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Ucestalost varijantne translokacije kod
pacijenata s novodijagnosticiranom
kronichom mijeloicnom leukemijom (KML)

u hrvatskoj populacij

The frequency of variant translocation in patients with newly
diagnosed chronic myeloid leukemia (CML) in Croatian population

Zeljka Tkalci¢ Svabek®’, Marina Josipovi¢?, Ivana Franié¢ Simi¢

Sazetak. Cilj: ObiljeZje kroni¢ne mijeloicne leukemije (KML) je hibridni BCR-ABL gen nastao
kao posljedica reciprocne translokacije izmedu kromosoma 9 i 22, ¢ime se stvara Philadelphia
(Ph) kromosom. Klasi¢nu translokaciju t(9;22) ima 90 % pacijenata, dok ostalih 5 — 10 % ima
varijantnu translokaciju koja ukljucuje vise kromosoma, izuzev kromosoma 9 i 22. Cilj ovog
istraZivanja je odrediti postotak pacijenata s novodijagnosticiranim KML-om koji imaju
varijantnu translokaciju te postotak kompletnog citogenetickog odgovora (KCgO) pacijenata s
varijantnom translokacijom u usporedbi s pacijentima koji imaju klasi¢nu t(9;22). Materijali i
metode: U istraZivanje je ukljucena kosStana srz (KS) 177 pacijenata s novodijagnosticiranim
KML-om. Za analizu Ph kromosoma koristio se kariogram kao klasi¢na citogenetska analiza i
fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) kao molekularna citogenetska analiza. Rezultati:
Varijantna translokacija dokazana je kod 14 pacijenata u razdoblju od 5 godina i 3 mjeseca,
dok 163 pacijenta ima klasi¢nu translokaciju t(9;22). Zakljucak: Postotak pacijenata s
varijantnom translokacijom u istraZivanju slaZe se s rezultatima istraZivanja u svijetu. Ne
postoji statisticki znacajna razlika u postizanju KCgO-a kod pacijenata s varijantnom
translokacijom t(9;22) u usporedbi s KCgO-om pacijenata s klasicnom translokacijom.

Kljucne rijeci: citogenetika; kostana srz; kroni¢na mijeloicna leukemija; Philadelphia kromosom

Abstract. Aim: Chronic myeloid leukemia (CML) is characterized by a fusion of the BCR-ABL
gene as the result of a reciprocal translocation of chromosomes 9 and 22 forming the
Philadelphia (Ph) chromosome .Ninety percent of patients have reciprocal translocation
t(9;22), while the other 5-10 % have a variant translocation that includes more chromosomes
except chromosome 9 and 22. The aim of this study is to analyze the percentage of variant
translocation of newly diagnosed patients with CML and the percentage of total cytogenetic
response (KCgO) compared with patients having reciprocal t(9; 22). Materials and Methods:
The study included bone marrow (BM) of 177 patients with newly diagnosed CML. For
analysis of Ph chromosome, a karyogram was used as a conventional cytogenetic analysis
and fluorescence in situ hybridization (FISH) as a molecular cytogenetic analysis. Results:
Variant translocation has been shown in 14 patients in the period of 5 years and 3 months
period, while 163 patients have reciprocal translocation t(9; 22). Conclusion: The percentage
of patients with variant translocation in this study agrees with the results of research in the
world. There is no statistically significant difference in achieving KCgO in patients with a
variant translocation t(9;22) compared to KCgO patients with reciprocal translocation.

Key words: bone marrow; chronic myelogenus leukemia; cytogenetics; Philadelphia chromosome
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uvoD

Karakteristika kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (KML)
derivirani je kromosom 22(der(22)) nazvan Phila-
delphia (Ph) kromosom, nastao kao posljedica re-
ciprocne translokacije dugih krakova kromosoma 9
i 22 t(9;22)(g34;911.2). Na Ph kromosomu nalazi
se breakpoint cluster region-abelson (BCR-ABL) fu-
zijski onkogen odgovoran za nakupljanje zrelih sta-
nica mijeloidne loze i fenotip KML-e, prisutan u
90 % pacijenata®>. Ipak, kod 5 — 8 % novodijagno-

Kod 5 — 10 % novodijagnosticiranih pacijenata s KML-om
prisutna je varijantna translokacija koja uz kromosome 9 i
22 ukljucuje jos jedan, dva, tri, Cetiri, Cak i pet kromosoma.

sticiranih pacijenata s KML-om prisutna je varijan-
tna translokacija koja uz 9 i 22 ukljucuje jo$ jedan
ili viSe kromosoma*.

Cilj ovog retrospektivnog istraZivanja je odrediti
postotak pacijenata s novodijagnosticiranim
KML-om Odjela za citogenetiku Klini¢kog bolnickog
centra Zagreb koji sadrze varijantnu translokaciju
t(9;22). Usporedilo se i u kojem postotku je posti-
gnut kompletan citogeneticki odgovor (KCgO) pa-
cijenata s varijantnom translokacijom u usporedbi
s KCg0-om pacijenata koji imaju prisutnu klasi¢nu
translokaciju t(9;22).

MATERIJALI | METODE

Ispitanici

Retrospektivna studija obuhvatila je razdoblje od
sijeCnja 2013. do oZujka 2018. (trajanje 5 godina i
3 mjeseca), te je ukljuceno 78 (44 %) Zena i 99
(56 %) muskaraca. Ispitanici predstavljaju repre-
zentativni uzorak hrvatske populacije, s obzirom
na to da se svi uzorci kostane srzi (KS) novootkri-
venih KML pacijenata iz Republike Hrvatske za ci-
togenetske metode obraduju samo na Odjelu za
citogenetiku Klinickog bolnickog centra Zagreb.
0Od 177 ispitanika za potrebe ove studije odgova-
rala su 62 pacijenta, od kojih su 10 s varijantnom
1(9;22) i 52 s klasi¢nom t(9;22).

Klasi¢na citogenetika

Klasi¢na citogenetska analiza izvedena je koristeci
standardnu Giemsa tehniku pruganja (engl. G-ban-

http://hrcak.srce.hr/medicina

ding with Trypsin / Giemsa, GTG). Kao uzorak za
analizu koristen je KS 177 pacijenata s novodi-
jagnosticiranim KML-om u epruveti s litij-heparin
antikoagulansom. Stanice KS-a kultivirane su 24
sata, potom obradene kolhicinom i hipotoni¢nom
otopinom, isprane i uévrséene u metanol-octenoj
kiselini (3 : 1) te ucvrséene na predmetno staklo®.
Nakon GTG-pruganja analizirano je 20 metafaza
svakog pacijenta na svjetlosno fluorescentnom
mikroskopu (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen, Germany), a kariotip je analiziran kori-
steci program lkaros (MetaSystems, Heidelberg,
Germany). Kariotip je objasnjen koristeci kriterije
Medunarodnog sustava nomenklature u huma-
noj citogenetici (engl. International System for
Human Cytogenetic Nomenclature, ISCN)57.

Molekularna citogenetika

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) izvedena
je na ucvri¢enim stanicama KS-a na predmetnom
staklu dobivenim metodom klasi¢ne citogenetike.
Prema uputama proizvodaca na stanice na pred-
metnom staklu dodaje se proba, pufer i voda u
odredenom omijeru. Stakla se potom stave u ure-
daj (HYBrite, Abbott Laboratories, IL, USA) gdje
dolazi do procesa denaturacije i hibridizacije pro-
be i DNA-a. Nakon 24 sata stakla se ispiru u po-
sebnom detergentu, a na osusSene stanice na
staklu kapne se boja za pozadinsko obojenje,
DNA- interkaliraju¢a boja 4,6-diamino-2-fenilin-
dol (DAPI) te stavi pokrovnica.

Metodom FISH mogude je analizirati interfazne
jezgre i metafaze. Kao proba koristi se Vysis LSI
BCR/ABL Dual-Color Dual-Fusion (Abbott Labora-
tories) od sije¢nja 2013. godine, ¢ime je moguce
odrediti varijantnu translokaciju. Strategija dvo-
struke fuzije koristi probu koja obuhvaca zajed-
nicke tocke loma u ABL i BCR regijama gena?.

Kod svakog pacijenta analizirano je 200 interfa-
znih jezgara. Za analizu se koristi svjetlosni fluo-
rescentni mikroskop (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Gottingen, Germany) pod povecanjem
1000 x koriste¢i imerziono ulje i opticke filtere
(DAPI, zeleno, crveno i triplet-filtar kojim je mo-
guce vidjet DAPI, crveni i zeleni signal u isto vrije-
me). Snimanje i obrada slike jezgara i metafaza
provedena je pomocu sustava lIsis (Isis software,
Altlussheim, Germany). Rezultat se izrazava kao
postotak Ph pozitivnih jezgara na 100 izbrojenih.
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Tablica 1. Detalji 14 pacijenata s varijantnom translokacijom t(9;22).

Broj .. % Ph pozitivnih

pacije:ita secl gk garleti jezgarapna FISH-u
1 7 34 46,XX,1(1;9;22)(p35;934;011.2) 87
2 M 42 46,XY,t(9;?;22)(q34;?;q11.2) 92
3 M 59 46,XY,t(9;9;22)(q34;934;q11.2) 80
4 7 38 46,XX,t(9;?;22)(934;?;q11.2) 58
5 7 33 46,XX,1(9;2;22)(g34;?;q11.2) 86
6 VA 42 46,XX,t(9;?;22)(q34;?;q11.2) 78
7 M 50 46,XX,t(9;17;22)(q34;921;q11.2) 77
8 M 56 46,XY,t(9;?;22)(q34;?;q11.2) 78
9 M 26 46,XY,t(9;?;22)(q34;?;q11.2) 78
10 M 46 ins(22;1)(q11.2;931932)t(1;9;12;22)(q32;934;913;q11.2) 91
11 7 44 46,XX,t(9;?;22)(934;?;q11.2) 78
12 M 60 46,XY,t(9;14;22)(934;932;911.2) 95
13 M 32 46,XY,t(9;17;22)(q34;921;011.2) 95
14 M 67 46,XY,t(9;?;22)(q34;?;q11.2) 83

Grani¢na vrijednost (engl. cut-off) odredena je
metodom FISH u 20 pacijenata s dijagnozom koja
nije bila povezana s KML-om i iznosi 1 %. Ako je
udio BCR-ABL pozitivnih interfaznih stanica vise
od 1% svih stanica, pacijent je smatran pozitiv-
nim na preuredbu BCR-ABL gena. Vrijeme procje-
ne postignutog KCg0-a je 12 mjeseci od pocetka
koristenja terapije, a rezultat izracunat koristedi
metodu Kaplan-Meier.

Statistika

Rezultati istraZivanja dobiveni su metodom Kaplan-
-Meier i prikazani krivuljama preZivljenja koje pri-
kazuju rasap populacije u vremenu ,t“ Vrijednosti
P < 0.05 smatrane su statisticki znacajnim. Analiza
statistickih podataka napravljena je u programu
MedCalc (MedCalc software, Ostend, Belgium).

REZULTATI

Klasi¢na citogenetika

0Od 14 pacijenata s varijantnom translokacijom 8 je
pokazalo Ph kromosom na kariogramu bez uklju-
¢enog treceg kromosoma t(9;?;22)(q34;11.2). S
obzirom na to da uzorci s novodijagnosticiranim
KML-om imaju visok broj leukocita, mogucéa je losa
kvaliteta metafaza, pa zbog toga nije moguce
odrediti koji kromosom sudjeluje u varijantnoj
translokaciji.

Od ostalih 6 pacijenata s kariogramom, 5 pacije-
nata ima ukljucen jedan kromosom u varijantnu
translokaciju. Ukljuceni kromosomi su 1, 9, 14 i
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Slika 2. Signali na interfaznim jezgrama vidljivi metodom FISH: A: negativna interfazna jezgra 2C2Z. B: klasicna translokacija 1C1Z2F
(strjelicom oznacene dvije fuzije). C: varijantna translokacija 2C2Z1F (strjelicom oznacena fuzija).

Vijerojatnost preZivijenja

100

80
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17. Jedan pacijent ima dva kromosoma ukljuc¢ena
u varijantnu translokaciju i to su kromosomi 1 i
12 (tablica 1) (slika 1).

Molekularna citogenetika

Svih 177 uzoraka analizirano je FISH metodom te
je potvrdena klasi¢na ili varijantna translokacija
t(9;22). Interfazna jezgra negativna na translokaci-
ju t(9,22) sadrzi 2 crvena (ABL) i 2 zelena (BCR) si-
gnala (2C2Z). Jezgra koja sadrzi klasi¢nu t(9;22)
sadrzi 1 crveni signal (normalan kromosom 9), 1
zeleni signal (normalan kromosom 22) i 2 Zuta fu-
zijska signala — jedan je derivirani kromosom 22
(Ph), a drugi derivirani kromosom 9 (der(9))
(1C1Z2F). Kod varijantne t(9;22) nalazi se samo je-

Kaplan-Meier krivulja preZivijenja

—— Varijantna t(9;22)
— Reciproéna t(9;22)

| I | I | | I |

2 4 6 8 10 12
Vrijeme, mjeseci

Slika 3. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja u periodu od 12 mjeseci

dan Zuti fuzijski signal i to je derivirani kromosom
22 te 2 crvena i 2 zelena signala (1C1Z1F) (slika 2).
KCgO je definiran kao 0 % Ph pozitivnih interfaznih
jezgara dobivenih metodom FISH®. Po preporuka-
ma, uzorak KS-a za klasi¢nu citogenetsku analizu i
FISH dolazi pri dijagnozi, 3 mjeseca nakon pocetka
uzimanja terapije i potom svakih 6 mjeseci dok se
ne postigne KCgO. Unatoc preporuci, nakon dija-
gnoze neki pacijenti pra¢eni su samo metodom
lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu
(engl. reverse transcription real time quantitative
polymerase chain reaction, RQ-PCR). Zbog toga je
u internoj bazi za praéenje KCgO-a manje pacijena-
ta od ukupno novodijagnosticiranih s KML-om.
Metodom Kaplan-Meier napravljena je usporedna
analiza pacijenata s varijantnom t(9;22) i pacijena-
ta s klasicnom t(9;22). U obje vrste t(9;22) medijan
postizanja KCgO-a iznosio je 6 mjeseci, kada je
65 % pacijenata s varijantnom t(9;22) i 51 % paci-
jenata s klasi¢nom t(9;22) postiglo KCgO. Tijekom
12 mjeseci od pocetka uzimanja terapije ukupno je
69 % pacijenata postiglo KCgO. Usporedbom Ka-
plan-Meier krivulja nije dokazana statisti¢ki znacaj-
na razlika u postizanju KCgO-a kod navedenih dviju
skupina pacijenata (slika 3).

Varijantnu translokaciju pokazuje 5 — 8 % pacije-
nata s KML-om, $to znaci da je uz kromosome 9 i
22 ukljucen treci, Cetvrti ili ak i peti kromosom??.
Mehanizam varijantne translokacije nije potpuno
jasan?, ali neki autori predlazu mehanizam u 1 ili
2 koraka*? (slika 4).
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Slika 4. Mehanizam varijantne translokacije: A: mehanizam u jednom koraku u kojem se lom na kromosomima
odvija istovremeno na 3 ili vise razli¢itih kromosoma. B: Mehanizam u dva koraka koji ukljucuje dvije uzastopne
translokacije u kojoj se prvo odvija klasi¢na translokacija t(9;22), a potom slijedi druga translokacija koja ukljucuje

jos jedan ili vise dodatnih kromosoma.

Svi pacijenti u ovom istrazivanju zapoceli su tera-
piju imatinibom (IM) u dozi od 400 miligrama
(mg) dnevno. Ako odgovor na terapiju nije bio za-
dovoljavajuéi, prelazilo se na nilotinib (NI) ili da-
satinib (DI).

U radu 8 % pacijenata ima varijantnu translokaciju,
sto se slaze s prijavljenim istrazivanjima u svije-
tu®1213, U translokaciju su uklju¢eni kromosomi
17 u dva slucaja, te kromosomi 1, 9, 12 i 14 kod
ostalih pacijenata. U pracenje postizanja KCgO-a
ukljuéeno je 10 pacijenata s varijantnom translo-
kacijom. Devet pacijenata postiglo je KCgO ftije-
kom 12 mjeseci pracenja te se rezultat slaze s
rezultatima nekih istraZivanja!*'4,

Mnoga istraZivanja pratila su prognostic¢ki znacaj
pacijenata s varijantnom translokacijom u uspo-
redbi s klasichom. Nekoliko istrazivanja pokazalo
je losiju prognozu pacijenata s varijantnom tran-
slokacijom. Lee i sur. naveli su sveukupno nize
prezivljenje kod 5-godiSnjeg pracenja 22 pacije-
nata na terapiji IM-om s varijantnom translokaci-
jom?®. Podatci Stango i sur. upucuju da prisutnost

Prihvaceno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
postizanju kompletnog citogenetskog odgovora medu
pacijentima s varijantnom i klasic(nom Ph translokaci-
jom. Razlike postoje u nekim istrazivanjima izmedu pro-
gnostickog znacaja pacijenata s varijantnom i klasicnom
translokacijom.

varijantne translokacije pri dijagnozi moze dove-
sti do nepovoljnog klinickog ishoda, buduci da te
genetske promjene mogu biti biljezi genomske
nestabilnosti i ukazivati na veéu vjerojatnost na-
predovanja bolesti®3.

El Zimaity i sur. prijavili su prvo veliko istrazivanje
kod pacijenata s varijantnom translokacijom lije-
¢enih IM-om?*. Od 721 pacijenta s KML-om, 44 je
imalo varijantnu Ph translokaciju. Jedina statistic-
ki znacajna razlika je u akceleriranoj fazi bolesti,
gdje je 4 % pacijenata imalo klasi¢nu, a 9 % vari-
jantnu Ph translokaciju. Kanakasetti i sur. objavili
su rad s najvec¢im brojem pacijenata s varijantom
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translokacijom u indijskoj populaciji'’. Od 615 pa-
cijenata, 72 su pokazala varijantnu translokaciju,
dok KCgO nije bio statisticki razli¢it od pacijenata
s klasicnom translokacijom. Takoder, u 5-godis-
njem pracéenju nije bilo statisti¢ki bitne razlike u
prezivljavanju pacijenata obiju skupina. U velikoj
retrospektivnoj studiji Fabarius i sur. analizirali su
1151 Ph pozitivnog pacijenta od kojih 69 ima va-
rijantnu translokaciju®. Zakljucili su da nema zna-
Cajne razlike u postizanju KCgO-a i 5-godisnjem
prezivljenju te napretku bolesti izmedu pacijena-
ta s klasi¢cnom i varijantnom translokacijom.
Marzocchi i sur. u istrazivanju koje obuhvaca 559
pacijenata, od ¢ega 30 s varijantnom translokaci-
jom, objavljuju da nema utjecaja na postizanje
KCgO-a tijekom 12 mjeseci pracenja®. Stoga su
predlozili da pacijenti s varijantnom translokaci-
jom ne predstavljaju posebnu kategoriju upozo-
renja kod pacijenata lijecenih IM-om.

U usporedbi sa spomenutim istraZivanjima, ovaj
rad ima manji broj pacijenata. Metodom Kaplan-
-Meier dobivena je vrijednost P = 0.091, Sto pokazu-
je da ne postoji statisticki bitna razlika u postizanju
KCgO-a kod pacijenata s klasichom i varijantnom
translokacijom tijekom 12 mjeseci pracenja.

ZAKLJUCAK

Opcenito je prihvaceno da ne postoji statisticki
znacajna razlika u postizanju KCgO-a medu paci-
jentima s varijantnom i klasicnom Ph translokaci-
jom®71% Razlike postoje u nekim istrazivanjima
izmedu prognostickog znacaja pacijenata s vari-
jantnom i klasi¢nom translokacijom?**®. Zakljucak
ovog istrazivanja je da ne postoji razlika u postiza-
nju KCgO-a kod pacijenata lijecenih IM-om il
Nl-om u te dvije skupine pacijenata.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju da ne postoji
sukob interesa.
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