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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Ostre biataczki szpikowe (OBS) stanowig niejednorodna grupg chordéb, zréznicowana pod wzgle-
dem przebiegu, odpowiedzi na terapi¢ oraz zmian cytogenetycznych i molekularnych. Zmiany
te maja znaczenie prognostyczne. Korzystnie rokuja chorzy z t(8;21), inv(16)/t(16;16) i t(15;17).
Chorzy z prawidlowym kariotypem i aberracjami: +6, +8, =Y, t(9;11) i del(12p) naleza do gru-
py rokowania posredniego. W przypadku chorych ze ztozonym kariotypem lub zmianami typu:
inv(3)/t(3;3), t(6;9), -5, =7, del(5q), del(7q), rearanzacje 11q23 — rokowanie jest niekorzystne.
Do niekorzystnych molekularnych czynnikéw prognostycznych zalicza sig: amplifikacje C-MYC,
amplifikacje i rearanzacje MLL, FLT3-1TD, mutacje WT1, nadekspresje¢ BAALC, ERG i MN1I.
Mutacje genéw CEBPA i NPM 1 uznaje si¢ za korzystne czynniki prognostyczne. Istotne rokow-
niczo w OBS sa takze zmiany ekspresji niektérych miRNA.

Heterogennos¢ OBS uzasadnia potrzebe prowadzenia badan cytogenetycznych i molekularnych
w celu okreslenia zmian m.in. u chorych z prawidtowym kariotypem w klasycznym badaniu cy-
togenetycznym. Techniki macierzowe umozliwiaja analiz¢ genomowego DNA oraz profilowanie
ekspresji genéw w poszukiwaniu sygnatur prognostycznych i predykcyjnych.

ostra biataczka szpikowa * zmiany genetyczne * czynniki prognostyczne * mikromacierze CGH
* mikroRNA
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Summary

Acute myeloid leukemia (AML) constitutes a group of diseases that are very heterogeneous with re-
gard to clinical course, response to therapy as well as cytogenetic aberrations and gene mutations.
Such lesions are of prognostic value. Patients with t(8;21), inv(16)/t(16;16) or t(15;17) have a favo-
rable prognosis. Patients with normal karyotype and aberrations +6, +8 —Y, t(9;11) and del(12p) are
classified in the group of intermediate prognosis. In the case of patients with complex karyotype or
with the aberrations inv(3)/t(3;3), t(6;9), -5, -7, del(5q), del(7q) and 11q23 rearrangements, the pro-
gnosis is poor. Unfavorable molecular factors include C-MYC amplification, MLL amplification and
rearrangement, FLT3-ITD, WT1 mutation and overexpression of BAALC, ERG or MNI. The chan-
ges in miRNA expression may also be important for AML prognosis. That is why the cases with
normal karyotype (CN-AML) and cases with complex aberrations remain to be better characteri-
zed at the genetic level. Array technology enables the analysis of genomic DNA and gene expres-
sion. This approach may be used in the search for new prognostic and predictive markers in AML.

acute myeloid leukemia * genetic lesions * prognostic factors  array CGH * microRNA

* Praca zrealizowana w ramach projektu NN402187035.
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WPROWADZENIE

Ostra biataczka szpikowa (OBS, acute myeloid leukemia —
AML) jest choroba klonalna, w ktérej dochodzi do nadmier-
nej proliferacji i kumulacji niedojrzatych morfologicznie oraz
czynnosciowo komorek blastycznych [12]. Komorki te wy-
wodzg si¢ z prekursorowej, transformowanej nowotworowo
macierzystej komorki hematopoetycznej szpiku [12,15], z wy-
aczeniem linii limfoidalnej. OBS stanowi 75-80% przypad-
kéw ostrych biataczek u dorostych, natomiast u dzieci wyste-
puje w okoto 15% wszystkich przypadkéw [2]. W Europie
czgstos¢é wystegpowania i czgstos¢ zgondéw z powodu OBS
sg oceniane odpowiednio na 5-8 i 4-6/100000/rok [17].
Roczna liczba zachorowan zwieksza sie wraz z wiekiem do
10/100000/rok u 0séb powyzej 60 roku zycia. Biataczki wy-
stgpuja czegsciej u mezczyzn niz u kobiet (3:2) [27].

Ostra biataczke szpikowa dzieli si¢ na pierwotng i wtor-
na, w zaleznosci od tego czy rozwingla si¢ jako schorze-
nie pierwotne (de novo OBS), czy tez byla poprzedzona
zespolem mielodysplastycznym (MDS) lub rozwineta sig
w nastgpstwie radio- lub chemioterapii nowotworéw na-
rzadowych [2].

Stosowany przez wiele lat podziat ostrej biataczki szpiko-
wej wedtug klasyfikacji francusko-amerykarnsko-brytyj-
skiej (French-American-British — FAB) dostarczat gtéwnie
informacji na temat morfologii komérek biataczkowych.
Po6zniej zostal wzbogacony o badania cytochemiczne, ktére
pozwolity na bardziej precyzyjne okreslenie podtypu bia-
taczki [13]. Klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia
(World Health Organization — WHO) taczy w sobie ele-
menty klasyfikacji FAB oraz wyodrebnia r6zne pod wzgle-
dem biologicznym podtypy, ktére zostaty sklasyfikowane
w oparciu o cechy morfologiczne oraz zmiany cytogene-
tyczne i molekularne (tab. 1) [13].

Wiele czynnikéw wpltywa na prawdopodobieristwo uzy-
skania catkowitej remisji i prawdopodobienstwo dtugiego
przezycia z OBS: ogdlny stan zdrowia, potencjalna zdol-
nos¢ przezycia intensywnej chemioterapii oraz wiek cho-
rego w chwili rozpoznania [30].

Chemioterapia indukujaca remisje u dorostych chorych na
OBS pozwala na uzyskanie catkowitej remisji hematolo-
gicznej w okoto 60% przypadkéw. Umozliwia to konty-
nuacj¢ leczenia, w tym przeszczepienie szpiku kostnego.
Transplantacja macierzystych komérek hematopoetycznych
szpiku kostnego (bone marrow transplantation — BMT) lub
krwi obwodowej (peripheral blood stem cell transplanta-
tion — PBSCT) — autologiczna lub alogeniczna — pozwala
na uzyskanie dlugoletniego przezycia, odpowiednio u 50
i 70% chorych [2].

Zaawansowany wiek zwiazany jest z gorszym rokowa-
niem i zmniejsza szanse przezycia terapii indukcyjnej [23].
W starszych grupach wiekowych zwigksza si¢ odsetek cho-
rych wykazujacych opornos¢ na leczenie. Wiek moze tak-
ze warunkowa¢ wynik leczenia z tego powodu, ze OBS
u starszych os6b charakteryzuje si¢ odmienng biologia [57].
Komérki biataczkowe u takich chorych czgsciej wykazu-
ja ekspresje antygenu CD34 i genu MDR] (multidrug resi-
stance 1), kodujacego jedno z biatek opornosci wieloleko-
wej (P-glycoprotein 1 — PGP1). Odpowiada ono za aktywne
wypompowywanie cytostatykow z komorki, co zmniejsza
efektywnos¢ terapii. Tolerancjg¢ intensywnego leczenia cy-
tostatycznego ostabiaja dodatkowo schorzenia wspoétistnie-
jace. Przy ustalaniu strategii leczenia brane sa pod uwage
m.in. wyniki badari cytogenetycznych u chorych z OBS [23].

Udoskonalenie technik cytogenetycznych i wprowadzenie
badan molekularnych spowodowato wzrost znaczenia tych
metod przede wszystkim w diagnostyce, okresleniu roko-
wania oraz monitorowaniu choroby resztkowej u chorych
na OBS. Analiza cytogenetyczna i molekularna sa me-
todami komplementarnymi, rutynowo wykorzystywany-
mi w klinicznej praktyce hematologicznej. Identyfikacja
aberracji chromosomowych i mutacji punktowych na po-
czatku choroby ma decydujace znaczenie dla wiasciwego
rozpoznania OBS wg klasyfikacji WHO, oraz dla podje-
cia wlasciwego leczenia [13]. Istotne sa zwlaszcza bada-
nia obejmujace:

* mutacje czynnika aktywujacego transkrypcje genoéw
kodujacych receptory hematopoetycznych czynnikéw
wzrostu (core binding factor — CBF),

e rearanzacje genéw kodujacych receptory kwasu
retinowego,

e rearanzacje genow kodujacych koaktywatory transkryp-
cji (np. CREBBP, MYST3) [4,27].

Tylko dobrze potwierdzone klinicznie zmiany sa uwzgled-
niane w klasyfikacji WHO (tab. 1) [27].

CYTOGENETYCZNE CZYNNIKI PROGNOSTYCZNE

Proces onkogenezy jest nierozerwalnie zwiazany ze zmia-
nami genomu. Niektore z nich pojawiaja si¢ juz na etapie
inicjacji nowotworu, majac znaczenie dla jego patogene-
zy, inne rozwijaja si¢ jako zmiany wtérne. Zmiany genomu
moga obejmowac duze obszary (aberracje chromosomo-
we) lub dotyczy¢ pojedynczych genéw (mutacje punkto-
we). Najczesciej prowadza one do uposledzenia badz wy-
padnigcia funkcji gendéw (zmiany poziomu ekspresji genéw
i struktury/funkcji kodowanych przez nie biatek) lub —
zwlaszcza w wyniku przegrupowan — do utworzenia tzw.
genéw fuzyjnych, ktérych produkty nie wystgpuja w pra-
widlowych komérkach [18].
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Tabela 1. Podziat ostrych biataczek szpikowych wedtug WHO z 2008 roku [65]

L.p. Klasyfikacja WHO

1. Ostre biataczki z powtarzajacymi sie zmianami cytogenetycznymi:

1.1 0BS zt(8;21)(q22;922), (RUNXT-RUNXTTT)

1.2. 0BS z nieprawidtowa eozynofilia w szpiku, inv(16)(p13q22) lub t(16;16)(p13.1;q22), (CBFB-MYH11)

1.3. Ostra biataczka promielocytowa, t(15;17)(q22;21), (PML-RARA) i warianty

1.4. 0BS z nieprawidtowosciami 11q23 (MLL), t(9;11)(p22;923), (MLLT3-MLL)

15, OBSzt(6,9)(p23;q34), (DEK-NUP214)

1.6. 0BS zinv(3)(q21q26.2)/t(3;3)(q21;926.2), (RPNT-EVIT)

1.7. 0BS megakarioblastyczna z 1(1;22)(p13;q13), (RBM15-TMKLT)

18. 0BS z mutacja NPM1

1.9 0BS z mutacja CEBPA

2. Ostre biataczki szpikowe z wieloliniowa dysplazja:

2.1. 0BS z poprzedzajacym zespotem mielodysplastycznym lub mielodysplastyczno-mieloproliferacyjnym

2.2. 0BS bez poprzedzajacego zespotu mielodysplastycznego

3. Ostre biataczki szpikowe i zespoty mielodysplastyczne spowodowane uprzednim leczeniem:

3.1. 0BS po leczeniu zwigzkami alkilujacymi

3.2 0BS po leczeniu inhibitorami topoizomerazy Il

33. Inne typy

4. Ostre biataczki szpikowe niesklasyfikowane:

47. 0BS minimalnie zréznicowana (wg FAB M0)

4. 0BS bez cech dojrzewania (wg FAB M1)

43. 0BS z cechami dojrzewania (wg FAB M2)

44, 0BS mielomonocytowa (wg FAB M4)

45. Ostra biataczka monoblastyczna i monocytowa (wg FAB M5)

4.6. Ostra biataczka erytroblastyczna (wg FAB M6)

417. Ostra biataczka megakariocytowa (wg FAB M7)

438. Ostra biataczka bazofilowa

49, Ostra panmieloza ze zwtéknieniem (mielofibroza)

5. Migsak szpikowy (migsak mieloidalny)

6. OBS zwigzane z zespotem Downa

Niektére zmiany genomu sa charakterystyczne dla okreslonych
nowotworéw. Ich analiza ma nie tylko warto$¢ diagnostyczna,
rokownicza i predykcyjna. Przyczynia si¢ takze do rozwoju
badan w zakresie terapii celowanej, ukierunkowanej na swo-
ista biologiczna odmiennos¢ komérki nowotworowej [26].

Aberracje chromosomowe obecne w komérkach szpiku
lub krwi w chwili rozpoznania sa istotnymi niezalezny-
mi czynnikami, uwzglednianymi w rokowaniu i ustalaniu
strategii leczenia OBS [18,49]. Klonalne aberracje wystg-
puja u 60—70% chorych na OBS [5]. Dotychczas opisano
ponad 200 strukturalnych i liczbowych zaburzen, m.in.
translokacje zréwnowazone i niezréwnowazone, wzajem-
ne i niewzajemne, insercje, delecje, izochromosomy oraz

izolowane trisomie lub monosomie [25]. Czgstos¢ wy-
stgpowania tych zmian jest rézna, niektére opisano tyl-
ko w pojedynczych przypadkach. Istnieje korelacja mig-
dzy rodzajem wystgpujacych aberracji chromosomowych
a wiekiem chorych, np. t(8;21), inv(16) i t(15;17) czgSciej
stwierdza si¢ w mtodszej grupie wiekowej [13]. Niektore
aberracje strukturalne sg zwigzane z okreslonym podtypem
cytomorfologicznym biataczki wg FAB, np. translokacje
t(8;21) z podtypem M2; t(15;17), t(11;17), t(5;17) z pod-
typem M3; inv/del(16) z wariantem eozynofilowym OBS
M4 (OBS M4eo). Inne aberracje, np. +8, —7/del(7q) lub
del(5q), wystepuja w réznych typach OBS (czgsto wtdr-
nych), a takze w MDS i nie maja zwiazku z okreslonym
typem morfologicznym [67].
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Chorzy z t(8;21)(q22;q22) lub inv(16)(p13q22)/t(16;16)
(p13:;922), prowadzacymi do rearanzacji odpowiednio
CBFA lub CBFB (biataczki CBF) oraz chorzy z t(15;17)
(q22;921) sa zaliczani do grupy tzw. korzystnego ryzy-
ka cytogenetycznego [4]. Chorzy z t(15;17) maja bar-
dzo dobra prognoze, co zwiazane jest z dostgpnoscia le-
czenia celowanego preparatem ATRA, a chorzy z t(8;21)
1inv(16)/t(16;16) — dobra [68].

Translokacja t(8;21)(q22;922) wystepuje u 8—12% cho-
rych na OBS i u 20-40% chorych z podtypem M2 wg FAB
[24]. W wyniku t(8;21)(q22;q22) powstaje gen fuzyjny
RUNXI (AMLI, CBFA2) — RUNXITI (ETO, CBFA2TI)
[33]. Obecnos¢ antygenu CD56 w OBS z t(8;21) jest uwa-
zana za czynnik pogarszajacy rokowanie [13].

Inwersja chromosomu 16 [inv(16)] wystepuje z podobna
czestoscia u dorostych i starszych dzieci. Wsréd dorostych
dotyczy przede wszystkim mtodszej grupy wiekowej [28].
Zaburzenie to koreluje z wysoka leukocytoza w chwili roz-
poznania oraz hepatosplenomegalia. W wyniku inv(16)
powstaje gen fuzyjny CBFB-MYH]11, ktérego transkrypt
jest wykrywany metoda RT-PCR w okoto 10-12% przy-
padkéw pierwotnej OBS i u ponad 40% chorych na OBS
Md4eo [13]. Niewielkie zmiany w kariotypie w przypadku
inv(16) powoduja, ze trudno jest wykry¢ te aberracje¢ kla-
sycznymi metodami cytogenetycznymi [46].

Translokacja t(15;17)(q22;q21) wystgpuje u chorych z ostra
biataczka promielocytowa M3 wg klasyfikacji FAB. Ten
podtyp OBS wystepuje przede wszystkim u mtodych
dorostych i 0s6b w §rednim wieku. Rzadko wykrywa
si¢ t(15;17) u dzieci ponizej 12 miesiaca zycia [43].
Nastgpstwem translokacji jest powstanie genu fuzyjne-
go PML-RARA, ktory stwierdza sie w 5—15% wszyst-
kich przypadkéw OBS [13]. Biatko PML-RARA hamuje
apoptoze, zwigksza proliferacje komoérek oraz powoduje
zaburzenia mechanizmu naprawy DNA [50]. Obecnos¢
antygenu CD56 na powierzchni komérek biataczkowych
u chorych z t(15;17) jest stwierdzana rzadko, jednak jego
wystgpowanie jest zawsze zwiazane z gorszym przebie-
giem klinicznym choroby [28].

U 40—49% chorych na OBS obecne sa niewielkie zmiany
strukturalne chromosomoéw, niewykrywalne w standardo-
wym badaniu cytogenetycznym, czego nastgpstwem jest
prawidlowy wynik badania. Rozpoznanie prawidlowego ka-
riotypu mozna postawi¢ dopiero po doktadnej analizie, co
najmniej 20 metafaz komérek szpiku [58]. Chorzy z takim
prawidlowym kariotypem (cytogenetically normal AML —
CN-AML) stanowia najwigkszy odsetek OBS i sa klasyfi-
kowani do grupy posredniego ryzyka, razem z nosicielami
t(9;11) i trisomii chromosomu 8 (+8) [42].

Do grupy posredniego ryzyka cytogenetycznego klasyfi-
kowani sa réwniez chorzy z trisomia chromosomu 6 (+6).
Aberracja ta, jako izolowane zaburzenie cytogenetycz-
ne, jest charakterystyczna dla podtypu M1 OBS wg FAB.
Obecnos¢ dodatkowego chromosomu 6 stwierdza si¢ tak-
ze u chorych z MDS [13].

Kolejnym zaburzeniem kojarzonym z posrednim ryzykiem
u chorych na OBS jest utrata chromosomu Y. Odsetek ko-
morek z delecja chromosomu Y wzrasta z wiekiem, trudno

wiec czasem rozstrzygnaé, czy aberracja ta jest konsekwen-
cja naturalnego procesu starzenia si¢ organizmu, czy tez
jest zwiazana z obecnoscia klonu nowotworowego. Jednak
utrata chromosomu Y w wigkszosci metafaz (75—-100%)
wskazuje na jej zwiazek z procesem biataczkowym nawet
u starszych m¢zczyzn. Utrate chromosomu Y obserwuje
si¢ réwniez u chorych z przewlekltymi nowotworami mie-
loproliferacyjnymi, MDS, natomiast rzadko u oséb z cho-
robami limfoproliferacyjnymi [13].

Delecja krétkiego ramienia chromosomu 12 [del(12p)]
stwierdzana jest nie tylko w OBS (najczgsciej wtérnych),
ale takze w innych nowotworach uktadu krwiotworczego.
Jako izolowana zmiang del(12p) obserwuje si¢ u 1-2%
chorych na OBS. Czgsto réwniez towarzyszy ona aber-
racjom chromosoméw 5 i 7 [4]. Region chromosomu 12,
w ktérym doszto do ztamania, moze determinowac réz-
nice w przebiegu klinicznym choroby. Utrata mniejszego
fragmentu 12p wiaze si¢ z fagodniejszym przebiegiem kli-
nicznym OBS. Delecji wigkszego fragmentu 12p towarzy-
szg czesto dodatkowe zaburzenia chromosomowe, wtedy
rokowanie jest gorsze [13].

Chorzy z aberracjami chromosomu 3, angazujacymi regio-
ny 392113926 [inv(3)(q21926)/t(3;3)(q21;q26)], rearanza-
cjami regionu 11q23, translokacja t(6;9)(p23;q34), utrata
chromosoméw 5 i 7 lub delecjami w ich obrebie [del(5q),
del(7q)], sa zaliczani do grupy tzw. niekorzystnego ryzy-
ka cytogenetycznego [13,27]. Podobnie niekorzystne ro-
kowanie dotyczy chorych ze ztozonym kariotypem, czyli
z obecnoscig trzech lub wigcej aberracji [68].

Aberracje chromosomu 3 [inv(3)(q21q26)/t(3;3)(q21;q26)]
moga wystapi¢ we wszystkich podtypach OBS u starszych
chorych. Czgsto wspotistnieja ze zmianami strukturalnymi
Iub liczbowymi chromosoméw 5 i 7 [-5/del(5q), —7/del(7q)]
lub sa jedna ze zmian u chorych ze ztozonym kariotypem.
Zmiany 3q21q26 sa niekorzystnym czynnikiem progno-
stycznym i predykcyjnym — chorzy z tg aberracja wyka-
zuja wielolekowa opornos¢ [13].

Translokacje 11q23 stwierdza si¢ w pierwotnej i wtdrnej
OBS, a takze w ostrych biataczkach limfoblastycznych.
Wsréd OBS z ta zmianag najczesciej rozpoznaje si¢ podty-
py M5a (50%) oraz M4 (20%) wg FAB. Komorki biatacz-
kowe chorych z aberracjami 11q23 charakteryzuje, oprécz
ekspresji antygenéw typowych dla linii mieloidalnej, tak-
ze ekspresja antygenéw monocytoidalnych (CD11b, CD14,
CD36, CD64) [13]. Aberracje 11q23 wystepuja u okoto
6% chorych z OBS i dotycza gtéwnie dwoch grup: dzieci
w wieku niemowlgcym i chorych uprzednio leczonych le-
kami alkilujacymi, inhibitorami topoizomerazy II lub ra-
dioterapig [13,29]. W regionie 11q23 znajduje si¢ locus
genu MLL, ktéry w wyniku translokacji moze ulega¢ fu-
zji z innymi genami, co — podobnie jak jego amplifikacja
— jest czynnikiem niekorzystnego rokowania [6].

Czynnikiem niepomys$lnego rokowania jest takze translo-
kacja t(6;9)(p23;q34). Stwierdzana jest u okoto 1% cho-
rych na OBS (najczesciej w podtypie M2 wg FAB), czgsto
w przypadkach OBS wtérnych do MDS. Aberracja ta moze
wystgpowac w kazdej grupie wiekowej [13]. Zazwyczaj jest
zmiang izolowana, chociaz mogg jej towarzyszy¢ trisomie
chromosoméw 8 i 21 [13].
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Ztozony kariotyp stwierdza si¢ u okoto 10% chorych z roz-
poznaniem pierwotnej OBS, czg¢sciej w starszej grupie
wiekowej [5]. Z obecnoscia ztozonego kariotypu u cho-
rych na OBS jest zwiazany niekorzystny przebieg klinicz-
ny; niski odsetek uzyskiwanych catkowitych remisji nie-
zaleznie od rodzaju zastosowanego leczenia i krétki czas
przezycia. Rokowanie dodatkowo pogarsza wspoétistnienie
aberracji okreslanych jako niekorzystne, np. —5/del(5q) lub
—7/del(7q) [5,13].

IMOLEKULARNE CZYNNIKI PROGNOSTYCZNE

Przyczyny transformacji biataczkowej i rozwoju choroby
sg ztozone. Nalezy uwzglednia¢ czynniki zewngtrzne, mo-
gace powodowaé mutacje gendéw oraz czynniki osobnicze,
takie jak ostabienie komérkowych mechanizméw kontroli
proliferacji i uktadéw kontroli immunologiczne;.

Mutacje punktowe moga prowadzi¢ do transformacji nowo-
tworowej komérki macierzystej szpiku i komoérek progeni-
torowych. Transformowana komérka nabywa zdolnosci do
proliferacji niezaleznej od dzialania tkankowych i ogdélno-
ustrojowych mechanizméw regulatorowych. Klony komérek
niezr6znicowanych, charakteryzujacych si¢ nieograniczona
zdolnoscia proliferacji i unikania apoptozy powstaja w wy-
niku niestabilnosci genomu. Do transformacji biataczkowe;j
potrzebne jest jednoczasowe zaistnienie dwoch lub wigcej
zmian genetycznych [31]. Czgsto obserwowane w OBS muta-
cje gendw kodujacych kinazy tyrozynowe i biatka sygnaliza-
cyjne z nimi zwigzane prowadza do pobudzenia proliferacji.
Z kolei mutacje genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne
powoduja zahamowanie proceséw réznicowania i dojrzewa-
nia. Izolowana mutacja w obrgbie gendw kinaz tyrozynowych
moze wigc powodowac rozwdj zespotu mieloproliferacyjne-
go, a mutacje genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne sa
przyczyna mielodysplazji. Dopiero jednoczesne pobudzenie
proliferacji i zahamowanie dojrzewania komérek blastycz-
nych prowadzi do rozwoju ostrej biataczki [31,35].

U 50-60% chorych na OBS stwierdza si¢ obecnos¢ mu-
tacji w obrebie genéw receptoréw kinaz tyrozynowych.
Nieprawidlowe funkcjonowanie ich produktéw biatkowych
powoduje zmiang aktywnosci sktadowych gtéwnych szla-
kéw sygnatowych decydujacych o zyciu i §mierci komor-
ki, m.in. MAPK (mitogen activated protein kinase), mTOR
(mammalian target of rapamycin), STAT (signal transdu-
cer and activator of transcription) i NF-kappa B (nucle-
ar factor B) [31].

Aberracje strukturalne i liczbowe typowe dla niektérych
bialaczek obejmuja regiony chromosoméw, w ktérych
umiejscowione sa onkogeny. Geny te odgrywaja znacza-
cg roleg w sterowaniu proliferacja komorek, ich réznico-
waniem i dojrzewaniem. Koduja migdzy innymi btonowe
receptory kwasu retinowego, cytokin regulujacych hema-
topoezg oraz przekazniki sygnatu, np. geny kodujace ki-
nazy tyrozynowe [26,65].

Zmiang obserwowang czesto w nowotworach narzadowych
jest amplifikacja gendw [54]. Amplifikacja to zwielokrotnie-
nie liczby kopii genu (lub fragmentu DNA) powyzej 5. Jesli
liczba kopii przewyzsza 20 okreslana jest mianem amplifi-
kacji wysokiego stopnia [48]. Amplifikacje stwierdzane sa
w niewielkim odsetku nowotworéw hematologicznych [54].

Swoiste dla OBS jest zwielokrotnienie regionu 11q23-q25.
W locus 11923 znajduje sig¢ gen MLL, ktérego produkt jest
koaktywatorem transkrypcji genéw istotnych dla hematopo-
ezy. Zaréwno amplifikacja MLL, jak tez jego fuzje z innymi
genami sg niekorzystne prognostycznie. Amplifikacja regio-
nu 11923-g25 moze dodatkowo skutkowaé zwielokrotnie-
niem kopii innych genéw w tej lokalizacji: CCNDI1, ATM
i ESTI [26]. Gorzej rokuje takze 5-10% chorych z prawi-
dtowym kariotypem, u ktérych metodami molekularnymi
(RQ-PCR, sekwencjonowanie) stwierdza sig tzw. czgscio-
we duplikacje tandemowe genu MLL (partial tandem du-
plications — MLL-PTD) [1,26,51].

Niekorzystnym czynnikiem prognostycznym jest, rzadko
obserwowana w przebiegu OBS (ok. 1%), amplifikacja
genu MYC [26,53]. Przejawia si¢ ona obecnoscia podwdj-
nych malutkich chromosoméw (double minutes — dmin,
DMs), bedacych bezcentromerowymi czastkami chroma-
tyny, zawierajacymi gen MYC, zwielokrotniony poza swo-
im locus [26,51].

Poza zmianami wykrywanymi na poziomie rozdzielczosci
mikroskopu, w réznych podtypach cytogenetycznych OBS
zidentyfikowano wiele submikroskopowych zmian gene-
tycznych [45]. Do mutacji, ktére sa istotne dla planowania
terapii chorych z OBS, zalicza si¢ duplikacje genu FLT3
(FLT3-ITD), mutacje WT1, nadekspresj¢ gendw BAALC,
ERG oraz MNI. Wymienione zmiany sa niekorzystnymi
czynnikami predykcyjnymi. Z kolei mutacje genéw CEBPA
i NPM 1 uznaje si¢ za czynniki korzystne [52]. Mutacje ge-
nowe zaliczane do grupy czynnikéw korzystnych oraz mu-
tacje nalezace do czynnikéw niekorzystnych moga wyste-
powaé jednoczesnie [12]. Obecnos¢é mutacji genu KIT,
ktéry koduje kinazg¢ tyrozynowa, jest pogarszajacym ro-
kowanie markerem molekularnym u pacjentéw z korzyst-
nie rokujacymi bialaczkami CBF [44]. Mutacja w genie
KIT wystepuje u 23% chorych z t(8;21) i czgsto wspotist-
nieje z mutacja FLT3 [41].

W grupie ryzyka posredniego, do ktérej naleza chorzy
z prawidlowym kariotypem, znaczenie ma badanie genu
FLT3 (locus 13q12), kodujacego kinazg tyrozynowa recep-
tora klasy III (fms-like tyrosine kinase 3 — FLT3) [40,59].
Receptor ten wystepuje na powierzchni wezesnych komérek
progenitorowych hematopoezy i zwiazany jest z proliferacja
oraz regulacja apoptozy [20]. Poprzez swdj ligand (FLT3L)
odgrywa istotng role w proliferacji i réznicowaniu progeni-
torowych komdérek hematopoetycznych, a takze w patoge-
nezie OBS. Mutacje genu FLT3 wystepuja u 30-35% cho-
rych na OBS [58]. Jedna z nich jest FLT3-length mutation
(FLT3-LM), ktora jest heterogenna i moze mie¢ postac in-
sercji, delecji i tzw. wewnatrztandemowej duplikacji (inter-
nal tandem duplication — ITD) [32]. FLT3-ITD wystegpuje
u 30% chorych z grupy posredniego ryzyka i niekorzystnie
wplywa na rokowanie, wigzac si¢ z czgstymi nawrotami
OBS [56]. Wsréd pozostatych 70% chorych z posrednim
stopniem ryzyka, u ktérych brak tandemowej duplikacji
FLT3-ITD, zdecydowanie korzystniejsze rokowanie maja
chorzy z obecnoscia mutacji NPM1 [36] i CEBPA [44],
ktére sq uznawane w klasyfikacji WHO za odrebne posta-
cie OBS [27]. FLT3-ITD wystepuje najczesciej u chorych
na OBS z prawidlowym kariotypem lub z t(15;17), pogar-
szajac prognoze w tych podtypach. Mutacje FLT3-LM
rzadko sa wykrywane w OBS ze zlozonymi zmianami
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w kariotypie. We wszystkich grupach cytogenetycznych
obecnos$¢ FLT3-LM, w tym FLT3-ITD, jest niekorzyst-
nym czynnikiem prognostycznym [10].

Zmiany w ekspresji genéw: FLT3 i KIT nalezy traktowac
jako pomocnicze wskazniki ryzyka przy planowaniu le-
czenia chorych z grup ryzyka posredniego i korzystnego,
okreslonego cytogenetycznie [44].

Biatko kodowane przez gen NPM 1 (locus 5q34) kontroluje
integralno$¢ DNA oraz hamuje proliferacj¢ [16]. Mutacje
NPM1 wykrywane sa u prawie 35% chorych na pierwotna
OBS. Najczestszym typem mutacji NPM1 jest duplikacja
obejmujaca 4 pary zasad w eksonie 12 [45]. OBS z pra-
widtowym kariotypem i mutacja NPM1 wystepuje znacz-
nie czgsciej u kobiet. Ten rodzaj biataczki charakteryzuje
si¢ wysoka leukocytoza, trombocytoza oraz niska ekspre-
sja antygenu CD34 lub jej brakiem [63]. Mutacje NPM1
maja korzystny wptyw na uzyskanie catkowitej remisji,
czas jej trwania i catkowity czas przezycia [10].

Gen CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein o), zlokali-
zowany w 19q13.1, koduje biatko, ktére nalezy do rodziny
bZIP (basic region leucine zipper). Biatko to ma wiasciwo-
Sci czynnika transkrypcyjnego, odgrywajacego istotna role
w granulocytopoezie [40]. Mutacje CEBPA obserwuje si¢
u 5-10% chorych na OBS, gtéwnie u 0oséb z prawidlowym
kariotypem (podtyp M1 i M2 wg FAB) [1,10]. Wystepuja
one w jednym lub obu allelach genu (odpowiednio CEBPA™
i CEBPA®™) [62]. Mutacje pojedynczego allela skutkujg zmia-
nami N- lub C-konica produktu biatkowego, w przypadku mu-
tacji biallelicznych zazwyczaj jedna z nich obejmuje dome-
n¢ C-, a druga N-koricowa [62]. U chorych ze zmutowanym
genem CEBPA obserwuje si¢ znacznie dluzszy czas trwania
remisji 1 catkowitego przezycia w poréwnaniu do chorych
z genem dzikim (wild-type — wt). W analizie wieloczynni-
kowej wykazano, ze najpomyslniejsza prognoze maja chorzy
z mutacjg CEBPA® [1,62]. Komoérki biataczkowe tej grupy
chorych charakteryzuje unikalny profil ekspresji gendw, wy-
raznie odrézniajacy je od przypadkéw CEBPA™ i CEBPA™
[62]. Mutacji pojedynczego allela CEBPA w OBS czgsciej
towarzysza mutacje genu NPM 1 lub/i FLT3-ITD, co nie po-
zostaje bez wplywu na rokowanie [62].

Gen BAALC (brain and acute leukemia, cytoplasmic) jest
umiejscowiony w regionie 8q22.3. Szczegdlnie silng eks-
presj¢ tego genu wykazuja komérki prekursorowe hemato-
poezy. Zwigkszona ekspresja BAALC w krazacych blastach
OBS jest niezaleznym niekorzystnym czynnikiem rokow-
niczym u chorych na OBS ponizej 60 roku zycia, z prawi-
dtowym kariotypem, bez FLT3-ITD i mutacji CEBPA [3].

Inne geny, ktérych zmiany o negatywnym znaczeniu pro-
gnostycznym wykazano w cytogenetycznych typach zaréw-
no dobrze, jak i Zle rokujacych, a ktérych badanie moze
mie¢ warto$§¢ w OBS z prawidtowym kariotypem, to: EVI1,
C-KIT, NRAS, KRAS i BCRP [10].

Na rokowanie u pacjentéw z OBS ma takze wptyw zmien-
nos¢ ekspresji mikroRNA (miRNA), czasteczek o dtugo-
$ci 19-25 nukleotydéw, regulujacych ekspresje genéw na
poziomie potranskrypcyjnym [9,20]. Zaburzenia ekspresji
miRNA odgrywaja zasadnicza rolg w rozwoju OBS [34].
Na podstawie obecnosci lub braku okreslonych rodzajéw

miRNA mozna réznicowaé OBS i ostrg biataczke limfobla-
styczna [34]. Li i wsp. udowodnili, ze miR-126/126* wyka-
zuja nadekspresje u chorych z t(8;21) i inv(16), podczas gdy
miR-224, miR-368 i miR-382 — u chorych z t(15;17) [34].
Zwigkszona ekspresja miR-10a, miR-10b i miR-196a jest
zwigzana z mutacjami w genie NPM1 [11,19]. U chorych
z prawidlowym kariotypem ekspresja miR-181a i miR-181b
jest nizsza w stadiach M4 i M5 niz M1 i M2 wg FAB [38].

ZASTOSOWANIE MIKROMACIERZY W 0ZNACZANIU MARKEROW
MOLEKULARNYCH | CYTOGENETYCZNYCH

Poszukiwanie markeréw molekularnych o diagnostycznym
i rokowniczym znaczeniu w OBS prowadzone jest z wy-
korzystaniem najnowszych metod: ekspresyjnych mikro-
macierzy DNA, mikromacierzy mikroRNA, mikromacie-
rzy CGH oraz mikromacierzy SNP. Mikromacierze tacza
w sobie zalety metod cytogenetycznych oraz metod mole-
kularnych (FISH, RT-PCR) [61].

Ostra biataczke szpikowa mozna réznicowaé z ostra bia-
taczka limfoblastyczna na podstawie oznaczenia ekspre-
sji okreslonych genéw (gene expression profiling — GEP)
[21]. Profilowanie ekspresji genéw pozwala takze rozréznié
korzystne prognostycznie podtypy OBS [inv(16)/t(16;16),
t(8;21) 1 t(15;17)] od pozostatych. Do tego celu wykorzy-
stuje si¢ technologie ekspresyjnych mikromacierzy DNA,
umozliwiajaca analizg ekspresji tysigcy genéw z duzg do-
ktadnoscia podczas jednego badania [38,69].

Profilowanie ekspresji genéw chorych z aberracjami chro-
mosomowymi lub molekularnymi o znanym znaczeniu ro-
kowniczym [np. CBF-AML.: t(8;21) lub inv(16)/t(16;16)],
pozwolito stwierdzi¢ zwiazek nadekspresji genéw odpowie-
dzialnych za proces proliferacji oraz zmniejszenia ekspre-
sji genéw proapoptotycznych z gorszym rokowaniem [8].

Bullinger i wsp. okreslili sygnaturg (profil) ekspresji ge-
noéw istotng dla prognozy OBS u chorych z prawidtowym
kariotypem [7]. Zweryfikowana przez Radmachera na du-
zej grupie chorych sygnatura Bullingera wykazata ponad
60% trafnos¢ przewidywania rokowania, mimo zastoso-
wania odmiennej platformy macierzowej [47]. Natomiast
przeprowadzona przez grupg badaczy niemieckich analiza
nadzorowana wynikéw GEP panelu 66 genéw zwigzanych
z czasem przezycia, udowodnita znaczenie ekspresji ge-
noéw jako niezaleznego czynnika prognostycznego u cho-
rych z CN-AML, bez wzgledu na rodzaj terapii i miejsce
pochodzenia (Europa, Ameryka) [39].

Do oznaczenia ekspresji poszczegdlnych typéw miRNA
wykorzystuje si¢ mikromacierze mikroRNA. Metoda ta
rozni si¢ od mikromacierzy DNA tym, ze jako sondy wy-
korzystywane sg krétkie nukleotydy, komplementarne z ba-
danym mikroRNA. Za pomoca tej techniki udato si¢ okre-
sli¢ zwigkszona ekspresje poszczegdlnych miRNA, m.in.
u chorych z t(8;21), inv(16) oraz t(15;17) [38].

Profil ekspresji miRNA ma zwiazek z rokowaniem u cho-
rych na OBS. Nadekspresja miR-199a i miR-191 koreluje
z krétszym czasem przezycia i krotszym czasem wolnym
od nawrotu choroby (event free survival — EFS) we wszyst-
kich grupach cytogenetycznych [11]. Niekorzystnym czyn-
nikiem prognostycznym dla wszystkich chorych jest takze
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nadekspresja miR-20a, miR-25 i miR-199b [19]. Zwigkszona
ekspresje miR-let7b i miR-9 obserwuje si¢ natomiast wy-
facznie u chorych z grupy niekorzystnego i posredniego
ryzyka cytogenetycznego [11].

W grupie chorych z prawidtowym kariotypem i obecno-
$cig niekorzystnych molekularnych czynnikéw progno-
stycznych (FLT3-ITD, wt-NPM1 lub obie zmiany jed-
noczesnie) Marcucci i wsp. okreslili sygnatury ekspresji
miRNA zwiazane z EFS. Najwazniejsza z zaobserwowa-
nych byta odwrotna zaleznos$¢ migdzy ekspresja miR-181a/
miR-181b i ryzykiem wznowy [37]. Sygnatury te walido-
wano nastgpnie na 55-osobowej grupie chorych z OBS
z prawidlowym kariotypem, leczonych w ramach progra-
mu CALGB 9621. W analizie wieloczynnikowej warto-
Sci ekspresji wybranych miRNA okazaly si¢ niezaleznym
czynnikiem prognostycznym EFS [66].

Technika mikromacierzy CGH (array comparative genome
hybridization — array CGH) jest metoda stosowana w celu
wykrywania w genomie delecji lub amplifikacji fragmentéw
DNA. Przede wszystkim jednak macierze CGH umozliwiaja
detekcje zmian liczby kopii (copy number variation — CNV)
nawet w wielu tysiacach loci jednoczesnie — ich liczba jest
ograniczona wytacznie liczba sond, natomiast ich rozmiar
decyduje o rozdzielczosci z jaka wykrywane sa aberracje
chromosomowe (w zaleznos$ci od rodzaju macierzy 10-300
kpz). Dodatkowo analiza metoda mikromacierzy CGH nie
wymaga dysponowania komérkami zdolnymi do podziatu.
Dysproporcje w intensywnosci fluorescencji w prébie bada-
nej w stosunku do DNA referencyjnego Swiadcza o zaburze-
niach w liczbie kopii analizowanych fragmentéw genomu
[70]. Technika mikromacierzy CGH znajduje zastosowanie
w licznych badaniach naukowych dotyczacych m.in. OBS
[60]. Na przyktad Tyybikinoja i wsp. zidentyfikowali tg me-
toda amplifikacje w regionie 11q23-q25, ktdrej nie mozna
byto uwidoczni¢ metodami cytogenetyki klasycznej [64].

Badania zastosowania aCGH w diagnostyce i ustalaniu
rokowania nowotworéw mieloproliferacyjnych sa znacz-
nie mniej zaawansowane niz w przypadku guzéw litych
[60]. U chorych z OBS ze ztozonymi zmianami kariotypu
Rucker i wsp. zidentyfikowali ta metoda niezalezne ampli-
fikacje dwdch regionéw dilugiego ramienia chromosomu
11. Pierwsza z nich (11g23.3) obejmuje m.in. loci gendéw
MLL i DDX6, natomiast druga (11q23.3-q24.1) loci ETS1
1 FLII [55]. Amplifikacja MLL jest niekorzystnym czynni-
kiem prognostycznym, wiaze si¢ z krétszym czasem prze-
zycia i — czgsto — z delecja genu 7P53. Natomiast geny ro-
dziny ETS biora udziat w regulacji proceséw hematopoezy,
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proliferacji, réznicowania i apoptozy, co posrednio przekta-
da si¢ na znaczenie ich amplifikacji w progresji OBS [55].

Duza rozdzielczoscia w ocenie zmian liczby kopii DNA
i obecnosci obszaréw objetych utrata heterozygotycznosci
(loss of heterozygosity — LOH) cechuje si¢ technika ma-
cierzy SNP (single nucleotide polymorphism). Analiza po-
limorfizmu pojedynczych nukleotydéw umozliwia takze
identyfikacje¢ tzw. diploidalnego LOH, czyli zmiany liczby
kopii DNA bez ilosciowych zmian DNA. Zjawisko takie,
bedace nastgpstwem disomii jednorodzicielskiej (unipa-
rental disomy — UPD) obserwowane jest w 20% przypad-
kéw OBS z prawidtowym kariotypem [60]. Analizujac
zmiany genomu w OBS Gorletta i wsp. zaproponowali po-
dziat LOH ze wzgledu na zasieg. LOH krancowe (termi-
nal LOH), bedace najczesciej wynikiem UPD, obejmuje
duze obszary genomu (30-90 Mpz), natomiast LOH in-
terstycjalne (10% przypadkéw OBS z prawidlowym kario-
typem) dotyczy regionéw 2—8 Mpz, utraconych w wyniku
mikrodelecji [22]. LOH czgsto obejmuje regiony, w kt6-
rych znajduja si¢ geny istotne dla etiopatogenezy OBS:
CEBPA, FLT3 czy RUNX] [60]. Badania zmian liczby ko-
pii DNA oraz LOH w OBS trwaja, przyjmuje si¢ jednak,
ze w wigkszosci przypadkow ich obecnos¢ jest niekorzyst-
nym czynnikiem prognostycznym [14].

PobsumowaNIE

Mimo postepu w badaniach nad biologia biataczek, iden-
tyfikacji nowych czynnikéw rokowniczych oraz wprowa-
dzenia nowych schematéw leczenia OBS wciaz pozostaje
choroba nieuleczalna. Intensywna chemioterapia i trans-
plantacja szpiku pozwalaja na uzyskanie catkowitej re-
misji, ale u znacznej cz¢sci chorych dochodzi do nawrotu
choroby i zgonu. U chorych powyzej 60. roku zycia wyni-
ki leczenia sa znacznie gorsze. Rokowanie pogarsza obec-
nos¢ niekorzystnych aberracji chromosomowych, czg¢st-
sze wystgpowanie biataczek wtérnych rozwijajacych sig
z zespoléw mielodysplastycznych, lekoopornos¢ oraz tok-
sycznos¢ leczenia. Brak mozliwosci catkowitego wylecze-
nia, a takze wzrost zachorowalnosci wsrdd starszych cho-
rych utrudniajacy radykalne leczenie implikuje potrzebe
stosowania w terapii nowych lekéw, charakteryzujacych
si¢ wieksza skutecznoscia i mniejsza toksycznoscia [31].
Wprowadzenie metod opartych na macierzach DNA/RNA
moze znacznie utatwi¢ zaréwno poznanie nowych czynni-
kéw prognostycznych i predykcyjnych w OBS, jak tez ba-
dania w zakresie leczenia celowanego, ukierunkowanego
na okreslony mechanizm promujacy wzrost i przezycie ko-
morek nowotworowych.
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