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Streszczenie

Przewlekte nowotwory mieloproliferacyjne (MPN) dzieli sie na choroby bez obecnosci chromo-
somu Filadelfia (Ph) 1 przewleklq bialaczke szpikowq (CML) z obecnoscig chromosomu Ph.
Chociaz kazdy z tych nowotworow cechuje sie okreslonymi objawami klinicznymi 1 laborato-
ryynymi, to niekiedy choroby te mogq wspotistniec, prezentujqc klinicznie 1 trudne do klasyfi-
kacji zespoly nakladania. Przedstawiono przypadek 44-letniej pacjentki, u ktorej w 2004 roku
rozpoznano, zgodnie z obowigzujgcymi kryteriami Swiatowej Organizacyi Zdrowia, pierwotng
mielofibroze (PMF). Po 4 latach obserwacyi u chorej pojawil si¢ chromosom Ph, ale obraz
morfologiczny szpiku pozostawat taki, jak w PMF. Rozpoznano wowczas CML o nietypowej
prezentacyi histologicznej szpiku. Leczenie imatynibem, trwajgce 10 miesiecy, bylo nieskutecz-
ne 1 powiklane glebokq niedokrwistoscig, wymagajqgcq zmniejszania dawki, odstawiania leku
1 przetaczania koncentratow krwinek czerwonych. Dopiero wigczenie nilotynibu spowodowato
eradykacje klonu Ph(+), ale jednoczesnie ujawnilo kilka nieprawidiowych klonow Ph(-)
z licznymi mutacjami, swiadczqcymi o duzej niestabilnosci genetycznej. Przebieg kliniczny
1 wyniki badan molekularnych pozwolily na rozpoznanie dwoch nowotworow PMF 1 CML,
ktore najprawdopodobniej rozwinely sie z dwoch niezaleznych klonow komorkowych. Prezento-
wany przypadek dowodzi, ze diagnostyka MPN nie zawsze jest latwa, a w sytuacjach o nietypo-
wym przebiegu klinicznym 1 nakladajgcych sie aberracjach molekularnych nalezy brac pod
uwage wspotistnienie dwoch nowotworow. Duze znaczenie w takich przypadkach ma monito-
rowanie cytogenetyczne i molekularne, ktore nie tylko umozliwia dokonanie wlasciwego rozpo-
znania MPN, ale rowniez, co przedstawiono w niniejszej pracy, pozwala na identyfikacje
nowych klonow komorkowych prowadzqcych do rozwoju kolejnego nowotworu.

Stowa kluczowe: przewlekte nowotwory mieloproliferacyjne, pierwotna mielofibroza,
przewlekta biataczka szpikowa, niestabilnos¢ genetyczna
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Abstract

Chronic myeloproliferative neoplasms (MPN) can be categorised into Philadelphia-negative
(Ph—) disorders and Philadelphia-positive (Ph+) chronic myeloid leukaemia (CML). Each of
these neoplasms presents specific clinical and laboratory symptoms however occasionally these
diseases may coexist together, thus making classification difficult when such syndromes overlap.
A case study is presented of just such an occurrence. This was a 44-year-old woman with
primary myelofibrosis (PMF) that had been recognised in 2004 according to obligatory WHO
criteria. After four years of follow-up the Ph chromosome appeared. Despite still having bone
marrow morphology characteristic of PMF, CML was found as shown by an atypical bone
marrow histology. A ten-month treatment with imatinib proved ineffective with complications
arising of profound anaemia thereby requiring dose reduction, withdrawing the drug and red
blood cell transfusion. It was only by administering nilotinib that the Ph+ clone was eradicated,
however at the same time some abnormal Ph- clones were observed showing numerous
mutations indicative of genetic instability. The clinical course and molecular biology results
then enabled recognition of two MPNs, namely PMF and CML, which had probably evolved
from two independent cell clones. This case therefore demonstrates that diagnosing MPN can
be challenging. The coexistence of two neoplasms should be taken into consideration in cases
presenting an unusual clinical course and overlapping molecular abnormalities. Cytogenetic
and molecular monitoring is thus important in such clinical cases. It allows not only a diagnosis
MPN, but also new cell clones can be identified that lead to another MPN emerging as shown
in this case report.

Key words: chronic myeloproliferative neoplasms, primary myelofibrosis, chronic myeloid

leukemia, genetic instability

Wprowadzenie

Pierwotna mielofibroza (PMF, primary myelo-
fibrosis), podobnie jak czerwienica prawdziwa (PV,
polycythemia vera) 1 nadpltytkowoS¢ samoistna (ET,
essential thrombocythemia), naleza do przewlekltych
nowotworow mieloproliferacyjnych (MPN, myelo-
proliferative neoplasms) Filadelfia-ujemnych (Ph—,
Philadelphia negative). Poza tymi zasadniczymi ze-
spolami, wedlug klasyfikacji Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, Word Health Organization) z 2008
roku, do grupy MPN Ph- zalicza sie rowniez: ukla-
dowa mastocytoze, przewlekla bialaczke eozynofi-
lowa, przewlekla biataczke neutrofilowa i niesklasy-
fikowany MPN [1]. Wszystkie te choroby charakte-
ryzuje klonalna mieloproliferacja, ale réznorodnos$c
objawow 1 przebiegu klinicznego jest zwigzana z pro-
filem genetycznym. Obecno$¢ chromosomu Phila-
delphia (Ph) i/lub genu fuzyjnego BCR-ABL jest nie-
zbednym kryterium rozpoznania przewlekiej bia-
taczki szpikowej (CML, chronic myeloid leukemia).
Wiadomo jednak, ze mutacja BCR-ABL moze sie
rowniez pojawi¢ w innych nowotworach uktadu
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krwiotworczego 1 nie towarzyszg jej kliniczne 1 la-
boratoryjne cechy CML [2-5]. W PMF najczeSciej
spotykane zmiany cytogenetyczne, takie jak:
del(20q), del(13q), del(12p), trisomia chromosomu
8, 9 oraz nieprawidiowosci chromosomu 11 7, wy-
stepuja u 50-60% pacjentow [6, 7]. Molekularne
markery obserwowane w PMF to przede wszyst-
kim mutacje V617F w genie JAK2 oraz mutacja
ASXL1, wystepujace odpowiednio z czesto$cig 60%
1 40% przypadkéw. Pozostale mutacje, takie jak:
MPL, IDHI1/IDH2, TET2, CBL, EZH2, wystepuja
u 4-17% chorych na PMF [8-10].

Chociaz w klasyfikacji WHO z 2008 roku
przedstawiono jasny, zintegrowany pod wzgledem
klinicznym, histologicznym i genetycznym sys-
tem kryteriow rozpoznania poszczegolnych nowo-
tworow mieloproliferacyjnych, to ich r6znicowa-
nie czasami bywa trudne z powodu nakladania sie
klinicznych 1 laboratoryjnych objawow tych cho-
rob [11].

W niniejszej pracy zaprezentowano przypadek
chorej z rozpoznang poczatkowo PMF, u ktérej po
4 latach doszto do rozwoju CML.

www.hematologia.viamedica.pl



Bozena Katarzyna Budziszewska i wsp., CML u pacjentki z pierwotna mielofibroza

Opis przypadku

Czterdziestoczteroletnia chora zostala skiero-
wana do Poradni Chorob Krwi Instytutu Hemato-
logii 1 Transfuzjologii IHT) w 1998 roku z powodu
nadplytkowoSci i niewielkiego powiekszenia $le-
dziony (dolny brzeg 1 cm ponizej lewego tuku zebro-
wego). Badanie krwi obwodowej ujawnilo podwyz-
szonag liczbe plytek (PLT, platelets) — 637 G/1, przy
prawidiowym stezeniu hemoglobiny (Hb) oraz pra-
widiowej leukocytozie. W rozmazie krwi obwodo-
wej mieloblasty stanowily 2%, promielocyty — 2%,
granulocyty paleczkowate 8%, granulocyty segmen-
towate — 55%, limfocyty — 28%, monocyty — 1%;
wykazano podwyzszong aktywno$¢ fosfatazy alkalicz-
nej granulocytow (FAG) 104 score (norma 15-65).
Chora nie wyrazila wowczas zgody na badanie szpi-
ku i nie zglaszala sie do poradni na kolejne wizyty.
W 2003 roku pacjentka przebyla lobektomie prawe-
go pluca z powodu raka niedrobnokomorkowego
pluc i subtotalng strumektomie z powodu wola gu-
zowatego tarczycy.

W 2004 roku chora zostata ponownie skierowa-
na do Poradni Hematologicznej IHT. W badaniu
morfologicznym krwi stwierdzono umiarkowang
niedokrwisto§¢ normocytowa (Hb 9,8 g/dl); liczba
krwinek bialych pozostawala prawidtowa (7,7 G/1),
a liczba PLT utrzymywala sie na gérnej granicy
normy (449 G/1). W rozmazie krwi obwodowej ob-
serwowano: 1% mieloblastow, 4% mielocytow, 5%
metamielocytow, 40% granulocytow paleczkowa-
tych, 22% granulocytow segmentowatych, 1% gra-
nulocytow kwasochtonnych, 1% granulocytow za-
sadochionnych, 24% limfocytow, 2% monocytow
oraz obecnoS§¢ erytroblastow i krwinek czerwonych
w ksztalcie tez. W badaniu ultrasonograficznym
(USG) stwierdzono powiekszona Sledzione o diugo-
§ci 170 mm. W trepanobiopsji szpik wykazywatl
zwiekszong komorkowo$¢; przewazala linia granu-
locytowa z zachowanym dojrzewaniem. Zwracaly
uwage liczne, atypowe duze 1 male megakariocyty
w skupieniach, zlokalizowane okolobeleczkowo oraz
wlbknienie retikulinowe podScieliska w stopniu 2.
wedlug EUMNET (European Myelofibrosis Network)
(ryc. 1.A, B). Zgodnie z kryteriami WHO z 2001
roku rozpoznano przewlekla idiopatyczna mielofi-
broze [12]. W tym czasie nie wykonano badan mo-
lekularnych 1 cytogenetycznych, ale w 2012 roku
przeprowadzono retrospektywng ocene technika
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH fluore-
scence in situ hybridization), pod katem obecnosci
genu fuzyjnego BCR-ABLI, w jadrach interfazo-
wych izolowanych z materiatu trepanobiopsyjnego
pobranego od chorej w 2004 roku. Analiza 65 ko-

morek nie wykazata obecnoSci BCR-ABL charak-
teryzujacego CML. W tym okresie chorg systema-
tycznie monitorowano; wskazniki morfologiczne
utrzymywaly sie na stabilnym poziomie, nie wyma-
gala leczenia cytoredukcyjnego ani przetaczania
koncentratow krwinek czerwonych (kkcz) czy plyt-
kowych (kkp).

W czerwcu 2008 roku doszlo do zwiekszenia
leukocytozy do 29 G/1, w tym mieloblasty stanowi-
ty 2%, promielocyty — 3%, mielocyty — 8%, me-
tamielocyty — 23%, granulocyty paleczkowate —
9%, granulocyty obojetnochionne — 23%, kwaso-
chtonne — 1%, zasadochtonne — 19%, limfocyty
— 10%, a monocyty — 2%; widoczne byly krwinki
w ksztalcie tez i erytroblasty. Utrzymywala sie nie-
dokrwisto$¢ (Hb 9,5 g/dl) przy prawidlowej liczbie
PLT (320 G/1). Stwierdzano obnizong aktywno$¢
FAG (5 score). W badaniu USG opisano progresje
splenomegalii (237 mm). W trepanobiopsji szpiku
obserwowano progresje cech wioknienia 1 zwiek-
szong komorkowo$¢. Obserwowano ponadto liczne
dysplastyczne duze i mate megakariocyty w skupie-
niach, zlokalizowane okolobeleczkowo, hematopo-
eze wewnatrzzatokowa, nasilone wioknienie reti-
kulinowe podScieliska (stopien 3.) oraz liczne po-
szerzone sinusoidy. Linia granulocytowa wykazy-
wala cechy odmlodzenia, za$ linia czerwonokrwin-
kowa byla relatywnie ubozsza (ryc. 1.C, D). Anali-
za kariotypu komorek szpiku kostnego wykazala
obecnos$¢ translokacji (9;22)(q34;q11) w 65% me-
tafaz. Badanie molekularne metoda reakcji fancu-
chowej polimerazy (PCR, polymerasie chain reac-
tion) potwierdzilo obecno$c¢ transkryptu BCR-ABL
p210. Nie stwierdzono mutacji V617F w genie JAK2.

Wystepowanie genu fuzyjnego BCR-ABL, brak
mutacji V617F genuJAK2, wzrost leukocytozy z prze-
sunieciem w lewo, zwiekszenie odsetka granulocy-
tow zasadochtonnych oraz obnizona aktywnos$¢
FAG, przy charakterystycznej dla PMF morfologii
szpiku, a szczegdlnie megakariocytow, stworzyly
problem we wlasciwej klasyfikacji tej choroby.
Zgodnie z kryteriami WHO z 2008 roku [1], wedlug
ktorych obecno$c genu fuzyjnego BCR-ABL wyKklu-
cza diagnoze PMF, u chorej rozpoznano CML o aty-
powe]j prezentacji histopatologicznej przypominaja-
cej mielofibroze 1 w lipcu 2008 roku wigczono le-
czenie imatynibem w dawce 400 mg.

Po 2 miesiacach leczenia wystapita niedokrwi-
sto§¢ (Hb 6,7 g/dl) 4. stopnia wediug WHO wyma-
gajaca przetaczania kkcz 1 czasowego odstawienia
leku. Ponowne wiaczenie inhibitora kinazy, nawet
w zmniejszonych dawkach (300 mg, 200 mg,
100 mg), nie zapobiegalo bardzo ciezkiej niedokrwis-
toSci. Po 10 miesigcach stosowania imatynibu,
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Rycina 1. Obraz histopatologiczny trepanobiopsji szpiku chorej na przewlektg biataczke szpikowg wtérnag do pierwot-
nej mielofibrozy: A. Badanie 1 (2004 r.). Szpik o zwiekszonej komaérkowosci z proliferacja linii granulocytowej. Liczne
atypowe duze i mafe megakariocyty w skupieniach, w lokalizacji okotobeleczkowej. Barwienie hematoksyling
i eozyng (H&E), x 100; B. Widknienie retikulinowe podscieliska w stopniu 2. Barwienie metodg Gomoriego, X 100;
C. Badanie 2 (2008 r.): progresja mielofibrozy. Szpik o zwiekszonej komdérkowosci, liczne atypowe duze i mate mega-
kariocyty. Barwienie H&E, x 200; D. Nasilone widknienie retikulinowe podscieliska (stopien 3.) oraz poszerzone sinuso-
idy. Barwienie metodg Gomoriego, X 200; E. Badanie 3 (2011 r.). Szpik o zwiekszonej komdrkowosci z przewaga linii
granulocytowej z odmtodzeniem. Linia czerwonokrwinkowa zubozata. Dysplastyczne duze i mate megakariocyty.
Hematopoeza wewnatrzzatokowa. Barwienie H&E, x 100; F. Widknienie retikulinowe podscieliska (stopien 3.). Bar-
wienie metodg Gomoriego, X 100

Figure 1. Bone marrow trephine biopsy of the patient with chronic myeloid leukemia evolving secondary to primary
myelofibrosis: A. The first pathology report (2004). Hypercellular bone marrow with granulocytic proliferation.
Numerous large and small atypical megakaryocytes in clusters adjacent to endoosteum. Hematoxylin & eosin (H&E)
stain, X 100; B. Reticulin fibrosis (stage 2). Gomori stain, X 100; C. The second pathology report (2008): progression
of myelofibrosis. Increased bone marrow cellularity. Numerous large and small atypical megakaryocytes and nume-
rous dilated sinusoids. H&E stain, x 100; D. Marked reticulin fibrosis (stage 3). Gomori stain, X 200; E. The third
pathology report (2008). Hypercellullar bone marrow. Left-shift in granulopoiesis, reduced erythropoiesis. Dysplastic
large and small megakariocytes. Intrasinusoidal hematopoeiesis. H&E stain, x 200; F. Reticulin fibrosis (grade 3).
Gomori stain, x 200
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Rycina 2. Cytogenetyczna i molekularna analiza przeprowadzona u chorej na przewlektg biataczke szpikowag wtdrnag
do pierwotnej mielofibrozy: A. Wynik badania metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ jader interfazowych
izolowanych z materiatu trepanobiopsyjnego wskazuje prawidtowy obraz sygnatéw specyficznych dla genow BCR
(zielony) i ABL1 (czerwony, Vysis); B. Kariogram prezentujgcy izolowang translokacje t(9;22)(q34;q11.2); C. Kariogra-
my nieprawidfowych linii komérkowych Ph— (aberracje wskazano strzatkami); D. Wynik sekwencjonowania eksonu

12 genu ASXL1 wykazujgcy mutacje ,stop kodon”

Figure 2. Cytogenetic and molecular analysis performed in the patient with chronic myeloid leukemia evolving
secondary to primary myelofibrosis: A. The FISH test of interphase nuclei isolated from bone marrow shows correct
signal of genes BCR (green) and ABL17 (red, Vysis); B. Karyogram (karyotype) presents isolated translocation t(9; 22)
(g34; 911.2); C. Karyograms of abnormal Ph-cell lines (aberrations indicated by arrows); D. DNA sequencing of exon
72-coding gene ASXL 17, demonstrating “stop codon” mutation

w kwietniu 2009 roku, nie uzyskano wiekszej od-
powiedzi cytogenetycznej. W zwiazku z nieskutecz-
noScia oraz zlIg tolerancja leczenia odstawiono ima-
tynib. Wiaczono danazol w dawce 200 mg oraz en-
corton w dawce 20 mg.

Po 4 miesigcach od odstawienia imatynibu ob-
serwowano wzrost leukocytozy do 133 G/1, przy
stezeniu Hb 11,3 g/dl i liczbie PLT 364 G/1, W roz-
mazie krwi obwodowej mieloblasty stanowily 8%,
promielocyty — 10%, mielocyty — 10%, metamie-

locyty — 12%, granulocyty pateczkowate — 23%,
granulocyty obojetnochionne — 16%, kwasochlon-
ne — 3%, zasadochtonne — 4%, limfocyty — 7%,
za$§ monocyty — 1%; widoczne byly krwinki
w ksztalcie tez i erytroblasty. W badaniu przedmio-
towym dominowala hepatosplenomegalia, a w bada-
niu USG wielko$§¢ §ledziony okreslono na 200 mm.
Wiaczono leczenie cytoredukcyjne hydroksymoczni-
kiem (HU, hydroxyurea) 1 6-merkaptopuryna (6-MP),
uzyskujac po 6 miesigcach, tj. w maju 2010 roku,
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prawidlowa leukocytoze. JednoczeSnie chora wyma-
gala przetoczen kkcz co 1-2 miesigce. Do pazdzier-
nika 2011 roku jej stan kliniczny pozostawat stabil-
ny, liczby krwinek bialych 1 PLT utrzymywaly sie
w granicach normy, a w rozmazie krwi obwodowe]
obserwowano przesuniecie w lewo. Ze wzgledu na
zwiekszajace sie zapotrzebowanie na przetoczenia
kkez 1 postepujaca splenomegalie (w badaniu USG
diugo$c¢ $ledziony ok. 280 mm) dokonano ponow-
nej oceny hematologicznej. W badaniu morfologicz-
nym stwierdzano leukocytoze 25,8 G/1, warto§¢ Hb
4,1 g/dl, liczbe PLT 428 G/1, natomiast w rozmazie
krwi obwodowej mieloblasty stanowily 9%, promie-
locyty — 1%, mielocyty — 4%, metamielocyty —
6%, granulocyty paleczkowate — 17%, granulocy-
ty obojetnochlonne — 45%, zasadochtonne — 8%,
limfocyty — 8%, monocyty — 2%. W badaniu hi-
stopatologicznym szpik wykazywal zwiekszong ko-
morkowo§¢. Dominowata linia granulocytowa
(MPO+) z odmlodzeniem. Komoérki blastyczne
z ekspresja w CD117 stanowily okoto 5% komorek
linii granulocytowej, a z ekspresja CD34 — okoto
1%. Linia czerwonokrwinkowa (CD71+) bylta zubo-
zala z niewielka dyserytropoeza. Obserwowano licz-
ne megakariocyty, postacie dysplastyczne duze
1 male w skupieniach okolobeleczkowych. Nasilito
sie wioknienie retikulinowe podscieliska (3. sto-
pien). Widoczne byly takze hematopoeza wewnatrz-
zatokowa i zlogi hemosyderyny w podScielisku.
Morfologicznie rozpoznano zaawansowang PMF
ze zwiekszonym odsetkiem blastow (ryc. 1.E, F).
W badaniu cytogenetycznym, wykonanym w paz-
dzierniku 2011 roku, stwierdzono 100% metafaz
(25/25) z translokacja t(9;22)(q34;q11.2). Badanie
technika FISH potwierdzitlo wystepowanie genu
fuzyjnego BCR-ABL. Wykluczono delecje genow
ATM 1 TP53. Analiza molekularna nie wykazata
obecnosci mutacji JAK2 V617F ani mutacji w dome-
nie kinazowej genu BCR-ABL.

Zdecydowano o ponownym wlaczeniu inhibito-
ra kinazy tyrozynowej — nilotynibu w dawce 2 razy
400 mg, przy jednoczesnym podawaniu hydroksy-
mocznika w dawce 500 mg/dobe. Ze wzgledu na
utrzymujaca sie gleboka niedokrwisto$¢ (Hb 5-6 g/
/dl) chora nadal wymagata przetoczen kkcz, co 3—
—4 tygodnie. Analiza kariotypu w marcu 2012 roku,
po 3 miesigcach leczenia nilotynibem, wykazata era-
dykacje klonu Ph+ z obecno$cig dwoch nieprawi-
dtowych linii komérkowych obcigzonych w pierw-
szym klonie izolowang delecja 20q oraz kariotypem
zlozonym w drugiej linii komorkowe;j. Stwierdzono
klonalne aberracje chromosomowe w postaci dele-
cji terminalnej 5q, monosomii chromosomu 6 pary,
translokacji t(X;12) i chromosomu markerowego;

w jednej komorce stwierdzono izolowang translo-
kacje t(7;14) (ryc. 2.C). Jednocze$nie, w celu wery-
fikacji rozpoznania, przeprowadzono retrospek-
tywna analize mutacji w genach zaangazowanych
w patogeneze mieloproliferacji JAK2 1 ASXL1I (ek-
son 12), IDHI1/IDH?2 (ekson 4), MPL (ekson 10),
CBL (eksony 8,9), TET2 (eksony 4-11) oraz EZH2
(eksony 2-20) w probce krwi pobranej w 2008 roku
1 aspiracie szpiku kostnego z 2011 roku. Zidentyfi-
kowano mutacje prowadzacg do przedwczesnej
terminacji translacji w genie ASXL1 w klonie
BCR-ABL+ (p.R417*, w odniesieniu do sekwencji
referencyjnej NM_015338.5) tylko w komorkach
szpiku kostnego z 2011 roku (ryc. 2.D). Dodatko-
wo stwierdzono mutacje w genach TET2 1 EZH2,
najprawdopodobniej o charakterze polimorficznym.

Utrzymano leczenie nilotynibem. W badaniach
morfologicznych obserwowano tendencje do leuko-
penii 1 matoptytkowos$ci niewymagajaca zmiany
dawkowania nilotynibu. W ocenie przeprowadzone;j
w lipcu 2012 roku obserwowano progresje sple-
nomegalii (dlugosé $ledziony w badaniu USG —
310 mm); utrzymywalo sie wysokie zapotrzebowa-
nie na przetoczenia kkcz (6-7 j. co 4 tygodnie). Po-
nowna ocena kariotypu, w lipcu 2012 roku, wyka-
zala utrzymujaca sie remisje klonu CML oraz obec-
no$¢ trzech nieprawidlowych linii komoérkowych
Ph-. W klonie komoérek Ph—, obcigzonych karioty-
pem zlozonym, wykazano dodatkowo wtorng aber-
racje strukturalng Swiadczaca o progresji zmian
cytogenetycznych. Analiza molekularna wykazata
wieksza odpowiedZz molekularng — obecno$c 0,08%
transkryptu BCR-ABL p210, w ktérym nie stwier-
dzono juz mutacji genu ASXLI.

Po wykonaniu retrospektywnych badan cytoge-
netycznych i molekularnych, analizujac przebieg Kkli-
niczny choroby 1 obrazy histopatologiczne szpiku,
rozpoznano u chorej wspolistnienie PMF 1 CML. Nie
stwierdzono mutacji wskazujacych na klonalnos$¢
mielofibrozy, takich jak JAK2, MPL, IDH1/IDH?2,
TET2, CBL, EZH2 1 ASXL1, ale wedlug kryteriow
WHO z 2008 roku ich obecnos$¢ nie jest koniecznym
warunkiem powyzszego rozpoznania. Ponadto, ze
wzgledu na brak odpowiedniego materiatu do badan,
nie mozna bylo retrospektywnie wykonac tych ozna-
czen na poczatku choroby w 2004 roku. Rearanzacja
BCR-ABL byta wtérnym zaburzeniem genetycznym,
poniewaz nie stwierdzano jej na poczatku choroby
(2004 r.). Pojawienie sie jej w 2008 roku nie miato
wplywu na obraz histopatologiczny szpiku, ale obser-
wowano pewne cechy kliniczne CML, takie jak:
wzrost leukocytozy z przesunieciem w lewo, zwiek-
szenie odsetka granulocytow zasadochtonnych i ob-
nizona aktywno$§¢ FAG. Aktualne badania kariotypu
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wskazuja na obecno$¢ czterech linii komorkowych:
jednej z eradykacja klonu Ph+ i trzech linii Ph—:
pierwszej obciazonej delecjg 20q, drugiej z karioty-
pem zlozonym oraz trzeciej z translokacja t(7;14), co
Swiadczy o niestabilnoSci genetycznej i mozliwosci
rozwoju kryzy blastyczne;j.

Dyskusja

Podstawa rozpoznania PMF wedtug WHO jest
spelnienie trzech wiekszych i dwoch mniejszych
kryteriow tej choroby [2]. W opisanym przypadku
rozpoznano PMF na podstawie: wystepowania pro-
liferacji 1 atypii megakariocytow z widknieniem re-
tikulinowym podScieliska w trepanobiopsji szpiku,
braku kryteriow WHO dla PV, CML, zespotu mie-
lodysplastycznego lub innych nowotworow mielo-
idalnych (2 kryteria wieksze) oraz wystepowania
leukoerytroblastozy, niedokrwistoSci 1 splenomega-
lii w badaniu przedmiotowym (3 kryteria mniejsze).
Trzecim wiekszym kryterium rozpoznania PMF jest
wykazanie obecno$ci mutacji V617F genu JAK2 lub
innego markera wzrostu klonalnego (np. MPLW515L/
/K) lub w przypadku braku markera klonalnoSci,
wykluczenie widknienia szpiku z powodu choroby
zapalnej lub innego nowotworu. Jak juz wspomnia-
no, w 40-50% przypadkow PMF nie stwierdza sie
zadnych mutacji wskazujacych na klonalno§é cho-
roby [8].

Obecno$¢ chromosomu Ph jest natomiast czyn-
nikiem ro6znicujacym CML z innymi MPN. Samo
wystepowanie rearanzacji BCR-ABL nie upowaznia
jednak do rozpoznania CML, poniewaz muszg jej
towarzyszy¢ inne, typowe kryteria kliniczne i mor-
fologiczne. W piSmiennictwie opisano przypadki
wystepowania tej aberracji u chorych na ostra bia-
faczke limfoblastyczna, ostra biataczke szpikowa,
w rzadkich przypadkach chioniakow, szpiczaka
1 przewleklej bialaczki neutrofilowej [13-19]. Opisa-
no réwniez, ze zaro6wno u zdrowych osob, jak i u pa-
cjentow z przewleklymi MPN Ph-, stwierdza sie
obecno$c¢ transkryptu BCR-ABL [20, 21]. Niekto-
rzy badacze uwazaja, ze MPN Ph+ i/lub z genem
BCR-ABL p210 sa tylko klinicznymi wariantami
CML, w ktérych klasyczne cechy CML moga sie
rozwinaC dopiero po kilku latach od rozpoznania
MPN [22, 23]. Przyktadem jest ET z obecnoScia
BCR-ABL opisywana jako przypadki CML rozpo-
czynajace sie faza trombocytemiczna (CML of
thrombocytemic onset), ktorej nie towarzysza inne
objawy CML [24-26].

W prezentowanym przypadku autorzy odrzu-
cili hipoteze, ze jest to kliniczny wariant CML,
w ktorym obraz histopatologiczny szpiku odpowiada

mielofibrozie, poniewaz w retrospektywnej ocenie
materialu trepanobiopsyjnego, pobranego od cho-
rej w 2004 roku, nie stwierdzono obecnoS$ci genu
fuzyjnego BCR-ABL.

Najbardziej dyskusyjne jest rozstrzygniecie,
czy mamy do czynienia ze wspoélistnieniem PMF
1 CML, wywodzacych sie z dwoch réznych klonow
komoérkowych, czy tez jest to PMF z obecno$cig
chromosomu Ph lub transformacja PMF w CML.

U prezentowanej chorej, po 4 latach od rozpo-
znana PMF oraz od 10 lat od pojawienia sie nadplyt-
kowosSci, rozwinely sie objawy kliniczne oraz cyto-
genetyczne 1 molekularne CML (wzrost leukocyto-
zy > 100 G/1, bazofilia krwi obwodowej 19%,
obnizona aktywno$¢ FAG, progresja splenomega-
lii, obecno$¢ chromosomu Ph 1 genu fuzyjnego BCR-
-ABL). Jednak morfologia szpiku nadal wykazywata
cechy charakterystyczne dla PMF, nie obserwowa-
no typowych dla CML megakariocytow, a w linii
granulocytowej stwierdzano cechy odmlodzenia.

W piSmiennictwie opisano pojedyncze przypad-
ki rozwoju CML w przebiegu wcze$niej istniejace]
PMF [27, 28]. Laibe i wsp. [27] opisali przypadek
wspolistnienia PMF 1 CML u pacjenta z obecno$cia
dwoch cytogenetycznych klonow komorkowych —
jednego z del (13)(q12q21) i drugiego z t(9;22)(q34;q11).
Zastosowanie imatynibu spowodowalo eradykacje
klonu Ph+ i wzrost klonu z del 13q [27]. W prezen-
towanym przypadku wlaczenie nilotynibu takze
doprowadzilo do eliminacji klonu Ph+ i ujawnienia
sie dwoch linii komorkowych Ph—, w tym jednej
z del (20q), ktora obok del(13q), trisomii +8 1 +9
stanowi najczestsza aberracje chromosomalng
w przewlektych MPN. Moze to by¢ posredni dowod
na istnienie, rowniez u opisanej chorej, dwoch klo-
nalnych linii komoérkowych, z ktorych kazda zapo-
czatkowala rozwoj jednej z dwoch réznych chorob.
Wykrycie mutacji ASXL1 w klonie BCR-ABL po-
twierdza dane z piSmiennictwa wskazujace, ze mu-
tacja ASXL1, cho¢ do§¢ czesta, nie jest specyficzna
dla PMF i moze wystepowac rowniez we wszyst-
kich fazach CML [29, 30].

Nalezy uwzgledni¢ rowniez mozliwo$¢ ewolu-
¢jiistniejacej PMF w CML. Jednak takie przypadki
dotycza chorych na MPN z obecnoScig mutacji
V617F JAK2, u ktérych w zmutowanych komorkach
JAK2(+) wystapita translokacja t(9;22) [31-33].
U tej pacjentki nie stwierdzono mutacji w genie
JAK?2, a ponadto w obrazie histologicznym szpiku,
kluczowym dla r6znicowania MPN, wyglad mega-
kariocytow pozostawal charakterystyczny dla PMF.

W piSmiennictwie opisano jeden przypadek
mielofibrozy z obecnos$cia chromosomu Ph. U pa-
cjenta, podobnie jak u tej chorej, nie stwierdzono
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markeréw molekularnych charakterystycznych dla
MPN. Autorzy zwrocili jednak uwage, ze chory nie
odnidst korzySci z zastosowania imatynibu, a gle-
boka trojukiadowa cytopenia wymagata odstawienia
leku [34]. Kantarjian 1 wsp. wykazali, ze u chorych
na CML z towarzyszacym zwldknieniem szpiku
4. stopnia istnieje tendencja do gorszej odpowiedzi
cytogenetycznej. U chorych z mniejszym stopniem
zwloknienia imatynib moze prowadzi¢ nawet do
odwrocenia procesu widknienia szpiku [35]. Brak
odpowiedniej ilo§ci materiatu do badan uniemozli-
wil retrospektywne oznaczenie mutacji wskazuja-
cych na klonalno§¢ PMF u opisanej chorej. Jednak
rownoczesny brak rearanzacji BCR-ABL na poczat-
ku choroby, tj. w 2004 roku, pozwala na wniosko-
wanie, ze aberracja ta byla wtérnym zaburzeniem
genetycznym, co sugeruje pojawienie sie nowego
klonu komorkowego u chorej na PMF.

Podsumowanie

Podsumowujac, opisany przypadek dowodzi,
jak trudne sa niekiedy klasyfikacja i leczenie PMN,
zwlaszcza w sytuacji, gdy mozliwe jest wystepowa-
nie wiecej niz jednego patologicznego klonu komor-
kowego. Nalezy zachowac ostrozno§é w przypadku,
gdy nie ma koincydencji miedzy zmianami cytoge-
netycznymi i molekularnymi a wynikami histopa-
tologicznymi szpiku, przebiegiem choroby lub od-
powiedzig na leczenie. Duze znaczenie w takich
przypadkach ma monitorowanie cytogenetyczne
1 molekularne, ktore nie tylko umozliwia dokonanie
wlaSciwego rozpoznania MPN, ale rowniez, co
przedstawiono w niniejszej pracy, pozwala na iden-
tyfikacje nowych klonow komorkowych prowadza-
cych do rozwoju kolejnego nowotworu.

PiSmiennictwo

1. Thiele]., Kvasnicka H.M., Tefferi A. i wsp. Primary myelofibro-
sis. W: Swerdlow S.H., Campo E., Harris N.L. (red.). WHO Clas-
sification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues.
TARC Press, Lyon 2008: 44.

2. Marasca R., Luppi M., Zucchini P., Longo G., Torelli G., Emilia G.
Might essential thrombocythemia carry Ph anomaly? Blood
1998; 8: abstrakt 3084.

3. Michiels J.J., Berneman Z., Schroyens W. i wsp. Philadelphia
(Ph) chromosome-positive thrombocythemia without features
of chronic myeloid leukemia in peripheral blood: natural history
and diagnostic differentiation from Ph-negative essential throm-
bocythemia. Ann. Hematol. 2004; 83: 504-512.

4. Takai K., Ushiki T., Nikkuni K., Hashidate H., Shibuya H.
Atypical myeloproliferative neoplasm with a small population of
Philadelphia chromosome-positive clones in the bone marrow.
Rinsho Ketsueki 2011; 52: 73-77.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Heller P., Kornblihtt L.I., Cuello I. i wsp. BCR-ABL transcripts
may be detected in essential thrombocythemia but lack clinical
significance. Blood 2001; 98: 1990-1991.

Tefferi A., Mesa R.A., Schroeder G., Hanson C.A., Li Ch-Y.,
Dewald G.W. Cytogenetic findings and their relevance in my-
elofibrosis with myeloid metaplasia. Br. J. Haematol. 2001; 113:
763-771.

Tefferi A., Skoda R., Vardiman J.W. Myeloproliferative neo-
plasm: contemporary diagnosis using histology and genetics.
Nat. Rev. Clin. Oncol. 2009; 6: 627-637.

Tefferi A. Novel mutations and their functional and clinical rele-
vance in myeloproliferative neoplasm: JAK2, MPL, TET2, ASXL1,
CBL, IDH A and IKZF1. Leukemia 2010; 24: 1128-1138.

Ricci C., Spinelli O., Salmoiraghi S., Finazzi G., Carobbio A.,
Rambaldi A. ASXL1 mutations in primary and secondary my-
elofibrosis. Br. J. Haematol. 2011; 156: 402—-414.

Stein B.L., Williams D.M., O’Keefe C. i wsp. Disruption of the
ASXL1 gene is frequent in primary, post-essential thrombocytosis
and post-polycythemia vera myelofibrosis, but not essential throm-
bocytosis or polycythemia vera: analysis of molecular genetics and
clinical phenotypes. Haematologica 2011; 96: 1462-1469.

Tefferi A., Vardiman J.W. Classification and diagnosis of myelo-
proliferative neoplasms: the 2008 World Health Organization
criteria and point-of-care diagnostic algorithms. Leukemia 2008;
22:14-22.

Thiele J., Pierre R., Imbert M. i wsp. Chronic idiopathic myelofi-
brosis. W: Jaffe E.S., Harris N.L., Stein H., Vardiman J.W. (red.).
World Health Organization classification of tumours. Pathology
and genetics of tumours of haematopoietic and lymphoid tis-
sues. JARC Press, Lyon 2001: 35.

Klco J.M., Kreisel F.H., Zehnbauer B.A., Kulkarni S., Hassan A.,
Frater J.L. The spectrum of adult B-lymphoid leukemias with
BCR-ABL: molecular diagnostic, cytogenetic, and clinical labo-
ratory perspectives. Am. J. Hematol. 2008; 83: 901-907.

Roth C.G., Contis L., Gupta S., Agha M., Safyan E. De novo acute
myeloid leukemia with Philadelphia chromosome (BCR-ABL)
and inversion 16 (CBFB-MYH11): report of two cases and re-
view of the literature. Leuk. Lymphoma 2011; 52: 531-535.
Mann G., Trebo M.M., Haas O.A. i wsp. Philadelphia chromo-
some-positive mature B-cell (Burkitt cell) leukaemia. Br. J. Hae-
matol. 2002; 118: 559-562.

Callet-Bauchu E., Salles G., Gazzo S., Dalle S., Berger F., Hayette S.
Identification of a novel e8/a4 BCR/ABL fusion transcript in
a case of a transformed Sézary syndrome. Haematologica 2007;
92:1277-1278.

Mitani K., Sato Y., Tojo A. i wsp. Philadelphia chromosome posi-
tive B-cell type malignant lymphoma expressing an aberrant
190 kDa bcr-abl protein. Br. J. Haematol. 1990; 76: 221-225.
Roper N., Deangelo D., Kuo F., dal Cin P., Ghobrial 1., Aster J.C.
An asymptomatic 61-year-old man with BCR-ABL-positive bone
marrow following autologous transplantation for multiple my-
eloma. Am. J. Hematol. 2010; 85: 944-946.

Gregoire M.]., Latger-Cannard V., Staal A. i wsp. Identification
of an acute basophilic leukaemia carrying a rare e6a2 BCR-ABL
transcript. Acta Haematol. 2006; 116: 216-218.

Bose S., Deininger M., Gora-Tybor J., Goldman J.M., Melo J.V.
The presence of typical and atypical BCR-ABL fusion genes in
leukocytes of normal individuals: biologic significance and impli-
cations for the assessment of minimal residual disease. Blood
1998; 92: 3362-3367.

278 www.hematologia.viamedica.pl



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Bozena Katarzyna Budziszewska i wsp., CML u pacjentki z pierwotna mielofibroza

Song J., Mercer D., Xiaofeng Hu X., Henry Liu H., Li M.M.
Common leukemia- and lymphoma-associated genetic aberra-
tions in healthy individuals. J. Mol. Diagn. 2011; 13: 213-219.
Emilia G., Luppi M., Ferrari M.G. i wsp. Chronic myeloid leukemia
with thrombocythemic onset may be associated with different
BCR/ABL variant transcripts. Cancer Genet. Cytogenet. 1998;
101: 75-77.

Cervantes F., Colomer D., Vives-Corrons J.L., Rozman C.,
Montserrat E. Chronic myeloid leukemia of thrombocythemic
onset: a CML subtype with distinct hematological and molecular
features? Leukemia 1996; 10: 1241-1243.

Cesar J.M., Cabello P., Ferro T., Navarro J.L. Emergence of
chronic myelogenous leukemia in a patient with primary throm-
bocythemia and absence of BCR/ABL rearrangement. Cancer
Genet. Cytogenet. 2006; 167: 74-77.

Marasca R., Luppi M., Zucchini P., Longo G., Torelli G., Emilia G.
Might essential thrombocythemia carry Ph anomaly? Blood
1998; 91: 3084-3085.

Tefferi A. Ultra high platelet count might be a characteristic
feature of chronic myeloid leukemia rather than essential throm-
bocythemia. Leuk. Res. 2007; 31: 416-417.

Laibe S., Tadrist Z., Arnoulet C., Sainty D., Mozziconacci M.J. A
myeloproliferative disorder may hide another one. Leuk. Res.
2009; 33: 1133-1136.

Bennett M., Chubar E. Chronic myeloid leukemia evolving after
idiopathic myelofibrosis. Isr. Med. Assoc. J. 2007; 9: 562-563.

www.hematologia.viamedica.pl

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

Boultwood J., Perry J., Zaman R. i wsp. High-density single nu-
cleotide polymorphism array analysis and ASXL1 gene mutation
screening in chronic myeloid leukemia during disease progres-
sion. Leukemia 2010; 24: 1139-1145.

Makishima H., Jankowska A.M., McDevitt M.A. i wsp. CBL,
CBLB, TET2, ASXLI, and IDHI/2 mutations and additional
chromosomal aberrations constitute molecular events in chro-
nic myelogenous leukemia. Blood 2011; 117: €198-e206.
Hummel J.M., Kletecka M.C., Sanks J.K. i wsp. Concomitant
BCR-ABLI translocation and JAK2V617F mutation in three pa-
tients with myeloproliferative neoplasms. Diagn. Mol. Pathol.
2012; 21: 176-183.

Bornhduser M., Mohr B., Oelschlaegel U. i wsp. Concurrent
JAK2(V617F) mutation and BCR-ABL translocation within com-
mitted myeloid progenitors in myelofibrosis. Leukemia 2007;
21: 1824-1826.

Pardini S., Fozza C., Contini S. i wsp. A case of coexistence
between JAK2V617F and BCR/ABL. Eur. J. Haematol. 2008; 81:
75-76.

Chen F., Zhang C., Wang W. i wsp. A case of Philadelphia-chro-
mosome positive chronic idiopathic myelofibrosis. Leuk. Res.
2008; 32: 665-667.

Kantarjian H.M., Bueso-Ramos C.E., Talpaz M. i wsp. Signifi-
cance of myelofibrosis in early chronic-phase, chronic myeloge-
nous leukemia on imatinib mesylate therapy. Cancer 2005; 104:
777-780.

279



