano odpowiednie dziatania naprawcze i korygujace.

4.6  Badanie wariantéw sekwencji domeny kinazowej BCR-ABL1 metodg

sekwencjonowania

Test na obecnos¢ wariantow sekwencji nukleotydowej domeny kinazowej
BCR-ABL1 (KD BCR-ABL1) powinien:
- bazowac na analizie RNA,
- by¢ przeprowadzany w oparciu o jednostopniowy PCR,
- obejmowac catg domene kinazowa ABL1 z mozliwoscig badania
zmian dotyczacych aminokwasow 244486,
- cechowa¢ si¢ specyficznoscia dla onkogenu BCR-ABL1
(nie dla genu ABL1),
— posiada¢ czuto$¢ 20-30% (procent klonu z obecnoscig mutacji
KD BCR-ABL1 w stosunku do typu dzikiego) [118], [119], [120].
Celem maksymalizacji prawdopodobienstwa uzyskania czystej matrycy
do sekwencjonowania, probke pacjenta uprzednio poddawano ocenie ilo§ciowej poziomu
transkryptu  BCR-ABLI. Przygotowanie matrycy do sekwencjonowania odbywato
si¢ przy zastosowaniu strategii semi-nested PCR, z oczyszczaniem produktu po kazdej
amplifikacji (Rycina 14, 15). Do wykonania badan uzyto gotowych zestawow
odczynnikow do PCR zawierajacych bufor do PCR, MgClz, dNTP, polimeraze Taq.
Startery syntetyzowane byly na zamoéwienie 1 dostarczane w formie liofilizowane;.
W celu uzyskania stezenia 100 mM do startera lub sondy dodawano H2Opbeec.
Do badan wykorzystywano tzw. stezenie robocze - zwykle 10 mM.
Celem przygotowania reakcji PCR (I amplifikacja) matryce (¢cDNA) rozcienczano
na podstawie wyniku ilo§ciowego, tak, aby w 2 pl znalazto si¢ migdzy 500 a 5000 kopii

BCR-ABL1. Mniejsza ilo$¢ nie gwarantowata amplifikacji produktu, wigksza z kolei
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stwarzata ryzyko wystapienia produktow niespecyficznych (co czgsto uniemozliwiato

odczyt sekwencji).

. 1000 pz .
KD
[ BCR ] ABLA
| amplifikacja
Il amplifikacja . —

Rycina 14. Schemat obrazujacy umiejscowienie produktdéw reakcji semi-nested PCR. Kolorem
z0ttym zaznaczono obszar, w ktorym wystepujg warianty sekwencji warunkujace opornos¢ na
leczenie TKI (zrédto: opracowanie whasne).

909bp
_———___'___7—7—4_'__—4__— _\_*_*_*_‘—__7_‘_1———;_
~500bp
_——A —
3Rn 5Rn
-~ -«
> —
1Fn 3Fn

~500bp

Rycina 15. Schemat prezentujacy rozmieszczenie starterébw do drugiej amplifikacji
oraz starterow do znakowania matrycy (zrodto: opracowanie wiasne).

Mieszaning reakcyjng przygotowywano w probowce typu Eppendorf
umieszczonej w naczyniu z lodem (Tabela 11). W zalezno$ci od wystepujacego u
pacjenta transkryptu, stosowano odpowiedni starter forward (AuFl w przypadku p210,
BCR-E1-C w przypadku p190). Zamknigte probowki reakcyjne umieszczano w
termocyklerze w celu przeprowadzenia reakcji amplifikacji:

i. Denaturacja wstepna, 94°C, 120 sekund

ii. 30 cykli sktadajgcych si¢ z nastepujgcych etapow:
1. Denaturacja, 94°C, 10 sekund
2. Annealing, 63°C, 30 sekund
3. Elongacja, 72°C, 120 sekund
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iii. Elongacja koncowa, 72°C, 7 minut

iv. Pauza w temperaturze 4°C

Tabela 11. Sktadniki mieszaniny w przeliczeniu na pojedyncza reakcje | amplifikacji.

Skladnik Stezenie koncowe
Bufor do PCR 1x
MgCl; 2,5 mM
dNTP 0,2 mM
AuF1 lub BCR-E1-C 0,5 uM
AURX 0,5 uM
Taq 05U
Matryca (rozc. cDNA) 2 ul
H2Operc Uzupetni¢ do 25 ul

Uzyskany produkt po reakcji PCR oczyszczano przy uzyciu kolumienkowego

zestawu (Qiagen QIAquick PCR purification kit lub Syngen PCR mini kit) wg instrukcji

producenta. Oczyszczony produkt I amplifikacji rozcienczano w wodzie 1:200 celem

przygotowania matrycy do Il amplifikacji. Mieszanine reakcyjng przygotowywano

w probowece typu Eppendorf umieszczonej w naczyniu z lodem (Tabela 12).

Tabela 12. Sktadniki mieszaniny w przeliczeniu na pojedyncza reakcje Il amplifikacji.

Skladnik Stezenie koncowe
Bufor do PCR 1x
MgCl, 2,5 mM
dNTP 0,2 mM
KD1Fn 0,5 uM
KD5Rn 0,5 uM
Taq 05U
Matryca (rozc. cDNA) 2 ul
H2Operc Uzupehi¢ do 25 pl

Zamknigte probowki reakcyjne umieszczano w termocyklerze w celu

przeprowadzenia reakcji amplifikacji:
i. Denaturacja wstepna, 94°C, 10 minut
ii. 35 cykli sktadajacych sie z nastepujacych etapow:
1. Denaturacja, 94°C, 30 sekund
2. Annealing, 62°C, 45 sekund
3. Elongacja, 72°C, 60 sekund
iii. Elongacja koncowa, 72°C, 2 minuty

iv. Pauza w temperaturze 4°C



Uzyskany produkt po reakcji PCR oczyszczano i poddawano elektroforezie w 1%

zelu agarozowym (Rycina 16).

100bp 3433 3439 3449 3453 3454 3455

Rycina 16. Elektroforegram produktu uzyskanego po reakcji semi-nested PCR rozdzielnego
w 1% zelu agarozowym wykorzystywany do sekwencjonownia ($ciezka pierwsza od lewej —
marker wielkos$ci; Sciezki kolejne - produkt w postaci wyraznego i pojedynczego prazka) (zrodto:
opracowanie wlasne; zdjecie wykonano w Pracowni Biologii Molekularnej Laboratorium
Diagnostyki Hematologicznej).

Opisane prébowki z matrycami oraz starterami do znakowania (KD3Fn oraz
KD3Rn) dostarczano do Wydzialowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej
Wydzialu Biologii UAM, gdzie dokonywano sekwencjonowania przygotowanego
I oczyszczonego fragmentu (wg zmodyfikowanej metodyki dostepnej w literaturze)
[119]. Niezaleznie sekwencjonowano uzyskane produkty PCR z obu kierunkdw,
stosowano w trakcie sekwencjonowania odczynnik Big Dye 3 terminator (metodyka wg
producenta), przeprowadzano elektroforeze¢ kapilarng 2-10 pl (w zaleznosci
od uzywanego sekwenatora) oczyszczonego produktu PCR.

Sekwenogramy analizowano wykorzystujac program SeqMan z pakietu DNAStar
Lasergene 8.0. Analizowano zgodnos$¢ odczytanej sekwencji z sekwencja referencyjna
(X16416 wg GeneBank). Kazdorazowo zwracano szczeg6lng uwage na czytelnos¢
nukleotydow od 800 do 1650 oraz na ewentualng obecno$¢ opisanych dotychczas
polimorfizméw w genie ABL1: 894A>G, 1062A>G, 1334G>T, 1335T>G, 1375A>G.
W momencie stwierdzenia rozbieznosci miedzy sekwencja analizowang a referencyjna,
potwierdzano badanie w drugiej prébce RNA wyizolowanej od chorego w tym samym

czasie (lub z tej samej prébki RNA).
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Zapisywano zmian¢ w sekwencji zarowno nukleotydowej, jak i aminokwasowe;j:
I.  numeracj¢ aminokwasow odpowiadajacg natywnemu biatku ABL1
ii.  pozycje nukleotydowa 799 odpowiadajacg aminokwasowi 218
(sekwencja referencyjna zawiera 5’UTR)
iii.  fragment chromatogramu zawierajacy zmiang zapisywano w
osobnym pliku graficznym
iv.  sprawdzano w literaturze informacje dotyczace wrazliwo$ci danego

wariantu na inhibitory kinaz tyrozynowych [118], [120].

4.7  Kryteria podziahu i klasyfikacji pacjentow do porownywanych grup

Analiza pacjentow gltownie opierala si¢ na klasyfikacji do poszczegdlnych grup
w zalezno$ci od obecnosci badz braku badanych zmian genetycznych: wybranych
aberracji chromosomowych oraz wariantéw sekwencji KD BCR-ABL1. W przypadku
analizy pacjentow z ACA/Ph+ podzial na poszczegélne grupy chorych uwzglgdnial
czas stwierdzenia aberracji, ich liczb¢ oraz rodzaj. Uwzgledniono rowniez klasyfikacje
Mitelmana i wsp. bazujaca na czgstosci wystgpowania ACA/Ph+ [1] oraz klasyfikacje

Gonga 1 wsp. zwigzang z ryzykiem progresji do zaawansowanych faz choroby [182].

4.8  Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw

Obliczenia statystyczne wykonano przy pomocy pakietu Rw wersji 4.0.2.
W przypadku danych jakoSciowych, przyjeto p-value<0,05 za poziom istotnoSci
statystycznej uzyskany dla doktadnego testu Fishera. Rowniez taki poziom istotnos$ci
przyjeto dla danych ilosciowych, ktore w wigkszosci cechowat rozktad odbiegajacy
od rozktadu normalnego, stad w analizach dwoch grup wykorzystano alternatywnie
dwustronny test Manna-Whitneya-Wilcoxona. Dla zbadania réznic w wigkszej liczbie
grup skorzystano z jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), a takze
nieparametrycznego wariantu tego testu, jakim jest test Kruskalla-Wallisa. Wreszcie
wykorzystano testy post-hoc w oparciu o metode wielokrotnych porownan $rednich rang
(test Tukeya) z korektami na wielokrotne testowanie (korekta Yatesa, korekta Holma w
zaleznos$ci od liczby analizowanych grup). Analiz¢ prawdopodobienstwa catkowitego

przezycia szacowano metodg Kaplana-Meiera.
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5. WYNIKI

5.1 Kilasyczna translokacja t(9;22)(q34;q11.2)

W badanej grupie (n=215) u 189 pacjentow (87,9%) zaobserwowano chromosom
Philadelphia powstaty w  wyniku klasycznej translokacji  zréwnowazonej
t(9;22)(q34;q11.2) charakterystycznej dla CML. Grupa pacjentdow z translokacja
klasyczng stanowita grupe odniesienia dla pacjentéw z translokacjami wariantowymi
(opisanymi ponizej). Charakterystyke obu grup przedstawiono w Tabeli 13.

Poréwnujac grupe chorych z klasyczng translokacja t(9;22) z grupa pacjentow
z translokacjami wariantowymi stwierdzono zbiezne dane w odniesieniu do danych
demograficznych, hematologicznych oraz oceny wskaznikow prognostycznych. Jedynie
splenomegali¢ obserwowano istotnie czg¢sciej w grupie pacjentow z translokacja
wariantowa (p=0,03). Cze¢stos¢ wystepowania delecji ABL1 lub/i BCR oraz dodatkowych
aberracji chromosomowych w klonie Ph-dodatnim byta poréwnywalna w badanych
grupach. W dwoch analizowanych grupach dominowal transkrypt el4a2, natomiast
warianty sekwencji KD BCR-ABL1 wystepowaly czgsciej u pacjentow z translokacjg
wariantowa (4/13; 30,8% vs. 19/189; 10%). Tylko w grupie pacjentow z klasyczng
translokacja t(9;22) stwierdzono nietypowe rodzaje transkryptu BCR-ABL1 (4/189;
2,1%): el4a3 u dwoch pacjentow, e19a2 u jednego pacjenta oraz el3a2 z mikrodelecja
u jednego pacjenta. Rowniez w tej grupie znalezli si¢ pacjenci z jednoczesng ekspresja
transkryptu el4a2 i el3a2 (3/189; 1,6%).

U pacjentoéw z translokacjg wariantowg zaobserwowano wieksza liczbe chorych
z transformacja do fazy akceleracji/kryzy blastycznej w trakcie trwania choroby (23,1%
vs. 5,8%; p=0,05, na granicy istotno$ci statystycznej) oraz wyzszy odsetek $mierci

(30,8% vs. 9,5%; p=0,03).
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Tabela 13. Por6wnanie wybranych parametréw kliniczno-laboratoryjnych i skal prognostycznych

pomigdzy grupa pacjentdéw z translokacja wariantows i translokacja klasyczna t(9;22).

Pacjenci z Pacjenci z
translokacjg translokacjg
Badany parametr p-value
wariantowg klasyczna
(n=13) (n=189)
Mediana wieku zachorowania
W latach: (zakres) 51 (23-69) 51 (9-84) 0,5925
Pte¢ meska/zenska; n (%) 5/8 (38,5/61,5)  92/97 (48,7/51,3)  0,5723
Powigkszenie §ledziony przy 12 (92,3) 118 (62,4) 0.0349
rozpoznaniu; n (%) ' ' '
WBC 10°%L przy rozpoznaniu;
mediana (zakres) 89 (14-426) 95 (2-658) 0,834
Hg mmol/l przy rozpoznaniu; 7,3 (5,0-8,8) 74(35-130)  0,5915
mediana (zakres)
9 T
PLT 10°L przy rozpoznaniu; 562 (85-2746) 419 (42-2299)  0,0711
mediana (zakres)
Blasty we krwi przy rozpoznaniu; i i
mediana % (zakres) 2(0-15) 1(0-68) 0,0801
Eozynofile we krwi przy rozpoznaniu; i i
mediana % (zakres) 3(0-20) 2 (0-17) 0,9465
Bazofile we krwi przy rozpoznaniu;
mediana % (zakres) 2 (0-14) 2(0-29) 0,8142
. niskie 2 (15,4) 68 (36)
S‘(:%a ryzykawg Sokala; o dnie 6 (46,1) 74 (39.1) 0,2567
wysokie 5 (38,5) 47 (24,9)
niskie 4 (30,8) 81 (42,8)
&Cfrr(‘; r?]’zgc’,/‘:;" wg Hasforda . dnie 6 (46,1) 88 (46,6) 0307
' wysokie 3(23,1) 20 (10,6) '
Ocena ryzyka wg Eutos; niskie 10 (83,3) 177 (93,7) 0.1989
n (%) wysokie 2 (16,7) 12 (6,3) ’
_ niskie 7 (53,8) 117 (61,9)
S?;Sa ryzykawg LTS, rednie 4 (30,8) 41 (21,7 0,72
wysokie 2 (15,4) 31(16,4)
CP 10 (76,9) 168 (88,9)
raza fg‘zorgzbg’amu_ " 06 AP 2 (15,4) 16 (8,5) 0,2047
przy rozp o BP 1(7,7) 5 (2,6)
ACA/Ph+; n (%) 4 (30,8) 48 (25,4) 0,7439
Delecja ABL1 lub/i BCR; n (%) 1(7,7) 19 (10) 0,99
el3a2 (b2a2); n (%) 4 (30,8) 61 (32,3)
Transkrypt el4a2 (b3a2); n (%) 9 (69,2) 121 (64) 0,99
inny/koekspresja; n (%) 0 4(2,1) /3 (1,6)
Warianty KD BCR-ABL1; n (%) 4 (30,8) 19 (10) 0,0528
Transformacja do BP/AP; n (%) 2 (15,4) 19 (10) 0,0503
AlloBMT po niepowodzeniu leczenia
TKI: n (%) 3(23,1) 11 (5,8) 0,99
Smieré; n (%) 4 (30,8) 18 (9,5) 0,0393

Skroty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komdrek Philadelphia-dodatnim; alloBMT,
allogeniczny przeszczep szpiku kostnego; AP, faza akceleracji; BP, faza przetomu blastycznego; CP, faza przewlekta;

Hb, hemoglobina; KD, domena kinazowa; PLT, trombocyty; TKI, inhibitor kinaz tyrozynowych; WBC, leukocyty
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5.2  Translokacje wariantowe

U 21 chorych (9,8%) wykryto translokacje wariantowe skutkujace powstaniem
chromosomu Philadelphia. Dane kliniczno-laboratoryjne zebrano od 13 chorych
(Tabela 14). Mediana wieku rozpoznania choroby wyniosta 51 lat. U 12 o0s6b
potwierdzono splenomegali¢ w badaniu USG jamy brzusznej. Chorob¢ rozpoznano
w fazie przewlektej u dziesigciu chorych, w fazie akceleracji u dwoch chorych oraz
w fazie kryzy blastycznej u jednego chorego. U wszystkich pacjentow stwierdzono
leukocytoze (mediana liczby leukocytdow wyniosta 89 x10%1). Spadek stezenia
hemoglobiny stwierdzono u siedmiu badanych. Nadplytkowos¢ stwierdzono u dziesieciu
chorych, natomiast matoptytkowos¢ u jednego pacjenta. Wszyscy pacjenci byli leczeni
imatynibem. U siedmiu pacjentow konieczne byto zastosowanie inhibitorow drugiej
generacji (dazatynib zastosowano u czterech pacjentoéw, nilotynib — u trzech chorych).
Czterech chorych wymagalo zastosowania leczenia TKI w trzeciej linii: w trzech
przypadkach zastosowano nilotynib, w jednym — dazatynib. Mediana czasu obserwacji
od rozpoczgcia leczenia TKI do ostatniego badania cytogenetycznego wyniosta 42
miesigce.

Translokacje wariantowe (opisane w Tabeli 15) u 17 chorych obejmowaty,
poza chromosomem pary 9 i 22, jeden dodatkowy chromosom autosomalny (17/20; 85%;
Rycina 17B, 17C). U jednej pacjentki stwierdzono zaangazowanie dwoch dodatkowych
chromosoméw (nr 203; Rycina 17A), u jednego pacjenta — trzech dodatkowych
chromosomow (nr 207). Natomiast w Kkariotypie pacjentki nr 210 obserwowano
translokacj¢ wariantowg z zaangazowaniem tylko dwoch chromosomow: pary 9122, przy
czym punkt zlamania chromosomu 22 obejmowat zar6wno rami¢ diugie oraz ramig

krétkie.
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Tabela 14. Charakterystyka kliniczno-laboratoryjna pacjentoéw z translokacja wariantowa.

W chwili rozpoznania choroby

Nr Czas

. . . Spleno- WBC Hb PLT Faza ..
L.p. pacjenta Wiek Pleé¢ megalia (x10%1) (mmol/l) (x10%1) choroby TKI obserwacji

(m-ce) *
IM
1 1900 53 K tak 843 61 2746 AP DA 103
NIL
2 191 56 K  twk 144 85 85 CP IM 30
3 102 49 M tak 89 78 85  BP ,L'\I"L 42
4 193 3 M tak 2535 61 269  CP ,L'\I"L 38
5 194 23 M  tak 438 5 553 CP_ M 50
6 195 62 M 1k 312 81 82 CP IM 36
7 196 45 K  tak 426 73 516 AP M g
DA
IM
8 197 69 K tak 114 64 1360 CP DA 74
NIL
IM
9 198 50 M tak 1332 79 550 CP NIL 118
DA
IM
10 199 49 K tak 219 59 663 CP DA 53
NIL
11 200 66 K __ nie 42 87 52 CP M 36
12 2001 55 K  tk 902 56 181 CP M 6
13 202 51 K  tak 749 88 81 CP IM 9%
14 203 bd K _ bd  bd bd bd bd  bd bd
15 204 bd K __ bd  bd bd bd bd  bd bd
16 205 bd M bd  bd bd bd bd  bd bd
17 206 bd K bd  bd bd bd bd  bd bd
18 207 bd M bd  bd bd bd bd  bd bd
19 208 bd M bd  bd bd bd bd  bd bd
20 209 bd M bd  bd bd bd bd  bd bd
21 210 bd K bd  bd bd bd bd  bd bd

* od wiaczenia TKI do ostatniego badania cytogenetycznego
Skroty: AP, faza akceleracji; bd, brak danych; BP, przetom blastyczny; CP, faza przewlekta; DA, dazatynib;
Hb, hemoglobina; IM, imatynib; K, kobieta; M, mezczyzna; NIL, nilotynib; PLT, trombocyty; TKI, inhibitor kinazy
tyrozynowej; WBC, leukocyty
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Tabela 15. Charakterystyka cytogenetyczna pacjentow z translokacjg wariantowa.

Punkt Zlamania le::lr:;tia FISH Odpowiedz Odpowied?
NF chromosomu D-BCR-ABL1 Status cytogene-  cytogene-
L.p. e Translokacja wariantowa zaangazowanego . Dominujacy delecii Mechanizm tycznaw tyczna
pac) w translokacje Jr ){( wzor J 12 (ostatnie
wariantowg p :g u hybrydyzacji miesigcu badanie)
N o 1Y2R2G/ jedno-
1 190 1(7;9;22)(q11.2;934;911.2) 7911.2 tak PVIRIGT stopniowy noCyR noCyR
0. : : jedno-
2 191 t(9;22;19)(g34;q11.2;913.3) 19913.3 tak 1Y2R2G stopniowy CCyR CCyR
0 ‘24" jedno-
3 192 t(6;9;22)(p21;934;911.2) 6p21 tak 1Y2R2G stopniowy CCyR CCyR
0 \q2A- jedno-
4 193 1(2;9;22)(q11.2;934;911.2) 2911.2 tak 1Y2R2G stopniowy noCyR CCyR
99 . . jedno-
5 194 t(9;22;16)(g34;q11.2;p11.2) 16p1l tak 1Y2R2G stopniowy CCyR CCyR
99. . . jedno-
?) — ? ?
6 195 t(9;22;V)(934;911.2;?) — tylko FISH : : 1Y2R2G stopniowy CCyR CCyR
99 . : . jedno- . .
7 196 1(9;22;11)(934;911.2;912) 11q12 nie 1Y2R2G stopniowy minCyR minCyR
9. : . 1Y2R2G or jedno-
8 197 t(9;22;22)(934;911.2;q13) 22913 tak 1Y2R1G" stopniowy noCyR CCyR
.a- ‘- 1Y2R2G/ jedno-
9 198 t(8;9;22)(q22;034;q11.2) 8022 tak 2YIRIGY stopniowy noCyR noCyR
a. g delecja  jedno-
10 199 t(1;9;22)(q32;934;911.2) 1932 tak 1Y1R2G ABL1  stopniowy PCyR PCyR
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jedno-

11 200 £(9:22;15)(q34;q11.2;415) 1515 tak 1Y2R2G sopniowy  COVR CCyR
12 201 £(1:9;22)(p36.1;q34:911.2) 1p36.1 tak 1Y2R2G Stc‘)gi?gw noCyR*  noCyR
13 202 £(9:22;15)(q34:q11.2:922) 1522 tak 1Y2R2G sté%i?gwy CCyR CCyR
14 203 £(11;9;22;12)(q12;934;11.2;p13) 11q12/12p13  niefak  1Y2R2G suﬁ?gwy bd bd
15 204 £(9:22;17)(q34:q11.2:921) 17q21 tak 1Y2R2G sté?)?]?gwy bd bd
16 205 £(9:22;17)(q34;q11.2;p13) 17p13 tak 1Y2R2G Stg;i?gm CCyR CCyR
17 206 £(9:22:21)(q34:q11.2;p11.1) 21p11.1 Cerﬂgro' 1Y2R2G sttj)i)ir:(())wy CCyR PCyR
der(5)(22qter—22q11.2::5p13?—5qter),
18 207 der(8)(ﬁ%tgtr;fdfr?;)?g;?e?jgzéf;)1,0q21_) 5pigg 82q124/ tal:]/itgk/ 1Y2R2G St(‘)’gﬁi‘g\;\ly bd CCyR
der(10)(10pter—10q21::75p13—5pter),
der(22)(22pter—22q11.2::9q34—9qter)
19 208 £(9:22:11)(q34:q11;p14) 11pl4 nie 1Y2R2G Sté;?]?(?wy bd CCyR
20 209 £(9:22:17)(q34:q11;923) 17¢23 tak 1Y1R2G d/_‘fgﬂa St(’)‘;‘:}?gwy noCyR noCyR
21 210 £(9:22;22)(q34:q11.2:p12) 22p12 nie 1Y2R2G St(’)g?]?gw PCYR PCYR

noCyR, brak odpowiedzi cytogenetycznej; p, rami¢ krotkie chromosomu; PCyR, cz¢§ciowa odpowiedz cytogenetyczna; q, rami¢ dtugie chromosomu; R, sygnat czerwony; Y, sygnat fuzyjny

* odpowiedz cytogenetyczna w 6 miesigcu

Tdodatkowa kopia BCR-ABL1

* w zaleznosci od dtugosci chromosomu
Skréty: bd, brak danych; CCyR, catkowita odpowiedZ cytogenetyczna; FISH, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ; G, sygnat zielony; minCyR, minimalna odpowiedz cytogenetyczna;
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Rycina 17. Czgéciowe  kariogramy  prezentujagce  translokacje = wariantowe:
A) 1(11;9;22;12)(q12;934;911.2;p13) u pacjentki nr 203; B) 1(9;22;17)(q34;911.2;p13)
u pacjenta nr 205; C) (9;22;21)(q34;q11.2;p11.1) u pacjentki nr 206; strzatkami zaznaczono
chromosomy pochodne powstate w wyniku translokacji (zrodto: opracowanie wiasne; zdjecie
wykonano w Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).

’1 és sl/
9 \

U pacjenta nr 195 nie uzyskano metafaz do analizy kariotypu, jednak wzér
hybrydyzacji dla sondy D-BCR/ABL1 w badaniu FISH sugerowatl wystapienie
translokacji wariantowej. Najcze$ciej zaangazowanym chromosomem w translokacje byt
chromosom 11 (n=3) oraz chromosom 17 (n=3). Zidentyfikowano 23 punkty zlaman w
obrebie dodatkowych chromosomoéw zaangazowanych w 20 translokacji wariantowych.

Najczesciej stwierdzonym punktem ztamania (poza regionem 9q34 i 22ql11.2)
biorgcym udziat w translokacji wariantowej byt region 11q12 (pacjentka nr 196 i 203).
Ramiona dtugie chromosoméw byly czesciej zaangazowane w translokacje (n=14; 61%)
niz ramiona krotkie. Punkty ztaman w wigkszosci przypadkow byly zlokalizowane
w jasnych prazkach G-negatywnych (n=17; 74%). Pozostate punkty zlaman
zlokalizowane zostaly w ciemnych prazkach G-pozytywnych (10921, 11pl4, 11912;

22p12) oraz w regionie okotocentromerowym (21p11.1).
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Dodatkowe aberracje w klonie komdrek Philadelphia-dodatnim potwierdzono

u siedmiu z 21 (33%) pacjentdw (Tabela 16). Ewolucje kariotypu zaobserwowano

u czterech pacjentow. Najczesciej wystepowata trisomia 8 (n=4), monosomia 21 (n=3),

dodatkowy chromosom Ph, izochromosom Ph, monosomia 22 i utrata chromosomu ptci

Y (n=2). U pacjentki nr 197 potwierdzono konstytutywny charakter translokacji

zrownowazonej t(3;7)(p25;934), natomiast u pacjenta nr 198 kariotyp byt prawidlowy

po 72 godzinnej hodowli in vitro komorek krwi stymulowanych LF-7. Wskazuje to,

ze wszystkie aberracje chromosomowe wystepujace w komorkach szpiku kostnego

pacjenta nr 198 byly zwigzane z przebiegiem choroby.

Tabela 16. Dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim wskazujace na ewolucje
kariotypu u pacjentow z translokacjg wariantowg.

ACA/Ph+
Obecnos¢
Nr ; w trakcie
. Kariot
pacjenta b Aberracja Cms terapii
stwierdzenia .
innym
TKI
46,XX,1(7;9;22)(q11;934;911.2)[3])/ 48 57 miesiac +
47,XX,idem,+8[20] leczenia IM
46,XX,1(7;9;22)(9q11.2;934;q11.2)[24]/
44~45,X X, idem,-21[3],-der(22) -21,-der(22) 22 miesiac +
190 1(7;9;22)(q11.2;934;911.2)[3][cp5)/ leczenia I%A
46,XX,idem,ider(22)(q10) ider(22)
t(7;9;22)(q11.2;934;911.2)[1] (q10) -
46,XX,1(7;9;22)(q11.2;934;911.2)[2)/ ider(22) trzeci
46,XX,idem,ider(22)(q10) (q10) miesigc +
1(7:9:22)(q11.2,934;911.2)[19] a leczenia NIL
46,XY,1(2;9;22)(q11.2;934;q11.2)[17]/ i . )
45 XY idem.-20[3] 20 rozpoznanie
193 46,XY,1(2:9;22)(q11.2;34:q11.2)[22]/ Y trzeci -
45,X,-Y,idem[3]/48,XY ,idem,+8, miesigc
+der(22)t(2;9;22)(q11.2;034;q11.2)[2)/  +8, +der(22) leczenia IM -
46,XX,1(3;7)(p25;034), t(3;7) .
o 1(9:22:22)(q34:011.2:013)[20] (p25034)  OFPOFnEME
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45,X,-Y,1(8;9;22)(q22;934;q11.2), -Y, der(12), rozpoznanie +
der(12)t(12;17;18)(913;9?;97?), der(17),
der(17)t(12;17;18)(q13;912;7?), der(17)

der(17)t(17;18)(q12;?)[25]
szosty
46,X,-Y,idem,+der(22) +der(22) miesigc *
1(9;22)(934;911.2)[25] leczenia DA

44~46,X,-Y[30],t(8;9;22)
(922;q34;q11.2)[30],
der(12)t(12;17;18)(913;9?;9?)[29],
-15[3],der(17)t(12;17;18) -15,-20,-21
(913;912;?)[30], der(17)t(17;18)
198 (912;?)[28],-20[5],-21[5],
+der(22)t(9;22)(g34;911.2)[26][cp30]

68 miesiac
leczenia DA

43~46,X,-Y[20],1(8;9;22)
(922;q34;q11.2)[20],
der(12)t(12;17;18)(g13;9?;9?)[19],
der(17)t(12;17;18)(913;912;?)[20], -19
der(17)t(17;18)(q12;?)[18],-19[4],
-20[3],-21[3],+der(22)t(9;22)
(934;q11.2)[17][cp20]

74 miesiac
leczenia DA

46,X,-Y,1(8;9;22)(q22;934;911.2),
der(12)t(12;17;)(q13;q12;7?),
der(17)t(17;18;18)(q13;9?;9?),
der(17)t(12;17;18)(912;?), +8
+der(22)t(9;22)(q34;911.2)[14]/
48,idem,+8,
+der(22)t(9;22)(q34;911.2)[8]

78 miesigc -
leczenia DA

46,XX,1(1;9;22)(p36.1;934;911.2)[9]/
201 90~92,XXXX,(1;9;22) <4n> drugi miesiac *
(p36.1;034,911.2)x2[6],-4[3],-6[3][cp6] leczenia IM
piaty miesigc
46,XX,1(1:9;22)(p36.1;934:q11.2)[18]/ +8 leczenia IM *
47,XX,idem,+8[1]

46,XX,1(9;22;17)(q34;911.2;921),
t(6;11)(p21;p15)[21])/ t(6;11)
46,XX,ins(1;6)(921;923927), (p21;p15),
204 t(9;22;17)(q34;911.2;921), ins(1;6) bd bd
1(6;11)(p21;p15)[4)/ (921;923027),
46X,-X,1(9;22;17)(934;q11.2;921), -X, +mar
t(6;11)(p21;p15),+mar[1]

46,XX,-8,72der(22)t(9;22;22)

(934;q11.2;p?12),+marl[3]/ -8, +marl

46,XX,-21,?der(22)t(9;22;22) -21, +mar2
(934;011.2;p?12),+mar2[2]/46,XX[14]

210 bd bd

* ostatnia linia leczenia TKI lub alloBMT
Skroty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komérek Philadelphia-dodatnim; alloBMT,
allogeniczny przeszczep szpiku kostnego; bd, brak danych; DA, dazatynib; IM, imatynib; NIL, nilotynib;
TKI, inhibitory kinaz tyrozynowych

72



Badanie FISH z sonda LSI BCR/ABL1 zostalo wykonane we wszystkich
21 przypadkach i pozwolito wykry¢ fuzje genowa BCR-ABL1. Najczgstszym wzorem
hybrydyzacji byt 1Y2R2G (19 przypadkow; 90,5%): sygnat fuzyjny zlokalizowany byt
na pochodnym chromosomie 22 powstalym na skutek translokacji pomiedzy dlugimi
ramionami chromosomu pary 9 i 22 - der(22)t(9;22)(q34;q11.2), dwa czerwone sygnaty
— jeden na prawidlowym chromosomie 9 i drugi na pochodnym chromosomie 9
powstalym na skutek translokacji pomiedzy dlugim ramieniem tego chromosomu
1 fragmentem chromosomu trzeciego (V) zaangazowanego w translokacje wariantowg —
der(9)t(9;V)(q34;?) oraz dwa zielone sygnaly na prawidlowym chromosomie 22
i1 na trzecim chromosomie zaangazowanym w translokacje wariantowg —
der(V)t(V;22)(?;q11.2). Stwierdzony wzor hybrydyzacji wskazywat na jednostopniowy
mechanizm powstania translokacji wariantowej, w ktorej trzy chromosomy uczestniczyty
jednoczesnie w tworzeniu przegrupowania genow BCR i ABL1 (Tabela 15; Rycina 18A,
18C). W jednym przypadku (nr 203; 4,8%) w jednostopniowym mechanizmie powstania
translokacji wariantowej uczestniczyly cztery chromosomy, w jednym przypadku
(nr 210; 4,8%) — dwa chromosomy.

Translokacje wariantowe powstale w mechanizmie dwustopniowym sg wynikiem
typowej translokacji t(9;22) po Kktorej  nastgpuje wtdrna translokacja miedzy
chromosomem pochodnym pary 9 —der(9)t(9;22)(q34;q11.2) z fuzja genowa ABL1-BCR,
a trzecim chromosomem zaangazowanym w translokacje — der(V) (Rycina 18B).
W takich przypadkach obserwuje si¢ dwa sygnaly fuzyjne (jeden na chromosomie Ph
1 drugi na trzecim zaangazowanym chromosomie V), jeden sygnal czerwony
(na prawidtowym chromosomie 9) i jeden sygnat zielony (na prawidlowym chromosomie
22). W badanej grupie nie stwierdzono wzoru hybrydyzacji typowego dla translokacji

wariantowej powstatej w mechanizmie dwustopniowym (2Y1R1G).
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R 22 der(22)
\Y der(9) der(V)

ﬁ

der(22)

Vv der(9) der(22)

\j \_/ der(V)

der(22)

Rycina 18. Schemat przedstawiajacy mechanizm powstania translokacji wariantowe;j:
A) mechanizm jednostopniowy z rozktadem sygnalow w analizie FISH z sondg LSI BCR/ABL1
DF; G-sygnal zielony, R-sygnat czerwony, Y-sygnat zotty (fuzyjny); V-trzeci chromosom
zaangazowany w translokacj¢ wariantowa; B) mechanizm dwustopniowy z rozktadem sygnatow
w analizie FISH z sondg LSI BCR/ABL1 DF; C) badanie FISH z sondami malujacymi
chromosomy 9 (kolor zielony) i 22 (kolor czerwony) potwierdzajace jednostopniowy mechanizm
powstania translokacji wariantowej t(7;9;22)(q11.2;q34;911.2) u pacjentki nr 190. W wyniku
aberracji chromosomowej w kariotypie obserwowano trzy chromosomy pochodne: der(7)t(7;22),
der(9)t(7;9) i der(22)t(9;22) (zrédto: opracowanie wiasne; zdjgcie wykonano w Pracowni
Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).
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U pieciu chorych (nr 190, 197-199, 209; Tabela 15) zaobserwowano inne
dominujace wzory hybrydyzacji w analizie FISH mogace wskazywa¢ na dodatkowe
kopie fuzji genowej BCR-ABL1 lub delecje w obrebie chromosomow zaangazowanych
w translokacje wariantowa:

e Nietypowe znakowanie (2Y2R2G) wskazujace na obecno$¢ translokacji
wariantowej z fuzja genéw BCR/ABL1 z obecnosciag dodatkowego sygnalu
fuzyjnego stwierdzono u pacjentow nr 190 i 198. U chorej nr 190 nietypowe
znakowanie zaobserwowano w 22 miesigcu leczenia dazatynibem. Analiza
prazkowa potwierdzita ewolucje kariotypu — powstanie izochromosomu
pochodnego chromosomu pary 22 zawierajacego dwie kopie chromosomu Ph —
ider(22)(g10)t(7;9;22)(q11.2;034;q11.2) (Tabela 15). U pacjenta nr 198 wzor
hybrydyzacji rowniez byl wynikiem ewolucji kariotypu i potwierdzal obecno$¢
dodatkowego chromosomu Ph w badaniu prazkowym kariotypu (Tabela 15).

e W przypadku dwoch pacjentow (nr 199 1 209) zaobserwowano jeden sygnat
fuzyjny, dwa sygnaty zielone 1 jeden sygnat czerwony (1Y 1R2G), co $wiadczylo
0 jednostopniowym powstaniu fuzji genowej BCR-ABL1 z jednoczesng delecja
genu ABL1 z chromosomu pochodnego der(9)t(9;17) bioracego udziat
w translokacji wariantowej w przypadku pacjenta nr 209 oraz z der(9)t(1;9)

w przypadku pacjentki nr 199 (Rycina 19).

der(22)

Rycina 19. Analiza FISH z sondg LSI DCDF-BCR/ABLI1 u pacjentki nr 199 z translokacja
wariantowa t(1;9;22)(q32;q34;q11.2). Sygnat fuzyjny znajduje si¢ na chromosomie Ph —
der(22)t(9;22), sygnat czerwony jest na prawidlowym chromosomie 9, sygnal zielony
jest zlokalizowany na prawidtowym chromosomie 22 i der(1)t(1;22).
Delecji ulegt sygnat czerwony z der(9)t(1;9) (Zzrédto: opracowanie wlasne; zdjecie wykonano w
Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).
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e U pacjentki nr 197 obserwowano jeden sygnat fuzyjny na chromosomie Ph —
der(22)t(9;22), dwa sygnaty czerwone: jeden na prawidlowym chromosomie 9,
drugi na pochodnym chromosomie 9 — der(9)t(9;22) oraz w zaleznoS$ci
od uzyskanej rozdzielczosci chromosomow dwa lub jeden wickszy sygnat zielony

na drugim chromosomie pochodnym 22 — der(22)t(22;22) (Rycina 20).

8 e

9 \ “/22\

Rycina 20. Wynik analizy cytogenetycznej pacjentki nr 197: A) Czgéciowy kariotyp prezentujacy
translokacj¢ wariantowa 1(9;22;22)(q34;011.2;913); B) Analiza FISH 2z sondg LSI
DCDF-BCR/ABLI. Strzatki wskazuja sygnat fuzyjny na der(22)t(9;22) i dodatkowy sygnat
zielony na homologicznym chromosomie 22 — der(22)t(22;22); C) Analiza FISH z sondami
malujgcymi chromosomy pary 9 (kolor czerwony) i 22 (kolor zielony). Zéta strzatka wskazuje
fragment chromosomu 22 na chromosomie 9 — der(9)t(9;22). Biata strzalka wskazuje maty
chromosom 22 z fragmentem chromosomu 9 — der(22)t(9;22). Czerwona strzatka wskazuje
chromosom pary 22 z fragmentem przeniesionym z drugiego chromosomu 22 — der(22)t(22;22)
(zrodto: opracowanie wtlasne; zdjecia wykonano w Pracowni Cytogenetyki Laboratorium
Diagnostyki Hematologicznej).

U pacjenta nr 207 wzoér hybrydyzacji byt charakterystyczny dla przebiegu
jednostopniowego mechanizmu powstania translokacji wariantowej, natomiast
zaangazowanie chromosomow pary 5, 8 1 10 poza chromosomem pary 9 i1 22 oraz sposob
ich przegrupowania sugerowal wielostopniowy mechanizm powstania translokacji
wariantowej. Aberracje potwierdzono technika FISH z zastosowaniem sond malujacych

dla chromosomdw pary 8, 9, 10 i 22,
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Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia w obu grupach byto pordwnywalne,
natomiast dluzsze przezycie powyzej 10 lat od rozpoznania choroby byto czesciej
obserwowane w grupie pacjentow z translokacja klasyczng (p=0,02; Wykres 1).

Sposrod grupy pacjentow z translokacja wariantowa catkowita odpowiedz
cytogenetyczng uzyskalo o$miu pacjentow (61,5%): szesciu w trakcie terapii
imatynibem, dwoch w trakcie leczenia nilotynibem (Wykres 2). Pigciu pacjentow
leczonych imatynibem uzyskato gleboka odpowiedz molekularng (czterech na poziomie
MR5 oraz jeden — MR4). Dwoch pacjentdbw po niepowodzeniu terapii imatynibem
uzyskato wigksza odpowiedz molekularng (MMR) podczas leczenia nilotynibem. Jedna
pacjentka z calkowita odpowiedzig cytogenetyczng nie uzyskata odpowiedzi

molekularnej na poziomie MMR.

1001 —

S ey

o

~

o
1

0.50

prawdopodobienstwo przezycia

0.254
p=0.025
pacjenci z translokacja klasyczna
—— pacjenci z translokacjg wariantowa
0.00 A
0 100 200 300

czas (m-ce)

Wykres 1. Poréwnanie prawdopodobienstwa catkowitego przezycia (krzywe Kaplana-Meiera)
pomiedzy grupa pacjentow z translokacjg klasyczng t(9;22) i grupa pacjentéw z translokacja
wariantowa (zrodlo: opracowanie wiasne).
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mno MMR = MMR  MR4 MR5

m noCyR mminCyR = CCyR

Wykres 2. Diagram prezentujacy uzyskang odpowiedz w trakcie terapii TKI u pacjentow

z translokacjg wariantows (zrodto: opracowanie wiasne).

Skroty: CCyR=0% Ph, minCyR=66-95% Ph, noCyR=96-100% Ph, MMR=0,1% lub mniej transkryptu BCR-ABL1,
MR4=0,01% lub mniej transkryptu, MR5=0,001 lub mniej transkryptu, brak MMR=powyzej 0,1% transkryptu

Podsumowanie

e Translokacje wariantowe stwierdzono u 9,8% pacjentow.

o W 85% przypadkow translokacje wariantowe byly wynikiem
zaangazowania  jednego  dodatkowego  chromosomu  poza
chromosomem 9 i 22.

e Dominujagcym mechanizmem powstania translokacji wariantowych
byt mechanizm  jednostopniowy, najczeSciej  obserwowano
zaangazowanie chromosomu 11 oraz 17.

e Splenomegalic w momencie rozpoznania choroby obserwowano
czeSciej W grupie pacjentdbw z translokacjami wariantowymi
w poréwnaniu do grupy pacjentow z translokacja klasyczng t(9;22).

e Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia w obu grupach byto
porownywalne, natomiast dhluzsze przezycie powyzej 10 lat
od rozpoznania choroby bylo czgéciej obserwowane w grupie

pacjentow z translokacja klasyczna.
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5.3 Pacjenci z kariotypem Philadelphia-ujemnym/BCR-ABL1-dodatnim
oraz z zamaskowanym chromosomem Philadelphia

W kariotypie pigciu pacjentow (2,3%) stwierdzono tzw. ,,zamaskowany”

chromosom Ph. Charakterystyke kliniczng pacjentow przedstawiono w Tabeli 17.

Tabela 17. Kliniczno-laboratoryjna charakterystyka pacjentow z tzw. ,,zamaskowanym” Ph
w momencie rozpoznania choroby.

W momencie rozpoznania choroby

Nr Ple¢/ Krew obwodowa Spleno- Wskaznik prognostyczny

Lp. pa- wiek \wWBC PLT BLT Eo Bso Hb  megalia
cienta (lata) 109%L  10%L (%) (%) (%) mmoliL (USG)

Faza
choroby sSokal Euro Eutos ELTS

1 211 M/70 35 332 1 7 1 88 nie CP | L L |
2 212 M/53 20 1925 0 2 2 88 nie CP H H L L
3 213 K/B3 124 422 2 0 0 85 nie CP L L L L
4 214 M/58 240 554 o o0 2 74 tak CP I | L L
5 215 K/62 16 824 0 3 0 84 tak CP | L L L

Skréty: BLT, blasty; Bso, bazofile; CP, faza przewleka; Eo, eozynofile; H, wysoki; Hb, hemoglobina; I, posredni;
K, kobieta; L, niski; M, me¢zczyzna; PLT, ptytki krwi; WBC, leukocyty

W badanej grupie bylo trzech mezczyzn oraz dwie kobiety, mediana wieku
wyniosta 59 lat (zakres 53—70). Ocenia wskaznikéw prognostycznych w badanej grupie
pacjentdow byta rozna. Mediana liczby leukocytéw wyniosta 35x10%/L (zakres 16-240),
mediana liczby ptytek krwi — 554x10%L (zakres 332-1925). Splenomegali¢ stwierdzono
u dwdch pacjentéw. U czterech pacjentdw (nr 212-215) stwierdzono transkrypt e13-a2, u
pacjenta nr 211 — transkrypt el4-a2. Szczegdtowg charakterystyke genetyczng pacjentow
przedstawiono w Tabeli 18. W klasycznym badaniu cytogenetycznym prawidlowe
chromosomy pary 9 i 22 stwierdzono u czterech pacjentow (1,9%), podczas gdy
badaniem molekularnym i analizag FISH potwierdzono gen fuzyjny BCR-ABL1. U jednej
pacjentki (pacjentka nr 213) z prawidlowymi chromosomami 9 i 22 w cze$Sci metafaz
stwierdzono aberracj¢ chromosomu ptci X — najprawdopodobniej duplikacje regionu q27
do 28 (Rycina 21). Caly nieprawidtowy chromosom X w FISH metafazowym pokryty
zostal sonda malujaca.

Doktadna analiza FISH pozwolita oceni¢ i okresli¢ lokalizacj¢ genu fuzyjnego
oraz ustali¢ proponowany mechanizm WyKkrytych rearanzacji. Obserwowano trzy wzory

hybrydyzacji: 1Y1R2G (jeden sygnal zielony byl mniejszy) u dwodch pacjentow
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(nr 211 i 212), 1Y2R1G (jeden sygnal czerwony byl mniejszy) u kolejnych

dwoch pacjentéw (nr 213 i 214) oraz wzér hybrydyzacji typowy dla klasycznej
translokacji 1(9;22)(g34;911.2) — 2Y1R1G u pacjentki nr 215. Klasyczna analiza

prazkowa wykazata nieprawidlowy kariotyp z obecnoscig trzech pochodnych

chromosomow: der(9), der(22) i der(7), gdzie chromosom Ph zostat zamaskowany przez

translokacj¢ miedzy 7q22 a 22p12 (pacjentka nr 215). Rowniez w analizie FISH z sonda

tri-color dual fusion BCR/ABL1/ASS1 potwierdzono rearanzacje W obregbie badanych

gendw BCR i ABL1 oraz wykluczono delecje genu ASS1 u wszystkich pieciu pacjentow.

Tabela 18. Genetyczna charakterystyka i odpowiedz na terapi¢ TKI pacjentow z tzw.
,,zamaskowanym” Ph.

W momencie rozpoznania choroby

DC DF Zmiana ~ Nlepsza
Nr | BCR/ABL; del(9q) Mechanizm - Tran- o KD Op‘tw;‘e.z
ch?]:ca (% fuzji ASS1  rearanzacji ariotyp skrypt BCR- E)OSda nie
BCR/ABLL) ABL1 adanie,
m-ce)
1Y1R2G . jedno- nie  optymalna
211 (87) nie stopniowy 46, XY[31] el4az M badano DMR (57)
. i . optymalna
212 | 1YIRG i Jedno 46.XY[22] |el3a2 M M€ DMR
(51) stopniowy badano (108)
. i 46,X,?2dup(X) . sub-
213 1\((2';)16 nie St(‘)e‘:]?gw (@27928)[9) | e13a2 IM bag':no optymalna
PRIOWY 46, XX[17] MMR (63)
. sub-
214 1Yé§)16 nie Stéei?g\;v 46,XY[20] | el3a2 IWL A397P optymalna
phiowy DMR (57)
46,XX,der(7)
1(7;22)(q22;p11),
der(9)t(9;22) niepowo-
2Y1RIG . dwu- (q34:q11.2), IM \
251 “q00) M stopniowy  der(u(7:22) | 1382 pa  Prak dffg)'e
(922;p11)
1(9;22)
(934;911.2)[20]

Skroty: DA, dazatynib; der, chromosom pochodny; DMR, gleboka odpowiedz molekularna; G, zielony sygnat;
IM, imatynib; MMR, wigksza odpowiedz molekularna; NIL, nilotynib; R, czerwony sygnat; TKI, inhibitory kinazy
tyrozynowej; Y, zOtty sygnat
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Rycina 21. Aberracja chromosomu X w Kariotypie Ph-/BCR-ABL1+: A) Kariogram pacjentki
nr 213 prezentujacy kariotyp 46,X,2dup(X)(g27928). Aberracj¢ obserwowano w 9 z 26 (35%)
analizowanych metafazach. Zduplikowany region chromosomu X zaznaczono strzalka;
B) Chromosomy X pochodzace z innych metafaz wraz z ideogramem (po prawej stronie
zmieniony chromosom) (zrédto: opracowanie wlasne; zdjecia wykonano w Pracowni
Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).

5.3.1. Insercja genu BCR w locus genu ABL1

U pacjentdw nr 211 i 212 FISH metafazowy pozwolit zlokalizowaé sygnat
fuzyjny na chromosomie pary 9, sygnat czerwony na prawidlowym chromosomie 9, dwa
sygnaly zielone na dwdch chromosomach 22, przy czym intensywnos¢ jednego sygnatu
byta mniejsza (Rycina 22).
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Rycina 22. Wyniki analizy cytogenetycznej pacjenta nr 211 (podobne wyniki uzyskano u pacjenta
nr 212): A) Prawidtowy kariotyp w badaniu pragzkowym chromosoméw metoda GTG.
Chromosomy pary 9 i 22 zaznaczono strzatka; B) Badanie FISH z sonda D-BCR/ABL1 na jadrach
interfazowych z nietypowym wzorem hybrydyzacji 1Y1R2G; jeden sygnat zielony byt mniejszy,
oznaczony strzatka; C) Analiza FISH z sonda D-BCR/ABL1 na metafazach (sygnal fuzyjny
na chromosomie 9, sygnal czerwony na drugim chromosomie 9 oraz sygnaly zielone
na chromosomach 22) (zrédto: opracowanie wilasne; zdjgcia wykonano w Pracowni Cytogenetyki
Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).

Zaobserwowany rozktad sygnatéw w badaniu FISH oraz brak chromosomu Ph
w klasycznym badaniu prgzkowym sugerowat rearanzacje BCR/ABL1 na skutek dwaoch
ztaman w regionie 22q11.2, a nastgpniec Submikroskopowej insercji tego regionu
obejmujacego 5’ genu BCR na dlugie rami¢ chromosomu pary 9 w okolice genu ABL1,
czego rezultatem byla fuzja genowa BCR/ABL1 na der(9) w mechanizmie
jednostopniowe;j rearanzacji - ins(9;22)(q34;911.2q11.2)(ABL1+,BCR+;BCR+,ABL1-)
(Rycina 23).
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Rycina 23. Schemat jednostopniowej rearanzacji BCR/ABL1 na skutek submikroskopowej
insercji fragmentu dlugiego ramienia chromosomu pary 22 obejmujacego 5 ’BCR na dlugie rami¢
chromosomu 9 w locus genu ABL1 (zrodto: opracowanie wlasne).

5.3.2. Insercja genu ABL1 w locus genu BCR

U pacjentki nr 213 i pacjenta nr 214 réwniez zaobserwowano prawidlowe
chromosomy pary 9 1 22 bez wystepowania chromosomu Ph w badaniu pragzkowym
przy standardowo uzyskanej rozdzielczosci (Rycina 24A, 24C). W badaniu FISH sygnat
fuzjny zlokalizowano na pochodnym chromosomie 22 - der(22), sygnat zielony
na prawidtowym chromosomie 22 i sygnaly czerwone na chromosomach 9, z ktérych
jeden byt mniejszy (Rycina 24B, 24D). Analiza wynikoéw wykazata insercje¢ regionu 9934
w dhugie ramie chromosomu 22 w obrebie locus genu BCR powodujac fuzje genowa
BCR/ABL1 na der(22) - ins(22;9)(ql1.2;q34934)(BCR+,ABL1+;ABL1+,BCR-)
(Rycina 25).
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Rycina 24. Wyniki analizy cytogenetycznej pacjentki nr 213 i pacjenta nr 214: A) Cze$ciowy
kariogram pacjentki nr 213 prezentujacy prawidlowe chromosomy pary 9 i 22 w badaniu
prazkowym chromosomoéow metoda GTG; B) Badanie FISH z sondg D-BCR/ABL1 na jadrach
interfazowych z nietypowym wzorem hybrydyzacji 1Y2R1G u pacjentki nr 213; jeden sygnat
czerwony mniejszy, zaznaczony strzatka; C) Prawidlowe chromosomy pary 9 i 22 w badaniu
prazkowym chromosomoéw metoda GTG pacjenta nr 214; D) Analiza FISH z sonda
D-BCR/ABL1 na metafazach u pacjenta nr 214 - sygnat fuzyjny na chromosomie 22, sygnat
zielony na drugim chromosomie 22 oraz sygnaly czerwone na chromosomach 9 (Zrdédto:
opracowanie wlasne; zdjecia wykonano w Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki

Hematologicznej).
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Rycina 25. Schemat jednostopniowej rearanzacji BCR/ABL1 na skutek submikroskopowej
insercji fragmentu dtugiego ramienia chromosomu pary 9 obejmujacego 3°4ABLI na dhugie ramie
chromosomu 22 w locus genu BCR (Zrdédto: opracowanie wlasne).



5.3.3 Zamaskowany chromosom Philadelphia przez inng aberracje

W kariotypie pacjentki nr 215 zaobserwowano zmieniony chromosom pary 7, 9
122 bez obecnosci typowego chromosomu Ph. Wzo6r hybrydyzacji w badaniu FISH byt
typowy dla wystapienia translokacji wzajemnej t(9;22)(q34;q11.2) — sygnaly fuzyjne
byty zlokalizowane na pochodnym chromosomie pary 9 i 22. Uzycie sond malujacych
potwierdzito material genetyczny z chromosomu 7 na pochodnym chromosomie 22 —
der(22)t(9;22)(q34;q11.2) 1 materiat genetyczny z chromosomu 22 na pochodnym
chromosomie 9 — der(9)t(9;22)(g34;q11.2) (Rycina 26).

&  af e

¥ 4 9 22

der(22)
&

* der(9)

Rycina 26. Maskowanie chromosomu Ph wtorng aberracjg. A) Czgsciowy kariogram pacjentki
nr 215 uzyskany w badaniu prazkowym chromosoméw metoda GTG prezentujacy zmienione
chromosomy pary 7, 9 i 22 bez obecnosci typowego chromosomu Ph; B) W badaniu FISH
D-BCR/ABL1 stwierdzono typowy wzor hybrydyzacji dla translokacji t(9;22)(q34;q11.2)
2Y 1R1G - sygnaty fuzyjne zlokalizowane byly na chromosomach pochodnych pary 9122, sygnat
czerwony na chromosomie 9 i sygnat zielony na chromosomie 22; C) Analiza FISH z sondami
malujacymi chromosomy pary 7 (kolor zielony) i 22 (kolor czerwony) potwierdzila
wystepowanie fragmentu chromosomu 22 na chromosomie 9 — der(9)t(9;22)(q34;q11.2)
1 przeniesienie fragmentu dhlugiego ramienia chromosomu 7 na chromosom 22 -
der(22)t(7;22)(q22;?p12). Brak sygnatow czerwonych i/lub zielonych na innych chromosomach
wyklucza translokacje wariantowg 1 wskazuje na niezalezne pochodzenie translokacji
1(7;22)(g22;?p12) (zrédto: opracowanie wilasne; zdjecia wykonano w Pracowni Cytogenetyki
Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).
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W analizie FISH wykluczono delecj¢ w locus 7q31.

Translokacje materialu genetycznego pomigdzy trzema chromosomami oraz brak
typowego chromosomu Ph w Kariotypie wynikat z dwuetapowego mechanizmu
rearanzacji (Rycina 27). W pierwszym etapie doszto do powstania prostej translokacji
t(9;22)(934;911.2), w wyniku ktdrej powstat chromosomu Ph. W drugim etapie
chromosom Ph ulegl maskowaniu na skutek translokacji wtornej angazujacej chromosom

Ph i dlugie rami¢ chromosomu pary 7.

1 etap

ke

Ph #7

#9 #22 der(9) Ph der(9) der(22) der(7)

Rycina 27: Schemat dwustopniowej rearanzacji BCR/ABL1. W pierwszym etapie dochodzi
do zrownowazonej translokacji t(9;22)(q34;q11.2) w wyniku ktorej powstaje chromosom Ph.
W drugim etapie chromosom Ph ulega maskowaniu na skutek translokacji wtornej pomiedzy Ph
i chromosomem 7. Ostatecznie w kariotypie stwierdza si¢ 3 chromosomy pochodne:

der(7)t(7;22)(q22;?p12), der(9)t(9;22)(q34;911.2) i der(22)t(9;22)(q34;q11.2)t(7;22)(922;?p12)
(zrédto: opracowanie wiasne).

Analiza FISH wykazala eradykacje komorek BCR-ABL1-dodatnich u czterech
pacjentow (pacjenci nr 211-214). RQ-PCR potwierdzita u tych pacjentow wieksza
odpowiedz molekularng (MMR) (zakres uzyskania MMR w czasie leczenia imatynibem:
5-36 miesiecy, mediana 7,5 miesigca). Gleboka odpowiedz molekularna (MR4) zostata
potwierdzona u dwoch oséb (nr 211 i nr 212), odpowiednio po 12 i 15 miesiacu terapii
imatynibem (Wykres 3). U trzech pacjentdw (nr 211, 212 i 214) potwierdzono
brak transkryptu w badaniu technikg nested-PCR (po 24 miesigcach leczenia TKI).

W badaniach molekularnych u dwoch pacjentow osiagnieto MMR podczas terapii
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imatynibem, jednak glebokiej odpowiedzi molekularnej nie udato si¢ uzyskac: u pacjenta
nr 213 nie obserwowano dalszej poprawy odpowiedzi molekularnej (utrzymywanie
odpowiedzi molekularnej na poziomie MMR w trakcie 48 miesigcy obserwacji).
W innym przypadku (pacjent nr 214) nastgpita utrata MMR po 27 miesigcach terapii
imatynibem (oporno$¢ nabyta z powodu wariantu A397P KD BCR-ABL1).
W tym przypadku leczenie nilotynibem w drugiej linii pozwolilo odzyska¢ MMR
po dwoOch miesigcach terapii i ostatecznie uzyska¢ gleboka odpowiedZz molekularng
(MR5) trzy miesigce pozniej. Niestety, 33 miesigce po zmianie inhibitora pacjent zmart
z przyczyn niezaleznych od choroby. W przypadku pacjentki nr 215 z maskowanym Ph
przez translokacje t(7;22) badanie kariotypu oraz analiza FISH potwierdzita
nieoptymalng odpowiedz zgodnie z wytycznymi ELN [22] zarobwno na leczenie

imatynibem i dazatynibem.
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pacjent nr 211 (IM)
pacjent nr 212 (IM)

pacjentka nr 213 (IM)

10,00 |

W .
£ A397P pacjent nr 214 (IM/NIL)
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\XT/\( MMR
0,01 | ?‘\., + i
0,00 %mmmv—/\—/
00 01 02 03 04 0s 06 o7 08 09 10

czas terapii [lata]

Wykres 3. Krzywe przedstawiajace odpowiedz molekularna w badanych punktach czasowych
u poszczeg6lnych pacjentow z insercjg BCR w ABL1 lub ABL1 w BCR w trakcie terapii TKI
(opis w tekscie; zrodlo: Pracownia Biologii Molekularnej Laboratorium Diagnostyki
Hematologicznej).
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Podsumowanie

e Technika FISH w komoérkach proliferujacych pozwolita ustali¢ lokalizacje
sygnatu fuzyjnego oraz wyjasni¢ mechanizm powstania rearranzacji BCR-ABL1
u pacjentéw z kariotypem Philadelphia-ujemnym/BCR-ABL1-dodatnim.
e Potwierdzono niska czesto$§¢ wystepowania ,,zamaskowanego” chromosomu Ph
(2,3%).
e W badanej grupie udato si¢ przesledzi¢ dwa mechanizmy powstania rearanzacji
BCR-ABL1:
- w mechanizmie insercyjnym;
- w wyniku wtérnej aberracji z udzialem BCR-ABL1.
e Charakter rearanzacji genu BCR-ABL1 w badanej grupie pacjentow wydaje si¢

nie wptywac¢ na odpowiedz na terapi¢ TKI.
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5.4  Delecja w obrebie chromosoméw pochodnych der(9)t(9;22) lub
der(22)t(9;22)

W badanej grupie u 21 pacjentow (9,8%) zaobserwowano submikroskopows
delecje obejmujaca ABL1 lub/i BCR w obrgbie chromosomu pochodnego der(9)
lub der(22). Niestety od jednego pacjenta =z translokacja wariantowg
1(9;22;17)(q34;q11;923) nie uzyskano pelnych danych klinicznych, w zwigzku
z powyzszym wykluczono pacjenta z dalszych analiz. Wyniki analizy cytogenetycznej
i molekularnej zestawiono w Tabeli 19. Badanie FISH potwierdzilo u wszystkich
pacjentow obecnos¢ fuzji genéw BCR/ABL1. Natomiast dominujacy wzor hybrydyzacji
odbiegat od typowego (2Y 1R1G) — u 19 pacjentow wykazano tylko jeden sygnat fuzyjny,
co wskazywato na delecje w obszarze fuzji badanych genéw. U chorych z nietypowym
obrazem fuzji w jadrach interfazowych wyst¢powaly rdézne dominujace wzory
hybrydyzacji w badaniu FISH D-BCR/ABL1l: 1Y1R1G (n=13; 65%), 1Y1R2G
(n=5; 25%), 1Y2R1G (n=1; 5%) oraz 2Y1R2G i 2Y1R1G (n=1; 5%). Sposrod pacjentow
z wzorem hybrydyzacji 1Y1R1G u 12 chorych analiza metafaz potwierdzita obecnosé¢
sygnalu fuzyjnego na chromosomie Ph [der(22)]. Z kolei w zaobserwowanych
metafazach pacjenta nr 111 sygnat fuzyjny zlokalizowany byt na chromosomie der(9).

Wz6r hybrydyzacji 1Y1R2G stwierdzono u pieciu kolejnych chorych
(nr 5, 115, 169, 1751 199), w tym u jednej pacjentki z translokacja wariantowg (nr 199).
Analizujac metafazy stwierdzono fuzj¢ BCR/ABL1 na der(22). U pacjentow nr 5, 115,
169 1 175 obserwowane dwa sygnaty zielone odpowiadaty prawidtowemu genowi BCR
(chromosom 22) i fragmentowi 3’ genu BCR, przeniesionemu na der(9) w rezultacie
translokacji. Jeden sygnal czerwony odpowiadal genowi ABL1 na prawidlowym
chromosomie 9. Brak drugiego sygnatu fuzyjnego byt efektem utraty regionu 5’
genu ABL1 (znakowanie czerwone) ze zmienionego chromosomu 9. U pacjentki nr 199
z translokacjg wariantowa 1(1;9;22)(q32;934;911.2) dwa sygnaly zielone odpowiadaty
prawidlowemu genowi BCR (chromosom 22) i  fragmentowi 3’ genu BCR,
przeniesionemu na der(1) w rezultacie translokacji t(1;22)(q32;q11.2). Jeden sygnat
czerwony odpowiadat genowi ABL1 na prawidtlowym chromosomie 9. Brak drugiego
sygnalu czerwonego byt wynikiem utraty regionu 5’ genu ABL1 (znakowanie czerwone)
ze zmienionego chromosomu 9 bedacego rezultatem translokacji t(1;9)(q32;q34).

U pacjentki nr 83 stwierdzono inny wzor hybrydyzacji — 1Y2R1G. Sygnat fuzyjny
wynikal z fuzji BCR/ABL1 na der(22), dwa sygnaly czerwone odpowiadaty
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prawidlowemu genowi ABL1 (chromosom 9) i fragmentowi 3° genu ABL1,
przeniesionemu na der(22) w wyniku translokacji t(9;22)(q34;q11.2). Jeden sygnat
zielony odpowiadal genowi BCR na prawidlowym chromosomie 22. Brak drugiego
sygnalu fuzyjnego byl efektem utraty regionu 3’ genu BCR (znakowanie zielone)
z pochodnego chromosomu 9.

Analiz¢ kariotypu w chwili rozpoznania przeprowadzono u 13 pacjentow,
u ktérych uzyskano figury podziatowe w hodowlach in vitro. U 12 z tych pacjentéw
stwierdzono obecnos¢ klasycznej translokacji t(9;22)(g34;911.2), ktéra w dziesieciu
przypadkach byta zmiang izolowang. U pacjentki nr 9 translokacji 1(9;22)(q34;q11.2)
towarzyszyla aberracja chromosomowa w postaci dodatkowego chromosomu Ph —
der(22)t(9;22)(g34;911.2). Natomiast u pacjenta nr 153 we wszystkich metafazach
dodatkowo obserwowano translokacje pomiedzy chromosomami pary 1, 12113 z delecja
fragmentu chromosomu pary 13. W komorkach szpiku pacjentki nr 199 stwierdzono
translokacj¢ wariantowa t(1;9;22)(q32;q34;q11.2).

U pacjentki nr 9 obserwowano dwa sygnaty fuzyjne (2Y1R2G oraz 2Y 1R1G),
co bez badania kariotypu i/lub analizy FISH na metafazach mozna byto interpretowac
jako klasyczng fuzje genowg z obecnoscig dodatkowej kopii wyznakowanego regionu
chromosomu pary 22 obejmujacego gen BCR. W rzeczywistosci w kariotypie
stwierdzono dodatkowy chromosom Ph (dodatkowy sygnat fuzyjny w analizie FISH)
I potwierdzono u pacjentki delecje obejmujaca gen ABL1 na chromosomie 9 objetym

translokacja (Rycina 28).
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Tabela 19. Wyniki analizy cytogenetycznej i molekularnej pacjentow z delecja wykryta technikg FISH (D-BCR/ABL).

S Najlepsza Transkrypt Najlepsza
FISH D-BCR/ABL  obserwacji JIEPSZA A o A+ yp Jiepsza
Nr wzér hybrydyzacji ~ w trakcie L0 X0 GOl w trakcie HCRAELLY Gdenpede
L.p. acienta Kariotyp w chwili rozpoznania (%) w chwili leczenia cytogenetyczna leczenia Wariant molekularna w
bac) roozpoznania TKI w trakcie TKI KD BCR- trakcie leczenia
leczenia TKI ABL TKI
(m-ce)
2Y1R1G (75)
1 5 46,XY,1(9;22)(q34;q11.2)[20] 1Y21RR22C;G( 5(50) 36 CCyR nie elda? MMR
. _ 2Y1R2G (39) .
46,XX,t(9;22)(q34;911.2)[13]/ nie
2% 47, XX idem, +der(22)t(9:22)(q34:911.2)[7] Z\Z(Flgé(izﬁf’)?) 15 MoCyR tak el%2  monitorowano
3 26 brak kariotypu przy rozpoznaniu 1Y21RR2166(£?6) 40 CCyR nie elda2 MR5
1Y1R1G (94) :
4 47 46, XY (9:22)(q34;911.2)[9] 2Y1RIG (1) 40 CCyR ak 8%z nie
2R2G (5) mikrodelecja ~ monitorowano
1Y2R1G (81)
5 83 46,XX,t(9;22)(q34;q11.2)[19] 2Y1R1G (1) 66 CCyR nie el3a2 MR5
2R2G (18)
1Y1R1G (87)
6 104 46,XX,t(9;22)(q34;q11.2)[19] 2Y1R1G (1) 72 CCyR nie el3a2 MR5
2R2G (12)
7 111 brak kariotypu przy rozpoznaniu 1;é§é6(1g0) 66 CCyR nie elda2 MR5
1Y1R2G (74)
8 115 brak kariotypu przy rozpoznaniu 2R2G (24) 60 CCyR nie el3a2 MR5
2Y1R1G (2)
9 125  46,XX.t(9:22)(q34:q11.2)[21]/46,XX[2] 1\5&2%(22(;)2) 60 CCyR nie e13a2 MR4
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1Y1R1G (68)

10 130 brak kariotypu przy rozpoznaniu 2Y1R1G (13) 60 CCyR nie elda2 MR4
2R2G (19)
11 138 brak kariotypu przy rozpoznaniu 1Y21RRZlGG(§?7) 60 CCyR nie elda2 MR5
45,XY ,der(1)t(1;12)(p34;q13),
12 153 1(9;22)(q34;911.2),-12, 1Y1R1G (100) 6 noCyR tak el3a2 brak MMR
der(13)t(12;13)(913;0?12)[20]
1Y1R1G (95)
13 158 46,XY,1(9;22)(q34;911.2)[31] 2Y1R1G (1) 25 PCyR nie el3a2 brak MMR
2R2G (4)
1Y1R2G (99 ;
14 169 46,XY 1(9:22)(q34:q11.2)[20] 2Y1RlG((1)) 12 CCyR nie el4a2 MR4
1Y1R1G (94)
15 170 46,XX,1(9;22)(q34;911.2)[18] 2Y1RI1G (2) 20 CCyR nie elda2 MR5
2R2G (4)
1Y1R2G (84) e14a2 /
16 175 46,XY,1(9;22)(q34;911.2)[20] 1Y1R1G (13) 30 PCyR nie brak MMR
IR2G (3) T315I
17 176 brak kariotypu przy rozpoznaniu 1;é§é(?lg5) 30 CCyR tak el3a2 MR4
18 180 brak kariotypu przy rozpoznaniu 1\(21RF221(BG(§§)7) 12 CCyR nie elda2 MR4,5
19 182 46,XY,1(9;22)(q34;q11)[20] 1Y1R1G (100) 21 noCyR nie elda2 brak MMR
20 199 46,XX 1(1:9:22)(q32:934:q11.2)[20] 1YIR2G (82) 53 minCyR nie el4a2 brak MMR

2R2G (18)

Skroty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w komorkach Ph-dodatnich; G, zielony sygnatl; MMR, wigksza odpowiedZ molekularna; MR4, gleboka odpowiedZz molekularna
na poziomie 4log; MR4,5, gteboka odpowiedz molekularna na poziomie 4,5log; MRS, gleboka odpowiedZ molekularna na poziomie 5log; R, czerwony sygnat; TKI, inhibitory kinazy tyrozynowej;
Y, z0lty sygnat
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Rycina 28. Wynik hybrydyzacji w badaniu FISH u pacjentki nr 9: A) Jadro interfazowe
po hybrydyzacji z sonda DCDF-BCR/ABLI prezentujace nietypowy wzor hybrydyzacji
2Y1R2G; B) Metafaza po hybrydyzacji z sonda TCDF-BCR/ABL1/ASS1. Sygnaty
fuzyjne znajduja si¢ na dwoch kopiach chromosomu Ph, natomiast na der(9)
zlokalizowano sygnat zielony z BCR — doszto do delecji fragmentu obejmujacego gen
ABL1 i ASS1. Drugi sygnal zielony (BCR) reprezentowany byl na prawidlowym
chromosomie 22, natomiast sygnal czerwony (ABL1) i niebieski (ASS1) — na
prawidtlowym chromosomie 9 (Zrddto: opracowanie wilasne; zdjecia wykonano w Pracowni
Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).

Mediana wieku rozpoznania choroby w badanej grupie pacjentoéw z delecjg
w obrebie chromosoméw der(9) lub der(22) wyniosta 54,4 lata. U 15 0s6b stwierdzono
splenomegali¢. Chorobe rozpoznano w fazie przewlektej u 18 chorych, u dwéch chorych
— w fazie akceleracji. Mediana czasu obserwacji od rozpoczecia leczenia TKI
do ostatniego badania cytogenetycznego w grupie chorych z delecja w obrebie der(9)
lub der(22) wyniosta 38 miesigcy. Catkowitg odpowiedz cytogenetyczng w trakcie terapii
TKI uzyskato 14 chorych (70%) z badanej grupy pacjentow z delecja. Z kolei
12 pacjentow utrzymywalo gteboka odpowiedZ molekularng (siedmiu na poziomie MRS,
jeden — MR4,5 oraz czterech — MR4). Jeden pacjent utrzymywat wigkszg odpowiedz
molekularng (Tabela 19). Procedure allogenicznego przeszczepienia komorek

krwiotworczych szpiku kostnego przeprowadzono u pacjentki nr 9.
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Charakterystyke poréwnawcza dwoch grup pacjentow: z delecja w obrebie der(9)

lub der(22) oraz bez delecji przedstawiono w Tabeli 20.

Tabela 20. Por6wnanie wybranych parametréw kliniczno-laboratoryjnych i skal prognostycznych
pomigdzy grupa pacjentéw z delecja w obrebie der(9) lub der(22) potwierdzonej badaniem FISH

BCR/ABLL1 i bez delecji.

Pacjenci z delecja Pacjenci bez delecji

Badany parametr (n=20) (n=182) p-value
Mediana wieku zachorowania w latach; 54,4 (25-74) 50 (9-84) 0.1278
(zakres) ’ ’

Pte¢ meska/zenska; n (%) 11/9 (55/45) 86/96 (47,3/52,7) 0,99
Powigkszenie $ledziony przy 15 (75) 115 (63.2) 03367
rozpoznaniu; n (%) ’ ’
9 s
WBC 10°/L przy rozpoznaniu; 92,5 (33-307,8) 96 (2-658) 0,3849
mediana (zakres)
Hg mmol/l przy rozpoznaniu; 6,9 (4,7-13,0) 74(35-103)  0,2625
mediana (zakres) T ' T ' ’
9 T
PLT 10°/L przy rozpoznaniu; 4755 (128-1900) 419 (42-2746)  0,3156
mediana (zakres)
Blasty we krwi przy rozpoznaniu;
mediana % (zakres) 15(0-7) 1 (0-68) 0,6382
Eozynofile we krwi przy rozpoznaniu; i i
mediana % (zakres) 1(0-5) 2(0-20) 0,0147
Bazofile we krwi przy rozpoznaniu; i i
mediana % (zakres) 2(0-10) 2(0-29) 0,5555
Ocena ryzyka niskie 4 (20) 65 (35,7)
wg Sokala; posrednie 12 (60) 68 (37,4) 0,1781
n (%) wysokie 4 (20) 49 (26,9)
Ocena ryzyka niskie 10 (50) 75 (41,2)
wg Hasforda posrednie 8 (40) 85 (46,7) 0,844
(Euro); n (%) wysokie 2 (10) 22 (12,1)
Ocena ryzyka niskie 20 (100) 168 (92,3) 0.3691
Eutos; n (%) wysokie 0 14 (7,7) ’
niskie 12 (60) 113 (62,1)
Ocena ryzyka posrednie 7 (35) 38 (20,9) 0,2231
ELTS; n (%) .
wysokie 1(5) 31 (17)

Faza choroby - CP 18 (90) 160 (87,9)
rozpoznanie; AP 2 (10) 16 (8,8) 0,0014*
n (%) BP 0 6 (3,3)
ACA/Ph+; n (%) 4 (20) 48 (26,4) 0,7878
Translokacja wariantowa; n (%) 1(5) 12 (6,6) 0,99

el13a2 (b2a2); n (%) 7 (35) 58 (31,9)
Transkrypt el4a2 (b3a2): n (%) 11 (55) 119 (65,4) 0,0585

inny/koekspresja; n (%) 2(10)/0 2(1,1)/3(1,6)

Warianty KD BCR-ABLL; n (%) 1(5) 22 (10,6%) 0,7049
Transformacja do BP/AP; n (%) 0 14 (7,7) 0,3691
AlloBMT; n (%) 1(5) 20 (11) 0,7008
Smier¢, n (%) 3 (15) 19 (10,4) 0,4629
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Skréty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komoérek Philadelphia-dodatnim; alloBMT,
allogeniczny przeszczep komorek szpiku kostnego; AP, faza akceleracji; BP, faza przelomu blastycznego;
CP, faza przewlekta; Hb, hemoglobina; KD, domena kinazowa; PLT, trombocyty; TKI, inhibitory kinaz tyrozynowych;
WBC, leukocyty

*analiza post-hoc p-value po korekcji
CPvs. AP 0,0181
CPvs. BP 0,0364
AP vs. BP 0,99

Dane Kkliniczne grupy pacjentéw bez obecnej delecji w obrebie der(9) lub der(22)
zebrano od 182 chorych (wykluczono pigciu pacjentéw z tzw. ,,zamaskowanym™ Ph
oraz o$miu pacjentéw z translokacja wariantowa bez zebranych danych klinicznych
niezbednych do analizy). Dwie analizowane grupy pacjentow byly zblizone
w odniesieniu do danych demograficznych, hematologicznych, oceny wskaznikéw
prognostycznych. Roznicg istotng statystycznie stwierdzono w liczbie eozynofilii
we krwi w chwili rozpoznania choroby (wigksza liczba w grupie pacjentéw bez delecji;
p=0,01). Wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ fazy choroby w badanych grupach
pacjentow. Analiza post-hoc wykazata istotnos¢ statystyczng pomigdzy liczbg pacjentow
z faza przewlekta a fazg akceleracji oraz pomiedzy liczbg pacjentow z faza przewlekta
a faza kryzy blastycznej w badanych grupach.

Czesto$¢ wystgpienia translokacji wariantowych oraz dodatkowych aberracji
chromosomowych w Kklonie Ph-dodatnim byta porownywalna w obu grupach.
W dwoch analizowanych grupach dominowat transkrypt BCR-ABL el4a2.
U pacjenta nr 47 stwierdzono transkrypt el3a2 z mikrodelecja, natomiast u pacjentki
nr 9 —rzadki transkrypt e19a2. W przypadku rzadkich wariantow transkryptu BCR/ABL1
molekularne badanie ilosciowe RQ-PCR nie bylo rutynowo wykonywane z powodu
braku dostepnych plazmidéw niezbednych do wykonania krzywej standardowej. W takim
przypadku czesciej wykonywano badania cytogenetyczne, najczesciej z krwi obwodowej.
U pacjentki nr 9 naktadajac wykresy odsetka komorek Ph+ prezentujacych obserwowane
wzory hybrydyzacji w badaniu FISH wykazano odwrotng proporcjonalnos¢ wielkosci
klonu komorek z klasyczng fuzja BCR/ABL1 (klon 1) w stosunku do klonu z dodatkowym
Ph z jednoczesng delecjg ABL1 z sygnalu fuzyjnego na der(9) (klon 2) obserwowang
do 6 miesigca terapii imatynibem. Po wlaczeniu nilotynibu klony ulegly redukcji
na korzy$s¢ dwoch subklonow z delecja na der(9) bez dodatkowego Ph
(subklon 1 z delecjg ABL1 i subklon 2 z delecjg ABL1/BCR) (Wykres 4).
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Wykres 4. Monitorowanie terapii TKI technikg FISH sondga DCDF-BCR/ABL1 u pacjentki nr 9
(opis w tekscie; zrodto: opracowanie wiasne).

Wystepowanie ACA/Ph+ potwierdzono u czterech pacjentow (nr 9, 47, 153, 176;

20% chorych z delecja na jednym z chromosoméw pochodnych) (Tabela 21).

Tabela 21. Dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim oraz ewolucja kariotypu
u pacjentow z delecja na der(9) lub der(22).

Nr Moment
acienta Kariotyp stwierdzenia
pac] ACA/Ph+
46,XX,t(9;22)(q34;q11.2)[13]/47,XX,idem, ——.
+der(22)t(9:22)(q34:q11.2)[7] P
46,XX,t(9;22)(q34;q11.2)[16]/ 7 miesigc
9 47, XX, idem,+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[11])/ leczenia
46,XX,idem,del(20)(q11.2)[3] imatynibem
46,XX,t(9;22)(q34;911.2)[19]/ 3 miesigc
47,XX,idem, +der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[5)/ leczenia
47,XX,idem,+8[4]/46,XX,idem,del(20)(q11.2)[2] nilotynibem
40~45,X,-Y[3],-1[3],-2[3],-8[3],t(9;22)(q34;q11.2)[4],-14[4], 6 miesigc
47 -17[3],-20[6],-21[8],-22[4][cp16]/46,XY 1(9;22)(q34;q11.2)[4]/ leczenia
46,XY[12] imatynibem
45,XY ,der(1)t(1;12)(p34;913),t(9;22)(934;911.2),-12, .
der(13)t(12;13)(q13;q?12)[20] rozpoznanie
153 6 miesigc
46,XY ,idem,+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[20] leczenia
imatynibem
6 miesigc
176 46,XX,1(8;17)(913;925),1(9;22)(q34;q11.2)[4]/46,X X[26] leczenia
imatynibem
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Wyrazem ewolucji kariotypu u pacjenta nr 47 byly aneuploidie autosomow
oraz utrata chromosomu ptci Y, u pacjenta nr 153 dodatkowy chromosom Ph, u pacjentki
nr 176 — translokacja t(8;17)(q13;925), natomiast u pacjentki nr 9 — delecja del(20)(g12)
oraz trisomia 8 (Rycina 29).
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Rycina 29. Ewolucja Kkariotypu u pacjentki nr 9: A) Kariogram (metoda GTG)
W momencie rozpoznania prezentujacy t(9;22)(q34;q11.2) wraz z dodatkowym chromosomem
Ph; B) Kariogram po 7 miesigcu leczenia imatynibem prezentujacy t(9;22)(q34;q11.2) wraz
z delecja fragmentu dlugiego ramienia chromosomu 20 — del(20)(ql12); C) FISH interfazowy
z sondami 20q (sygnat czerwony) i 20pTEL (sygnal zielony) potwierdzajacy delecje
del(20)(q12); D) Kariogram po 12 miesigcach terapii TKI (3 miesigc leczenia nilotynibem)
przedstawiajacy wtorng aberracj¢ w postaci trisomii 8 (zrodto: opracowanie wilasne; zdjecia
wykonano w Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej).
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Nie stwierdzono rdznicy istotnej statystycznie w calkowitym przezyciu pacjentow

z dwdch analizowanych grup (Wykres 5).

prawdopodobienstwo przezycia
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0.25-
p=018 pacjenci z delecja w obrebie BCR lub/i ABLL
—— pacjenci bez delecji w obrebie BCR lub/i ABL1

0.00
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Wykres 5. Porownanie prawdopodobienstwa catkowitego przezycia (analiza Kaplana-Meiera)
pomigdzy grupa pacjentéw z delecja w obrebie BCR lub/i ABL1 i grupa pacjentow bez delecji
(zrédto: opracowanie wiasne).

Podsumowanie

Technika FISH na jadrach interfazowych uniemozliwia roznicowanie pacjentow
z submikroskopowa delecja obejmujaca gen ABL1 i/lub BCR z pacjentami
z  kariotypem  Ph-ujemnym/BCR/ABL1-dodatnim  bez  jednoczesnego
wykorzystania technik cytogenetyki klasycznej.

Delecje¢ stwierdzono u 9,8% analizowanych chorych: w 95% przypadkéw delecja
wystgpita w obrebie pochodnego chromosomu pary 9. U jednego pacjenta (5%)
zaobserwowano delecj¢ na chromosomie pochodnym pary 22.

U pacjentow z delecjg obejmujacg gen ABLL i/lub BCR obserwowano mniejszg
liczbg eozynofilii we krwi obwodowej w chwili rozpoznania choroby
w odniesieniu do pacjentéw bez delec;ji.

Delecja w obrebie locus ABL1 i/lub BCR wydaje si¢ nie wplywaé negatywnie

na przezycie chorych w dobie stosowania TKI.
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55  Dodatkowe aberracje chromosomowe w komorkach Philadelphia-dodatnich

Dodatkowe  aberracje = chromosomowe  wystgpujace w  komorkach
Philadpelphia-dodatnich/BCR-ABL1-dodatnich (ACA/Ph+) stwierdzono u 53 (26,1%)
sposrdd 203 chorych (z grupy 215 pacjentdw wylaczono o$miu pacjentéw z translokacja
wariantowg od ktorych nie zebrano petnych danych klinicznych oraz czterech pacjentow
Philadpelphia-ujemnych/BCR-ABL1-dodatnich).

U 34 pacjentow (64,1%) stwierdzono tylko jedng dodatkowa aberracje
chromosomowg. U 10 chorych (18,9%) stwierdzono kariotyp ztozony (przynajmniej
trzy aberracje wystepujace w jednym klonie), u pozostatych dziewieciu pacjentéw (17%)
— dodatkowe aberracje wystepujace w kilku klonach.

Najczesciej (U 21 pacjentdw) w aberracje zaangazowany byt chromosom 8
(Wykres 6). W 19 przypadkach wystgpita trisomia 8, w jednym przypadku —
monosomia 8, w Kkolejnym translokacja t(8;17)(ql13;g25). Dodatkowe aberracje
chromosomowe w komorkach Ph-dodatnich z zaangazowaniem chromosomu pary 9 i 22
obserwowano u 17 pacjentow, przy czym w 14 przypadkach zaangazowanie
tych chromosomoéw wynikato jedynie z obecnosci dodatkowego chromosomu Ph,
w tym w jednym przypadku — wystgpowania izodicentrycznego chromosomu Ph
(pacjent nr 92). Chromosom 21 brat udzial w aberracjach chromosomowych
w komorkach Ph-dodatnich u 11 chorych. Zaangazowanie chromosomu 17 obserwowano
U dziewigciu pacjentow, chromosomu pary 3 i chromosomu pici Y — u o$miu chorych,
chromosomu pary 19 — w siedmiu przypadkach. Nie zaobserwowano aberracji

angazujacych chromosom pary 10.

m czestoS¢ ACA/Ph+ podczas rozpoznania m czestos¢ ACA/Ph+ podczas leczenia
21
18
15
12

9
3
* gull==_5ll Elzn=ERR o

1 23 456 7 8 910111213141516171819202122 X Y
chromosom

liczha ACA/Ph+

Wykres 6. Wykres przedstawiajacy czegstos¢ zaangazowania poszczegdlnych chromosomow
w aberracje wystepujace w komodrkach Ph-dodatnich (zrodto: opracowanie wilasne).

100



Sposrod 53 pacjentow z ACA/Ph+ u 23 chorych aberracje obserwowano w chwili
rozpoznania choroby (43,4%), z kolei u pozostatych (56,6%) — podczas monitorowania
terapii (Tabela 22).

Ewolucj¢ klonalng kariotypu stwierdzono u 11 pacjentéw, u ktorych
obserwowano wtorne dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim
(Tabela 23). Ewolucja Kkariotypu byta czesciej obserwowana u pacjentow, u ktorych
wczesniej obserwowano ACA/Ph+ w trakcie terapii (pacjent nr 3, 4, 33, 74, 105, 162,
190 1 201) niz u chorych z ACA/Ph+ stwierdzonych w chwili rozpoznania choroby
(pacjent nr 9, 193 i 198). Sposrod wtornych zmian chromosomowych wigkszo$¢ miato
charakter przejsciowy, natomiast siedem Stwierdzono w kariotypie czgsciej niz raz
podczas monitorowania terapii. Ewolucj¢ kariotypu obserwowano czgsciej,
gdy w kariotypie wczesniej wykryto trisomi¢ 8 (czterech pacjentéw), izochromosom
i(17q) (dwoch pacjentow) i dodatkowy chromosom Ph (dwdch pacjentow).
Najczestsza wtorng ACA/Ph+ byla trisomia 8 (szesciu pacjentow), dodatkowy
chromosom Ph (trzech pacjentow) i monosomia 21 (trzech pacjentow).
Najczesciej wtorne aberracje chromosomowe obserwowano w trakcie terapii
dazatynibem (Tabela 23). W grupie pacjentow z wtornymi ACA/Ph+ $miertelnosé
wyniosta 63,6% (n=7/11).

Aberracje typu ,,major routes” wystapity u 25 pacjentow (47,2%), aberracje typu
,minor routes” - u 34 pacjentow (64,1%). Sposrod aberracji typu ,,major routeS”
najczesciej wystepowata trisomia 8 (13x), dodatkowy chromosom Ph stwierdzono
u 12 pacjentéw, izochromosom 17q wystapit u trzech chorych, natomiast trisomi¢ 19
stwierdzono w dwoch przypadkach. Warto podkresli¢, iz jedyna aberracjg
nie obserwowang w chwili rozpoznania, natomiast pojawiajaca si¢ jedynie w trakcie
leczenia byt izochromosom 17q.

U wigkszoséci pacjentow dodatkowe aberracje chromosomowe obserwowano
w subklonach (w zakresie od 3% do 97% metafaz), podczas gdy u o$miu pacjentéw
(nr 12, 134, 146, 153, 179, 185, 198 i 215) ACA/Ph+ wystepowaly we wszystkich
analizowanych komorkach.
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Tabela 22. Kariotypy pacjentéw z dodatkowymi aberracjami chromosomowymi w komorkach Philadelphia-dodatnich (ACA/Ph+ zaznaczono pogrubiong
czcionka).

Faza Kariotyp Odpowiedz

L.p. pacl}'gn o Plet Kariotyp z ACA/Ph+ w momencie rozpoznania f;]gr';]oe?]%;'g Z(lr;’:r‘]mg Ek\llc\;?llalljlcr:f: (ggt;r::ile gasltia;r? ;g
ACA/Ph+ aberracje) e badanie) (m-ce)

1 9 K 46,XXt(9:22)(q34:q1L.2)[L3])/47,XX,idem, +der (22)t(9;22)(q34:q11.2)[7] CP + noCyR 21

2 64 M 46,XY,1(9;22)(q34;q11.2)[19]/47,XY,idem,+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[1] CP minCyR 34

3 58 M 46,XY,1(9;22)(q34:q11.2)[20)/47,XY idem, +8[1] CP MR 4,5 34

4 70 M 46,XY,1(9;22)(q34:911.2)[19]/47, XY idem,+8[2]/46,X Y [1] CP MR 4,5 74

5 143 K 46,XX,1(9;22)(g34;911.2)[30]/47,XX,idem,+8[1] CP noCyR 50

6 12 K 46,XX,1(3;9)(p12;921),t(9;22)(934;911.2)[20] CP MR 4 81

7 93 K 46,XX,1(9;22)(q34:q11.2)[21]/46,XX,idem,add(17)(p13)[3]/46,XX[2] CP MR 5 81

8 102 M 46, XY ,1(9:22)(q34:q11.2)[24]/45, X, idem,-Y[5] CP MR 5 63

9 173 M 46,XY,1(9;22)(q34:q11.2)[14]/46,XY idem,del(3) (p21p21)[2] CP minCyR 18
10 179 M 46,XYt(2;3)(p14:G26),t(9;22)(q34:911.2)[20] BP noCyR 13
11 181 M 46,XY1(9;22)(q34:q11.2)[4]/46,XY idem, t(3;4)(q28;933)[19] CP MR 5 48
12 194 M 46,XY 1(2:9:22)(q11.2:q34:q11.2)[17]/45,XY ,idem,-20[3] CcP + MMR 38
13 215 K 46,XX,t(7:22)(q22;p11),1(9:22)(q34:911.2)[20] CP minCyR 13
B2 K o asiiaiatt 255 soxdem s0[3) 48 XX > MRS 100
5w K 470 o cer (20125 Q31 D36 B MOR 12

48, XX idem, +der(22)t(9;22)(q34:011.2)x2[3]
16 153 M 45,XY,der(1)t(1;12)(p34,;913),1(9;22)(q34,011.2), cp + noCyR 32

-12,der(13)t(12;13)(g13;q?12) [20]
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46,XX,1(9;22)(q34;q11.2)[21]/

87 K 40~45 X, idem,-X[3],-3[4],-16[3],-18[4],-21[4][cp14] cP noCyrR 61
45,X,-Y,1(8;9;22)(922;934;911.2),der(12)t(12;17;18)(q13;9?;97?),
198 M der(17)t(12:17:18)(q13:q12:?),der (17)t(17:18)(q12:?)[25] cP " " noCyR 155
26 XX 1(9:22)(034:q11.2)[15)/
2 K 46, XX idem,add(7)(p?21) del(11)(q14)[5] AP * CCyR 12
46,XY,1(9;22)(934;911.2)[17]/45,X,idem,-Y[4]/
2 M 45 XY idem,-19[3]/46, X Y[1] cP MRS 40
136 K 46,XX,(9:22)(q34:q11.2)[29]/45, XX, idem,-19[3]/45, XX, idem,-20[3] CP MR 5 78
46.XY 1(9:22)(q34:q11.2) [23)/45,X idem,-Y [10]/
168 M 45, XY idem,-20[3]/46, X Y[1] P MRS 42
185 K 46,XX 1(5:14)(q11:q13) 1(9:22)(q34:911.2)[20] cP noCyR 28
N ch oFr?)T)a W Ki:lrjotyp Ewolucja oggo;v; Idi Ostatnie
S Preé Kariotyp z ACA/Ph+ podczas monitorowania leczenia TKI YW zlozony \onaina " badanie
pacjenta momencie  (min.3 . otypu (ostatnie (m-ce)
ACA/Ph+ aberracje) badanie)
1 K 46,XX,1(9;22)(q34;q11.2)[5]/47,XX,idem,+der(22)t(9;22)(q34;911.2)[15] AP minCyR 120
o ™ 46,xv,t(9;22)(q34;q11.2)[201/47;1>é\>((,$[es?,+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[1]/ o VR4S 150
46 M 46,XY,1(9;22)(q34;911.2)[2]/47,XY ,idem,+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[ 1]}/ Cp MR 4 130
46,XY[24]
21 K 46.XX.1(9:22)(q34:q11.2)[16]/47.XX.idem, +der(22)1(9:22)(q34:q11.2)[12] _ CP CCyR 124
46,XY,1(9;22)(934;911.2)[9)/
2 M 46.XY idem,der(22)idic(22)(p11)t(9:22)(q34:q11.2)[11] P PCYR 65
39 M 47 XY +8.1(9:22)(q34:q11.2) [3]/47, XY ,+9[1]/46 XY [20] cP MR5 188
186 K 46 XX,1(9:22)(q34:q11.2)[25]/47, XX, idem, +8[1] CP noCyR 156
190 K 46 XX 1(7:9:22)(q1L:q34;qLL.2) [3]/47, XX, idem, +8[20] BP ; noCyR 144
74 K 46, XX 1(9;22)(q34:q11.2) [8)/47.X X, idem, +8[16] AP ; noCyR 210
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33 105 K 46,XX,1(9;22)(q34;q11.2)[5]/47, XX, idem, +8[2]/46, X X[18] CP N PCYyR 125
26, XY 1(9;22) (3491 L.2) 3]/
3 65 M 48,XY idem,+8, +der(22)t(9:22)(q34:q11.2)[7)/ cP noCyR 46
47, XY idem,+der(22)t(9;22)(q34;911.2)[6]/48,XY,+8,+9[1]/46,XY[2]
46,XX,1(922) (q34:qLL.2) [19)/46,X X, idem, +8,-22[2J/47, XX, idem, +8[ 1]/
35 33 K 48,XX,idem,+8,+der(22)t(9;22)(q34;911.2)[1)/ CP + noCyR 175
45, XX, idem,-17,-21,+der(22)t(9;22)(q34;911.2)[1]
46,XY 1(9:22)(q34:q11.2) [4]/41~46,XY ,idem,+8[5],add(12) (q24)[8], .
% M M -13[3],-16[3],-17[4].-18[7],-19[3].-21[3][cp12]/46 XY 2] AP minCyR 34
37 122 M 46,XY,1(9;22)(q34,q1L 2)[4]/49,XY idem,t(L;3)(q25;q26),+8,+14,+19[17] BP noCyR 18
46,XX,t(9;22)(q34;911.2)[12]/46,XX,idem,i(17)(q10)[5)/
8 3 K 47, XX, idem, +mar[1]/46,XX,i(17)(qL0)[1]/46,XX[1] P i NOCyR 39
39 M 46,XY 1(9:22)(q34:q11.2) [18)/46, XY, idem,i(17)(q10)[2] BP + CCyR 192
40 M 46,XY.1(9;22)(q34:qLL.2)[71/46,XY,idem,i(17)(qLO)[7)/46,X Y [10] CP MR5 154
41 49 M 46,XY 1(9:22)(q34;q1L.2)[L7)/45, XY, idem,-21[3] CP CCyR 38
2 9% K 46,XX,1(9:22)(q34;q11.2)[27)/45,XX, idem,-21[3] CP MCyR 240
43 103 K 46,XX,1(9:22)(q34;q11.2)[19/45,X X, idem,-18[3] CP noCyR 115
46,XY,1(9;22)(g34,;911.2)[4)/
4 154 M 46,XY idem,der(9)t(9:22)(q34:q11.2)del(9)(p21)[12] BP CCyR 20
45 176 K 46,XX,1(8;17)(q13;025),1(9:22)(q34;q11.2) [4]/46,X X[26] CP MR 4 38
46 178 M 46,XY 1(9:22) (q34:q11.2)[1]/46,XY idem, t(15;21)(q22;¢22) [L6] BP noCyR 10
46,XX,1(9;22)(934;911.2)[3]/46,X,idem,dup(X)(q27928)[ 7]/
ar 21 K 46,X,dup(X)(q27q28)[8]/46 X X[7] P CCYR 52
48 54 M 46,XY 1(9:22)(q34;q11.2)[26]/45, X, idem,- Y [3]/46,X Y [1] CP MCyR 53
26, XY 1(9;22)(q34 911 2)[4]/40~45, X Y3, -L[3],-213],-813],
49 4T M y9:29)(q34:q11.2)[4],-14[4].-17[3].-20[6].-21[8],-22[4] [cp16}/46 X Y[12] cP CCyR 54
50 188 M 46,XY,1(9;22)(g34;911.2)[18]/45,X,idem,-Y[3]/ cp noCyR 24

45 XY ,idem,-7[3]/45,XY ,idem,-19[3]
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51 134 M 47,XY,inv(3)(921926),t(9;22)(q34;911.2),+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[25] BP + noCyR
46,XX,t(9;22)(q34;911.2)[18]/92, XXX X,1(9;22)(q34;911.2)x2[5]/

2 162 K 46, XX,inv(7)(p22011.2),1(9:22)(q34;011.2)[2] P ¥ MR 4

53 201 K 46,XX,1(1;9;22)(p36.1;034;q11.2)[9)/ cp + NoCyR

90~92,XXXX,1(1;9;22)(p36.1;034;q11.2)x2[6],-4[3],-6[3][cp6]

Skroty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komorek Philadelphia-dodatnim; AP, faza akceleracji; BP, faza przetomu blastycznego; CCyR, catkowita odpowiedz
cytogenetyczna; CP, faza przewlekta; K, kobieta; M, m¢zczyzna; mCyR, mniejsza odpowiedZ cytogenetyczna; minCyR, minimalna odpowiedZ cytogenetyczna; MMR, wicksza odpowiedz

molekularna; MR4, gleboka odpowiedz molekularna na poziomie 4log; MR4,5, gteboka odpowiedZ molekularna na poziomie 4,5log; MR5, gleboka odpowiedz molekularna na poziomie 5log;
noCyR, brak odpowiedzi cytogenetycznej; PCyR, czeSciowa odpowiedz cytogenetyczna; TKI, inhibitory kinaz tyrozynowych

Tabela 23. Ewolucja klonalna kariotypu (wtérne ACA/Ph+ zaznaczono pogrubiong czcionks).

Czas od Cias .od. ACAPH fTransj
. Wwystapienia + ormacja
Nr Kotejnose P22 1opoznania Tchlon” opgerw.  TKIW o ,
Lp. pa- Wtorna ACA/Ph+ wystapienia w chwili  wystapienia do_ wana it AP/BP_W Smier¢
cjenta ACA/Ph+ ACAPh+  ACA/Ph+ ostatniego  czedciej ACA/Ph+ traku_e
(m-ce) badania niz raz trwania
(m-ce) choroby
46,XX,t(9;22)(q34;q11.2)[5)/ i(17)(q10) .
1 3 47 XX.idem.+8[22] s BP 39 0 dazatynib
46,XY,1(9;22)(q34;q11.2)[10}/
46,XY ,idem, i(17)(q10) WZNOWa Do
s 4 der(2)ins(2;13)(p21;934q12), —der?),  p 156 28 auoBMTp N
der(12)(12pter—12q12::13q12?), der(12), dazat nibl
der(13)(13p12?—; der(13) y

13q12::12q12—12qter)[25]/
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46,XX,1(9;22)(q34;911.2)[16]/

45 X,idem,-Y[3]

. imatynib,
47,XX,idem,+der(22) . .
3 £(9:22)(q34:q11.2)[L1]/ P ! 14 ¥ gelalfgnnl?b
9 46,XX,idem,del(20)(q11.2)[3] +Ph — y
46,XX,t(9;22)(q34;q11.2)[7)/ del(20q) —
47,idem,+8[6]/ +8
4 46,XX,idem,del(20)(q11.2)[1}/ CP 18 3 dazatynib
47 XX, idem,
+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[1]
46,XX,1(9;22)(g34;911.2)[21])/ imatynib,
5 . ! - CP 74 101 + . .
46,XX,idem,t(11;16)(p11.2;p13.3)[4] Ph, +8 — nilotynib
33 46,XX,1(9;22)(q34;q11.2)[15]/ t(11;16) —
46,XX,idem, t(11;16)(p11.2;p13.3)[ 7}/ t(3;5) . .
6 46, XX.idem, t(3:5)(p21:035)[1]/ CP 126 49 nilotynib
46,XX[6]
46,XX,t(9;22)(q34;q11.2)[18]/ . . .
7 74 45 XX idem.-21[4]/46 XX[1] +8 21 AP 150 60 nilotynib
46,XX,t(9;22)(q34:q11.2)[9]/ +8 — .
8 105 46 xidem del(X)(q22-24)/46, XX[21]  del(Xq) 120 > dazatynib
47,XX,+8,1(9;22)(934;q11.2)[1)/ 4n, inv(7) .
O 162 47 XX +8[12)/47 XX +6[2)/46, XX[10] - +8 cP 66 23 dazatynib
46,XX,t(7;9;22)(q11.2;934;911.2)[24]/ 8
44~45 XX idem,-21[3],-der(22) P dazatynib,
10190 1(7;9;22)(q11.2;934;911.2)[3][cp5)/ 21’('(11%)(22) cP 123 21 nilotynib
46, XX idem,ider(22)(q10)[1] g
46,XY 1(2;9;22)(q11.2;q34;q11.2)[22)/ 20
48,XY idem,+8,+der(22)t(2;9;22) . .
11 193 (q11.2:034:911.2)[2]/ +8,+(?$(r(22), CP 3 35 + imatynib
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46,X,-Y,1(8;9;22)(q22;934;911.2),
der(12)t(12;17;18)(q13;9?;9?),
12 der(17)t(12;17;18)(q13;912;?), AP 72 83 + dazatynib
der(17)t(17;18)(q12;?),+der(22)t(8;9;22)
(922;934;q11.2)[25]
44~46,X ,-Y[30],
1(8;9;22)(q22;934;911.2)[30],der(12)
1(12;17;18)(913;9?,9?)[29],-15[3],
13 der(17)t(12;17;18)(g13;912;?)[30], CP 140 15 + dazatynib
der(17)t(17;18)(q12;?)[28],
-20[5],-21[5],+der(22)
t(9;22)(q34;911.2)[26][cp30] -Y, der(12),
43~46,X,-Y[20], der(17),
1(8;9;22)(q22;q34;q11.2)[20], der(17) —
der(12)t(12;17;18)(913;9?;9?)[19], +Ph —
14 der(17)t(12;17;18)(q13;912;?)[20], -15, -20, -21 CP 146 9 dazatynib
der(17)t(17;18)(q12;?)[18],-19[4], - -19—
-20[3],-21[3],+der(22) +8
1(9;22)(q34;911.2)[17][cp20]
46,X,-Y,1(8;9;22)(q22;934;911.2),
der(12)t(12;17;18)(q13;9?;9?),
der(17)t(12;17;18)(q13;912;?),
15 der(17)t(17;18)(g12;?), BP 150 5 + dazatynib
+der(22)t(9;22)(934;911.2)[14]/
48,idem,+8,+der(22)
t(9;22)(q34;911.2)[8]

46,XX,t(1;9;22)(p36.1;934;911.2)[18]/
47, XX,idem,+8[1]

Skroty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komérek Philadelphia-dodatnim; alloBMT, allogeniczny przeszczep komorek szpiku kostnego; AP, faza akceleracji;
BP, faza przetomu blastycznego; CP, faza przewlekta; TKI, inhibitory kinaz tyrozynowych

198

16 201 4n — +8 CP 6 24 imatynib + +
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Podsumowanie

e ACA/Ph+ stwierdzono u 26,1% chorych.

e W aberracje zaangazowane byly wszystkie chromosomy poza chromosomem 10.

o U pacjentdow z ACA/Ph+ cze$ciej obserwowano aberracje typu ,,minor routes”
niz aberracje typu ,,major routes”.

¢ Analizujac poszczegdlne aberracje najczesciej obserwowano trisomig 8.

e Izochromosom 1i(17q) byt jedyng sposréd powtarzajacych si¢ ACA/Ph+
obserwowanym wylacznie w trakcie monitorowania leczenia.

e W analizowanej grupie pacjentdbw 14,8% ACA/Ph+ obserwowano podczas
monitorowania terapii TKI, pozostate 11,3% - w chwili rozpoznania CML.

e Ewolucje klonalng kariotypu stwierdzono u 20,7% pacjentow z ACA/Ph+
(co stanowi 5,4% sposrod wszystkich pacjentow).

o C(zgsciej ewolucja dotyczyta pacjentow, ktorzy wczesniej prezentowali
w kariotypie +8, i(17q)(q10) lub +der(22)t(9;22)(q34;911.2).

e Najczestszg wtorng ACA/Ph+ byta +8, +der(22)t(9;22)(q34;q11.2) 1 -21.

e Wtorne aberracje najczesciej obserwowano w trakcie terapii dazatynibem.

e W grupie pacjentow z wtornymi ACA/Ph+ $miertelno$¢ wyniosta 63,6%.

5.5.1 Poréwnanie grupy pacjentow z obecnoscia i bez ACA/Ph+ w kariotypie

W grupie chorych, u ktérych stwierdzono ACA/Ph+ dominowali me¢zczyzni
(Tabela 24). Splenomegalia wystepowala czgsciej u pacjentow z ACA/Ph+w poréwnaniu
do pacjentow bez ACA/Ph+ (79,2% vs. 58,7%; p=0,007). Odsetek blastéw
we krwi obwodowej u pacjentow z ACA/Ph+ byl wyzszy (mediana odsetka blastow
2% vs. 1%; p=0,007). Rowniez w tej grupie stwierdzano wyzszy odsetek pacjentow
z wysokimi wskaznikami prognostycznymi oszacowanymi w chwili rozpoznania. Liczba
pacjentow z wysokim i niskim ryzykiem ocenionym wg skali Hasforda rdznifa si¢ istotnie
w zaleznosci od obecnosci ACA/Ph+ (p=0,04). Podobna zalezno$¢ stwierdzono
pomigdzy liczbg pacjentdow z wysokim i1 niskim ryzykiem (p=0,002) oraz mig¢dzy
posrednim i wysokim ryzykiem (p=0,01) wg skali ELTS. Czestsze wystepowanie

faz zaostrzenia choroby u pacjentow na etapie diagnozy wigzato si¢ z czgstszym
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stwierdzaniem ACA/Ph+ w ich Kariotypie (p=0,01). U pacjentow z ACA/Ph+
istotnie cze$ciej wykonywano allotransplantacje komorek szpiku kostnego z powodu
wickszego ryzyka transformacji do zaawansowanych faz choroby 1 wigkszej
$miertelnosci. Zaobserwowano istotng statystycznie roznice w przezyciu pomiedzy

badanymi grupami (Wykres 7).

Tabela 24, Poréwnanie wybranych parametrow kliniczno-laboratoryjnych
i skal prognostycznych pomigdzy grupg pacjentow z ACA/Ph+ i bez ACA/Ph+ w kariotypie.

Pacjenci z Pacjenci bez
Badany parametr ACA/Ph+ ACA/Ph+ p-value
(n=53) (n=150)
?;Iaegrl::)a wieku zachorowania w latach; 50 (19-83) 51 (9-84) 0,7301
Pte¢ meska/zenska; n (%) 28 /25 (52,8 /47,2) 69/81 (46/54)  0,4264
l;czzzl)qkszeme sledziony przy rozpoznaniu; 42 (79.2) 88 (58.7) 0,0077
Hg mmol/l przy rozpoznaniu:;
mg dir (karg’s) P 71(4499)  75(35-130)  0,1155
9 H.
\éve%%rllg (/;E:ezg’) rozpoznanid, 108,8 (2,2-528) 91,3 (5,7-658)  0,3798
9/ - T
fnzgi ;r?a/ (Lz’a‘l’(rrz)mzmzna”'“’ 418 (51-2746) 431 (42-2299)  0,3397
Blasty we krwi przy rozpoznaniu;
medgna % (zakFr)es))/ P 2 (0-68) 1(0-50) 0,0071
Eozynofile we krwi przy rozpoznaniu;
medBi/ana% (zakres) Prey Toep 2(0-20) 2(0-17) 0,5506
Bazofile we krwi przy rozpoznaniu;
mediana % (zakreg) Yo 2 (0-18) 2(0-29) 0,6743
Ocena rvzvka w niskie 14 (26,4) 55 (36,7)
S Okala_i’] 2{, " g posrednie 18 (34) 63 (42) 0,0389*
’ wysokie 21 (39,6) 32 (21,3)
Ocena ryzyka wg niskie 17 (32,1) 68 (45,3)
Hasforda (Euro); n (%) posrednie 25 (47,2) 69 (46) 0,0446*
’ wysokie 11 (20,7) 13 (8,7)
Ocena ryzyka wg niskie 46 (86,8) 143 (95,3) 0.0539
Eutos; n (%) wysokie 7 (13,2) 7(4,7) ’
Ocena rvzvka w niskie 26 (49) 99 (66)
ELTS X(?%) g posrednie 10 (18,9) 35 (23,3) 0,0024*
’ wysokie 17 (32,1) 16 (10,7)
CP 41 (77,4) 138 (92)
Faza choroby prz
rozpozna niu?’np (0/30’) AP 8 (15,1) 10 (6,7) 0,0146*
’ BP 4 (7,5) 2 (1,3)
Translokacja wariantowa; n (%) 4(7,5) 9 (6) 0,7459
"Zamaskowany" Ph; n (%) 1(1,9) 0 0,2611
Delecja ABL1 lub/i BCR; n (%) 4 (7,5) 16 (10,7) 0,6024
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el13a2 (b2a2) 16 (30,2) 50 (33,3)
Transkrypt; n (%) elda2 (b3a2) 33 (62,3) 97 (64,7) 0,1713
inny/koekspresja 212 (7,5) 2/1(1,3/0,7)
Warianty KD BCR-ABLL1; n (%) 8 (15,1) 15 (10) 0,3205
Transformacja do BP/AP; n (%) 11 (20,7) 3(2) <0,0001
AlloBMT; n (%) 18 (34) 3(2) <0,0001
Smier¢, n (%) 16 (30,2) 6 (4) <0,0001

Skroty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komérek Philadelphia-dodatnim; alloBMT,
allogeniczny przeszczep komorek szpiku kostnego; AP, faza akceleracji; BP, faza przelomu blastycznego;
CP, faza przewlekta; Hb, hemoglobina; KD, domena kinazowa; PLT, trombocyty; TKI, inhibitory kinaz tyrozynowych

WBC, leukocyty

*analiza post-hoc

p-value po korekcji

Ocena ryzyka wg Sokala

niskie vs. posrednie 0,8429
niskie vs. wysokie 0,0514
posrednie vs. wysokie 0,0514
Ocena ryzyka wg Hasforda (Euro)
niskie vs. posrednie 0,3775
niskie vs. wysokie 0,0496
posrednie vs. wysokie 0,1258
Ocena ryzyka ELTS
niskie vs. posrednie 0,8340
niskie vs. wysokie 0,0025
posrednie vs. wysokie 0,0135
Faza choroby przy rozpoznaniu
CPvs. AP 0,1216
CPvs. BP 0,0953
AP vs. BP 0,6404
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Wykres 7. Poréwnanie prawdopodobienstwa catkowitego przezycia (analiza Kaplana-
Meiera) pomiedzy grupa pacjentow z ACA/Ph+ i grupg pacjentow bez ACA/Ph+ w
kariotypie (zrodto: opracowanie wlasne).

Podsumowanie

e Powigkszenie $ledziony oraz zwigkszony odsetek blastow we krwi
podczas rozpoznania choroby obserwowano istotnie statystycznie czgsciej
u pacjentow z ACA/Ph+ w odniesieniu do pacjentow bez ACA/Ph+ w Kariotypie.

e W badanej grupie obserwowano statystycznie wyzsze odsetki pacjentow
z wysokim ryzykiem progresji choroby oceniane wg skali Sokala, Hasforda
i ELTS.

e Wystepowanie ACA/Ph+ zwigzane bylo z istotnie statystycznie krotszym
catlkowitym przezyciem oraz wickszym ryzykiem transformacji choroby

do zaawansowanych faz w poréwnaniu z pacjentami bez ACA/Ph+ w Kkariotypie.
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5.5.2 Pordwnanie grupy pacjentow z ACA/Ph+ stwierdzonymi w chwili rozpoznania

choroby i w trakcie monitorowania terapii

Poréwnano podgrupy pacjentow z ACA/Ph+ (Tabela 25). Nie zaobserwowano istotnych

roznic w charakterystyce kliniczno-laboratoryjnej pomiedzy badanymi grupami

pacjentow.

Tabela 25. Poréwnanie wybranych

parametrow

kliniczno-laboratoryjnych
i skal prognostycznych w chwili rozpoznania choroby pomigdzy grupa pacjentow z ACA/Ph+
wykrytymi w chwili rozpoznania oraz podczas monitorowania terapii.

Pacjenci z ACA/Ph+ Pacjenci z ACA/Ph+

stwierdzonymi w

stwierdzonymi w

Badany parametr trakcie rozpoznania trakcie leczenia p-value
n=23 n=30
Mediana wieku zachorowania w 52 (19-81) 47,5 (20-83) 0.8591
latach; (zakres) ' '
Pte¢ meska/zenska; n (%) 12/11 (52,2/47,8) 16/14 (53,3/46,7) 0,99
Powigkszenie $ledziony; n (%) 19 (82,6) 23 (76,7) 0,7379
Hg mmol/l; mediana (zakres) 7,2 (4,7-9,9) 6,9 (4,4-9,6) 0,8468
WBC 10%L; mediana (zakres) 89,7 (2,25-307,8) 118 (22,5-528) 0,1123
PLT 10%L; mediana (zakres) 418 (51-1200) 404 (58-2746) 0,5168
Blasty we krwi; mediana % (zakres) 2 (0-68) 2 (0-16) 0,9056
Eozynofile we krwi; mediana % 2 (0-16) 2 (0-20) 0,8913
(zakres)
Bazofile we krwi; mediana % (zakres) 2 (0-18) 2 (0-11) 0,9483
Ocena ryzyka wg niskie 6(26.1) 8(26.7)
Sokala: n (%) wysoklg 7 (30,4) 11 (36,7) 0,938
posrednie 10 (43,5) 11 (36,7)
Ocena ryzyka wg n’iskie. 6(%.1) 11(36.7)
Hasforda (Euro): n (%) posredl}le 11 (47,8) 14 (46,7) 0,6291
wysokie 6 (26,1) 5 (16,7)
Ocena ryzyka wg niskie 21 (91,3) 25 (83,3)
Eutos; n (%) wysokie 2(8,7) 5 (16,7) 0,6851
niskie 12 (52,2) 14 (46,7)
‘EDEET”S‘?‘ ;y%a wg posrednic 4(17,4) 6 (20) 0,99
wysokie 7 (30,4) 10 (33,3)
CP 17 (73,9) 24 (80)
Faza choroby; n (%) AP 2(8,7) 6 (20) 0,0451*
BP 4 (17,4) 0
el3a2 (b2a2) 8(34,8) 8 (26,7)
Transkrypt; n (%) _ elda? (b3a2_) 14 (60,9) 19 (63,3) 0.6828
inny/koekspresja 1/0 (4,3) 1/2(3,3/6,7) ’

Skréty:  ACA/Ph+, dodatkowe aberracje

WBC, leukocyty

chromosomowe w klonie

komérek Philadelphia-dodatnim;
AP, faza akceleracji; BP, faza przelomu blastycznego; CP, faza przewlekta; Hb, hemoglobina; PLT, trombocyty;

112



*analiza post-hoc p-value po korekgcji

Faza choroby przy rozpoznaniu

CPvs. AP
CPvs. BP
AP vs. BP

0,4583
0,0909
0,0909

Mediana czasu stwierdzenia ACA/Ph+ u pacjentow w trakcie leczenia choroby

wyniosta 19 miesigcy (Tabela 26). Statystycznie u wickszej liczby pacjentow z ACA/Ph+

stwierdzonych w trakcie leczenia obserwowano transformacje blastyczng w poréwnaniu

do grupy chorych z ACA/Ph+ stwierdzonymi w chwili rozpoznania choroby

(33,3% vs. 4,3%; p=0,01). Mimo to nie obserwowano rdznicy istotnej statystycznie

pomigdzy badanymi grupami pacjentéw w odniesieniu do catkowitego przezycia

(Wykres 8).

Tabela 26. Poréwnanie wybranych parametrow Klinicznych oraz genetycznych pomigdzy
grupa pacjentow z ACA/Ph+ stwierdzonymi w chwili rozpoznania choroby i grupa z ACA/Ph+

w trakcie monitorowania leczenia TKI.

Pacjenci z Pacjenci

z

ACA Ph+ ACA Ph+

stwierdzonymi stwierdzonymi

Badany parametr w trakcie W trakcie p-value
rozpoznania leczenia
n=23 n=30
Czas od diagnozy do stwierdzenia
ACA/Ph+ (m-ce) mediana 0 19
zakres 0 3-197
. CP 18 (78,3) 21 (70)
Faza choroby w momencie
o . AP 2(8,7) 3(10) 0,8969
0,
wystgpienia ACA/Ph+; n (%) BP 3(13) 6 (20)
Odsetek metafaz z ACA/Ph+; (%) 17 17
mediana 0,5889
zakres 3-100 4-100
Status ACA Ph+; n (%) 1 ACA/Ph+ 13 (56,5) 21 (70) 03906
wiecej niz 1 ACA/Ph+ 10 (43,5) 9 (30) ’
Ewolucja klonalna kariotypu; n (%) 3 (13) 8 (26,7) 0,3126
Czas od obserwacji ACA/Ph+ mediana 40 48 0,5122
do ostatniego badania (m-ce) zakres 12-155 3-113
Warianty KD BCR-ABLL1; n (%) 1(4,3) 7(23,3) 0,1178
Transformacja do BP/AP; n (%) 1 (4,3) 10 (33,3) 0,0149
AlloBMT; n (%) 5(21,7) 13 (43,3) 0,1451
Smieré; n (%) 5(21,3) 11 (36,7) 0,3661

Skroéty: alloBMT, allogeniczny przeszczep komorek szpiku kostnego; ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe

w klonie Ph-dodatnim; AP, faza akceleracji;

TKI, inhibitory kinaz tyrozynowych

BP, faza przelomu blastycznego;

CP, faza przewlekla;

113



1.00 1

0.50

prawdopodobienstwo przezycia

p=08
pacjenci z ACA/Ph+ w trakcie leczenia
——pacjenci z ACA/Ph+ w chwili rozpoznania
0.00
0 50 100 150 200 250

czas (m-ce)

Wykres 8. Poréwnanie prawdopodobienstwa catkowitego przezycia (estymator Kaplana-Meiera)
pomigdzy grupa pacjentow z ACA/Ph+ zaobserwowanymi w trakcie leczenia i grupa pacjentow
z ACA/Ph+ stwierdzonymi w chwili rozpoznania choroby (zrédto: opracowanie whasne).

Podsumowanie

e Stwierdzenie fazy akceleracji badz kryzy blastycznej w chwili diagnozowania
pacjenta wigzalo si¢ z statystycznie czgstszym wystepowaniem ACA/Ph+
w tym samym czasie (p=0,04).

e Nie zaobserwowano istotnych statystycznie r6éznic w charakterystyce
wykladnikow hematologicznych pomigedzy poréwnywanymi grupami pacjentow.

e U pacjentdw z ACA/Ph+ stwierdzonych w trakcie leczenia istotnie czesciej
obserwowano transformacj¢ blastyczng w porownaniu do grupy chorych
z ACA/Ph+ stwierdzonymi w chwili rozpoznania choroby (33,3% vs. 4,3%;
p=0,01).

e Nie zaobserwowano roznicy istotnej statystycznie pomiedzy badanymi

grupami pacjentéw w odniesieniu do catkowitego przezycia.
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5.5.3 Por6wnanie grupy pacjentow z ACA/Ph+ wystepujacymi w formie izolowanej,

w roznych klonach komorkowych oraz w formie kariotypu ztozonego

Pacjentow z dodatkowymi aberracjami chromosomowymi w Klonie
Philadelphia-dodatnim podzielono na trzy grupy. Najliczniejsza grup¢ stanowili pacjenci
tylko z jedng ACA/Ph+ w Kkariotypie (34 chorych; 64,1% wszystkich chorych
z ACA/Ph+). Tego typu aberracje — chromosom Ph z jedng dodatkowa aberracja
w kariotypie, okreslono jako ACA/Ph+ izolowane. U 10 0s6b (18,9% wszystkich chorych
z ACA/Ph+) obserwowano kariotyp ztozony (przynajmniej trzy aberracje wystgpujace
w tym samym klonie komorek), natomiast dziewigciu chorych (17% wszystkich chorych
z ACA/Ph+) aberracje wystepowaty w postaci Kkilku klonow w Kariotypie.
Mediana czasu wystgpienia ACA/Ph+ od rozpoznania choroby byta najdtuzsza w grupie
chorych z jedng dodatkowa aberracja ACA/Ph+ i najkrotsza w grupie chorych z ztozonym
kariotypem (Tabela 27). W grupie pacjentow z kariotypem zlozonym
cze$ciej stwierdzano hematologiczne wyktadniki fazy akceleracji i kryzy blastycznej
w chwili pojawienia si¢ ACA/Ph+. W tej grupie pacjentdow wyzszy byl réwniez odsetek
metafaz z ACA/Ph+. W grupie pacjentow z kariotypem ztozonym zaobserwowano
najwyzszy odsetek wykonanych alloBMT (50% chorych), transformacji blastycznej

w trakcie trwania choroby (30% chorych) oraz liczby zgondw (40% chorych).

Tabela 217. Poréwnanie wybranych parametrow kliniczno-laboratoryjnych
i skal prognostycznych pomiedzy grupa pacjentow z ACA/Ph+ jako jedyna dodatkowa
aberracja, z ACA/Ph+ wystepujacymi w formie kilku klonéw oraz grupg z kariotypem ztozonym.

Pacjenciz Pacjenci z Pacjenci z
Badany parametr ACA/Ph+ ACA/Ph+ ACA/Ph+  p-value
izolowane rozne klony kariotyp zlozony
n=34 n=9 n=10
Pte¢; n (%) mezczyzni 18 (52,9) 4 (44,4) 6 (60) 0.7891
kobiety 16 (47,1) 5 (55,6) 4 (40) ’
Wiek zachorowania; (lata)
mediana 50 55 50 0,766
zakres 19-83 35-64 30-60
Czas od diagnozy do stwierdzenia
ACA/Ph+ (m-ce) mediana 6 3 15 0,3431
zakres 0-197 0-20 0-62
ACA/Ph+ w trakcie rozpoznania;
n (%) 14(412)  4(449) 5 (50) 0.9212
ACA/Ph+ w trakcie leczenia; '
n (%) 20 (58,8) 5 (55,6) 5 (50)
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Faza choroby w momencie
wystgpienia ACA/Ph+; n (%)

CP 26 (76,5) 9 (100) 4 (40) «
AP 3(8.,8) 0 2 (20) 0,0466
BP 5 (14,7) 0 4 (40)
Odsetek metafaz z ACA/Ph+; (%)
mediana 15 12 44 0,0102*
zakres 3-100 8-40 4-100
Ewolucja klonalna kariotypu; n (%) 6 (17,6) 3(33,3) 2 (20) 0,551
Czas od obserwacji ACA/Ph+ do
ostatniego badania (m-ce)
mediana 49 42 31,5 0,5048
zakres 3-110 8-78 9-155
AlloBMT; n (%) 11 (32,3) 2(22,2) 5 (50) 0,4442
Transformacja do BP/AP; n (%) 8 (23,5) 0 3 (30) 0,262
Smieré; n (%) 9 (26,5) 3(333) 4 (40) 0,6881

Skroty: alloBMT, allogeniczny przeszczep komorek szpiku kostnego; ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe

w klonie Ph-dodatnim; AP, faza akceleracji;

TKI, inhibitory kinaz tyrozynowych

BP, faza przelomu blastycznego;

CP, faza przewlekla;

*analiza post-hoc

p-value po korekcie

Faza choroby w momencie wystapienia ACA/Ph+

CPvs. AP 0,2686
CPvs. BP 0,0824
AP vs. BP 0,99
Procent metafaz z ACA/Ph+
ACA/Ph+ izolowane vs. ACA/Ph+ kariotyp ztozony 0,1311
ACA/Ph+ rézne klony vs. ACA/Ph+ izolowane 0,0894
ACA/Ph+ rézne klony vs. ACA/Ph+ kariotyp ztoZony 0,0030

Odsetek pacjentow z 2-letnim catkowitym przezyciem byt najwyzszy u chorych

z ACA/Ph+ wystepujacych jako jedyna dodatkowa aberracja (Wykres 9).

Nie stwierdzono jednak istotno$ci statystycznej pomig¢dzy badanymi podgrupami

pacjentow dotyczacej catkowitego przezycia.

116



0.751

0.501

prawdopodobienstwo przezycia

0.251
p =038
pacjenci z ACA/Ph+ jako jedyng dodatkowa aberracja
pacjenci z ACA/Ph+ wystepujacymi w réznych klonach
0.00 —pacjenci z ACA/Ph+ z kariotypem ztozonym
0 50 100 150 200 250

czas (m-ce)

Wykres 9. Porownanie prawdopodobienstwa calkowitego przezycia (analiza Kaplana-Meiera)
pomigdzy: grupa pacjentow z ACA/Ph+ jako jedyna dodatkowa aberracja, grupa pacjentdw
z ACA/Ph+ wystepujacymi w roznych klonach oraz grupa chorych z kariotypem ztoZzonym
(zrodto: opracowanie wlasne).

Podsumowanie

e Najczesciej w kariotypie wystepowata jedna dodatkowa aberracja
w  klonie Ph-dodatnim. Obserwowano trend skrocenia czasu
pojawienia si¢ ACA/Ph+ od rozpoznania choroby zalezny od liczby
stwierdzanych ACA/Ph+.

e Faza zaostrzenia choroby stwierdzana podczas rozpoznania
statystycznie czesciej wystepowata u pacjentow z kariotypem
ztozonym. W tej grupie wyzszy byl réwniez odsetek metafaz

z ACA/Ph+.
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5.5.4 Pordéwnanie grupy pacjentow z ACA/Ph+ typu ,major routes”
z grupa pacjentow z ACA/Ph+ typu ,minor routeS” oraz

z jednoczesnym wystgpowaniem ACA/Ph+ typu ,,major i minor routes”

Kierujgc si¢ podzialem dodatkowych aberracji chromosomowych w komaorkach
Ph-dodatnich bazujacym na czestosci wystepowania wprowadzonym przez Mitelmana
1 wsp. [1], podzielono pacjentoéw do trzech podgrup: z aberracjami typu ,,major routes”,
z aberracjami typu ,,minor routes” i do podgrupy z obecno$cig w tym samym czasie

w kariotypie aberracji typu ,,major i minor routes” (Tabela 28).

Tabela 28. Poréwnanie wybranych parametrow kliniczno-laboratoryjnych
i skal prognostycznych pomiedzy grupa pacjentow z ACA/Ph+ typu ,;major routes”, typu
,,minor routes” oraz grupg z jednoczesng obecnoscia aberracji typu ,,major i minor routes”.

Pacjenci z aberracjami typu

Badany parametr . L .
major  major i minor  minor

routes routes routes  P-value
n=19 n=6 n=28
Ple¢; n (%) mezezyzni - 10 (52,6) 3 (50) 15 (53,6)
kobiety 9 (47.4) 3 (50) 13 (46,4) 099
Wiek zachorowania; (lata) mediana 49 51 52 0.552
zakres 20-73 30-60 19-83 ’
Czas od diagnozy do mediana 42 5 0
stwierdzenia ACA/Ph+ (m-ce)  zakres  0-100 0-62 0-197  0,0036*
ACA/Ph+ w trakcie rozpoznania; n (%) 5(26,3) 2 (33,3) 16 (57,1) 01178
ACA/Ph+ w trakcie leczenia; n (%) 14 (73,7) 4 (66,7) 12 (42,9) ’
Faza choroby w momencie CP 15 (79) 1(16,7) 23 (82,2)
wystapienia ACA/Ph+; n (%) AP 2 (10,5) 1(16,7) 2(7,1) 0,0119*
BP 2 (10,5) 4 (66,7) 3(10,7)
Odsetek metafaz z ACA/Ph+; (%)
mediana 21 31 15 0,1378
zakres 3-87 4-97 4-100
Status ACA/Ph+; n (%) 1 ACA/Ph+ 18 (94,7) 0 17 (60,7)
2 ACA/Ph+ 1(5,3) 2(33,3) 7(25) 0,0007*
> 2 ACA/Ph+ 0 4 (66,7) 4 (14,3)
Ewolucja klonalna kariotypu; n (%) 6 (31,6) 1(16,7) 4(14,3) 0,3935
Czas od obserwacji ACA/Ph+ mediana 64 22 41 0.0661
do ostatniego badania (m-ce)  zakres 12-110 9-113 3-155 ’
AlloBMT; n (%) 8 (42,1) 3 (50) 7 (25) 0,3735
Transformacja do BP/AP; n (%) 5 (26,3) 2 (33,3) 4(14,3) 0,4403
Smier¢; n (%) 7 (36,8) 3 (50) 6(21,4) 0,2946

Skroty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim; alloBMT, allogeniczny przeszczep
komorek szpiku kostnego; AP, faza akceleracji; BP, faza przetomu blastycznego; CP, faza przewlekta
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*analiza post-hoc p-value po korekcji

Czas od diagnozy do stwierdzenia ACA/Ph+

aberracje typu "major routes" vs. "major i minor routes” 0,1810
aberracje typu "minor routes™ vs. "major i minor routes” 0,9963
aberracje typu "minor routes” vs. "major routes” 0,0130

Faza choroby w momencie wystapienia ACA/Ph+

CP vs. AP 0,4892
CPvs. BP 0,0137
AP vs. BP 0,8002

Status ACA/Ph+
jedyna ACA/Ph+ vs. 2 ACA/Ph+ 0,0091
jedyna ACA/Ph+ vs. > 2 ACA/Ph+ 0,0002
2 ACA/Ph+ vs. > 2 ACA/Ph+ 0,3213

Co ciekawe najbardziej liczng grupa byli pacjenci z aberracjami typu
»minor routes” (n=28/53; 52,8%). Grupa tzw. ,,major routes” obejmowata 19 pacjentéw
(35,8%), natomiast grupa jednoczes$nie prezentujgca W Kariotypie dwa typy aberracji —
sze$ciu chorych (11,3%). Czas, w ktorym wykryto ACA/Ph+ od momentu rozpoznania
byl najkrétszy w grupie pacjentdéw z aberracjami typu ,,minor routes” w porownaniu
Z pacjentami z aberracjami typu ,,major i minor routes” oraz w poréwnaniu z pacjentami
z aberracjami typu ,major routes” w kariotypie. Czas ten byl najdluzszy
W grupie pacjentOow z aberracjami typu ,,major routes” (mediana czasu wyniosta
odpowiednio 0 vs. 5 vs. 42 miesigce). Istotnos$¢ statystyczng obserwowano pomiedzy
grupg pacjentow z aberracjami typu ,,major routes” a grupg z aberracjami typu ,,minor
routes” (p=0,01) w odniesieniu do czasu wystgpienia ACA/Ph+ od chwili rozpoznania
choroby. Stwierdzono roznice pomiedzy liczbg pacjentow z faze przewlekla choroby
oraz fazg przelomu blastycznego w czasie obserwowania ACA/Ph+ w Kkariotypie
pomiedzy badanymi grupami pacjentéw (p=0,01). Faza przewlekta choroby dominowata
w chwili stwierdzenia aberracji typu ,,major routes” lub ,minor routes”, natomiast
faza kryzy blastycznej — podczas wykrycia jednoczesnego wystgpowania aberracji typu
»major i minor routes”. Istotne statystycznie rdznice obserwowano w badanych grupach
pomigdzy pacjentami z ACA/Ph+ wystepujacymi jako izolowana ACA/Ph+
i dwoma ACA/Ph+ w kariotypie (p=0,009) oraz pomiedzy pacjentami z izolowana
ACA/Ph+ i Xkariotypem ztozonym (p=0,0002). Aberracje typu ,major routes”
u 18 z 19 chorych (94,7%) wystepowaly jako jedyna ACA/Ph+. Prawdopodobienstwo

przezycia byto najkrotsze w grupie pacjentdw z aberracjami typu ,,major i minor routes”,
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co moze wynika¢ z najwyzszego odsetka pacjentdw prezentujacych kariotyp zlozony w

tej grupie chorych (Wykres 10).
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Wykres 10. Poroéwnanie prawdopodobienstwa catkowitego przezycia (analiza Kaplana-Meiera)
pomiedzy: grupa pacjentow z jednoczesng obecno$cig aberracji typu ,,major i minor routes”,
z aberracjami typu ,,major routes” oraz z aberracjami typu ,,minor routes” (zrodto: opracowanie
wlasne).

Podsumowanie

Aberracje typu ,,minor routes” dominowaly w grupie pacjentow z ACA/Ph+.
Réwniez tego typu aberracje obserwowano w kariotypie wczesniej od chwili
rozpoznania choroby w poréwnaniu z aberracjami typu ,major routes”
(mediana 0 vs. 42 miesigce). Aberracje typu ,,major routes” czgsciej byly
obserwowane podczas monitorowania terapii.

Aberracje typu ,major routes” najczeSciej wystepowaly jako izolowane
ACA/Ph+. Z kolei wystepowanie aberracji typu ,,minor routes” czg$ciej zwigzane
bylo z obecnoscig kariotypu ztozonego.

Pacjenci z jednoczesnym wystgpowaniem aberracji typu ,,major i minor routes”
wykazali statystycznie istotne prawdopodobienstwo wystgpienia wyktadnikow

fazy przetomu blastycznego w chwili stwierdzenia aberracji w kariotypie.
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5.5.5 Pordwnanie grup pacjentéw z wybranymi ACA/Ph+

Sposréd wszystkich aberracji chromosomowych wystepujacych w komorkach
Ph-dodatnich poddano analizie wybrane aberracje typu ,major routeS” oraz
,minor routes”. Kryterium wyboru dokonano na podstawie czg¢stoSci wystepowania
aberracji w badanej grupie oraz znaczenia klinicznego opisanego w literaturze
(Tabela 29). Najczgstsza aberracja typu ,,major routes” byta trisomia 8 (n=19/53; 35,8%)
oraz dodatkowy chromosom Ph (n=15/53; 28,3%). 1zochromosom i(17)(q10) byt obecny
u trzech pacjentéw (5,7%), natomiast trisomia 19 — u dwoch chorych (3,8%).
Z grupy aberracji typu ,,minor routes” najczesciej wystepowala utrata chromosomu Y
u mezezyzn (n=7/28; 25%) 1 monosomia 21 (n=9/53; 17%). Inne aberracje powtarzajace
si¢ w grupie pacjentdw z aberracjami typu ,,minor routes” obejmowaty migdzy innymi
monosomi¢ 19 (n=5/53; 9,4%), aberracje angazujace chromosom 7 (n=4/53; 7,5%) oraz
rearanzacje angazujace region 3q26.2 (n=3/53; 5,7%).

Warto zaznaczy¢, ze czg$¢ aberracji chromosomowych (-Y, -19, -21) zaliczanych
do grupy aberracji typu ,,minor routes” wystepowaly w badanej grupie cze$ciej niz
izochromosom i(17)(ql0) czy trisomia 19 zaliczane do aberracji typu ,,major routes”
z definicji wystepujacych czgsciej. Najczesciej w chwili rozpoznania obserwowano utrate
chromosomu Y. U pacjentdéw z rearanzacjg genu MECOM oraz u pacjentdéw z aberracjami
angazujagcymi chromosom 7 [-7, add(7)(p?21), inv(7)(p22qll.2), t(7;22)(p22;q11)]
mediana czasu obserwacji aberracji od rozpoznania choroby wyniosta 6 miesiecy.
Sposréd analizowanych aberracji najdluzszy czas wystgpienia od chwili rozpoznania
dotyczyt izochromosomu i(17q) i monosomii 21 (mediana czasu wyniosta odpowiednio
58 1 62 miesigce). 1zochromosom i(17)(g10) nie byt obserwowany u pacjentow w chwili
rozpoznania choroby. Wszyscy pacjenci prezentujacy w kariotypie utrate¢ Y w chwili
stwierdzenia aberracji prezentowali klinicznie fazg¢ przewleklg choroby, z kolei wszyscy
pacjenci z rearanzacjg genu MECOM - fazg kryzy blastycznej w momencie obserwacji
dodatkowej aberracji w kariotypie poza translokacja t(9;22). Rearanzacja genu MECOM
w postaci translokacji badZ inwersji angazujacej region 3q26.2 obserwowana byla
w najwyzszym odsetku metataz (n=3; odpowiednio 81% metafaz, 100% metafaz i 100%
metafaz). Jako jedyna dodatkowa aberracje chromosomowa w klonie Ph-dodatnim
byt izochromosom i(17q), trisomia 8 oraz dodatkowy chromosom Ph.

Z kolei monosomia 19 byta jedyng aberracja chromosomowa sposrod wszystkich

zaobserwowanych zmian, ktora nie wystapita w formie izolowanej. W kariotyp ztozony
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najczesciej zaangazowana byla rearanzacja regionu 3q26.2, dodatkowy chromosom Ph
oraz trisomia 8. Sposrod badanych aberracji tylko izochromosom i(17q) nie wystepowat
w kariotypach zlozonych. Zaden z pacjentéw z obecnoécig jednej z wymienionych
aberracji: izochromosomu i(17q), rearanzacji regionu 3026.2, aberracji obejmujacej
chromosom 7 czy monosomii 21, nie odpowiedziat optymalnie na zastosowane leczenie
imatynibem. W grupie pacjentow otrzymujacych inhibitor II generacji zaden pacjent
z obecno$cig w kariotypie rearanzacji regionu 3q26.2 lub monosomi 19 nie osiggnat
odpowiedzi optymalnej. Ponadto 75% chorych z aberracjami chromosomu pary 7
rowniez nie uzyskalo odpowiedzi optymalnej w trakcie stosowania TKI II generacji.
Mediana czasu od pojawienia si¢ badanej aberracji do ostatniej obserwacji byla
najkrotsza w grupie z rearanzacjg regionu 3q26.2 1 z aberracjami chromosomu 7
(odpowiednio 12 i 11 miesi¢cy). Najwigkszy odsetek pacjentow z transformacja do
zaawansowanych faz choroby, pacjentéw poddanych alloprzeszczepieniu komorek
krwiotwarczych szpiku kostnego oraz pacjentdw z najwyzsza $miertelnoscig dotyczyt

chorych z rearanzacja regionu 3q26.2 oraz izochromosomem i(17)(q10).

Podsumowanie

e Najczesciej wystepujagcymi aberracjami byta +8, +der(22)t(9;22),
a takze aberracje zaliczane do ,,minor routes”: -21 1 -Y.

e Utrata Y byla najczesciej obserwowana w chwili rozpoznania choroby,
natomiast i(17)(q10) zawsze byt obserwowany podczas leczenia.

e Utrata Y u wszystkich pacjentéw byla stwierdzana w fazie przewlektej
choroby, z kolei rearanzacja genu MECOM w fazie
przetomu blastycznego.

o Wystepowanie rearanzacji genu MECOM oraz izochromosomu i(17q),
wigzalo si¢ z najwyzszg S$miertelnoscia sposrod pacjentdw
z analizowanymi aberracjami.

e Sposrod badanych ACA/Ph+ najgorzej rokowali pacjenci z obecnoscia
w kariotypie kolejno wymienionych aberracji chromosomowych:
rearanzacji genu MECOM, i(17)(q10), aberracji chromosomu 7, +8,
+der(22)t(9;22), -21, -19, -Y.
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Tabela 29. Poréwnanie wybranych parametréw kliniczno-laboratoryjnych pomiedzy grupami pacjentow z wybranymi aberracjami chromosomowymi.

ABERRACJE TYPU MAJOR ROUTES

ABERRACJE TYPU MINOR ROUTES

Badany parametr +8  +Ph i(7q) | -Y  -21  -19 TR e
n=19 n=15 n=3 n=8 n=9 n=5 n=3 n=4
Czas od diagnozy do stwierdzenia ACA/Ph+ (m-ce)
mediana 18 18 58 0 62 3 6 6
zakres 0-150 0-123 20-98 0-15 0-197 3-146 0-6 0-15
ACA/Ph+ w trakcie rozpoznania; n (%) 4(21,1) 4(26,7) 0 4(50) 1(11,1) 2(40) 1(33)3) 2 (50)
ACA/Ph+ w trakcie leczenia; n (%) 15(78,9) 11(73,3) 3(100) 4(50) 8(88,9) 3(60) 2(66,7) 2 (50)
Faza choroby w momencie wystapienia ACA/Ph+; n (%) 3 (75)
CP 13(68,4) 10(66,7) 2(66,7) | 8(100) 7(77,8) 4(80) 0
AP 1(53) 2(133) 0 0 2(22,2) 1(20) 0 1(25)
BP 5(26,3) 3(20) 1(33,3) 0 0 0 3 (100) 0
Odsetek metafaz z ACA/Ph+; (%) mediana 12 43 29 16 15 12 100 16
zakres 3-93 3-100 10-30 8-100 3-25  8-20 81-100 8-100
Status ACA/Ph+ (%) jako jedyna ACA/Ph+ 11(57,9) 7(46,7) 2(66,7) 2(25) 3(333) O 1(33,3) 1(25)
kilka klonow 1(5,3) 1 (6,6) 1(33,3) | 5(62,5) 4(44,5) 4(80) 0 2 (50)
zlozony kariotyp 7(36,8) 7(46,7) 0 1(125) 2(22,2) 1(20) 2(66,7) 1(25)
Czas od obserwacji ACA/Ph+ mediana 35 44 96 45 43 31 12 11
do ostatniego badania (m-ce) zakres 0-113 9-113 12-96 9-155 15-113 9-78 9-13 9-77
Transformacja do BP/AP; n (%) 4(21) 4(26,7) 1(333) | 1(14,3) 3(33,3) 1(20) 2(66,7) 0
AlloBMT; n (%) 8(42,1) 8(53,3) 2(66,7) 0 4(445) 0 2 (66,7) 1(25)
Smieré; n (%) 8(42,1) 6(40) 2(66,7) | 2(28,6) 2(22,2) 2(40) 3 (100) 1(25)

Skréty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim; alloBMT, allogeniczny przeszczep komoérek szpiku kostnego; AP, faza akceleracji; BP, faza przetomu blastycznego;

CP, faza przewlekla; i, izochromosom; Ph, chromosom Philadelphia
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5.5.6 Porownanie pacjentow z ACA/Ph+ nalezacych do roznych grup ryzyka

cytogenetycznego

Analizujgc  kariotypy  pacjentow z  ACA/Ph+  oraz  korzystajac
z danych literaturowych klasyfikujacych poszczegolne aberracje chromosomowe
do grup zwigzanych z okreSlonym ryzykiem transformacji do zaawansowanych
faz choroby [182], dokonano podziatu wszystkich pacjentow do czterech grup:
bardzo wysokiego ryzyka, wysokiego ryzyka, posredniego oraz standardowego
ryzyka cytogenetycznego (Tabela 30).

Grupa bardzo wysokiego ryzyka (n=8/203; 3,9%) obejmowata pacjentéw z:
rearanzacja regionu 3q26.2 (MECOM), rearanzacjg regionu 11g23 (KMT2A),
1zochromosomem 1(17q), monosomig 7 oraz z kariotypem zlozonym obejmujacym
przynajmniej jedna z wymienionych aberracji. Do grupy wysokiego ryzyka (n=7/203;
3,4%) wlaczono pacjentow z ztozonym kariotypem obejmujacym ACA/Ph+ inne niz
wystepujace w grupie bardzo wysokiego ryzyka. Grupe posredniego ryzyka (n=38/203;
18,7%) stanowili pacjenci, u ktéorych obserwowano wszystkie pozostale ACA/Ph+
z wylgczeniem zmian wymienionych w grupie bardzo wysokiego i wysokiego ryzyka.
Grupa prezentujaca standardowe ryzyko byla grupa pacjentow bez ACA/Ph+
(n=150/203; 74%). Podzial na powyzsze grupy pacjentow korespondowat z podziatem
wprowadzonym przez Gonga i wsp. [182].

W grupie bardzo wysokiego ryzyka mediana wieku rozpoznania choroby byta
najnizsza w$rod badanych grup pacjentow i wynosita 42 lata (w grupie standardowego
ryzyka mediana wieku wyniosta 51 lat). 75% pacjentow w grupie bardzo wysokiego
ryzyka stanowili m¢zczyzni. Dominujacy odsetek mezczyzn wystgpil rowniez w grupie
wysokiego ryzyka (57,1%). Z kolei w grupie posredniego i standardowego ryzyka
przewazaly kobiety (odsetek me¢zczyzn wynidst odpowiednio 47,4% 1 46%).
Splenomegalia w chwili rozpoznania choroby stwierdzana byta u 87,5% chorych
w grupie bardzo wysokiego ryzyka. Pacjenci z aberracjami wysokiego ryzyka
wykazywali istotnie nizsze stezenie hemoglobiny w stosunku do pacjentdw z aberracjami
posredniego ryzyka i pacjentow z standardowym ryzykiem. Istotno$¢ statystyczng
réwniez wykazano w odsetku blastow we krwi obwodowej pomiedzy badanymi grupami
chorych. Odsetek ten byt najwigkszy w grupie wysokiego ryzyka i bardzo wysokiego

ryzyka w poréwnaniu z grupa pacjentdow posredniego i standardowego ryzyka
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(mediana 9% vs. 6,5% vs. 1% vs. 1%). Najwyzszy odsetek bazofili we krwi obwodowej
(mediana 3,5%) stwierdzono w grupie bardzo wysokiego ryzyka. Skale prognostyczne
Sokala, Euro, Eutos 1 ELTS byly najmniej korzystne w grupie chorych zaliczonych
do bardzo wysokiego ryzyka, przy czym obserwowano zmian¢ niekorzystnej tendencji
w grupie wysokiego, posredniego i standardowego ryzyka. Istotne statystycznie rdznice
stwierdzono w odniesieniu do ELTS w grupie pacjentow niskiego i wysokiego ryzyka.
Obserwowana zalezno$¢ wskazuje na trafno$¢ wiaczenia poszczegdlnych pacjentow
z konkretnymi aberracjami chromosomowymi do grup ryzyka cytogenetycznego.

Stwierdzono istotng statystycznie roznice pomig¢dzy pacjentami zakwalifikowanymi
do poszczegdlnych grup ryzyka cytogenetycznego a stwierdzeniem fazy przewlektej
choroby oraz fazy przetlomu blastycznego w chwili rozpoznania choroby. Wigkszo$¢
pacjentéw z aberracjami wysokiego ryzyka (57,2%) w chwili rozpoznania rozwijata
Kliniczne wykltadniki zaostrzenia choroby. Zblizony odsetek pacjentow (50%)
z wykladnikami akceleracji/kryzy blastycznej stwierdzono w grupie bardzo wysokiego
ryzyka. Z kolei w grupie pacjentow posredniego i1 standardowego ryzyka odsetek

ten byl zdecydowanie mniejszy (odpowiednio 10,5% i 8%).
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Tabela 30. Poréwnanie wybranych parametréw kliniczno-laboratoryjnych i skal prognostycznych w chwili rozpoznania choroby pomigdzy
grupami pacjentow z ACA/Ph+ nalezacymi do réznych grup ryzyka cytogenetycznego.

Pacjenci z Pacjenci z Pacjenci z Pacjenci
aberracjami aberracjami aberracjami  bez ACA/Ph+;
Badany parametr bardzo wysokiego wysokiego posredniego standardowe p-value
ryzyka ryzyka ryzyka ryzyko
n=8 n=7 n=38 n=150
Mediana wieku zachorowania w latach; (zakres) 42 (31-60) 50 (30-60) 53 (19-83) 51 (9-84) 0,489
Pte¢ meska/zenska; n (%) 6/2 (75/25) 4/3 (57,1/42,9)  18/20 (47,4/52.6) 69 /81 (46 /54) 0,3503
Powigkszenie §ledziony; n (%) 7 (87,5) 5(71,4) 30(78,9) 88 (58,7) 0,7545
Hg mmol/l; mediana (zakres) 6,0 (4,4-8,9) 5,9 (4,7-7,9) 7,4 (4,4-9,9) 7,5 (3,5-13,0) 0,0122*
WBC 10%L; mediana (zakres) 183,2 (2,25-528)  133,2(7,75-307,8) 90,7 (16-367) 91,4 (5,7-658) 0,1872
PLT 10%L; mediana (zakres) 342 (63-768) 264 (51-828) 434 (117-2746) 431 (42-2299) 0,3189
Blasty we krwi; mediana % (zakres) 6,5 (0-55) 9 (0-68) 1(0-9) 1 (0-50) 0,0004*
Eozynofile we krwi; mediana % (zakres) 2 (0-12) 1(0-11) 2 (0-20) 2 (0-17) 0,315
Bazofile we krwi; mediana % (zakres) 3,5 (0-11) 2 (0-3) 1 (0-18) 2 (0-29) 0,2349
Ocena ryzyka wg niskie; n (%) 0 1(14,3) 13 (34,2) 55 (36,7)
Sokala posrednie;n (%) 2 (25) 2 (28,6) 15 (39,5) 63 (42) 0,0718
wysokie; n (%) 6 (75) 4 (57,1) 10 (26,3) 32 (21,3)
Ocena ryzyka wg niskie;. n (%) 1(12,5) 1(14,3) 15 (39,5) 68 (45,3)
Hasforda (Euro) posrednie; n (%) 5 (62,5) 3 (42,85) 17 (44,7) 69 (46) 0,3019
wysokie; n (%) 2 (25) 3 (42,85) 6 (15,8) 13 (8,7)
niskie; n (%) 6 (75) 6 (85,7) 34 (89,5) 143 (95,3)
Ocena ryzyka Eutos wysokie: n (%) 2 (25) 1(14,3) 4(10,5) 7(4.7) 0,549
niskie; n (%) 1(12,5) 2 (28,6) 23 (60,5) 99 (66)
Ocena ryzyka ELTS posrednie; n (%) 2 (25) 1(14,3) 7(18,4) 35 (23,3) 0,0339*
wysokie; n(%) 5 (62,5) 4 (57,1) 8(21,1) 16 (10,7)




CP; n (%) 4 (50) 3(42,8) 138 (92)
Faza choroby AP; n (%) 2 (25) 2 (28,6) 10 (6,7) 0,0022*
BP; n (%) 2 (25) 2 (28,6) 2(1,3)
el3a2 (b2a2); n (%) 2 (25) 1(14,3) 50 (33,3)
Transkrypt el4a2 (b3a2); n (%) 5(62,5) 5(71,4) 97 (64,7) 0,561
inny lub koekspresja; n (%) 1(12,5) 1(14,3) 3(2)

Skroty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komorek Philadelphia-dodatnim; AP, faza akceleracji; BP, faza przetomu blastycznego; CP, faza przewlekia;

Hb, hemoglobina; PLT, trombocyty; WBC, leukocyty

p-value

* i -
analiza post-hoc 00 korekeji

Ocena ryzyka ELTS
niskie vs. posrednie 0,5053
niskie vs. wysokie 0,0249
wysokie vs. posrednie 0,6470

« . p-value
analiza post-hoc 00 korekcji
Hg mmol/l przy rozpoznaniu
aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. aberracje wysokiego ryzyka 0,9684
aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. aberracje posredniego ryzyka 0,196
aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. bez ACA/Ph+; standardowe ryzyko 0,1412
aberracje wysokiego ryzyka vs. aberracje posredniego ryzyka 0,0705
aberracje posredniego ryzyka vs. bez ACA/Ph+; standardowe ryzyko 0,9999
aberracje wysokiego ryzyka vs. bez ACA/Ph+; standardowe ryzyko 0,0454
Blasty we krwi przy rozpoznaniu
aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. aberracje wysokiego ryzyka 0,908
aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. aberracje posredniego ryzyka 0,034
aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. bez ACA/Ph+; standardowe ryzyko 0,013
aberracje wysokiego ryzyka vs. aberracje posredniego ryzyka 0,033
aberracje posredniego ryzyka vs. bez ACA/Ph+; standardowe ryzyko 0,787
aberracje wysokiego ryzyka vs. bez ACA/Ph+; standardowe ryzyko 0,014

Faza choroby przy
rozpoznaniu
CPvs. AP 0,1452
CPvs. BP 0,0066
AP vs. BP 0,4182
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Aberracje byly obserwowane czes$ciej w chwili stwierdzenia wykladnikow
wskazujacych na faze akceleracji lub przetom blastyczny u pacjentéw w grupie bardzo
wysokiego ryzyka (62,5% chorych) w odrdznieniu od pacjentdéw z grupy wysokiego
(42,9%) 1 posredniego ryzyka (15,8%). Co ciekawe ewolucja kariotypu wystgpita
we wszystkich badanych grupach pacjentow z ACA/Ph+ w zblizonych odsetku
przypadkow (Tabela 31). Zaobserwowano roznice istotne statystycznie pomiedzy
badanymi grupami w odniesieniu do liczby stwierdzonych ACA/Ph+. Uzyskane wyniki
wigzaly si¢ z zakwalifikowaniem do grupy wysokiego ryzyka wylacznie pacjentow,
u ktorych stwierdzono ztozony kariotyp. Kariotyp ztozony czeséciej obserwowano
w grupie bardzo wysokiego ryzyka niz w grupie posredniego ryzyka.
We wszystkich grupach dominowal transkrypt el4a2. Nie zaobserwowano istotnych
roznic w czgstosci wystgpowania wariantow sekwencji KD BCR-ABL1 u pacjentow
z badanych grup. Aberracje chromosomowe w grupie pacjentow bardzo wysokiego
ryzyka pojawialy si¢ czg¢sciej w trakcie monitorowania leczenia niz przy rozpoznaniu
choroby w  porownaniu do grupy wysokiego 1 posredniego ryzyka
(75% vs. 42,9% vs. 55,3%). Mediana czasu od pojawienia si¢ aberracji do ostatniego
badania byta najkrotsza w grupie bardzo wysokiego ryzyka i wyniosta 12 miesiecy,
w grupie wysokiego ryzyka mediana ocenianego czasu wyniosla 32 miesigce,
a w grupie posredniego ryzyka - 48 miesigcy. U pacjentdw z grupy bardzo wysokiego
ryzyka czgsciej przeprowadzano allogeniczny przeszczep komorek krwiotworczych
szpiku kostnego. Obserwowano istotng statystycznie réznice w prawdopodobienstwie
przezycia chorych zakwalifikowanych do poszczegdlnych grup ryzyka cytogenetycznego
(Wykres 11).
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Tabela 31. Poréwnanie wybranych parametréw kliniczno-laboratoryjnych pomig¢dzy grupami pacjentow z ACA/Ph+ nalezacymi do roéznych grup ryzyka

cytogenetycznego.

Badany parametr

Pacjenci z bardzo
wysokim ryzykiem  wysokim ryzykiem posrednim ryzykiem

Pacjenci z

Pacjenci z

Pacjenci

bez ACA/Ph+;

cytogenetycznym cytogenetycznym cytogenetycznym  standardowe ryzyko  p-value
n=8 n=7 n=38 n=150
Czas od diagnozy do mediana 10,5 0 3 nie dotyczy nie 0.4334
stwierdzenia ACA/Ph+ (m-ce).  zakres 0-98 0-62 0-197 dotyczy ’
ACA/Ph+ w trakcie rozpoznania; n (%) 2 (25) 4 (57,1) 17 (44,7) nie dotyczy 0.4587
ACA/Ph+ w trakcie leczenia; n (%) 6 (75) 3(42,9) 21 (55,3) nie dotyczy '
Faza choroby w momencie CP 3(37,5) 4 (57,1) 32 (84,2) nie dotyczy
wystgpienia ACA/Ph+; n (%) AP 0 2 (28,6) 3(7,9) nie dotyczy 0,0037*
BP 5 (62,5) 1(14,3) 3(7,9) nie dotyczy
Odsetek metafaz z ACA/Ph+; (%)
mediana 30 32 13 nie dotyczy 0,1216
zakres 4-100 4-100 3-100 nie dotyczy
Status ACA/Ph+; n (%) 1 ACA/Ph+ 4 (50) 0 31 (81,6) nie dotyczy 0,0048*
wiecej niz 1 ACA/Ph+ 4 (50) 7 (100) 7 (18,4) nie dotyczy
Ewolucja kariotypu; n (%) 2 (25) 2 (28,6) 11(28,9) nie dotyczy ~ 0,2453
Czas od obserwacji ACA/Ph+  mediana 12 32 48 nie dotyczy 0,1211
do ostatniego badania (m-ce) zakres 9-96 12-155 3-110 nie dotyczy
Warianty KD BCR-ABLL; n (%) 1(12,5) 1(14,3) 6 (16,2) 15 (10) 0,99
AlloBMT; n (%) 5(62,5) 3(42,9) 9(24,3) 8 (5,2) 0,0725
gmierc’; n (%) 5 (62,5) 1 (14,3) 8 (21,1) 10 (6,5) 0,0474*

Skréty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim; alloBMT, allogeniczny przeszczep komoérek szpiku kostnego; AP, faza akceleracji;

BP, faza przetomu blastycznego; CP, faza przewlekta; KD, domena kinazowa
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*analiza post-hoc

p-value po korekcji

Faza choroby w momencie wystgpienia ACA

CP vs. AP 0,1587
CPvs. BP 0,0102
AP vs. BP 0,1587
Status ACA Ph+
aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. aberracje wysokiego ryzyka 0,0789
aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. aberracje posredniego ryzyka 0,0789
aberracje wysokiego ryzyka vs. aberracje posredniego ryzyka 0,0002
Smier¢

aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. aberracje wysokiego ryzyka 0,1783
aberracje bardzo wysokiego ryzyka vs. aberracje posredniego ryzyka 0,0918

aberracje wysokiego ryzyka vs. aberracje posredniego ryzyka 0,99
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prawdopodobienstwo przezycia

0.75

0.50

0.25

0.00

p < 0.0001

—pacjenci standardowego ryzyka cytogenetycznego
pacjenci posredniego ryzyka cytogenetycznego

——pacjenci wysokiego ryzyka cytogenetycznego
pacjenci bardzo wysokiego ryzyka cytogenetycznego

100

200 300

czas (m-ce)

posrednie ryzyko

wysokie ryzyko | standardowe ryzyko

cytogenetyczne | cytogenetyczne (bez ACA/Ph+)
wysokie ryzyko 0,5173 - 0,3432
cytogenetyczne
standardowe ryzyko
(bez ACA/Ph+) 0,0006 0,3432 )
bardzo wysokie 0,0017 0,0467 <0,0001
ryzyko cytogenetyczne

Woykres 11. Poréwnanie prawdopodobienstwa catkowitego przezycia (krzywe Kaplana-Meiera)
pomiedzy grupami pacjentdw z réznym cytogenetycznym ryzykiem progresji do bardziej
zaawansowanych faz choroby (zrodto: opracowanie wilasne).

Podsumowanie

Stwierdzenie w kariotypie ACA/Ph+ zakwalifikowanych do grupy bardzo

wysokiego i wysokiego ryzyka cytogenetycznego wigze si¢ z statystycznie

wickszym  prawdopodobienstwem  wystapienia wykltadnikow  przetomu

blastycznego, szczegolnie zwigkszonego odsetka blastow we krwi obwodowej.

W zaproponowanej klasyfikacji pacjentow do poszczegdlnych grup ryzyka

cytogenetycznego

obserwowano istotne statystycznie roznice

w prawdopodobienstwie przezycia chorych.
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5.6  Warianty sekwencji domeny kinazowej BCR-ABL1

Ocena wariantoéw w obrebie sekwencji kodujacej domeny kinazowej BCR-ABL1
pozwolita na potwierdzenie wystgpowania 30 zmian punktowych u 24 pacjentow (11,6%)
z badanej grupy chorych leczonych TKI. Do opisu obserwowanych zmian wykorzystano
powszechnie stosowany zapis substytucji aminokwasow.

Najczesécie] stwierdzane warianty sekwencji obejmowaty: F317L (4x),
M351T, T3151 i V299L (3x), F3591, M244V, G250E i Y253H (2x).
W pojedynczych przypadkach obserwowano: E453K, E255K, L248V, K285E, L273M,
F359V, H396P, D276G oraz A397P. U szeiciu pacjentdw obserwowano dwa
niezalezne warianty badanej sekwencji, przy czym u dwoch pacjentek (nr 21 1 197)
warianty wspolwystgpowaly w jednej subpopulacji komoérek — obie zmiany
w chromatogramach stanowity 100% w porownaniu do sekwencji referencyjnej
(V299L+F35911 V299L+D276G). U pozostatych czterech chorych warianty stwierdzano
sekwencyjnie po zmianie TKI na inny.

Sposrod 24 pacjentow z wariantami sekwencji KD BCR-ABL1 u 8 chorych
stwierdzono rowniez ACA/Ph+ (Wykres 12).

tylko mutacje ACA/Ph+ i
KD BCR-ABL mutacje KD
7,7% BCR-ABL
3,9%

tylko ACA/Ph+
21,7%

brak mutacji

KD BCR-ABL;

brak ACA/Ph+
66,7%

Wykres 12. Rozktad wystepowania wariantdbw sekwencji KD BCR-ABL1 oraz ACA/Ph+
w badanej grupie chorych (zrédto: opracowanie wilasne).
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Poréwnanie grupy pacjentbw z wykryta przynajmniej jedng zmiang
w KD BCR-ABLL, z grupa chorych u ktérych: nie bylo wskazania do badania mutaciji,
badz wykluczono wystgpowanie wariantow sekwencji KD BCR-ABL1, przedstawiono
w Tabela 32.

Tabela 32. Poréwnanie wybranych parametrow kliniczno-laboratoryjnych
I skal prognostycznych pomiedzy grupg pacjentow z wykrytymi wariantami sekwencji
KD BCR-ABL1 i grupg bez wskazan do badania w kierunku wykrycia takich zmian
lub wykluczeniem wystepowania KD BCR-ABL1.

Pacjenci z Pacjenci bez
wykrytymi wskazan do
Badany parametr zmianami badania/bez zmian  p-value
KD BCR-ABL KD BCR-ABL
n=24 n=183

Mediana wieku zachorowania w latach; 51,5 (19-77) 51 (9-84) 0,5429
(zakres)
Ple¢ meska/zenska; n (%) 13/11 (54,2 /45,8) 87 /96 (47,5/52,5)  0,6649
POW1¢ksze_m.e $ledziony przy 17 (70,8) 115 (62,8) 0,0033
rozpoznaniu; n (%)
Hg mmol/l przy rozpoznaniu; 7.3 (3,6-9.6) 75 (3,5-13,0) 0,4958

mediana (zakres)

WBC 10°%L przy rozpoznaniu;
mediana (zakres)

PLT 10%L przy rozpoznaniu;

131,1 (24,4-426) 89,9 (2,2-658) 0,0266

i 441 (42-2746) 433 (51-2299) 0,8213
mediana (zakres)
Blasty we krwi przy rozpoznaniu; i i
mediana % (zakres) 2,5 (0-50) 1 (0-68) 0,1101
Eozynofile we krwi przy rozpoznaniu; i i
mediana % (zakres) 2,5(0-8) 2(0-20) 0,5181
Bazofile we krwi przy rozpoznaniu; i i
mediana % (zakres) 15(0-29) 2 (0-18) 0,6678
o K niskie 5(20,8) 65 (35,5)
cena ryzyka wg posrednie 10 (41,7) 73 (39,9) 0,2719
Sokala; n (%) .
’ wysokie 9 (37,5) 45 (24,6)
o K niskie 7(29,1) 80 (43,7)
cena ryzyka wg posrednie 13 (54,2) 82 (44,8) 0,312
Hasforda (Euro); n (%) .
wysokie 4 (16,7) 21 (11,5)
Ocena ryzyka wg niskie 20 (83,3) 173 (94,5) 0.0629
Eutos; n (%) wysokie 4 (16,7) 10 (5,5) ’
Ocena rvzvk niskie 12 (50) 117 (63,9)
EE?I'Sa r??’;o )a wg posrednie 7 (29,2) 39 (21,3) 0,3442
' wysokie 5(20,8) 27 (14,8)
CP 20 (83,3) 163 (89,1)
fg‘;ao‘;zzrrﬁg?/npa’) AP 3(12,5) 15 (8,2) 0,4272
P ! BP 1(4,2) 5 (2,7)
ACA/Ph+; n (%) 8(33,3) 45 (24,6)
ACA/Ph+ w trakcie rozpoznania; n (%) 1(12,5) 22 (48,9) 0,1649
ACA/Ph+ w trakcie leczenia; n (%) 7 (87,5) 23 (51,1)
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ACA/Ph+ "major route"; n (%) 7(87,5) 12 (26,7)

ACA/Ph+ "major i minor route"; n (%) 0 6 (13,3) 0,0059*
ACA/Ph+ "minor route"; n (%) 1(12,5) 27 (60)
Translokacja wariantowa; n (%) 4 (16,7) 94,9
"Zamaskowany" Ph; n (%) 1(4,2) 4(2,9) 0,05949
Delecja ABL1 lub/i BCR; n (%) 1(4,2) 22 (12)

el3a2 (b2a2) 7(29,2) 62 (33,9)
Transkrypt; n (%) elda2 (b3a2) 16 (66,6) 115 (62,8) 0,7824

inny/koekspresja 0/1(4,2) 4/2(2,2/1,1)

Skréty:  ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komoérek Philadelphia-dodatnim;
AP, faza akceleracji; BP, faza przetomu blastycznego; CP, faza przewlekta; Hb, hemoglobina; KD, domena kinazowa;
PLT, trombocyty; WBC, leukocyty

*analiza post-hoc p-value po korekgcji
ACA/Ph+
"major route™ vs. "major i minor route” 0,2058
"major route" vs. "minor route" 0,0142
"minor route" vs. "major i minor route" 0,99

Mediana wieku rozpoznania choroby byla poréwnywalna w obu badanych
grupach pacjentow. Czgséciej warianty sekwencji KD BCR-ABL1 stwierdzano
u mezczyzn (54,2% vs. 45,8%). W trakcie diagnozowania splenomegalia
oraz zwigkszona liczba leukocytow byla istotnie cze$ciej obserwowana w grupie
pacjentow z zmianami sekwencji KD BCR-ABL1. Odsetek blastow we krwi obwodowej
byt wigkszy w porownaniu do grupy pacjentow bez wariantdw sekwencji
(mediana 2,5% vs. 1%, brak istotnosci statystycznej). Wsrod ACA/Ph+ u pacjentow
z wykrytymi zmianami KD BCR-ABL1 dominowaly aberracje typu ,,major routes”,
z kolei u pacjentéw nalezacych do drugiej grupy, ACA/Ph+ obejmowaly czesciej
aberracje typu ,,minor routes” (p=0,01). W dwoch analizowanych grupach dominowat
transkrypt BCR-ABL1 el4a2. Obserwowano istotng statystycznie rdznice
w prawdopodobienstwie przezycia W grupie chorych z stwierdzonymi wariantami
KD BCR-ABL1 w poréwnaniu do pacjentow bez wskazan do badania w tym kierunku
(Wykres 13).
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Wykres 13. Poréwnanie prawdopodobienstwa catkowitego przezycia (analiza Kaplana-Meiera)
pomiedzy grupa chorych u ktorych nie bylo wskazan do badania lub nie wykryto wariantow
sekwencji nukleotydowych KD BCR-ABLI i grupa pacjentéw z zmianami w KD BCR-ABL1
(zrédto: opracowanie wiasne).

Podsumowanie

W badanej grupie stwierdzono 30 wariantéw sekwencji KD BCR-ABL1
u 24 pacjentow (11,6%), w tym najczesciej wystepowaty: F317L, M351T, T3151
1 V299L.

W 3,9% przypadkdéw zmiany KD BCR-ABL1 obserwowano w grupie pacjentow,
u ktorych stwierdzono réwniez ACA/Ph+, natomiast u 7,7% chorych -
obserwowano wylgcznie zmiany nukleotydowe.

Splenomegalia oraz zwigkszona liczba leukocytow w chwili rozpoznania choroby
wigzala si¢ z wigkszym prawdopodobienstwem wystgpienia zmian w obrgbie
KD BCR-ABLL1 w trakcie leczenia.

Aberracje chromosomowe typu ,major routes” statystycznie cze$ciej
obserwowano u chorych z wykrytymi wariantami KD BCR-ABL1, natomiast
aberracje typu ,,minor routes” dominowaly w grupie chorych bez wskazan
do badania /bez wykrytych wariantow.

Niski odsetek pacjentéw z jednoczesnym wystepowaniem w przebiegu choroby
zmian KD BCR-ABL1 oraz ACA/Ph+ w kariotypie, a takze krotsze catkowite
przezycie chorych z wykrytymi wariantami KD wskazuje na wystepowanie

mutacji KD BCR-ABL1 jako niezalezny czynnik prognostyczny.
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5.7 Aberracje chromosomowe w komdrkach Philadelphia-ujemnych

Oceniajagc ~ wystgpowanie  aberracji chromosomowych w  komorkach
Philadelphia-ujemnych (CCA/Ph-) uwzglgdniono tylko zmiany obserwowane
przynajmniej dwa razy w kariotypie pacjentow utrzymujacych catkowita odpowiedz
cytogenetyczng (CCyR) w trakcie terapii TKI. U 47 sposréd 162 pacjentdw
z catkowita odpowiedzig cytogenetyczng (29%) stwierdzono CCA/Ph-.
W grupie pacjentow z aberracjami w komorkach Ph-ujemnych przewazali me¢zczyzni
(61,7%; p=0,02). Wartosci badanych parametrow hematologicznych podczas
rozpoznania choroby byty poréwnywalne w grupie chorych, u ktorych na dalszym etapie
leczenia obserwowano w Kkariotypie powtarzajagce si¢ CCA/Ph- i u ktorych

nie stwierdzano tego typu aberracji (Tabela 33).

Tabela 33. Poréwnanie wybranych parametrow Kkliniczno-laboratoryjnych i skal
prognostycznych pomiedzy grupa pacjentoéw z CCyR z powtarzajacymi sie CCA/Ph- i grupa
pacjentow z CCyR bez takich zmian.

Pacjenci z Pacjenci bez
Badany parametr CCA/Ph- CCA/Ph- p-value
n=47 n=115
Mediana wieku zachorowania w latach; 50 (19-81) 49 (9-84) 0,0177
(zakres)
Pte¢ meska/zenska; n (%) 29 /18 (61,7/38,3) 48/67(41,7 /58,3) 0,0247
Powigkszenie $ledziony przy rozpoznaniu; 27 (57.4) 69 (60) 0,8604

n (%)

Hg mmol/l przy rozpoznaniu;
mediana (zakres)

WBC 10°%L przy rozpoznaniu;
mediana (zakres)

PLT 10%L przy rozpoznaniu;
mediana (zakres)

Blasty we krwi przy rozpoznaniu;

7,3 (4,4-10,3) 7.6(35-130)  0,2844
96 (5,7-658) 87,8 (6-438)  0,2642

451 (109-1026) 435 (51-2299)  0,7706

mediana % (zakres) 1(0-68) 1(0-11) 0,5224

Eozynofile we krwi przy rozpoznaniu;

mediana % (zakres) 3(0-17) 2(0-12) 0,2881

Bazofile we krwi przy rozpoznaniu;

mediana % (zakreg) Y 3(0-18) 2(0-17) 0,2598

0 K niskie 18 (38,3) 46 (40)

Sokalt ) posrednie 20 (42,6) 47(409)  0.9739
' wysokie 9(19,1) 22 (19,1)

Ocena ryzyka w niskie 20 (42,6) 57 (49,6)

Hasford); (>I/Euro)gn (%) posrednie 25 (53,2) 52 (45,2) 0,7367

’ wysokie 2 (4,2) 6 (5,2)
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Ocena ryzyka wg niskie 44 (93,6) 110 (95,7)

Eutos; n (%) wysokie 3 (6,4) 5 (4,3) 06919
Ocena ryzyka wg niskie. 29 (61,7) 82 (71,3)
ELTS; n (%) poéredl}le 15 (31,9) 24 (20,9) 0,3425
wysokie 3(6,4) 9(7,8)
CP 45 (95,8) 107 (93,1)
Faza choroby przy AP 1(21 6 (52 0,6186
rozpoznaniu; n (%) Bp 1 E2,1§ 5 §1,7§
ACA/Ph+; n (%) 12 (25,5) 13 (11,3) 0,0309
Translokacja wariantowa; n (%) 1(2,1) 7(6,1) 0,4397
Delecja ABL1 lub/i BCR; n (%) 3(6,4) 11 (9,6) 0,759
el3a2 (b2a2) 8 (17) 43 (37,4)
Transkrypt; n (%) elda2 (b3a2) 38 (80,9) 70 (60,9) 0,0237*
inny 1(2,1) 2 (1,7
x\/(%/roi)anty domeny kinazowej BCR-ABL1; 9 (19.1) 5 (4,3) 0,0102
Transformacja do BP/AP; n (%) 2(4,2) 4 (3,5) 0,99
AlloBMT; n (%) 1(2,1) 4 (3,5) 0,99
Smier¢, n (%) 0 21,7 0,99

Skroty: ACA/Ph+, dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie komérek Philadelphia-dodatnim;
alloBMT, allogeniczny przeszczep komorek szpiku kostnego; AP, faza akceleracji; BP, faza przetomu blastycznego;
CCA/Ph-, klonalne aberracje w komdrkach Ph-ujemnych; CP, faza przewlekta; Hb, hemoglobina;
KD, domena kinazowa; PLT, trombocyty; WBC, leukocyty

*analiza post hoc adj. p-value
Transkrypt
el3a2 vs. elda? 0,0431
el3a2 vs. inny/koekspresja 0,6419
elda? vs. inny/koekspresja 0,99

Ocena ryzyka  progresji  choroby wedlug skal  prognostycznych
w obu analizowanych grupach byla porownywalna. Odsetek ACA/Ph+ byl wyzszy
w grupie pacjentéw z CCA/Ph- w kariotypie (p=0,03). U trzech pacjentek (nr 10, 12, 162)
aberracje wystepujace w klonie Ph-dodatnim: trisomia 8 w dwdch przypadkach
oraz translokacja t(3;9)(p12;021), byly obserwowane réwniez w komorkach
Ph-ujemnych po eradykacji klonu komorek z chromosomem Ph. W grupie z aberracjami
w komorkach Ph-ujemnych istotnie czgsciej stwierdzono transkrypt el4a2, rzadziej —
el3a2 (p=0,04) oraz czeSciej obserwowano warianty sekwencji KD BCR/ABL1
w trakcie terapii (19,1% vs. 4,3%; p=0,01). Nie stwierdzono statystycznie istotnej roznicy
w prawdopodobienstwie przezycia pomiedzy badanymi grupami pacjentow (Wykres 14).

U 47 pacjentow stwierdzono 90 aberracji chromosomowych w komorkach
Ph-ujemnych. U 26 chorych (55,3%) obserwowano jeden rodzaj aberracji powtarzajacy

si¢ podczas obserwacji. U 10 pacjentow (21,3%) obserwowano dwa rodzaje aberracji,
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natomiast u szesciu chorych (12,8%) trzy roézne rodzaje aberracji w komorkach
Ph-ujemnych. U pozostatych pieciu pacjentow (10,6%) stwierdzono powyzej trzech
aberracji: siedem roznych aberracji u pacjenta nr 20, po pie¢ aberracji u pacjenta nr 16,

23 1 38 oraz cztery aberracje u pacjentki nr 189 (Suplement; Zatacznik 7).
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Wykres 14. Poréwnanie prawdopodobienstwa catkowitego przezycia

(estymator Kaplana-Meiera) pomiedzy grupa pacjentoéw z CCyR z obecnoscig w kariotypie
powtarzajacych sie CCA/Ph- i grupg pacjentow z CCyR bez tego rodzaju aberracji
chromosomowych (zrédto: opracowanie wiasne).

Najczesciej aberracje dotyczyly zmian liczbowych chromosomow autosomalnych
(n=73/90; 81,1%), przede wszystkim monosomii (n=64/90; 71,1%) (Rycina 30).
Monosomia 21 byla najcze$ciej wystepujaca zmiang obserwowang U 22 pacjentdw,
nastepnie pod wzgledem czgstosci wystgpowania dominowata monosomia 22
(stwierdzana u 13 pacjentow) i monosomia 19 (u 13 chorych). U 12 chorych
obserwowano utrat¢ chromosomu ptci Y. Trisomi¢ 8 stwierdzono u sze$ciu pacjentdw,
monosomig¢ 18 u czterech chorych, natomiast trisomi¢ 6 i monosomi¢ 20 odpowiednio u
trzech chorych. Trisomie 6 i 8 byly jedynymi trisomiami obserwowanymi w badanej
grupie. U dwdch pacjentow stwierdzono maty chromosom markerowy, wielkoscig

zblizony do chromosomow z grupy G, u jednego pacjenta — dodatkowy chromosom Y.
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Rycina 30. Dystrybucja CCA/Ph-. Kazdy wiersz reprezentuje chromosomy ponumerowane od 1 do 22 z dodatkowymi wierszami dla chromosomow piciowych
i wiersz oznaczony ,inne” dla aberracji strukturalnych i chromosoméw markerowych. Kazda kolumna przedstawia pacjenta z CCA/Ph—.
Niebieski kolor oznacza utrate; czerwony - dodatkows kopig; zolty - aberracje strukturalne i chromosomy markerowe (zrédto: opracowanie wiasne).
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U dwoch pacjentow (nr 120 174) zaobserwowano aberracje strukturalne:
translokacje  t(3;9)(p12;q21) i translokacje t(?8;11)(q?13;q22). Co ciekawe,
u pacjenta nr 174 translokacja t(8?;11)(q?13;q22) wiazata si¢ z rearanzacjg genu ATM
I rozpoznaniem przewlektej biataczki limfocytowej (CLL) po dziewigciu latach leczenia
imatynibem (Rycina 30). Aberracj¢ obserwowano w jednej metafazie
na 29 analizowanych, natomiast rearanzacje ATM potwierdzono badaniem FISH w 72%
komorkach nieproliferujacych. Retrospektywne badanie probek wykazato, ze rearanzacja
byla obecna przed manifestacja kliniczng CLL w nizszym odsetku komorek

nieproliferujacych (46%).

Rycina 30. Ptytka metafazalna oraz jadra interfazowe pacjenta nr 174. A) Metafaza po barwieniu
GTG ze zmienionymi chromosomami 8 i 11 (zaznaczone strzatkami). B) FISH z sonda
ATM/CEP11 na odbarwionej metafazie wykazata rearanzacje regionu 11q22.3 (dwa mniejsze
czerwone sygnaly w poréwnaniu do prawidlowego sygnatu na chromosomie 11. C) FISH
na jadrach interfazowych wykazala trzy sygnaty (jeden normalny i dwa mniejsze sygnaty)
pochodzace z locus genu ATM i dwa sygnaly pochodzace z centromeru chromosomu 11 (zrédto:

opracowanie wlasne; zdjecia wykonano w Pracowni Cytogenetyki Laboratorium Diagnostyki
Hematologicznej).

Poszczegolne klonalne, powtarzajace si¢ aberracje przedstawiono w Suplemencie
(Zalacznik 7). Mediana czasu pojawienia si¢ zmian CCA/Ph- od chwili wiaczenia
leczenia TKI wyniosta 54 miesigce (zakres 3 - 147). W czasie od wiaczenia TKI
do ostatniej oceny cytogenetycznej (mediana 74 miesigce; zakres 12-159)
ta samg aberracje u poszczegdlnych pacjentow w badanej grupie obserwowano od dwdéch
do 11 razy. Najczgs$ciej u pacjenta nr 23 obserwowano utrate Y (11x) i trisomi¢ 8 (9x)

oraz trisomi¢ 8 u pacjentki nr 10 (10x) i pacjentki nr 8 (9x).
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Najczesciej metafazy z CCA/Ph- stanowily do 30% wszystkich analizowanych
plytek metafazalnych (Tabela 34). Wszyscy pacjenci z powtarzajagcymi si¢ w Kariotypie
CCA/Ph- utrzymywali catkowita odpowiedz cytogenetyczna. Gigboka odpowiedz
molekularna wystapita u 35 chorych (74,5%), w tym: u 22 pacjentow stwierdzono
odpowiedz
na poziomie MRS, u siedmiu - MR4,5, u szesciu - MR4. U szesciu pacjentow (12,8%)
obserwowano odpowiedZ na poziomie wigkszej odpowiedzi molekularne;j.
Kolejnych szesciu chorych (12,8%) nie uzyskato wigkszej odpowiedzi molekularne;j
w trakcie leczenia TKI, natomiast jednego z nich poddano allogenicznemu przeszczepowi

komorek szpiku kostnego z pozytywnym skutkiem.

Tabela 34. Charakterystyka powtarzajacych si¢, klonalnych aberracji chromosomowych
w komoérkach Ph-ujemnych oraz odpowiedz na leczenie TKI w grupie pacjentow
z powtarzajacymi si¢ CCA/Ph-.

Badany parametr C%:‘g;h
Czestos¢ wystepowania CCA/Ph-; n mediana 2
zakres 2-11
do 10% 12 (13,3)
0,
Najwyzszy odsetek metafaz z CCA/Ph-; n (%) gg ggoj‘; * 864)7 )
powyzej 50% 5 (5,6)
Czas wystagpienia CCA/Ph- od rozpoczgcia leczenia TKI (m-ce)
mediana 54
zakres 3-147
imatynib 42,9
TKI w chwili stwierdzenia CCA/Ph- (%) dazatynib 21,7
nilotynib 29,5
Badany parametr Pac;encr; i 4(7:CA/ Pt
Czas od wiaczenia TKI do ostatniej
oceny cytogenetycznej na TKI (m-ce) mediana 74
zakres 12-159
Odpowiedz cytogenetyczna
(ostatnie badanie); n (%) CCYR 47 (100)
MR5 22 (46,8)
Odpowiedz molekularna mg:,s g Eigg;
(ostatnie badanie); n (%) :
MMR 6 (12,8)
brak MMR 6 (12,8)

Skroty: CCA/Ph-, klonalne aberracje w komorkach Ph-ujemnych; CCyR, calkowita odpowiedZ cytogenetyczna;
MMR, wigksza odpowiedZz molekularna; MR4, gleboka odpowiedz molekularna na poziomie 4log;
MR4,5, gleboka odpowiedz molekularna na poziomie 4,5log; MRS, gl¢boka odpowiedZ molekularna na poziomie 5log;
TKI, inhibitor kinaz tyrozynowych
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Podsumowanie

o U 29% pacjentéw stwierdzono powtarzajace si¢ podczas leczenia TKI aberracje
chromosomowe w komorkach Philadelphia-ujemnych.

e Wsrdod stwierdzonych CCA/Ph- dominowaty zmiany liczbowe chromosomow
autosomalnych, w tym najczegsciej stwierdzano monosomie chromosoméw
z grupy F 1 G. Najczesciej klon komorek z CCA/Ph- stanowit od 11 do 30 %
analizowanych metafaz.

e Stwierdzono czestsze wystapienia tego typu aberracji u mezczyzn.

e Obecnos¢ transkryptu el3a2 istotnie czgéciej obserwowano u chorych
bez CCA/Ph- w Kariotypie, natomiast el4a2 — czg¢sciej u chorych z CCA/Ph-.

e W grupie pacjentow z powtarzajacymi si¢ CCA/Ph- w Kariotypie 74,5% chorych
uzyskato gleboka odpowiedZ molekularng w trakcie terapii  TKI.
Wystepowanie CCA/Ph- nie wptywalo niekorzystnie na catkowite przezycie

chorych.
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6. DYSKUSJA

Przewlekta biataczka szpikowa jest klonalng chorobg mieloproliferacyjng
z obecnoscig charakterystycznej, wzajemnej translokacji pomi¢dzy chromosomami pary
9 i 22 z zaangazowaniem dwoch genow ABL1 i BCR, ktore ulegajg aberracji tworzac
chimeryczny gen fuzyjny BCR-ABL1 [125]. Ten specyficzny typ rearanzacji jest
znamienny dla przewlektej biataczki szpikowej 1 jest identyfikowany przez obecno$c
chromosomu Philadelphia w komodrkach biataczkowych. Wykrycie chromosomu
Philadelphia bylo wydarzeniem o duzym znaczeniu historycznym, poniewaz byt to
pierwszy cytogenetyczny marker powigzany specyficznie z nowotworem uktadu
krwiotworczego. W 1960 roku Peter Nowell i David Hungerford jako pierwsi odkryli
obecno$¢ malego, zmienionego chromosomu wielkoscig zblizonego do 1/3 wielkosci
chromosomow z grupy G w komorkach biataczkowych pacjentow chorujacych
na przewlekta biataczke szpikowa [126]. Wprowadzone w latach 70 techniki prazkowego
barwienia chromosoméw umozliwity identyfikacje kazdego chromosomu na podstawie
wzoru prazkowego, detekcje aneuploidii oraz duzych rearanzacji strukturalnych [127].
Po raz pierwszy w 1973 roku Janet Rowley analizowala komodrki od dziewigciu
pacjentow z przewleklag bialaczkg szpikowa przy uzyciu technik barwienia
wykorzystujacych quinakryne oraz Giems¢ i wykazala, ze chromosom Ph u wszystkich
pacjentow pochodzi z wzajemnej translokacji dystalnej cze$ci ramienia dhugiego
chromosomu 22 do dystalnej cze$ci ramienia dlugiego chromosomu 9 [22]. Podobnie po
wprowadzeniu hybrydyzacji in situ w 1982 roku De Klein i wsp. [128] wykazali, ze
poprzednio opisana translokacja jest wzajemna. Badania molekularne wskazaty, iz ta
translokacja powoduje powstanie fuzji genowej BCR-ABL1. Powyzsze odkrycia
zrewolucjonizowaly diagnostyke przewlektej biataczki szpikowej. Umozliwity wykrycie
wzajemnej translokacji swoistej dla tej jednostki chorobowej - t(9;22)(g34;q11.2), ktorej
produkt genowy zostal uznany za cel terapeutyczny w erze stosowania inhibitoréw kinaz
tyrozynowych w leczeniu CML [14]. Pomimo wprowadzenia i standaryzacji badan
molekularnych w diagnostyce CML [129], diagnostyka cytogenetyczna pozostaje ztotym
standardem wykrywania chromosomu Ph, a takze dodatkowych aberracji
chromosomowych w klonie Ph-dodatnim, zwiazanych z procesem biataczkowym, a takze
aberracji chromosomowych wystepujacych w komorkach Ph-ujemnych w trakcie

leczenia.
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W momencie rozpoznania okoto 90-95% pacjentow z przewlekla bialaczka
szpikowa prezentuje klasyczng translokacje t(9;22)(q34;q11.2), z kolei translokacje
wariantowe wystepuja z czestoscig 5-10% przypadkow. Wiekszos¢ danych opisujacych
translokacje wariantowe pochodzi z analizy matych grup pacjentow badz opisu
przypadkow. Niektore dane literaturowe wskazuja, ze pacjenci z translokacja wariantowg
maja gorsze rokowanie [130], [28], [31], inne z kolei nie potwierdzaja tej tezy [29], [33],
[131], [132]. EI-Zimaity i wsp. przedstawili 44 przypadki z translokacjami
wariantowymi, co stanowilo 4% pacjentow z calej grupy badanej. Pacjenci byli
w roéznych fazach choroby, wszyscy leczeni byli imatynibem po niepowodzeniu terapii
interferonem. Wykazano brak wplywu wystepowania translokacji wariantowych
na odsetek catkowitych odpowiedzi cytogenetycznych, catkowite przezycie lub czas
trwania odpowiedzi podczas terapii imatynibem [131]. Podobne wyniki uzyskat
Marzocchi i wsp. [33]. Z 559 pacjentow leczonych imatynibem u 30 (5%) potwierdzono
translokacj¢ wariantowg. Rowniez nie stwierdzono réznic pomiedzy grupa pacjentow
z translokacjg wariantowag a translokacjg klasyczng w ocenie przezycia wolnego
od progresji, przezycia wolnego od zdarzen niepozadanych i przezycia catkowitego.
Osiaggnigeto podobne odsetki catkowitej odpowiedzi hematologicznej, catkowitej
odpowiedzi cytogenetycznej i wigkszej odpowiedzi molekularnej w obu grupach
pacjentow. W innym badaniu opisano 10 pacjentow (6,5%) z translokacjami
wariantowymi rozpoznanymi w fazie przewlektej choroby [31]. Uzyskane wyniki
wskazywaly na niekorzystne znaczenie kliniczne translokacji wariantowych, poniewaz
tylko dwoéch pacjentdéw uzyskalo optymalng odpowiedz na zastosowane leczenie
imatynibem i nilotynibem. Autorzy wskazali, ze udzial dodatkowych chromosoméw
w przegrupowaniu gendw BCR i ABL1 moze mie¢ wptyw na wynik terapii, szczeg6lnie
w przypadku selektywnego inhibitora kinazy tyrozynowej i moze by¢ markerem
niestabilno$ci genomu oraz substytutem ewolucji klonalnej kariotypu.

Jednoczesna ocena kariotypu wraz z analizg FISH utatwia scharakteryzowanie
translokacji wariantowych. Technika FISH z zastosowaniem sond molekularnych
ukierunkowanych na wykrycie fuzji genowej BCR/ABL1, nie tylko w jadrach
interfazowych, ale takze na metafazach, ma kluczowe znaczenie dla stwierdzenia
rearanzacji genow BCR i ABL1, ich lokalizacji, a takze wykrycia dodatkowych zmian
chromosomowych w obrebie badanych loci np. dodatkowej kopii genu fuzyjnego
BCR/ABL1, ktory moze mie¢ znaczenie dla interpretacji przebiegu klinicznego

i rokowania pacjenta.
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W prezentowanej grupie chorych u 21 pacjentow (9,8%) stwierdzono translokacje
wariantowg. W powstawanie translokacji wariantowych zaangazowane byly rdézne
chromosomy autosomalne, najczesciej chromosom 11 1 17. Autosomy pary 3, 4, 9, 13,
14, 18, 20 oraz heterosomy nie braty udzialu w stwierdzonych translokacjach
wariantowych. ~ Wszystkie ~ obserwowane  translokacje = poza  translokacja
t(11;9;22;12)(912;934;911.2;p13), 1(9;22;22)(q34;q11.2;p12) oraz translokacja powstata
na skutek wielostopniowego przegrupowania, byly obserwowane w literaturze [26].
Dane literaturowe wskazuja na udzial wszystkich chromosoméw w powstanie
translokacji wariantowej, jednak zaangazowanie niektorych regiondw chromosomow
obserwuje si¢ czgsciej [26]. W analizowanej grupie 21 pacjentow czgs¢ regiondw
zaangazowanych w powstanie translokacji wariantowe] nalezalo do najczesciej
wymienianych w piSmiennictwie: 1p36, 6p21, 11q12, 12p13, 17p13, 19q13 i 22913,
przy czym najczesciej zaangazowanym locus w badanej grupie byt region 11ql2.
Pozostate stwierdzone regiony chromosomowe nie nalezaly do czgsto wymienianych
w danych literaturowych. CzeSciej zaangazowane w translokacj¢ wariantowa byly
regiony chromosomowe zlokalizowane w ramionach dlugich autosomoéow
niz w ramionach krétkich (61% vs. 39%). Analizujac regiony ztaman chromosomow
zaangazowanych w wykryte translokacje wariantowe stwierdzono, ze przewazajaca
wickszos¢ (74%) wystepuje w jasnych prazkach G-negatywnych uzyskanych
po barwieniu odczynnikiem Giemsy. Wyjatek stanowity punkty ztaman 10q21, 11p14,
11912, 22p12 zlokalizowane w ciemnych prazkach G-pozytywnych oraz 21pl11.1
w regionie okotocentromerowym.

Za wigksza czestos¢ ztaman w prazkach G-negatywnych odpowiada dystrybucja
w tych regionach genomu sekwencji bogatych w guaning (G) i cytozyng (C)
oraz wysp CpG. Tego rodzaju sekwencje sg charakterystyczne dla euchromatyny
w obrebie ktorej wystepuje duza sklonno$¢ do ztaman oraz czgsciej dochodzi
do rekombinacji. W procesie niehomologicznej rekombinacji zaangazowane
sg powtorzenia Alu wystepujace we fragmentach bogatych w pary GC, okre$lane mianem
tzw. ,hot spot” [133]. Jeffs i wsp. badajac wariantowe rearanzacje BCR/ABL1
udowodnili, ze odcinek 3’ translokowanego genu BCR ulega rekombinacji
z tymi powtdrzeniami [134]. Takze badania Fishera i wsp. wskazujag na wigkszg
podatnos¢ euchromatyny na ztamania, co w konsekwencji przyczynia si¢ do powstawania

translokacji, w tym translokacji wariantowych [135].
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Dane literaturowe sugeruja, ze przebieg choroby moze by¢ zalezny do polozenia
punktu ztamania na trzecim chromosomie uczestniczagcym w translokacj¢ wariantowa
[130], [136], [137]. Wiele wczesniej opisanych punktow ztaman obejmuje loci genow
supresorowych, onkogenow oraz genéw mutatorowych powigzanych z nowotworzeniem:
region 8922 to locus genu RUNX1 [138], region 7q11 — locus genu GTF2I [139], ktérych
rola poznana jest w patogenezie ostrych biataczek szpikowych oraz regiony 17q23,
12p13, 17pl3, czy 8924, w ktorych zlokalizowane s3 geny zaangazowane
w patomechanizm rozwoju nowotworéw limfoidalnych czy guzéw litych [138].

Wykorzystanie analizy FISH umozliwito w badanej grupie pacjentdw wskazanie
potencjalnego  mechanizmu powstania translokacji  wariantowej, wskazujac
na zdecydowang przewage (95,2%) wystepowania jednostopniowego mechanizmu
powstawania tego rodzaju translokacji, w ktorym zaangazowanie trzeciego
(lub wigkszej liczby) chromosomu zachodzi jednoczesnie wraz z powstaniem
chromosomu Ph. Dwustopniowy mechanizm, w ktérym po translokacji klasycznej t(9;22)
nastepuje wtorna translokacja pomigdzy der(9)(q34) a trzecim chromosomem,
nie zostal stwierdzony w badanej grupie pacjentow. Mechanizm dwustopniowy
powstania translokacji wariantowej, podobnie jak mechanizm wielostopniowy
stwierdzony w badanej grupie u jednego pacjenta (4,8%), zdarza si¢ bardzo rzadko.
Z energetycznego punktu widzenia jest bardziej niekorzystny, poniewaz wigze si¢
z wigkszg liczbg ztaman chromosomdw. Z drugiej strony dwustopniowy mechanizm
zwigzany jest Z Wwystepowaniem w kariotypie aberracji wtornej co moze miec
niekorzystny wplyw na uzyskanie catkowitej odpowiedzi cytogenetycznej
oraz glebokiej odpowiedzi molekularne;.

Poréwnujac badang grupe¢ pacjentdéw z translokacja wariantowa i z grupa chorych
z translokacjg klasyczng t(9;22) w Kkariotypie, u pacjentéw z translokacjg wariantowg
czgsciej obserwowano splenomegali¢ w momencie rozpoznania choroby w poréwnaniu
do grupy pacjentéw z translokacja klasyczng t(9;22). Pod wzgledem pozostalych cech
Klinicznych oraz cech demograficznych nie obserwowano rd6znic pomiedzy
analizowanymi grupami. Dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim
wystepowaly czesciej u pacjentow z translokacjg wariantowa (30,8% vs. 25,4%).
Ponadto w tej grupie chorych czeSciej wystepowaly warianty sekwencji domeny
kinazowej BCR-ABL1 (30,8% vs. 10,6%). Wskazuje to na wystgpowanie w grupie
pacjentow z translokacjami wariantowymi dodatkowych czynnikow ryzyka,

ktore przyczyniaja si¢ do uzyskania gorszych odpowiedzi na leczenie
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inhibitorami kinaz tyrozynowych, a takze na wigkszy odsetek transformacji
do  zaawansowanych  faz  choroby oraz  wyzszy  odsetek  zgondw.
Wedtug aktualnych rekomendacji wystepowanie w Kkariotypie pacjentow z CML
translokacji wariantowej nie zmienia postgpowania w poréwnaniu z pacjentami
z translokacja klasyczna t(9;22) w kariotypie [35], [36], [37].

W badanej grupie pacjentow z translokacjami wariantowymi catkowits
odpowiedz cytogenetyczng uzyskato o§miu pacjentéw (61,5%): szeSciu w trakcie terapii
imatynibem, dwoch w trakcie leczenia nilotynibem. Obecnie informacje na temat oceny
glebokiej odpowiedzi molekularnej u pacjentdow z translokacjami wariantowymi
sa ograniczone. W badanej grupie pigciu pacjentow (38,5%) leczonych imatynibem
uzyskato gleboka odpowiedz molekularng (czterech na poziomie MRS oraz jeden —
MR4). Dwoéch pacjentow po niepowodzeniu terapii imatynibem uzyskalo wigksza
odpowiedz molekularng (MMR) podczas leczenia nilotynibem. Jedna pacjentka
z catkowita odpowiedzia cytogenetyczng nie uzyskata odpowiedzi molekularne;
na poziomie MMR. Wyniki badan Inokuchi i wsp. [140] sugeruja, ze uzyskanie
glebokiej odpowiedzi molekularnej w dobie stosowania TKI moze by¢ trudniejsze
u pacjentdbw z translokacjg wariantowg W odniesieniu do  pacjentow
z translokacja klasyczng t(9;22). Przedstawione powyzej dane sa jednymi z nielicznych
opisujacymi uzyskanie glebokiej odpowiedzi molekularnej po zastosowaniu TKI
u pacjentow chorujacych na CML w populacji polskiej z translokacjami wariantowymi
w kariotypie.

Zjawisko submikroskopowej rearanzacji BCR/ABL1 wystepuje u chorych
z kliniczng manifestacjg przewleklej biataczki szpikowej z kariotypem Ph-ujemnym,
BCR-ABL1-dodatnim (~5% chorych) oraz w przypadkach, w ktérych chromosom Ph
nie jest wykrywany w konwencjonalnej analizie cytogenetycznej na skutek maskowania
inng aberracja chromosomowa (czesto$s¢ wystgpowania takich przypadkéw wynosi ~1%).
Z tych powodéw wstepna diagnostyka pacjentow z przewlekla biataczka szpikowa
powinna obejmowa¢ jednoczesng analize¢ kariotypu W celu wykrycia chromosomu Ph
oraz analiz¢ FISH w celu potwierdzenia statusu genu fuzyjnego BCR/ABL1. Zgodnie
z standardami opracowanymi przez Polska Grupe Leczenia Biataczek [37],
rekomendacjami European LeukemiaNet [35], [36] oraz National Comprehensive Cancer
Network (NCCN v1.2019) [81], badanie RQ-PCR (wynik w formie wystandaryzowanej
miedzynarodowo) jest preferowang metoda oceny minimalnej choroby resztkowe;.

Analiza FISH nie jest zalecana do monitorowania terapii, jednak jest to skuteczna,
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alternatywna metoda w sytuacjach szczegolnych, gdy u pacjenta wykrywa si¢ rzadki,
nietypowy transkrypt BCR-ABL1 [52], badz w kariotypie nie stwierdza si¢ chromosomu
Ph mimo potwierdzenia rearanzacji genu BCR i ABL1. W analizowanej grupie pacjentow
wykrycie submikroskopowych rearanzacji obejmujacych wspomniane geny bylo
mozliwe ze wzglgdu na jednoczesne zastosowanie metod cytogenetyki klasycznej
I molekularnej podczas diagnozy. Badanie potwierdzito niskg czesto$¢ wystepowania
submikroskopowej insercji w obrebie genéw BCR i ABL1 z kariotypem Ph-ujemnym,
BCR-ABL1-dodatnim (1,8%) oraz maskowania chromosomu Ph inng, wtorng aberracja
chromosomowg (0,5%), co odpowiadato danym dokumentujacych inne badania [38],
[40], [41], [42], [43], [51], [141]. Wedlug dostgpnego pismiennictwa gen fuzyjny
u pacjentow z CML Ph-ujemnych BCR-ABL1-dodatnich jest najczesciej zlokalizowany
na der(22), rzadziej na der(9). Obecnos¢ rearanzacji na der(9) odnotowuje si¢ U okoto
30% pacjentow opisanych w literaturze [179]. Warto podkresli¢, ze w badanej grupie
u 50% pacjentdéw stwierdzono rearanzacje w obrebie der(9).

Poprzednie badania potwierdzity, ze mechanizm rearanzacji BCR-ABL1 wynika
z insercji cze$ci chromosomu 22 zawierajacego 5'BCR w locus genu ABL1
na chromosomie 9 lub odwrotnie. Mechanizm ten jest bardziej prawdopodobny
niz dwie sekwencyjne translokacje, poniewaz wymaga tylko dwoch punktow ztaman
w 22011.2 i jednego punktu ztamania w 9934 badz odwrotnie. Z kolei w mechanizmie
dwuetapowym dochodzi do czterech punktéw ztaman [41]. Analiza FISH pozwala
wyjasni¢ mozliwy mechanizm rearanzacji BCR-ABL1.

U jednej z badanych pacjentek (nr 215) wskazano na dwuetapowy mechanizm
powodujacy finalnie maskowanie aberracja wtorng powstatego pierwotnie chromosomu
Ph. U czterech pozostatych pacjentow (nr 211-214) potwierdzono submikroskopowe
insercje powstate w mechanizmie jednoetapowym.

Obserwacja 3 roznych wzorow hybrydyzacji w badaniu FISH w matej, badanej
grupie  pacjentbw z  kariotypem  Ph-ujemnym BCR-ABL1-dodatnim oraz
z zamaskowanym Ph wtorng aberracjg, dowodzi duzej heterogennosci genetycznej
badanej grupy pacjentow.

Znaczenie prognostyczne submikroskopowej rearanzacji BCR-ABL1 zostato
opisane w pismiennictwie, jednak dane dotyczace odpowiedzi na TKI u pacjentow
Ph-ujemnych BCR-ABL1-dodatnich lub z maskowanym chromosomem Ph
sg ograniczone [41], [42], [43], [50], [51], [44]. Czterech pacjentdw w badanej grupie
osiggneto MMR (nr 211-214), a dwoch z nich (nr 211-212) uzyskato glt¢boka odpowiedz
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molekularng (zdefiniowang jako brak transkryptu w badaniu RT-PCR wraz z co najmniej
MR4,5 w RQ-PCR). Wspomniane dane sugerujg neutralny wptyw submikroskopowej
insercji na wynik leczenia TKI. Uzyskanie glebokiej odpowiedzi molekularnej moze by¢
ograniczone przez rozwdj oporno$ci mutacyjnej lub obecnos¢ dodatkowych aberracji
chromosomowych. Dwdch pacjentéw w badanej podgrupie z pozornie prawidlowym
kariotypem z jednoczesna rearranzacja BCR-ABL1 nie uzyskalo odpowiedzi optymalnej
na leczenie imatynibem. Jeden z nich (nr 214) rozwingt oporno$¢ mutacyjng,
po wlaczeniu nilotynibu ostatecznie osiggnat odpowiedz na poziomie MR5. U pacjentki
nr 213 w momencie diagnozy stwierdzono w Kkariotypie duplikacje obejmujaca fragment
dhugiego ramienia chromosomu ptci X, co mogto mie¢ wptyw na uzyskana odpowiedz na
leczenie TKI w poréwnaniu z pacjentami, ktdrzy nie wykazywali dodatkowych aberracji
chromosomowych w kariotypie. Z kolei w kariotypie pacjentki nr 215 stwierdzono
zamaskowany chromosom Ph wtorng translokacja t(7;22)(922;?p12). W tym przypadku
obserwowano nieoptymalng odpowiedZz na zastosowane leczenie TKI. Nie mozna
wykluczy¢, ze sam udzial chromosomu 7 (ktory jest uwazany u pacjentow z CML
za niekorzystny czynnik ryzyka) w translokacje jest zwigzany z niepowodzeniem terapii
TKI [34], [136]. Do tej pory opisano kilkanascie przypadkdw przewlektej biataczki
szpikowej z translokacja t(7;22), jednak w zadnym przypadku ztamanie nie obejmowato
ramienia krotkiego w obrebie chromosomu 22 [26]. W zwigzku z powyzszym opisany
przypadek jest pierwszym przedstawiajacym translokacje t(7;22)(q22;?p12) zachodzaca
po pierwotnej translokacji t(9;22)(q34;q11.2). Mimo, ze w analizie FISH nie stwierdzono
delecji w locus 7q31 (co stosunkowo czesto obserwuje si¢ w przebiegu zespotu
mielodysplastycznego lub ostrej biataczki szpikowej), nie mozna wykluczy¢
wystepowania mikrodelecji w obrgbie 7q22, co zostalo wczesniej opisane i co moze
wigzaé si¢ z niepowodzeniem leczenia [142].

Delecje submikroskopowe obejmujgce gen ABL1 i/lub BCR na chromosomie
pochodnym powstalym na skutek translokacji klasycznej dla przebiegu choroby spotyka
si¢ u czesci chorych z rozpoznaniem przewlektej biataczki szpikowej. Dotycza
one fragmentow o wielkosci od kilku kpz do kilku Mpz i obejmujg rowniez sekwencje
flankujace geny zaangazowane w translokacje [55], [60]. Dane literaturowe okreslaja
odsetek przypadkéw z delecja ABL1/BCR w zakresie od 9% do 30% [28], [59], [60],
[143], [144]. W grupie badanej obecno$¢ submikroskopowej delecji stwierdzono
u 9,8% pacjentdw, z przewaga przypadkéw wykazujacych utrate catego genu fuzyjnego

ABL1/BCR na pochodnym chromosomie 9. Wykrycie submikroskopowych delecji w
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obrebie ABL1 i/lub BCR bylo mozliwe w rutynowym badaniu FISH, przy uzyciu sondy
D-BCR/ABL1, z roéwnolegly analizg kariotypu. Wykazano, ze delecje w regionie
genu fuzyjnego ABL1/BCR powstaja rownocze$nie z zajsciem translokacji t(9;22),
a wigc sg zmiang pierwotna [59], [145]. Badania prowadzone przed erg inhibitorow kinaz
tyrozynowych byty podstawa kwalifikacji pacjentow z delecja w obrebie der(9) do grupy
gorszego rokowania w odniesieniu do pacjentdbw bez tego typu zaburzenia
chromosomowego [59], [60]. Po wprowadzeniu rewolucyjnej terapii mesylanem
imatinibu, a nastgpnie leczenia inhibitorami kinaz tyrozynowych kolejnych generacji
obserwowano wzrost liczby doniesien literaturowych przedstawiajacych rozbiezne
wyniki. Duza cze$¢ opublikowanych prac oryginalnych dowodzi braku znaczenia
rokowniczego delecji w obregbie der(9) w erze stosowania TKI, podczas gdy druga potowa
nadal podtrzymuje gorsze wyniki leczenia w podgrupie pacjentow z opisywang delecja.
Huntly i wsp. [32] przedstawili wyniki 397 pacjentow wsrdd ktorych u 59 stwierdzono
delecje w obrebie der(9). Odsetek uzyskania catkowitej odpowiedzi hematologicznej
1 catkowitej odpowiedzi cytogenetycznej byl nizszy u pacjentéw z delecjg w pordwnaniu
do pacjentow bez delecji. Czas do progresji choroby byt krotszy w grupie pacjentow
z delecja. Nie obserwowano réznicy w prawdopodobienstwie przezycia miedzy dwiema
grupami. Zblizone dane uzyskata Pienkowska-Grela i wsp. [65]. W badanej, 39-osobowej
kohorcie obserwowano 10 pacjentéw (26%) z delecje w obrebie der(9). Wykazano,
ze ryzyko progresji cytogenetycznej byto ponad dziesig¢ razy wyzsze dla pacjentéw
z delecja w stosunku do pozostalych pacjentow w badanej probie otrzymujacych
imatynib. Z kolei jednym z pierwszych doniesien, ktore przedstawito zblizone wyniki
w grupie pacjentow z delecjg w obrebie der(9) 1 bez delecji byta praca Quintas-Cardama
i wsp. [146]. Autorzy przebadali 352 pacjentow z przewlekla biataczka szpikowa
leczonych imatynibem, u 33 (9%) stwierdzili delecjgc w obrebie der(9).
Nie wuzyskano réznic dotyczacych czasu uzyskania catkowitej odpowiedzi
cytogenetycznej, czasu trwania CCyR czy réznic dotyczacych catkowitego przezycia.
Podobne wyniki autorzy otrzymali w odniesieniu do leczenia inhibitorami drugiej
generacji [147]. W jednym z ostatnich doniesien Svabek i wsp. [148] zbadali
122 pacjentow z CML leczonych TKI, z ktérych u 20 (16,4%) wykryto delecje
w obrgbie der(9) i1 podobnie jak we wczedniejszych badaniach wykazano,
ze badana delecja niec ma wplywu na rokowanie. Wyniki uzyskane w trakcie analizy
pacjentow diagnozowanych i leczonych w Klinice Hematologii w Poznaniu zblizone sg

do powyzszych badan. Zaobserwowano, ze pacjenci z submikroskopowa delecja
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w obszarze genu fuzyjnego ABL1/BCR wykazywali mniejsza liczbg eozynofilii we krwi
obwodowej w chwili rozpoznania choroby w odniesieniu do pacjentdw bez delecji.
W obu grupach dominowali pacjenci z fazg przewlekla choroby w chwili rozpoznania.
Pacjenci uzyskali podobne wyniki odpowiedzi cytogenetycznej i molekularnej w dwdch
analizowanych grupach (w grupie pacjenci z delecja der(9) lub der(22) oraz w grupie
pacjenci bez delecji). Interesujace wyniki przedstawit Chandran i wsp. [63] analizujac
489 pacjentow na roéznych etapach rozwoju przewlektej biataczki szpikowe;.
Wyzszg czgsto$¢ delecji zaobserwowano w fazie przetomu blastycznego (41,67%),
w fazie akceleracji (36,84%), podczas gdy w fazie przewlektej opornej na imatynib
oraz w fazie przewlektej de novo odsetek omawianej aberracji byt nizszy (odpowiednio
23,08% 1 16,61%). Pacjenci z delecjag w zaawansowanych stadiach choroby wykazywali
staba odpowiedZ na zastosowanie imatynibu, natomiast pacjenci we wczesnych stadiach
— odpowiadali dobrze. Wyniki sugeruja, ze delecja ABL1 i/lub BCR moze by¢ jednym
ze zdarzen inicjujacych progresj¢ choroby. Potwierdzenie tej hipotezy wymaga dalszych
badan, szczegolnie obejmujacych dtuzszy okres obserwacji. Metodologicznie trudnos$¢
moze rowniez sprawi¢ zebranie duzej liczby pacjentéw w zaawansowanej fazie choroby
z delecja w obrgbie der(9) z uwagi na nizszy odsetek pacjentow w fazie kryzy
blastycznej/akceleracji w populacji europejskiej, w stosunku na przyktad do krajow
azjatyckich, zalezny od roznego poziomu opieki zdrowotnej na §wiecie.

Wystepowanie w kariotypie dodatkowych aberracji chromosomowych w klonie
Ph-dodatnim wigze si¢ z progresja przewleklej biataczki szpikowej [34], [67], [74], [107],
[111]. W chwili rozpoznania przewleklej biataczki szpikowej 10-12% pacjentow
prezentuje dodatkowe aberracje chromosomowe poza chromosomem Ph. Czestos¢
ACA/Ph+ wzrasta z fazag zaawansowania choroby do fazy akceleracji (do 30%)
i kryzy blastycznej (do 60-80%). W niniejszym badaniu oceniono czg¢stos¢ wystgpowania
dodatkowych aberracji chromosomowych w klonie Ph-dodatnim i ich mozliwy wptyw
na  rokowanie. ACA/Ph+  wystapity u  53/203  pacjentow  (26,1%)
(41 pacjentow rozpoznanych w CP, osmiu pacjentow w AP i czterech pacjentow w BP),
co stanowilo wyzszy odsetek pacjentow z ACA/Ph+ niz obserwowano
we wcezesniejszych opublikowanych danych [34], [67], [136], [149]. W badanej grupie
u 11,3% stwierdzono ACA/Ph+ w chwili rozpoznania oraz u 14,8% chorych -
w trakcie przebiegu choroby. Najczesciej obserwowano trisomi¢ 8 (15/53 chorych;

28,3%).
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Poréwnujac grupe pacjentdw z dodatkowymi aberracjami chromosomowymi
z grupg pacjentow bez takich aberracji stwierdzono podczas diagnozy wyzszy odsetek
blastow we krwi oraz czesciej stwierdzano splenomegali¢ u pacjentow z ACA/Ph+.
Roéwniez w tej grupie obserwowano wyzszy odsetek pacjentow z wysokim wskaznikiem
ryzyka wg Sokala, Hasforda 1 ELTS. Wigcej pacjentow z ACA/Ph+ rozpoznano z
wyktadnikami fazy akceleracji/przetomu blastycznego niz w grupie chorych bez
dodatkowych aberracji. Niepowodzenie terapii imatynibem stwierdzono u 83%
pacjentow z ACA/Ph+ w kariotypie w poréwnaniu z grupg pacjentow bez ACA/Ph+ w
kariotypie, gdzie odsetek wynosit 23,3%. U 11 pacjentow stwierdzono wtérne zmiany
chromosomowe obserwowane w trakcie leczenia. Sposrod tych aberracji wigkszo$¢ miato
charakter przejsciowy, natomiast siedem aberracji obserwowano cz¢$ciej niz raz w
kariotypie. Czgsciej ewolucja Kariotypu dotyczyta pacjentow, ktorzy wczesniej
prezentowali w kariotypie trisomi¢ 8, izochromom i(17q) i dodatkowy chromosom Ph.
Najczestszg wtérng ACA/Ph+ byla trisomia 8, dodatkowy chromosom Ph i monosomia
21. Najczesciej wtorne aberracje chromosomowe obserwowano w trakcie terapii
dazatynibem. W grupie wszystkich pacjentow z wtornymi ACA/Ph+ $miertelno$é
wyniosta 63,6% (n=7/11).

Miteleman i wsp. podzielili pacjentéw z dodatkowymi aberracjami na dwie grupy:
z aberracjami typu: ,,major routes” i grupg z aberracjami typu ,,minor routes” [1], [150].
Aberracje typu ,,major routes” obejmujg +8, +Ph, i(17q) oraz +19 i byly wiazane
Z negatywnym wpltywem na przezycie [68], [70], [71], [111], [151]. Z kolei aberracje
typu ,,minor routes” nie zostaly zbadane w takim samym stopniu, jak aberracje typu
»major routes”. Sze$¢ aberracji typu ,,minor routes”, w tym pie¢ zmian liczbowych
(-7, -17, +17, +21 i -Y) i tylko jedna aberracja strukturalna t(3;21)(g26;922) zostato
poczatkowo opisanych przez Mitelmana i wsp. [150]. Klasyfikacja aberracji
zaproponowana przez Mitelmana i wsp. opierala sie o czestos¢ wystepowania
dodatkowych aberracji chromosomowych w klonie Ph-dodatnim.

W badanej grupie pacjentow z ACA/Ph+ czgéciej obserwowano aberracje typu
»,minor routes” niz aberracje typu ,,major routes”. Stwierdzenie ACA/Ph+ wigzato si¢
z istotnie statystycznie krotszym calkowitym przezyciem w poréwnaniu z pacjentami
bez ACA/Ph+ w kariotypie. Aberracje typu ,,minor routes” obserwowano w Kkariotypie
wczesniej od momentu rozpoznania choroby w poréwnaniu z aberracjami typu
,major routes” (mediana 0 vs. 42 miesigce). Z tego powodu aberracje typu ,,major routes”

cze$ciej byly obserwowane podczas monitorowania terapii. Aberracje typu
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»major routes” najczesciej wystepowaty jako jedyne ACA/Ph+. Z kolei wystgpowanie
aberracji typu ,,minor routes” czesciej zwigzane byto z obecnoscia kariotypu ztozonego.
Grupa pacjentow, u ktorych stwierdzono jednoczesne wystepowanie aberracji typu
,major 1 minor routes” wykazata statystycznie istotne prawdopodobienstwo wystapienia
wyktadnikow fazy przetomu blastycznego w chwili stwierdzenia aberracji w kariotypie
w poréwnaniu do pacjentéw z aberracjami wytacznie typu ,,major routes” lub ,,minor
routes”. W duzej, niemieckiej grupie pacjentdow z CML u 3,6% chorych stwierdzono
aberracje typu ,,major routes” w chwili rozpoznania choroby [34]. Autorzy po medianie
obserwacji 5,3 lat przedstawili dane wskazujace na piecioletnie przezycie wolne
od progresji (PFS) wynoszace 96% 1 50% oraz pigcioletnie catkowite przezycie
wynoszace odpowiednio 96% i 53% odpowiednio w grupie pacjentéw z aberracjami typu
,minor routes” 1 grupie chorych =z aberracjami typu ,major routes”.
Czas utrzymania CCyR i MMR byt dluzszy w grupie pacjentow z aberracjami typu
»,major routes”. Podobne badanie zostalo przeprowadzone przez grupe wiloska [136].
ACA/Ph+ stwierdzane w momencie rozpoznania choroby wigzaty si¢ z gorszymi
wynikami leczenia w zaprezentowanej przez autorow grupie chorych. Aberracje typu
»major routes” przewazaly u pacjentow z gorszymi wskaznikami uzyskania CCyR
I MMR w stosunku do pacjentéw bez ACA/Ph+. Ponadto czas do osiagnigcia CCyR
1 MMR byl znacznie dluzszy w tej grupie chorych. W przeciwienstwie do wynikow
badania grupy niemieckiej, grupa wtoska nie obserwowata roéznic pomig¢dzy grupa
pacjentow z ACA/Ph+ i bez ACA/Ph+ pod katem przezycia wolnego od progresji
oraz catkowitego przezycia. Niemniej jednak, rekomendacje wskazuja aberracje typu
,major routes” stwierdzone w chwili rozpoznania choroby jako sygnal ostrzegawczy
u pacjentow leczonych TKI w pierwszej linii [35]-[37]. Wykrycie dodatkowych aberracji
chromosomowych ~ w  klonie  Ph-dodatnim  jest uwazane za  jedna
z cech akceleracji/przetomu blastycznego choroby, przy czym Swiatowa Organizacja
Zdrowia podkresla wystapienie ACA/Ph+ w innym czasie niz rozpoznanie choroby,
jako wyktadnik ewolucji klonalnej kariotypu [4].

Wang i wsp. ponownie dokonali proby zbadania zwiazku pomigdzy
wystepowaniem ACA/Ph+ u pacjentow z CML a ich wynikami na leczenie TKI [71].
Najwigkszy problem z uwagi na liczebno$¢ i1 heterogenno$¢ stanowila grupa pacjentow
z aberracjami typu ,,minor routes”. Wsrod 608 pacjentow z CML gorszym przezyciem
charakteryzowali si¢ chorzy z pojawieniem si¢ jednoczesnie dwoch lub wigkszej liczby

dodatkowych zmian chromosomowych poza Ph. Ws$rdd izolowanych ACA/Ph+
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najczesciej stwierdzano +8, -Y, +Ph, i(17)(ql0), -7/del(7q) i rearanzacje 3q26.2.
Wang i wsp. dokonali podziatu pacjentdw na dwie grupy: pierwsza grupa obejmowata
+8, —Y i +Ph ze stosunkowo dobrg odpowiedzig na leczenie i lepszym catkowitym
przezyciem; druga grupa obejmowata i(17)(ql10), -7/del(7q) i1 rearanzacj¢ 3q26.2 z
stosunkowo stabsza odpowiedzig na leczenie TKI i gorszym przezyciem. Warto
zauwazy¢, ze pacjenci z utrata Y nie wykazywali istotnych réznic dotyczacych przezycia
w stosunku do pacjentow bez ACA/Ph+. Czas pojawienia si¢ ACA/Ph+ rowniez zostat
poddany ocenie. W grupie pierwszej tendencje do wyzszego odsetka chorych z CCyR i
MMR obserwowano u pacjentow z ACA/Ph+ w momencie rozpoznania choroby w
porownaniu z pacjentami z ACA/Ph+, ktore pojawily si¢ w trakcie leczenia [71]. W
naszej grupie pacjentow gorszg odpowiedz na leczenie imatynibem prezentowali pacjenci
z ACA/Ph+ obserwowanymi podczas monitorowania leczenia. Odpowiedz na TKI
drugiej generacji byta porownywalna w grupie chorych z ACA/Ph+ stwierdzonych w
czasie rozpoznania i w grupie chorych z ACA/Ph+ stwierdzonych w trakcie leczenia. Nie
zaobserwowano roznicy istotnej statystycznie pomigdzy badanymi grupami pacjentow w
odniesieniu do catkowitego przezycia. Zaobserwowano, ze faza zaostrzenia choroby
stwierdzana podczas rozpoznania statystycznie cze$ciej wystgpowala u pacjentow z
kariotypem ztozonym. W tej grupie wyzszy byt rowniez odsetek metafaz z ACA/Ph+.
W poprzednich rekomendacjach European LeukemiaNet [35] obowigzujacych
ponad sze$¢ lat jedynie aberracje typu ,,major routes” byly uwzgledniane jako aberracje
zwigzane z gorszym rokowaniem. Aberracje typu ,,minor routes” nie byty wymieniane
w grupie ztego rokowania. W przedstawionej analizie Wang i wsp. zaobserwowall,
ze mimo iz trisomia 8 i dodatkowy chromosom Ph zaliczane sg do grupy aberracji typu
»,major routes”, ich wystgpowanie w kariotypie wigzalo si¢ z lepszym rokowaniem
w stosunku do pacjentéw z innymi analizowanymi aberracjami. Najgorszym rokowaniem
w badanej grupie charakteryzowatly si¢ aberracje chromosomowe obejmujgce miedzy
innymi rearanzacje genu MECOM, KMT2A, aberracje chromosomu 7 i nalezace do grupy
aberracji typu ,,minor routes”. Na podstawie ostatnich badan powyzsze aberracje [71]-
[73], [151] zostaly uwzglednione w najnowszej wersji rekomendacji ELN [36].
Trisomia 8 oraz dodatkowy chromosom Ph to najczesciej wystepujace dodatkowe
aberracje, ktore wigzaly si¢ z relatywnie dobrym rokowaniem w stosunku do innych
ACA/Ph+. W innych nowotworach mieloidalnych (AML i MDS) +8 jest rowniez
najczestszg aberracjg liczbowa 1 wigze si¢ z posrednim rokowaniem [152], [153].

Patomechanizm pojawiania si¢ trisomii 8 nie jest znany. Badania podkreslajg
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heterogenno$¢ genetyczng pacjentow z AML z obecno$cia w kariotypie +8
i brak korelacji wspotwystepowania tej aberracji z innym defektem genetycznym [154].

W przeprowadzonym badaniu, analizujac czgstos¢ wystepowania poszczegolnych
ACA/Ph+ najczesciej obserwowano +8, +der(22)t(9;22), a takze aberracje zaliczane
do ,,minor routes”: -21 i -Y. Trisomia 8 byta rowniez najczgstsza wtorng aberracja
pojawiajacg si¢ w trakcie leczenia obok dodatkowego chromosom Ph
oraz izochromosomu 17q.

Obecnie trisomia 8, ktora wczesniej byta uwazana za zty czynnik prognostyczny
w przewleklej biataczce szpikowej, okazuje si¢ by¢ czynnikiem posredniego ryzyka,
gdy wystepuje jako jedyna ACA/Ph+ i czynnikiem niekorzystnego ryzyka w potaczeniu
z innymi aberracjami w kariotypie poza translokacjag t(9;22) [71], [75].

Utrate chromosomu Y u mgzczyzn wigze sie z wiekiem pacjentow
1 niejednokrotnie wyklucza si¢ jako ACA/Ph+. W przeprowadzonej analizie utrate Y
uwzgledniono jako jedng z ACA/Ph+, poniewaz aberracja ta nie wystgpowata
u pacjentow po uzyskaniu CCyR, co potwierdza zwigzek -Y z przebiegiem choroby.
Chociaz poprzednie badania przedstawialy rézne, czesto skrajne  wyniki
dla prognostycznego wptywu utraty chromosomu ptci Y u pacjentéw z CML [34], [155],
uwaza si¢, ze aberracja nie ma zwigzku z niekorzystnym rokowaniem [78].
W przeprowadzonej analizie utrata Y byla najczeSciej obserwowana w chwili
rozpoznania choroby. U wszystkich pacjentow byla stwierdzana w fazie przewlekle;.
W stosunku do innych badanych ACA/Ph+, utrata Y nie byta zwigzana z niekorzystnym
rokowaniem.

Mechanizmy przyczyniajace si¢ do gorszej odpowiedzi na terapi¢ TKI
i krotsze przezycie w grupie pacjentow, u ktorych obserwuje si¢ w kariotypie aberracje
bardzo wysokiego ryzyka sa zwigzane ze zmianami molekularnymi ktore moga
indukowac¢ obecne w kariotypie anomalie chromosomowe. W badanej grupie najgorsze
rokowanie wigzalo si¢ z wystgpowaniem rearanzacji genu MECOM, i(17)(ql10),
aberracji chromosomu 7, -21, -19.

Rearanzacje w locus 3926.2 genu MECOM indukujg nieprawidtowa nadekspresje
tego onkogenu [156], [157]. Nieprawidtowa ekspresja produktu biatkowego genu
MECOM, poprzez wptyw na czynniki zaangazowane w proliferacj¢ i réznicowanie,
pobudza leukemogeneze [158]. W AML wystepowanie rearanzacji genu MECOM
zwigzane jest z najgorszym przezyciem wsrod pacjentow z  aberracjami
chromosomowymi [159], [160]. W przypadku MDS wykrycie inv(3)/t(3;3) kwalifikuje
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pacjentow do grupy ztego rokowania [152]. U wszystkich pacjentow w badanej grupie
rearanzacja genu MECOM byla stwierdzana w fazie przetomu blastycznego.

Niekorzystne rokowanie u pacjentdbw z izochromosomem i(17)(ql0) jest
prawdopodobnie zwigzane z delecjg TP53 - genu supresji nowotworowej odgrywajacego
kluczows rol¢ w regulacji cyklu komorkowego i procesu apoptozy [161]. Dezaktywacja
TP53 powoduje niestabilno$¢ genomows, transformacje¢ nowotworowag i progresje
choroby. Utrata tego genu jest rowniez zwigzana ze ztym rokowaniem u pacjentow
z AML i MDS [162], [163]. W badanej grupie izochromosom i(17)(gq10)
nie byt obserwowany w chwili rozpoznawania choroby.

Rowniez delecja w obrebie dlugiego ramienia chromosomu pary 7 oraz
monosomia 7 wigze si¢ z niekorzystnym rokowaniem u chorych z AML oraz nalezy
do grupy ztego rokowania rowniez w przypadku pacjentow z MDS [152].

Analizujgc kariotypy z dodatkowymi aberracjami chromosomowymi w klonie
Ph-dodatnim oraz korzystajac z danych literaturowych prezentujacych klasyfikacje
poszczegblnych aberracji chromosomowych do grup zwigzanych z okreslonym ryzykiem
transformacji do zaawansowanych faz choroby [182], dokonano podziatu wszystkich
pacjentow do czterech grup ryzyka. Warto nadmieni¢, ze w grupie pacjentow z ACA/Ph+
w kariotypie dominowali nieznacznie me¢zczyzni (52,3%), co odzwierciedlalo dane
w pisSmiennictwie. Odsetek mezczyzn w grupie bez ACA/Ph+ byl nizszy 1 wynosit 46%.
Z kolei w grupie pacjentéw z aberracjami bardzo wysokiego ryzyka mezczyzni stanowili
75% wszystkich chorych. W zaproponowanej klasyfikacji pacjentéw do poszczegélnych
grup ryzyka cytogenetycznego obserwowano istotne statystycznie rdznice w catkowitym
przezyciu chorych.

Podsumowujac, dokonana stratyfikacja pacjentow z CML do czterech
grup prognostycznych w zaleznosci od wystepowania ACA/Ph+ w kariotypie uwzglednia
wpltyw ACA/Ph+ na odpowiedz na leczenic TKI i catkowite przezycie chorych
W  poszczegllnych  grupach. Zastosowany system  Klasyfikacji  pacjentéw
do poszczegblnych grup ryzyka cytogenetycznego na podstawie aberracji
chromosomowych moze by¢ przydatny w ustaleniu strategii leczenia i rokowania
u pacjentdbw z przewlekla biataczka szpikows, u ktérych pojawiaja si¢ ACA/Ph+
jako manifestacja ewolucji klonalnej.

W badanej grupie warianty sekwencji aminokwasowej domeny kinazowej
BCR-ABL1 zidentyfikowano u 24 pacjentow (11,6%), w tym u o$miu chorych
z ACA/Ph+ (3,9%). Czgstos¢ wystgpowania zmian w obrebie KD BCR-ABL1 odpowiada
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czestosci prezentowanej W literaturze [108]. W badanej grupie najczesciej do zmian
sekwencji KD dochodzito w obrebie petli P oraz w regionie wigzania ATP.
Najczesciej stwierdzg zmiang byta: F317L (n=4; 16,7%), nastepnie M351T, T3151
I V299L (n=3; 12,5%). Warianty M351T, F3591 i F317L u chorych z ACA/Ph+
stwierdzano najczesciej (wystgpily dwukrotnie) — obserwowane byty podczas ewolucji
klonalnej kariotypu (pacjent nr 4, 105, 190, 198).

Meggyesi i wsp. przedstawili badanie, w ktorym ACA/Ph+ byly raportowane
wraz z wystepowaniem zmian KD E255V, T315l, F317L, F359C, F359V i H396R.
Co wigcej, wykazano, ze pojawienie si¢ rearanzacji 3q26.2.2 czesto korespondowato
z obecnoscig zmian sekwencji KD BCR-ABL1 [68]. Z drugiej strony inne doniesienia
wykazaly, ze ACA/Ph+ i warianty KD wspotwystepuja przypadkowo u pacjentéw z CML
reprezentujac rozne mechanizmy opornosci na leczenie [105]. Z tego punktu widzenia
ACA/Ph+ jak i defekty KD sg efektem niestabilno$ci genomowej, a niektore podtypy
mutacji KD BCR-ABL1 czesciej koegzystuja z ACA/Ph+. W analizowanej grupie
aberracje chromosomowe typu ,,major routes” statystycznie czgsciej obserwowano
u chorych z stwierdzonymi wariantami sekwencji KD BCR-ABL1.

W badanej grupie pacjentow z wystepowaniem zmian sekwencji KD BCR-ABL1
stwierdzono wyzszy odsetek me¢zczyzn w poréwnaniu z grupa pacjentdw bez wskazan
do wykonania badania w kierunku wykrycia mutacji i pacjentéw z wskazaniem u ktorych
tego typu zmian nie stwierdzono (54,2% vs. 47,5%; brak istotnosci statystycznej).
Ponadto w grupie pacjentéw z jednoczesnym wystepowaniem zmian w obrebie sekwencji
KD BCR-ABL1 i ACA/Ph+ odsetek mgzczyzn w stosunku do liczby kobiet byt jeszcze
wigkszy (n=5/8; 62,5%). Podobny rozklad plci obserwowano réwniez w innych
badaniach, co wskazuje, ze wykrywanie ACA/Ph+ i/lub mutacji KD BCR-ABL1
jest czgstsze u mezezyzn [71], [74]. Splenomegalia oraz zwigkszona liczba leukocytow
w chwili rozpoznania choroby wigzala si¢ z wigkszym prawdopodobienstwem
wystapienia zmian sekwencji KD BCR-ABL1 w trakcie leczenia.

Stwierdzono niski odsetek pacjentow z jednoczesnym wystepowaniem zmian w obrebie
KD BCR-ABL1 oraz ACA/Ph+ w kariotypie. Ponadto krotsze catkowite przezycie
chorych z wariantami KD BCR-ABL1 w poréwnaniu z grupg pacjentow bez wskazan
do wykonania badania mutacji i pacjentdw z wskazaniem u ktorych tego typu zmian
nie stwierdzono, potwierdzito wystgpowanie wariantow sekwencji KD BCR-ABL1 jako

niezalezny czynnik prognostyczny.
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W badanej grupie u 29% pacjentow obserwowano 90 klonalnych, powtarzajacych
si¢ aberracji chromosomowych w komdérkach Ph-ujemnych obserwowanych w kariotypie
po medianie czasu wynoszacym 54 miesigce od chwili wiaczenia terapii TKI.
Czgstos¢ obserwowanych anomalii chromosomowych wydaje si¢ wigksza niz czgstosé
prezentowana we wczesniejszych badaniach [67], [77], [164]. Rozbiezno$¢ moze
wynika¢ z faktu dluzszego czasu obserwacji od wlaczenia TKI (mediana 74 miesigce;
zakres 12-159 miesiecy) oraz uwzglednienia wutraty chromosomu pici Y.
Duze rozbiezno$ci danych literaturowych dotycza utraty tego chromosomu, poniewaz
udowodniono, ze zmiana ta moze pojawiaC si¢ u starszych pacjentow niezaleznie
od wystepowania nowotworu, z drugiej strony aberracja wystepowata u okoto 10%
pacjentow z réznymi zaburzeniami hematologicznymi [165]. Ponadto wykazywano
réwniez negatywny wplyw utraty Y na ryzyko rozwoju nowotworu [166].

Zdecydowana wigkszo$¢ zaburzen -cytogenetycznych stanowily aberracje
liczbowe - glownie aneuploidie chromosoméw autosomalnych. Najczesciej
obserwowano monosomi¢ 21, 22 1 19 oraz utrat¢ chromosomu ptci Y. Czgsto
obserwowano rowniez trisomi¢ 8. Czestos¢ wystgpowania +8 1 -Y byla zgodna
z wczesniejszymi badaniami [79], [80], [139], natomiast czesciej w badanej grupie
stwierdzano utraty chromosomow z grupy F i G.

Aberracje strukturalne, w tym translokacje stwierdzono w dwoch przypadkach:
t(3;9)(p12;921) oraz t(8?;11)(g?13;922). Co ciekawe u pacjenta nr 174 translokacja
t(8?;11)(q?13;922) wigzata si¢ z rearanzacja genu ATM 1 kliniczng manifestacja
przewlektej biataczki limfocytowej po dziewigciu latach leczenia imatynibem
przewlektej biataczki szpikowej. Aberracj¢ obserwowano w jednej metafazie na
29 analizowanych, natomiast rearanzacj¢ ATM potwierdzono badaniem FISH w 72%
komorkach nieproliferujacych szpiku kostnego [168]. Badanie retrospektywne probek
szpiku kostnego wczesniej przestanych w ramach monitorowania terapii TKI wykazato,
ze rearanzacja byla obecna rok przed manifestacja kliniczng przewleklej biataczki
limfocytowej, a po zastosowaniu sterydow - ulegta eliminacji.

Wigkszo$¢ badan wykazywalo, przejsciowa obecnos¢ CCA/Ph- [67], [77], [164].
Powtarzanie si¢ tych samych zmian w kariotypie udokumentowano u mniej niz 30%
pacjentow [82], [167]. W badanej grupie wyodrgbniono wylacznie pacjentéw
z klonalnymi aberracjami, powtarzajgcymi si¢ przynajmniej dwukrotnie w kariotypie
podczas monitorowania terapii TKI. W przeprowadzonej analizie aberracje

chromosomowe najczeSciej wystepowaly w niewielkim odsetku metafaz (10-30%),

158



co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi. W badanej grupie
czes$ciej CCA/Ph- wystepowaly u mezczyzn. Wystepowanie transkryptu el4a2 istotnie
czesciej obserwowano u chorych z CCA/Ph- w kariotypie, natomiast e13a2 — czgsciej
u chorych z kariotypem prawidtowym.

Znaczenie prognostyczne CCA/Ph- nie jest jasne. Wigkszo$¢ doniesien wykazata,
ze obecno$¢ CCA/Ph- nie ma negatywnego wptywu na uzyskane dtugoterminowe wyniki
odpowiedzi na leczenie TKI oraz catkowite przezycie pacjentow z przewleklg biataczkg
szpikowa [80], [164], [169]. Issa i wsp. wykazali, ze po wykluczeniu pacjentow z utratg
chromosomu Y, u pacjentow z CCA/Ph- stwierdzono krotsze przezycie i zwickszone
ryzyko rozwoju MDS lub AML [78]. Przeciwnie do tych doniesien w badanej grupie
pacjentow nie wykazano negatywnego wplywu wystepowania  aberracji
chromosomowych w komérkach Ph-ujemnych na odpowiedZ na zastosowane leczenie,
co jest zgodne z rekomendacjami ELN oraz NCCN [35], [36], [81]. Jedynie rzadkie
przypadki zwigzane z mielodysplazja oraz aberracjami typowymi dla przebiegu
zespotéw mielodysplastycznych [-7/del(7q)] w komdrkach Ph-ujemnych jest czynnikiem
ewolucji choroby do MDS lub sAML [170]. Groves i wsp. przedstawili 16 sposrod
51 pacjentow (31,3%) z aberracjami w komoérkach Ph-ujemnych prezentujacych -7
badz del(7q) podczas terapii TKI, ktérzy po okolo sze$ciu miesigcach transformowali
z CML do MDS/sAML [82]. Ponadto opisywano przypadki pacjentow z aberracjami
chromosomowymi z zaangazowaniem regionu 3026.2 (locus genu MECOM)
w metafazach Ph-ujemnych podczas leczenia TKI, ktdre to aberracje rowniez wigzaty sie
z pojawieniem MDS lub wtérnej ostrej biataczki [171], [172]. W badanej grupie
nie obserwowano pacjentdw z -7/del(7q) badZz rearanzacja 3(q26.2 w komorkach
Ph-ujemnych. Dokladne mechanizmy prowadzace do rozwoju klonalnych
nieprawidtowo$ci chromosomowych w komdrkach Ph-ujemnych nie sg znane.
Zaproponowano kilka hipotez, jedna z nich zaklada indukowanie zmian
chromosomowych  dzialaniem  inhibitoréw  kinaz  tyrozynowych  [173].
Jednak wczesniejsze badania wykonane przed erg stosowania TKI dowodza, ze tego
rodzaju aberracje obserwowano rowniez u pacjentdow leczonych interferonem,
co jednoczesnie wskazuje na brak zwigzku pomiedzy wystgpowaniem CCA/Ph-
a zastosowaniem TKI. Inna hipoteza zaktada zmniejszenie odsetka metafaz z klonem
Ph-dodatnim na skutek dziatania TKI z jednoczesnym pobudzeniem nieprawidlowej
klonalnej hematopoezy i w rezultacie pojawieniem si¢ komorek bez chromosomu Ph

z innymi aberracjami [173]. Ekspresja  izoenzymu  dehydrogenazy
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glukozo-6-fosforanowej w Ph-ujemnych limfocytach B transformowanych wirusem EBV
wykazata fenotyp komoérek Ph-dodatnich typowych dla CML, sugerujac, ze klonalna
hematopoeza poprzedza nabycie chromosomu Ph. W mysl tej hipotezy chromosom Ph
bylby zdarzeniem wtérnym, przynajmniej u niektorych pacjentow [174].
Ostatnie badania genomowe wykazaty, ze klony Ph+ i Ph- moga zar6wno pochodzi¢
ze wspoblnej komorki progenitorowej, poprzedzonej nabyciem BCR/ABL1 [175],
badz powstawaé niezaleznie [176]. W trakcie rozwoju biataczki klon z translokacjg
t(9;22) uzyskuje korzys¢ proliferacyjng, maskujac jednoczesnie lezaca u podstaw
roznorodno$¢ klonalng. Leczenie za pomocg TKI hamuje proliferacje komorek
Ph-dodatnich, co pozwala na pojawienie si¢ innych nieprawidlowych klonow.
Trzecia hipoteza sugeruje, ze Ph-ujemne komorki z aberracjami chromosomowymi
pojawiajace si¢ po dlugotrwatej optymalnej odpowiedzi na leczenie TKI moga pochodzi¢
z komorek, w ktorych znacznemu skroceniu mogly ulec telomery [177].
Skracanie telomerow moze by¢ spowodowane dlugotrwatym wspolistnieniem
hematopoezy prawidlowe] z nowotworowa, wysitkiem proliferacyjnym zwigzanym
z ponownym zasiedlaniem nisz szpiku kostnego po usunieciu komoérek Ph-dodatnich
oraz farmakologicznym hamowaniem telomerazy poprzez zastosowanie TKI [177].
Skrocone telomery moga prowadzi¢ do niestabilno$ci genomu oraz pojawiania si¢
klonalnych aberracji chromosomowych. Badania z wykorzystaniem glebokiego
sekwencjonowania celowanego na probkach od pacjentoéw z CML wykazaty réznorodne
wzorce nabywania wariantdw sekwencji. Podczas gdy u czesci pacjentow stwierdzano
zmiany przed rozwojem nowotworu, inni pacjenci nabywali nowe defekty podczas
leczenia TKI [170].

Zwigzek pomiedzy aberracjami w klonie Ph-dodatnim i w komorkach
Ph-ujemnych zaprezentowal Bacher i wsp. [178]. U szesciu sposrod 16 (38%) chorych
z aberracjami w komdrkach Ph-ujemnych Bacher i wsp. zaobserwowali klonalng
ewolucje kariotypu w komorkach Ph-dodatnich podczas leczenia imatynibem
lub interferonem. Warto podkresli¢, ze u pigciu pacjentow (31%) Bacher i wsp.
obserwowali ewolucje klonalng kariotypu zaréwno w komérkach Ph-dodatnich
i Ph-ujemnych, przy czym poczatkowo aberracje wystepowaly w komoérkach
Ph-ujemnych.

W badanej grupie pacjentow z CCA/Ph- wykazano wyzszg czgsto$e
wystepowania ACA/Ph+ (n=12/47) w poréwnaniu z pacjentami bez CCA/Ph- (n=13/115;
25,5% vs. 11,3%; p=0,03). U trzech pacjentek (nr 10, 12, 162) aberracje wystepujace
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w klonie Ph-dodatnim byly obserwowane rowniez w komorkach Ph-ujemnych
po eliminacji klonu komorek z chromosomem Ph. Wspotwystepowanie tej samej
aberracji chromosomowej w komdrkach Ph-dodatnich i Ph-ujemnych moze wskazywac,
ze obserwowane zaburzenia chromosomowe pochodza z ro6znych klonalnych
hematopoetycznych komorek progenitorowych. Trisomi¢ 8 u pacjentek nr 10 i 162
poczatkowo obserwowano w komorkach Ph-dodatnich, nastepnie po uzyskaniu remisji
cytogenetycznej — w komdrkach Ph-ujemnych. Identyczna sytuacja dotyczyta pacjentki
nr 12 z translokacja t(3;9)(p12;q21). Wykrycie trisomii 8, szczeg6lnie w komdrkach
Ph-ujemnych szpiku kostnego moze takze wynika¢ z obecno$ci zespotu Warkany’ego
u pacjenta. Jest to bardzo rzadko wystgpujacy zespot genetyczny w ktoérym trisomia 8
jest aberracjag konstytutywna, obecng w formie mozaikowej [180]. Przyczyng choroby
jest najczesciej postzygotyczna nondysjunkcja mitotyczna powstajaca de novo.
Wraz z wiekiem obserwuje si¢ zanik komorek trisomicznych w limfocytach z uwagi na
selektywng przewage komorek bez aberracji [181].

Weczesniejsze badania ujawnily, Ze nie bylo znaczacej roznicy w odpowiedzi na
leczenie TKI migdzy pacjentami z CCA/Ph- i bez tego rodzaju aberracji [78]. W badanej
grupie 47 pacjentéw u 26 chorych (55,3%) obserwowano jeden rodzaj aberracji
powtarzajacy sie podczas obserwacji. U 10 pacjentow (21,3%) obserwowano dwa rodzaje
aberracji, natomiast u sze$ciu chorych (12,8%) trzy rozne rodzaje aberracji w komorkach
Ph-ujemnych. U pozostalych pigciu pacjentow (10,6%) stwierdzono powyzej
trzech aberracji: siedem réznych aberracji u pacjenta nr 20, po pie¢ aberracji
u pacjenta nr 16, 23 i 38 oraz cztery aberracje u pacjentki nr 189. Nie wykazano zwigzku
pomigdzy liczba aberracji w komorkach Ph-ujemnych, a gorsza odpowiedzia
na zastosowane leczenie. Wsérod szesciu pacjentow, ktérzy w ostatnim badaniu
iloSciowym transkryptu BCR-ABL1 nie uzyskali MMR w pigciu przypadkach
stwierdzono pojedyncze, klonalne, powtarzajace si¢ aberracje. W jednym przypadku —
dwie aberracje. Najcze¢$ciej stwierdzano trisomi¢ 8 (u trzech chorych). Warto zaznaczy¢,
ze w badanej grupie trisomi¢ 8 obserwowano u sze$ciu pacjentow w komorkach
Ph-ujemnych, przy czym trzech z nich nie uzyskalo MMR. Obecnos$¢ tej zmiany
chromosomowej w komdrkach Ph-ujemnych moze wigza¢ si¢ z nieuzyskaniem gl¢bokiej
odpowiedzi molekularnej.

Analiza chorych pod katem klonalnych, powtarzajacych si¢ aberracji
chromosomowych w komorkach Ph-ujemnych u pacjentow z CML leczonych TKI

wykazata najczestsze wystgpowanie monosomii 21, 22, 19, utraty chromosomu pici Y
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oraz trisomii 8. Obecno$s¢ CCA/Ph- w wigkszo$ci przypadkow nie miata wptywu na
uzyskanie glgbokiej odpowiedzi molekularnej, za wyjatkiem wystgpowania trisomii 8.
U 74,4% pacjentow z CCA/Ph- stwierdzono gleboka odpowiedz molekularng.
Wystepowanie CCA/Ph- nie wptywalo niekorzystnie na catkowite przezycie chorych
w odniesieniu do pacjentow bez CCA/Ph- w Kariotypie. Roznorodnos¢ aberracji
chromosomowych, szczegolnie aneuploidii sugeruje, ze pacjenci z przewlekly biataczka
szpikowg z CCA/Ph- moga reprezentowaé szerokie spektrum heterogennych zmian
genetycznych. Potrzebne sg dodatkowe badania w celu zdefiniowania molekularnych
uwarunkowan i dlugoterminowych implikacji tego zjawiska. Dalsza analiza pacjentow
z CML prezentujacych CCA/Ph-, szczeg6lnie z nieoptymalng odpowiedzig na leczenie
TKI moze pomoc ujawni¢ wiecej molekularnych mechanizméw opornosci na TKI.
Pomimo rosngcego znaczenia technik molekularnych (jakosciowa i ilo$ciowa
PCR z odwrotng transkrypcjg, emulsyjny PCR, sekwencjonowanie nastepnej generacji),
zastosowanie technik cytogenetycznych jest nadal uzyteczne z uwagi na mozliwo$¢
wykrycia innych aberracji chromosomowych poza klasyczng translokacija
przy relatywnie niskich kosztach badan. Kazdy hematolog powinien pamigtaé
0 rownolegtej ocenie molekularnej oraz cytogenetycznej w chwili diagnozowania
pacjenta oraz w trakcie monitorowania odpowiedzi na leczenie TKI, szczegOlnie
w sytuacjach braku odpowiedzi na zastosowang terapi¢. Badanie cytogenetyczne musi
by¢ réwniez przeprowadzone, w potaczeniu z molekularng oceng ilosciowa transkryptu
BCR-ABL1 i analizg wariantow sekwencji KD BCR-ABL1, kazdorazowo, gdy pacjent
rozwinie oporno$¢ na TKI w celu oceny wystgpowania klonalnej ewolucji kariotypu.
Wydaje si¢, ze w dobie préb odstawienia leczenia TKI u pacjentow,
ktorzy uzyskali 1 utrzymuja gleboka odpowiedz molekularng badania cytogenetyczne
beda tracity na znaczeniu. W momencie rozpoznania oraz po trzech miesigcach terapii,
analiza kariotypu bedzie nadal badaniem niezbg¢dnym, natomiast po osiggnigciu MMR
prym beda wiodly techniki wyzszej czutosci w celu lepszej stratyfikacji pacjentow w
odniesieniu do poziomu odpowiedzi na leczenie. Ponadto w przypadku przerwania
leczenia TKI monitorowanie poziomu transkryptu musi zawsze by¢ wykonywane
technikami molekularnymi, poniewaz nawet niewielkie fluktuacje w ilosci transkryptu
moga wigzaC si¢ z ponownym wiaczeniem leczenia TKI. Z drugiej jednak strony, w
przypadku utraty odpowiedzi podczas prob odstawienia TKI i wzrostu transkryptu
powyzej 1%, ponowne badanie kariotypu w celu oceny ewentualnych dodatkowych

aberracji chromosomowych wydaje si¢ zasadne.
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7. WNIOSKI

Czestos$¢ wystepowania aberracji chromosomowych prowadzacych do powstania
fuzji genowej BCR-ABL1 (translokacji klasycznej, translokacji wariantowej i tzw.
,zamaskowanego” chromosomu Philadelphia) w badanej grupie pacjentow z
przewlekla biataczkg szpikowa jest zblizona do czestosci opisywane] w
dostepnym pismiennictwie.

Najczesciej obserwuje si¢:

- Submikroskopowa delecje w obrebie chromosomu pochodnego pary 9
[der(9)t(9;22)(q34;911.2)];

- dodatkowe aberracji chromosomowe w klonie Ph-dodatnim typu ,,major routes”
w przebiegu monitorowania terapii inhibitorami kinaz tyrozynowych;

- aberracje typu ,,major routes” jako jedng dodatkowg aberracja chromosomowg
w kariotypie;

- aberracje typu ,,minor routes” u pacjentéw z kariotypem ztozonym.

Wtdrne dodatkowe aberracje chromosomowe w klonie Ph-dodatnim potwierdzaja
wystepowanie zjawiska ewolucji klonalnej kariotypu u okoto 5% chorych w
trakcie terapii inhibitorami kinaz tyrozynowych wskazujagc na niekorzystny
przebieg choroby i tym samym potrzebe wnikliwego monitorowania terapii w tej

grupie pacjentdbw metodami cytogenetyki klasycznej.

Stratyfikacja pacjentow do czterech grup ryzyka cytogenetycznego
(bardzo wysokiego, wysokiego, posredniego i1 standardowego) umozliwia
przewidywanie prawdopodobiefistwa uzyskania optymalnej odpowiedzi
na zastosowane leczenie inhibitorami kinaz tyrozynowych u pacjentow

z przewlekla biataczka szpikows.

Warianty sekwencji domeny kinazowej BCR-ABL1 wspotwystepuja najczesciej
z aberracjami typu ,,major routes” I wydaja si¢ by¢ niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym niezaleznym od wystepowania dodatkowych aberracji

chromosomowych w klonie Ph-dodatnim.
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Wystepuje  zalezno$¢  pomiedzy  wybranymi  parametrami  kliniczno-
laboratoryjnymi  w chwili rozpoznania choroby (splenomegalia, liczba
leukocytow, eozynofilii, odsetek blastow we krwi obwodowej, faza choroby, ptec)

a czestoscig wystepowania okre§lonych aberracji chromosomowych.

Wyniki niniejszej pracy wskazuja, iz w dobie stosowania inhibitorow kinaz
tyrozynowych nadal istnieje potrzeba monitorowania terapii z uzyciem metod

cytogenetycznych.
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8. STRESZCZENIE

Przewlekta bialaczka szpikowa byla pierwszym nowotworem ukladu
krwiotworczego w ktorym scharakteryzowano podtoze genetyczne,
co zrewolucjonizowato diagnostyke oraz przyczynito si¢ do rozwoju terapii
ukierunkowanej w postaci wprowadzenia do leczenia inhibitoréw kinaz tyrozynowych.
Mimo wystgpowania u wiekszosci pacjentéw klasycznej translokacji t(9;22)(q34;q11.2),
obserwuje si¢ réwniez inne aberracje chromosomowe powodujgce powstanie fuzji
genowej BCR/ABL1 na chromosomie 22 zaangazowanym w aberracje
(zwanym chromosomem Philadelphia; Ph). Poza tym obserwuje si¢ dodatkowe zmiany
genetyczne w klonie Ph-dodatnim oraz w komérkach Ph-ujemnych ktore moga wpltywac
na uzyskanie odpowiedzi optymalnej na zastosowane leczenie.

W niniejszej rozprawie doktorskiej scharakteryzowano aberracje chromosomowe
u 215 chorych z rozpoznang przewlekla biataczka szpikowa leczonych inhibitorami kinaz
tyrozynowych. Wyodrebniono grupe pacjentow z klasyczng translokacjg 1(9;22),
z translokacjg wariantowg, z kariotypem Ph-ujemnym/BCR-ABL1-dodatnim oraz
z zamaskowanym chromosomem Ph. Dokonano analizy wystgpowania delecji BCR
lub/i ABL1 z chromosomow objetych translokacja, a takze wariantow sekwencji domeny
kinazowej BCR-ABL1.

Ocenie poddane zostaty dodatkowe aberracje chromosomowe wystepujace
w Klonie Ph-dodatnim zaré6wno w momencie rozpoznania choroby, a takze w trakcie
terapii inhibitorami kinaz tyrozynowych. W trakcie monitorowania terapii oceniono
wystgpowanie zmian chromosomowych w komorkach Ph-ujemnych. Przeanalizowano
wplyw wystepowania dodatkowych aberracji chromosomowych na uzyskang odpowiedz
na zastosowane leczenie oraz prawdopodobienstwo catkowitego przezycia.

Czegsto$¢ wystgpowania aberracji chromosomowych prowadzacych do powstania
fuzji genowej BCR-ABL1 w badanej grupie pacjentow byta zblizona do czestoSci
opisywanej w dostepnym pisSmiennictwie. Jednoczesna ocena kariotypu wraz z analizg
FISH umozliwia wskazanie potencjalnego mechanizmu powstania translokacji
wariantowej. Technika FISH pozwala stwierdzi¢ rearanzacje genow BCR i ABL1,
ich lokalizacj¢, a takze wykrycie delecji i dodatkowych zmian chromosomowych
w obrebie badanych loci, 0 moze mie¢ znaczenie dla interpretacji przebiegu klinicznego

i rokowania pacjenta.
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W przeprowadzonym badaniu u 26,1% chorych obserwowano dodatkowe
aberracje chromosomowe w Kklonie Ph-dodatnim (ACA/Ph+), w tym najczesciej
stwierdzano +8. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia w grupie chorych
z ACA/Ph+ byto krétsze w poréwnaniu do grupy bez tego typu aberracji w Kkariotypie.
Wyktadnikiem ewolucji klonalnej kariotypu w badanej grupie chorych byly wtérne
dodatkowe zmiany chromosomowe najcze$ciej obserwowane W trakcie terapii
dazatynibem.

Analizowano czas stwierdzenia dodatkowych zmian chromosomowych,
ich liczb¢ oraz rodzaj. Uwzgledniono réwniez klasyfikacje oparta na czestosci
wystepowania tych aberracji oraz ryzyko progresji do zaawansowanych faz choroby.
Czesciej obserwowano aberracje typu ,,minor routes” niz aberracje typu ,,major routes”.
Z kolei aberracje typu ,,major routes” najczesciej wystgpowaly jako jedyne ACA/Ph+,
a aberracje typu ,minor routes” cze$ciej zwigzane byly z kariotypem zlozonym.
Wykazano wspotwystepowanie aberracji typu ,,major routes” z wariantami sekwencji
domeny kinazowej BCR-ABLL.

Dokonano podziatu pacjentow z ACA/Ph+ do czterech grup ryzyka
cytogenetycznego: bardzo wysokiego, wysokiego, posredniego i standardowego ryzyka.
W grupie pacjentow z aberracjami bardzo wysokiego ryzyka dominowali mezczyzni.
Obserwowano istotne statystycznie roznice w prawdopodobienstwie catkowitego
przezycia  chorych  zakwalifikowanych do  poszczegOlnych  grup  ryzyka
cytogenetycznego. Powyzszy wynik wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania
zaproponowanej klasyfikacji do przewidywania prawdopodobienstwa uzyskania
optymalnej odpowiedzi na zastosowane leczenie inhibitorami kinaz tyrozynowych
u pacjentow z przewlekla biataczka szpikowa.

W badanej grupie u 29% pacjentow obserwowano klonalne, powtarzajgce si¢
aberracje chromosomowe w komorkach Ph-ujemnych (CCA/Ph-). Zdecydowang
wigkszo$¢ zaburzen cytogenetycznych stanowily monosomie: 21, 22 i 19 oraz -Y.
Czesto obserwowano rowniez +8. Obserwowane CCA/Ph- najczgéciej wystgpowaty
w niewielkim odsetku metafaz (10-30%). CCA/Ph- czg¢sciej wystgpowaly u mezczyzn
oraz u chorych z transkryptem e14a2. Obecnos¢ CCA/Ph- nie miata wptywu na uzyskanie
glebokiej odpowiedzi molekularnej, za wyjatkiem wystepowania trisomii 8.

Przeprowadzone badania wykazaty zaleznos¢ pomiedzy wybranymi parametrami
kliniczno-laboratoryjnymi  ocenionymi w  momencie  rozpoznania  choroby

a wystepowaniem okreslonych aberracji chromosomowych.

166



Wyniki niniejszej pracy potwierdzily potrzebe wykorzystywania metod
cytogenetycznych w diagnostyce i monitorowaniu pacjentow z przewlekla biataczka

szpikowa W dobie stosowania inhibitoréw kinaz tyrozynowych.
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9. SUMMARY

Chronic myeloid leukemia is the first human neoplasm with established genetic
pathomechanism. This revolutionized diagnostics and contributed to the development
of targeted therapy by introducing tyrosine kinase inhibitors to the treatment. Although
the classical translocation 1(9;22)(q34;911.2) is present in most patients, other
chromosomal aberrations are also observed. All these alterations result in the formation
of the BCR/ABLL1 fusion gene on chromosome 22 called the Philadelphia chromosome
(Ph). Besides, additional genetic abnormalities are observed in the Ph-positive and
Ph-negative cells, which may affect the optimal response to the applied treatment.

In the present dissertation, chromosomal aberrations in 215 patients diagnosed
with chronic myeloid leukemia treated with tyrosine kinase inhibitors were described.
Four group of patients were distinguished: 1) with the classical translocation t(9;22),
2) with a variant translocation, 3) with a Ph-negative/BCR-ABL1-positive karyotype,
and 4) with a masked Ph chromosome. The occurrence of BCR and/or ABL1 deletions
from derivative chromosomes was analyzed, as well as sequence variants
of the BCR-ABL1 kinase domain.

Additional chromosomal aberrations occurring in the Ph-positive clone at the stage
of disease diagnosis and during therapy with tyrosine kinase inhibitors were assessed.
The presence of chromosomal changes in Ph-negative cells during the therapy was
monitored. The influence of the presence of additional chromosomal aberrations
on the obtained response to the applied treatment and the probability of overall survival
were analyzed.

The frequency of chromosomal aberrations leading to the formation of the BCR-ABL1
gene fusion in the studied group of patients was similar to the frequency described
in the available literature. Simultaneous evaluation of the karyotype together with
the FISH analysis enable the identification of a potential mechanism for the emergence
of a variant translocation. The FISH technique allows the identification
of the rearrangement of the BCR and ABL1 genes, their localization, as well as
the detection of deletions and additional chromosomal changes within the studied loci,
which may be important for the interpretation of the clinical course and patient prognosis.
In the current study, additional chromosomal aberrations in the Ph-positive clone

(ACA/Ph+) were observed in 26.1% of patients, with the most common of trisomy 8.
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The probability of overall survival in the group of patients with ACA/Ph+ was lower
compared to the group without ACA/Ph+. The clonal karyotype evolution observed
as secondary additional chromosomal changes was most often noted during dasatinib
therapy.

The time of finding additional chromosomal changes, their number, and type were
analyzed. A classification based on the frequency of these aberrations and the risk
of progression to advanced stages of the disease were also included. Minor routes
aberrations were observed more often than major routes. On the other hand, the major
routes aberrations were observed most often as the only ACA/Ph+, while the minor routes
aberrations were more often associated with the complex karyotype. The coexistence
of major routes aberrations with sequence variants of the BCR-ABL1 kinase domain was
demonstrated.

Patients with ACA/Ph+ were divided into four cytogenetic risk groups: very high, high,
intermediate, and standard risk. The group of patients with very high-risk aberrations was
dominated in males. Statistically significant differences were observed concerning
the probability of the overall survival of patients assigned to particular cytogenetic risk
groups. This result indicates the possibility of using the proposed classification to predict
the probability of obtaining an optimal response to the treatment with tyrosine kinase
inhibitors in patients with chronic myeloid leukemia.

In the study group, 29% of patients had clonal, repeated chromosomal aberrations
in Ph-negative cells (CCA/Ph-). The vast majority of cytogenetic disorders were
monosomes: 21, 22, 19, and -Y. Trisomy 8 was also frequently observed. The observed
CCAJ/Ph- most often occurred in a small percentage of metaphases (10-30%). CCA/Ph-
were more common in males and patients with the el4a2 transcript. The presence
of CCA/Ph- did not affect obtaining of deep molecular response, except for the presence
of trisomy 8.

The conducted studies showed a relationship between selected clinical and
laboratory parameters assessed at the stage of diagnosing the disease and the occurrence
of specific chromosomal aberrations.

This study further confirmed the effectiveness of cytogenetic methods in diagnosing
and monitoring of patients with chronic myeloid leukemia in the era of using tyrosine

kinase inhibitors.
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11. SUPLEMENT

Zatacznik 1. Sondy molekularne stosowane w badaniu FISH.

Nazwa sondy Rodzaj aberracji Producent
BCR/ABL1 DC, DF t(9;22)(q34;911.2) Vysis
BCR/ABL1/ASS1 TC, DF t(9;22)(q34;911.2) Vysis
i(17q)(MPO/p53) DC, BA i(17)(q10) Kreatech
FIP1L1-CHIC2-PDGFRA(4q12) TC, BA rearanzacja regionu 4q12 Kreatech
PDGFRB(5¢g32) DC, BA rearanzacja regionu 5q32 Kreatech
EVI1(3;3), inv(3)(3g26.2) DC, BA 1(3;3)(g26;926); inv(3)(q21g26) Kreatech
EVI11(3;3), inv(3), TC, BA t(3;3)(026;926); inv(3)(q21926) Kreatech
LSI D7S522(7q31)/CEP 7 DC -7/del(7)(q31) Vysis
20g- (PTPRT20q12)/SE 20 DC del(20)(g12) Kreatech
20g- (PTPRT20qg12) Spectrum Orange del(20)(q12) Vysis
CSF 1R/D5S721, D5S23 DC -5/del(5)(q33-34) Vysis
50- (5931;5033) DC -5/del(5)(g31-33) Vysis
RUNX1/RUNX1T1 DC, DF 1(8;21)(g21;922) Vysis
PML/RARA DC, DF 1(15;17)(q24;921) Vysis
CBFB, inv(16) DC, BA inv(16)(p13922) Vysis
Panel CLL (p53/ATM i D13S319/13q34, del(11)(g22.3); del(17)(p13.1); Vysis
CEP12) DC+TC del(13)(g14.3); del(13)(g34); +12
ETV6/RUNX1 DC, DF t(12;21)(p13;922) Vysis
BCL6 DC, BA del(3)(g27) Vysis
P53/CEP17 DC del(17)(p13.1)/CEP17 Vysis
ETV6 DC, BA rearanzacja regionu 12p13 Vysis
ATM/CEP11 DC del(11)(g22.3)/CEP11 Vysis
IGH/FGFR3 DC, DF t(4,;14)(p16;932) Vysis
IGH/MAF DC, DF t(14,;16)(032;923) Vysis
IGH/MYC, CEP8 TC, DF 1(8;14)(q24;932) Vysis
IGH/CCND1(BCL1) DC, DF t(11;14)(g13;932) Vysis
IGH/MALT DC, DF t(14;18)(q32;921) Vysis
CDKN2A/CEP9 DC del(9)(p21)/CEP9 Vysis
BIRC3(API2)/MALT1 DC, DF t(11;18)(g21;921) Vysis
IGH/BCL2 DC, DF t(14,;18)(g32;921) Vysis
MLL DC, BA rearanzacja regionu 11923 Vysis
FGFR1 8p12 DC, BA rearanzacja regionu 8p12 Kreatech
1921/SRD (1p36) DC ocena ilosci kopii loci 19211 1p36  Kreatech
ALK (2p23) DC, BA rearanzacja regionu 2p23 Vysis
E2A(TCF3)/PBX1 DC, DF t(1;19)(g23;p13.3) Vysis
MYB Blue del(6)(q23) Vysis
MYC DC, BA rearanzacja regionu 8924 Vysis
CEP X/Y DC ocena chimeryzmu plciowego Vysis
CEP1; CEPS8; CEP12; CEP9 CEP11, ocena ilosci kopii chromosomu Vysis
CEP17; CEP18, CEP22 1,8,9,11,12,17,18, 22
WCP (w zalezno$ci od potrzeb) zlozone aberracje chromosomowe Kreatech

Skroty: BA, break apart - sonda rozdzielna; CEP, sonda centromerowa; DC, dual color - sonda dwukolorowa;

DF, BA, dual fusion -

TC, tri-color - sonda tréjkolorowa; WCP, sondy malujace cate chromosomy

sonda fuzyjna (sygnaly fuzyjne zlokalizowane na dwdch chromosomach pochodnych);
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Zalacznik 2. Sekwencje starterow oligonukleotydowych wykorzystywanych w multiplex
RT-PCR, stosowanej do oceny jakosciowej onkogenu BCR-ABLL1.

Nazwa . Wielkos§¢ -
L.p. startera Sekwencja nukleotydowa Transkrypt amplikonu Bibliografia
5'GAAGTG TTT CAGAAG  BCR-ABLI
I BCRbBIA CTT CTCC 3' 132 342pz
5'GTT TGG GCT TCACAC ~ BCR-ABLL .,
pz
2 ABLI a3B CATTCC 3 c14a2 [111]
5'GAC TGC AGC TCC AAT BCR-ABLI
3 BCRelA GAG AAC 3' ela2 >21pz
5'GAC TTACCT GAG CCA  BCR-ABLI
4 BCRe6S2 CCT GGA 3' e13a3 168pz )
5'ACG GCG AGAGCACGG BCR-ABLI
5 BCRc3A ACA 3 1423 243pz
5'CCT GTG ACC TTT GTG
6 GUSBF AGC AA 3
GUSB 620pz [113]
7 GUSBR 5 GTCTGC CGT GAA CAG
TCCA3

Zatacznik 3. Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystywane w badaniu ilosciowym
genu fuzyjnego BCR-ABLI metodg RQ-PCR.

.. Temperatura
Nazwa . Dlugosé ..
. Sekwencja topnienia
oligonukleotydu (nt) ©C)
b3a2-addF TCAGCCACTGGATTTAAGCAGA 22
ENF501 TCCGCTGACCATCAAYAAGGA 21 52,4-54,4
ENRS561 CACTCAGACCCTGAGGCTCAA 21 56,3
ENF1102 GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT 26 54,8
ENR1162 CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 22 53,0
YakimaYellow
ENP541 CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA 25 62,6
BHQ-1
Cy5s
ENPr1142 CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA 26 62,7
BHQ-3
BCR-BI-A AAAAGGACAAAAA{:\CGACAGTAATGAGTA 30 54.8
ABL-A3-B GTTTGGGCTTCACACCATTCC 21 54,4
BCR-B2-C CAGATGCTGACCAACTCGTGT 21 54,4
ABL-A3-D TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA 23 51,7

190



Zalgcznik 4. Sekwencje oligonukleotydowe wykorzystywanych w badaniu wariantdw sekwencji
domeny kinazowej BCR-ABL1 metoda sekwencjonowania.

Nazwa Dlugosé¢ Temperatura
oligonukleotydu SEATETE (nt) topnienia
KD1Fn CTCATCACCACGCTCCATTATCCAG 25 59.3°C
KD3Fn CTGAGGGAGTGCAACCGGCAGGAG 24 64.2°C
KD3Rn AGCATGGGCTGTGTAGGTGTCC 22 58.6°C
KD5Rn CCCCAGCTCCTTTTCCACTTCGTC 24 60.8°C
AuF1l TGACCAACTCGTGTGTGAAACTC 23 55.3°C
(w przypadku p210)
BCR-E1-C CAGAACTCGCAACAGTCCTTC 21 54.4°C
(w przypadku p190)
AURX CACGTCAGTGGTGTCTCTGTGC 22 58.6°C
Zalacznik 5. Wykaz zastosowanych odczynnikdw.
L.p Nazwa odczynnika Producent
4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI) Vysis; Abbott Molecular Inc.
12-hydrat wodoroortofosforanu (V) disodu Chempur

20xSSC

Vysis; Abbott Molecular Inc.

Agaroza BioReagent low EEO

Sigma-Aldrich

1

2

3

4

5 Alkohol etylowy 96% cz.d.a. Merck

6 Alkohol izopropylowy Merck

7 Bufor bezbarwny 10x Qiagen

8 Chlorek amonu cz.d.a. Merck

9 Chlorek potasowy cz.d.a. Chempur

10 Chlorek sodu (NaCl) Chempur

11 Chlorek magnezu 25mM Chempur

12 Chloroform Merck

13 dNTP Qiagen

14 Fixoguma Marabu

15 G-CSF (filgrastym 30ug/0,5ml) Amgen

16 Kolcemid 10ug/ml PAN Biotech

17 Kwas octowy lodowaty bezwodny Merck

18 Lazur Giemsy eozyna i btgkit metylenowy Merck

19  LF-7 (Lektyna nieczyszczona z Phaseolus vulgaris) IBSS Biomed

20 Metanol Merck

21 Olejek imersyjny do mikroskopii Merck

22 QIAamp Blood Mini Kit Qiagen

23 QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

24 QIAxcel DNA Kits Qiagen

25 QX DNA Size Marker Qiagen

26 Plodowa surowica bydleca (FBS) PAN Biotech

27 PCR Mini Kit Qiagen

28 Ptyn Hanksa z O.,S% hydrolizatem laktoalbuminy Biomed Lublin

1 weglanem sodu

29 Podlo.Ze RPMI-1640 z L-glutamina Biomed Lublin
i wodoroweglanem sodu

30 Polimeraza Taq PCR Core Kit Qiagen
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31 Sondy molekularne do analizy FISH (Zatacznik 1) Vysis; Abbott Molecular Inc.
Kreatech
32 Superscript VILO Life Technologies
33 TRIzol Life Technologies
34 Trypsyna (1;250) 0,25% w PBS, bez Ca**, Mg** Biochrom
35 Tween 20 (monolaurynian polioksyetylenosorbitanu) Sigma-Aldrich
36 Wersenian sodu Sigma-Aldrich
37 Woda dietylopiranoweglanowa wolna od RNA-az Milipore
38 Wodoroweglan (V) potasu Chempur
39 Wodoroweglan potasu cz.d.a. Chempur
Zalacznik 6. Wykaz zastosowanej aparatury.
L.p. Urzadzenie Producent
1 Aparat do elektroforezy agarozowej Delfin AG10 DNA Gdansk
2 Aparat do elektroforezy kapilarnej QIAxcel Qiagen
3 Blok grzewczy Thermomixer Comfort Eppendorf
4 Cieplarka mikrobiologiczna BD-115 Binder
5 Dygestorium WCS-2 Polon
6 Dyspenser elektroniczny Multipipette X-Stream Eppendorf
7 ThermoBrite - aparat do jednoczesnej Leica Biosystems/Abbott
hydrydyzacji/denaturacji Molecular
8 Inkubator CO?2 z ptaszczem powietrznym Galaxy 170R New Brunswick
9 Komora laminarna Bioban 48 Steril
10 Laznia wodna WB-10/WB-14 Memmert
1 Metafer - automlite);clgzy Ssg)llil;cgo wyszukiwania Metasystems GMBH
12 Mikroskop Axiolmager D1 Zeiss
13 Mikroskop Axiolmager Z1 Zeiss
14 Mikroskop Axiolmager Z2 Zeiss
15 Mikroskop Optiphot-2 Nikon
16 Sekwenator kapilarny SeqStudio Thermo Fisher
17 Spektrometr kroplowy NanoDrop ND-1000 Thermo Scientific
System komputerowy wraz z oprogramowaniem do
18 ' analizg kariot;;)u (IkarosI; i I%iSH (Isis) Metasystems GMBH
19 Termocykler MasterCycler EP Gradient S Eppendorf
20 Termocykler RotorGene Q Qiagen
21 Transiluminator VL Infinity VX2 Vilber Lourmat
22 Wiréwka Centrifuge 5810R Eppendorf
23 Wiréwka MiniSpin Plus Eppendorf
24 Wiréwka Universal 32R Hettich
25 Wiréwka Universal 320R Hettich
26 Vortex VELP Wizard StarLab
27 Zamrazarka New Brunswick Scientific Innova U360 New Brunswick Scientific
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Zatgcznik 7. Charakterystyka powtarzajacych sie CCA/Ph- w Kariotypie pacjentéw z CCyR.

aa Cza.s . et Czas od wlaczenia
Czestosé wystapienia Odpowiedz TKI do ostatnie] Odpovwiedz
N Aberracja w wystepowania aberracji TKI w chwili  molekularna w
r . - % metafaz - ; . oceny molekularna
L.p. . komoérkach aberracji w . od stwierdzenia trakcie . -
pacjenta : p z aberracja . o . . cytogenetycznej na (ostatnie
Ph-ujemnych komérkach rozpoczecia aberracji stwierdzenia TKI badanie)
Ph-ujemnych leczenia TKI aberracji (m-ce)
(m-ce)
1 5 +mar 3 42-50 6 IM MMR 36 MR4,5
-22 2 11-20 78 DA MRS
2 7 -19 2 10 108 DA, NIL MR5 132 MR5
-21 2 10-20 114 DA, NIL MR5
+8 9 7-26 60 DA brak MMR
3 8 134 brak MMR
+6 4 3-10 102 DA brak MMR
10 +8 10 8-96 24 IM, DA brak MMR 126 MR5
12 t(3;9)(p12;921) 6 57-100 20 IM, NIL brak MMR 73 MR4
13 -21 2 12-15 60 DA, NIL brak MMR 108 MMR
-22 3 10-16 30 IM, NIL, DA MMR
7 15 -Y 2 13-18 60 IM, DA brak MMR 132 MR5
-21 2 8-10 78 DA, NIL MR5
-Y 4 9-17 78 NIL MR5
-19 2 10-17 102 NIL MR5
8 16 -17 2 9-20 108 NIL MR5 138 MR5
-20 2 9-20 108 NIL MR5
-22 2 9-20 108 NIL MR5
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9 18 -Y 2 8-27 42 IM, NIL brak MMR 92 MMR
10 19 -21 2 9-11 18 IM MR4,5 o8 MRS
-18 2 10-11 54 IM, DA MMR
-14 2 10-13 84 DA MR4
-18 2 10-14 84 DA MR4
-22 3 11-14 84 DA MR4
11 20 -Y 5 11-13 96 DA MR4 131 MR4,5
-15 2 12-13 114 DA MR4,5
-19 2 12-14 114 DA MR4,5
-21 3 10-18 120 DA MR4,5
12 21 +8 4 4-40 58 NIL MMR 82 brak MMR
13 22 -21 2 13-24 12 IM MR5 96 MR5
-Y 11 23-65 30 IM, NIL brak MMR
+8 9 3-28 30 IM, NIL brak MMR
14 23 -21 3 13-28 54 NIL MR4 75 MR5
-19 2 11-21 59 NIL MR4
-18 3 13-21 72 NIL MR4,5
15 32 -21 2 10 58 NIL MR5 70 MR5
16 36 -20 2 10-11 36 IM MR4,5 55 MR5
-19 2 11-13 26 IM MMR
17 37 -Y 3 8-17 56 IM MMR 128 MR4
-21 2 10-14 104 IM MR4
18 28 -3 2 10-12 114 IM, NIL MMR 150 iy
-16 2 10-13 114 IM, NIL MMR
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119 4 13-20 114 IM, NIL MMR
21 3 13-16 114 IM, NIL MMR
17 2 10-16 147 NIL MRA4,5
Y 5 8-17 54 IM, DA, NIL MR4
19 39 22 4 14-17 102 DA, NIL MR5 150 MR5
21 3 10-14 108 DA, NIL MR5
20 42 119 3 10-21 78 IM MRA4,5 151 MR4
o s 18 2 10 24 IM brak MMR , MRAS
119 2 10-13 40 DA MMR
2 47 21 2 10-13 12 IM, DA brak MMR 40 brak MMR
Y 3 10-23 38 DA brak MMR
23 51 +6 2 7-10 38 DA brak MMR 62 MMR
+mar 2 7 50 DA MMR
119 2 10-12 IM brak MMR, 18 MR4,5
24 8 21 2 10-14 IM brak MMR 18 MRA4,5
25 79 22 2 1117 66 IM MRS 102 MR5
26 86 119 3 10-14 42 DA MMR 76 MR5
27 91 15 2 11-19 60 NIL brak MMR 66 brak MMR
-19 2 12-18 36 IM MR5
28 93 21 2 11-12 36 IM MR5 48 MR5
22 2 12-25 36 IM MR5
29 101 Y A o9 %8 bA MMR 106 MRA4,5
21 2 12-19 88 DA MMR
30 107 Y 2 13-16 6 IM MRA4,5 24 MR5

195



31 130 -22 2 10-15 24 IM MMR 48 MMR

32 131 -19 2 19 33 IM brak MMR 51 brak MMR

33 136 -16 2 14-18 6 IM MMR 48 MR5

34 138 -21 2 10-12 36 IM MR5 60 MR5

35 142 -21 2 18-23 18 IM MR4,5 54 MR4
-21 3 10 24 IM MR5

36 151 54 MR5
-22 3 10 24 IM MR5
-13 2 11-19 12 IM MMR

37 148 42 MRA4,5
-22 2 13-18 12 IM MMR

38 150 -21 2 11-20 18 IM MR5 30 MR5
-21 2 11-18 30 IM brak MMR

39 156 78 MRA4,5
-22 2 10-15 30 IM brak MMR

40 159 +8 5 7-40 6 IM brak MMR 30 brak MMR
+8 4 37-48 51 DA MMR

41 162 80 MR4
+6 3 4-8 63 DA MRA4
-Y 3 55-63 IM brak MMR

42 163 12 MR4
-22 2 10-13 IM brak MMR

43 164 -21 2 10-13 38 NIL MR5 74 MR5

44 174 1(?8;11)(9?13;922) 2 3 108 IM MRA4 120 MMR

45 181 -Y 3 20-61 6 IM MMR 24 MR5
-20 2 12-13 60 NIL MR5
-21 2 14-20 72 NIL MR5

46 189 108 MR5
-22 3 15-20 72 NIL MR5
-19 2 13-14 96 NIL MR5
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47 195 -Y 2 14-17 24 IM MMR 36 MMR

Skroty: CCA/Ph-, klonalne aberracje w komérkach Ph-ujemnych; CCyR, catkowita odpowiedz cytogenetyczna; mar, chromosom markerowy; MMR, wigksza odpowiedZz molekularna;
MR4, gl¢boka odpowiedz molekularna na poziomie 4log; MR4,5, gleboka odpowiedz molekularna na poziomie 4,5log; MR5, gleboka odpowiedz molekularna na poziomie 5log;
TKI, inhibitor kinaz tyrozynowych
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UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 178/17

Na podstawie przepisow Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zuwodach lekarza i Ielmrw dentysty (Dz. U. 2011, Nr 277, poz. 1634 z péin. zm.); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia i Opicki
Ypolzcyuq dnia 11 maja 1999r. w sprawie 77 h zasad powoly ia oraz trybu dz ia komisji bi (Dz U. Nr 47, poz 480); Ustawy z dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. 2008 Nr 45, poz 271 z poJL un.) Rozporzgdzenia Ministra Finansow z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowigzkowego
ubezpieczenia odpowiedzalnosci cywilnej bndacu i spmuom (Dz, U 2004 nr 101, poz 1034 z péin. yn.); Rozporygdzenia Ministra Finanséw z dnia 18 maja 2005r. ymieniajgce
rozgporzgdzenie w sprawie obowigzk dy § cymlne/ badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
2004r. w xpmwu spnsabu P dzeni badan nych z udzal (lk U. 2004 Nr 104, poz 1108); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie I Iz i duktu I zego (Dz U. Nr 104, poz 1107); Rnwryydzemz M' inistra dewm dnia 15 Iumpanla 2010r.
w sprawie woréw wnwslmw prudkladanych w r.quJm z badaniem kllmcuym wysokosci oplat za Joienie wnioskiw oraz sp. ia badania klini

(Dz U. 2010r. nr 222 poz 1453, z péin. zm.); Uslnwy zllma 20 ma]a 20l0 r o wymbncll medyc.ﬁych (Dz. U. 2010r. nr l07lmL 679, z péin. zm.); anporu]dzﬂue Ministra annsow z
dnia 6 paidzernika 2010 r. w sprawie obowi fci cywilnej sp i badacza klini w Iwiqzhu z dzeniem badania klini
wyrobow (Dz U. 2010, Nr 194 poz. 1290); U:mwa z dma 18 marca 2011 r. n Urzgdzie Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i I’rml.uklaw Biobédjezych (D2 U. 2011
nr 82 poz 451);. anparzqdumz Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w spmwtt Dol"q Prnl(rylu Khchle] (Dz U. 2012, poz 489); Ra.par:qd.,eme Ministra Zdrowia z dnia 2 maja
2012r. w sprawie wzoréw dokumentow priedkladanych w owigzku z bad P oraz w xpmmz wysokosci i sposobu uiszczania oplat za Joienie
wniosku o rozpoczgcie badania klinicznego (Dz U. 2012, Nr 0 poz 491); w oparciu o Deklaracj¢ Helsiriskq - Zasady Etycy Postgy ia w Eksperymencie Medycznym
Udzialem Ludz oraz przepisy ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 02 Jutego 2017 r.
rozpatrzyta wniosek dotyczgcy prowadzenia badan naukowych.

Kierownik projektu: dr hab. Matgorzata Jarmuz-Szymczak prof. PAN

Miejsce prowadzenia badan:
Klinika Hematologii i Transplantacji Szpiku
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: mgr Bfazej Ratajczak

Czlonkowie zespotu
badawczego: dr hab. Mafgorzata Jarmuz-Szymczak prof. PAN
mgr inz. Anna Przybytowicz-Chalecka
mgr inz. Joanna Czerwinska-Rybak
prof. dr hab. Krzysztof Lewandowski
dr inz. Michat Gniot
dr n. med. Agata Lehmann-Kopydfowska

Temat badan:

,0cena wystepowania abberacji chromosomowych u chorych z
przewlekia biataczka szpikowa w dobie stosowania inhibitorow kinaz
tyrozynowych”.

Komisja wydata uchwate o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku
Przewodniczqcy Komisji

/\M)“Q/(./(/C

prof- zw. dr hab. med. Pawet Checinski
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Udziat w projektach naukowych:

e AML - projekt CPTAC.

Miedzynarodowy Instytut Onkologii Molekularnej Poznan.

e Proteomic profiling of multiple myeloma cells using iTRAQ quantitative proteomics
for the prediction of complete and near complete response to the second line treatment
with bortezomib based chemotherapy.

UMP Poznan.

e Phase 3 Randomized trial of carfilzomib, lenalidomide, dexamethasone versus
lenalidomide alone after stem-cell transplant for multiple myeloma.
PMCO006 (ATLAS) Polish Myeloma Consortium.

e Proteomiczna ocena komorki szpiczaka plazmocytowego celem okreslenia biatek oraz
szlakow sygnalowych zaangazowanych w nabyta opornos¢ na inhibitory proteasomow.
Narodowe Centrum Nauki nr N N403 153140.

e PRE-emptive DAratumumab Therapy of minimal Resisual disease reappearance or
biochemical relapse in multiple myeloma.

PMCO008 (PREDATOR) Polish Myeloma Consortium.

e Randomizowane, otwarte badania kliniczne fazy 3, poroéwnujgc zastosowanie
Karfilzomibu
w skojarzeniu z Lenalidomidem | Deksametazonem (KRd vs. VRd) u chorych z nowo
rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.

PMCO010 (COBRA) Polish Myeloma Consortium.

e Phase % study of liposomal annamycin for the treatment of subjects with acute myeloid
leukemia (AML) that is refractory to or relapsed after standard induction therapy.
MB-105 Moleculin.

Specjalista z zakresu Laboratoryjnej Genetyki Medycznej.

Cztonek Polskiego Towarzystwa Genetyki Cztowieka.

Cztonek Polskiego Towarzystwa Hematologow i Transfuzjologow (oddzial poznanski).
Cztonek Zarzadu Fundacji ,,Pomoc Chorym na Biataczke”.

Przewodniczacy sesji VI: Diagnostyka laboratoryjna zespotoéw mielodysplastycznych.
Konferencja Naukowo-Diagnostyczna, Abbott Laboratories, 5-7.09.2018, Poznari.

Uczestnictwo w kursie Cytogenetics and Molecular Genetics. Applied for the study of
Hematological Neoplasms. Josep Carreras Leukemia Research Institute, Badalona, Spain 30-

31.05.2017.

Udziat w organizacji VI edycji konferencji naukowo-szkoleniowej: Laboratoryjna Diagnostyka
Hematologiczna. 25.04.2017; Poznan.

Udziat w organizacji XII Ogolnopolskich Warsztatow Cytogenetyki Hematoonkologiczne;j.
2-3.06.2011; Poznarn
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